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OZET: Malignitelerde hiicresel DNA icerigini incelemek (izere akim sitometrinin kullanimi giderek yayginlagmakiadir. Arsiv materyallerinin incelenmesini saglayan yeni

tekniklerin gelistiriimesi, gesitli malignitelerde hiicrenin anormal DNA icerigi ya da proliferasyon ozellii ile hastaligin prognozu arasindaki baglantiyi netlegtirmistir. Kii-
¢lik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde (KHOAK), tani ve tedavide hastaligin evresi hala en dnemli prognostik faktérdir. Gene de evrelendirme ile tedavi sonrasi
lokal nilks ya da uzak metastaz riskinde olan hastalar belirlemek mimkin degildir. Yiiksek ya da diisik riskteki KHOAK'li hastalar anormal DNA icerigi ile ayird edile-
bilir. Tmér hiicre siklus analizlerinin yorumu kesin olmasa da, bu ézelliklerin prognostik nemi olabilir. Gene de klinik yorumda akim sitometrik DNA incelemesiyle
genelleme yapilamaz, KHOAK'de her bir hasta igin anormal DNA histograminin prognostik dnemi bu konuyla ilgili verilere gore degerlendirilmelidir. Bu yazida kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserlerinde akim sitometri ile belirlenen DNA igeriginin prognostik 6nemine ait literatr verileri incelenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Kicik hicreli olmayan akciger kanseri, prognostik faktér, akim sitometri, DNA igerigi.

SUMMARY: FLOW CYOMETRY AND PROGNOSTIC SIGNIFICANCE IN PATIENTS WITH NON-SMALL CELL LUNG CANCER. The use of flow cytometry to analyze

the cellular DNA content of human malignancies has become increasingly commonplace. The relationship between abnormalities in DNA content or proliferative char-
acleristics and prognosis is becoming clear for a variety of malignancies in part through new techniques that permit analysis of archival material. For patients with
non-small cell lung cancer (NSCLC), the stage of disease at diagnosis and treatment still stays as the most important prognostic factor. However, within a staging
group there is no means of determining which patients are at risk of local recurrence or distant metastases after therapy. High and low risk groups of patienis with
non-small cell lung cancer can be distinguished on the basis of abnormal stamline DNA content. Though the interpretation of tumor cell cycle analysis is less certain,
this characteristics may also be prognostically important. However, generalizations cannot be made when applying flow cytometric DNA analysis to clinical decision.
The prognostic importance of an abnormal DNA histogram for an individual patient must be assessed on the basis of the relevant data base for non small cell lung

cancer. The current extent of this data base for non small cell lung cancer is reviewed.
KEY WORDS: Non-small cell lung cancer, prognostic factor, flow cytometry, DNA content.

GIRIS

Kiguk hiicreli olmayan akciger kanserleri (KHOAK) fark-
I biyolojik, morfolojik ve klinik ézellikte timdrleri iceren he-
terojen bir gruptur. Son 20 yilda tani ve tedavideki tim iler-
lemelere ragmen hastaligin prognozunda ve mortalite ora-
ninda énemli bir degisim goériilmemektedir (1). Bugine ka-
dar yasam seyirini belirlemede kullanilan en énemli faktor
hastaligin evresidir. TNM'ye gore hastaligin evresi timériin
hacmini, lokalizasyonunu, toraks igi lenf noduna ve uzak or-
gana metastazini gosterir (2). Histolojik tiplendirme ek prog-
nostik bilgi saglarsa da histolojik grade evre I'de 6nemlidir.
Daha ileri evrelerde prognoza etkisi azdir (3,4,5). lleri evre
hastalikta (evre llI-1V) ise tedavi 6ncesinde timaérin evresi,
hastanin performansi ve kilo kaybi prognoza etkili en 6nem-
li faktorlerdir, histolojik tipin belirleyiciligi azdir (3,4). Ayni
evre ve ayni histolojik tipe sahip KHOAK'leri arasinda bek-
lenen yasam slresinin orani da ¢ok disuktir. Ornegin; ev-
re | epidermoid karsinomlu hastalarda tiim iyi prognostik
ozelliklere ragmen radikal operasyon sonrasi 5 yillik yasam
orani % 50-60"I gegmemektedir (2).

Yeni tedavi modelleri belirlemek hastaligin dogal seyri-
ni, biyolojik davranigini ve prognozunu daha iyi anlamay!
gerektirir. Kemoterapik ajanlara direng, timérin yayilma
ozelligi, hiicresel proliferasyon hizi ve metastatik potansiye-
li gibi genetik bilgiler timérin DNAsinda kayitlidir. Normal-
den fazla kromozom igeren andploid timérlerdeki genler bu
timéral gelisim ve metastatik modelden sorumlu olabilir. Bu
nedenle KHOAK'li hastalarda’ evrelendirme disinda progno-
zu belirleyecek nuikleer 6zellikleri gosteren faktérlere gerek-
sinim oldugu disdinilmektedir.

Bu yazinin amaci, son zamanlarda tek tek hastalarin
yonlendiriimesinde degerli prognostik bilgileri verebilecegi
distinilen akim sitometri ile KHOAK'li hastalarin timérle-
rinde DNA igerigini aragtiran ¢aligsmalari incelemektir.
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Akim Sitometri

Akim sitometri ile solid timdrlerin DNA analizi son 15
yildir calisiimaktadir. Sitometri, hiicrelerin ya da diger biyo-
lojik partikillerin fiziksel ve/veya kimyasal o6zelliklerinin &l-
culmesidir. Akim sitometride bu dlguim bir sivi demeti igin-
den hiicrelerin ya da partikillerin tek tek gegirilmesi ile yapi-
hir. Hiicre ya da partikiller Gzerine lazer ile farkli dalga boy-
lari ve farkh renklerdeki floresans boyalari génderilerek
saglanan 1sik yansimasinin 6zel dedektérler ile saptanma-
si, optik ve elektronik sistemlerle elde edilen bu sinyallerin
daha sonra bilgisayarlarla analiz edilmesi esasina dayanir.
Olgiilmek istenen 6zellige gore (hiicre sekli, DNA ya da
RNA icerigi, kromatin yapisi vb.) farkli antikorlar ya da bo-
yalar kullanilarak onkoloji, immunoloji, kanser biyolojisi gibi
degisik alanlarda kullanimi miimkinddr. Siklikla hiicre veya
cekirdekten DNA igerigini 6lgmek amaciyla kullamimakta-
dir. ILk olarak 1960' yillarda ¢aligsmaya baglanmis ancak
daha sonra teknolojik gelisme ile klinikte yaygin kullanim
olanaklari bulmustur (1,6-8).

DNA Histogramina Ait Tanimlamalar

Akim sitometri ile timér hiicresinin DNA igerigi incelene-
rek timoriin ploidi durumu ve proliferatif indeksinin nicel
tesbiti kisa slirede miimkiin olmaktadir. Timér ploidi, ma-
lign olmayan hiicrenin G0/G1 fazina gére malign hiicrenin
G0/G1 fazindaki DNA igerigiyle belirlenir. Timor hiicresinin
DNA icerigi normal referans hiicreden farkh degilse diploid
(Sekil 1), farkh ise andploiddir (Sekil 2). Timér hicrelerinin
G0/G1 fazindaki ortalama DNA igeriginin normal hiicrenin
GO0/G1 fazindaki ortalama DNA igerigine sayisal orani ise
DNA indeksidir (DI) (1,9). Hicre siklusunun farkli kompart-
manlarindaki timér hicrelerinin dagihmi da DNA histogra-
mindan hesaplanabilir. Bazi arastirmacilar S faz fraksiyonu-
nu timorin kinetik 6zelligi olarak tanimlarken, digerleri pro-
liferatif aktive ya da proliferatif indeksi (PI) S ve G2 M fazin-
daki toplam hucrelerin ylzdesi olarak kabul etmektedir.
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Anormal DNA igerigi ya da andploidi solid timérlerin yakla-
sik % 70'inde mevcuttur ve pek cok malignitede dnemli
prognostik dzellikleri gosterir (10).

Timor Ploidinin Degerlendirilmesi

Ancak anoploid hiicre populasyonunun bulunmasi ma-
lign lezyonun patognomonik 6&zelligi olarak yorumlanma-
malidir. Benign lezyonlarin da andploidi gosterdikleri bilin-
mektedir. Bu nedenle tim lezyonlarin tanisi genel klinik,
patolojik .ve radyolojik 6zelliklere oturtulmalidir. Bunun gibi
malign lezyonlarda da andploidinin bulunmamasi benign
olarak yorumlanmamasini gerektirir (8,11,12). Ancak be-
nign lezyonlarda andploid hiicre populasyonu, proliferasyo-
nun ¢ok sik oldugunu, lezyonun premalign oldugunu di-
sundirebilir.

Akim sitometri ile yapilan galismalarin en ilgi gekici yani
ve potansiyel 6nemi timér ploidi ya da proliferatif aktivitenin
prognozu 6nemli olglide etkileyebileceginin bildiriimesidir
(1,8,9,13,14). Her ne kadar ilk ¢alismalarda klinik evre ya
da histolojik grade gibi prognostik faktérlerle timér ploidinin
ozellikleri karsilagtinimigsa da sonraki ¢alismalarda timér
ploidi ve proliferatif aktivitenin direkt olarak her bir hastanin
klinik seyriyle uyumlu oldugu gésterilmistir. Meme, kolon,
rektum kanseri gibi birgok malignitede andploid timérliler-
de hastaliksiz ve total yasam sirelerinin kisa, tersine diplo-
id timorlh hastalarin andploid olanlardan daha iyi bir prog-
noza sahip oldugu konusunda fikir birligi mevcuttur (15). Bu
durumda andploidinin prognostik belirleyiciligi niiks riski da-
ha yiiksek, yasam siresi kisa, ya da hizli progressif hastali-
g1 disindidrmesidir. Oysa néroblastoma, medullablastoma
ve gocukluk gagi ALL'de andploidi iyi prognozu géstermek-
tedir (11,16/). Bu nedenle prognozu belirlemede andéploidi-
nin éneminin tesbiti gereklidir. Bu, &zellikle premalign lez-
yonlarda degerlidir. Ornegin akciger kanserinde metaplazik
lezyonlarda andploidinin gériilmesi yakin izlemi ya da profi-
laktif tedaviyi yonlendirici olabilir.
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Farkh Doku Orneklerinde Degerlendirme

Literatirde KHOAK'li hastalarda akim sitometri ile timaor
ploidini tespit ederek prognostik énemini degerlendiren pek
cok calisma mevcuttur. Bu galismalarda timarlerde anoplo-
idi goérilme sikh@l cok genis bir aralikta yer almaktadir.
KHOAK icin bildirilen timér andploidi orani % 33'ten %
96'ya kadar degismektedir (4,17-21).

En disik oran Liewald ve arkadaslari tarafindan bildiril-
mistir. Taze doku érneginde galistiklari 30 hastada anoploi-
di orani % 38, epidermoid karsinomda % 33, adenokarsi-
nomda ise % 80 olarak bulunmustur (18). Oysa Tirindelli-
Danesi ve arkadaglar gene taze doku ile 101 hastada % 96
oraninda andploidi tespit ettiklerini bildirmistir (19).

Bu farkhilik muhtemelen galigilan doku érneginin niteligi
(taze doku-parafin blok), 6rnek alma yontemlerinin degisikli-
gi (cerrahi 6rnek ya da digerleri), hastaligin evresi, histolojik
tipleri, ayni timérden alinan érnekleme sayisi ile ilgilidir.
Tumor hicrelerinde DNA igerigini inceleyen ilk ¢alismalar
taze dokudan alinan hiicre siispansiyonlari gerektirmektey-
di. Daha sonralar Hedley ve arkadaslar akim sitometrik
DNA analizi igin parafin bloklardan niikleuslari ayirma tekni-
gini gelistirmiglerdir (10). Boylece hastalarin uzun sire izle-
nimi ile ilgili karsilastirmalar mimkiin olmustur.

Parafin blok ya da taze dokudan yapilan galismalarin
birbirlerine goére farkh avantajlari mevcuttur. Prospektif ¢a-
lismalarda hastaliksiz ya da tim yasam sirelerinin analizle-
ri uzun yillar gerektirirken, parafin bloklardan retrospektif
calisma ile bu sorun ortadan kalkmaktadir. Ayrica taze do-
ku 6rneginde tanisal olarak yeterli hiicre bulundugundan
patolog higbir zaman emin olamaz; oysa parafin blokta ma-
lign dokuyu gérdiigu kesitten ¢alismasi mimkiin olmaktadir
(8,10,12).

Buna karsin parafinli dokunun incelemesi taze dokuya
gore bazi kisitlamalar gdsterir. Formalin fiksasyonu boyali
nilkleusun DNA floresansinda énemli dl¢ciide azalmaya ne-
den olur. Parafinden ¢éziilen érnekler taze dokuya gére da-

ha fazla dékiinti igerir ve histogramlarin kalitesi
kétilesir. Bu faktorler parafin bloktan hicre sik-
lus incelemelerini taze dokuya gdre daha az gii-
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Sekil 1. Diploid tiimorlii bastanin bistogram drnegi.

venli kilar. Diger bir 6nemli kisittama da parafin
bloktan dokuyu ayirmada sadece nilkleuslarin
- elde edilebilmesidir. Sitoplazma ve plazma
+ membrani érnek hazirlanimi sirasinda kaybolur.
. Bu da htcrenin 6zelliklerini degerlendirebilme si-
i mirlarini 6nemli dlgiide daraltir (9,10). Gene de
- nilkleus digi bazi parametrelerin Slgliminin
i mimkin oldugunu bildiren galigmalarda mevcut-
i tur (10).
i Akim sitometri ile elde edilen DNA histogram-

larinin kalitesi DNA piklerinin degisim katsayisi
i (DK) [Coefficient of variation = CV] ile belirlenir
- (1213). Genellikle insan solid tumorlerinde
DK'nin % 2-5 arasinda olmasi gerektigi kabul
edilmektedir (12). Ancak parafinli bloklarda deb-
risin goklugu nedeniyle daha biyik oranlar (%
7.6-10) gorilmektedir (10,21,22).

Butin bu farkhiliklara ragmen ayni timérden
alinan taze doku ve parafinli bloklarin akim sito-
metrik analizlerinin karsilastirildigi pek ¢ok galig-
mada her iki drnekteki timor ploidi sonuglarinin
birbirine uyumlu oldugu gdsterilmistir (8,9,10,23).
Literatiirde mevcut arastirmalarin gogunda para-
fin bloklar kullanilmustir.

Tumorlerin DNA analizleri genellikle cerrahi
olarak gikarilan doku orneklerinde calisiimakta-
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dir. Ancak ince igne aspirasyon biyopsisi ya da
hiicre dokilmesiyle saglanan sitolojik doku or-
nekleri de DNA analizi igin bir diger kaynaktir.
Parafinli bloklarla ince igne aspirasyonu arasin-
da DNA analizinin uyumu mikemmel olarak bil-
dirilmektedir (24). Igne neoplastik dokuyu segici
olarak &rneklediginden, ince igne aspirasyon bi-
yopsisi (lIAB) andploid hiicre populasyonunu
gostermede daha duyarl olabilir (11,24). Ayrica
doku 6rnegi olarak plevral efflizyonlar, balgam,
brons lavaji, bronkoalveolar lavaj (BAL), bron-
koskopik biyopsi de kullaniimaktadir (10). Bron-
koskopik biyopsilerden cerrahi orneklere uyumlu
sonuglar alindigi bildirilmisgtir (25).

Mirtaler

Tuméral Heterojenite

KHOAK'inde DNA incelemeleri gogunlukla
her bir timérden sadece bir érnegin tetkikine da-
yanmaktadir. DNA incelemesinde teknik ve yo-
rumsal farkhliklarin yanisira, DNA igeriginin td-
mor igerisinde de degisimler gosterdigini bildiren
calismalar mevcuttur. Timér hiicresinin heteroje-
nitesi kanser biyolojisinin temel konularindandir.
DNA iceriginin timér icerisinde degisiklikler gos-
terdigi meme, bdbrek, kolon ve over kanserlerin-
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de gosterilmistir (12,13,15). Yine ayni lezyonun s e m

farkli topografik alanlari arasinda histopatolojik
gorinumde degisimlerin olmas! akciger kanseri-
nin bilinen 6zelligidir. Carey ve arkadaslar ince-
ledikleri akciger timorlerinin % 90'inda DNA igeriginde he-
terojenite tesbit etmiglerdir (26). Tirindelli-Danesi ve arka-
daslarinin galismasinda bu oran % 62, bir bagka ¢alismada
ise % 14'tir (19,27). Son ¢alismada bu oranin distkIigi,
yani DNA ploidindeki stabillik [IAB'nin kullamimina, érnekle-
rin timériin merkezinden degil de kenarlarindan alinmasina
ve taze doku érneklerinin kullanimina baglanmigtir.

KHOAK'de Tiimér Ploidinin Prognostik Degeri

KHOAK!'lerinde akim sitometri ile DNA analizinin prog-
nostik deger tasidigini gdsteren pek ¢ok g¢alisma mevcuttur
(17,19,20,28-31). Ancak tim g¢aligmalar bu gériigi dogrula-
mamaktadir. Bunlarin aksine, bdyle bir baglanti olmadigini
bildiren galismalar da literatiirde yer almaktadir (14,22,32-
36).

Bunn ve arkadaslar 40 hasta igeren galismalarinda tii-
mér ploidinin yasam siresi Uzerinde belirleyici bir ézellik
gostermedigini bildirmigtir (14).

Ilk kez 1985'de Volm ve arkadaslari KHOAK'li 187 has-
tada timér ploidi ve proliferatif aktivitenin klinik ile baglanti-
sini tanimlamiglardir (17). Orneklerinin % 83'liinde andploi-
di, bunlarin % 25'inde birden fazla andploid (multiploid) hiic-
re bildirmiglerdir. Bes yillik izlenimde andploid ve yiksek
proliferatif aktiviteli hastalarin yasam sirelerini digerlerine
gbre 6nemli digiide daha kisa bulmuslardir (29).

Zimmerman ve arkadaglan 100 KHOAK'li hastanin pa-
rafin bloklarindan yaptiklari galismalarinda, 45'inde andploi-
di tespit etmiglerdir. Tumér ploidi ile hastanin yasi, evresi,
timdriin histolojisi arasinda baglanti gériiimemis; 2-5 yillik
klinik izlenimde ploidi durumunun bu hastalarda en énemli
bagimsiz prognostik faktor oldugu bildirilmistir (30).

Bir baska calismada 83 KHOAK'li hastadan alinan 6r-
neklerin incelenmesi ile 1 yillik yasam oraninin hipoploidi
ya da hiperploidili hastalarda, diploidi hatta andploidili has-
talardan 6nemli dlciide daha kétl oldugu bildirilmigtir. Bu
calismalarda da tiimér ploidinin klinik evre ya da timér his-
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Sekil 2. Anaploid tiimdérlii bastanin bistogram Griegi.

tolojisinden bagimsiz oldugu belirtilmistir (19). Isobe ve ar-
kadaslarinin 130" hastali serilerinde 310 parafin blok incele-
nerek diploid timérli hastalarin yagam siresinin daha uzun
oldugu ve DNA igeriginin édnemli bir prognostik faktdr oldu-
gu gorulmistir (20).

Ten Velde ve arkadaglarn ise 67 parafin bloktan KHO-
AK'li timor 6rnegi ¢alisarak ploidi durumu ile yasam siresi
arasinda bir baglanti bulunmadigini bildirmiglerdir (32). Bu
calismada yazarlar proliferatif aktivitenin ézellikle epidermo-
id karsinomda énemli olabilecegini vurgulamaktadir.

KHOAK'de Klinik Evreye Gore Timaér Ploidisi
Evrelere gore lenf nodlarinin DNA igeriginin degerlendi-
rilmesinin prognostik degeri olabilecedi de bildirilmistir (37).
Lung Cancer Study Group'un evre | KHOAK'li hastalar-
da yaptigi galismada tiimér ploidinin prognostik faktér olma-
digi; oysa Japonya'dan yayinlanan arastirmada evre l'de
onemli bir prognostik faktér oldugu belirtilmistir (33,38).
Yine 93 evre | adenokarsinomali hastalarin incelenme-
sinde timdér ploidinin yasam siresine etkisi goriilmemigtir

" (35).

Tumér ploidinin hastaligin evresinden bagimsiz oldugu-
nu belirten birgok calismanin yanisira (18,30,34) Volm ve
arkadaslan ploidi durumunun evre ile korelasyonu oldugu-
nu; 6zellikle evre |1l ve epidermoid karsinomda hem anéplo-
idinin hem de yiiksek proliferatif aktivitenin 6nem kazandigi-
ni bildirmistir (28,29).

KHOAK'de Histolojik Tiplere Gore Tiimér Ploidisi

Ayni histolojik tipe sahip metakron akciger kanserlerini
niks olgulardan ayinminda timér ploidinin kullanilabilece-
gini, benzer DNA igeriginin niksu, farkh DNA igeriginin ise
metakronize akciger kanserini distindirmesi gerektigi ileri
surdlmistdr (39).

Tumor ploidisini histolojik tiplere gére degerlendiren ¢a-
ligmalarin sonuglan da farkliik gostermektedir. Pek ¢ok ¢a-
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lismada adenokarsinomada andploid timér populasyonu,
epidermoid karsinomdan daha yiksek olmasina ragmen
yasam suresi ile baglantisi gdsterilememistir (20,21,40,41).
Sahin ve arkadaslar galismalarinda genel olarak KHOAKli
hastalarda DNA ploidinin klinik sonugla baglantisi olmadigt,
epidermoid karsinomlu hastalarda ise ploidinin énemli bir
prognostik faktor oldugu bildirilmistir (21). Volm ve arkadas-
larinin ploidinin dnemini vurgulayan g¢alismalarinda hastala-
rin énemli bir kismi epidermoid karsinomdur (17,29). Sade-
ce epidermoid karsinomu igeren calismalarinda ise ploidi-
nin énemi dzellikle vurgulanmigtir (40).

Pir adenokarsinomall 46 hasta ile yapilan bir ¢alisma
andploidinin prognostik énemi oldugunu ve daha yiksek
niks riski tagidigini ileri stirmektedir (22). Miyomato ve ar-
kadaslari da andploidinin adenokarsinomada epidermoid
karsinomdan yiliksek oranda bulundugunu, ancak sadece
epidermoid grupta prognozu belirledigini bildirmistir (41).
Sadece evre | epidermoid karsinomlu 52 hastanin 6 yil iz-
lendigi bir ¢calismada ise timor ploidinin prognostik dnemi
olmadigi, yasam stresinde etkinliginin gérilmedigi bildiril-
mistir (42). Cesitli evre ve histolojileri karsilastiran galisma-
larda gerek evre, gerek histolojik alt grupla baglanti gériile-
medigi gibi yasam siresine etkinligi de tespit edilememistir
(34,36,43,44).

Gene birgok calismada DNA ploidinden ziyade prolifera-
tif aktivitenin yliksek oldugu timd&rlerde yasam siresinin da-
ha kisa oldugu ileri sirilmektedir (17,29,32,34,40,45). Te-
davi modellerine gére de niiks riski ile timér ploidinin bag-
lantisi gosterilememistir (36,46).

SONUC

Bitiin bu galismalar degerlendirildiginde KHOAK!'li has-
talarda akim sitometri ile DNA analizinin, proliferatif aktivite-
nin hastalarin niiks riskini ve yasam siresini belirlemedeki
etkilerini yorumlamak gok gli¢ olmaktadir. Akim sitometri ile
DNA igeriginin incelenmesi hizli, tekrarlanabilir, nicel bir tet-
kiktir. Donmus taze doku ya da parafinli bloklarin incelen-
mesinde gelistirilen tekniklerle calismalar giderek daha ko-
lay olmaktadir. Solid timérlerde hiicrelerin ylzey belirtegle-
ri, timore eslik eden antijenler, onkogenler vs. arastirilabil-
mektedir (1,8,12). Akim sitometrik bulgular imminohisto-
kimyasal tetkiklerle birlestirilebilmektedir (47).

Mortalitesi oldukga yilksek olan KHOAK'inde akim sito-
metri ile belirlenen ozelliklerin hastaligin tanisi ve seyrinde-
ki yerinin net olarak belirlenmesi profilaktik ve radikal tedavi
modellerinde 6nemli gelismelere yol agabilir. Ayrica hasta-
larin izleniminde diploid 6zellikteki lezyonlarin andploid nite-
lik kazanmasi ya da tam tersinin gelisimi klinisyene, kolay
elde edilen sitolojik drneklerle, kolay bir tetkik olarak DNA
analizini kullanma olanag saglayabilir. Bu nedenle KHO-
AK'inde akim sitometri ile DNA analizlerinin genis serilerle
tekrarlanmasi gerekli gériilmektedir.
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