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HiPOFiZ ADENOMLU HASTALARDA
OK__SiDATiF VE KROMOZOMAL DNA HASARININ
SITOM YONTEMI VE 8-OHdG OLCUMU iLE ARASTIRILMASI

Nazmiye BITGEN

Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Agustos 2013
Damsman: Prof.Dr. Hamiyet Donmez-ALTUNTAS
KISA OZET

Hipofiz adenomlar1 genellikle yavas biiyliyen iyi huylu tiimorlerdir ve klinik, patolojik ve
biyolojik olarak diger beyin tiimorlerinden farklilik gosterirler. Bu ¢alismanin amaci en sik
goriilen hipofiz adenomlarindan prolaktinoma, akromegali ve non fonksiyone adenomlu
hastalarda, salgilanan farkli hormonlarin DNA hasar1 iizerine etkisini Sitokinez-bloke
mikroniikleus sitom (Cytokinesis-Block Micronucleus Cytome; CBMN cyt) ve 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OHdG) yontemlerini kullanarak arastirmaktir.

Calismada, yeni teshis konulmus ve herhangi bir tedavi almamis 30 akromegali, 27
prolaktinoma ve 30 non-fonksiyone adenom olmak iizere 87 hasta ile hastalarla benzer yas ve
cinsiyette toplam 35 saglikli bireyin kan 6rnekleri analiz edilmistir. Hipofiz adenomlu hastalarin
hepsinde de DNA hasar parametrelerinden olan mikroniikleus (MN), niikleoplazmik koprii
(nucleoplasmic bridges; NPB) ve niikleer tomurcuk (nuclear buds; NBUD) ile apoptotik ve
nekrotik hiicre frekanslar1 kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.001). Akromegalili ve prolaktinomali hastalarin niikleer boliinme indeksi
(nuclear division index; NDI) degerleri kontrollerle karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamazken (p>0.05), non-fonksiyone adenomlu hastalarda kontrollere gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001). Ayrica akromegali ve prolaktinomali
hastalarin plazma 8-OHdG degerleri kontrollerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksek bulunurken (p<0.005), non-fonksiyone adenomlu hastalarda kontrollere gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.001).

Sonug olarak, artan kromozomal ve oksidatif DNA hasar1 parametreleri, hipofiz adenomlu
hastalarda ileride gelisebilecek olast kanser riski ile iligkili olabilir. Ancak hipofiz adenomu
gelisimi ve karsinogenez olusumu cok basamakli ve multifaktoriyel bir siirectir. Bu nedenle
hipofiz adenomlu hastalarin kanser riski acisindan 6zellikle DNA hasar parametreleri ile uzun

siireli olarak takip edilmesini onerebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Hipofiz adenomu, Mikroniikleus, Oksidatif hasar, Sitom yontemi.
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INVESTIGATION OF OXIDATIVE AND CHROMOSOMAL DNA DAMAGE
BY CYTOME ASSAY AND 8-OHdG MEASUREMENT
IN PATIENTS WITH PITUITARY ADENOMAS

Nazmiye BITGEN

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biology
PhD. Thesis, August 2013
Supervisor: Prof. Dr. Hamiyet Donmez-ALTUNTAS

ABSTRACT

Pituitary adenomas are generally benign and slow growing tumors with clinical, pathological
and biological characteristics different from the others. However, the effects of the released
pituitary hormones on the DNA damage in adenoma cells are still unknown. The aim of this
study was to investigate such effects in especially prolactinoma, acromegaly and non-functional
adenomas by using the latest Cytokinesis-Block Micronucleus Cytome (CBMN cyt) and 8-
hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) assay methods.

The study was carried out using blood samples of active untreated 87 patients: 30 with
acromegaly, 27 with prolactinoma and 30 with non-functional adenoma in addition to total 35
age- and sex-matched healthy controls. The DNA damage parameters (micronucleus; MN,
nucleoplasmic bridges; NPBs and nuclear buds; NBUDs) and the frequency of apoptotic and
necrotic cells in lymphocytes of patients with pituitary adenomas were found to be significantly
higher than those in controls ( p<0.001). When compared with control subjects, statistically
significant differences in nuclear division index (NDI) values were observed in patients with
non-functional adenoma (p<0.001), but no statistically significant differences in NDI values
were observed in patients with acromegaly and prolactinoma (p>0.05). The plasma 8-OHdG
levels were found to be significantly higher (p<0.005) in patients with acromegaly and
prolactinoma and significantly lower (p<0.001) in patients with non-functional adenoma when
compared with those in controls.

In conclusion, both elevated chromosomal DNA and oxidative DNA damage can be used as
potential biomarkers for predicting the increased risk of malignancy in patients with pituitary
adenomas. However, the progression of pituitary adenomas and carcinogenesis are multistep
and multifactorial process. Long-term follow-up of patients with pituitary adenomas would still

be necessary to establish the cancer risk especially with DNA damage parameters.

Keywords : Cytome assay; Micronucleus; Oxidative damage; Pituitary adenoma.
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1. GIRIS VE AMAC

Hipofiz adenomlar1, ‘sella tursika’ adi verilen kemik kompleksinin i¢ine yerlesen,
hipofiz bezinden gelisen ve gliomlar ve menenjiomlardan sonra en sik goriilen primer
beyin tiimorleridir. Tiim primer beyin tiimorlerinin % 10-15’ini olustururlar. Klinik,
patolojik, endokrinolojik ve tedavi yaklasimlar1 olarak hipofiz adenomlar1 diger
intrakranial tiimorlerden farklilik gosterir. Hipofiz adenomlar1 en sik 30-50° 1li yaslarda

goriiliir ve % 70’1 hormonal olarak aktiftir (1).

Hipofiz adenomlar1 yavas biiyiiyen benin tiimorler olmakla birlikte, bir kismi sellar
kaviteyi asip optik kiazmaya, kavernoz siniise, sfenoid siniise ve diger komsu bolgelere
invazyon yapma egilimi tasirlar (2). Hipofiz adenomlarindan hangilerinin agresif davranis
gosterebilecegi veya niikks edebilecegini onceden belirleyebilecek genel ve kesin bir
parametre heniiz yoktur. Ancak yapilan bazi calismalar, hipofiz adenomlarmin prognozunu
hastanin yasi, cinsiyeti, tiimor boyutu, tiimor tipi, bazal hormon seviyeleri, kavernoz siniis
invazyonu ve immunohistokimyasal boyanma 6zelliklerinin etkileyebilecegini gostermistir

(3, 4).

Sitokinez-bloke mikronukleus sitom (Cytokinesis-Block Micronucleus Cytome; CBMN
cyt) yontemi, kromozomal hasarin, genomik kararsizligin ve kanser riskinin bir belirteci
olarak kullanilan genotoksisite yontemidir. CBMN yontemi son yillarda, Fenech
tarafindan “cytome assay” olarak gelistirilmistir. Bu yOntemle kromozom
instabilitesi/genom hasari, hiicre ¢ogalmast ve hiicre 6liimii es zamanlh olarak tespit

edilebilmektedir (5-10).
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Oksidatif stres, farkli mekanizmalar ile DNA’da hasarlanmalara yol agmakta ve
DNA’nin kararhiligmi etkilemektedir (11). 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)
Olctimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte olup
oksidatif DNA hasarmi belirlemek i¢in kullanilan en yaygm yontemdir (11-13).

Yaptigimiz literatiir incelemesine gore, hipofiz adenomlarinin hem kromozomal DNA
hasarmi hem de oksidatif DNA hasarim1 arastiran herhangi bir arastirmaya
rastlanmamistir. Bundan yola ¢ikarak c¢alismamizda, en sik goriilen hipofiz
adenomlarindan prolaktinomalar, somatotrof adenomlar (akromegali) ve klinik olarak
onemli herhangi bir hormon iiretmeyen null-cell adenomlarda (non fonksiyone), hipofiz
hormonlarinin DNA hasar1 iizerine etkisini arastirmay1 planladik. Calismamiz
sonucunda bulunacak olas1 oksidatif ve kromozomal DNA hasar1 sonuglarina gore,
hipofiz bezi kaynakli bu adenomlar arasinda karsilastirma yapilarak, bu hastaliklarin

patogeneziyle ilgili literatiire yeni bilgiler kazandirilmas1 amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Hipofiz ile ilgili en eski tanim Galen’e aittir. Galen hipofizin beyin ile burun arasindaki
phlegma (mukus) yollar1 iizerine yerlesmis bir yap1 oldugunu ve phlegma salgiladigini
one siirmiistiir. Bu tarif yaklastk M.S. 150 yillarina aittir. lgin¢ olan, bu kavramin
18’inci ylizyila kadar fazla bir degisiklige ugramadan gelmis olmasidir. 1772 yilinda
Saucerotte akromegaliye deginmis, 1838 yilinda Rathke ise embriyolojisini tarif
etmistir. 20. yiizyilin baslarinda ise Pierre Marie ve Harvey Williams Cushing’in oncii

caligmalari ile hipofiz hormonlari izole edilmistir (14).
2.2. HIPOFiZ BEZi ANATOMISi

Hipofiz bezi ortalama 1.2-1.5 cm ¢apinda ve erigkinlerde 0.5-0.6 gr agirhiginda olan bir
yapidir. Sella tursika icerisinde bulunur ve iizerini dura uzantisi olan diaphragma sellae
orter. Diaphragma sellae’nin ortasinda foramen diaphragmaticus adi alan bir aciklik
mevcuttur ve buradan hipofiz sap1 gecer; bu yap1 genellikle orta hattan degil, dorsum
sellae’ya daha yakin olacak sekilde yatik seyreder. Hipofiz bezi, diyaframin ortasindaki
acikliktan gecen hipofiz sapi ile hipotalamusa baghdir (15).

Hipofiz bezi 6n hipofiz (adenohipofiz) ve arka hipofiz (ndrohipofiz) olmak iizere iki
boliime ayrilir. On hipofiz kendi icinde 3 alt boliime ayrilir. Bunlar, pars distalis, pars
tuberalis ve pars intermedia’dir (Sekil 2.1). Arka hipofiz ise kendi i¢inde 3 alt boliime

ayrilir. Bunlar, pars nervoza, median eminans ve infundibular stalktir (15).
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Sekil 2.1. Hipofiz bezi ve anatomisi (16)

2.3. HIPOFiZ BEZi FiZYOLOJiSi

Hipofizde hormon salgilayici hiicrelerin hipofiz bezi icerisindeki dagilimi rastgele
degildir. Hipofiz bezi bolgesel olarak ele almnirsa bezin, belli bir topografik diizeni
vardir. Burada her hiicre tipi, intrasellar olarak belli bir lokalizasyonda yogunlagmustir.
On hipofiz hiicrelerinin yaklasik % 30-40’1 biiyiime hormonu salgilayan somatotroplar
ve % 20 kadar1 Adrenokortikotropik Hormon (ACTH) salgilayan kortikotroplardir.
Diger hiicre tiplerinin her biri toplamin yalnizca % 3-5’1 kadardir (17). Growth Hormon
(GH) salgilayan hiicreler lateralde genellikle bezin ©On tarafinda fazla miktarda
bulunurlar. Somatotrop adenomlar genel olarak bu bolgeden ¢ikar. Prolaktin (PRL)
salgilayan hiicreler, bezin her tarafinda bulunabilir, fakat daha cok lateral kanatlarin arka
kisminda, hemen posterior loba komsu olan bolgede bulunurlar. PRL salgilayan
adenomlar da bu bolgeyi tercih ederler. Kortikotroplar, adenohipofizin santral
bolgesinde, posterior lobun hemen 6niinde bulunur. ACTH yapan tiimorlerin de cogu bu
bolgede bulunur. Tirotrop hiicreler, genel olarak adenohipofizin 6n kisminda c¢ok kiiciik
bir alani isgal etmelerinden dolay1, bu bélge muhtemel olarak Tiroid Salgilayan Hormon
(TSH) adenomlarinmn kaynaklandigi bolgedir. Gonadotrop hiicreler, anterior lob
boyunca yaygin olarak dagilmislardir. Bu sekilde gonadotrop hiicrelerin stereotipik
olarak kaynaklandigi bir bolge yoktur. (17). (Sekil 2.2).



Sekil 2.2: Hormon salgilayan hiicrelerin hipofiz bezi igerisinde topografik dagilimi (18)

2.4. HIPOFiZ ADENOMLARININ EPIDEMIiYOLOJiSi

Hipofiz tiimorleri tiim primer beyin tiimorlerinin %10-15’ini olustururlar. Hipofiz
timorleri, gliomlar ve menengiomlardan sonra en sik goriilen {icilincii primer
tiimorlerdir. Primer olarak norosirurji raporlarindan elde edilen istatistikler gercek
hipofiz adenomu insidansindan daha az olabilir. Ciinkii hipofiz adenomlarina rastgele
yapilan otopsi serilerinde insidanst %20’lere kadar ¢ikmaktadir (1). Yani hipofizin
neoplastik transformasyonu sik bir olay olarak kabul edilebilir. Fakat bunlarin ¢cogu
klinik olarak onemli olmayabilir. Otopsi serilerinde saptanan hipofiz adenomlarinin
biiyiik bir kisminin capit 10 mm’nin altinda Ol¢iilmiistiir. Cerrahi serilere dayanarak
kadinlarda ve c¢ocuk dogurma yasinda olanlarda daha sik olarak rastlanmaktadir.
Kadinlarda daha sik olarak goriilme nedeni belli degildir. Ancak otopsi serilerinde

cinsler arasinda esit olarak dagilim goriilmektedir (19-20).

Hipofiz tiimorleri tiim yas gruplarinda goriilse de 30-50’ 1i yaslar arasinda daha yiiksek
insidansa sahiptir. Bu spektrumun erken yillarinda fonksiyonel adenomlar daha sik iken
ilerleyen yillarda non-fonksiyone adenomlarin siklig1 artmaktadir. Pediatrik ¢agda ise

hipofiz adenomlar1 olduk¢a nadirdir (1).

Adenom olgulariin %3’iinde otozomal dominant olarak kalitilan ve degisken penetrans
gosteren Multipl Endokrin Neoplazi (MEN) goriiliir. MEN sendromlu olgularin ancak
% 25’inde hipofiz adenomlar1 goriilmektedir ve goriilen olgular cogunlukla PRL veya
GH salgilayan hormonal aktif adenomlardir (21). Yine son yillarda MEN sendromu
disinda kalan ailesel hipofiz adenomlar1 Familial Isolated Pituitary Adenoma (FIPA)
olarak adlandirilmakta ve Aryl hydrocarbon receptor interacting protein (AIP) geni ile
iliskili oldugu one siiriilmektedir (22).



2.5. HiPOFiZ ADENOMU FiZYOPATOLOJiSi

Hipofiz adenomu olus mekanizmas: olarak iki hipotez ortaya atilmistir. Hipotalamik
hipotezde, disfonksiyonel hipotalamusun asir1 trofik etkisinin kan yoluyla asagiya dogru
gelmesi ve bunun pasif etkisinden hipofiz adenomunun olustugu 6ne siiriilmektedir.
Buna alternatif olan hipofizer hipotezde ise, izole adenohipofiz hiicresindeki primer
defekt ile hipofiz adenomunun olustugu savunulmaktadir. Burada hipotalamusun etkisi
olmadan transformasyon olusmaktadir. Bu iki hipotezi 6nemli miktarda bulgu
desteklemesine ragmen, hipofizer hipotez daha ¢ok kabul edilmektedir. Ciinkii hipofiz
adenomu ile birlikte peritiimoral hiperplazi yoktur ve hipofiz adenomlarinin ¢ogunda

cerrahi olarak ¢ikartilmalarindan sonra tam olarak sifa saglanmaktadir (23).
2.6. HIPOFiZ ADENOMLARININ SINIFLANDIRILMASI

Hipofiz adenomlarinda adenom biiyiikliiklerine, radyolojik goriiniimlerine, endokrin
fonksiyonlarina, yapisal ozelliklerine, histolojik-patolojik morfoloji ve sitogenezine

gore cesitli siniflandirma yontemleri kullanilmaktadir (24, 25).
2.6.1. Histolojik siniflandirma

Immunohistokimya ve elektron mikroskobisi teknikleri gelismeden once kullanilan,
hipofiz adenomlar1 ile ilgili yapilan ilk smiflandirmadir. Konvansiyonel boyalar
kullanilarak hiicre sitoplazmalarinin boyanma 6zelligine gore asidofil, bazofil ve
kromofob adenomlar olarak isimlendirilirler. Giiniimiizde bu siniflandirma tamamen

terk edilmistir (24, 25).
2.6.2. Fonksiyonel simiflandirma

Fonksiyonel siniflandirma, adenomlarin hormon {iiretimi, histolojik ve ince yapisal
ozellikleri ile birlikte degerlendirilip siniflandirilmasi temeline dayanmaktadir. Bu
siiflandirma, hormon iiretimi, prognoz ve tedaviye yanitsizlik gibi konularda klinige

saglikli bilgiler sunulmasini saglayan bir smiflandirmadir (24, 25):
e GH salgilayan adenomlar (Akromegali)
e PRL salgilayan adenomlar (Prolaktinoma)
* ACTH salgilayan adenomlar (Cushing Hastalig1)
e TSH salgilayan adenomlar (TSHoma)

e FSH/LH salgilayan adenomlar (Gonadotropinoma)



e  Plurihormonal adenomlar

® Hormonal fonksiyon gostermeyen adenomlar (Non-Fonksiyone Adenomlar)
2.6.3. immiinohistokimyasal stmflandirma

Doku antijenlerini ortaya koyan immunolojik tekniklerin gelisimi, hipofiz
adenomlarinin smiflandirilmasinin yeniden ele almmasini gerekli kilmistir. Spesifik
olarak hormona kars1 gelisen immunohistokimyasal reaksiyon sayesinde adenomlar

hiicre tipine gore de siniflandirilmaktadir (24, 25).
2.6.4. Radyolojik siniflandirma

Biiyiikliiklerine gore adenomlar mikroadenom ve makroadenom olarak ayirt edilir. Cap1
10 mm’den kiiciik olan adenomlar mikroadenom, 10 mm’den biiyilk adenomlar
makroadenom olarak adlandirilir. 4 cm ve iistii adenomlar ise dev adenom olarak

adlandirilir (24-26).
2.7. HIPOFiZ ADENOMLARI
2.7.1. Prolaktinoma

Prolaktinomalar, en sik goriilen hipofiz adenomlarini olusturur (%40-60). Genellikle
seyrek graniillii, monohormonik laktotrop adenom olarak tanimlanir. Kadinlardaki
prolaktinomalarin  biiylik bir boliimiini  mikroadenomlar, erkeklerdekini ise
makroadenomlar olusturur. Makroprolaktinomalar, mikroprolaktinomalara gore daha az
goriilir.  Prolaktinomada tiimor  gelisiminden sorumlu mekanizma heniiz
bilinmemektedir. Embriyolojik gelisim sirasinda hipofizer laktotrop kok hiicrelerini
etkileyerek genetik mutasyonlar ve daha sonrasindaki gelisim evrelerinde cesitli
faktorlerin de etkisiyle olusan prolaktin salgilayan hiicrelerdeki kontrolsiiz

proliferasyonun prolaktinomaya sebep oldugu diisiiniilmektedir (27).

Klinik: Erkeklerde en sik rastlanan yakinma libido azalmasi ve/veya erektil
disfonksiyondur, jinekomasti ve galaktoreye nadiren rastlanmaktadir. Kadinlarda ise en
sik goriilen yakinma adet diizensizligi/hi¢ adet gorememe ve hamilelik ya da emzirme
donemi disinda olan gogiislerden siit gelmesidir. Ayrica makroprolaktinomalarda
adenom basisina bagh bas agrisi, gorme bozuklugu ve hipopituitarizm semptomlar: da

olabilir (26).
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Tani: Erkekte normal PRL degeri 20 ng/ml’nin, kadinda ise gebelik ve emzirme disinda
25 ng/ml’nin altindadir. Tiimor boyu ve PRL seviyeleri arasinda korelasyon goriilebilir.
Makroadenomlarda PRL seviyeleri genellikle 200 ng/ml ve {lizeridir. Eger hipofiz
manyetik rezonans (MR) goriintiilemede tespit edilen makroadenom ile PRL seviyeleri
arasinda korelasyon yok ise adenom non-fonksiyone bir adenom olabilir ve bu durumda

PRL yiiksekligi sap basisima baglanabilir (26).

Tedavi: Mikroprolaktinomada semptom yok ise tedavi sart degildir, hasta izlenir ve
semptomatik olduklarinda tedavi verilir. Makroadenomlar ise mutlaka tedavi
edilmelidir. Prolaktinomalarda birinci secenek tedavi, dopamin agonistleriyle olan
tedavidir. Medikal tedavi ile PRL diizeyi 2-3 hafta icinde diismeye baslar ve yaklagsik 1-
2 ay sonra tiimor ¢apinda kiiciilme gozlenebilir. Mikroadenomlar genellikle biiylimezler
(%93), uzun donemde makroadenoma donme ihtimalleri ¢cok diisiiktiir (%5-10) ve
%30’unda ise hiperprolaktinemi kendiliginden kaybolur. Radyoterapi, dopamin
agonistlerine cevap almamayan ya da cerrahi kiir saglanamayan oldukca nadir

prolaktinomali hastalara uygulanir (28).
2.7.2. Akromegali

Akromegali, hipofiz bezinde biiylime hormonu salgilayan adenomun neden oldugu
nadir goriilen bir hastaliktir. Insidans1 milyonda 4-5/y1l olarak bilinir. Prevalansi ise
milyonda 40 ile 70 arasinda seyreder (29-31). Akromegali, biiylime hormonunun asir1
salgilanmasmin olusturdugu metabolik etkilerle ve hipofiz adenomunun olusturdugu
direkt kitle etkisi ile morbidite ve mortalitede artis ile seyreder. Akromegalik hastalarda
kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum hastaliklar1 ve metabolik hastaliklara bagl olarak
mortalitenin 2-4 kat kadar arttig1 bilinmektedir (32-34). Ayrica meme, prostat, tiroid ve
kolon kanseri ile hematolojik hastaliklara yakalanma riskinin akromegalili hastalarda
artmis oldugu gosterilmistir (35-37). Biiyiime hormon diizeylerinin tedavi ile 2.5
pug/L’den daha diisiik degerlere indirilmesi sonucunda akromegalide artmis mortalite
oranlarinin, normal populasyonda goriilen mortalite oranlarma kadar azaldigi
gosterilmistir  (32). Benzer sekilde insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1)
degerlerinin yas ve cinsiyet ile uyumlu olarak normal degerlere indirilmesi de mortalite

riskini azaltmaktadir (38).
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Akromegali’ de 2010 konsensus kriterlerine gore hastanin yasi, cinsiyeti, timor boyutu,
bazal GH / IGF-1 seviyelerinin hormonal remisyonu etkileyen faktorler oldugu

belirtilmistir (39, 40).

Klinik: Akromegalik hastalar genel olarak ylizde kabalagma, ekstremitelerde biiyiime,
basagrisi, halsizlik, asir1 terleme ve gonadal disfonksiyondan yakinirlar. Volim
yiiklenmesi ve vaskiiler sistemdeki yapisal degisikliklerin etkisi ile olugan hipertansiyon
akromegalik hastalarin = %30’unda goriilir. Akromegalide genellikle kardiyak
hastaliklar, hiperkinetik sendrom ile baglar. Asikar kalp yetmezligi ise tedavisiz kalan
hastalarda hastaligin ileri donemlerinde goriiliir (41). Akromegalide premalign kolon
polipi goriilme siklig1 artmakta ve hastalarin %30’unda tespit edilmektedir. Akromegali
ve kanser riskinin degerlendirildigi bir caligmada, gastrointestinal, beyin, tiroid ve
kemik kanseri agisindan akromegalik hastalarda insidansin arttig1 gosterilmistir (40, 42,

43).

Tami: Akromegali tanist klinik ve biyokimyasal sonuclar esliginde konulmalidir.
Akromegaliden siiphelenildigi zaman, serum IGF-1 degerinin ol¢iimii ilk basamak
olmalhidir. IGF-1 degerleri yas, cinsiyet ve toplumsal rolleri gozoniine alinarak

degerlendirilmelidir (43).

Oral glukoz tolerans testi (OGTT) swrasinda GH degerlerinin Ol¢iilmesi, akromegali
tanisinda standart olarak kabul edilmektedir. Bu test 75 gr glukozun oral olarak
verilmesi ve glukoz ile biiylime hormonu degerlerinin 0, 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda
Olciilmesi ile yapilir. Akromegalik hastalarda OGTT sirasinda, en diisik GH degeri 1
pug/L’den daha yiiksek olarak tespit edilir (44). OGTT sirasinda GH baskilanmasinin
olmamas1 sadece akromegali icin spesifik degildir. Akromegali tanis1 icin OGTT
sonuclart yaninda mutlaka klinik bulgular ve serum IGF-1 degerleri de go6zoniine
alimmalidir. GH ve IGF-1 degerleri ile klinik bulgular akromegaliyi destekledigi zaman
MR ile hipofiz goriintiilemesi yapilmalidir (45).

Tedavi: Akromegalik her hastada cerrahi tedavi ilk tedavi secene8i olarak
diistiniilmelidir. Gorme kaybi1 veya cift géorme gibi ciddi kitle etkisi olan hastalarda acil
cerrahi tedavi gerekir. Kardiyomiyopati, kontrolsiiz diabetes mellitus, ciddi
hipertansiyon ve solunum yolu problemleri gibi nedenler ile anestezi riski tasiyan
hastalar cerrahi tedavi i¢in uygun durumda olmayabilirler. Cerrahi tedavi i¢in uygun

olmayan bu hastalarda ilk olarak medikal tedavi uygulanabilir. Medikal tedavinin
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uygulanmasini takiben anestezi ve cerrahi riskleri azalan ve cerrahi girisim i¢in uygun
hale gelen bu hastalara cerrahi tedavi planlanabilir. Adenomun boyutu ve cerrahi tedavi
oncesinde serum GH/IGF-1 degerleri cerrahi remisyonu belirleyen kriterlerdir. Cerrahi
ve medikal tedavi ile remisyon saglanamayan veya niiks eden hastalarda konvansiyonel

yada stereotaksik radyoterapi uygulanir (45).
2.7.3. Non-Fonksiyone Adenomlar

Non-fonksiyone hipofiz adenomlari, hipofiz tliimorlerinin yaklasik %?25-30’unu
olusturur. Gonadotrop salgilayan hipofiz adenomlar1 genellikle klinik olarak non-
fonksiyone adenom olarak kabul edilirler. Erkeklerde ve postmenopozal kadinlarda non-

fonksiyone adenomlar daha sik goriiliir (46).

Hastalarda siklikla bas agrisi, gorme bozukluklar1 ve hipopituitarizm gelisir. Gorme
bozukluklar1 en sik goriilen basi semptomunu olusturur ve yaklasik hastalarin %40-
50’sinde tespit edilir. Non-fonksiyone makroadenom hastalarin kitle etkisiyle %90’ inda
hipogonadizme neden olurken, vakalarin biiylik kisminda sekonder hipotiroidi ve

adrenal yetmezlik yapar (47).

Tedavi icin transsfenoidal adenom eksizyonu yapilir. Cerrahi tedavi Oncesinde
hastalarda mutlaka goérme alani, norolojik muayene ve hipofiz fonksiyonlarinin

degerlendirilmesi gerekir (47).
2.8. DNA HASARI

Genetik bilgiyi tasiyarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA kolay zarar
gorebilen bir molekiildiir ve iizerinde siirekli olarak hasar olusmaktadir. Olusan hasar
DNA onarim sistemleri tarafindan tamir edilmekle birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu
veya tamir sistemlerinin yetersiz kaldig1 durumlarda DNA iizerinde olusan hasar, hiicre
Olimiine kadar varan etkilere neden olur. DNA hasarinin yaslanma, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, immun sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku
fonksiyonlarinin bozulmas: ile ortaya cikan hastaliklarin etyolojisinde 6nemli rol

oynadigi ileri siiriilmektedir (48, 49).

Genomik DNA’nin biitiinliigii, farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole, X-
isinlar;, kimyasal bilesikler gibi cevresel ajanlar ile de siirekli tehdit altindadir.
Hiicresel metabolizmanin yan iirlinii olarak iretilen serbest radikaller gibi endojen

ajanlar da DNA hasarina neden olmaktadir (50). Hiicre tiim bu DNA hasarlarina farkh
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metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA hasarlar: hiicrenin apopitoz yolunu aktive
ederek hiicreyi 6liilme gotiiriir. Hiicre, DNA hasarlarinit DNA tamir mekanizmalar1 ile
tamir edebilir. DNA hasar1 replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug
olarak genomik kararsizlia neden olur. DNA’da bir¢cok 6zgiin degisimi icine alan

genomik kararsizlik, hem kanserin hem de yaslanmanin dnemli bir belirtisidir (51).

Canlilarin DNA’larinda meydana gelen hasarlar; Ames testi, in vivo memeli fare kemik
iligi kromozom aberasyon testi, in vivo memeli eritrosit mikronukleus (MN) testi, in
vitro memeli hiicre gen mutasyon testi, bakteri kullanarak yapilan geri mutasyon testleri
ile belirlenmektedir. Kromozom aberasyon (KA: CA) testi, kardes kromatid degisimleri
(Sister Chromatid Exchange; KKD) testi ve MN testi, in vitro olarak memeli
hiicrelerindeki DNA’da meydana gelen hasarin ve genotoksik etkilerin sitogenetik

acidan arastirilmasinda kullanilan genotoksisite yontemleridir (5, 52).

2.9. SITOKINEZ BLOKE MIKRONUKLEUS SITOM (CYTOME; cyt)
YONTEMI

MN olusumu ilk olarak William Henry Howell ve Justin Marie Jolly tarafindan
eritrositlerde tanimlanmistir. Bu nedenle Howell-Jolly cisimcigi ad1 da verilmektedir
(53). MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6l¢iilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve daha sonra Heddle ve arkadaslar1 tarafindan kiiltiire
edilmis insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak
kullanilmaya baglanmistir. Fenech ve arkadaslar1 tarafindan da bu yontemin

lenfositlerde ve diger hiicrelerde kullanilmasi gelistirilmistir (5, 8).

MN, hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan,
tam kromozom veya asentrik kromozom parcalarindan koken alan olusumlardir. MN
sayisindaki artis, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran
ajanlar, sentromer boliinme hatalarma ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarma
yol acarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida
bulunmaktadirlar (54, 55). Giiniimiizde, hizli endiistrilesmeye bagl 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 ihtiyact kaginilmaz olmaktadir. Bu

nedenle MN testi, sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore daha
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kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha
anlamli sonuclar elde edilmesi avantaji ile yaygmn kullanim alani bulan bir teknik

olmustur (56-60).

Son yillarda yapilan HUMN databaz analizi gibi ¢aligmalar sonucunda, MN yontemi,
dogrulugu ac¢isindan, genom hasari gibi patolojik durumlarin arastirilmasinda giivenilir
bir yontem olmas1 yoniiyle, periferal kan lenfositlerinde MN frekansinin kanser riskinin

belirlenmesinde bir biyomarkir olarak kullanilabilecegi kabul edilmektedir (61, 62).

Sitokinez blok mikroniikleus (CBMN) yontemi, sitokalazin-B’nin (cytochalasin-B; cyt-
B) hiicre boliinmesini sitokinez evresinde durdurmasi oOzelligi temel alinarak
tanimlanmustir (63-66). Cyt-B, Helmin dematiodeumdan elde edilen bir ekstraktir. Cyt-
B hiicre boliinmesini sitokinez evresinde aktin filamentlerini etkileyerek durdurur. Bu
etkisini de aktin filamentlerin ucuna baglanarak, aktinin polimerize olmasini1 6nleyerek

gerceklestirir (67, 68).

CBMN yontemi, kromozomal hasarin, genomik karasizligin ve kanser riskinin bir
belirteci olarak kullanilan genotoksisite yontemidir. CBMN yontemi son yillarda,
Fenech tarafindan CBMN sitom (CBMN cyt) yontemi olarak gelistirilmistir (8, 69). Bu
yontemle de es zamanl olarak; kromozom instabilitesi/genom hasari, hiicre cogalmasi

ve hiicre oliimii tespit edilebilmektedir. Kisaca;

® DNA hasart icin; kromozom kiriklar1 ve/veya kromozom kayiplarini (anoploidi)
gosteren MN’lar; gen amplifikasyonlarini gosteren niikleer tomurcuk (nuclear buds;
NBUD)’lar; hatali DNA tamirlerini ve/veya telomer ug¢ birlesmelerini gosteren

niikleer plazmik koprii (nucleoplasmic bridges; NPB)’ler degerlendirilir.

® Hiicre cogalmasi icin; mononiikleer, biniikleer, multi niikleer hiicreler skorlanarak,

hiicre cogalma oranlar1 hesaplanir.

®  Hiicre oliimii i¢cin; apopitotik ve nekrotik hiicreler skorlanir (8, 69) (Sekil 2.3.)
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Sekil 2.3. Cesitli sitotoksik ve genotoksik ajanlara maruz kaldiktan sonra, kiiltiire edilmis sitokinez-
bloke hiicrelerin olas1 kaderi (MN: mikronukleus; NPB:niikleoplazmik koprii, NBUD:niikleer bud). (8)

2.10. CBMN CTY YONTEMI iLE HUCRELERI TANIMLAMA KRIiTERLERI

Sitokinezi bloke edilmis biniikleer (BN) hiicrelerde, MN, NPB ve NBUD
frekanslarin1 degerlendirebilmek icin asagidaki kriterleri icermek zorundadirlar (8,

69) :
e Hiicreler iki cekirdekli olmalidir.

e BN hiicredeki iki cekirdegin boyutu yaklasik olarak ayni olmali ve yogun

boyanmalidir.

e BN hiicredeki iki c¢ekirdek, niikleoplazmik bir koprii ile baglanabilir. Bu
niikleoplazmik koprii, ¢cekirdek ¢apinin % ‘linden biiyiik olmamalidir.

e BN hiicredeki iki ¢ekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak birbirinin
lizerine ¢tkmamig olmalidir. Iki ekirdegi iist iiste ¢ikmis olan bir hiicre eger her

bir ¢ekirdegin cekirdek sinirlari ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

e BN hiicrenin sitoplazmik smir1 ya da zar yapis1 bozulmamis olmali ve komsu

hiicrelerin sitoplazmik smirindan acik¢a ayirt edilebilmelidir.
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2.10.1. DNA hasar1 ( MN, NPB ve NBUD) icin degerlendirme Kriterleri;

MN sayma Kriterleri

MN’lar morfolojik olarak cekirdek ile ayni ancak cekirdekten daha kiiciiktiir. MN
ozellikleri asagida belirtilmistir (Sekil 2.4.) (8, 69) :

a) Insan lenfositlerindeki MN’larmn capi, genellikle ana cekirdegin ortalama capinin

1/16 ve 1/3’ii arasinda degisebilir.

b) MN’lar kirilgan olmamalidir ve bdylece boyanan partikiiller gibi artefaktlardan

kolayca ayirt edilebilir olmalidir.
¢) MN’lar ana cekirdekle birlesmis veya baglantili olmamalidir.

d) MN’lar ana c¢ekirdege temas edilebilir ancak {istiine binmis olmamalidir ve

mikroniikleer sinir ¢cekirdek siirindan ayirt edilebilir olmalidir.

e) MN’lar genellikle ana cekirdekle ayni yogunlukta boyanmalidir, ana c¢ekirdek
bazen daha yogun (koyu) boyanabilir.

f) Hiicrelerin 6 tane MN’dan daha fazlasini icermemesi gerekir.

TPee

(a) (b) (C) (d)

Sekil 2.4. BN hiicre i¢indeki MN"nin morfolojik gériintiisii. (a) MN'larin ¢ap1 ana ¢ekirdegin
ortalama capinin 1/16 ve 1/3’ii arasinda degisebilir; (b) Ust iiste binmemis, BN hiicreye temas eden
MN’ler; (c) iki MN igeren birbirine NPB ile bagli BN hiicre; (d) Farkli boyutlarda alt1 MN iceren BN
hiicre (69).

NPB sayma kriterleri

NPB’ler, BN hiicrenin i¢inde cekirdek ile baglantili ve DNA iceren bir yapidir.
NPB’ler, yanlis tamir edilmis DNA kiriklarinin veya telomer u¢ birlesmelerinin
sonucu olusan disentrik kromozomlardan orijin alir. Bu sentromerler anafaz boyunca

kars1 kutuplara ¢ekilir. NPB’ ler asagidaki 6zellikleri icerir (Sekil 2.5.) (8, 69) :



a) NPB’lerin genisligi cok onemlidir ancak hiicredeki ¢ekirdegin boyutunun %’ inii

gecemez.
b) NPB’ler ayn1 zamanda ana cekirdek ile ayn1 boyanma 6zelliklerine sahiptir.
¢) Nadiren bir BN hiicrede birden fazla NPB gozlenebilir.

d) NPB igeren bir BN hiicre bir ya da daha fazla MN igerebilir.

e) Bir yada daha fazla NPB iceren BN hiicre, MN icermeyebilir.

L

(@) (b) (©) (d)

Sekil 2.5. BN hiicre i¢indeki NPB’nin morfolojik goriintiisii

(a) Ideal BN hiicre; (b) Cekirdekleri birbirine degen BN hiicre; (c) Dar bir NPB ile birbirine bagli BN
hiicre; (d) Genis bir NPB ile birbirine bagli BN hiicre (69).

NBUD sayma Kkriterleri

NBUD’lar, amplifiye DNA ve DNA tamir komplekslerinin eliminasyonunun
isaretidir ve asagidaki karakteristik 6zellikleri igerir (8, 69) (Sekil 2.6.):

a) NBUD’lar, MN’lara benzer goriiniimdedir, ancak farki NBUD’un ¢apindan daha

dar bir koprii veya ¢ok daha ince bir koprii ile cekirdege bagh goriinimde olmasidir.
b) NBUD’lar, genellikle MN ile ayn1 boyanma yogunluguna sahiptir.

c¢) Nadiren NBUD’lar c¢ekirdekle bitisik bir vakuol icinde yerlesmis olarak
goriinebilir. Cekirdege degen bir MN’dan NBUD’u aymrmak zor olsa da bu NBUD
olarak kabul edilir.

Cekirdekte bir niikleer materyal ¢ikintis1 varsa ve gekirdekten agik bir ayirimi yoksa
NBUD olarak smiflandirilamaz. Bu olusumlara niikleer bleb (kabarcik) adi verilir.

Bunun 6nemi bilinmemektedir.
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Sekil 2.6. BN hiicre i¢indeki NBUD’ un morfolojik gériintiisii (69).

2.10.2. Sitostatik etkiler icin;

Bir- (mononiikleer), iki- (biniikleer), iic- (triniikleer) ve dort- (tetraniikleer)

cekirdekli hiicreleri sayma kriterleri

Mononiikleer, biniikleer, trinuikleer ve tetraniikleer hiicrelerin frekansi, sitostatik
etkileri ve mitotik boliinme oranini belirlemek i¢in ol¢iiliir. Niikleer boliinme orani,
niikleer boliinme indeksi (Nuclear division index; NDI) formiilii ile bir ve cok
cekirdekli hiicre sayilar1 kullanilarak hesaplanabilir. Bu hiicre tipleri asagidaki

ozellikleri icerir (8, 69) (Sekil 2.7.):

a) Bir-, iki-, iic- ve dort- ¢ekirdekli hiicreler, biitiinliigiinii koruyan bir sitoplazma ile
normal ¢ekirdek morfolojisi gosteren canli hiicrelerdir. Bu hiicreler, sirasiyla bir, iki,

iic veya daha fazla ¢ekirdek igerir.

b) Duruma gore iki ¢ekirdekli veya ¢ok cekirdekli hiicreler bir veya daha fazla MN
icerebilir veya icermeyebilir. Yine bu hiicreler bir veya daha fazla NPB veya NBUD

icerebilir veya icermeyebilir.
Nekrotik ve apopitotik hiicreler canli hiicreler arasinda sayilmazlar.

Nadir olarak, dort cekirdekten daha fazla cekirdek iceren hiicreler eger hiicre
dongiisii zaman1 normale gore ¢ok kisaysa veya sitokinez blok zamani ¢ok uzunsa

gozlenebilir.

O

Sekil 2.7. Bir ve ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin morfolojik goriintiisii (69).
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NDI hesaplanmasi

NDI canli hiicrelerin boliinebilme durumunun dl¢iimiinii saglar. Bundan dolay1 NDI,
sitostatik etkilerin gostergesidir ve lenfositlerde ayn1 zamanda immun fonksiyonun
belirteci olan mitojenik yanitin Olctimiinii saglar. NDI, Eastmond ve Tucker’in
metoduna gore hesaplanir (70). 1, 2, 3 ve 4 cekirdek iceren hiicrelerin frekansini

belirlemek i¢in 500/1000 canlt hiicre sayilir ve formiil kullanilarak NDI hesaplanir.
NDI= (M1+ 2 M2+ 3 M3+ 4 M4/ N)

MI1- M4; 1-4 cekirdek iceren hiicrelerin sayisini belirtir ve N, hesaplanan toplam
canli hiicre sayisimi belirtir (nekrotik ve apopitotik hiicreler hari¢). NDI lenfositlerin
mitojenik yanmit1 ve c¢alismada kullanilan ajanlarin  sitostatik etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanigh bir parametredir. En diisik NDI degeri olasilikla
1.0’dir. Sitokinez-blok periyodu siiresince boliinme basarisiz olursa ve bundan dolay1
tamam1 mononiikleer kalirsa bu durum olusur. Eger tiim canli hiicreler bir niikleer
boliinmeyi tamamlar ve bundan dolay1 hepsi biniikleer olursa NDI degeri 2.0’dur.
Eger sitokinez-blok fazi boyunca birden fazla niikleer boliinmeyi tamamlayip ve
bundan dolay1r 2’den fazla cekirdek iceren canli hiicrelerin orami fazlaysa, bu

durumda NDI degeri 2’den fazla olabilir (8).
2.10.3. Sitotoksisite icin;
Apoptotik ve nekrotik hiicreleri sayma kriterleri

Apoptotik lenfositler, programlanmis hiicre 6liimii geciren hiicrelerdir. Bu hiicreler

asagidaki ozelliklere sahiptirler (8, 69):

a) Erken apoptotik hiicreler, ¢ekirdek icinde kromatin yogunlagsmasinin varhigi ve

biitiinliigiinii koruyan sitoplazma ve ¢ekirdek membrani ile ayirt edilebilir.

b) Gec apoptotik hiicreler, biitiinliigiinii koruyan sitoplazma ve sitoplazmik membran

icinde daha kiiciik niikleer cisimcikleri olustururlar.

c¢) Her iki apoptotik hiicrede bu niikleer cisimciklerin, sitoplazmanin ve ¢ekirdegin
yogun boyanmasi, diger tiim canl hiicrelere nazaran genellikle daha ¢ok gozlenir

(Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Apoptotik hiicrelerin morfolojik goriintiisii (69).

Nekroz alternatif bir hiicre 6liim seklidir ve hiicresel membranin, organellerin
ve/veya hiicrenin yasamini devam ettirebilmesi icin gereken enerji metabolizmasi
gibi kritik metabolik yollarin hasarma bagh olarak olustugu diisiiniilmektedir.

Nekrotik lenfositler asagidaki ozellikleri icerir (8, 69) :

a) Erken nekrotik hiicreler, soluk sitoplazmalari, ¢ok sayida vakuol bulunmasi
(genellikle sitoplazma ic¢inde ve bazen c¢ekirdek icinde), hasarhi sitoplazmik
membraninin olmasi ve hemen hemen saglam olan c¢ekirdeginin bulunmasi ile ayirt

edilebilir.

b) Gec¢ nekrotik hiicreler, sitoplazma kayb1 ve hasarli/diizensiz ¢ekirdek membrani,
kismen saglam cekirdek yapilar1 ve siklikla ¢ekirdek materyallerinin pargalar halinde

cekirdekten ¢ikmasi ile ayirt edilebilir.

¢) Her iki nekrotik hiicrede, c¢ekirdek ve sitoplazmanin boyanma yogunlugu diger

canli hiicrelere gore genellikle daha az gozlenir (Sekil 2.9.).

Sekil 2.9. Nekrotik hiicrelerin morfolojik goriintiisii (69).

18



19

2.11. OKSIDATIF STRES

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme, bu dengenin
bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum Ozetle,
prooksidanlar ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengenin prooksidanlar

lehine bozulmasi ile olusur (71).

Serbest radikaller, organizmada metabolik reaksiyonlar sirasinda endojen olarak
meydana gelebildikleri gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle de olusabilirler. Tablo 2.1.’de

oksijen radikallerinin kaynaklar1 listelenmistir (72-74).

Tablo 2.1. Oksijen Radikallerinin endojen ve eksojen kaynaklar1 (72-74)

Endojen kaynaklari Eksojen kaynaklari

Diyetsel Kaynaklar  Fazla kalorili beslenme
Asir1 demir ve bakir alinmasi
Az sebze ve meyve tiiketilmesi
Yemek pisirme yontemlerindeki hatalar
Stres
Cevresel Kaynaklar Sigara dumani
Kronik hastaliklar ve enfeksiyon
= ) Hava kirliligi (ozon, nitrojen dioksit)
Fiziksel egzersiz ve sedanter yasam
Radyasyon (iyonize, ultraviyole)
Cevre kirleticiler (asbest, pestisitler)
Ilaclar Antikanser ilaglar (adriamisin)

Glutatyon tiiketen ilaglar (kokain)

Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA’da baz ve seker modifikasyonlari, tek ve
cift zincir kiriklar1 (kromozom kiriklart), DNA-protein capraz baglanmasi gibi bir takim
lezyonlara neden olarak hasara yol a¢tigi bilinmektedir (11). Bu hasara ugrayan bazlar
arasinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), oldukca duyarli ve en sik karsilagilan
oksidatif DNA hasarinin gostergesidir (11-13). Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin, DNA’da guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikalinin baglanmas1
sonucu olusur (Sekil 2.10.). DNA replikasyonu sirasinda, G-C’den A-T’ye doniisiime

neden olarak mutasyona egilimi artirir (11-13) ve bu bilesigin DNA’y1 tamir edici



20

enzimler tarafindan ortadan kaldirilmasi da yeni genetik hatalara sebep olur (75). Bu
nedenle 8-OHdG 6lciimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul
edilmekte olup oksidatif DNA hasarimi belirlemek i¢in kullanilan en yaygin yontemdir

(11-13).

i~ o
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Sekil 2.10. Oksijen radikallerinden kaynaklanan 8-OHdG olusumu (76)

Oksidatif DNA hasarmi dogru ve kesin Olclimiine yonelik farkli analiz yontemleri
denenmigtir. Ancak 8-OHdG’i 6lgmek icin siklikla tercih edilen iki yontem vardir:
Yiiksek performansh likit kromotografisi ve enzime bagli immiinosorban yontemi
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay; ELISA). DNA hasar iiriinlerinin spesifik
tiplerinin kantitatif analizi icin kullanilan immiinoassay yontemlerden ELISA ile 8-
OHdG boyanmasi monoklonal antikorlar kullanilarak yapilir ve 8-OHAG diizeyi

boyanmanin yogunluguna bagh olarak degerlendirilir (77).
ELISA’nin avantajlar1 sunlardir (78) :

a) Kullaniminin kolay olmasi

b) Uzmanlik isteyen donanima ihtiya¢ olmamasi

¢) Serum, plazma, idrar gibi bir¢ok viicut sivisinda ¢alisilabilmesi
d) Santriftij disinda 6n ¢aligmaya gerek olmamasi

e) Yiiksek miktarda veri sunmasi.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Demirbas Malzemeler

1. Etiiv (Heto/ Cell Hause 200)

Su banyosu (Thermal)

Vorteks (Janke & Kunkel VF2)

Mikroskop (Nikon Labophot 2 ve Zeiss Primo Star model)
Santrifiij ( ALC PK 110 ve Niive NF 815)

Hassas terazi (Kern S 2000 ve Ohaus Pioneer)

N o A »

Derin dondurucu

8. Buzdolab1

9. Dengeleme terazisi

10. Otomatik pipet

11. Fotomikroskop (Leica DM 2500 )

12. Elisa Cihaz1 (Biotek-Epoch Multi-Volume Spectrophotometer System)



Sarf Malzemeler

1.

S s

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

Hazir Medyum, (Biological Industries, B-01-198-1B) Peripheral
Karyotyping Medium (Complete culture medium w/o phytohemagglutinin),

Fitohemaglutinin (Biological Industries, B1-12-006-1H)
Sitokalazin-B (Sigma, C-6762)

Dimetil siilfoksit, DMSO (Merck)

Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat ila¢ Sanayi)
Giemsa (Merck, 5400512)

KH,PO4 (Merck, 9021622)

Na,HPO,2H,0 (Merck, K1690176)

Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)
Metanol (Merck, 502K05275408)

Ksilol (Merck, 207K037553)

Entellan® (Merck, 640171987)

Immersiyon yagi® (Merck, 09403569)

KCL (Merck, 340TA611835)

Alkol (%96’ lik Tekel)

Distile su

Tiipliik

Cesitli cam malzemeler

Konik tabanli 10mI’lik steril kiiltiir tiipii
Enjektor

Cesitli ebatlarda puarlar

Pastor pipeti

Filtre Kagidi1 (Whatman Filter Papers 125 mm)
Lam (Isolab, 76x26 mm)

Lamel (Isolab, 24x32 mm)

22

Blood
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26. 8-OHAG Eliza Kiti (NWK- 80OHdGO02, Northwest Life Science Specialties, LLC,
WA, USA)

3.2. YONTEM
Calisma Grubu

Bu calisma Mayis 2010 ve Subat 2013 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Endokrinoloji Boliimii ile Beyin ve Sinir Cerrahisi Servisi’nde takip edilen
hipofiz adenomlu hastalar iizerinde yapildi. Calisma oncesi Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alind1 (Etik kurul karar no: 2010/97). Calismada, yeni teshis
konulmus ve herhangi bir tedavi almamis 30 akromegali, 27 prolaktinoma ve 30 non-
fonksiyone adenom olmak {iizere toplam 87 hasta ile hastalarla benzer yas ve cinsiyette

toplam 35 saglikli kontrol bireyden kan 6rnekleri alindi.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin isim, soy isim, dosya numarasi, yas, cinsiyet,
yasadig1 yer, telefon numaralari, gelis sikayetleri, operasyon oncesi bazal hipofiz
hormonlar1 degerleri, Manyetik Rezonans (MR) goriintilleme sonuclar1 ve operasyon

sonrasi patoloji raporlar1 kaydedildi.

Ayrica hasta ve kontrol kisilerin, az miktarda (1-3 fincan) ¢ay icen, son alt1 ayda siddetli
enfeksiyon yada viral hastalik gecirmeyen, herhangi bir ila¢ kullanmayan, bilinen
genotoksik kimyasal bir ajana maruz kalmamis olan, farkli bir beslenme aligkanligi
olmayan, hipertansiyon, diyetle regiile diyabet, kalp, kanser gibi herhangi bir hastalig1
olmayan ve ailede de kanser Oykiisii olmayan kisiler olmasina dikkat edildi. Calismaya

katilan kisilere calismanin amaci anlatilarak, yazili onaylar1 alind1.
Bazal Hipofiz Hormonlarmm Olciimii

Hastalarin operasyon oncesi takiplerinde bazal hipofiz hormonlar1 ve gerekli periferik
hormonlarina bakildi. Akromegali tanisi hastalarin sikayetleri, fizik muayenesi, IGF-1
degerleri, OGTT’ye GH cevabi1 ve hipofiz MR goériintillenmesiyle konuldu.
Prolaktinoma tanis1 hastalarin sikayetleri, fizik muayenesi, PRL seviyeleri ve hipofiz
MR goriintillenmesiyle konuldu. Non-fonksiyone adenom tanisinda da yine ayni yol
izlendi. Hipofizde adenomu bulunan ve hormonal fazlaligi bulunmayan hastalara da
non-fonksiyone adenom tanis1 konuldu. Biitiin hipofiz adenomlarmin degerlendirilmesi

ayn1 endokrinolog tarafindan yapildi (FB).
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Bazal hormon incelemeleri olarak; serbest T4 (0.88-1.72 ng/dL), TSH (0.57-5.6
mlU/mL), ACTH (0-46 pg/mL), kortizol (9-23 pg/dl), PRL (2-18 ng/mL), FSH
[erkeklerde referans arahigi (1.9-18.9 mlIU/mL), kadmlarda menstrual siklus ve
menopoz durumuna gore referans araliklari (3-11 IU/L; folikiiler faz), (4-34 IU/L;
midsiklus), (2-10 IU/L; luteal faz), (24-119; postmenopozal)], LH [erkeklerde referans
araligi (1.7-9.6 mlU/mL), kadinlarda menstrual siklus ve menopoz durumuna gore
referans araliklar1 (2-12 mIU/mL; folikiiler faz), (9-77 mIU/mL; midsiklus), (0.7-17
mlU/mL; luteal faz), (16-55 mIU/mL; postmenopozal)], total testosteron [erkeklerde
(134-625 ng/dL), kadinlarda (11-80 ng/dL)], serbest testosteron [erkeklerde (9.7-54.6
pg/mL) kadinlarda (0.3-3.2 pg/mL)], estradiol [menstrual siklus ve menopoz durumuna
gore referans araliklar1 (19-247 pg/mL; folikiiler faz), (35-570; midsiklus), (22-256
pg/mL; luteal faz), (14-44 pg/ml; postmenopozal) ve IGF-1 [yasa gore referans
araliklar1 (ortalama — 2 SD, ortalama + 2 SD); (197-476 ng/ml; 18-30 yil), (100-494
ng/ml; 31-40 yil), (101-303 ng/ml 41-50 yil)] diizeyleri, Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Laboratuarinda rutin olarak uygulanan Radioimmunoassay (RIA),
immunoradiometric assay (IRMA) veya kemiliminassay yoOntemlerinden biri

kullanilarak ol¢iildii.
Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Calismaya dahil edilen hastalardan ameliyat olanlarin hipofiz biyopsisi Erciyes
Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji laboratuarina gonderildi. Dokular %10 formolde 24
saat bekletildikten sonra rutin doku takip islemine alindi. Parafine gomiilen dokulara 0,4
mikronluk kesitler yapildi. Bu kesitler hematoksilen eozin ile boyandi, mikroskopta
degerlendirildi. Her olguya PRL, TSH, GH, ACTH, FSH ve LH boyasi1 rutin olarak
uygulandi. Biitiin olgularin patoloji sonucu, radyografik degisiklikler ile beraber
degerlendirilip hipofiz adenomu olarak rapor edildi. Boylece hastalarimizin hangi tiir
hormon salgilayan hipofiz adenomu oldugu kesinlestirildi. Biitiin immiinohistokimyasal

incelemeler ve patolojik degerlendirmeler ayn1 patolog tarafindan yapildi (FO).



Radyolojik Degerlendirme

Hastalara operasyon oncesi takiplerde Erciyes Universitesi Radyoloji Boliimiinde ii¢
boyutlu voliimetrik hipofiz MR c¢ekildi (Philips Gyroscan Intera 1.5 Tesla; 35 Best,

Netherlands). MR’larin degerlendirilmesi ve raporlanmasi Erciyes Universitesi Tip

Fakiiltesi Radyoloji Boliimii tarafindan yapildi.

CBMN Yontemi

CBMN yontemine gore Ozetle, hastalardan alinan kan 6rnekleri hiicre kiiltir medyumu
iceren kiiltiir tiiplerine eklendi ve 72 saatlik tam kan kiiltiirii yapildi. Kiiltiiriin 44.

Saatinde cyt-B ilave edilerek biniikleer hiicrelerin olusmasi saglandi. 72 saatlik kiiltiir

sonrasi kiiltiir sonlandirilarak preparatlar hazirlandi (7, 8) (Sekil 3.1.)

Periferik kan Sitokalazin-B Hipotonik Fiksasyon

S

Preparat hazirlama

ve boyamai

(@)

o
o

°/

A
v

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.1. In vitro CBMN yo6ntemi protokolii.

1. Kiiltiir Ortaminin (Besiyerinin) Hazirlanmasi

Kullanilan malzemeler ve miktarlar;

Malzeme Miktar
Hazir Medyum 100 cc ( complete culture medium)
Fitohemaglutinin 2.5cc

Besiyeri, steril ortamda 100 cc’lik hazir medyum icine fitohemaglutinin eklenip, elle
yavas bir sekilde bir ka¢ kez karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan medyum yine steril
ortamda S’er cc olmak ilizere steril vidali kapakli konik tabanli kiiltiir tiiplerine

boliiniip, 10-15 dakika laboratuarda bekletildikten sonra -20 °C’ye kaldirildi.
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2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Yeni teshis konulmus ve herhangi bir tedavi almamis hipofiz adenomlu hastalar ile
herhangi bir saglik problemi olmayan kontrol kisilerin yazili onaylar1 alindiktan sonra,

heparinle yikanmis enjektorlere 5 ml periferik kan 6rnekleri alindi.
3. Kiiltiir Teknigi

Onceden 37 °C’ye getirilmis olan 5 cc medyum iceren Kkiiltiir tiiplerine steril
ortamda, alman kan Orneklerinin ilk 3-4 damlas1 disar1 atildiktan sonra 12 damla
(~0.4 ml) kan ilave edildi. Tiiplerin iizerine kisi ad1 yazildi ve her bir kisi i¢in 2 tiipe
ekim yapildi. Tiipler hafifce karistirilarak 37 °C’ lik etiivde 44. saatte biniikleer hiicre
elde etmek icin cyt-B eklenmek kosuluyla 72 saat kiiltiire edildi.

1 mg cyt-B (Sigma, 6762), 1 ml dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢ozdiiriildii ve total 5 ml
olacak sekilde medyumla sulandirilarak hazirlandi. Cikarimin 44. saatinde kiiltiir
tiipleri etiivden ¢ikartilarak steril ortamda her bir tiipe 75 ul (final konsantrasyonu:

3ug/ml) cyt-B ilave edilerek tekrar etiive konuldu.
4. Cikarim Islemleri

MN elde etmek icin kullanilan Fenech (7, 8 ) metoduna gore ve baz1 modifikasyonlarla

(10,79) ¢ikarim iglemleri yapildi.

0.1 M hipotonik soliisyonu, 1.864g KCL tartilip distile su ile 250 ml’ye

tamamlanarak hazirland:.

1. 72 saat inkiibasyondan sonra Kkiiltiir tiipleri etiivden ¢ikartilarak 1200 rpm’de 6

dakika santrifiij edildi.
2. Dipte 0.6-0.7 ml kalincaya kadar iistteki siipernatantlar atildi.

3. Daha sonra tiiplere laboratuar 1sisinda beklemis olan 0.1 M hipotonik

soliisyonundan 6 ml eklenerek 4 dakika laboratuar 1sisinda bekletildi.

4. Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 1200 rpm’de 6 dakika

santrifiij edildi.
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5. Siipernatantlar1 atilip ilizerine taze hazirlanmis soguk fiksatiften 6 ml (3:1,
metanol: glasial asetik asit) yavasca damla damla ilave edilip bekletmeden 6

dakika 1200 rpm’de santrifiij edildi.

6. Siipernatantlar1 tekrar atilip iizerine aym fiksatiften 6 ml ilave edilip, 6 dakika

1200 rpm’de santrifiij edildi.

7. Dipte 0.7 ml fiksatifli hiicre birakilarak siipernatantlar1 tekrar atildi ve bir giin

buzdolabinda (+4 °C) bekletildi.
5. Preparat Hazirlama

Lamlar temizlenerek icinde %70’lik metanol bulunan saleye yerlestirilip
soguyuncaya kadar buzdolab1 buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden ¢ikarilan
lamlar iyice kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre iceren kiiltiir tiiplerine pipetaj
yapilarak hiicre siispansiyonundan pastor pipeti yardimiyla lamlara yakin mesafeden
(1- 2 cm yukaridan) 9-10 damla damlatildi. Lamlara hafifce iiflenerek hiicrelerin lam
tizerine iyice dagilmasi saglandi ve kurumaya birakildi. Her bir kisi i¢in, bir kiiltiir
tiiptinden 2 tane olmak iizere toplam 4 preparat hazirlandi. Her kiiltiir tiipii i¢in ayr1

pastor pipeti kullanilarak farkli preparatlar hazirlandi ve lamlar ayr1 ayr1 kodlandi.
6. Preparatlarin Boyanmasi ve Saklanmasi

Sorenson boya tamponu (pH=7.0):

Sorenson boya tamponu 5.26 g KH,P0s ve 8.65 g Na,HP04.2H,0 tartilip distile su ile

1000 ml'ye tamamlanarak hazirlandi.

94 ml Sorenson boya tamponu iizerine 6 ml giemsa boyasi eklenerek giemsa boyasi

hazirlandi. Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan % 6’lik giemsada 8 dakika

boyandiktan hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan

preparatlar ksilolden gecirildikten sonra entellan damlatilarak lamelle kapatild.
7. Lamlarin incelenmesi

Hazirlanan preparatlarda 151k mikroskobunda X40 biiyiitmede;

= DNA hasart i¢in; 1000 biniikleer hiicre sayildi ve bulunan MN, NBUD ve NPB

sayilar1 kaydedildi.
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®  Hiicre ¢cogalmasi icin; 1000 mononiikleer hiicre sayilirken bulunan biniikleer,
multi niikleer hiicreler skorlandi ve NDI formiilii kullanilarak niikleer boliinme

indeksi hesapland1.

=  Hiicre oliimii icin; 1000 mononiikleer hiicre sayilirken gbzlenen apopitotik ve

nekrotik hiicreler skorlandi.

Her bir kiiltiir i¢cin 1000 BN hiicrede MN, NPB ve NBUD sayilar1 kaydedilirken
goriilen metafaz sayilar1 da kaydedildi. Prometafaz ve metafaz evresindeki bir, iki, {i¢

ve dort cekirdekli hiicreler de, metafaz olarak kaydedildi.
8. 8-OHdG seviyelerinin belirlenmesi

Kan ornekleri alindiktan hemen sonra 1500 devirde 10 dk santrifiij edilerek plazmalar1
ayirt edildi ve caligma yapilincaya kadar plazma 6rnekleri —80°C’de depolandi. Plazma
8-OHdG seviyesi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuarinda bulunan Biotek Marka ELISA cihazinda, ticari kit (Northwest Life
Science Specialties, LLC, WA, USA) kullanilarak belirlendi.

Islem

Reaktiflerin tamami oda 1sisina getirildi. Plaka {izerinde standartlarin ve Orneklerin
konulacag1 kuyucuklar belirlendi, 50 pL standartlardan ve Orneklerden kendileri icin
belirlenen kuyucuklara eklendi. Blank icin ayrilan kuyucuga da 50 puLL PBS eklendi.
Sulandirilmig primer antikordan blank haricindeki biitiin gozlere 50 pL ilave edilip,
icerigin diizgiin karigmasini saglamak i¢in plaka hafifce ¢alkalandi. Agiz kismina kapak
yapistirilan plaka bir gece boyunca +4°C’de inkiibasyona birakildi. Icerigi bosaltilan
kuyucuklari her birine 250 pl. yikama tamponu ilave edilip, yikamadan iyi sonu¢
almak i¢in plaka yavasca sallandiktan sonra icerigi bosaltildi ve yikama islemi ii¢ kez
tekrarlandi. Yikama isleminin ardindan sulandirilmig sekonder antikordan her bir goze
100 pL eklenip, icerigin karistifindan emin olmak i¢in yavasga calkalandi. Yapiskan
bant ile agz1 kapatilan plaka oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
plaka icerigi bosaltild1 ve yikama islemi ii¢ defa tekrarlandi. Plakanin her goziine 100
pL. TMB substrat eklendikten sonra hafifce karistirilarak karanlikta ve oda sicakliginda
15 dakika inkiibe edildi. Her bir goze 100 pL stop soliisyonu eklenerek 450 nm’de
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absorbanst okundu. Standart egri ELISA kiti i¢cinde mevcut olan standardize edilmis

orneklerden elde edildi (Sekil 3.2.).

1.2

= —
e o
)/

Abserbance at 450 nm
= [
- (=]
1

/

=
(=]

o

T 10
8-0HdG {ng/ml)

Sekil 3.2. Standart Kalibrasyon Egrisi
9. Istatistiksel Degerlendirme

Hipofiz adenomlu hastalara ait CBMN cyt yontemi parametreleri ve plazma 8-OHdG
seviyeleri istatistiksel olarak nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi ve
Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. Ayrica hastalara ait CBMN cyt yontemi
parametreleri veplazma 8-OHdG seviyelerinin, yas, adenom biiyiikliigli ve her bir
hastaliga iliskin hormonlar (IGF-1 ve PRL) ile iliskisi Spearman rho korelasyon
analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama+standart sapma olarak verildi. P degeri <

0.05 oldugunda anlaml kabul edildi.



4. BULGULAR

30 Akromegali, 27 Prolaktinoma ve 30 Non-fonksiyone Adenom hasta ile toplam 35
kontrol kisi olmak iizere toplam 122 kisiden alinan kan 6rnekleri materyal ve metotta
belirtilen yontemlere gore kiiltiire edildi ve kiiltiir sonunda hazirlanan preparatlarda
151k mikroskobu yardimiyla CBMN cyt yontemi parametreleri degerlendirildi.
Ayrica, hasta ve kontrol kisilere ait plazma orneklerinde 8-OHdAG seviyeleri de

sleiildi.

Elde edilen preparatlar mikroskopta incelenerek, DNA hasari belirlemek i¢in, 1000
kadar BN hiicreler sayildi ve MN’lu, NPB’lii ve NBUD’lu BN hiicreler kaydedildi.
Aym preparatlarda BN hiicreler sayilirken, gozlenen metafaz sayis1 da kaydedildi.
Sitostatik etkileri belirlemek icin, 1000 tane bir c¢ekirdekli hiicre sayilirken ayni
zamanda iki ¢ekirdekli (M2), ii¢ ¢ekirdekli (M3), dort ¢ekirdekli (M4) her bir hiicre
skorland1 ve NDI oranlar1 da hesaplandi. Ayrica, sitotoksisiteyi belirlemek igin, 1000
tane bir ¢ekirdekli hiicre sayilirken apoptotik ve nekrotik hiicre sayilar1 da kaydedildi
(Resim 4.1.).
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i j

Resim 4.1. a.Bir cekirdekli hiicre; b. Tki ¢ekirdekli (BN) hiicre; c. Ug cekirdekli (M3) hiicre; d. Dort

cekirdekli (M4) hiicre; e. Bir MN’lu BN hiicre; f. NPB’lii BN hiicre; g. NBUD’lu BN hiicre; h. Metafaz
hiicresi; i. Apoptotik hiicre; j. Nekrotik Hiicre (100X).

AKROMEGALILIi HASTALARA AiT BULGULAR

13’4 erkek, 17’si kadin 30 akromegalili hasta ve toplam 35 saglikli kontrolden
hastalarla benzer yas ve cinsiyette secilmis 30 saglikli kontrol kisiye ait yas, IGF-1
diizeyleri, hipofiz adenom biiyiikliikleri, 8-OHdG seviyeleri ve CBMN cyt yontemi

parametrelerinin ortalama degerleri Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Akromegalili hastalar ile kontrollere ait serum IGF-1 diizeyleri karsilastirildiginda,

hastalarin serum IGF-1 diizeyi kontrollere gore onemli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.001) (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Akromegalili hasta ve Kkontrollere ait yas, IGF-1 diizeyleri, hipofiz adenom
biiyiikliikleri, CBMN cyt yontemi parametreleri ve plazma 8-OHdG seviyeleri sonuglar1 (ort +
S.S.)

Ak(‘:gfﬁali Kontrol (n=30) P degeri
Yas (yil) 44.9 +14.33 4230+ 12.97 0.49
Serum IGF-1 diizeyi (mU/l) 811.27 £323.55 212.07 £75.06 <0.001
Adenom biiyiikliigii (mm) 17.74 £ 10.14 - -
MN frekansi (%) 1.32+£0.49 0.78 £0.45 <0.001
NPB’li BN hiicre frekansi (%) 4.35+3.18 1.89 +0.86 <0.001
NBUD’lu BN hiicre frekansi (%) 1.51+£0.77 0.88+0.45 <0.001
Apoptotik hiicre sayisi (%) 1.99 £0.85 1.16 £0.71 <0.001
Nekrotik hiicre sayis1 (%) 6.36 +£3.21 2.92 £1.21 <0.001
Niikleer boliinme indeksi (NDI) 1.26 +£0.08 1.23 +£0.10 0.34
8-OHdG seviyesi (ng/mL) 1.27+£0.81 0.67+0.45 <0.005

Akromegalili hasta ve kontrollerde CBMN cyt yontemi parametreleri ve plazma 8-
OHJAG seviyeleri ile yas, hipofiz adenom biiyiikliigii (mm) ve serum IGF-1 diizeyleri
arasindaki Spearman rho korelasyon katsayilar1 ve onem degerleri Tablo 4.2’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Akromegalili hasta ve kontrollerde CBMN cyt yontemi parametreleri ve plazma §8-OHdAG
seviyeleri ile yas, hipofiz adenom biiyiikliigii ve serum IGF-1 diizeyleri arasindaki Spearman rho
korelasyon katsayilari ve 6nem degerleri.

MN NPI?. li BN NBUP lu Aponptotlk Nelfrotlk 8-OHAG
hiicre BN hiicre hiicre hiicre . .
frekansi frek frek frek frek NDI seviyesi
(%) rekansi rekansi rekansi rekansi (ng/mL)
(%) (%) (%) (%)
Akromegali hasta (n=30)
Yas
r 0.309 0.475%* 0.288 0.414% 0.293 0.368* -0.145
p 0.096 0.008 0.123 0.023 0.117 0.045 0.445
IGF-1 diizeyi
(mU7) 0439% | -0520%% = 0091 | -0401* | -0.114 | -0.135 | 0.150
; 0.015 0.003 0.634 0.028 0.549 0.478 0.430
Hipofiz Adenom
Biiyiiklagii
(mm) 0.021 -0.042 0142 | -0413* | 0102 | -0264 | -0.118
; 0914 0.830 0.461 0.026 0.598 0.166 0.541
Kontrol (n=30)
Yas
r 0.122 0.420%* 0.429%* 0.014 -0.236 -0.554** | -0.175
p 0.522 0.021 0.018 0.941 0.210 0.001 0.355
IGF-1 diizeyi
(mU/)
r -0.157 -0.125 -0.272 -0.264 -0.163 0.012 0.250
p 0.407 0.511 0.146 0.159 0.390 0.950 0.183
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Akromegalili Hastalarda DNA Hasar1 Sonuclari

Akromegalili hastalarin lenfositlerindeki MN, NPB ve NBUD frekanslar1 kontrollerle
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla; p<0.001, p<0.001,
p<0.001; Tablo 4.1 ve Sekil 4.1.).

Akromegali

8' * %%
i — Hasta n=30

7 - Kontrol n=30

6 5% p<0.001

* k%

* k%

Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol
MN frekansi NPB frekansi NBUD frekansi

Sekil 4.1. Akromegalili hasta ve kontrollerde sirasiyla; MN (1.32 +0.49 ve 0.78 + 0.45), NPB (4.35 +
3.18 ve 1.89 £ 0.86) ve NBUD (1.51 £0.77 ve 0.88 £ 0.45) frekansi

Akromegalili hastalarda artan serum IGF-1 diizeyi ile NPB frekansi azalirken (p<0.01,
r:-0.520), MN frekansinin arttig1 bulundu (p<0.05, r:0.439, Sekil 4.2.)

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

R Sq Linear = 0,215

Akromegalili hastalarda mikronukleus degerleri
(%)

0,00 —

I I I I I I
250,00 500,00 750,00 1000,00 1250,00 1500,00

Akromegalili hastalarda serum IGF-1 seviyeleri (mU/1)
Sekil 4.2. Akromegalili hastalarda artan serum IGF-1 diizeyi ile MN frekansi arasindaki korelasyon
(p<0.05, 1:0.439)
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Akromegalili hastalarda ve kontrollerde NPB frekansmin yas ile iliskili olarak arttigi
bulundu (swrastyla, p<0.01, r:0.475 ve p<0.05, r:0.420). Kontrollerde yas ile NBUD
frekansinda anlaml bir artis bulunurken (p<0.05, r:0.429), akromegalili hastalarda ise

anlamli bir artis bulunamada.
Akromegalili Hastalarda Sitotoksite Sonuclari

Akromegalili hastalarin lenfositlerindeki apoptotik ve nekrotik hiicre frekansinin
kontrollerle karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu

bulundu (sirasiyla, p<0.001 ve p<0.001; Tablo 4.1 ve Sekil 4.3.).

Akromegali
157 Hasta n=30
Kontrol n=30
e **% p<(0.001
104 —_—
5
*k* —I—

Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Apoptotik hiicre frekansi Nekrotik hiicre frekansi

Sekil 4.3. Akromegalili hasta ve kontrollerde sirasiyla: apoptotik (1.99 +0.85 ve 1.16 +0.71) ve nekrotik
(6.36 £3.21 ve 2.92 + 1.21) hiicre frekansi

Akromegalili hastalarda artan serum IGF-1 diizeyi ile apoptotik hiicre frekansinin
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi goriildii (p<0.05, r:-0.401, Sekil 4.4.).
Akromegali hastalarda yas ile apoptotik hiicre frekansi arasinda 6nemli bir korelasyon
bulundu (p<0.05, r:0.414). Akromegali hastalarda hipofiz adenom biiyiikliigii ile
apoptotik hiicre frekansi arasinda negatif yonde bir iliski oldugu bulundu (p<0.05, r:-
0.413).
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Akromegalili hastalardaki apoptotik hiicre
degerleri (%)

0,00
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Akromegalili hastalardaki serum IGF-1 seviyeleri (mU/l)
Sekil 4.4. Akromegalili hastalarda artan serum IGF-1 diizeyi ile apoptotik hiicre frekansi arasindaki
korelasyon (p<0.05, r:-0.401)

Akromegalili Hastalarda Sitostazi Sonuclar

Akromegalili hasta ve kontrollerde NDI degerleri karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05; Tablo 4.1).

Akromegalili hasta ve kontrollerde yas ile NDI degerleri arasinda korelasyon oldugu

bulundu (sirasiyla, p<0.05, 1:0.368 ve p<0.001, r:-0.554).

Akromegalili Hastalarda 8-OHdG Sonuclan

Akromegalili hastalarda plazma 8-OHdG (ng/ml) seviyelerinin kontrollere gére 6nemli
derecede yiiksek oldugu bulundu (p<0.005; Tablo 4.1 ve Sekil 4.5.). Akromegalili hasta
ve kontrollerde plazma 8-OHdG seviyeleri ile yas, hipofiz adenom biiyiikliigii ve serum

IGF-1 diizeyleri arasinda anlaml1 bir iliski bulunamadi (p>0.05; Tablo 4.2).
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Akromegali

Hasta n=30
ox Kontrol n=30

% p<0.005

Hasta Kontrol
8-OHdG (ng/mL)

Sekil 4.5. Akromegalili hasta (1.27 £ 0.81) ve kontrollerde (0.67 £ 0.45) plazma 8-OHdG seviyeleri

PROLAKTINOMALI HASTALARA AiT BULGULAR

10’u erkek, 17°si kadin 27 prolaktinomali hasta ve toplam 35 saglikli kontrolden
hastalarla benzer yas ve cinsiyette se¢ilmis 20 kontrol kisiye ait yas, PRL seviyeleri,
hipofiz adenom biiyiikliikleri, plazma 8-OHdG seviyeleri ve CBMN cyt yontemi

parametreleri ortalama degerleri Tablo 4.3’de gosterildi.

Prolaktinomal1 hastalar ile kontrollere ait serum PRL seviyeleri karsilastirildiginda,
hasta PRL seviyelerinin kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

oldugu bulundu (p<0.001; Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Prolaktinomali hastalara ve kontrollere ait yas, PRL seviyeleri, hipofiz adenom
biiyiikliikleri, CBMN cyt yontemi parametreleri ve plazma 8-OHdG seviyeleri ortalamalari (ort = S.S.)

Prolaktinoma Kontrol P degeri
(n=27) (n=20)

Yas (yil) 40.22 +9.67 38.75 + 10.43 0.58
PRL seviyesi (ng/mL) 252.93 £200.42 10.59 £5.41 <0.001
Adenom biiyiikliigii (mm) 13.24 £ 11.69 - -
MN frekansi (%) 0.98 £0.39 0.74 £ 0.54 <0.05
NPB’li BN hiicre frekansi (%) 4.98 +2.80 2.13+£0.96 <0.001
NBUD’lu BN hiicre frekansi (%) 1.71 £ 1.16 0.79 £0.45 <0.005
Apoptotik hiicre sayisi (%) 4.05+1.94 1.23+£0.71 <0.001
Nekrotik hiicre sayis1 (%) 7.27+3.74 3.49+1.43 <0.001
Niikleer boliilnme indeksi (NDI) 1.33+0.15 1.24 +0.10 0.091
8-OHdG seviyesi (ng/mL) 0.90 £0.35 0.61 +£0.17 <0.005

Prolaktinomal1 hastalarda ve kontrollerde CBMN cyt yontemi parametreleri ve plazmz
8-OHdG seviyeleri ile yas, hipofiz adenom biiyiikliigii (mm) ve PRL seviyeleri
arasindaki Spearman rho korelasyon katsayilar1 ve Oonem degerleri Tablo 4.4.’de

sunulmustur.



39

Tablo 4.4. Prolaktinomali hasta ve kontrollerde CBMN cyt yontemi parametreleri ve plazma §8-OHdG
seviyeleri ile yas, hipofiz adenom biiyiikligii (mm) ve PRL seviyeleri arasindaki Spearman rho
korelasyon katsayilari ve 6nem degerleri.

NPB’li

y . .
MN BN NBU!_) Tu Apoptotlk Nelfrotlk 8-OHdG
frekansi hiicre BN hiicre hiicre hiicre seviyesi
(%) frekan frekansi frekansi frekansi NDI (ng/mL)
‘ o (%) (%) (%)
(%)
Prolaktinoma hasta (n=27)
Yas
r 0.406* -0.119 0.125 0.290 0.207 0.034 -0.352
p 0.036 0.554 0.534 0.142 0.301 0.868 0.072
PRL seviyesi
(ng/mL)
r 0.431* 0.016 -0.025 0.282 0.137 0.019 0.060
p 0.025 0.937 0.902 0.154 0.496 0.926 0.766
Hipofiz Adenom
Biiyiikliigii
(mm)
r 0.460* -0.052 0.023 0.313 0.128 0.133 -0.016
p 0.016 0.796 0.909 0.111 0.524 0.509 0.935
Kontrol (n=20)
Yas
r 0.382 0.047 0.173 0.023 -0.526* -0.409 -0.048
p 0.096 0.843 0.467 0.922 0.017 0.073 0.840
PRL seviyesi
(ng/mL)
r -0.316 -0.244 -0.280 0.028 0.288 0.283 0.383
p 0.175 0.300 0.232 0.907 0.218 0.226 0.096

Prolaktinomah Hastalarda DNA Hasan Sonuclarn

Prolaktinomali hastalara ait lenfositlerdeki MN, NPB ve NBUD frekans1 kontrollerle

karsilagtirildiginda, kontrollerden onemli derecede yiiksek bulundu (sirasiyla; p<0.05,

p<0.001, p<0.005; Tablo 4.3 ve Sekil 4.6).
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Prolaktinoma
104
Hasta n=27
8- o Kontrol n=20
* p<0.05
61 ## p<.005
. : % pe(),001
4
24 *
0- : :
Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol
MN frekansi NPB frekansi NBUD frekansi

Sekil 4.6. Prolaktinomal1 hastalarda ve kontrollerde sirastyla MN (0.98 +0.39 ve 0.74 + 0.54), NPB (4.98
+2.80 ve 2.13 £0.96) ve NBUD (1.71 £ 1.16 ve 0.79 £ 0.45) frekansi

Prolaktinomal1 hastalarda artan PRL seviyesi (p<0.05, r:0.431; Tablo 4.4 ve Sekil 4.7)
ve hipofiz adenom biiyiikliigii (p<0.05, r:0.460; Tablo 4.4 ve Sekil 4.8.) ile MN

frekansinin arttig1 bulundu.

Prolaktinomal1 hastalarda yas ile MN frekansinin arttig1 bulunurken (p<0.05, r:0.406),
kontrollerde yas ile MN frekansi arasinda bir korelasyon bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 4.7. Prolaktinomal1 hastalarda prolaktin seviyesi ile MN frekansi arasindaki korelasyon (p<0.05,
1:0.431)
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Sekil 4.8. Prolaktinomali hastalarda hipofiz adenom biiyiikliigii ile MN frekansi arasindaki korelasyon
(p<0.05, 1:0.460)

Prolaktinomah Hastalarda Sitotoksite Sonuclari

Prolaktinomal1 hastalarin lenfositlerindeki apoptotik ve nekrotik hiicre frekansi
kontrollerle karsilastirildiginda, kontrollerden istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek oldugu bulundu (sirasiyla, p<0.001 ve p<0.001; Tablo 4.3 ve Sekil 4.9.).

Prolaktinoma

15+
Hasta n=27
xk Kontrol n=20

10- ek p<0.001

3 ool
R
5

3 s aaanet

R

PR
T

2

)
Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Apoptotik hiicre frekansi Nekrotik hiicre frekansi

Sekil 4.9. Prolaktinomal1 hastalarda ve kontrollerde sirasiyla apoptotik (4.05 £ 1.94 ve 1.23 £ 0.71) ve
nekrotik (7.27 + 3.74 ve 3.49 £ 1.43) hiicre frekansi
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Prolaktinomali1 hastalardaki PRL seviyesi, hipofiz adenom biiyiikliigli ve yas ile
apoptotik ve nekrotik hiicre frekansi arasinda herhangi bir korelasyon bulunamadi
(p>0.05). Kontrollerde ise yas ile nekrotik hiicre frekansi arasinda negatif yonde bir
iliski bulundu (p<0.05, 1:-0.526; Tablo 4.4).

Prolaktinomah Hastalarda Sitostazi Sonuclar

Prolaktinomal1 hastalarda ve kontrollerde NDI degerleri karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

Prolaktinomal1 hastalarda ve kontrollerde PRL seviyesi, hipofiz adenom biiyiikliigii ve

yas ile NDI degerleri arasinda herhangi bir korelasyon bulunamadi (p>0.05; Tablo 4.4).
Prolaktinomah Hastalarda 8-OHdG Sonuclan

Prolaktinomal1 hastalarda plazma 8-OHdG (ng/mL) seviyeleri kontrollere gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.005, Tablo 4.3, Sekil 4.10.).
Prolaktinomal1 hastalar ve kontrollerde plazma 8-OHdG seviyeleri ile PRL seviyeleri,
hipofiz adenom biiyiikliigli ve yas arasinda anlamli bir iliski bulunamadi (p>0.05; Tablo

4.4).

Prolaktinoma

1.5 Hasta n=27
*x Kontrol n=20

% p<0.005

Hasta Kontrol
8-OHdG (ng/mL)

Sekil 4.10. Prolaktinomal1 hastalarda (0.90 £ 0.35) ve kontrollerde (0.61 + 0.17) plazma 8-OHdG

seviyeleri
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NON-FONKSiYONE ADENOMLU HASTALARA AIT BULGULAR

13’ kadin, 17’°si erkek 30 non-fonksiyone adenomlu hasta ve toplam 35 saghkl
kontrolden hastalarla benzer yas ve cinsiyette se¢ilmis 20 kontrol kisiye ait yas, hipofiz
adenom biiyiikliikleri, plazma 8-OHdG seviyeleri ve CBMN cyt yontemi parametreleri
ortalama degerleri Tablo 4.5 de gosterildi.

Tablo 4.5. Non-fonksiyone adenomlu hastalara ve kontrollere ait yas, hipofiz adenom biiyiikliikleri,
CBMN cyt yontemi parametreleri ve 8-OHdG seviyeleri ortalamalari (ort + S.S.)

Non-
f(:l(li(siyone Kontrol P degeri
enom (n=20)
(n=30)

Yas (Y1) 53.00 +13.39 48.95 + 13.84 0.29
Adenom biiyiikliigii (mm) 26.83 £10.32 - -
MN frekansi (%) 1.82 +£0.66 0.73+£0.32 <0.001
NPB’li BN hiicre frekansi (%) 5.66 £3.04 2.01 £0.93 <0.001
NBUD’lu BN hiicre frekansi (%) 2.83+1.13 0.93 +0.46 <0.001
Apoptotik hiicre sayisi (%) 5.70 £3.52 1.30 £0.81 <0.001
Nekrotik hiicre sayis1 (%) 5.09 +£3.05 2.86 £1.08 <0.005
Niikleer boliilnme indeksi (NDI) 1.29 £0.79 1.20 £0.87 <0.001
8-OHdG seviyesi (ng/mL) 0.43+0.32 0.64 +0.18 <0.001

Non-fonksiyone adenomlu hastalarda ve kontrollerde CBMN cyt yontemi parametreleri
ve plazma 8-OHdG seviyeleri ile yas ve hipofiz adenom biiyiikliigii arasindaki

Spearman rho korelasyon katsayilar1 ve dnem degerleri Tablo 4.6’da gosterildi.
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Tablo 4.6. Non-fonksiyone adenomlu hastalarda ve kontrollerde CBMN cyt yontemi parametreleri ve 8-
OHAG seviyeleri ile yas ve hipofiz adenom biiyiikliigii (mm) arasindaki Spearman rho korelasyon

katsayilar1 ve 6nem

degerleri.

NPB’li y . .
MN BN NBUI? Iu Aponptotlk Nelfrotlk 3-OHAG
. BN hiicre hiicre hiicre ..
frekans1 | hiicre NDI | seviyesi
frekansi frekans1 | frekansi
(%) frekansi (ng/mL)
(%) (%) (%)
(%)
Non-fonksiyonel adenom hasta (n=30)
Yas
r -0.133 0.103 0.161 -0.054 0.011 -0.176 | 0.065
p 0.482 0.590 0.396 0.776 0.954 0.352 | 0.732
Hipofiz Adenom
Biiyiikliigii (mm)
r -0.202 -0.280 -0.236 -0.387* -0.408* |-0.110| -0.168
p 0.284 0.134 0.209 0.034 0.025 0.562 | 0.375
Kontrol (n=20)
Yas
r 0.160 0.134 0.406 0.020 -0.272  1-0.296| 0.002
p 0.501 0.575 0.075 0.935 0.246 0.205 | 0.995

Non-fonksiyone Adenomlu Hastalarda DNA Hasar1 Sonuclari

Non-fonksiyone adenomlu hastalarin lenfositlerindeki MN, NPB ve NBUD frekansinin

kontrollerle karsilastirildiginda, kontrollerden istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek oldugu bulundu (sirasiyla; p<0.001, p<0.001, p<0.001; Tablo 4.5 ve Sekil 4.11).
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Non-Fonksiyone adenom

10_ *%%
*%k% ——
Hasta n=30
8- Kontrol n=20
**% p<(0.001
6-
* %%
4- ——
27 |
c ] ) ) ] ) 1
Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol
MN frekansi NPB frekansi NBUD frekansi

Sekil 4.11. Non-fonksiyone adenomlu hastalarda ve kontrollerde sirasiyla MN (5.66 + 3.04 ve 2.01 £
0.93) , NPB (2.83 + 1.13 ve 0.93 + 0.46) ve NBUD (5.70 £ 3.52 ve 1.30 + 0.81) frekans1

Non-fonksiyone adenomlu hastalarda ve kontrollerde, yas ve hipofiz adenom biiyiikliigii
ile DNA hasar1 parametreleri (MN, NPB ve NBUD frekansi) arasinda herhangi bir
korelasyon bulunamadi (p>0.05; Tablo 4.6).

Non-fonksiyone Adenomlu Hastalarda Sitotoksite Sonuclar

Non-fonksiyone adenomlu hastalarin lenfositlerindeki apoptotik ve nekrotik hiicre
frekans1 kontrollerle karsilastirildiginda, kontrollerden istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek oldugu bulundu (sirasiyla, p<0.001 ve p<0.005; Tablo 4.5 ve Sekil
4.12).

Non-fonksiyone adenomlu hastalarda hipofiz adenom biiyiikliigii ile apoptotik ve
nekrotik hiicre frekansi arasinda negatif yonde bir iliski oldugu bulundu (p<0.05,
strastyla; 1:-0.387, 1:-0.408; Tablo 4.6).
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Non-Fonksiyone adenom

10- *kk
** Hasta n=30
84 -1 Kontrol n=20
% p<0.005
##% p<0.001

1 ]
Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Apoptotik hiicre frekansi Nekrotik hiicre frekansi

Sekil 4.12. Non-fonksiyone adenomlu hastalarda ve kontrollerde sirasiyla apoptotik (5.70 £ 3.52 ve 1.30
+ 0.81) ve nekrotik (5.09 = 3.05 ve 2.86 + 1.08) hiicre frekansi

Non-fonksiyone Adenomlu Hastalarda Sitostazi Sonuclar

Non-fonksiyone adenomlu hastalarin NDI degerleri kontrollerle karsilastirildiginda,
kontrollerden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu (p<0.001;
Tablo 4.5 ve Sekil 4.13)

Non-Fonksiyone adenom

2.5
*k%k

2.0 Hasta n=30
Kontrol n=20

1.5 **% p<0.001

1.0+

0.5

0.0

Hasta Kontrol
NDI Degeri

Sekil 4.13. Non-fonksiyone adenomlu hastalarda (1.29 + 0.79) ve kontrollerde ( 1.20 + 0.87) NDI

degerleri
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Non-fonksiyone adenomlu hastalarda ve kontrollerde, yas ve hipofiz adenom biiyiikliigii

ile NDI degerleri arasinda herhangi bir korelasyon bulunamadi (p>0.05; Tablo 4.6).

Non-fonksiyone Adenomlu Hastalarda 8-OHdG Sonuclari

Non-fonksiyone adenomlu hastalarin plazma 8-OHdG (ng/mL) seviyelerinin kontrollere
gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu bulundu (p<0.001; Tablo 4.5 ve
Sekil 4.14.).

Non-fonksiyone adenomlu hastalarda ve kontrollerde plazma 8-OHdG seviyeleri ile yas
ve hipofiz adenom biiyiikliigli arasinda anlamli bir iliski bulunamadi (p>0.05; Tablo

4.6).

Non-Fonksiyone adenom

1.04
Hasta n=30
0.84 A Kontrol n=20
-1 *##% p<0.001
0.64 o]
.............
0.4- e
e e e e e
0.2- e
e e e e e
0.0 S
Hasta Kontrol

8-OHdG (ng/mL)

Sekil 4.14. Non-fonksiyone adenomlu hastalarda (0.43 + 0.32) ve kontrollerde ( 0.64 + 0.18) plazma 8-
OHJG seviyeleri

Calismamizda hastalara ait DNA hasar parametreleri kontrollerden istatistiksel olarak
anlaml1 derecede farkli bulundugu icin, ii¢ hipofiz adenomlu hastalara ait DNA hasar
parametreleri kendi aralarinda karsilastirildi ve en fazla kromozomal DNA hasar1 non-
fonksiyone adenomlu hastalarda bulunurken (p<0.001), en fazla oksidatif DNA
hasarini akromegalili hastalarda (p<0.001) oldugu gézlendi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Hipofiz adenomlarinin DNA hasar1 agisindan karsilagtirilmasi.

Calismamizda hastalara ait apoptotik ve nekrotik hiicre frekanslar1 kontrollerden
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundugu icin, {ic hipofiz adenomlu
hastalara ait apoptotik ve nekrotik hiicre frekanslar1 kendi aralarinda karsilastirildi.
Apoptotik hiicrelerin en fazla non-fonksiyone adenomlu hastalarda (p<0.001) nekrotik

hiicrelerin ise en fazla prolaktinomal1 hastalarda (p<0.05) oldugu gozlendi (Sekil 4.16).

144 B3 Apoptotik hiicre frekansi
B3 Nekrotik hiicre frekansi

Akromegali Non-Fonksiyone Adenom

Sekil 4.16. Hipofiz adenomlarinin apoptotik ve nekrotik hiicre frekanslar1 agisindan karsilastirilmasi

Calismamizda akromegalili ve prolaktinomal1 hastalara ait NDI degerlerinde kontrollere
gore istatistiksel olarak onemli bir fark bulunamazken (p>0.05), sadece non-fonksiyone
adenomlu hastalarda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.001). Bu yiizden, ii¢

hipofiz adenomlu hastalara ait NDI degerleri arasinda karsilastirma yapilamada.



5. TARTISMA VE SONUC

Hipofiz bezi ¢esitli salg1 hiicreleri icermektedir. Laktotroplar prolaktin, somatotroplar
biiylime hormonu, kortikotroplar adrenokortikotrop hormon, tirotroplar tiroid stimiilan
hormon, gonadotroplar follikiil stimiilan hormon ve liiteinizan hormon salgilarlar. Bu
salg1 hiicrelerinin tiimorleri farkli klinik 6zellikler gostermektedir. Hipofiz adenomu
denildigi zaman tek bir homojen tiimor tipi olarak degerlendirilmemelidir. Salgiladiklar1
hormona gore farkli biyolojik davranis 6zellikleri, etyolojileri ve patogenezleri olabilir

(80).

Morfolojik olarak hepsi adenom olarak tanimlanan bir¢ok tiimor farkli davranmiglar
gostermekte, prognozlar1 ve tedavileri farkli olmaktadir. Hipofiz adenomlarimin bu
farkliliklarin1 anlamak ve prognozu belirleyici parametreleri tanimlayabilmek, bu
tiimorleri siflayabilmek ve boylece hipofiz adenomlarini daha etkin bir sekilde tedavi
edebilmek i¢in tiimoOr etyopatogenezini anlamak cok onemlidir. Son yillarda hipofiz
adenomlarinin timor genezi ve proliferasyonu iizerine yogun caligmalar siirdiiriilmesine
ragmen, elimizde heniiz ¢ok az kesinlesmis bilgi vardir. Hipofiz hiicresinde tiimor
gelisimini hangi etkenlerin baglattigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Tiimoriin
baslangicindan daha ¢ok onkogenlerin aktivasyonu, progresyonundan ise ilave genetik
mutasyonlar, dzellikle tiimor siipresor genlerdeki inaktivasyonlar sorumlu tutulmaktadir

(81, 82).
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Yaptigimiz literatiir incelemesine gore, hipofiz adenomlarinda (prolaktinoma,
akromegali ve non-fonksiyone adenomlar) kromozomal/oksidatif DNA hasarmi
arastiran herhangi bir arastirmaya rastlanmamas iizerine, ¢calismamizda en sik goriilen
hipofiz adenomlarindan prolaktinoma, akromegali ve non-fonksiyone adenomlarda
hipofiz hormonlarinin DNA hasar1 iizerine olasi etkisinin CBMN cyt ve 8-OHdG

yontemleri kullanilarak arastirilmasi planlandi.

Calismamizda kullanilan CBMN cyt yontemi, insan periferal kan lenfositlerinde genom
instabilitesi ve DNA hasarmin, hiicre boliinme durumunun ve hiicre canliliginin ayni
zamanda sitolojik olarak degerlendirilmesine imkan saglayan bir yontemdir. Boylece,
CBMN cyt yontemi ile es zamanh olarak ayni preparatlar iizerinde, DNA hasar1 (MN,
NPB, NBUD sayis1), sitotoksisite (apoptotik ve nekrotik hiicre sayilar1) ve sitostazi
(NDI oranlar1) olgiilebilmektedir (83). Ayrica, plazmada 8-OHdG seviyeleri ile de
oksidatif DNA hasar1 6l¢iilebilmektedir (12).

MN frekans1 mesleki ve cevresel maruziyet, hipertansiyon, diyabet, kalp gibi
hastaliklar, farkli beslenme aligkanliklari, egzersiz, fazla ¢ay ve kahve tiiketimi gibi
faktorlere bagli olarak artabilir (61, 62, 84). Bu nedenle, ¢alismamizda da MN
frekansini etkileyebilecek bu ozellikleri tagiyan hasta ve kontrol kisiler calismaya dahil

edilmedi.
Akromegalili hastalarda;

Z Hamurcu ve ark. (9) tarafindan daha 6nce akromegalili hastalarda MN frekansinin
arttig1 rapor edilmisti. Bu caligmada ise akromegalili hastalarda sadece MN frekansi
degil, diger DNA hasar parametreleri de (NPB ve NBUD) degerlendirilmistir ve
Hamurcu ve ark.’nmin caligmalarin1 destekleyecek sekilde, tiim DNA hasar
parametrelerinin (MN, NPB ve NBUD frekanslar1), kontrollerle karsilastirildiginda
onemli derecede arttig1 bulunmustur. Ayn1 zamanda, bu hastalarda oksidatif DNA hasar
diizeyi de arastirilmistir. Yapilan literatiir aragtirmalarina gore akromegalili hastalarda
oksidatif DNA hasarmi gosteren Nishizawa ve ark. (85)’nin ¢alismasi disinda herhangi
bir ¢alismaya rastlamlamamistir. Bu calismada, oksidatif stres belirteci olan 8-OHdG
seviyesi akromegalili hastalarda 6nemli derecede yiiksek bulunmustur ve bu artis ile
artan IGF-1 seviyeleri arasinda pozitif yonde iliski oldugu gosterilmistir (85).
Calismamizda ise akromegalili hastalarda plazma 8-OHdG seviyesi kontrollerden

onemli derecede yiiksek bulunurken, plazma 8-OHdG seviyelerindeki artis ile IGF-1
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seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi. Akromegalili
hastalarda 8-OHdG artis1 ile IGF-1 seviyeleri arasinda iliski bulanamamasinin sebebi,
Nishizawa ve ark. (85)’nin ¢alismasindaki hasta sayisinin bizim ¢alismamizdaki hasta
sayisindan oldukga diisiik olmasi ve 8-OHdG diizeyini 6l¢gmek i¢in kullandiklar: kitin de
bizim ¢alistigimiz kitten farkli olmasiyla aciklanabilir. Ancak, akromegalili hastalarda
buldugumuz 8-OHdG diizeyindeki artig, bu hastalarda kromozomal hasarin yani sira

DNA baz diizeyinde de onemli bir hasarin oldugunu gostermektedir.

Akromegalili hastalarda serum IGF-1 diizeyi ile MN frekans1 arasinda pozitif
korelasyon bulundu. Bu hastalarda artan serum IGF-1 diizeyi DNA replikasyonu
hatalarinin sayisini artirabilir ve hiicre ¢ogalmasmi uyarmasi nedeniyle anoploidiye
neden olabilir. Dolagimdaki serum IGF-1’in yiiksek seviyelerinden kaynaklanan hiicre
cogalmasinin stimiilasyonu, akromegalili hastalarda MN, NPB ve NBUD frekanslarinin
artisginin sebebi olarak kabul edilebilir. Akromegalili hastalarda MN, NPB ve NBUD
frekanslar1 gibi DNA hasar1 parametrelerinin yiiksek bulunmasi, bu hastalarda
gelisebilecek kanser riski ile iligkili olabilir. Bu da IGF-1 ve kanser arasindaki iliski icin

aciklayici ve iligkiyi giiclendirici bir faktor olabilir.

Calismamizda bu hastalarin uyarilmis lenfositlerinde apoptotik ve nekrotik hiicre
frekansinin kontrollere gore oldukca yiiksek oldugu bulundu. Bu sonug, hastalarda
sitotoksitenin arttiginin bir gostergesi olup, hastalarda artan DNA hasar1 ile paralellik
gostermektedir. Bilindigi gibi hiicrede olusan DNA hasar1 onarilmadigi zaman hiicre
programlanmis hiicre 6liim mekanizmasi olan apoptoza girer. Dolayisiyla calismamizda
artan serum IGF-1 diizeylerine ragmen, apoptoz oranmin Yyiiksek bulunmasi
akromegalide genom hasarmin arttigin1 ve artan DNA hasariin apoptozu tetikledigini
gostermektedir. Diger taraftan, akromegalili hastalarda apoptozdaki bu artig artan IGF-1
seviyeleri ile negatif yonde iliskilidir. Bu yiizden, apoptozdaki bu artis, artan IGF-1

seviyelerinden bagimsiz olabilir.

Akromegalili hastalara ait NDI sonuglar1 ile ¢calismamiz, bu hastalarda canli hiicrelerin
proliferatif durumunu 6lcen literatiirdeki ilk ¢alismadir. IGF-1 artisina bagl olarak NDI
oraninda bir artis olmasi beklenmesine ragmen, bulgularimiza gore akromegalili hasta
ve kontroller arasinda NDI degerleri acisindan istatistiksel olarak herhangi bir fark
bulunamadi. Ayrica artan serum IGF-1 seviyesi ile NDI degerleri arasinda da herhangi

bir korelasyon da bulunamadi. Bu durumun, akromegalili hastalarda artan DNA
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hasarma bagl olarak indiiklenen apoptoz ile hiicre boliinmesinin dengelenmesine bagh

olabilecegini diisiinebiliriz.

Akromegalili hastalarda genom instabilitesinde 6nemli bir artis oldugunu bu artisin
hiicre Oliimiinii tetikledigini ve artan IGF-1 seviyelerine ragmen hiicre boliinme
oraninda degisiklik olmadigin1 bu ¢alismada gosterdik. Hastalarda apoptozun artmasi
karsinogeneze kars1 bir savunma mekanizmas1 gibi diisiiniilebilir. Ancak akromegalili
hastalarda oldukc¢a yiiksek bulunan genom hasari, bu hastalarda kanser riskinin artigina

katki saglayabilir.
Prolaktinomah hastalarda;

Insan tiimorlerinin cesitli tiplerinde dolasimdaki PRL seviyesinin tiimorojenik giicii
tartigmahidir. 80°li ve 90’1 yillarda yapilan epidemiyolojik calismalarda dolagimdaki
PRL seviyesi ile meme kanseri arasinda herhangi bir iliski bulunamamustir (86). Diger
kanser tiirleri ile ilgili daha az ¢alisma bulunmaktadir. Ornegin prostat kanseri, bas ve
boyun kanseri ile ilgili caligmalarda PRL seviyesi ile kanser riski arasinda herhangi bir
korelasyon bulunamamistir (87, 88). Bununla birlikte Yurkovetsky ve ark. PRL
seviyesinin endometriyum kanseri i¢in giiclii bir biyomarkir (belirtec) olabilecegini ileri

stirmiiglerdir (89).

PRL’nin islevi kadinlarda meme gelisimini ve emzirme donemini kontrol etmektir.
Bununla birlikte bir sitokin olarak hareket eder ve immiin ve enflamatuar tepkilerde de
onemli rol oynar (90, 91). Buna ek olarak PRL hem hormon sirkiilasyonunda hem de bir
parakrin/otokrin faktor olarak, yeni kan damarlarinin olusumu ve yenilenmesini, cesitli
seviyelerde ya uyarir yada baskilar (92, 93). Yeni kan damarlarmin olusumu olan
anjiyogenez, karsinogenez ve sinirsiz tiimor biiyiimesi i¢in Onemli bir siirectir. Bu
nedenle serum PRL diizeylerindeki artis endometrial ve diger kanserlerin biiylime ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynayabilir. Yurkovetsky ve ark. ayni zamanda yumurtalik,
pankreas ve akciger kanserlerinde de yiiksek PRL seviyelerini gozlediklerini

belirtmislerdir (89).

Calismamizda da prolaktinomali hastalar kontrollerle karsilastirildiginda DNA hasar
parametrelerinin (MN, NPB ve NBUD frekanslar1) 6nemli derecede arttigi bulunmustur.
Ayrica prolaktinomali hastalarda plazma 8-OHdG seviyelerinin kontrollerden 6nemli

derecede yiiksek oldugu fakat yiiksek PRL seviyesi ile iligkili olmadig1 bulundu.
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Bu bulgular, prolaktinomali hastalarda genom instabilitesi ve DNA hasarinin arttigini
gostermektedir. Ayni zamanda caliymamizda prolaktinomali hastalarda artan PRL
seviyesi ve hipofiz adenom biiyiikliigi ile MN frekanst arasinda pozitif korelasyon
bulundu. Sonu¢larimiza gore, prolaktinomali hastalarda MN, NPB ve NBUD frekanslar1
gibi DNA hasar parametrelerinin yiiksek bulunmasi ve artan PRL seviyesinin
anjiyogenezi stimiile etmesi, bu hastalarda karsinogenez riskinin artabilecegine isaret

edebilir.

Literatiirde prolaktinomali hastalarda sitotoksiteyi gosteren herhangi bir calismaya
rastlanamadi. Bu hastalarda apoptotik ve nekrotik hiicre frekansmin kontrollerden
onemli derecede yiiksek oldugu bulundu. Prolaktinomali hastalarin lenfositlerinde
apoptotik ve nekrotik hiicre frekansinin yiiksek bulunmasi, bu hastalarda sitotoksitenin
arttiginin bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Ayrica, hastalardaki sitotoksitenin artig

sebebi artan DN A hasar1 olabilir.

Prolaktinomal1 hastalara ait NDI sonuglar1 ile ¢alismamiz, bu hastalarda canli hiicrelerin
proliferatif durumunu oOlgcen ilk calisma olmustur. Fakat prolaktinomali hasta ve
kontroller arasinda NDI degerleri acisindan istatistiksel olarak herhangi bir fark
bulunamadi. NDI degerlerinde fark bulunmamasinin sebebi, prolaktinomali hastalarda
DNA hasarmin artmasiyla indiiklenen ve dengeyi saglayan apopitozun bir sonucu

olabilir.
Non-fonksiyone adenomlu hastalarda;

Non-fonksiyone adenomlarin biiyiik cogunlugu (>%80) gonadotrop adenomlardir.
Ancak LH ve FSH’ 1 yiiksek diizeyleriyle nadiren iligkilidir. Non-fonksiyone hipofiz
adenomlarinda ortaya ¢ikan temel klinik sorunlar optik kiazmaya baski veya Kkitle
etkisine bagli olarak hipofizden hormon salgilayan hiicrelerin etkilenmesinden

kaynaklanan hormonal yetmezliklerdir (46).

Non-fonksiyone  adenomlarda  spesifik  bir  hormonun asir1  salgilanmasi
goriilmediginden, bu hastalara ait CBMN cyt yontemi parametrelerinde bulunan artislari
herhangi bir hormon ile iliskilendirmek zordur. Diger taraftan, non-fonksiyone
adenomlara iliskin olarak kanser gelisiminde dnemli rol oynayan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (EGFR) ve folik asit reseptorii (FR) ile ilgili calismalar bulmak
miimkiindiir (94-98).
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Epidermal biiyiime faktorii (EGF)'niin onkogenik etkisi uzun siiredir bilinmektedir.
EGFR de hem tiimor siipresor genlerin ekspresyonunu (ifadelenmesini) downregiile
ederek hem de mitojenlerin aktivasyonunu artirarak bir ¢ok kanser tipinin gelisiminde
Onemli rol oynamaktadir. Ayrica, EGFR, hipofiz tiimorii olusumu ve ilerlemesinde de
rol oynayabilir (96). EGFR’nin, non-fonksiyone adenomlarin % 80’inde asir1 eksprese
oldugu gosterilmistir (97).

Calismamizda non-fonksiyone adenomlu hastalarda DNA hasar parametrelerinde (MN,
NPB ve NBUD frekanslar1) bulunan artisin, bu hastalarda asir1 eksprese edilen
EGFR’nin bir sonucu olabilecegi diisiiniilebilir. Bu yiizden bu hastalarin EGFR’nin asir1
ekspresyonundan kaynaklanabilecek olast kanser riskine kars1i takip edilmesi

Onerilebilir.

Ayrica karsinogenezde onemli derecede rol aldigi ileri siiriilen FR’nin de fonksiyonel
adenomlarda ifade olmazken, non-fonksiyone adenomlarda Oonemli derecede ifade
edildigi gosterilmistir (94, 95, 98). Bizim caliymamizda da hastalarda folik asit ve FR
diizeylerine bakilmamasina ragmen, bu hastalara ait DN A hasar parametrelerinde (MN,
NPB ve NBUD frekanslar1) bulunan artislarin, FR reseptorlerinin artis siirecinin bir
sonucu olabilecegi de diisiiniilebilir. Bu hastalarda hipofiz adenom tanisinin erken
teshisi ve ileride gelisebilecek olasi kanser riskine karsi, FR reseptorii ve DNA hasari

parametreleri arasinda iliski kurabilecek daha ileri ¢alismalara da ihtiya¢c duyulmaktadir.

Calismamizda non-fonksiyone adenomlu hastalarda 8-OHdG diizeyi kontrollere gore
onemli derecede diisiik bulunmustur. DNA’da olusan baz hasarlar1 baz eksizyon tamir
mekanizmasiyla tamir edilmektedir. Bu tamir mekanizmasi sirasinda olusan hatalar
DNA zincir kiriklarinda artisga neden olur. Dolayisiyla, bu hastalarda oksidatif DNA
hasar1 olugsmakta ve bazlarda olusan bu hasarlarin onariliyor olabilecegini, ancak onarim
sirasinda olusan hatalarin da MN, NPB ve NBUD frekanslarinda artisa katki sagliyor
olabilecegini diisiinmekteyiz. Yapilan literatiir taramalarina gore daha ©nce bu
hastalarda plazma 8-OHdG seviyesini arastiran bir ¢calismaya rastlanilmamis olup, bu

sonuclarin ileri caligmalarla desteklenmesine ihtiyag¢ vardir.

Non-fonksiyone adenomlu hastalarda DNA hasar1 sonuglarina uygun olarak, apoptotik
ve nekrotik hiicre frekansi kontrollerden ©6nemli derecede yiiksek bulundu. Bu
hastalarda sitotoksitenin artmasma ragmen, bu duruma ters olarak NDI oraninda

kontrollere gore artis bulundu. Artan genom instabilitesine bagli olarak hiicre 6liimiinde
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artiy beklenilen bir durum olabilirken, NDI oranindaki artis ile non-fonksiyone
adenomlarda goriilen bu DNA hasarlarinin tamir edildigini ve hiicrenin 6lmeyip

boliinmeye, cogalmaya devam ettigini diisiinebiliriz.

Cesitli hipofiz adenomlar1 arasinda en fazla DNA hasarmin non-fonksiyone
adenomlarda goriilmesi, diger adenomlardan farkli olarak NDI degerlerinde artisin
olmas1 ve oksidatif DNA hasarinin azalmasi gibi farklarin ortaya ¢ikmasi, non-
fonksiyone adenomlarin ¢ok gec teshis ediliyor olmasi ve bu hastalarin hipofiz adenom
biiyiikliigiiniin diger adenomlardan oldukga biiyiik olmasi ile aciklanabilir. Ayrica, non-
fonksiyone adenomlarda klinik olarak ©nemli bir hormonun asir1 salgilanmasi
goriilmediginden, bu sonuglar dogrudan hastalik ile yani adenomu biiyiiten stimiile edici
bir growth faktorle iligkili olabilir. Bu bulgular bize non-fonksiyone adenomlarin farkl
bir bakis agisiyla, ozellikle DNA hasari, sitostazi ve diger durumlar agisindan

degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, hipofiz adenomu gelisiminin miiltifaktoriyel oldugu kabul edilmektedir.
Bu siirecte, baglangicta tek bir hiicrede somatik nokta mutasyonun goriildiigii, ikincil
mutasyonlarla olayin ilerledigi, ¢evresel faktorler, biiylime faktorleri, hormonlar ve
reseptorlerdeki  degisikliklerin  tiimorlerin  biyolojik  davramisina etki  ettigi
diisiiniilmektedir.  Ancak  heniiz  timor  gelisimindeki  tiim  basamaklar

aydinlatilamamustir (81).

Genel popiilasyonda MN sikliginin artan kanser riski i¢in bir 6n belirte¢ oldugu kabul
edilmektedir. Diger taraftan, DNA hasar1 parametrelerinden olan MN, NPB ve NBUD'u
iceren niikleer anomalilerin olusumu da karsinogenezin erken donemlerinde goriilebilen
olaylardir (62, 83). Bu nedenle hipofiz adenomlarda MN, NPB ve NBUD gibi artan
DNA hasar1 parametreleri, bu hastalarda 6zellikle akromegalilerde gelisebilecek olasi
kanser riski ile iligkili olabilir. Ancak hipofiz adenomunun gelisimi gibi karsinogenez
de c¢ok basamakli ve multifaktoriyel bir siirectir. Bunun i¢in hipofiz adenomlu
hastalarda ileride gelisebilecek olasi kanser riski agisindan oOzellikle DNA hasar

parametreleri ile uzun siireli olarak takip edilmesini Onerebiliriz.
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