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KISALTMALAR

ATLL: EriskinT Hiicre Losemi lenfomasi

BCR: Breakpoint Cluster Region
BrdU:Bromo-Deoxy-Uridine
CHOP:Siklofosfamid+Doksorubisin+Oncovin+Prednison
CNS: Santral Sinir Sistemi

C(M)OPP: Siklofosfamid+ Oncovin+ Prednison+ Prokarbazin
CYT B: Cytochalasin B

CVP: Siklofosfamid+ vinkristin+ prednison

DNA: Deoxyriboniikleic Asid

FCS: Fetal Kalf Serum

GTG: Giemsa-Tripsin-Giemsa

GTL: Giemsa-Tripsin-Leishman

HDL: Hodgkin Dis1 Lenfoma

KKD: Kardes Kromatid Degisimi

KT: Kemoterapi

MALT: Mucosa-associated lymphatic tissue

M: Molar

Mb: Megabaz

mg: Miligram

mM: Milimolar

pl: Mikrolitre

MN: Mikroniikleus

ISCN: An international System for Human Cytogenetic Nomenclature
p: Kromozomun kisa kolu

Ph1: Philadelphia

PHA: Phytohaemaglutinin

RNA: Ribonucleic Acid

RT: Radyoterapi

q: Kromozomun uzun kolu

SCE: Sister Chromatid Exchange
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OZET

Giris. Hodgkin-dis1 Lenfomalar (HDL) hematolojik tliimdrler arasinda klinik davranis,
morfoloji, hiicre kokeni, etioloji ve patogenez yoniinden ¢ok heterojen bir hastalik grubunu
olustururlar. Tiim Hodgkin-dis1 lenfomalarin %90°1nda sitogenetik anomali saptanmaktadir.
Kromozom anomalilerinin hastaligin olusumundaki rolleri ¢cok kesin bilinmemekle birlikte
onkogen ve anti onkogenlerin bu kromozom anomalileri ile tiimdr olusumunda rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Bu calismada sitogenetik biyomarkerler kullanilarak hastaligin tedavi

Oncesi ve sitotoksik tedavi sonrasi doneminde genomik instabilite arastirilmigtir.

Materyal-Metod. Hodgkin Dis1 Lenfoma Hastalarinda yeni tani konulmus tedavi dncesi
grup, kemoterapisi tamamlanmis grup ve KT + RT tamamlanmis grupta genomik instabilite,
sitogenetik biyomarkerlerle (Kardes Kromatid Degisimi ve Mikronukleus Analizi)
arastirildi. Arastirmaya yeni tan1 konmus tedavi baslanmamis 29 hasta, kemoterapisi
tamamlanmis 29 hasta, kemoterapi ve radyoterapi yapilmis 16 hasta dahil edildi. Kontrol

grubu 25 saglikl bireyden olusturuldu.

Sonuglar. KKD siklig1 acisindan yapilan analizde tedavi oncesi HDL olgularinda
istatistiksel olarak anlamli yiikseklik tespit edildi.(p=0.038) Ancak tedavi sonras1 gruplarda
anlamh farklilik tespit edilemedi. MN siklig1 acisindan yapilan analizde HDL olgularinin
tedavi Oncesi ve sonrast gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda belirgin olarak

anlaml yiikseklik tespit edildi ( p=0,000 ).

Sonu¢: HDL hastalarinda tedavi dncesi grupta KKD sikliginin artmis olarak saptanmasi ile
hastalarda DNA hasarinda artisin ortaya cikarilabilecegi ve bu artisin etyopatogenezinde
onemli bir rol oynayabilecegi One siiriilebilir. Ayn1 zamanda tedavi Oncesi grupta kardes
kromatid degisimi yiiksek bulunan hastalara ikincil kanser gelisimi agisindan daha siki takip
edilmesi gerektigi onerilebilir. KT ve KT + RT almis gruplarda KKD sikliginin normal
olarak saptanmasi, KT ve RT’ nin uzun donemde tedavi edici etkisine bagli olabilir. MN
sikliginin HDL hastalarinin tedavi Oncesi ve sonrasi gruplarinda kontrol grubuna gore
yiiksek olarak saptanmasi hastaligin dogal bir siireci olabilecegi gibi DNA onarim
sistemindeki bozukluklarla da iliskili olabilir. Kemoterapi ve Radyoterapi gérmiis olan
hastalarda, MN sikliginin kontrol grubuna goére yiiksek olarak saptanmasi aksine KKD
sikliginin yiiksek olarak saptanmamasi, ayn1 zamanda MN 6l¢iim yonteminin uygulamasinin
daha kolay ve giivenilir olmasi nedeniyle genotoksisitenin arastiritlmasinda daha informatif

bir yontem oldugunu diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hodgkin Disi Lenfoma, Kardes kromatid degisimi (KKD),
Mikronukleus Analizi (MN ), Kromozomal aberasyon



ABSTRACT

Background : Non-Hodgkin Lymphoma (NHL) is a heterogeneous group of a disease
due to their clinical behavior, morphology, cellular origin, etiology and pathogenesis.
Cytogenetic anomaly is present in 90% of all Non-Hodgkin lymphoma. Although the role of
chromosomal anomaly is not known exactly in the pathogenesis of the disease, oncogenes
and anti-oncogenes are suspected to cause chromosomal anomalies and emergence of the
tumor. In this study genomic instability before and after cytotoxic therapy evaluated using

cytogenetic biomarkers.

Methods : Cytogenetic biomarkers; Sister Chromatid. Chromatid Exchange (SCE), and
Micronucleus Analysis (MN) used to evaluate cytogenetic instability in three groups of NHL
patients. 29 newly diagnosed patient with no previous therapy, 29 patient who completed
chemotherapy and 16 patient who received both chemotherapy and radiotherapy. 25 healthy

individual included as the control group.

Results : Frequency of SCE was determined to be significantly high in the pre-treatment
group (P: 0.038) and no statistically difference was found in post-treatment groups.
Micronucleus analysis revealed statistically significant difference in pretreatment and post-

treatment groups of HDL patients comparing to the control group (P: 0.000).

Conclusion : Determination of increased frequency of SCE in NHL patients with no
previous treatment may increase DNA damage which might be an important point in the
etiopathogenesis of the disease. Meanwhile, patients with high SCE before treatment should
be recommended to be carefully followed for the risk of development of a secondary
malignancy. Determination of a normal SCE frequency in treated patients may be the long
term result of therapeutic effects of chemotherapy and radiotherapy. High MN frequency in
all HDL patients comparing to the control group might be due to a defeat in DNA repair
mechanism or because of the nature of the disease. Determination of high MN frequency in
post-treatment group comparing to the control group and normal SCE frequency in the
treated group, meanwhile the measurement of MN frequency being more easy and reliable

makes this method more informative in evaluating genotoxicity.

Keywords : Non-Hodgkin Lymphoma, Sister Chromatid. Chromatid Exchange (SCE),

Micronucleus analysis (MN), chromosomal abrasion
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I.GIRIS VE AMAC

Lenfoma lenfoid sistemi olusturan hiicrelerden kaynaklanan malign bir
hastaliktir. Hodgkin-dis1 Lenfomalar (HDL) hematolojik tiimdrler arasinda klinik
davranig, morfoloji, hiicre kokeni, etioloji ve patogenez yoniinden ¢ok heterojen bir
hastalik grubunu olustururlar. Son yillarda immiinohistokimya ve molekiiler
genetigin katkilariyla hastaligin biyolojisi daha iyi anlasilmis ve bununla iliskili

olarak pek ¢ok yeni lenfoma tipleri tanimlanmistir (3, 24).

Son yillarda HDL insidans1 artmaktadir. Bu artista kazanilmis immun
yetmezlik sendromunun rolii vardir ama tek etken degildir. Degisik lenfoma
tiplerinin iilkelere gére dagiliminda farkliliklar vardir. Folikiiler Lenfomalar Avrupa
ve Kuzey Amerika’da ¢ok sik iken Japonya ve Orta Dogu Ulkelerinde seyrektir.
Burkit Lenfomas1 Afrika’da, Erigkin T Hiicre Lésemi lenfomasi Japonya ve
Afrika’da, alfa agir zincir yapimiyla giden Ince Barsak Lenfomalar1 Akdeniz
Bolgesi’nde siktir. HDL erkeklerde biraz daha siktir ve tiim yaslarda goriilebilir
(3,24).

Hodgkin-dis1 lenfomalarin etiyolojisi baz1 tipler disinda kesin bilinmemektedir.
Afrika tipi Burkit lenfomasi olgularinin %90’1inda Epstein-Barr viriis enfeksiyonuna
ait kanitlar vardir. Non-endemik olgularda bu oran ancak %15- 20 dir. ATLL’de

insan T-hiicre 16semi viriisiiniin rolii gosterilmistir(3,24).

Gliniimiiz teknolojisi ile tiim Hodgkin-dis1 lenfomalarin %90’inda sitogenetik
bozukluk saptanmaktadir. Kromozom anomalilerinin hastaligin olusumundaki rolleri
cok kesin bilinmemekle birlikte onkogen ve anti onkogenlerin bu kromozom

anomalileri ile tiimdr olusumunda rolii oldugu diisiiniilmektedir (24).

Immun sistemi baskilanmis hastalarda HDL gelisimi siktir. Bunun en iyi 6rnegi
immiinosiipresif tedavi uygulanan kalp ve bobrek transplant hastalarinda HDL
sikliginin  artmasidir. Bu durum lenfoma gelisiminde immiin regiilasyon
bozuklugunun 6nemli rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Konjenital veya kazanilmis
immiin yetmezliklerde, insan immun yetmezlik virusu enfeksiyonunda HDL siktir.

Bazi otoimmun hastaliklarda Hodgkin-dis1 lenfomaya daha sik rastlanir. Romatoid



11

artrit, Hashimoto tiroiditi ve Sjogren hastaliginda lenfoma riski artmigtir. Sistemik
lupusta da HDL egilimi yiiksektir. Dogumsal veya kazanilmis immun yetmezligi
olanlar ve otoimmun hastalik zemininde gelisen Hodgkin-dis1 lenfomada timor
hiicre DNA’sinda EBV sik olarak saptanir. Bu olgulardaki lenfoma patogenezinde
EBV’nin rolii olabilir. Epilepsi tedavisi i¢in diphenylhydantoin kullanan hastalarda
lenf bezi biiylimeleri olabilir. Ya da gercek malign lenfoma gelisebilir.
Epidemiyolojik arastirmalar lenfomada rolii olabilecek pek ¢ok g¢evresel faktorii

incelemis, en belirgin iliski sa¢ boyalari ile goriilmiistiir (3,24).

Hodgkin-dis1 lenfomalarda en ¢ok incelenen kromozom anomalisi Burkitt
lenfomasindaki 8. ve 14. kromozomlar arasindaki translokasyondur. t(8;14)
(924;q32). Bu degisim sirasinda 8. kromozomdaki c-myc onkogeni 14.
kromozomun q32 bandina tasinir. 14. kromozomdaki bu bdlgede immiinglobulin
agir zincir geni bulunur. Translokasyon, c-myc proto-onkogen aktivasyonuna yol
acar. t(8;14), Burkitt tipi akut lenfositik 16semi (ALL-L3) olgularinda da
saptanabilir. 8. kromozomdaki c-myc onkogeni daha seyrek olarak kapa hafif zincir
geninin bulundugu 2 numarali kromozom ile t(2;8)(q24;ql1) veya lambda hafif
zincir geninin bulundugu 22 numarali kromozom ile translokasyon yapabilir ( 3,7,12,

26).

Kromozomal anomalilerin meydana gelmesinde genomik instabilite
sorumludur. ~ Genomik instabilite sitogenetik ve molekiiler genetik degisik
yontemlerle arastirilabilir. Calismalarda sitogenetik biyomarkerler olarak
kromozomal anomali, Kardes Kromatid Degisimi (KKD) sikligi ve mikronukleus
analizi kullanilmaktadir (1,5, 6, 11, 26, 30, 31 ).

Bu tez calismasinda tedavi géormemis Hodgkin Dis1 Lenfoma olgularinda
periferik kan lenfositlerinde genomik instabilite, kemoterapi ve radyoterapinin
genotoksik etkileri arastirilacak ve ayrica iki sitogenetik biyomarker (KKD ve
mikronukleus siklig1) birbirleriyle karsilagtirilacaktir. Degisik evrelerdeki lenfoma

olgularinda bu iki sitogenetik biyomarkerle genomik instabilite aragtirilacaktir.
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II. GENEL BIiLGILER

II.1 KANSER

Kanser karmasik ve kalitsal bir hastalik ailesidir. Hiicrelerin kontrolsiiz olarak
cogalmasi ve biiylimesi sonucu ortaya ¢ikar. Normal hiicrelerin kanser hiicresine
doniislimii  karmasik ve ¢ok asamali bir olaydir ve karsinogenezis olarak
isimlendirilir. Kanserlesen hiicre kalitsal olarak bir sonraki jenerasyona aktaracagi

bir takim yeni 6zellikler kazanmistir. Bu 6zellikler asagida siralanmistir (27).

1-Kanserlesen hiicre, normal hiicrelerdeki inhibisyon mekanizmasim

kaybetmesi ile ¢ogalma kontroliinii yitirmistir.

2-Kanserlesen hiicre, dokuya 0Ozgiilliiglinii kaybetmistir. Kokeni ne olursa
olsun artik tamamen farkli 6zelliklere sahiptir. Kan ve lenf yolu ile her hangi bir

dokuya yerlesebilir.
3-Kanserlesen hiicrede, farklilasma gerilemistir.
4-Kanserlesen hiicrenin, metabolizmasi degismistir.
5-Kanserlesen hiicrenin, antijenik 6zellikleri degigmistir.
6-Kanserlesen hiicrenin, morfolojisi degismistir.

Kanserdeki temel sorun hiicre cogalmasindaki kontroliin kaybidir. Cogalma ve
bliylime gen kontrolii altinda oldugundan gen ekspresyonunun degisimi ile kontrol
disina ¢ikmaktadir. Gen ekspresyonun degisimi DNA’nin direk etkilenmesi ( gen
mutasyonlari, translokasyonlar ya da amplifikasyonlar ) ve gen transkripsiyonu ya da

translasyonu gibi mekanizmalardan biri ile olusur (27)

Kanser olusumunun sebebi tam olarak bilinmemekle beraber hem dis (Cevresel
kimyasallar, radyasyon) hem de i¢ nedenler (immun sistem defektleri, genetik
yatkinlik) rol oynamaktadir. Ilk olarak 1914 te Boveri tarafindan, kanserin
kaynaginda somatik mutasyonun oldugu hipotezi ortaya atildi. Bu hipoteze gore

kanser hiicrelerinin kaynagi, somatik hiicrelerde olusan kromozom diizensizliklerinin
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sonucudur. Bu diizensizlikler ise asagida siralanan hiicresel kontrol mekanizmasinin

bozulmasi ile anormal hiicre proliferasyonuna yol agar (27).

Kromozom bant tekniklerinin gelismesi ile kanser hiicrelerinde bulunan
kromozomlarinin  yeniden  yapilandirilmalarinin =~ belirlenmesinde  ilerleme

kaydedilmistir. Kanser olusumunda etkili olan 3 tip gen bulunmaktadir:

1-Tiimér Baskilayict1 Genler: Tiimor baskilayici gen {irlinleri normalde
anormal biiylime ve malign malformasyonlar1 bloke eder. Bu genler ekspresse
olmadiklarinda hiicrenin biiylime ve boliinmesini baskilayict etkileri ortadan kalkar.

Kanser olusabilmesi i¢in her iki allelin kaybedilmesi gerekmektedir.

2- Onkogenler: Normal hiicre biiyiimesini ve gelismesini etkileyen genlerdir.
Onkogenlerin bliyiik bir boliimii hiicre ¢ogalmast ve farklilasmasinin kontrolii ile
iligkili protoonkogen adi verilen normal genlerin mutasyona ugramis formlaridir.
Insanda normal genomda bulunan onkogenler (c-onc) RNA tiimér viriislerinde
bulunan genlere homologdur. Bugiin i¢in 100 iin {izerinde c-onc izole edilmis olup,
insan  kromozomlarinda  haritalanmistir.  Protoonkogenleri  aktiflestiren 3

mekanizmadan s6z edilmektedir (27).

A. Amplifikasyon: Yapisal olarak normal onkogenlerin artan kopyalari
sitogenetik olarak kiigiik kromozom parcalar1 seklinde ya da normal kromozomlar
icinde duplikasyon yapmis olarak goriliir. Bdylece protoonkogenlerin asir
ekspresyonu ortaya c¢ikar. Normal hiicrelerde hemen hemen hi¢ goriilmeyen bu olay
kanser hiicrelerinde ¢ogu kez goriiliir. Noroblastomalarda N- myc protoonkogeninin

200 kez artmas1 bu mekanizmaya 6rnek olarak verilebilir (27).

B. Nokta mutasyonlar:: Timor dokusundaki c-onkogenlerinin DNA
dizilerinin diger somatik dokularla karsilastirilmasi sonucunda, spesifik nokta

mutasyonlarmin farkli timor tiplerinde neden olabilecegi kabul edilmistir (26,27).

C. Kromozomal yeniden diizenlemeler( rearrangement’ler): Burada iki

ayr1 mekanizma s6z konusudur.

a. C-onkogenlerinin immunoglobulin yada T-cell reseptor lokusuna
translokasyonudur. Antijen reseptdrleri adi verilen bu reseptorlerin normal siiresi

esnasinda onkogenler aktiflesir. Bu durum Burkitt lenfomada gozlenir. 8 numarali
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kromozomda ( 8q24 ) bulunan myc onkogeni; immunoglobulin 2p11 de bulunan
hafif zincirin K pargas1 t(8;2) 14g32 de bulunan agir zincirinin enhanceri t(8;14) ve
22ql1 de bulunan hafif zincirinin pargalar1 t(8;22) ile olusturdugu translokasyonlar

sonucu aktive olmaktadir (27).

b. Kromozomal translokasyon sonucu 2 geni kodlayan bdolgelerin flizyonu ile
fiizyon proteinin tretilmesidir. Buna en iyi 6rnek KML olgularinda goriilen 9q34
deki c- abl onkogeninin 22q11 de bulunan becr ile fiizyonu, t(9;22) sonucu ortaya
¢ikan ber- abl flizyon proteinidir ( 27).

3-Diger Genler: Onkogen ve tiimor baskilayict genlerin disindaki diger genler
de kanser olusumundaki rollerinden dolayr sorumlu tutulmaktadirlar. Bu genlere

iliskin en 1yi 6rnek sitokrom P450 ve DNA tamiri enzim genleridir (27)
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II.2.LENFOMA

Lenfomalar, immun sistemi olusturan hiicrelerin ¢esitli diferansiyasyon
asamalarindan kokenini alan maligniteleridir. Gelistikleri diferansiyasyon asamasina

gore farkli morfolojik, immiinolojik ve klinik tablo olustururlar.

Tiim lenfoid hiicreler hematopoetik progenitdr hiicrelerden menseini alirlar.
Hematopoetik progenitdr hiicreler lenfoid ve myeloid Oncii hiicreleri olusturmak
tizere iki ana gruba ayrilir. Lenfoid kok hiicre son iiriinii olan B ve T lenfositleri
olusturmak iizere farklilasir. Lenfoid l6semilerin % 75 i ve tiim lenfomalarin %90 1
B hiicre orijinlidir. B hiicrelerinin gelismesinde antijene bagimli olmayan ve antijene
bagimli olan iizere iki faz dikkati ¢ceker. Antijene bagimli olmayan B hiicre gelisimi
kemik iliginde gergeklesir ve neticede slIg + matiir B hiicre olusumuna kadar olan
tim asamalar1 kapsar. Antijene bagimli evre ise matiir B hiicresinin antijenle
karsilagmasi, hafiza B hiicrelerinin olusumu ve Ig class (sinif) degisimi ve plazma
hiicre olusumu ile sonlanir ve lenf bezleri, dalak, basaklar Peyer plaklar1 gibi lenfoid

organda gerceklesir ( Sekil 2,1 ).

Immunglobulin agir zincir ve hafif zincir rearanjmani ve delesyonu B
hiicrelerinin erken evresinde olusur. Agir zincir i¢in 6nce D segmenti J segmenti ile
rearanje olurken daha sonra VDJ rearanjmani gerceklesir. Daha gec evrede de VJ
segment rearanjmani sonucu hafif zincir rearanje olarak nihayet agir ve hafif zinciri
olan intakt Ig molekiilii olusur. B hiicreleri antijenle uyar1 sonucu daha ¢ok lenf-nodu
germinal merkezlerde yer alan somatik mutasyon adi verilen islevle modifikasyona
ugrar. T hiicreleri ise timusa go¢ eder ve burada T hiicre reseptor genlerinin

rearanjmant sonucu T hiicre diferansiyasyonu tamamlanir (26).
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B-lenfosit gelisimi

memory

mature  germinal

MCL naive center

B-cell B-cell

MZL
CLL

MM

lymphoid
precursor

LBL, ALL

pre-B

FL, BL, HL

immature
B-cell

Kemik 1066

plasma cell

Lenifele delu

Sekil 2—-1: B lenfosit gelisimi ve Lenfomalarin gelisim evrelerine gore orijinleri:
LBL: Lenfoblastik Lenfoma, ALL: Akut Lenfoblastik Losemi, CLL: Kronik
Lenfositik Losemi, MCL: Mantle Zon Lenfoma, DLBCL: Diffiiz Biiyiik B Hiicreli
Lenfoma, FL: Folikiiller Lenfoma, BL: Burkitt Lenfoma, HL: Hairy Cell (tiyli
hiicreli) I6semi, MZL: Marjinal Zon Lenfoma, MM: Multipl Myelom ( 26 )

Her ne kadar lenfoid maligniteler lenfoid hiicrelerin diferansiyasyonunun
farkli evrelerinden orijinini alirlarsa da, lenfomanin diferansiyasyon asamasi onun
dogal seyrini tahmin etmede yararli olmamaktadir. Ornegin Burkitt lenfoma
ontogenik olarak matiir folikiil merkez IgM tasiyan hiicrelerden orijinini almasina
ragmen daha primitif evreden orijinini alan pre-B ALL (CD10+) den daha agresif ve
tedavi yanit1 daha kotii kabul edilmektedir. Ancak bu yapinin bilinmesi lenfoid

tiimorlerin immunofenotipleme ile ayrilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (26).

Lenfoma, bugiline kadar siniflamasi en sik degisen neoplazmdir. 1966
yilinda Rapaport, 1974 Lukes/Collins, 1982 Working Formulation, 1994 R.E.A.L ve
2001 WHO smiflamasi en ¢ok adindan séz edilen siniflamalardir. WHO siniflamast,
diinyada hematopatoloji ve klinik onkoloji konusunda deneyimli otdrlerin
morfolojik, klinik, immiinolojik ve genetik verileri dikkate alarak olusturduklar
konsensiis sonucu ortaya konmus ve halen gecerliligini siirdiiren son siniflamadir.
Bu simiflamanin 6zelligi lenfoid maligniteleri prekiirsér B ( ontogenik olarak B

hiicrelerinin diferansiyasyonunun erken evresinden) ve matiir B, keza T hiicrelerini
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de prekiirsér T ve matiir T olarak ikiye ayirmakta prekiirsér B ve T grubuna akut

lenfoblastik 16semiyi ( B ve T ) dahil etmektedir (26).

I1.2.1 HODGKIN DISI LENFOMA

Hodgkin Dis1 Lenfomalar (HDL) farkli davranis paterni ve tedaviye cevabi ile
lenfoproliferatif hastaliklarin heterojen bir grubudur. Hodgkin hastaligi gibi HDL
lenfoid dokulardan ¢ikar ve diger organlara yayilabilir. Bununla birlikte HDL,
Hodgkin hastaligina gore daha ¢ok ekstranodal yayilim egilimi gosterir. Prognoz
histolojik tipe, evreye ve tedaviye baglidir (26)

HDL iki prognostik gruba ayrilabilir. Indolent (yavas seyirli) lenfoma ve
agresif lenfoma. Indolent lenfoma, median sag kalimi 10 yila kadar uzayan, rolatif
olarak 1yl prognoza sahiptir, ancak ileri klinik evrelerde genelde kiirabl
olamamaktadir. Erken evre (I-II) Indolent HDL’ lar tek basina radyoterapi ile efektif
olarak tedavi edilebilirler. Indolent tiplerin ¢ogu morfolojik olarak nodiilerdir. HDL’
nin agresif tiplerinde semptomlar kisa siirelidir fakat bu hastalarin 6nemli bir kismi1
intensif kombinasyon kemoterapi ile tedavi edilebilirler. Genelde modern tedavi ile
HDL’larda 5 yillik genel sag kalim yaklasik olarak 9%50-60’dir. Agresif HDL nin
%30-60’1nda kiir saglanabilir. Relapslarin ¢ogu tedaviden sonraki ilk 2 yilda
olmaktadir. Indolent HDL radyoterapi ve kemoterapiye cevap vermekle birlikte ileri
evrelerde relaps goriilmektedir. Bununla birlikte histoloji low grade kaldig1 miiddetce
ikinci seri tedaviye iyi cevap verebilir (20,26).

Radyoterapi teknigi Hodgkin hastaligindakinden biraz farklidir. Radyoterapi
dozu, histolojik tip,evre, performans, tedavinin kiiratif veya palyatif olusuna, komsu
organlarin sensitivitesine ve tedavinin tek basina radyoterapi veya kemoterapi ile
kombine edilerek mi yapildigina bagl olarak , 2500-5000 cGy arasinda degisir.
Tedavi 4-15 MV yiiksek enerjili LINAC ve simiilator gerektirir. Radyoterapi alanlari
hastadan hastaya degismekle birlikte genellikle tutulmus alan veya komsu bolgeleri

icine alacak sekilde planlanir (20,26).
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I1.1.1.1 Selliiler Klasifikasyon

HDL nin {niform tedavisi, tiniform bir klasifikasyon sisteminin olmamasi

nedeni ile miimkiin olmamaktadir. 1982’de uzlasma calismasinin sonuglart Working

Formulation (WF) olarak yaymlanmistir. WF 6 major klasifikasyon sistemini bir

sistem halinde kombine etmislerdir. Bu farkli iilkeler ve enstitiilerdeki calismalar

karsilastirma imkan1 vermistir. Rapaport siniflandirmasi artik kullanilmamaktadir

( Tablo 2.1,2.2)

B HUCRELI

T HUCRELI

Prekiirsor B neoplasmlari

Prekiirsor B lenfoblastik 16semi/lenfoma
Mature B hiicre neoplasmlar:
B-KLL/kiigiik lenfositik lenfoma

B prolenfositik 16semi

Lenfoplasmositik lenfoma

Splenik marjinal zon B hiicreli lenfoma
Nodal marjinal zon lenfomalari

MALT tipi
lenfoma

ekstranodal marjinal zon

Mantle hiicreli lenfoma
Folikiiler lenfoma

Tiiyli hiicreli 16semi

Plazma hiicreli myelom

Diffuz biiyiik B hiicreli lenfoma

Burkit lenfoma/losemi

Prekiirsor T neoplasmlari

Prekiirsor T- lenfoblastik 16semi/lenfoma
Matiire T hiicre neoplazmlari

T prolenfositik 16semi

T hiicreli graniiler lenfositik 16semi
Agresif NK hiicreli 16semi

Erigkin T hiicreli 16semi/lenfoma

Ekstranodal NK/T hiicreli lenfoma,nazal
tip

Enteropati tipi T hiicreli lenfoma
Hepatosplenik gamma-delta lenfoma
Subkutan pannikulit benzeri lenfoma
Mycosis Fungoides /Sezary sendromu

Anaplastik biiyiik hiicreli, primer kutaneoz
tip

Periferik T hiicreli lenfoma
Anjioimmunoblastik T hiicreli lenfoma

Anaplastik biiyiik hiicreli, sistemik tip

Tablo 2-1: Lenfoid Malignitelerin WHO siniflandirmasi (16, 26).
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B HUCRELI T HUCRELI
INDOLEN INDOLEN
B-KLL/kiictik lenfositik lenfoma, | Large  graniiler lenfositik  16semi,

Lenfoplasmasitik,,lenfoma,
immunositoma, Waldenstrom
makroglobulinemisi, Tiylii hiicreli 16semi,
Splenik marjinal zon B hiicreli lenfoma,
MALT tipi ekstranodal marjinal zon lenfoma,

Folikiiler lenfoma (grade LII)
AGRESIV

Plazma hiicreli myelom

Mantle hiicreli lenfoma

Folikiiler lenfoma (grade III)
Diffuz biiyiik hiicreli lenfoma
Primer Mediastinal biiylik B hiicreli
COK AGRESIV

Prekiirsor B lenfoblastik 16semi/lenfoma,

Burkitt lenfoma, Plazma hiicreli 16semi

Mycosis fungoides, Sezary sendromu,

Primer kutaneoz anaplastik biiyiik hiicreli
AGRESIV

Periferik T

Angioimmunoblastik

T prolenfositik 16semi,

hiicreli lenfoma,
lenfoma, angiosentrik lenfoma (nazal tip
NK hiicreli veya T hiicreli lenfoma),
Intestinal T cell lenfoma, Anaplastik
biiylik hiicreli lenfoma, Hepatosplenik
subkutan

gamma/delta lenfoma,

pannikulit benzeri T hiicreli lenfoma
COK AGRESIV

Prekiirsor T lenfoblastik 16semi/lenfoma,

Erigkin T hiicreli 16semi/lenfoma

Tablo 2-2: Lenfoid malignitelerin sinflandirilmasi (16, 26)

Yavas Seyirli (Indolent) Lenfoma

Folikiiler lenfoma tim HDL’larin %20 sini, Indolent lenfomalarin %70 ini

olusturur. Folikiiler lenfomalar genelde 50 yasin iistiinde ve tan1 konuldugunda

yaygin durumdadir. En sik splenik ve kemik iligi tutulumu ile birlikte nodal tutulum

goriiliir. ileri evreye ragmen yavas seyitli olmalar1 nedeniyle medyan sagkalim 8—12
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yil arasindadir. Bununla birlikte ileri evre folikiiler lenfomalarin ¢ogunun giincel
tedavi segenekleriyle kiiratif tedavisi miimkiin olmamaktadir. Tedavi segenekleri
dikkatli izlem, purin niikleosid analoglari, oral alkilleyici ajanlar, kombinasyon
kemoterapisi, interferon ve monoklonal antikorlardir. bcl-2 geninin rearanjmani
folikiiler lenfomalilarin % 90’ dan fazlasinda mevcuttur. Bcl-2 proteininin over-
ekspresyonu apopitoz inhibisyonu nedeniyle lenfomanin eradike edilememesine yol
acmaktadir (20,26).

Lenfoplasmositik lenfoma genelde Ig-M tipi monoklonal serum paraproteinemi
ile birliktedir. Cogunda kemik iligi, lenf nodu ve splenik tutulum ve bazi hastalarda
hiperviskozite sendromu mevcuttur. Lenfoplasmositik lenfoma tedavisi diffiiz kiigiik
lenfositik lenfoma ve kronik lenfositik lenfoma gibi low-grade lenfomalara
benzemektedir (26).

Marjinal zon lenfomalar1 nodlar1 tuttugunda monositoid B-cell lenfoma olarak
ve ekstranodal bolgeleri (GIS, troid, akciger, meme, cilt) tuttugunda mucosa-
associated lymphatic tissue (MALT) lenfomas1 olarak adlandirilir. Hastalarin
cogunda ekstranodal tutulum ( genelde mide) mevcuttur. Lokalize gastrik tutulumlu
hastalarin % 50’ sinde Helikobakter pilori enfeksiyon tedavisi ile birlikte 3 ay
sonraki endoskopik muayene ile birlikte gerileme goriilmektedir. Progrese olan
hastalar radyoterapi, cerrahi ( total veya parsiyel gastrektomi + radyoterapi),
kemoterapi veya kombine modalite ile tedavi edilirler. Lenf nodu, kemik iligi ve
kana dissemine olduklarinda diger low-grade lenfomalar gibi davranirlar. MALT
bolgelerinin large B-cell lenfomasi diffiiz large cell lenfomalar i¢inde siniflandirilir.
Abdominal Akdeniz lenfomasi, agir zincir hastaligi ve immunoproliferatif ince
barsak hastaligi (IPSID) muhtemelen MALT lenfomasinin diger versiyonlaridir ve
erken evrede antibiyotiklere cevap verirler (20,26).

Splenik marjinal zon lenfomas1 masif splenomegali, kemik iligi ve periferik
kan tutulumu ile birlikte olan Indolent lenfomalardandir. Splenektomi uzun
remisyonla sonuclanabilir. Tedavi diger low-grade lenfomalar gibidir. Fakat bu tip
lenfomalar kemoterapiye daha az cevap vermektedirler (26)

Primer kutandz anaplastik large cell lenfoma ekstra kutandz yayilimi olmayan
ve Onceden lenfoproliferatif hastalifin bulunmadigi olgulardir. Spontan regrese
olabilen, Progrese oldugunda agresif doksorubisin temelli tedavi gerektiren bir

hastaliktir. Lokalize hastalikta genelde radyoterapi uygulanir. (26)
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Agresif HDL

Diffiiz large B-cell lenfoma yeni tam1 konan HDL’larin % 30’ unu
olusturmaktadir. Hastalarin ¢ogu hizli biiyiliyen kitle ve B semptomlari ile basvurur.
Lokalize olgularm cogu kombine modalite tedavi ile kiirabldir. Ileri evre hastalig
olanlarin % 40 kadar1 doksorubisin temelli kombinasyon kemoterapisi ile kiirabl
olabilmektedir. Agresif HDL da genel sagkalimi etkileyen 5 6nemli prognostik faktor
tanimlanmistir(26).

1. Yas (60 yasin alt1 ve tistii)

Serum LDH seviyesi
Performans statiisii (0—1 e kars1 2—4)
Evresi (1-2 ye kars1 3—4)

wok »w N

Ekstranodal tutulan bolge sayist (0—1 e kars1 2—4)

Iki veya daha fazla risk faktorii olanlar % 50°den daha az 5 yillik hastaliksiz ve
genel sag kalima sahiptir. Relaps kemik iligi, santral sinir sistemi (CNS), karaciger
ve dalakta olabilmektedir. Paranasal siniis ve testikiiler tutulumu olanlarda intratekal
metotreksatla Santral sinir sistemi (SSS) proflaksisi tavsiye edilmektedir. Kemik
iligi tutulumunda SSS proflaksisi tartismalidir (20,26).

Anaplastik large cell lenfomalar (ALCL ) karsinomlarla karistirilabilirler. Bu
lenfomalar genelde T-hiicre orijinlidirler ve 6zellikle deri olmak iizere ekstranodal
tutulumla birliktedir. Bu grup lenfomalar da diffiiz large cell lenfomalar gibi tedavi
edilirler (26)

Ekstranodal NK/T-cell lenfoma (nasal tip) , 6zellikle nasal ve paranasal siniis
bolgesinde olmak iizere ekstranodal yayilimli ekstensif nekroz ve anjioinvazyon ile
karakterli agresif lenfomalardandir. Tedavisinde doksorubisin temelli kombinasyon
tedavisine ilaveten yiiksek SSS tutulumu ve lokal niiks riski nedeniyle genelde
kemoterapiden Once lokal radyoterapi ve intratekal proflaksi ve/ veya proflaktik
kranial radyoterapi uygulanmaktadir. Agresif kiire ragmen standart tedavi ile kotii
cevap ve kisa sag kalim nedeniyle bazi arastiricilar kemik iligi ve periferal kok hiicre
transplantasyonu dnermektedirler. Yalnizca cildi tutan NK/T-cell lenfomalar daha iyi
prognoza sahiptir. Enteropati tipi intestinal T-cell lenfoma gliiten sensitif enteropati

ile birlikte olup ince barsaklar tutar (20,26)
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Mantle cell lenfoma lenf nodlarinda, dalakta, kemik iliginde kanda ve bazen de
gastrointestinal sistemde bulunur (Ilenfomatéz polipozis). Low-grade lenfomalar gibi
Mantle cell lenfomalar antrasiklin temelli kemoterapi ile inkiirabl gériinmektedir ve
genelde yaslhlarda ileri evrelerde asemptomatik olarak bulunur. Genel sag kalim
diger lenfomalara gore daha kisadir. Lenfoblastik lenfoma (Precursor T-cell) HDL
larin ¢ok agresif bir tipidir. Genelde genclerde goriiliir, genis mediastinal kitle ile
birlikte olup kemik iligi ve CNS a disseminasyon egilimlidir. Intensif kombinasyon
kemoterapisi +/-kemik iligi transplantasyonu bu tipin standart tedavisidir. Bulky
tiimor kitlesine bazen radyoterapi yapilabilir (20,26).

Burkitt’s Lenfoma/diffiiz small noncleaved cell lenfoma genelde genglerde
goriiliir, pediatrik HDL’ larin ¢ogunu olusturur. Tedavisi ileri evre agresif
lenfomalarda kullanilan multidrug rejimlerdir. Bulky abdominal hastalik ve ytiksek
serum laktat dehidrogenaz kotii prognostik faktorler olarak degerlendirilir. Burkitt’s
lenfomalarda yagam boyu % 20-30 SSS tutulumu riski vardir (26).

Primer effuzyon lenfomas: plevral, perikardial ve abdominal kavitelerde
tanimlanabilen tiimor kitlesi olmadan bulunmaktadir. Hastalar genelde HIV (+) tir,
prognozu katiidiir (26).

Evreleme

Evreleme sistemi Hodgkin lenfomadakine (HL) benzemektedir. Nonkontigioz
lenf nodu tutulumu HL’ da sik olmamakla birlikte HDL da sik goriilmektedir. HDL
da ayn1 zamanda Waldeyer’s halkasi, epitrohlear nodlar ve Gastrointestinal sistem
(GIS) tutulumu sik goriilmektedir. Ekstranodal prezantasyon HDL’ da daha siktir.
Tek bolge halinde ekstranodal tutulum diffiiz lenfomalarda enderdir. Karaciger ve
kemik iligi tutulumu o6zellikle low-grade lenfomalarda siktir. Agresif HDL’ larda
BOS un sitilojik incelenmesi (+) olabilir. Hiler ve mediastinal tutulum HL’ ya gore
daha enderdir. HDL da Ann Arbor evreleme sistemi kullanilmaktadir. Bu sistemde
evre LII, 11T, IV HDL
A ve B kategorilerine subklasifiye edilebilir.

B semptomlari;
— 6 ayda % 10’luk agiklanamayan kilo kayb1
— 38 derecenin iizerinde agiklanamayan ates

— Gece terlemesi
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Evre I: Tek lenf nodu bolgesi (I), veya tek ekstra lenfatik organ veya bolgenin
lokalize tutulumu (IE)

Evre II: Diyaframin ayni tarafinda iki veya daha fazla lenf nodu bolgesi (1), veya
tek komsu ekstra lenfatik organ veya bdlgenin regional lenf nodlar ile birlikte
(ve/veya diyaframin aym tarafinda baska lenf nodu bdlgelerinin lokalize tutulumu
(IIE).

Evre III: Diyaframin her iki tarafinda lenf nodu tutulumu (II1), ekstra lenfatik organ
veya bolgenin lokalize tutulumu (IIIE) birlikte olabilir. Splenik tutulum varsa ( III S)
ekstra lenfatik organ veya bolgenin lokalize tutulumu ile birlikte ise (III S+E)

Evre IV: Bir veya daha fazla ekstra lenfatik bolgenin dissemine ( multifokal)
tutulumu +/- komsu lenf nodu tutulumu veya nonregional uzak lenf nodu tutulumu

ile birlikte izole ekstralenfatik organ tutulumu (20,26)

TEDAVI

Indolent evre I ve kontigioz evre 11 HDL:
HDL da lokalize prezantasyon ender olmakla birlikte uygun evreleme yapilmissa,
gercek lokalize hastalikta tedavi ile kiir miimkiindiir. Indolent evre I ve II HDL’ da
tutulmus alan veya komsu nodal bolgelerin dahil edildigi genis alan 2500—4000 cGy
radyoterapi ile onemli sayida hastada radyoterapi alanlarinda uzun dénem hastalik
kontrolii saglanabilmektedir. Radyoterapiye adjuvant kemoterapi ilavesinin relapsi
azalttig1 gosterilememistir. Radyoterapinin kontrendike oldugu ender durumlarda
semptomatik olgularda kemoterapi kullanilabilir, veya asemptomatik olgular dikkatli
gozlemde tutulabilir. Tutulan alanlar1 radyoterapi porteline dahil edilemeyen olgular
evre III-IV low grade lenfomalar gibi tedavi edilir. Folikiiler large cell ve Mantle cell

HDL larda genelde agresif lenfomalar gibi tedavi edilir (26).

Standart tedavi se¢cenekleri:
1. Tutulmus alan radyoterapisi
2.Komsu proflaktik nodlar1 i¢ine alan genis (regional ) radyoterapi

3.Subtotal veya total lenfoid radyoterapi
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4.Radyoterapi ile birlikte kemoterapi

5.Radyoterapi uygulanamiyorsa yalniz kemoterapi veya dikkatli izlem

Agresif, evre I ve kontigioz evre I HDL:

Geleneksel olarak radyoterapi bu grup lenfomalarda primer tedavidir. Tedavi
edilen hastalarin yaklasik % 90’inda radyasyon alani iginde uzun dénem hastalik
kontrolii tek basina radyoterapi ile saglanabilmektedir. Mega voltaj cihazlarla 3500-
5000 cGy radyoterapi uygulanmaktadir. Bununla birlikte tek basina radyoterapi ile
hastaliksiz 5 yillik sag kalim %60-70 kadardir. Bu grup hastalarda radyoterapi +
kemoterapi veya tek basina kemoterapi de uygulanabilmektedir. Iki biiyiik randomize
prospektif calisma CHOP + radyoterapinin tek basina CHOP’a {istiinliigiini
gostermistir (26).

Diffiiz agresif lenfomalarda bagka bolge tutulmaksizin ekstranodal bolgeler
tutulabilmektedir. Bu bolgeler gastrointestinal sistem, tiroid ve kemik olabilir.
Adjuvan kemoterapi veya radyoterapi olsun/olmasin primer ekstranodal
lenfomalarda cerrahinin tan1 ve tedavide Onemi biiyiiktiir. Ekstranodal bdolge
prezantasyonunda relaps tahmin edilemediginden kemoterapi primer tedavi
modalitesi olarak kullanilmaktadir. Nodal diffiiz agresif lenfomada bile tutulan
bolgeye kemoterapiden sonra radyoterapi uygulamasi hastaliksiz ve genel sag kalim

yoniinden yararli gériinmektedir (25,26,33).

Standart tedavi se¢enekleri:
Kemoterapi+Radyoterapi
CHOP ( siklofosfamid+doksorubisin+vinkristin+ prednison) tercih edilen kemoterapi

kombinasyonudur.

Indolent, Non-kontigioz evre II-I11I-1V HDL

[leri evre low-grade lenfomalarin optimal tedavisi tartigmalidir. Bu konuda gok
sayida calisma devam etmektedir. Tartismanin sebebi buglinkii terapotik seceneklerle
ileri evre low grade lenfomalarin ¢ogunlugunda kiir saglanamamis olmasidir.
Tedaviye komplet cevap alinsa bile relaps sik olmaktadir. Standart tedavi purin

niikleosid analoglar1 (fludarabin, 2- klorodeoksiadenozin), oral alkilleyici ajanlar



25

veya kombinasyon kemoterapisi olmaktadir. Bu tedavilerin higbirisi ileri evre
hastalikta kiiratif olmadigindan yeni tedavi yaklasimlarina dair ¢aligmalar devam
etmektedir. Bu ¢alismalar: Total viicut 1s1nlamasi + kemoterapiyi takiben otolog veya
allojenik kemik iligi veya periferik kok hiicre transplantasyonu, rituximab( CD20 ye

kars1 monoklonal antikor) ve radiolabeled monoklonal antikorlar (26).

Standart tedavi secenekleri:

1-Asemptomatik hastalarda dikkatli gézlemle tedavi ertelenebilir.

2- Purin niikleosid analoglar1 (fludarabin, 2- klorodeoksiadenozin)

3-Oral alkilleyici ajanlar ( siklofosfamid, klorambusil)

4-Yalniz kombinasyon kemoterapisi: Siklofosfamid+ vinkristin+ prednison (CVP),
Siklofosfamid+ Oncovint+ Prednisont+ Prokarbazin (C(M)OPP), Siklofosfamid+
doksorubisint+Oncovin+Prednison(CHOP),fludarabin+Mitoksantron+Deksametazon(
(FND)

5-Anti-CD20 monoklonal antikor (rituximab) ilk basamak tedavi olarak +/-
kombinasyon tedavisi ile birlikte kullanilabilir.

6-Kemoterapi + total viicut 1sinlamasini takiben otolog veya allojenik kemik iligi

veya periferik kok hiicre transplantasyonu

Agresif , Non-kontigioz evre 11I/I11I/IV HDL

Ileri evre agresif HDL li hastalarda tedavi secenegi kombinasyon kemoterapisi
+/- lokal alan radyoterapisidir. Doxorubicin temelli kombinasyon tedavisi ile % 35—
45 uzun dénem hastaliksiz sag kalim elde edilmistir. Paranasal siniis ve testikiiler
tutulumu olan hastalarda 4—6 metotreksat intratekal enjeksiyonu ile SSS proflaksisi

onerilmektedir. Kemik iligi tutulumunda SSS proflaksisi tartigmalidir (26)

Standart tedavi segenekleri:

1-CHOP-+rituximab

2-Yalniz kombinasyon terapisi (CHOP)

3- Otolog kemik iligi veya periferik kok hiicre transplantasyonu veya yiiksek relaps

riski olanlarda allojenik kemik iligi veya transplantasyonu
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Lenfoblastik Lenfoma

HDL nin ¢ok agresif bir formudur. Genelde genglerde goriilmekle birlikte sik
degildir. Genelde Biiyiik mediastinal kitle ile birlikte olup, kemik iligi ve SSS
disseminasyonuna egilimlidir. SSS proflaksisi ile yogun kombinasyon kemoterapisi
standarttir. Bulky timor kitlesine radyoterapi bazen uygulanir. Cok hizli progrese
oldugundan tam1 kesinlestikten hemen sonra kombinasyon kemoterapisine

baslanmalidir (26).

Diffiiz Kiiciik Non-Cleaved Cell /Burkitt’s Lenfoma

Bu lenfomalarin tedavisi ileri evre agresif lenfomalar gibi agresif multidrog
rejimlerle yapilmalidir. Bu hastalarda kotii prognostik faktorler bulky abdominal
hastalik ve yliksek serum LDH olarak tanimlanmistir. Baz1 merkezlerde tedaviye
konsolidasyon amaciyla kemik iligi transplantasyonu ilave edilmektedir. Bu grup
lenfomalarda %?20-30 SSS tutulum riski vardir. Tim hastalarda intratekal

metotreksatla SSS proflaksisi onerilmektedir (26).
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I1.3 SITOGENETIK ANALIZ YONTEMLERI

Yasayan ve ¢ekirdegi olan, boliinebilme yetenegini kaybetmemis tiim dokular
kromozom ¢alismalarinda kullanilabilmektedir. Perifer kani lenfositleri, deri, kemik
iligi, amniyositler ve koryon villi hiicreleri invitro olarak laboratuar kosullarinda en
cok kullanilan dokulardir. Sitogenetik ¢alismalar igin gerekli olan metafaz
kromozomlariin eldesinde temel olarak iki farkli yontem kullanilmaktadir;

1- Direkt Yontem: Kemik iligi hiicreleri ile sitotrofoblastlar gibi spontan
mitotik aktivitesi olan dokularda uygulanabilmektedir.

2- Kiiltiir Yontemi: Perifer kani, amniyositler, gonad dokusu ve deri
fibroblastlarindan ancak kiiltiir edilerek kromozom elde edilebilmektedir. Bu amagla
medyum adi verilen protein, vitamin, hormon ve minarelerle zenginlestirilmis
ortamlar kullanilmaktadir.

Postnatal kromozom anomalilerinin saptanmasinda kullanilan Perifer kani
lenfosit calismalarinda, kullanilacak besi yerine normal sartlarda boliinmeyen
lenfositleri uyararak, mitoza sokmak i¢in Phytohaemaglutinin ( PHA )
eklenmektedir. Perifer kan1 lenfositleri i¢in ideal kiiltiir stiresi 72 saattir. Uzun siireli
kiltiirlerde ise bu siire daha uzun ve dokuya 6zeldir. Hiicre kiiltiirlerinde kolsisin (
colsemid ) ilave edilerek ig iplik¢iklerinin protein yapist bozulmakta ve mitoz
metafaz evresinde durdurulmaktadir. Boylece daha fazla sayida metafaz elde
edilmektedir. Hiicre zarmmin yar1 gegirgen Ozelliklerinden faydalanilarak hacmi
genisletmek icin hipotonik soliisyon uygulanmasi ve hiicrelerin fiksasyonu ile daha
kaliteli metafazlar elde edilmektedir. Bundan sonraki adim kromozomlarin bantlama
teknikleri ile tek tek taninip sayisal ve/veya yapisal bir anomalinin olup olmadiginin
aragtirtlmasidir. Metafaz kromozomlar1 konvansiyonel yontemle diiz olarak
boyanarak ancak sayisal anomaliler ile 6zgiin olmayan biiyiik yapisal anomaliler
goriilebilmektedir (27).

Kromozomlarda daha ayrintili tanitya gidebilmek i¢in bantlama ydntemlerinin
uygulanmasi gerekmektedir. Uygulanan bantlama yontemleri GTG/GTL ( Giemsa-
Tripsin — Giemsa ) / ( Giemsa- Tripsin — Leishman ); QFA ( Quinakrin- Fluoresan —

atebrin ); CBG ( Centromer — Barium- Giemsa ); RBG ( Reverse — Brdu ); NOR (
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Nukleolar Organiser Region ); HRB: ( High Resolution Bantlama ) ve SCE Yontemi
( Sister Chromatid Exchange: Kardes Kromatid Degisimi ) dur (27).

GTL ( Giemsa — Tripsin — Leishman ) Bantlama yontemi

Sitogenetik laboratuarlarinda en yaygin kullanilan bantlama teknigidir.
Yontemde, kromozomal proteinler olan histonlar ve nonhistonlar Tripsin ile denatiire
edilerek acikta kalan DNA’nin Adenin ve Timin bazlarinca zengin tekrarlarindan
olusan bolgelerine Leisman’in girmesi sonucu bu bdlgelerde koyu boyanmakta ve
heterokromatin bolgeler olarak adlandirilmaktadir.  Boyanmayan bdlgeler ise
okromatin bolgelerdir ve yapisal genleri igermektedir. Yapisal kromozom anomalisi
goriilen olgularda anomali, 0kromatin bdlgelerde olusursa fenotipin daha fazla
etkilendigi bilinmektedir. Bu islemden sonra her kromozom c¢iftine 6zgii acik ve
koyu bantlar goriiniir hale gelmektedir. Ilk kez 1971 yilinda, Pariste yapilan ISCN (
An International System for Human Cytogenetic Nomenculature ) konferanslarinin
1995 yilindaki toplantisinda kabul elden simiflandirmaya gore bantli analizleri
yapilmakta ve karyotip yaziminda da ayni toplantida standardize edilen yazim
kurallar1 kullanilmaktadir (27)

Bu sitogenetik analiz yontemi ile genomun genel goriiniimii belirlenmektedir.
Kullanim alanlarindan birisi olan kanser genetiginde de, hastaliklarin tanisinin
konmas1 ve takibinin yapilmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Tedavinin yani sira
hastaligin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan ikincil kromozomal diizensizliklerin tespitine

imkan saglamaktadir (27)
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1.4 SITOGENETIK BiYOMARKERLER

11.4.1 Kromozomal anomaliler:

Bir kromozomda meydana gelen yapisal ya da sayisal degisiklikleri gosterir.
Genellikle mayoz ve mitozu izleyen hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen
hatalardan kaynaklanirlar. Birkag¢ farkl tiirii bulunmakla beraber, genel olarak sayisal

ve yapisal anomaliler olarak iki ana gruba ayrilirlar.
I1.4.1.1 Yapisal anomaliler

a. Delesyon, bir kromozomun bir parcasinin kopup, kaybolmasiyla meydana
gelen kromozom anomalilerir. Kopan pargadaki genler kaybolur ve ciddi genetik
bozukluklara sebep olur. Sentromer igermediklerinden hiicre bdliinmesine
katilamazlar ve kopan parga baska bir kromozoma baglanmaz, yok olur. Sitoplazma
igersinde kalan kromozom pargast enzimlerin etkisiyle kendini olusturan ana
birimlere kadar pargalanip, kaybolur. Hiicre diploid ise, kaybolan genlerin allelleri
kardes kromozom {iizerinde bulunacagindan 6ldiiriicii olmaz fakat gen dengesinin ve
fenotipin degismesine sebep olur. Eger gen parcalar biiyiikse gen dengesi bozulur ve
O6lim meydana gelir. Delesyonlar, kromozomlarin u¢ kismindan (terminal
delesyon=defisiyens) ya da i¢ kismindan olabilir. Kopan parca eger sentromer
tasimiyorsa yani asentrik ise, mayoz ve mitoz boliinmelerdeki kromozomlarin
kutuplara gitmesini saglayan sentromer olmadigi icin kromozomlar, kutuplara
ulagsmazlar ve canlilik devam etmez yani bdyle bir gebelik diisiikle sonuglanir. igten
eksiklik durumunda (interstisyel delesyon) kromozom iki noktasindan kirilir ve
kirilan parga ayrilip, serbest uglar birbirine baglanir. Kromozomun sarmal yapisindan
dolay1 olusan halka kopmalar1 da bu gruba girer. Ugtan kopmalarda ise, tek noktadan

kirilma olur (19).

Delesyonlarin en klasik 6rnegi, 5. kromozomun kisa kolunda meydana gelen
bir delesyon sonucu 50,000 canli dogumda bir goriilen "kedi ¢iglig1 sendromu"”
olarak da bilinen Cri du Chat sendromudur. Kedi ¢igligina benzer aglama, bazi
mental gerilikler ve kisa hayat olarak etkileri goriiliir. Duplikasyon, bir kromozomun

bir parcasinin o kromozom iizerinde iki veya daha fazla sayida tekrarla goriilmesi



31

seklindeki kromozom anomalisidir. Yani kromzomun bir kisminin kendi kendini
eslemesi olarak da tanimlanabilir. Duplikasyonlu bir par¢a sentromerli serbest bir
parca veya tamamlayici bir kromozom pargasi olabilir. Eger sentromere sahip, yani
sentrik bir kromozom pargasi ise, bu parga kiiclik, ekstra bir kromozom olarak kabul
edilir. Bir kromozom parca degisimi sirasinda karsisindakine belirli genleri vermez,
sadece alirsa o gen bakimindan diploid olur. Bu, ¢ogunlukla diizenli islemeyen bir
krossingoverde meydana gelir. Normal olarak mayozun ilk evrelerinde es genler
sinapsis yapar. Ayrilirken normal bir béliinme olmazsa, kromatidlerden biri, o gen

bakimindan diploid olur, digeri ise o genlerden yoksun kalir (19).

b. Duplikasyon yani iki tane normal homologu ile karsilikli geldiginde bu
fazla parca kismu disartya dogru bir halka yapisi gosterir. Dolayisiyla Profaz I
sirasinda gozlenen ilmek veya halka yapilar1 delesyon veya duplikasyon olaylarina
isaret eder. Genellikle ikilenmeler seklindeki gen sayisi atislari, parca delesyonlarina
nazaran daha az zararlidir. Ciinkii hiicrede orijinal gen kombinasyonunu bozmadan
DNA ilavesi mutasyonun olugsmasini saglar. Bloom ve Rett Sendromu kromozomal

duplikasyon sonucu meydana gelen genetik hastaliklardandir (19).

c. Translokasyon, bir kromozomun kaybolan parcasinin ya da kopan bir
parcasinin  bagska bir kromozoma yapismas: seklinde goriilen kromozom
anomalilerindendir. Translokasyonlar, her zaman homolog olmayan parca
degisimleridir. Gen sayisinin ve niteliginin ayni kaldigi translokasyonlara "Dengeli
Translokasyon"lar denir. Gen sayisinin ve niteligin degistigi, ¢ogunlukla

anomalilere neden olan translokasyonlara "Dengesiz translokasyon"lar denir (19).

Resiprokal translokasyon

Eger homolog olmayan kromozomlar arasinda karsiliki parca degisimleri
oluyorsa buna Resiprokal Translokasyon denir. Resiprokal translokasyonlar
genellikle dengeli translokasyonlardir. Translokasyonlar homolog ¢iftin iki
kromozomunun pargalar1 arasinda oluyorsa homozigot translokasyonlar meydana
gelir. Eger homolog ciftten sadece bir kromozom iizerinde translokasyon oluyorsa
buna heterozigot translokasyon denir. Genellikle homolog olmayan kromozomlarda

ve 600 canli dogumda bir oraninda goriilen translokasyonlardir. Bu tip
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translokasyonlar genellikle gebeliklerde yapilan amiyosentezlerde karsilasabilinen,
zararsiz translokasyonlardir. Fakat dengeli translokasyon tasiyan gametler de diisiik
sebebi ya da anomalili cocuk dogum riskini kapsar. Boyle translokasyon tespit edilen

ailelere genetik danisma verilir ve ebeveynlere kromozom analizi yapilir (19).

Robertsonian translokasyonlar

Eger her iki kromozom sentromere yakin olarak kopmuslarsa Robertsonian
translokasyon denir. Sentrik birlesme ile yeni bir kromozom meydana gelir. Bu
birlesmede V seklinde iki kolu olan metasentrik bir kromozom ile kiigiik bir parca
meydana gelir. Bu kiiciik parca kaybolacaktir. Gen sayisinda meydana gelen
azalmadan dolay1 genellikle disiikle ya da konjenital anomalili dogumla
sonuglanirlar. Homolog olmayan kromozomlarin belirli noktalarindan rastgele
caprazlanmalari, bu noktalardan kopma ve yeniden farkli sekillerde birlesmeleri ile
gortliir. Bu tiir translokasyon sonucu kollar1 farkli uzunluklarda olan iki yeni

kromozom olusur (19).
Translokasyonlar ile olusan bazi hastahklar:

o Kanser: Bazi 16semi, akut miyoletik 16semi, kronik miyoletik 16semi gibi bazi

kanser tiirlerine translokasyonlar neden olmaktadir.

o Kisirlik: Dengeli trasnlokasyon tasiyan ebeveynlerden bazilar1 fetiisiin

tutunmamasi nedeniyle bebek sahibi olamazlar.

e Down sendromu (%5 ya da daha az oranla) 21. ve 14. kromozomlarin

Robertsonian translokasyonu ile Down sendromu goriilebilmektedir.

Ornegin insanlarda en ¢ok goriilen translokasyonlardan olan 21. kromozomdan
kopan bir parcanin 14. kromozoma yapismasiyla Down sendromu goriiliir. Mayoz
boliinmede olusan bazi gametlerde normal bir 21. kromozomun yaninda normal
boyutundan daha biiyiik bir 14. kromozom gecirilmis ise, boyle bir gametin normal
bir gametle dollenmesi ile olusan zigotta 21. kromozomun o pargast diploid

kromozom seti i¢inde ii¢ kat fazla bulunmaktadir (19).
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t(2;5)(p23;935)

Anaplastik biiytlik hiicre lenfomasi

£(8;14)

Burkitt's lenfoma (c-myc)

t(9;22)(q34;q11)

Philadelphia kromozom, Kronik miyoljenik l6semi (KML),
Akut lenfoblastik 16semi (ALL)

t(11;14)

Kabuklu hiicre lenfomasi (Bcl-1)

t(11;22)(q24;q11.2-12)

Ewing's sarkoma

t(14;18)(q32;q921)

Folikiiler lenfoma (Bcl-2)

t(17;22)

Dermatofibrosarkomik protuberans

t(15;17)

Akut promyelotik 16semi

t(1;12)(q21;p13)

Akut miyeldtik 16semi

t(9;12)(p24;p13)

Kronik miyel6tik 16semi (KML), Akut lenfoblastik 16semi
(ALL) (TEL-JAK2)

t(X;18)(pl1.2;q11.2)

Eklem sarkomasi

t(1;11)(q42.1;q14.3)-

Sizofreni

Tablo 2-3: Bazi hastaliklarda saptanan spesifik ve/veya sik translokasyon &rnekleri

d. inversiyon, kromozomda bir parganin 180° ters dénerek tekrar ayni

kromozoma baglanmas1 seklinde goriilen kromozom anomalileridir. Kromozomun

birinde kendiliginden meydana gelen bir katlanma sonucu bir ilmek olusur ve bu

noktalardan kopmay:1 takiben tekrar ters yonde aymi kromozoma baglanir.

Kromozomun gen sayisi ve 6zelligi ayni olmasina ragmen dizilis siras1 degismistir.

Bu tiir bir inversiyonda kromozomun sentromeri ters donen parcaya ait ise, buna

"perisentrik inversiyon" denir. Fakat sentromer ters donen parca i¢inde degilse bu

da "parasentrik inversiyon" olayidir. Inversiyonlu kromozomlar gametlere

dagilabilirler. Fakat fertil gametlerin olusmasi ancak mayoz bdliinmede homolog

kromozomlarin giftler olugturmasi ile miimkiindiir (19).
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11.4.1.2 Sayisal anomaliler:

a. Oploidi: Bu durumda kromozom sayis1 o organizma tiirii i¢in normal olan
haploid sayisinin tam katlar1 bigiminde artmaktadir. Ornegin insanda haploid sayi
23'tlir,diploid say1 ise 46'dir. Haploid sayinin 3 kat artmast ile triploidi olusmaktadir
(bu durumda total kromozom sayist 69 dur). 4 kati artmast halinde tetraploidi
olusurken kromozom sayisi 92 olmaktadir. Genelde bu katlar seklindeki artisa
poliploidi denmektedir. Poliploidinin nedeni hiicre c¢ekirdegi boliindiigii halde
sitoplazma bdliinmemesinin meydana gelmemesidir. Yani sitokinez olamamaktadir.
Poliploidiye insan kotlii huylu tiimor dokusunda ve spontan diisitk materyalinde

rastlanabilir. Haploid sayisin1 "n" olarak gosterirsek, tirploidi 3n, tetraploidi 4 n'dir

(19).

b.Anéploidi: Bu tip anomalide kromozom sayis1 normal diploid sayidan
(46), bir yada birkag adet daha fazladir veya eksiktir. Euploididen farki, buradaki
degisimin kromozomun haploid katlar1 seklinde olmayisidir. Bir ya da birkag
kromozom azligina hipoploidi denir. Hipoploidiye en 1yi 6rnek monozomidir.
Ornegin;45;X0 Turner Sendromu. Bir ya da birkag kromozom fazlahigina ise

hiperploidi denmektedir. Hiperploidiye en iyi 6rnek trizomidir (19).
Ornegin;

o 47 XXY Klinefelter Sendromu

o 47 XX +21 Down Sendromu

o 47 XX, +13 Patau Sendromu

o 47 XX +18 Edward Sendromudur.
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Anomali FAB tipi Onemi
t(12;21) ALL Iyi prognoz
t(1;19) ALL Iyi prognoz
t(9;22) ALL Koti prognoz
t(v;11923) ALL Koti prognoz
t(8;14); t(2;8); ALL Kétii prognoz
t(8;21) AML 1yl prognoz
t(15;17) AML-M3 Iyi prognoz
Inv(16) AML-M4Eo Iyi prognoz
-7 AML Koti prognoz
-5 veya del(5q) AML Kétii prognoz
Sayisal anomaliler AML Kot prognoz
Krom. 8 anomalileri AML Koéti prognoz
Trizomi 12 KLL Koti prognoz
t(9;22) KML Iyi prognoz

Tablo 2.4. Hematolojik malignitelerde tespit edilen translokasyonlar ile prognoz iliskisi (21).

Periferik kan lenfositlerindeki kromozomal aberasyonlar, ¢esitli ajanlarla uyarilan
DNA hasarinin duyarli sitogenetik indikatorleri olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenle kromozomal anomali aragtirmasi bu hastalarda genotoksisiteye maruziyeti

gostermesi acisindan katkilar saglayacaktir (19).

I1.4.2 Kardes Kromatid Degisimi (KKD):

Kardes kromatid degisimi, J.H Taylor tarafindan (1957) gelistirilmistir.
Taylor bir siklus H3 Timidin birlesmesine ugrayip nonradyoaktif ortamda
kromozomlarin kardes kromatidlerini incelemistir fakat bu yontem zaman kaybina
neden oldugu i¢cin KKD analizinde 5-Bromodeoksiuridin (BrdU) boyama teknigi
kullanilmaktadir (51).
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BrdU Timidin analogudur ve BrdU’lu kiiltiirde ¢ogalan hiicrelerdeki
DNA’daki timidin yerine gecgecektir. Hiicreler in vivo bir replikasyon siklusu, in

vitro bir veya iki replikasyon siklusu BrdU’ya maruz birakilir (51).

Bisbenzimid (33258 Hoechst) floresan boyanin poly (dA-dBrdU)’ya
baglanmasi, poly (dA-dT) baglanmasindan daha az etkilidir. Bu ylizden iki DNA
zincirinde BrdU bulunan kromatid Bisbenzimid ile soluk boyanacaktir Bu durum
BrdU metodunun avatajidir ¢iinkii florasan sindirimi BrdU sayisina ve yerine gectigi
zincire bagh olarak ¢ok veya daha az parlayacaktir. Boyamada Florasan + Giemsa
(FPG) teknigi kullanilir. Hoechst aydinlik bolgesi koyu, Hoechst soluk boynan
bolgesi Giemsada agik boyanir (51).

Kardes Kromatid Degisimi (KKD) siklig1 analizi, potansiyel mutajen ve/veya
karsinojen  ajanlarin  etkilerini  belirlemede  biomonitorizasyon  olarak
kullanilmaktadir. KKD, replikasyon prosesinde kardes kromatidler arasinda karsilikli
DNA degisimi sonucu meydana gelmektedir. Olusum mekanizmasi tam olarak
bilinmemesine ragmen, DNA hasar1 ve tamir defektleri KKD olusumunda 6nemli
role sahiptir. KKD olusumu i¢cin DNA’da kirik ve yeniden birlesme gerektiginden
DNA’da kiriga yol acan fiziksel ve kimyasal ajanlar KKD sikligin1 artirabilir (30,38).

Bazi arastiricilar tarafindan genotoksisiteyi degerlendirmede KKD oraninin
kromozomal aberasyondan daha duyarli bir belirte¢ oldugu ileri siiriilmiistiir. Viral
enfeksiyonlar, malign hastaliklar, kimyasal maddeler ve ultraviole 1s1gina maruz

kalmanin KKD sikligini artirdigr gosterilmistir (30).

Kardes Kromatid degisim testi genellikle insan periferal lenfositlerine
uygulanir. GO fazindaki hiicreler, fitohemaglutinin ile boliinmeye tesvik edilir. Ikinci
mitozun metafazinda hiicre boliinmesini durdurmak ve mitozda kromozom elde

etmek icin kolsemid ilave edilir ( 70. saatte).

Iki hiicre dongiisii boyunca arastiriciya kromatidleri ayirma firsati veren
BrdU (bromo-deoxy-uridine) kiiltiir ortamina eklenir. Sadece bir zincirde DNA BrdU
almigsa normal karanlik Giemsa boyamasi olur, diger zincir daha acgik renkle
boyanir. Eger degisim gergeklestiyse, kromatid parga parca agik ve koyu renklerde

goriiliir: "harlequin kromozomlar1” (Sekil2.4).
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KKD sikligi, birka¢ faktorden etkilenebilir: 1-BrdU konsantrasyonu 2-

Harvest zamani 3- Kiiltiir medyumu, serum ve 1s1 derecesi 4- Isik

KKD analizi, kromozom kirik sendromlar1 (Bloom sedromu, Fanconi
anemisi, Ataxia telangiectasia ve Xeroderma pigmentosum) ve neoplazinin
gelisimine yatkinlik gosteren ¢esitli kalitsal hastaliklarin klinik tanisinin konmasinda

yardimcidir (51).

Bloom sendromu ; gelisme geriligi, immun yetmezlik, kansere yatkinlik ile
karakterize ,nadir goriilen otozomal resesif bir hastaliktir. Bloom sendromlu
hastalarin  ~%25’inde 30 lu yaslarda hem karsinoma hem de 16semi
gelisebilmektedir. Hastalarin hiicrelerinde = DNA metabolizma defekti olarak
kromozom kiriklar1 ve yeniden diizenlenmeler goriilmektedir.1974 yilinda bu
hastalarda Chaganti ve arkadaslar1 tarafindan artmis yiiksek KKD tanimlanmistir ve

artmig KKD siklig1 tan1 koydurucu bir laboratuvar bulgusudur (54).

B

Sekil 2.4: Metafaz basina 50-100 adet degisim gozlenen Bloom sendomlu bir olguya ait
Kardes kromatid Degisimi 6rnegi
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11.4,3 Mikronukleus (MN):

Mikronukleus yontemi ilk kez X 1sinlarinin neden oldugu genotoksisiteyi
arastirmak i¢in Countryman ve Heddle tarafindan 1976 yilinda gelistirilmis bir
metoddur. Mikronukleuslar, hiicre ¢ekirdeginden kaynaklanan ancak ¢ekirdekten
bagimsiz, zarla gevrili, kromatin igceren yuvarlak sitoplazmik yapilardir. MN analizi,
toplumda genotoksik riski arastirmada kullanilan hizli ve duyarli bir tarama

sistemidir. (46,55)

Mikronukleuslarin sekil, yap1 ve boyanma 06zellikleri nukleusa benzer ancak
biiyiikliikleri degiskenlik gosterir(Sekil 3.1). Hiicre boliinmesi sirasinda yeni olugan
cekirdeklerden disar1 atilan asentrik fragmentlerden meydana gelir. MN ayrica
mitotik igcikte yetmezlik veya anafazda probleme yol agan karmasik
konfigiirasyonlar nedeniyle tiim kromozomdan da olusabilir. Bu yiizden MN
olusumu hem klastojenik ajanlar hem de mitotik inhibitorler tarafindan uyarilabilir

(45,46).

Mikronukleuslar uzun siiredir hematologlar tarafindan  polikromatik
eritrositlerde goriilen sferik graniiller, Howell-Jolly cisimleri olarak bilinmektedir.
Mikronukleus analizi, toplumda genotoksik riski arastirmada kullanilan hizli ve
duyarli bir tarama sistemidir. Mikronukleuslar mitoz sirasinda ¢esitli mekanizmalarla
(asentrik fragment, multisentrik kromozom, hasarli kinetokor, ig iplik¢ikler)
meydana gelebilir. MN testi kromozom kiriklarini, kromozom kaybini, nekrozu,
apopitozu ve sitositazi ( 16kosit birikimi sonucu kilcal damar liimeninin tikanmasini )
6lemek i¢in gelistirilen kapsamli bir metod olmustur. Ayrica bu teknik sayesinde
agiz, burun, brons, iretelyal eksfolyatif hiicrelerde cesitli fiziksel ve kimyasal

ajanlarin sitogenetik etkilerini degerlendirmektedir (46,47).

Glniimiizde, hizli endiistrilesmeye bagli olarak ¢evresel kirliligin giderek
artmastyla, canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla
giiclii toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini
tespit etme ve Onlemler alma ihtiyact kaginilmaz olmaktadir. Bu nedenle, MN
sikligimin arastirilmasi sitogenetik harabiyetin tespitinde, = kromozom analizi ve

KKD siklig1 yontemine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre
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sayllmas1 ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuclar elde edilmesi nedeniyle

yaygin kullanim alani bulunmaktadir (46).

Mikronukleus (MN) siklig1 kanser hastalarinin radyoterapi ve kemoterapiye
duyarhiliklarinin arastirilmasinda ve bir ¢ok maddenin kromozomlar {izerindeki
etkilerini arastirmakta kullanilan, giivenilir biyolojik sonuglar gosteren , ¢ok genis
kullanim alanina sahip bir yontemdir. Biiyiik radyasyon kazalari gibi ¢ok sayida
kiside ciddi saglik problemlerinin beklendigi olaylarda radyasyon doz diizeylerinin

hizli bir sekilde belirlenip siniflandirilmasina olanak saglar (46,47).

MN sikliginin degerlendirilmesinde dikkate alinmasi gereken durumlar su

sekilde siranabilir;

- hiicrenin hasar géormemis olmasi, diger hiicrelerle flizyon olusturmamasi

gerekir

- mikronukleusun etrafi diizgiin ve biiyiikliigli ana nukleusun 1/3 i kadar

biiyiikliikte olmal1 ve ayn1 boyanma 6zelliklerini gostermelidir (56)

Sekil 2.5: Biniikleuslu hiicrelerde mikronukleuslarin goriinimii
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I1I. GEREC VE YONTEM

1.1 GEREC:

Calisma grubu Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali, Onkoloji Enstitiisii ve Genel Dahiliye Servis

ve Polikliniklerine basvuran Hodgkin Dis1 Lenfoma hastalarindan olusturuldu.

Calismaya HDL tanis1 yeni konulan, tedavi almamis 29 olgu, kemoterapisi
tamamlanmis 29 olgu, kemoterapi ve radyoterapisi tamamlanmis 16 olgu, kontrol
gurubu olarak saglikli 25 olgudan periferik vendz kan 6rnegi alinarak; birincisi KKD
analizinde ve ikincisi de mikronukleus analizinde kullanilmak iizere iki adet periferik

kan lenfosit kiiltiirii yapildi.

I11.2 Kardes Kromatid Degisimi Yontemi
I11.2.1 Soliisyonlar :

Kiiltiir Medyvumu:

100 ml RPMI 1640 Medyum
20 ml Fetal Kalf Serum ( FCS)
2 ml (200 mM ) L- Glutamin
1.5 ml Phytohaemaglutinin (PHA)
0.2 ml (5000 IU ) Penicilin

0.2 ml (0.01 gr ) Streptomisin
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Stok BromodeoksUridin (BrdU) Soliisyonu

50 ml distile suda 0.025 gr. BrdU eritilir. Mikropor filtreden geg¢irilerek derin

dondurucuda saklandi

Harvest Soliisyonlari

Kolsemid: 10 pg/ml lik ¢ozelti
Hipotonik c¢ozelti: 0.075 M KCI ¢ozeltisi

Carnoy fiksatifi: 3:1 Metanol / Asetik asit .

I11.2.2 Kiiltiir :

Kromozom analizi yontemi: Moorhead P ve ark ‘nin yontemi ile lenfosit
kiiltiiri yapildi. Steril sartlarda; 100 ml Ham’s RPMI 1640 (Seromed), 10 ml Fetal
Calf Serum (Seromed), 1 ml Penisilin —Streptomisin (Biological industries), 1.5 ml
Fitohemaglutinin M (Seromed) ilave edilerek stok besi yeri hazirlandi. Her olgu igin
stok besiyerinden 15 ml’lik iki tiip’e 10’ar ml almarak 37 derecede etiive kondu.
Kiltiir 1sindiktan sonra hastanin periferik veninden 1 ml’lik steril enjektorle alinan
kandan her besiyerine 6 damla (0.2 ml) steril ortamda ekildi. Kiiltiir baglatilan
birinci tiilbe 24. saatte stok BrdU’dan 50 pl ilave edilerek (son konsantrasyon 0.5
mikrogram/ml olacak sekilde) hafifce karistirildi ve 151k gecirmeyen folyo kagid ile
sarilip etiive kondu. Standart Harvest metotlar1 ile elde edilen metafazlar Fluoresan
plus Giemsa (FPG) teknigi ile boyandi. Interstisyel degisimler iki, terminal
degisimler bir degisim olarak sayild1 ve metafaz bagina KKD siklig1 hesaplandi.

I11.2,3 KKD incelenmesi icin Fluoresan + Giemsa Teknigi (FPG)

Soliisyonlar:

PBS NaCl 8 gr
KCL 0.2 gr
NAzHPO4 0.92 gr

KH,PO4 0.2 gr/ 1 1t distile suda
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Stok Hoechst 33258 soliisyonu: 10 ml. PBS’de 0.05 gr. Hoechst 33258 eritilerek

stok soliisyon hazirland1

Hoechst 33258 calisma soliisyonu: 99.9 ml PBS’ de 0.1 ml stok Bisbenzemid

soliisyonu diliie edildi.
2xSSC soliisyonu: NacCl 17.5 gr.
Naz;CgH504 8.82 gr./ 1 1t distile suda

Buffer: 1 tb. Buffer / 1 1t distile suda eritildi.
Giemsa boya: 1:4 Leishman:  Buffer
I11.2.3.1 Metod:

e Yaslanmis olan preparatlar 5 dk. PBS’de tutuldu.

e 10 dk. Hoechst 33258 caligma soliisyonunda bekletildi

e (Cikarilan preparatlar 3—4 damla Hoechst 33258-PBS konup f{izeri 25x50 mm
lamelle kapatildi.

e [ saat siyah 1518a maruz birakildi.

e Preparatlar distile su ile yikand1

e 60-65 C° deki 2xSSC’de 1 saat bekletildi.

e [eishman ¢alisma soliisyonunda 3 dk. Boyandi.

e Distile su ile yikanan preparatlar mikroskopta incelendi.
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II1.3 Mikronukleus Analizi Yontemi

Cytochalasin B (CAS no: 14930-96-2), DMSO igerisinde ml’de 1 mg olacak
sekilde stok soliisyonu hazirland1 ve -20’de saklandi. Yukarida tanimlandig1 sekilde
periferik kan lenfosit kiiltiir medyumu hazirlandi. 37 derecede 44. saatte, Stok Cyt B
solusyonu PBS ile 1/10 oraninda diliie edildi ve kiiltiir ortamina 0,3 ml ilave edildi.
(son konsantrasyon 3 mikrogram/ml olacak sekilde). Enkiibasyon 72 saate

tamamlandi ve lam {izerine yayma yapildi.

Mikronukleuslarin skorlanmasi: Sadece sitoplazmasi iyi korunmus, hiicre
siirlar belirgin ve iki nukleuslu hiicreler degerlendirmeye alindi. Ana nukleusun
capmin yarisindan daha kii¢iik olan ve ana nukleusla ayni1 yapi ve boyanma
Ozelligine sahip olan mikronukleuslar ¢caligmaya alindi. Her olgu i¢in 1000 adet, iki
nukleuslu hiicrede mikronukleus sayilmasi ve her olgu i¢in mikronukleus siklig1
belirlenmesi amaclandi. Ancak 100 hiicreye ulasilamayan olgularda MN sayis1

incelenen hiicre oran1 ile MN siklig1 hesaplandi.

Sekil 3.1: 2 ¢ekirdekli bir hiicrede mikronukleus goriiniimii
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IV. BULGULAR

Calismamizda, 1.U Istanbul Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali, Onkoloji
Enstitiisii ve Genel Dabhiliye Servis ve Polikliniklerine basvuran 29’u yeni tani
konulmus ( Kemoterapi ve Radyoterapi gérmemis ), 29’u sadece kemoterapi
gormiis, 16’si hem kemoterapi hem de radyoterapi sonrasi olan olgu degerlendirildi.
74 Hodgkin Dis1 Lenfoma’li olgunun periferik kan ornekleri alindi. Periferik kan
lenfosit kiiltiirleri yapilarak KKD ve MN siklig1 agisindan inceleme yapildi. Kontrol
grubu 25 saglikli bireyden olusturuldu.

Calisma gurubunu yas ortalamas1 Tedavi Oncesi: 51,66 +/- 17,26 (22-79), KT
almis olan: 42,86 +/- 14,64 (22-76), KT + RT alan: 47,5 +/- 14,37 (29-73) olan, 42
si bayan olmak iizere toplam 74 hasta olusturmustur. Kontrol grubunu ise yas

ortalamasi 30,04+/- 5,26 (25-45) olan 25 saglikli birey olusturmustur.

Tedavi Oncesi grupta metafaz bagina KKD siklig1 5,7 +/- 1,6 (2,9-8,2 ) iken
kontrol grubunda 6,8 +/- 1,5 (4,5-10,1) olarak saptanmstir. Iki grup arasinda KKD
siklig1 agisindan anlamli farklilik bulunmustur (p=0,038).

Kemoterapisi tamamlanmig grupta metafaz bagina KKD siklig1 7,6 +/- 1,9 (4,2—
12,6) iken kontrol grubunda 6,8 +/- 1,5 (4,5-10,1) olarak saptanmistir. Iki grup
arasinda KKD siklig1 agisindan anlamli degisiklik saptanmamustir (p=0,071).

KT + RT tedavisini almig grupta metafaz basina KKD siklig1 6,9 +/-1,3 (4,2—
9,2) iken kontrol grubunda 6,8 +/- 1,5 (4,5-10,1) olarak saptanmustir. iki grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli degisiklik saptanmamistir (p=0,552).
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Tablo 4-1: Tedavi Oncesi grup, Kemoterapi Sonrasi grup, Kemoterapi +
Radyoterapi Sonrasi Grup ve Kontrol Gurubunun Metafaz Basina KKD
sikliklar

Aritmetik | Standart | Min. | Max | Toplam | P Degeri
ortalama | Sapma

KKD

Tedavi Oncesi 5,7 1,6 2,9 8,2 29 0,038

KT Sonrasi 7,6 1,9 4,2 12,6 29 0,071

KT + RT | 6,9 1,3 4,2 9,2 16 0,552

Sonrasi

Kontrol gurubu | 6,8 1,5 4,5 10,1 24

Caligmada Hasta gruplarmin  KKD  sikliklari, kontrol  grubuyla

karsilagtirildiginda sadece tedavi Oncesi grupta anlamli farklilik gdzlenmistir. KT
almis ve KT + RT’ yi birlikte almis hasta gruplarnt kontrol grubuyla
karsilastirildiginda KKD sikliklar agisindan anlamli farklilik saptanmamastir.

Tedavi Oncesi grupta metafaz basina MN sikligr 12 +/-2.74 (8-18 ) iken
kontrol grubunda 8,92 +/- 2,23 (5-15) olarak saptanmistir. Iki grup arasinda MN
siklig1 agisindan belirgin olarak anlamli farklilik bulunmustur (p=0,000).

Kemoterapisi tamamlanmis grupta metafaz basina MN sikligr 12,1 +/- 2,89
(418-29) iken kontrol grubunda 8,92 +/- 2,23 (5-15) olarak saptanmustir. Iki grup
arasinda MN siklig1 agisindan anlamli farklilik saptanmistir (p=0,000).

KT + RT tedavisini almis grupta metafaz basina MN sikligi 106 +/-33,24 (70—
170) iken kontrol grubunda 8,92 +/- 2,23 (5-15) olarak saptanmustir. iki grup

arasinda istatistiksel olarak belirgin anlaml farklilik saptanmistir (p=0,000).
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Tablo 4-2: Tedavi Oncesi grup, Kemoterapi Sonras1 Grup, Kemoterapi +

Radyoterapi Sonrasi Grup ve Kontrol Gurubunun Mikroniikleus Sikhiklari

Aritmetik | Standart Min. Max Toplam | P Degeri
ortalama Sapma
MN
Tedavi Oncesi 12 2,74 8 18 29 0,000
KT Sonrasi 12,1 2,98 8 18 29 0,000
KT + RT Sonras1 | 106,25 33,24 70 170 |16 0,000
Kontrol gurubu 8 ,92 2,23 5 15 25

Calismada HDL’ 11 hastalarin tedavi oncesi, KT sonrasi ve KT + RT sonrasi

gruplariyla, kontrol grubu karsilastirildiginda MN siklig1 acisindan belirgin anlamli

istatistiksel farklilik saptanmustir.
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Tablo 4-3: Hodgkin Disi Lenfoma Olgularinda Tedavi Oncesi Grubun
demografik ozellikleri, KKD ve MN Sikhgi

Olgu | Yas | Cinsiyet | Tani KKD | MN
1 45 K DBBHL 8,2 12
2 60 E BBHL 7,6 10
3 59 K BBHL 8,2 12
4 77 K Malt lenfoma 5,9 10
5 32 K BBHL 6,7 10
6 23 E Borkit Lenfoma 4,8 8
7 72 E BBHL 5.4 10
8 60 E BBHL 7,2 12
9 50 E Mantle Cell Lenfoma 5,2 10
10 72 K BBHL 4,2 18
1 67 E Malt lenfoma 3,9 10
12 50 E Yiiksek Gradli Lenfoma 4,2 12
13 79 E Mantle Cell Lenfoma 7,6 12
14 32 K DBBHL 8,2 10
15 40 K Folikiiler Lenfoma 6,1 16
16 46 E BBHL 2,9 10
17 22 K BBHL 4,2 18
18 65 E Folikiiler Lenfoma 7,6 12
19 28 K BBHL 6,2 10

20 31 K Borkit Lenfoma 4,2 12
21 63 K Primer Beyin HDL 6,2 12
22 23 E Borkit Lenfoma 4,9 16
23 45 K DBBHL 4,1 10
24 | 50 K BBHL 42 11
25 55 E Kiiciik Lenfositik Lenfoma 7,2 10
26 75 K BBHL 6,1 12
27 68 K BBHL 3,2 17
28 55 K DBBHL 7,2 16
29 54 K DBBHL 4,9 10




Tablo 4-4:
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demografik ozellikleri, KKD ve MN Sikhgi

Hodgkin Dis1i Lenfoma Olgularinda Kemoterapi Sonrasi

Grubun

Olgu | Yas Cinsiyet | Tam KKD | MN
1 39 K DBBHL 6,7 12
2 36 BBHL 7,6 15
3 45 K Borkit Lenfoma 4,2 10
4 29 K BBHL 4,3 12
5 37 E DBBHL 7,9 10
6 53 K DBBHL 8,2 8
7 56 E DBBHL 6,8 16
8 36 E BBHL 6,9 12
9 22 K DBBHL 7,2 10
10 61 E BBHL 7,6 18
11 28 K Folikiiler Lenfoma 9,2 12
12 40 E Mantle Cell Lenfoma 9.4 10
13 76 K T Hiicreli lenfoma 9,8 8
14 39 K BBHL 6,2 12
15 23 E T Hiicreli lenfoma 4,2 16
16 47 E BBHL 4,9 10
17 26 E Borkit Lenfoma 6,2 12
18 36 K BBHL 6,8 16
19 25 K DBBHL 7,2 10

20 40 E DBBHL 7,6 12
21 40 K Folikiiler Lenfoma 9,8 10
22 46 E BBHL 8,2 8
23 45 K DBBHL 12,6 10
24 63 K Primer Beyin HDL 8,9 16
25 23 E Borkit Lenfoma 8,7 18
26 45 K DBBHL 9,6 16
27 55 E BBHL 9,2 12
28 75 K BBHL 7,2 10
29 57 K DBBHL 9.4 10




Tablo 4-5:
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Hodgkin Dis1 Lenfoma Olgularinda, KT + RT Sonrasi
Demografik Ozellikleri, KKD ve MN Sikhg1

Grubun

Olgu | Yas | Cinsiyet | Tani KKD | MN
1 29 K DBBHL 6,8 100
2 29 E DBBHL 8,7 70
3 49 E Folikiiler Lenfoma 7,2 110
4 56 K BBHL 7,6 100
5 42 E DBBHL 9,2 70
6 65 E BBHL 6,2 100
7 73 K DBBHL 7,6 920
8 67 K Yiiksek Gradli Lenfoma 7,8 100
9 34 E Yiiksek Gradli Lenfoma 8,2 80
10 49 E DBBHL 5,9 170
11 45 K DBBHL 6,8 920
12 29 K BBHL 6,9 80
13 37 E DBBHL 6,2 150
14 53 K DBBHL 4,2 140
16 63 K Primer Beyin HDL 4,9 170
17 40 K Folikiiler Lenfoma 7,2 80
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Tablo 4-6: Saghklh Kontrol Grubunun Demografik Ozellikleri, KKD ve MN
Sikhigi

Olgu Yas | Cinsiyet | KKD MN
1 27 E 7,1 10
2 28 E 4,5 8
3 28 E 10
4 29 K 9,1 6
5 26 E 58 8
6 25 E 9,2 6
7 26 K 4,7 6
8 29 K 5,4 10
9 26 E 6,7 9
10 36 E 6,6 10
11 26 K 7,3 10

12 28 E 4,8 10
13 27 E 7,2 8
14 28 E 5,9 7
15 28 E 7,2 9
16 29 K 10,1 11
17 26 E 5,9 8
18 25 E 4,8 8
19 26 K 5,6 5
20 29 K 6,7 7
21 26 E 6,8 11
22 36 E 7,2 8
23 26 K 7,8 11
24 28 E 8,7 12
25 27 E 9,4 15
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Calismamizdaki istatistik analizler nonparametrik testlerden Mann-Whitney U

testi kullanilarak yapildu.

Kardes Kromatid Degisimi ve Mikronukleus 6rnekleri Sekil 4.1,2,3 ’de verilmistir.
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Sekil 4.1: Kromatidler arasinda koyu ve agik renk parca degisimi seklinde Kardes
Kromatid Degisimi goriilmektedir.

Sekil 4.2: 2 Nukleuslu hiicrede Sekil 4.3: Mikronukleus icermeyen

Bir adet mikronukleus goriiniimii 2 ¢ekirdekli hiicre
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V. TARTISMA VE SONUC

Lenfoma lenfoid sistemi olusturan hiicrelerden kaynaklanan malign bir
hastaliktir. Hodgkin-dis1 Lenfomalar (HDL) hematolojik tiimdrler arasinda klinik
davranig, morfoloji, hiicre kokeni, etiyoloji ve patogenez yoniinden ¢ok heterojen bir
hastalik grubunu olustururlar. Son yillarda immiinohistokimya ve molekiiler
genetigin katkilariyla hastaligin biyolojisi daha iyi anlagilmis ve bununla iligkili

olarak pek ¢ok yeni lenfoma tanimlanmistir (3, 24).

Bu ¢alismada yeni tan1 konulmus, heniiz tedavi gérmemis ve sitotoksik tedavi
gormiis HDL olgularinda, periferik kan lenfosit kiiltiirlerinde genomik instabilite,
kemoterapi ve radyoterapinin genotoksik etkileri arastirildi ve ayrica iki sitogenetik

biyomarker (KKD ve Mikronukleus siklig1) birbirleriyle karsilastirildi.

KKD yontemi, es kromozom lokuslarinda iki kromatid arasinda meydana
gelen ve kromozom morfolojisinde degisiklige neden olmayan karsilikli segment
degisimidir. Mikroniikleuslar, hiicre boliinmesi sirasinda geri kalmadan dolay1
asentrik fragmentler veya kromozomun tamamindan olusan kiiciik ekstraniiklear
yapilardir (37,38). Degisik evrelerdeki lenfoma olgularinda {i¢ sitogenetik

biyomarkerle genomik instabilite arastirildi.
Kardes Kromatid Degisimi siklig1 agisindan yapilan incelemede:

Calismamizda; Tedavi gormemis yeni tant konulmus HDL’Ii hastalar
grubunda metafaz basina KKD siklig1 5,7 +/- 1,6 (2,9-8,2 ) iken kontrol grubunda
6,8 +/- 1,5 (4,5-10,1) olarak saptandi. ki grup arasinda KKD sikli1 acisindan
farklilik istatistiksel olarak anlamli  (p=0,038) olarak bulundu. Kemoterapisi
tamamlanmig grupta metafaz basina KKD siklig1 7,6 +/- 1,9 (4,2-12,6) iken kontrol
grubunda 6,8 +/- 1,5 (4,5-10,1) olarak saptanmustir. iki grup arasinda KKD siklig
acisindan anlamli degisiklik saptanmamistir (p=0,071). KT + RT tedavisini almig
grupta metafaz bagina KKD sikligi 6,9 +/-1,3 (4,2-9,2) iken kontrol grubunda 6,8+/-
1,5 (4,5-10,1) olarak saptanmistir. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

degisiklik saptanmamistir (p=0,552).
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Calismamizda tedavi dncesi HDL grubunda KKD sikliginin yiiksek bulunmasi
ve tedavi sonrasi gruplarda KKD sikliginda farklilik saptanmamasi ile ilgili olarak,
literatiirde farkli lenfoma ve hematolojik malignite tiirlerinde benzer sonuglar elde

edilmis ¢calismalar bulunmaktadir:

Cevetka Bilban ve arkadaslar1 (11), sadece kemoterapi almis (Grup I ), hem
kemoterapi, hem radyoterapi almis ( Grup II) olmak iizere toplam 30 Hodgkin
Lenfomali hastada tedaviden hemen sonra ve tedaviden alt1 ay sonra her iki grupta da
kromozomal aberasyon, KKD ve mikronukleus sikligini arastirmiglardir.  Anti-
kanser tedavisinden hemen sonra 1. ve II. grup hastada incelenen KKD siklig1
anlaml olarak ytiksek bulunmus (p=0.002). Ayni gruplarda tedaviden 6 ay sonra
bakilan KKD sikligit p=0.744 olarak saptanmis. Bu durum kemoterapi ve

radyoterapinin KKD sikliginin artisin1 6nleyici etkisine baglanmastir.

Mertens R ve arkadaslarinin (39) yaptiklar1 ¢alismada, cocuk yas grubundaki
akut lenfoblastik 16semi hastalarinda, tanin ilk kondugu dénemde incelenen KKD
siklig, saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek olarak saptanmistir
(p=0.002). Kemoterapiden sonraki erken dénemde bakilan KKD siklig1 ¢cok daha
yiiksek olarak saptanmis ancak ayni hasta grubunda 5 yil sonra incelenen KKD
sikliginda azalma gozlenmistir. Bu durum, kemoterapinin erken donemde kan
hiicrelerindeki DNA hasarini arttirarak, KKD sikligini arttirdigl, ge¢ donemde T
lenfositlerindeki azalma ve DNA tamiri ile KKD sikliginin azaldigi seklinde

acgiklanmustir.

Tuna M. ve arkadaslar1 (40) hematolojik maligniteli hastalarda ( 13 ANLL, 1
ALL, 1 Hodgkin Lenfoma ) sitotoksik ila¢ tedavisinin kromozomlar {izerine
etkisini gostermek amaciyla KKD sikligint arastirmislar.  Tedavi Oncesi ve tedavi
sonrasi periferik kan lenfositlerini incelenmis. Tedavi 6ncesi hasta gurubunda KKD
sikligini, kontrol grubuna gore yliksek olarak bulmuslar. Tedavi sonrasi grupta KKD
sikligim1 ¢ok daha yiiksek seviyede bulmuslar. Muhtemelen tedavi sonrasi erken
donemde incelendigi icin KKD degeri ¢ok daha yiiksek olarak bulundu. Geg
donemde KKD siklig1 tekrar arastirilacak olursa, tedavinin diizeltici etkisine baglh
olarak, degerler bizim sonuc¢larimiz ve literatiirdeki diger sonuglarla uyumlu olarak

saptanabilir.
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Oztiirk S ve arkadaslar1 (41) Kronik Lenfositik Losemili hastalarin B hiicre
mitojeni (TPA) ile stimiile edilmis periferik kan hiicrelerinde KKD sikligini
arastirmiglardir. KLL-B hastalarindaki KKD siklig1 (8,24 +/-1.36 ) kontrol grubu ile
karsilastinlldiginda (7.25 +/- 1.42 ) ¢ok daha yiiksek olarak saptanmistir. Bu
yiiksekligin DNA instabilitesinden kaynaklanabilecegi ve hastalardaki DNA tamir

defektinin bir sonucu olabilecegi one siiriilmiistiir.

Literatiirde yaymlanmis bazi calismalarda KLL hastalar1 ve akut losemi
hastalarinda kiiltiire edilmis kemik iligi hiicrelerinde KKD siklig1 analiz edilerek
normal kemik iligi hiicreleriyle karsilastirilmis ve KKD oranmin diisiik oldugu
bulunmustur. Bu durum 16semik hiicrelerin tipik bir 6zelligi olarak kabul edilmistir

(39.42.43).

Calismamizda tespit ettigimiz ve literatiirle de desteklenen, tedavi Oncesi
grupta kardes kromatid degisimindeki artis ile DNA hasarindaki artisin ortaya
c¢ikarilabilecegi ve bu artisin HDL etyopatogenezinde 6nemli bir rol oynayabilecegi
one striilebilir. Ayn1 zamanda tedavi dncesi grupta kardes kromatid degisimi yiiksek
bulunan hastalara ikincil kanser gelisimi agisindan daha siki takip edilmesi gerektigi

Onerilebilir.

Calismamizda Kemoterapi sonrast ve Kemo + Radyoteapi sonrasi gruplarda,
Kardes Kromatid Degisimi sikliginin kontrol grubuna gore yiiksek olarak
saptanmamasi, KKD sikliginin sitotoksik ila¢ tedavisi ve 1s1n tedavisinin genotoksik

etkilerini gdstermede daha az informatif olacagini sdyleyebiliriz.
Mikroniikleus siklig1 a¢isindan yapilan degerlendirilmede:

Calismamizda Tedavi oncesi grupta metafaz bagina MN siklig1 12 +/-2.74 (8-
18 ) iken kontrol grubunda 8,92 +/- 223 (5-15) olarak saptanmustir. iki grup
arasinda MN siklig1 agisindan belirgin olarak anlamli farklilik bulunmustur.
(p=0,000) Kemoterapisi tamamlanmis grupta metafaz bagina MN sikligr 12,1 +/-
2,89 (18-29) iken kontrol grubunda 8,92 +/- 2,23 (5-15) olarak saptanmustir. Iki
grup arasinda MN siklig1 agisindan anlamli farklilik saptanmaistir (p=0,000).
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KT + RT tedavisini almis grupta metafaz basina MN siklig1 106 +/-33,24 (70—
170) iken kontrol grubunda 8,92 +/- 2,23 (5-15) olarak saptanmistir. iki grup

arasinda istatistiksel olarak belirgin anlamli farklilik saptanmistir (p=0,000).

Calismamizda HDL hastalarini {i¢ grubunda da MN sikliginin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda belirgin olarak yiiksek saptanmasi literatiirdeki Hematolojik

maligniteler ile ilgili yapilmis bir¢ok ¢aligma ile de desteklenmektedir.

Yukarida da irdeledigimiz Cevetka Bilban ve Arkadaslarmin (11) yapmis
olduklar1 ¢alismada, sadece kemoterapi almis (Grup I ), kemoterapi + radyoterapi
almis ( Grup II) olmak lizere toplam 30 Hodgkin Lenfomali hastada tedaviden
hemen sonra ve tedaviden alt1 ay sonra arastirilan MN degerlerinde, her iki gurupta
da anlaml1 olarak yiiksek saptanmis ( p=0,0001). Bu durum 6zellikle radyoterapinin
genotoksik etkisine baglanmistir. Tedaviden 6 ay sonra MN siklig1, tedaviden hemen
sonra ¢alisilan olgulara gore bir miktar azalsa da istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmemistir (p=0.902).

Hamurcu Z. ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada yeni tan1 konulmus ve heniiz
tedaviye baslanmamis 20 16semi hastasinda periferik kan lenfositlerinde MN sikligi
arastirtlmis, kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli yiikseklik tespit edilmistir.
(p=0,0001). Bu MN siklig1 yiiksekliginin, genomik instabilite ile iligkili olabilecegi
veya DNA onarim sistemindeki bozuklugun bir yansimasi olabilecegi ve hastaligin

olusumunun bir sonucu olabilecegi belirtilmistir (50).

Losemi hastalarinda, anti 16semik tedavinin degisik asamalarinda yapilan
bir¢cok calismada MN siklig1 arastirilmistir. Cogunda MN siklig1 kontrol gurubuna
gore oldukca yiiksek olarak saptanmistir (44,45 ).

Michael Fenech tarafindan yapilan ¢alismada (46); Sitokinez Blok--
Mikronukleus (CB-MN) teknigiyle incelenen; Bolgesel viicut radyoterapisi gormiis
hastalarda ve laboratuar sartlarinda tiim viicut 1s1nlanmasi1 yapilmis farelerde yapilan
analizlerde mikronukleus sikliginda anlamli ytikseklikler tespit edilmistir( p=0,0001).
Calisma sonunda CB-MN ydnteminin biyolojik dozimetre olarak kullanilabilecegi
Ongoriilmiis ve bu baglamda artan klimatik degisiklere (atmosferik ozon, ultraviole

radyasyon) maruz kalan bireylerde genotoksisitenin takibinde, secilmis
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genotoksiklere karsi bireylerin asir1 duyarliliginin tespitinde kullanilabilecegi 6n

gOrilmiistir.

Demirel S ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 calismada (47), yeni dogan
sariliginda tedavi amaciyla kullanilan fototerapinin organizma {izerine etkilerini
KKD sikligt ve MN sikhigr ile arastirilmistir. Floresan 1518mm KKD  sikligini
degistirmedigini, MN sikligini istatistiksel olarak arttirdiini saptamiglardir.

Calismamizdaki HDL hasta gruplar1 ve hematolojik malignite tiirleri ile ilgili
yapilan literatiirdeki ¢aligmalarda periferik kan ve kemik iligi lenfosit kiiltiirlerinde
MN sikliginin, kontrol grubuna gore yiiksek olarak saptanmasi hastalifin dogal
siirecinin bir parcasi olabilecegi gibi DNA onarim sistemindeki bozukluklarla da
iligkili olabilir.

Kemoterapi ve radyoterapi gdérmiis olan hastalarda, MN sikliginin kontrol
grubuna gore yiiksek olarak saptanmasi ancak KKD sikliginin yiiksek olarak
saptanmamasi, ayni zamanda MN o6l¢iim yonteminin uygulamasinin daha kolay ve
giivenilir olmasi nedeniyle genotoksisitenin arastirilmasinda daha informatif bir

yontem oldugu diisiiniilebilir (46,48,49).

Gilinlimiizde, hizli endiistrilesmeye bagli olarak cevresel kirliligin giderek
artmasiyla, canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla
giiclii toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini
tespit etme ve Onlemler alma ihtiyaci kacinilmaz olmaktadir. Bu nedenle, MN testi
sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi,
daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde
edilmesi avantaji saglamasiyla yaygin kullanim alani bulan bir teknik olmustur

(46.52.53).

MN testi, sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin endirekt gdstergesi
olarak organizmay1 etkileyen ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin sitogenetik
etkilerini belirlemek i¢in yapilabilecek biiyiik capli tarama calismalarinda giivenle

kullanilabilir (46,48,49).
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