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OZET

Cakir Karabag H. Panoramik Grafilerde X-Isinina Bagli Hiicre Cekirdegi ve DNA
Hasarinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Agiz, Dis ve
Cene Radyolojisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2016

X 1ginlar1, hem gen mutasyonlarina hem de kromozomal aberasyonlara sebep olabilen
potansiyel mutajenik ajanlardan biridir. DNA hasarinin  ¢esitli hastaliklarin
etyolojisinde, kanserde, infertilitede ve yaslanmada etkili bir roliiniin oldugu
diisiiniilmektedir. Kanserlerin biiyiik bir kismi onarilamamis DNA hasarlarindan
kaynaklanmaktadir. Panoramik radyografi hastaliklarin teshisinde dnemli bir arag olup
dental uygulamalarda sik¢a kullanilmaktadir. Bu calismada, panoramik radyografi
¢ekilen hastalarin hiicre ¢ekirdeginde ve DNA yapisinda meydana gelebilecek hasari
gormek amaciyla mikroniikleus testi ve Comet Assay yontemi uygulanmistir.

(Calismamizda, dental tan1 nedeniyle panoramik radyografi alinmasi gereken 30 goniilli

hastanin yanak mukozalarindan radyografi alinmadan hemen once ve alindiktan 2 hafta
sonra siirtintliler alinmistir. Panoramik radyografi 6ncesi ve sonrasi alinan birer siirlintii
orneginin 1000 hiicre ¢ekirdegindeki degisiklikler (piknozis, karyolizis, karyoreksis,
mikroniikleus ve biniikleus) 151tk mikroskobunda sayilarak kaydedilmistir. Ayrica, diger
stirlintii 6rneklerinin yiizer adet hiicresi ise Comet Assay yontemi ile analiz edilerek
“Comet Score” isimli bilgisayar programinda degerlendirilmistir. DNA hasar diizeyini
gosteren comet parametrelerinden kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA yiizdesi her iki
grupta incelenerek karsilastirilmistir.

Calismamizda, X 1511 maruziyeti 6ncesi ve sonrasi kuyruktaki DNA ylizdesi ve kuyruk
uzunlugu sonuglart istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Benzer sekilde,
X 1sm1 maruziyeti sonrast yanak mukoza hiicrelerinde goriilen mikroniikleus
sikligindaki artis anlamli (p<0,001) bulunmustur. Sitotoksisiteye iliskin diger hiicre
cekirdegi degisimlerinden karyoreksis ve karyoliziste istatistiksel olarak anlamli bir
artis gézlenmis; ancak, piknozis artisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Sonug olarak, dental teshis ve tedaviler esnasinda alinan panoramik radyografiler oral
mukoza hiicrelerinde sitotoksisiteye ve DNA hasarina da sebep olmaktadir. Bu sebeple
panoramik radyografi gerektiginde ve uygun dozda alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Panoramik Radyografi, DNA Hasari, Hiicre Zedelenmesi,
Mikroniikleus Testi, Comet Analizi.
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ABSTRACT

Cakir Karabag H. The Evaluation of Cell Nucleus and DNA Damage due to X-Ray in
Panoramic Radiography. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Oral and Dentomaxillofacial Radiology. Doctoral Thesis. Istanbul. 2006.

X-rays are one of the potential mutagenic agents that can cause both the gene mutations

and chromosomal aberrations. DNA damage is believed to have an effective role in the
etiology of various diseases, cancer, infertility and aging. Most cancers are caused by
DNA damages that cannot be repaired. Panoramic radiography is a significant tool for
the diagnosis of diseases, and is frequently used in dental applications. In this study,
micronucleus test and Comet Assay methods are implemented in order to observe the
damage that can occur in the cell nucleus and in the structure of DNA of the patients
who had taken panoramic radiographs.

In our study, buccal mucosa swabs were obtained just before the radiography and two
weeks after the radiography from 30 volunteer patients who had to take radiography due
to dental diagnosis. Changes in the nuclei (pyknosis, karyolysis, karyorrhexis,
micronucleus and binucleus) of 1000 cells of each swab sample have been counted
under a light microscope and recorded. Besides, 100 cells of each other swab samples
were analyzed by Comet Assay method and have been evaluated by a computer
program named “Comet Score”. Tail length and % DNA in tail, comet parameters
which indicate the level of DNA damage, were analyzed and compared in both groups.

In our study, results of % DNA in tail and tail length before and after X-ray exposure
were statistically significant (p <0.001). Likewise, increase in the micronucleus
frequency observed in buccal mucosa cells after X-ray exposure was found significant
(p <0.001).

Regarding other changes in the cell nucleus related to cytotoxicity, statistically
significant increase was observed corcerning karyorrhexis and karyolysis; however, the
increase in pyknosis was not statistically significant.

As a result, panoramic radiographs taken during dental diagnosis and treatment also
causes cytotoxicity and DNA damage in oral mucosal cells. Therefore, panoramic
radiographs should be applied in appropriate doses if necessary.

Key Words: Panoramic Radiography, DNA Damage, Cell Injury, Micronucleus Test,
Comet Assay.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Fiziksel, kimyasal ve biyolojik ¢evresel ajanlarin birgogu DNA ile etkilesime
girerek mutasyonlar1 tetikleme yetenegine sahiptir. X 1sinlart hem gen mutasyonlarina
hem de kromozomal aberasyonlara sebep olabilen potansiyel mutajenik ajanlardan
biridir. DNA molekiilii ile dogrudan etkilesime girebildikleri gibi, dolayli olarak da
DNA molekiilii ile etkilesime giren reaktif bilesikler olusturarak DNA {iizerinde etkili
olurlar (1). DNA hasarlarina 6rnek olarak ¢ift ve tek zincir kiriklari, insersiyon
( DNA dizisine bir veya daha fazla baz ¢iftinin eklenmesi) ve delesyonlar (kromozomun
bir pargasinin kopup kaybolmasi) ve DNA-protein arast ¢apraz bag olusturmasi
gosterilebilir (2). Olusan hasari, DNA onarim sistemleri onarmaktadir. Ancak hasar
fazla veya onarim sistemleri yetersiz ise DNA hasar1 sonucu hiicre Sliimiine kadar
varmaktadir. DNA hasarimin doku fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya c¢ikan
hastaliklarin  (kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, bagisiklik sistemi hastaliklari,
yaslanma vb.) etyolojisinde etken rol oynadigi distiniilmektedir (3). Mutajenik
potensiyellerine ragmen ve iyonlastirict bir radyasyon tipi olmasma karsin, X 1simnlar
hastaliklarin teshisinde 6nemli bir arag olup medikal ve dental uygulamalarda sikc¢a

kullanilmaktadir.

Mikroniikleus, ¢ekirdek boliinmesi sirasinda ana niikleusun yaninda yer alan
kromozom fragmentinin veya kromozomlarin varligini siirdiirmesidir (4). Mikroniikleus
olusumunun temelini DNA hasar1 olusturmaktadir. Organizmanin ¢esitli mutajenik
(mutasyonlara sebep olabilen), klastojenik (kromozom kiriklarina neden olabilen) ve
karsinojenik (kansere neden olabilen) ajanlara maruz kalmasi sonucunda DNA’da hasar
meydana gelmektedir (5). Kromozomal hasar1 tespit etmek ve degerlendirmek igin
mikrontikleus testi ¢cok giivenilir bir analiz yontemdir (1). Mikroniikleus testi, insan
periferik kan lenfositlerinde, kemik iliginde ve bukkal mukoza hiicresinde kimyasal
ajanlarin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde uygulanabilir (5). Basit uygulanisi,
kisa zamanda sonuca ulasilmasi ve giivenilir bilgi vermesi teknigi Onemli hale
getirmistir. Mikroniikleusa ilaveten apoptozis ( karyoreksis, piknozis, ve yogunlasmis
kromatin) ve nekrozisin ( karyoreksis, karyolizis, piknozis ve yogunlagmis kromatin)
gostergesi olan dejeneratif c¢ekirdek degisikliklerinin kaydedilmesi ile mikroniikleus

testinin hassasiyeti arttirilir (1).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Baz_%C3%A7ifti

DNA hasar diizeyinin 6l¢iilmesinde en yaygin kullanilan yontemlerden biri olan
tek hiicre jel elektroforez yontemi, diger adiyla Comet Assay yontemi pek cok testte
kullanilan gorsel floresan bir tekniktir (3). Comet Assay yontemi, alkali pH da molekiil
agirliklar ve elektrik yiikleri farkli olan DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli
hizlarda hareket etmeleri esasina dayanir. Elektroforezde hareket esnasinda hasarsiz
DNA’lar biitiinliigiinii kaybetmeden yiiriirler ve kuyruk olusturmazlar. Diger yandan
hasar gérmiis DNA’larin pargalar1 hasardan dolay1 farkli molekiiler agirliklara ve farkli
elektrik yiiklerine sahip olmakta ve elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek
kuyruk seklinde bir goriintii olusturmaktadirlar. Elde edilen DNA goriintiileri
degerlendirilip DNA kiriklart hakkinda karar verilir (3).

Panoramik radyografiler dis hekimlerinin tan1 ve tedavi siirecinde bagvurdugu
bir gorintilleme yontemidir (1). Go6z g¢ukurunun 1/3 st kismina kadar maksiller
bolgenin, tiim dislerin ve g¢enelerin, temporomandibular eklemin, maksiller siniislerin
goriintiisiinii igeren genis bir alan panoramik radyografilerde goriintiilenir. Radyasyon

dozu, agiz i¢i seri periapikal radyografilere oranla oldukca azdir.

Caligmanin amact dis hekimliginde ¢ok yaygin olarak kullanilan panoramik
radyografinin hiicre ¢ekirdeginin ve DNA’nin yapisi iizerine etkilerini gozlemleyerek
bu alanda yapilmis yeterli bir ¢alisma olmamasi nedeni ile de literatiire katk1 saglamak

ve ileride yapilacak ¢aligsmalara baz olusturmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HUCRE YAPISI
Canlinin yapisal ve islevsel 6zellikler gosterebilen en kiiciik birimi olan hiicre,

genel olarak ti¢ kisimdan meydana gelir (6,7) (Sekil 2-1).

. Hiicre zar1
. Sitoplazma
. Cekirdek

Niikleolus

Hiicre Zar1

Cekirdek Zari

Sekil 2-1: Hiicre yapisi (8).

2.1.1. HUCRE ZARI

Tim canlilarin hiicrelerinde bulunan bu zar ¢ok ince (ortalama yaklasik 7,5
nanometre), kivrilabilir ve elastik bir yapiya sahiptir. Lipit, protein ve az miktarda
karbonhidrattan olusmustur (7). Hiicrenin sinirlarini belirlenmesi, ¢esitli maddelerin
hiicre i¢ine giris ¢ikisin1 denetlenmesi, sinyallerin taninmasi ve belirlenmesi baglica

gorevleri arasindadir (6,7).

2.1.2. SITOPLAZMA

Hiicre zar ile niikleus arasinda yer alan viskoz kisim sitoplazma olarak anilir.
Sitoplazma sitozol ve organellerden meydana gelir. Sitozol c¢esitli protein, enzim,
karbonhidrat ve mineral iceren sivi kisimdir. Organel ise sitozol igine dagilmis bir zar

ile kusatilmis sekilli elemanlardan meydana gelmektedir. Sitoplazmada bulunan baglica



organeller; endoplazmik retikulum, ribozom, golgi kompleksi, lizozom, peroksizom ve
mitokondridir (6).

2.1.3. CEKIRDEK (NUKLEUS)
Bi¢im ve biiyiikliigii hiicreden hiicreye degisiklik gosteren cekirdek hiicrenin
kontrol merkezidir. Interfaz safhasinda (bdliinme arasindaki evre) hiicre ¢ekirdeginde 4

bolge ayirt edilir (6) (Sekil 2-2).

Niikleolus

: ; -— Porlar
e Endoplazmik
Redikulum

Nikleoplazma

Kromatin Materyali
(DNA)

Sitoplazma
Sekil 2-2: Cekirdek yapisi (8).

2.1.3.1. Cekirdek zan
Iki tabakadan olusan cekirdek zarmm dis tabakasi endoplazmik retikulumla

devam eder. Cekirdek zarinda ¢ok miktarda por bulunur.

2.1.3.2. Cekirdek sitoplazmasi (niikleoplazma)
Niikleoplazma proteinler, lipitler, inorganik tuzlar v.s. igeren g¢ekirdek zari ile

kromatin ag ve ¢ekirdekcik arasini dolduran homojen sividir.

2.1.3.3. Kromatin ag
Interfaz safhasinda niikleoplazma boyunca koyu boyanmis kromatin iplikleri

goriiliirken mitoz sathasinda kromatin iplikleri kisalip kalinlasarak 151tk mikroskobunda



kolayca fark edilebilen kromozomlara doniisiirler. Kromozomlar DNA, histon ve
nonhiston proteinlerinden olusur. Boliinmeyen hiicrelerde kromozomlar belli degildir.
Sitogenetik calismalar bu sebeple, bdliinen hiicrelerde yogunlasmis metafaz
kromozomlar1 ile yapilir. Her bir metafaz kromozom iki kardes kromatitden olusur. Bu
iki kardes kromatit sentromer denilen kisimdan birbirlerine tutunmuslardir. Sentromer,
hiicre boliinmesi esnasinda ig ipliklerinin tutunarak iki kardes kromatidin farkl
kutuplara ¢ekilmesinde gérev alir. Bu gorevi, sentromer bolgesinde olusan kinetokorlar

ile saglar (Sekil 2-3) (6,8).

Sentromer
bolgesi

Kinetokor

Kinetokor
fibriller

Kromatid Kromatid

Sekil 2-3: Kinetokor fibrillerine tutunmus metafaz kromozomu (6)

2.1.3.4. Cekirdekcik (Niikleolus)

Cekirdekcik, etrafinda kendini ¢evreleyen bir zar1 olmayan ve c¢ok miktarda
proteinleri iceren (RNA’da ve ribozomlarda bulunan) cekirdekte gozlenen koyu renkli
bir alandir. Hiicre aktif olarak protein sentezi yapmaya basladiginda niikleolus belirgin
sekilde biiyiir (6,8). Niikleolus boyutu farkli hiicrelerde farkli biiyiikliikte goriilebildigi
gibi, ayni hiicrenin (hiicre siklusu esnasinda degisime ugradigindan) niikleolus
biiyiikligii de degisebilir. G1 ve S evrelerinde biiyiiyen niikleolusun, profaz evresi ile
birlikte boyutu azalir. Mitoz asamalarinda kromozom yogunlasirken niikleolus da
goriinmez olur. Metafaz evresinde tamamen ortadan kaybolan niikleolus (RNA sentezi

durdugu icin), telofaz evresinde tekrar goriiniir hale gelir (6).



2.2. HUCRE DONGUSU

Organizmanin biiylime, gelisme ve ¢ogalmasi hiicre boliinmesi ile gergeklesir.
Hiicre bdliinmesi mitoz boliinme (boliinerek genetik 6zdesligi olan iki yeni hiicre
olmasi) ve mayoz bolinme (genetik devamliligi saglayan) olarak ikiye ayrilir (6).
Somatik hiicreler siirekli olarak mitoz ve mitoz dncesi hazirlik fazindan geger. Hiicre
dongiisii G1 (ilk aralik), S(sentez), G2 (ikinci aralik) ve M (mitoz) olmak iizere dort
asamadan olusur. G1-S- G2 fazlan interfaz olarak adlandirilir. Boliinme sinyali
almadiklar1 siirece hiicreler interfaza girmeyip istirahat fazi olan GO fazinda
durmaktadirlar. Mitoza girmeden 6nceki interfaz evresinde hiicre boliinmesi i¢in gerekli
proteinler (siklin vs.) ve makromolekiiller (Deoksiribonikleik asit (DNA), Riboniikleik
asit (RNA)) sentezlenir. G1 evresinde, gerekli RNA ve proteinler sentezlenir. DNA
sentezi i¢in hazirlik yapilir. S fazinda DNA sentezi yapilarak iki katina ¢ikarilir. RNA
sentezi ve protein sentezi devam eder. G2 fazinda DNA sentezi tamamlanmistir. RNA

ve protein sentezi az da olsa devam ederek hiicre mitoza hazirlanir.

Mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olarak 4 asamadan olusur. Anafaz
esnasinda baslayip mitotik dongiiniin sonuna kadar devam eden sitokinez,

sitoplazmanin bdliinerek iki yeni hiicre olugmasi ile son bulur.

a) Profaz: Interfaz asamasinda niikleoplazma igerisinde yayilmis olan kromatin
iplikleri yavag yavas kalinlagarak belirgin kromozom haline gelmeye baglar. S fazinda
her bir kromozom duplike olarak kardes kromatitli hale ge¢mistir. Sentrioller hiicrenin

.....

cekirdekgik eriyerek tamamen kaybolur.

b) Metafaz: Her bir sentromer iizerinde Ozellesmis protein kompleksi olan

kinetokorlar olugsmaya baslar. Kinetokorlar igcik mikrotiibiillerine baglanirlar.

.....

c) Anafaz: Her bir kromozomdaki kinetokor ¢iftlerinin ayrilmasi ile kardes

kromotidler farkli kutba dogru ayn1 hizla gekilirler.

d) Telofaz: Kromatidler kutuplara ulagir. Kromatidler etrafinda yeni g¢ekirdek

zan olusarak yogunlagsmis kromatinler yayginlasir.



e) Sitokinezis: Hiicrenin ekvator bolgesine denk gelen kisimdaki hiicre zari,
kontraktil halkalarin etkisi ile iki yeni niikleus arasinda ayrisma olugu olusur. Bu bolge

iyice daralip kaynasarak iki yeni hiicre meydana gelir (6,9,10,11) (Sekil 2-4).

Blylme ve
Mitoz Oncesi
Hazirhk

RNA ve Protein
Sentezi

S
DNA Replikasyonu

Sekil 2-4: Hiicre dongiisii (12).

Hiicre dongiisiinde G1-S, G2-M ve metafaz-anafaz gegislerinde hiicrenin

boliinmeye devam edip etmeyecegine karar verilen kontrol noktalar1 vardir.

Replike olmamis DNA’ya karsi hassas olan G2 kontrol noktasi, hiicrenin
boliinmeye devam etmemesi i¢in sinyaller iireterek hiicrenin mitoza gecisini engeller.
Boylece S fazi tam olarak tamamlanip DNA sentezi yapildiktan sonra M fazina
gecilebilir. Hiicre siklusu esnasinda radyasyon gibi etkenler sonucu DNA hasari
olusacak olursa, G2 kontrol noktasi hiicrenin tamir edilene kadar mitoza gegcisini de

engeller. Boylece hasarli DNA’nin genetik olarak aktarilmasi engellenmis olur. Hasarl



DNA eger G2 kontrol noktasindan daha 6nce olugsmussa G1 kontrol noktasinda da
durdurularak sentez oncesi DNA’nin tamiri i¢in firsat verilmis olur. Kromozomlarin
mitotik igcik lizerinde diizenli yer almalarii kontrol eden M kontrol noktasi ise hatali
kromozom dizilisi durumunda mitozun metafaz evresinde kalmasinmi saglayarak eksik

kromozomlu olarak yavru hiicrelere gegmesini engeller (6) (Sekil 2-5).

G1 kontrol noktas1
/ (DNA Hasar1)

>

M kontrol noktas1
(Hatali1 kromozom dizilisi)

Ky

G2 kontrol noktas:
(Tamamlanmamis replikasyon
veya hasarli DNA)

Sekil 2-5: Hiicre dongiisii kontrol noktalari (6).

Hiicre dongiisii 6zgiin proteinler olan siklinler, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve
siklin bagimli kinaz inhibitorleri ile kontrol edilirler. Bu proteinlerin diizeyleri hiicre
dongiisiiniin farkli asamalarinda degisiklik gostererek komplike bir diizen igerisinde
hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglarlar. Siklinler hiicre dongiisiiniin ¢esitli evrelerinde
bir taraftan yapilirken bir taraftan yikilirlar. Siklin D ve siklin E, G1-S ge¢isinde
sentezlenir. Hiicre S fazina gecer gegmez hizla yikilirlar. Siklin A ve siklin B, G2- M
gecisinde sentezlenerek M evresine gecisi saglarlar. Cdk’lar yalniz olarak inaktiftirler.
Ancak siklin ile baglandiklarinda aktif siklin-Cdk kompleksleri meydana getirirler.
Siklinler diizenleyici, Cdk’lar hizlandirict alt Ginitelerdir. Cdk'larin aktiviteleri sadece
siklinlerle degil ayn1 zamanda fosforilasyon ve defosforilasyona sebep olan bir takim
yollarla da diizenlenmektedir. Siklin bagiml kinaz inhibitorleri (p15,p16,p21,p27 vb.)
siklin-Cdk kompleksi olusumunu ve DNA replikasyonunu inhibe ederek hiicre

dongiisiiniin kontroliinde gorev alirlar.



Hiicreler radyasyon veya toksinlere maruz kaldiklarinda DNA da ortaya ¢ikan
hasara gore kontrol noktalarinda G1 evresinden S evresine gecis, G2 evresinden M
evresine gecis engellenir. Hasar DNA sentezini de engelleyebilir. DNA replikasyonu
tamamlanmamuis hiicrelerde siklin- Cdk kompleksinin inaktivasyonu ile hiicrenin mitoza
girisi engellenir. Hiicre dongiistinde iki tip gen grubunun rolii vardir. Bu genler n-myc,
ras gibi onkogenler ve Retinoblastoma geni gibi tiimér baskilayict genlerdir.
Onkogenler, kanser gelisimini dogrudan ve dolayli olarak etkileyen gen grubudur.
Tiumor baskilayici genler ise kanser gelisimini baskilar. Memeli hiicrelerinde G1 kontrol
noktasinda etkin bir rolii olan, timdr baskilayici gen tarafindan kodlanan p53 proteinin
hiicrede hasar olusmasi durumunda hizlica iiretimi artar. Artan p53 seviyesi Cdk
inhibitorii olan p21°1 uyarir. Hiicrenin G1 evresinde kalmasini saglayarak, S evresine
gecmesini Onler. Boylece DNA’ya tamir i¢in siire tanmir (Sekil 2-6). Hasar tamir
edilemiyorsa hiicre apoptoza gider. P53 geni islevini kaybederse, DNA da hasar
olmasina ragmen hiicre dongiisii G1 evresinde durmayarak replikasyon i¢in S evresine
devam eder. Bdylece hasarli DNA tamir edilemeden yavru hiicrelere gegmis olur. insan

kanserlerinde p53 geni mutasyona ugramis olup kontrol gérevini yapamamaktadir (6,9).

Radyasyon

M DNA Hasan

P53 seviyesi artar

G1 kontrol noktasi

Sekil 2-6: DNA hasari sonrasi p53 seviyesi artarak hiicre siklusunu G1 kontrol noktasinda
durdurur (6).
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Hiicrenin biiytimesinde, farklilasmasinda ve ¢ogalmasinda gorevi olan proto-
onkogenlerin herhangi bir nedenle meydana gelen mutasyonu sonucu onkogenlere
doniismesi nedeniyle tiimor gelisimi ortaya ¢ikar. Timdr baskilayici genlerde ortaya
¢ikan mutasyonlar ise hiicre dongiistiniin inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre

biiyiimesine yol agar. (9).

2.3. HUCRE HASARI

Hiicreler, yap1 ve fonksiyonlarini hiicre dis1 streslere ve degisen ihtiyaclara gore
siirekli uyum saglayarak yasamlarini devam ettirirler. Normal bir hiicre genetik
yapisinin izin verdigi ol¢lide ¢evresindeki fizyolojik sinirlar igerisinde meydana gelen
degisikliklere karsi yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiinii azami oranda korumaya c¢alisir.
Hiicrenin bu kararli denge durumuna homeostaz denir. Homeostaz; hiicrenin
cogalmasiyla, biiylimenin durdurulmasiyla ve apoptozis yoluyla saglanmaktadir. Hiicre
biiylimesi ve Olimii arasindaki dengesizlik hiperplazi veya neoplaziye sebep
olabilmektedir (9,13).

Hiicreler i¢ ve dis ortamlarinda bir ¢ok degisiklige sebep olan hasar verici
etkenlerle karsilasirlar. Fizyolojik streslerle veya patolojik uyaranlarla karsilastiklarinda
adaptasyon saglayarak canliliklarini ve fonksiyonlarini koruduklar1 yeni bir kararli
duruma gelirler. Fizyolojik adaptasyonlar, hiicrelerin hormonlar gibi normal uyarilara
verdikleri yanitlardir. Patolojik adaptasyonlar ise hiicrelerin hasara karsi yapir ve
fonksiyonlarini degistirerek verdikleri cevaplardir. Atrofi (besin maddelerinde azalma
veya kullanilamama sonucu hiicre ve organ boyutlarmin kiigiilmesi), hiperplazi
(hormonlara ve diger biliylime faktorlerine yanit olarak hiicre sayisinin artmast),
hipertrofi (hiicre ve organlarin boyutlarinin artmasi) ve metaplazi (¢ogu kez kronik
irritasyona bagli olarak gelisen, farklilagmis hiicrelerin fenotipinde degisme) gibi
yanitlar, hiicreler iizerinde 6ldiiriicli etkisi olmayan uyaranlara kars1 verilen yanitlardir.
Uyum saglama kapasitesini asan fizyolojik smirlar disinda fizyolojik veya patolojik
uyar ile kargilagtiginda hiicre hasar1 gelisir. Bu hasar belirli sinirlar igerisinde kalirsa
geri doniiglii bir hasar olup kararli haline geri doner. Geri doniislii hiicre hasarinda,
uyaran hasarin erken donemlerinde ortadan kaldirilmis veya hafif diizeydedir. Bu
donemde yapisal ve fonksiyonel anormallikler goriilse bile membran hasar1 ve gekirdek

dagilmasi meydana gelmemistir. Stres siddetliyse, hizli baslamis ve uzun siireli ise
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etkiledigi hiicrenin geri doniigsiiz hasarina sebep olur. Artik normal fonksiyonlarina geri
donemeyen hiicre; mekanizmalari, morfolojileri, hastaliklarda ve fizyolojik
durumlardaki rolleri farkli, iki hiicre oliim tipi olan nekroz veya apoptoz yolu ile
ortadan kaldirilir. Hiicre 6liimii bir dokuda veya organda hastalik gelismesinde 6nemli

bir olaydir (13,14) (Sekil 2-7).

NORMAL HUCRE GERIDONUSLU
(Homeostaz) wil HASAR
v 5
Hasar verici
Stres uyvaranlar -
> \ Gegic,
v ; hafif
Adaptasyon
saglanamamasi ‘
Siddetli,
ilerleyict
!

GERI DONUSSUZ
HASAR

APOPTOZ

Sekil 2-7: Stres ve hasar verici uyaranlar karsisinda hiicre cevabinin asamalari (13).
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2.3.1. HUCRE HASARININ NEDENLERI

2.3.1.1. Fiziksel Etkenler
Travma, asirt sicak ve soguk, radyasyon ve atmosfer basincindaki asirt
dengesizlikler hiicreler lizerinde hasara sebep olan fiziksel etkenler arasinda sayilabilir

(13).

2.3.1.2. Kimyasal Etkenler

Hava kirligine neden olan maddeler karbon monoksit ve stilfiir dioksit gibi
maddeler, asbest ve silica gibi inorganik maddeler, bocek ilaglar1 potansiyel toksik
maddelerdir. Tedavi amaciyla kullanilan bir ¢ok ilag; duyarli bir insanda veya uygun
olmayan dozlarda kullanildiginda hiicre hasarina sebep olabilir. Seker ve tuz gibi
zararsiz maddeler fazla miktarda alindiginda hiicrenin elektrolit dengesini bozarak hiicre
hasarina hatta 6limiine neden oldugu gibi oksijenin yiliksek basing degerleri de hiicre

i¢in toksiktir (13,14).

2.3.1.3. Oksijen Eksikligi

Kanin yetersiz oksijenlenmesinden veya karbonmonoksit zehirlenmesinde
oldugu gibi kanin oksijen tagima kapasitesinin azalmasindan kaynaklanabilen hipoksi
veya oksijen eksikligi, aerobik (oksijenli) solunumu engeller. Hiicre zedelenmesi veya

hiicre 6liimiiniin en 6nemli ve sik goriilen nedeni arasindadir (13).

2.3.1.4. Yaslanma

Yaglanma ile birlikte hiicre ve dokularin c¢ogalma ve kendini onarma
yeteneginde degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklikler, hasara kars: hiicrenin cevap

yeteneginde azalmaya ve hiicrelerin 6liimiine sebebiyet verir (13).

2.3.1.5. Mikrobiyolojik Ajanlar

Virusler, riketsiyalar, funguslar, bakteriler ve parazitler gibi mikrobiyolojik
ajanlar hiicre hasarina sebep olabilirler. Bazi bakteriler ve funguslar salgiladiklari
toksinler ile hiicre iizerine olumsuz etki yaparak hiicresel yapilarin eritilmesine sebep
olabilirler. Virisler ise, hiicre metabolizmasi i¢in gerekli enzimlere ortak olarak kendi
cogalmasini saglarlar. Boylece hiicrenin yasami i¢in gerekli protein, lipit ve niikleik asit

yapimini engelleyerek hiicreye hasar verirler (14).
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2.3.1.6. Bagisikhik Reaksiyonlari
Bazi ilag ve proteinlere kars1 gelisen anafilaktik reaksiyonlar veya kisinin kendi
dokularina karsi olusan otoimmun reaksiyonlar sonucu hiicre ve doku hasari1 ortaya

cikabilir (13,14).

2.3.1.7. Beslenme Dengesizlikleri

Aclik durumunda ortaya ¢ikan protein ve besin eksikligi yaygin doku hasarina
yol acabildigi gibi, besinlerin fazla tiiketilmesi de Onemli bir hiicre zedelenmesi
nedenidir. Pellegra ve beriberi hastaliklarinda, yetersiz beslenme nedeniyle vitamin ve
mineral eksikliklerinin yol ac¢tigi hasarlar goriiliir. Obeziteye bagli olarak ise

ateroskleroz ve tip 2 diabet riskinin arttig1 bilinmektedir (13,14).

2.3.1.8. Genetik Faktorler

Genetik bozukluklar hiicrede homeostazin diizenlenmesi, sentez, katabolizma
gibi bir¢ok alani etkilerek hiicre hasarina sebep olabilirler. Genetik degiklikler, Down
sendromunda gozlenen kongenital malformasyonlar kadar gozle goriiliir olabildigi gibi,

orak hiicreli anemiye yol acan bir aminoasitin yer degistirmesi kadar molekiiler diizeyde

farkliliklarda da olabilir (14).

2.3.2. HUCRE HASARININ MORFOLOJIiSi

Stresler ve hasar verici etkenler dnce molekiiler veya biyokimyasal diizeyde
etkilerini gosterirler. Hasar verici etkenin hiicrede yarattigi morfolojik degisiklikler
(hiicrelerin i¢ yapisindan kaynaklanan bir ¢ok faktore bagli olarak farkli hiicrelerde
farkli stirelerde gerceklesebilen degisiklikler) elektron mikroskobu, 151k mikroskobu
veya makroskobik inceleme ile saptanabilir (13,14). Geri doniislii hiicre zedelenmesinin
iki morfolojik o6zelligi; plazma membranindaki iyon ve sivi hemostazinin devam
etmemesine bagli olarak gelisen hiicre sismesi ile birlikte hipoksik, toksik veya
metabolik hasarda gelisen sitoplazmada kiigiik veya biiyiik lipit vakoulleri ile goriilen
yaglh degisikliktir. Elektron mikroskobu ile incelemede goriilebilen hiicre
baglantilarinda gevseme gibi plazma membran degisiklikleri, sisen mitokondride
fosfolipitten zengin kiiclik amorf dansitelerin varligi, ribozomlarin sisen endoplazmik
redikulumdan ayrilmasi, kromatin kiimelenmesi, hiicre zarindan kaynaklanan fosfolipit
kitleleri igeren sitoplazma degisiklikleri ile birlikte geri doniislii hiicre zedelenmesindeki

hiicre i¢i degisiklikleridir (13). Hasara yol agcan uyaran erken donemde veya hafif
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diizeyde ortadan kaldirilirsa ortaya ¢ikan morfolojik ve fonksiyonel anormallikler geri
doniglidiir (13). Hasarin devam etmesi sonucu zedelenme, hiicrenin iyilesmesinin artik
miimkiin olmadig1 geri doniissiiz duruma gelerek hiicre liimiine sebep olur. iki tip
hiicre 6liimii olan nekroz ve apoptozun mekanizmalar1 farklidir. Nekroz her zaman
patolojik bir siire¢ sonrasi gelisirken, apoptozun patolojik hiicre hasari ile birlikte

olmas1 gerekmez.

Nekroz, enzimlerin geri doniisiimsiiz sekilde hasar gormiis hiicreler iizerine
yikict etkileri sonucu gerceklesen, membran biitiinliigliniin bozulmasi ve hiicre
iceriginin disar1 sizmasi ile hiicrelerin parcalandigi hiicre 6liim tipidir. Disart sizan
hiicre igerigi lokal konak cevabina yol agarak 6lii hiicrelerin ortadan kaldirilmasina ve
onarim siirecinin baslamasina neden olur. Nekrozun erken déneminde hiicrenin kendi
lizozomal enzimleri hiicre yikimina yol agarak hiicrenin kendi kendini sindirmesine
neden olur (otoliz). Ilerleyen dénemde nekroz alanina gelen ldkositlerden salinan
enzimler hiicre yikimina katilir (heteroliz). Nekrozdaki morfolojik goériiniim, hemen
hemen ayni anda gerceklesen hiicrenin enzimatik yikimi sonucu organellerin

parg¢alanmasi ve makromolekiillerin denaturasyonu sonucu olabilir.

Nekrozda, sitoplazmada kismen eozinin denatiire plazma proteinlerine
baglanmasiyla kismen de sitoplazmadaki riboniikleik asit (RNA) tarafindan saglanan
bazofilin (hematoksilen boyasi ile mavi renge boyanma 6zelligi) azalmas: ile agiklanan
eozinofili artis1 (eozin boyasi ile pembe renge boyanma 6zelliginin artmasi) goriliir.
Sitoplazma, glikojen partikiillerinin kayb1 sonucu camsi ve homojen bir goriinti,
organellerin enzimler tarafindan sindirilmesi sonucu giive yenigi goriinimii alir (13,14).
Hiicre ¢ekirdegindeki degisiklikler ise, DNA ve kromatin yikimi sebebiyle olusan ii¢

yapidan biri seklinde goriiliir.

1. Muhtemelen deoksiriboniikleaz (DNAz) aktivitesi sonucu kromatin bazofilisi
soluklagsmast (karyolizis) (Sekil 2-8).
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Sekil 2-8: Karyolizis (Goriintiiler, tez ¢calismasinin bulgularindan elde edilmistir.)

2. DNA’nin biiziilmiis solid bir yap1 almasi ile ¢ekirdek biiziilebilir ve bazofili
goriiliir (piknozis) (Sekil 2-9).

Sekil 2-9: Piknozis (Goriintiiler, tez ¢calismasinin bulgularindan elde edilmistir.)
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3. Piknotik ¢ekirdek parcalanir (karyoreksis) (Sekil 2-10).

Sekil 2-10: Karyoreksis (Goriintiiler, tez calismasinin bulgularindan elde edilmistir.)

Apoptoz ise, hiicrenin kendi DNA’sinin, niikleer ve sitoplazmik proteinlerinin
yikimina sebep olacak enzimleri aktive etmesiyle gerceklesen, organizmaya ait
istenmeyen hiicreleri ortadan kaldirmak igin programlanmis hiicre 6liimii tipidir. Gen
kontrollii hiicre oliimlerinin hepsi apoptozis ile agiklanamayacagi gibi radyasyon
maruziyeti sonucu da hiicre de apoptozis gelisebilmektedir. Apoptoz membran
biitiinliigliniin  bozuldugu, hiicrelerin disar1 sizdigi, konak reaksiyonun olustugu
nekrozdan farklidir. Nekroz yalnizca patolojik durumlarda ortaya cikarken, apoptoz
¢ogu zaman fizyolojik olup bazi hiicre hasari sekillerinde patolojik olabilir. Canliligina
devam edemeyen hiicre, hiicre igeriginin digar1 sizmasina zaman kalmadan hizla ortadan
kaldirilir. Boylece apoptoz yolu ile hiicre 6liimii konakta inflamatuar yanita neden
olmaz. Apoptozis ve nekrozis bir arada da bulunabildigi gibi bazi1 patolojik uyaranlarla

baslayan apoptozis nekrozis ile de ilerleyebilir (Tablo 2-1) (13,14).
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Tablo 2-1: Nekroz ve apoptozun 6zellikleri (13)

Bulgu Nekroz Apoptoz

Hiicre Boyutu Artmig (sisme) Azalma (biiziilme)

Hiicre Cekirdegi Piknoz, Karyolizis, Parcalara boliinme
Karyoreksis

Plazma membrani Bozulmus Saglam, yapisi degismis

Hiicre igerigi Enzimatik sindirim; hiicre Saglam, apoptotik cisimciklerin
disina s1zabilir i¢ine birakilabilir

Cevrede Inflamasyon Sik Yok

Fizyolojik veya patolojik rol Kesinlikle patolojiktir Cogu zaman fizyolojiktir.

Istenmeyen hiicrelerin ortadan
kaldirilma yolu. Baz1 hiicre
hasar1 sekillerinde patolojik
olabilir (DNA ve protein hasar1

gibi).

Istk mikroskobunda rutin hematoksilen eosin boyasi ile boyanan doku
kesitlerinde apoptotik hiicreleri saptamak miimkiindiir. Apoptotik hiicrelerin
¢ekirdeklerinde kromatin kondensasyonu ve kiimelenmesinin gesitli evreleri (piknozis)
ve karyoreksis goriiliir. Bu morfolojik goriinim molekiiler diizeyde DNA’nin
niikleozom boyutundaki parcalara ayrilmasi ile ortaya ¢ikar. Hiicreler hizla biiziilerek
sitoplazmik tomurcuklar olusturur. Membranla ¢evrili sitozol ve organeller igeren
vezikiillerden olusan apoptotik cisimlere parcalanir. Apoptotik cisimler disar1 atilarak
inflamatuar yanita yol agmaksizin hizla fagosite edilirler. Fagositik hiicrelerden
salgilanan sitokinler enflamatuar yanitin gergeklesmesini inhibe ederler. Apoptotik

cisimlerin hizla fagosite edilmeleri de enflamasyonun ortaya ¢ikmamasi i¢in sebep olan

diger bir nedendir (13,14).

2.4. DNA YAPISI
Hiicrede kalitsal bilgiyi tasiyan ve bu bilgiyi proteinlere aktarmaktan sorumlu
olan makromolekiiller niikleik asitler olup deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik

asit (RNA) olarak iki cesittir. Kalitsal bilginin tasinmasindan DNA sorumludur.

Genetik materyalin biyokimyasal yapisina iligkin ¢aligmalar 19. yiizyilin ikinci
yarisinda baslamistir. Genetik bilgiyi tasiyan molekiillerin ise niikleik asitler 6zellikle
de DNA oldugu, ilk defa 1943 yilinda Oswalt T. Avery, Colin Macloed ve Maclyn
McCarty tarafindan kanitlanmistir. Sonrasinda DNA’nin yapisini anlamak igin bir ¢ok

calisma yapilmis olup 1953 yilinda James D. Watson ve Francis H.C. Crick tarafindan
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yapilan ¢aligmada bugiin de halen gecerliligini koruyan DNA nin {i¢ boyutlu yapisi tarif
edilmistir (6,15).

Niikleik asitlerin ana yapisimi 5 karbonlu seker, azotlu baz ve fosfat
olusturmaktadir. DNA yapisinda 5 karbonlu deoksiriboz sekeri, RNA yapisinda ise yine
5 karbonlu riboz sekeri bulunmaktadir. Riboz ve deoksiriboz sekerleri arasindaki temel
fark deoksiriboz sekerinin 2 nolu karbon atomuna bagli -OH grubunun bulunmamasidir

(6,8) (Sekil 2-11).

Riboz Deoksiriboz
(D-Riboz) (D-2 Deoksiriboz)

Sekil 2-11: Riboz ve Deoksiriboz sekerlerinin yapisi (6).

Niikleik asitlerin yapisinda bulunan bazlar piirin ve pirimidin bazlar1 olarak
ikiye ayrilir. Piirin bazlar1 adenin ve guanin, pirimidin bazlari ise sitozin, urasil ve
timindir. Pirimidin bazlarindan timin ve sitozin DNA yapisinda, urasil ve sitozin RNA

yapisinda bulunmaktadir (Sekil 2-12) (Sekil 2-13).

e i
C ¢
/ 6\ _—N P 6\ - N
N7 sc— 7 \ HN 5C 7 \\
ok R
HC . 4c 9 HoN— 2 4 o /
3 g B 2N C G 9
H Tj
Adenin Guanin H

Sekil 2-12: Piirin bazlariin yapisi (6)
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Sekil 2-13: Pirimidin bazlarimin yapisi (6)

5 karbonlu sekerin 1 nolu karbon atomuna bir piirin (adenin ve guanin) veya
primidin (sitozin ve timin) bazi eklenmesiyle niikleozid, niiklozidin 5 nolu karbon
atomuna bir fosforik asit eklenmesiyle niikleotidler meydana gelir. Bu niikleotidlerin bir

araya gelmesiyle de niikleik asitler olusur (Sekil 2-14) (6).

H\N/H
Adenin |
7/ C N
N—C\ |(|; |
Fosfat N— \N4C_H
o HoH o g
[ | | /°~C—H Deoksiriboz
H—O—P—0—C—iC |
| | NgL—H
(|3 H /| |
H H? H
H

Sekil 2-14: Niikleotidlerin yapisi (8)

DNA bir eksen etrafinda, birbirine antiparalel olarak devam eden ¢ift zincirden
olusmus sarmal bir yapidadir. Cift sarmalin disa bakan yiiziinde ve su molekiillerine
doniik olarak hidrofilik (bir molekiiliin hidrojen baglari kurarak suya baglanabilme

ozelligi) ozellige sahip seker ve negatif yiiklii fosfat {initeleri, ice bakan yiiziinde ise ana
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eksene dik olarak hidrofobik (bir molekiiliin sudan kaginma 6zelligi) 6zellige sahip olan
plrin ve pirimidin bazlar1 yer almaktadir. Seker ve negatif yiiklii fosfat {initeleri
birbirine fosfodiester baglar ile tutunurlar. Adenin daima iki hidrojen bagi ile timine,
guanin ise daima {ii¢ hidrojen bagi ile sitozine baglanmaktadir. Dolayisiyla, DNA
molekiiliiniiniin iki zincirini plirin ve pirimidin bazlar1 arasinda yer alan hidrojen baglari

bir arada tutmaktadir (6,8,15) (Sekil 2-15).

Sekil 2-15: DNA yapis1 (16)

DNA molekiiliiniin boyu organizmadan organizmaya cesitlilik gosterir.
DNA’daki baz ¢ifti sayist kilobaz (1000 bazlik uzunluk) olarak ifade edilir. DNA
molekiilii oda sicakliginda (20-25 °C) ve pH 7.0 civarinda viskoz bir yapidadir. Yiiksek
sicaklik, diisiik veya yliksek pH derecelerine tabi tutulan DNA molekiiliiniin yapisinda
hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler bozulacagindan DNA sarmali agilmaya
baglar. Fosfodiester baglar1 kopmadan bazlar arasindaki hidrojen baglarinin kopmasi ve

DNA’nin ¢ift zincirinin birbirinden ayrilmasina DNA denatiirasyonu denir (6).

2.4.1. DNA HASARI

Genetik bilgiyi tasiyan ve bu bilgiyi nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA
tizerinde siirekli hasar meydana gelmektedir (17). Genetik toksisite ya da genotoksisite
terimi ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen DNA eklentileri, DNA
kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, klastojenite (kromozom kirilmasi

ve buna bagl olarak kromozom parcalarindaki kayip, artma ya da diizensizliklerin
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olmas1) ve andploidi (kromozomlarin normal diploid (46) sayidan farkli sayida olmasi)
gibi hasarlar1 kapsamaktadir (18). Her bir insan DNA’sinda bir giinde kodlanamayan
veya yanhs kodlamaya sebep olan yaklagik 10* adet hasar meydana gelir (19). DNA
lizerinde olusan hasarlar onarim mekanizmalar1 tarafindan tamir edilirler. Tamir
mekanizmasinin yetersiz kaldigi veya DNA iizerinde fazla hasar meydana geldigi

durumlarda ise olusan hasar, hiicre 6liimiine veya mutasyonlara sebep olur (17).

DNA {izerinde olusan hasarlar iki gruba ayrilir. Bunlar;
1. Kendiliginden degisimler sonucu olusan hasarlar

a) Yanhs eslesme: DNA sentezi sirasinda bazlarin Adenin (A) = Timin (T) ,
Guanin (G) = Sitozin (C) seklinde eslesmesi gerekirken yanlis baz eslesmesinin
gerceklesmesi sonucu DNA hasari olusur. Yanlis eslesme DNA sentezi sirasinda

gerceklesebilecegi gibi, DNA tamiri esnasinda da meydana gelebilir.

b) Oksidatif hasar: Serbest oksijen radikalleri deoksiriboz fosfat iskeletinde

hasara, bazlarin modifikasyonuna ve DNA- protein ¢apraz baglarinin olusumuna sebep

olur (17).

Normal DNA metabolizmasi sirasinda bir giinde her hiicrede 178 adet 8-OH
guanin kalintis1 olustugu belirlenmistir (20). DNA oksidasyon tiriinleri arasinda en ¢ok

olusan 8-OH guaninin G = C — T = A mutasyonuna sebep oldugu bilinmektedir (17).
¢) Bazlarin yapisinda spontan gelisen degisimler

Keto-enol tautomerizm: Bazlarin yapisal izomerinin olmasi, o bazin eslesme
Ozelligini degistirir. Bazlardaki azot atomlar1 genellikle —NH, formunda goriiliirken,
bazen -NH formuna da doéniisebilir. Bu donilisiim nedeniyle de yanlis baz eslesmeleri
meydana gelmektedir. Ornegin; timin ¢ogu zaman keto (C=0) formunda iken, nadir
olarak enol (C-OH) formuna doniistiigii zaman, yeni konumlar1 yanlis baz eslesmesine

uygun hale gelir (17).

Bazlarin deaminasyonu: Her bir bazin deaminasyonu (bir molekiilden bir amin
grubunun ¢ikarilmasi ) sonucu farkli yapilar olusur (Sekil 2-16). Adenin, guanin ve
sitozinin deaminasyonu sonucu olusan yapilar DNA tamir mekanizmas1 tarafindan

onarilir. Fakat DNA metilasyonu (bir kimyasal bilesige bir metil grubunun baglanmasi)
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sonucu olusan 5-metil sitozinin deaminasyona ugramasi sonucu timin olusur. Timin
DNA’nin kendi bazi oldugu i¢in onarim mekanizmalari tarafindan gozden kacirilarak,

mutasyonlara sebep olur (17).

NH:2
H20
{
0 N NH3
Sitozin Urasil

Sekil 2-16: Deaminasyon sonucu sitozinin urasile doniisiimii (21)

d) Baz kaybi: Piirin ve pirimidin bazlarinin termal dayanikliligina bagl olarak
bazlarin uzaklastirilmis oldugu bélgeler meydana gelir. Baz kaybi replikasyonu
etkileyecegi gibi fosfodiester baglarinin kolayca hidroliz olmasi sonucu zincir

kiriklarina da sebep olacaktir (17).

2. Cevresel nedenlerle olusan hasarlar
Fiziksel ajanlar
a) Ultraviyole 1s1nlar1 (UV)

UV 1sinmin DNA tarafindan absorbe edilmesi sonucu hasarlar meydana gelir.
Siklikla timin dimeri (komsu iki timin bazinin kovalent bag ile baglanmasi) seklinde
pirimidin dimerleri meydana gelir. Bu dimerler replikasyon ve transkripsiyonu engeller
(Sekil 2-17).



23

O O
/l\ CH3 (:H3 /\
vl T
0=C C G C=0
N /
NTn W N
| I
deoksiriboz deoksiriboz

Sekil 2-17: Timin dimeri (17)

UV 1sminin sebep oldugu diger hasar sekilleri ise DNA ¢apraz baglar1 (DNA-
protein ve daha az DNA-DNA ¢apraz baglari) ve zincir kiriklaridir (17,21).

b) Iyonize radyasyon

Radyasyondan kaynaklanan hiicre oliimii, genetik mutasyonlar ve kanser
olusumunun ana sebebi olan DNA hasari, farklh sekillerde goriilebilir: Tek veya cift
DNA zincirinin kirilmasi, heliks yapist icerisindeki DNA zincirlerinin diger DNA
zincirleri veya proteinlerle ¢capraz baglanmasi, baz degisimi veya kaybi, DNA zincirleri

arasindaki hidrojen baglarinin kopmasi.

Radyasyondan kaynaklanan hasarlarin en 6nemlisi tek ve ¢ift zincir kiriklaridir.
Tek zincir kiriklarmin ¢ogu, saglam diger zincir sablon olarak kullanilarak tamir
edilebilmektedir. Yanlis tamir edilmesi sonucu mutasyona sebep olabilir ve hiicre
boliinmesini engelleyebilir. Cift zincir kiriklarinda ise, DNA molekiiliiniin her iki zinciri
hasar gormiistiir. Her iki zincirdeki hasar goren bdlgeler birbirinden uzak oldugunda,
hasar kolaylikla tamir edilebilmekteyken; ayni lokasyon veya birka¢ baz ¢ifti icinde
olusan hasarin tamiri, saglam sablon zircir eksikligi nedeniyle zorlasir ve genellikle
yanlig tamir ile sonuglanabilir. Cift zincir kiriklarinin, hiicre 6limii, karsinogenezis ve

kalitimsal etkilerin ¢cogunun sorumlusu oldugu diistintilmektedir (22).

Kirilan niikleik asit baglarinin ¢esidi ve sayisi, radyasyonun ¢esidi ve dozu,
maruziyetler arasindaki siire, hiicrenin hasar tamir yetenegi ve maruziyet esnasinda
hiicre dongiisiiniin hangi asamasinda olundugu hiicre hasarini etkileyen ¢esitli faktorler
arasindadir (23). Radyasyona maruziyet esnasinda hiicrenin, hiicre dongiisiiniin hangi
asamasinda olduguna bagli olarak olusabilecek hasar degisir. Eger maruziyet DNA

sentezinden sonra olusursa, etkilenen kromozomun sadece bir kolu kirilir (kromatit
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aberasyonu). Kirik, DNA sentezi oncesi olusursa hasar bir sonraki mitozda her iki kolda
kirik olarak ortaya ¢ikmaktadir (kromozom aberasyonu). Bir ¢ok basit kirik tamir

mekanizmalari tarafindan diizeltilebilmektedir (Sekil 2-18) (22).

+ DNA
I§m| sentezi
0 0 0

Sekil 2-18: Kromotid ve kromozom aberasyonu (22)

W

Kimyasal ajanlar: Alkilleyici maddeler (pek c¢ogu anti-kanser ilaci olarak
kullanilir), ¢apraz baglayicilar (nitr6z oksitkiikiirt mustard v.s.), fenitoin, warfarin,

rifampin gibi kimyasallar DNA hasarina sebep olabilmektedir (17).

2.4.2. DNA ONARIMI

Bir hiicrenin biitlinliigii ve hayatta kalmasi ciddi olarak gen stabilitesine baglidir.
Insan genomu siirekli olarak DNA hasarina yol acan i¢ ve dis ajanlarmn (serbest oksijen
radikalleri, 1yonize radyasyon, UV 15181 ve cesitli kimyasal ajanlar) tehdidi altindadir
(24). DNA da kendiliginden olusan hasarlar, hasar1 taniyip tamir eden sistemler
tarafindan en aza indirilmektedir. Hiicrenin yasamini devam ettirebilmesi icin gerekli
olan bu tamir sistemi replikasyon kadar kompleks bir sistemdir. DNA hasari olustugu

zaman hiicrede dort cevap olusmaktadir;

1. Hasar almis DNA c¢ikarilip DNA’nin yeniden yapilandirilmasinin saglanmasi.
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2. Kontrol noktalarimin aktivasyonu ile hiicre dongiistiniin durdurulmasi ve

DNA’nin kendini tamir i¢in imkan saglanmasi.

3. Hiicrenin gen transkripsiyonunun diizeyi, hiicrenin yararina olacak bigimde

degistirilmesi (transkripsiyonel cevap).

4. Tamir edilemeyecek diizeyde ciddi hassar gormiis hiicrelerin elenmesi
(apoptozis) (2,24,25).

Bir biitiin olarak bu cevaplar hiicrenin kaderini belirler. DNA hasarina yol agan
ajanlarin tetikledigi farkli DNA lezyonlar1 ve eklentileri genis bir aralikta oldugundan
hiicrede ¢oklu DNA tamir yolaklarina ihtiya¢ vardir. Bu yolaklar:

a) 0-6- alkilguanin DNA alkil transferaz ile direkt onarim
b) Baz ¢ikarma onarimu ile baz hasarlarinin ve tek zincir kiriklariin onarimi

c) Homolog rekombinasyon, homolog olmayan serbest u¢ baglanmasi ve tek

zincir baglanmasi ile ¢ift zincir kiriklarinin onarimi
d) DNA eklentilerinin niikleotid ¢ikarma onarimai ile tamiri
e) DNA zincirler arasi ¢apraz bag onarimi

f) DNA hatali eslesme onarimi ile hatali eslesmelerin insersiyon delesyon

noktalarinin tamiri (24) (Sekil 2-19).

DNAHasan

[ [ |

I . Transkripsiyonel G Kontrol Noktast
Apoptozis Cevap DNA Tamiri Aktivasyonu
I
| | | |
Direkt ORanMm Baz Gikarma Onanmi CiftZincirKirklan Nkleotid Clkarma
Onarimi Onarimi

Sekil 2-19: DNA hasarina karsi hiicresel cevaplar ve DNA tamir yolaklari (24)

Zincirler arasi Capraz

Hatali Eslegme Bag Onarimi
Onarimi
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2.4.3. DNA HASARI ve ONARIM HATALARI iLE HASTALIKLAR
ARASINDAKI ILISKI

Hasar gormiis hiicrede tamir mekanizmalarimin herhangi birinin islev gormemesi
sonucu hiicre diizeyinde varolan DNA hasari nedeni ile genomik kararsizligin,
organizma diizeyinde ise ¢esitli hastaliklarin (kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem
hastaliklar1 gibi) etyolojisinde, kanserde, infertilitede ve yaslanmada etkili bir roliiniin
oldugu distiniilmektedir (3,17,18). Mutasyona ugramis DNA igeren mitokondrilerin
varligi ile iligkili olarak fizyolojik yaslanma, Alzheimer hastaligi, diyabet, kalp
yetersizligi, sagirlik, kanser ve kas hastaliklarinin goriildiigli yapilan ¢alismalarla ortaya

konulmustur (26).

Kanserlerin biiyiik bir kismi onarilamamis DNA hasarindan kaynaklanir. Hatali
eslesmenin onarimindaki bozukluga bagli olarak kalitsal non-polipozal kolorektal
kansere, baz cikarma onarimindaki bir bozukluga baglh olarak kolorektal kansere,
niikleotid ¢ikarma onarimina bagl olarak giinese duyarlilik ve UV kaynakli cilt kanseri
riskinde artiga sebep olmaktadir. Prostat kanseri baglangicinda genetik bir faktor olarak
DNA metilasyonu Onemli bir rol oynar (21). Nikleotid ¢ikarma onarim
mekanizmasinda gorev alan proteinlerden herhangi birini kodlayan genlerdeki
mutasyona bagli olarak nadir goriilen, resesif gecisli li¢ farkli hastaliga sebep
olmaktadir. Bu sendromlar kseroderma pigmentosum, cockayne sendromu ve
trikotiyodistrofidir (27).

2.5. PANORAMIK RADYOGRAFI

Ekstra-oral bir teknik olan panoramik radyografi, alt gene ve st ¢eneyi, disleri
ve cevreleyen dokulari, kisaca kavisli yiizeyleri diiz bir satth halinde tek bir film
izerinde gostermeye yarayan bir tekniktir. Panoramik radyografik goriintii, donen bir X
1s1n1 kaynagi tarafindan {iretilen, alt ¢cene ve iist cenenin farkli kalinliklarda tomografik
goriintiistinii alan kavisli kesitidir. Uygulanmasi kolay bir teknik olmasi ve goreceli
olarak diisiik radyasyon dozunun olmasi nedeniyle dis hekimliginde ¢ok sik tercih edilir

(23,28,29,30).

Panoramik radyografi metodunu ilk tasarlayan (1933) ve deneyini uygulayan
(1934) Japonya’dan Dr. Hisatugu Numata'dir. Numata, kavisli bir filmi agiz igine

dislerin lingualine yerlestirmis ve filmi ekspoz etmek iizere hastanin ¢enesinin etrafinda
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donen dar X-151n1 demeti kullanmugtir. 12 yil sonra, 1946'da, Finlandiya’dan Dr. Y1jo
Veli Paatero, dis arklar1 i¢in panoramik radyografinin dar 15 demeti (slit beam)
metodunu tasarlamistir. Dr. Paatero klinik radyografi ¢ekimine uygun ilk
orthopantomografiyi 1959 yilinda tamamlamis olup akabinde 1960 yilinda klinik
uygunluk onaymi almistir. Ticari olarak ilk {iretilen orthopantomograf 1961 yilinda

piyasaya ¢ikmistir (31,32).

Panoramik radyografi analog ve dijital olarak iki sekilde elde edilebilir. 20.
yiizyilin ikinci yarisinda analog olarak kullanilmaya baslanan panoramik radyografi,
1987 yilindan itibaren dijital olarak da kullanilmaya baglanmistir. Dijital radyografinin
analog radyografiye kiyasla en temel iistiinliigii radyasyon dozunda %80’e varan azalma
saglamasidir. Diger avantajlar1 arasinda, goriintiiniin kisa siirede elde edilebilmesi,
karanlik oda ile banyo islemini ve dolayisiyla bu siiregten kaynaklanan hatalar1 ortadan
kaldirmast ve ilave radyasyon maruziyetine gerek olmaksizin iretilen goriintiiniin
kontrast, keskinlik vb. agilardan tekrar islenebilmesine imkan vermesi sayilabilir.
Halihazirda, direkt sistem olarak CCD (Charge-Coupled Device) ve CMOS
(Complementary Metal Oxide Semiconductor), indirekt sistem olarak PSP (photo-
stimulable phosphor) olmak iizere dental goriintilemede kullanilan 3 tip dijital

radyografi sistemi vardir (22,29).

Panoramik radyografi, goriintiilenmek istenen objenin yerlestirildigi ve imaj
tabakas1 denilen merkezi bir nokta veya diizlem etrafinda bir X 151m1 kaynagi ve goriintii
alicistnin karsilikli hareketine dayali bir prensip ile ¢alisir (22). Imaj tabakasi, yapilarin
uniform magnifikasyon gdsterdigi ve radyografta daha keskin gériindiigii bolgedir. Imaj
tabakasinin sekli ve genisligi, cihazdan cihaza degismekle birlikte, genelde at nali
seklindedir. Imaj katmam disindaki yapilar bulamk, magnifikasyona ugramis veya
boyut olarak kiiclilmiis goriiniirler. Bazen de taninmayacak kadar distorsiyona
ugrayabilirler. Magnifikasyonun veya distorsiyonun  siddeti yapilarin goriintii
tabakasmma olan uzakligina gore degisir (22,30). Radyografinin kalitesi hasta
pozisyonunun tam olarak ayarlanmasi ve g¢ekim esnasinda hastanin bu pozisyonu
korumasi ile miimkiin olur (22,29). Panoramik radyografi %10 ile %30 arasinda degisen
bir magnifikasyona sahiptir. Bazen magnifikasyon, ayni panoramik goriintii igerisinde
farkli bolgelerde bile degisiklik gosterir. Ayrica goriintii magnifikasyonu konumlama
hatalar1 oldugunda daha degiskendir (30).
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Yiiz kemiklerinin ve dislerin genis kapsamli bir sekilde goriintiilenebilmesi, 10
uSv gibi diisiik dozda radyasyona sahip olmasi, diisiik maliyetli olmasi, hastalar icin
uygulama kolayhigi, agiz agiklig1 kisith hastalarda da kullanilabilmesi, goriintiilemenin
cok kisa siirede alinabilmesi ve hasta egitimi ve vaka sunumlarinda faydali bir arag
olmas1 panoramik radyografinin baslica avantajlar1 arasindadir. Iyi anatomik detay
vermemesi ve goriintiide esit olmayan magnifikasyon ile distorsiyonlar ise temel

dezavantajlaridir (22,33).

Panoramik radyografi ile tiim disler ve tutucu dokular, orbita boslugunun 1/3 iist
kismina kadar olan maksiller bolge, maksiller siniisler, mandibula, temporomandibular
eklem rahatlikla izlenebilmektedir (34). Radyasyon dozu, agiz i¢i seri periapikal
radyografilere oranla oldukga azdir. Tek bir periapikal radyografide iyonize radyasyon
dozu 5 uSv iken panoramik radyografinin ise 9-26 uSv dir. Seri periapikal
radyografilere gore daha genis bir alan (disler, ¢ene kemikleri, komsu anatomik yapilar)

ayni film iizerinde goriintiilenebilir (22).

Panoramik radyografi, travma, 3. molar dislerin pozisyonunun belirlenmesi,
genis kapsamli dental veya kemik i¢i patolojiler, bilinen veya siiphe edilen biiyiik
lezyonlar, kemik gelisimi (6zellikle karma dentisyonda), kalmis dis veya kok,
temporomandibular eklem agrilar1 ve gelisimsel anomaliler gibi teshisinde cenelerin
genis kapsamli goriintiisiine ihtiyag duyulan durumlarda Klinik olarak en faydali

goriintiileme yontemidir (22).

Konumlama hatalart olmamasi kaydiyla panoramik radyografiler, kret kemigi
yiiksekligi, kemik kalitesi ve yogunlugu ve mandibular kanal, maksiler siniis ve nazal

fossanin kortikal sinirlarin1 6n degerlendirilmesinde faydalidir (30).

2.6. RADYASYON
Radyasyon atomlardan enerji salinmasi olarak tanimlanir (35). Bu salinma
parcaciklar veya elektromanyetik dalgalar seklinde gergeklesir (36,37). Iyonlastirict

etkisi olmayan ve iyonlastirici radyasyon olarak iki ana baslikta incelenir (Sekil 2-20).
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RADYASYON

ELEKTROMANYETIK PARTIKULER
RADYASYON RADYASYON
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ETKISI OLMAYAN RADYASYON

Sekil 2-20: Radyasyon (35)

2.6.1. Iyonlastirici etkisi olmayan radyasyon

Iyonlastiric1 etkisi olmayan radyasyonlar dalga boyu 107 metre’ye esit veya
daha yukari olan elektromanyetik radyasyonlardir. Iyonize olmayan radyasyonlar
arasinda radyo dalgalari, kizil Otesi ve goriiniir 151k sayilabilir. Iyonlastirict etkisi
olmayan radyasyonlarin foton enerjileri molekiillerin iyonizasyonuna sebep olmak i¢in
cok diistiktiir. Kimyasal baglarin kirilmasi i¢in de oldukga zayiftir (12 elektron volttan
daha diisiik) (37).

2.6.2. Iyonlastirici radyasyon

Bir atom veya molekiilden bir elektron koparip iyonlasmaya sebep olan
iyonlastirict radyasyon, kiitleli yapist olan partikiiler radyasyon ve foton enerjili dalga
karakterinde elektromanyetik radyasyon olmak iizere iki gruba ayrilir. Partikiiler
iyonlastirict radyasyon tipleri alfa (o) ve beta (B) partikiilleri, elektron, proton ve
ndtronlardir.  Iyonlastirict  yetenegi olan yiiksek enerjili fotonlardan olusan

elektromanyetik radyasyonlar ise X ve v 1sinlaridir (38).
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2.6.2.1. Iyonlastirici elektromanyetik radyasyon

Belirli bir enerjiye ve frekansa sahip kiitlesiz elektromanyetik dalgalardir.
Meydana gelis sekilleri itibariyle birbirinden ayrilan X ve vy 1smlar1 bu gruptadir (35). y
isinlari, radyoaktif bir ¢ekirdegin kararli hale ge¢mesi esnasinda parcalanarak aciga
cikan fazla enerji iken, X 1sinlarn ¢ekirdek disinda meydana gelen elektron kaynakli
1sinlardir (38).

2.6.2.2. Iyonlastiric1 partikiiler radyasyon
Belirli bir kiitlesi ve enerjisi olan hizli hareket eden pargaciklardir. Alfa (o) ve

beta (B) partikiilleri, elektron, proton ve notronlar bu gruptadir.

2.7. IYONLASTIRICI RADYASYONUN CANLILAR UZERINE ETKIiSI
Canlilarda biyolojik etkiye yol agabilecek diizeyde bir iyonlastirict radyasyon
ancak radyasyon enerjisinin, canliyi meydana getiren hiicre ve dokular1 tarafindan

sogurulmasi ve dokularda dagilmasi ile miimkiindiir (38).

Iyonlastiric1 radyasyonun canlilar {izerine etkisi dogrudan etki ve dolayl etki

olarak iki sekilde gergeklesir.

2.7.1. Dogrudan Etki

Dogrudan etkiler biyolojik molekiillerin iyonlastirici radyasyondan kaynaklanan
enerjiyl absorbe etmesi ve kararsiz serbest radikaller olusturmasi ile gergeklesir. Bu
etkiler 10™° saniyeden daha kisa bir siirede olusur. Serbest radikaller ¢ok reaktif olup
cok kisa siire igerisinde ayrigsarak veya capraz baglantilar kurarak kararli hale gelirler.
Radyasyona maruz kalan organizmalarda, biyolojik molekiiller yapisal ve fonksiyonel
olarak asil molekiilden tamamen farklilasmakta, dolayisiyla biyolojik degisimlere sebep
olmaktadir. X 1511 maruziyetinin biyolojik etkilerinin yaklagik olarak {iigte biri
dogrudan etkilerden kaynaklanir. X 1smlar1 hiicrede duyarli bdlgeler olan DNA veya
enzim molekiilii ile etkilesime girebilir. X 1sinlarmin DNA {izerine etkisiyle hidrojen
baglar1 kopar, bir veya iki DNA zinciri kirilir, seker fosfat iskeleti bozulur, DNA- DNA
veya DNA- protein ¢apraz baglanmalarma sebep olabilir. Biyolojik degisimler

nedeniyle hiicre 6liimii ile sonuglanabilir.
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2.7.2. Dolayh Etki

Biyolojik sistemin agirlik olarak yaklasik %70’ini olusturan su ile X 151m1
fotonlar1 ve diger biyolojik molekiiller sik sik etkilesime girer. Iyonlastirici radyasyona
maruziyet sonrasinda ortaya c¢ikan karmasik kimyasal degisiklikler en nihayetinde
suyun radyolizine sebebiyet verir. Su ile etkilesime giren X 1s1n1, serbet radikallerin
olusmasina sebep olur. Serbest radikaller birleserek H,O; gibi toksik iiriinler olusturur.
Hem peroksit radikalleri hem de hidrojen peroksit gibi toksik firiinler biyolojik
molekiillerde degisikliklere ve hiicre yikimina sebep olabilen okside edici ajanlardir.

(22,35)

Suyun radyasyona maruziyeti sonucu ortaya ¢ikan hidrojen ve hidroksil serbest
radikallerinin, organik molekiillerle etkilesime gegmesi sonucu organik serbest
radikaller olusur. Radyasyon kaynakli biyolojik hasarin yaklasik ticte ikisi dolayli
etkilerden kaynaklanir. Dolayli ve dogrudan etkiler, 10 saniyede gerceklesirken olusan

zarar saatler ile yillar icerisinde ortaya ¢ikabilir (22).

Canlilarda radyasyonun biyolojik etkileri deterministik ve stokastik etki olarak
siiflandirilir: Esik dozun iizerinde radyasyon maruziyeti nedeniyle bir ¢ok hiicrenin
Oliimiiniin yol a¢tig1 hasarlar (cilt yanigi, katarakt, 6lim vb.) deterministik etki olarak
adlandirilir. Stokastik etki ise herhangi bir doz miktarina bagli olmaksizin diisiik
dozlarda bile etkisi olabilen, kanser olusumu ve kaliimsal mutasyon ile
sonuglanabilecek hiicre diizeyindeki subletal hasar olarak adlandirilir. Klinik etki
derecesi deterministik etkide doz ile dogru orantili iken, stokastik etkide dozdan
bagimsizdir. Etki ihtimali deterministik etkide dozdan bagimsiz iken (esik doz iizeri tiim
bireyler etkilenir.), stokastik etkide doz ile dogru orantilidir. Stokastik etkinin en dnemli
sonucu karsinogenezistir. Kalitimsal etkiler de ¢ok az ihtimal dahilinde olsa da

miimkiindiir (22).

2.8. COMET ASSAY ILE DNA HASARININ BELIRLENMESi

Comet assay veya tek hiicre jel elektroforez yontemi hiicre diizeyinde DNA
hasarmin tespiti i¢in gelistirilen bir yontemdir. DNA hasar spesifik hiicre diizeyinde ilk
kez 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan belirlenmistir. Izole edilmis
hiicrelerde DNA hasar tespitinin hassasiyetini arttiran mikrojel elektroforez teknigi ise

1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilmistir (39,40). Ancak bu teknik



32

notral kosullarda uygulandigindan tek zincir kiriklarini tespit edememistir. Singh ve ark.
1988 yilinda elektroforezi kuvvetli alkali ortamda (pH>13) uygulayarak tek ve cift
zincir kiriklarinin tamaminin belirlenmesine imkan saglayan ve bugiin de kullanilan

metodu gelistirmislerdir (40).

2.8.1. Comet assay yontemi

Comet assay basit ve hizli olmasi, tek hiicre diizeyinde veri toplandigindan daha
saglam istatistiki analizlere imkan vermesi, 6rneklem i¢in daha az sayida hiicreye
ihtiya¢ duyulmasi (<10000), DNA hasarinin tespitindeki hassasiyeti farkli hiicre tipleri
ve DNA hasar cesitleri i¢in uygulanabilirligi ve radyoaktif isaretleme gerektirmemesi
nedeniyle, DNA hasar Ol¢iimiinde yaygin kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde
siispanse edilen hiicreler diisiik erime noktali agaroz jel ile karistirilarak lamlar iizerine
striiliir. Yiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren lizis islemine tabi tutulan
hiicrelerde zarlar pargalanip c¢ekirdekte bulunan silipersarim yapi alkali ortamda
gevseyerek acilir ve kiriklar ortaya ¢ikar. Daha sonra uygulanan elektroforez teknigi
ile ise anoda dogru hareket eden kirtk DNA zincirleri, kuyruklu yildiz goriintiisii
olustururlar. Serbestlesen DNA 1siga duyarli oldugundan, islemler karanlik odada
yiiriitiiliir. Comet sayimi tiim c¢alisma boyunca aym kisi tarafindan ve lamlarin orta

kismindan yapilir (40,41).

2.8.2. Comet assay basamaklari

2.8.2.1. Hiicrelerin hazirlanmasi

Tam kan Ornekleri, kiiltiire edilmis hiicreler, kemik iligi, primer insan
fibroblastlar1 ve doku 6rnekleri Comet assay yonteminde kullanilabilir. Her bir hiicrenin
hazirlik asamasinda fakliliklar vardir. DNA hasar calismasi tam kan orneklerinde
uygulandiginda heparinize kan, kiiltiir ortamina alinmaktadir. Diisiik erime noktali
agaroz ile kanstirilir. Lenfosit ve mononiikleer hiicrelerde DNA hasar ¢aligmalarinda
hiicre fraksiyonlar1 histopak ile izole edilerek kullanilir. Fibroblastta ve bazi doku
orneklerinde proteinlerin uzaklastirilmas: i¢in tripsin-EDTA uygulanir. Bu tip 6n
islemler uygulanan hiicreler daha 6nce agaroz jel ile 6n kaplama yapilmis lamlar

tizerine uygulanir.
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2.8.2.2. Lamlarin hazirlanmasi

On kaplama adi verilen normal erime noktali agaroz jelin lamlar iizerine
yayillmasi deneye baslamadan onceden hazirlanir ve kurutulur. Diislik erime noktali
agaroz jel icinde slispanse edilmis hiicreler 6n kaplama yapilmis lamlar {izerine yayilir.
Boylece iki jel icerisine hiicreler gomiiliir. Yiiksek hiicre konsantrasyonu cometlerin iist
iiste gelmesine neden olabilirken, yiiksek agaroz konsantrasyonu ise DNA gb¢ hizini ve
diger islem basamaklarini etkileyeceginden saglikli sonu¢ i¢in hiicre ve agaroz

konsatrasyonu 6nemlidir.

2.8.2.3. Lizis
Agaroz jel donduktan sonra yiiksek konsantrasyonda tuz, deterjan ve proteinaz
K igeren lizis ¢Ozeltisinde bir gece bekletilir. Lizis islemi sirasinda membranlar

parcalanir ve hiicre igerigi ¢ekirdekten uzaklastirilir.

2.8.2.4. Alkali ortamda DNA siipersarmal yapisinin acilmasi

Cift sarmal DNA yapisinin ¢oziilmesi i¢in hazirlanmis olan preparatlar yiiksek
alkali oOzellikteki elektroforez tamponununda bekletilir. DNA, zincir kiriklarinin
bulundugu noktalardan agilmaya baslar. Islem siiresi hiicre tipine ve arastirmaciya gore

degismekle birlikte genellikle 20 dk olarak uygulanir.

2.8.2.5. Elektroforez

Jel igerisinde olusan tek zincir DNA yine alkali ortamda elektroforeze tabi
tutulur. Hasar almamis DNA, ¢ekirdekten ¢ikamadigr i¢in kuyruklu yildiz goriintiisii
olusmaz. Ancak anoda dogru hareket eden DNA pargalarindan hasarli olanlar daha
geride kalarak kuyruklu yildiz goriintiisiinii verir. Elektroforez 25 V 300 mA akim ve
genellikle 25 dk siirede gergeklestirilir.

2.8.2.6. Notralizasyon
Jel pH’sinin nétralizasyonu i¢in lamlar nétralizasyon tamponu ile beser dakika

ara ile li¢ kez yikanir.

2.8.2.7. DNA boyama ve Cometlerin goriintiilenmesi
Cometlerin goriintiilenebilmesi icin DNA spesifik boyalar ve mikroskopta
uygun biiyiitme secilir. Comet sayimi hangi yontemle yapilirsa yapilsin cometlerin iyi

boyanmasi ¢ok onemlidir. Floresan boya olarak en yaygin etidyum bromiir kullanir.
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Genotoksisite analizlerinde en iyi tercih etidyum bromirdiir. Boyama sonrasi
mikroskosta anoda dogru ilerleyen DNA kiriklart kuyruklu yildiz goriintiisii verirken

hasarsiz DNA lar ise spot seklinde goriiliir.

2.8.2.8. Comet goriintiilerinin sayilmasi ve hasarin belirlenmesi

Cometlerin sayilmasinda iki farkli yol izlenebilir.
a) Gorsel analiz:

Gorsel degerlendirmede cometler hasar durumlarini gosteren DNA kuyruk
uzunluklarina gore 5 katagoride degerlendirilir. Parlak bagh kuyruksuz spot seklindeki
gorilintliler (hasar gormemis DNA) 0 katagorisine girerken ¢ok kii¢iik basli ve uzun
dagmik kuyruklu goriintiiler 4. katagoridedir. Her lamdan rastgele 100 hiicre se¢ilir. Her
biri i¢cin 0-4 katagorileri arasinda bir deger verilir. Her katagorideki comet sayisi

belirlenerek, spesifik formiillerle DNA hasar1 belirlenir.
b) Bilgisayarli goriintii analizi:

Mikroskoba bagli bir kamera sistemi ile cometlerin goriintiileri otomatik olarak
alinarak bilgisayar ortaminda analiz i¢in 0©zel gelistirilmis 0©zel yazilimlarda
degerlendirilir. Bu yazilimlar comet basinm1 kuyruktan ayirt edebilecek kuyruk uzunlugu,

kuyruk momenti gibi ¢esitli parametreleri belirleme imkani sunar (40,41)

2.9. MIKRONUKLEUS TESTI

Mikroniikleuslar hiicrenin mitotik boliinme asamasinda geride kalarak ig
iplik¢igine tutunmay1 basaramayan ve yavru hiicrelerin ana ¢ekirdegine dahil olmayan,
sitoplazmada ana c¢ekirdege benzer tam kromozom veya kromatit pargaciklarindan
Olusan yapilardir (1,42-46). Mikroniikleus olusumu hiicre dongiisiinii kontrol eden
genlerin eksikliginden, mitotik i§de olusan hatalardan, kinetokordan veya mitotik ig
aygitinin diger pargalarindan ve kromozom hasarlarindan kaynaklanmaktadir (45).
Andploidiye yol acan ajanlar i§ iplikcigini etkileyerek, klastojenler kromozom
kirikliklarina sebep olarak mikroniikleus olusumunu tetiklemektedir. Bu nedenle
mikrontikleus sayisindaki artis genomik kararsizligin gostergesi kabul edilmektedir (43-

46,48).
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Gilinlimiizde molekiiler epidemiyoloji g¢aligmalarinda ii¢ tip biyomarker One
cikmaktadir; maruziyet biyomarkerlart (kromozomal aberasyonlar, mikroniikleus,
kardes kromatit degisimi), duyarlilik biyomarkerlar1 (genetik polimorfizm), hastalik
biyomarkerlar1 (tim6r biyomarkerlar1). Genetik hasarin ve sebep oldugu hastaliklarin
biyoizlenmesi, teshisi ve tedavi uygulamalarinin gelistirilmesi i¢in ¢ok iyi bir aday olan

mikroniikleus testi, glivenilir ve minimal invaziv bir markerdir (48).

Mikroniikleus testi kromozomal hasarin degerlendirilmesinde ¢ok giivenilir bir
yontemdir. Yaygin olarak kullanilan standart genotoksisite test sisteminde yer almakta
olup in vivo ve in vitro olarak uygulanabilmektedir (1,45). Mikroniikleus testinin
avantajlar1 arasinda sayiminin nispeten kolay olmasi, farkli hiicre tiplerinde
uygulanabilmesi (lenfositler, kemik iligi hiicreleri, bukkal epitel hiicreler v.b.), daha
fazla sayida hiicre sayimindan elde edilebilen istatistik giicli ve maliyetinin az olmasi
sayilabilir (4,43,45,47). Noninvaziv metotla 6rnek toplama kolaylig1 testin genis

calisma gruplarinda uygulanabilmesine imkan verir (44).

Mikroniikleus testi ilk defa 1959 yilinda in vitro olarak Vicia faba (bakla)
koklerinde yapilan radyasyon ¢alismasinda kullanilmistir (48). In vivo olarak ise hayvan
kemik iligi calismalarinda 1970’lerin basinda kullanilmigtir. 1976 yilinda insan hiicresi
kan lenfositlerinde kullanilmis ve test sistemlerinde biyomarker olarak kullanilmasi
onerilmistir (49). Mikroniikleus testinin insan biyoizleme g¢aligmalarinda uygunlugu,
dokiintii bukkal mukoza hiicreleri ile 1982 yilinda yapilan caligmada ilk defa
tamimlanmustir (5,44,46,48).

Mikroniikleus (MN) testinin in vivo ve in vitro uygulamalarinda farkliliklar
vardir. In vitro MN testinde hiicrelerin mitoz béliinmesini saglayan medyum igerisinde
steril tiiplere ilave edilen hiicreler inkiibe edilir. Kimsayal bir maddenin genotoksik
etkisinin incelenmesi isteniyorsa, test maddesi inkiibasyonun 24. saatinde hiicre
ortamma ilave edilir. Inkiibasyon baslangicindan 44 saat sonra tiiplere sitokalasin-B
maddesi ilave edilir. Bu madde sitokinezi engellemekte ve iki ¢ekirdekli hiicre
olusumunu saglamaktadir. Daha sonra uygun protokoller uygulanarak hazirlanan
preparatlar mikroniikleuslarin goriinlir olmasi i¢in boyanir. Her bir preparattan iki
cekirdekli hiicreler (genellikle 2000 tane) 151tk mikroskobu altinda sayilir. Bu sayilan
hiicreler igerisinden mikroniikleus olusumu gozlenen hiicreler belirlenir. In vivo MN

testlerinde ise sitokolasin-B uygulamas: yapilmadan uygun protokollerle hazirlanan
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hiicreler yine 151k mikroskobu altinda gdzlemlenerek mikroniikleus olugumlar tespit
edilir. Genellikle in vivo MN testlerinde periferal kan veya kemik iligi hiicrelerindeki
tam olarak olgunlagsmamis (polikromatik) eritrositlerin analizi yapilarak, test edilen
maddenin kromozomal hasar yapip yapmadigi arastirilir. Kemik iligi ile yapilan
calismada yontem su sekildedir: Test maddesi uygulanan hayvanlar belirli bir siire sonra
oldiiriilerek femur cikartilir. Femurdan alinan hiicreler fetal bovine serum igerisine
alinarak santrifij edilir. Stipernatant atilip geri kalan kisma bir miktar daha fetal bovine
serum ilave edilerek siispanse edilir. Daha sonra temiz lam iizerine yayilirlar. Lamlar
boyanarak incelenmeye hazir hale getirilir. Lenfosit kiiltiir hiicrelerinin yaninda
eksfolyatif hiicreler ile de calismalar yapilmaktadir. Boylelikle agiz, burun ve brong
hiicrelerinde de kimyasallarin ve enfeksiyonlarin etkilerinin degerlendirilmesi imkani
elde edilmistir. Hizla ¢cogalan bu epitel dokularin yiizeyini olusturan doékiintii hiicreler
kolaylikla elde edilebilmekte ve ugradiklar1 genotoksik hasari gosterilebilmektedirler.
Bu hiicreler kromozom kiriklarini, premaling degisikliklerini ve kanseri
gosterebildiklerinden biyomarker olarak degerlendirilmekte ve karsinojenlere maruz
kalms kisilerdeki artmis kanser riskini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Dokiintii
hiicrelerde uygulanan MN testinde, alinan hiicrelere uygun boyama teknikleri
uygulanarak preparatlar hazirlanir. Isik mikroskobu altinda mikroniikleus gozlenen

hiicreler sayilir (45,46)

MN testi genotoksik, sitotoksik ve karsinojenik ajanlarin hiicre iizerindeki
etkilerinin analizinde kullanilmaktadir. Genomik hasarin gelisimsel ve dejeneratif
hastaliklarin en onemli sebeplerinden biri olabilecegi ve genotoksinlere cevresel ve
mesleki maruziyet, medikal prosediirler (radyasyon ve kimyasallar), mikrobesin
yetmezligi (folik asit), yasam tarz1 faktorleri (alkol, sigara uyusturucu, stres) ve genetik
faktorler (DNA metabolizma ve veya tamirinde kalitimsal defektler) tarafindan

kaynaklandig1 bilinmektedir (48,44,45).



37

3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Calismamiza dahil edilen hastalardan panoramik radyografi ¢ekilmeden hemen
once ve 15 giin sonra alinan hiicrelerindeki hiicre hasarmi goézlemlemek amaciyla
uygulanan mikroniikleus testinde gerekli olan kimyasal maddeler ile alinan hiicrelerin
DNA hasarim1 gosteren Comet Assay yonteminde kullanilan kimyasal maddeler ve
gerecler asagida belirtilmistir. Comet Assay yonteminde kullanilan ¢ozeltiler; PBS (Tuz
iceren yikama eriyigi), normal erime noktali agaroz (%1), diisiik erime noktali agaroz
(%1), lizis tamponu, elektroforez tamponu, nétralizasyon tamponu ve boyama
sollisyonu hazirlama prosediirii ayrintili olarak anlatilmistir.

3.1.1. Cahismada Kullanilan Maddeler

3.1.1.1. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi I¢cin Kimyasal Maddeler ve Gerecler
Triton X-100 (Sigma)

Normal erime noktali agaroz (Sigma)

Diisiik erime noktali agaroz (Sigma)

Ethidium bromid (MP Biotech)

Trizma Base (Sigma)

Sodium chloride NaCl (Merck)

Sodium Hydroxide NaOH (Merck)

Disodium EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit) (Amresco)
Phosphate Buffered Saline (PBS) (Ca++, Mg++ free) (Pan biotech)
Proteinaz K (MP Biomedicals)

15 ml falcon tiip (TPP)

Mikropipet ve u¢ (CAPP )

Eppendorf tiip 0.5 ml (CAPP)

Eppendorf tiip 1.5 ml (CAPP)

Lam (Lamtek)



Lamel 24x60 (Lamtek)
Dmem f12 with 15mm hepes (Lonza)
Fetal bovine serum (Gibco)
Penicillin stretomycin solusyon (Pan biotech)
Sybr Green (Biotium)
5 ml round bottom tubes (Falcon)
3.1.1.2. Mikroniikleus Testi Kullanilan Kimyasal Maddeler:
%96- %80-%70-%50 derecelik alkol
Hematoksilen boyasi (Merck)
Asit alkol
Orange G boyast (Bio Optica/Papanicolau OG6)
EA-65 (Papanicolaou) boyas1 (Merck)
Aseton
Ksilol
3.1.2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar:
Distile su cihazi (GFL),
Elektroforez gii¢ kaynagi (Biorad Model 200/2.0),
Isik Mikroskobu (Olympus),
Floresan mikroskobu (Olympus BX51),
Goriintiileme sistemi (DP2-BSW),
Santrifiij (Hettich-Universal 30 2S),
pH metre (WTW Inolab),
Isitic1 Tabla (Wisd),
Maxi yatay elektroforez tanki (Peqlab),

Inkiibatdr (Heraeus)
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3.1.3. Calismada Kullanilan Cozeltiler:

3.1.3.1. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi I¢in Kullanilan Cézeltiler
PBS (Tuz i¢ceren yikama eriyigi)

1,44 g/l Na;HPO,4.2H,0

0,2 g/l KH,HPO,

8,0 g/l NaCl

0,2 g/l KCI

800 ml dH,0 ile ¢oziilerek pH:7.4 olacak sekilde ayarlanarak son hacim 1 1t’ye

tamamlanmustir.

Normal Erime Noktah Agaroz (%1)
30 mg Normal Erime Noktali Agaroz

3000 ul dH,0 igerisinde ¢oziiliir.

Diisiik Erime Noktali Agaroz (%1)
10 mg Normal Erime Noktal1 Agaroz

1000 ul dH,0 igerisinde ¢oziiliir.

Lizis Tamponu

2,5 M NaCl

100 mM EDTA

10 mM Trizma Base
% 1 Triton X-100

pH 10 olacak sekilde ayarlanarak son hacim dH,O ile 1000 ml’ye

tamamlanmastir.
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Elektroforez Tamponu
200 g NaOH

500 ml dH0 iginde ¢oziiliir.
14,89 g EDTA

pH 10 olacak seklide ayarlanarak son hacim dH,O ile 200 ml’ye

tamamlanmaistir.
Bu hazirlanan iki ¢6zeltiden
30 ml NaOH
5ml EDTA

pH >13 olacak sekilde ayarlanarak son hacim dH,O ile 1000 ml’ye

tamamlanmuistir.

Notralizasyon Tamponu
48,5 g Trizma Base

pH 7,5 olacak sekilde ayarlanarak son hacim dH,O ile 1000 ml’ye

tamamlanmustir.

Boyama Soliisyonu

10X Stok:

10 mg etidyum bromiir (20 pg/mL)
50 ml dH0 ile karigtirilmastir.

1X Stok:

10X stoktan 1 ml alinarak son hacim 9 ml dH,0 ile tamamlanmustir.

3.1.4. Calismaya dahil edilen bireyler:

3.1.4.1. Hasta Secimi:
Klinigimize dis tedavisi amaciyla bagvuran zaten panoramik radyografi ¢ekim

endikasyonu almis ve kriterlerimize uygun goniillii hastalar dahil edilmistir. Calismaya
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dahil edilen hastalardan Kodak 8000 dijital panoramik rontgen cihazinda radyografiler
cekilmistir (Kadinlarda 68-70 KVp 4mA; erkeklerde 70-75 KVp 6,3-8 mA 13,9s

parametreleri ile).

3.1.4.2. Arastirmaya Dahil Olma Kriterleri:
Calismaya dahil edilecek hastalarin son bir sene iginde bas-boyun bdlgesinden

herhangi bir radyografik tetkik uygulanmamis olmasi,

Aragtirmaya dahil olan tiim bireylerin, c¢alismanin amacit ve yontemi
aciklandiktan ve Goniillii Bilgilendirme ve Onay Formu’ nu okumalarit saglandiktan

sonra, gonillii olarak Goniillii Onay Formunu imzalamis olmalari,

Sigara igmeyen Ve alkol kullanmayan hastalar,

Herhangi bir sistemik hastaligi olmayan hastalar,

Diizenli olarak agiz gargaralar1 kullanmayan hastalar olarak belirlenmistir.
3.1.4.3. Arastirmaya Dahil Olmama Kriterleri

Arastirma siiresince arastirmadan goniillii olarak ayrilmak isteyenler,

Son 1 sene igerisinde bas-boyun bdlgesinden radyografik tetkik yapilmis olmasi,

Sigara ve alkol kullanan hastalar,

Diizenli olarak ag1z gargaralar1 kullanan hastalar,

Caligmaya katilmasina engel olacak herhangi bir sistemik rahatsizlig1 olan hasta
olan hastalar aragtirmamiza dahil edilmemistir.
3.2. YONTEMLER

3.2.1. Siiriintii hiicre alinmasi

Dis tedavisi nedeniyle panoramik radyografi cekilecek olan ve calismaya
katilmay1 kabul eden hastalardan agzini {i¢ kez su ile ¢alkalamasi istenmis ve sonrasinda
cytobrush yardimi ile hem sag hem sol yanak mukozalarindan nazikge siiriilerek
hiicreler alinmigtir. Hiicre alma islemi panoramik rontgen ¢ekilmeden hemen 6nce ve 15

giin sonra gerceklestirilmistir.
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3.2.2. Alinan hiicrelerin ¢ekirdek yapilarinin incelenmesi

3.2.2.1. Hiicrelerin alinmasi
Cytobrush ile yanak igerisinden alinan hiicre 6rnekleri hemen lam iizerine seri
bir sekilde ince bir tabaka halinde yayilmistir. Lam hemen %96’lik alkolle fikse

edilerek salelerde alkol igerisinde sitoloji laboratuvara gotiiriilmiistiir.

3.2.2.2. Lamlarin hazirlanmasi

Sale igerisindeki lamlar en az 30 dakika bekletilmistir. Bu siire dolduktan sonra
strastyla %9611k, %80’lik, %70’lik, %50°lik etil alkol bulunan salelerde her birinde
10’ar kez daldirilip ¢ikarilmistir. Su ile yikanmistir. Hematoksilen boyasinda 5 dakika
tutulup boyanin uzaklastirilmasi i¢in suya alinan lamlar burada yikanmistir. Lamlarin
fazla boyasi asit alkolde giderilmis %4’liik amonyakli suda morartilmistir. Tekrar
strasiyla %50°1ik, %70’lik, %80’lik ve %96’lik etil alkolden ge¢irilmistir. Orange G de
5 dakika bekletilmistir. iki farkl1 salede bulunan 96’lik etil alkollerden gegirilmistir. 5
dakika EA65 boya soliisyonunda (papanicolau) bekletilmistir. 4 farkli salede bulunan
%96°lik etil alkollerden gegirilmistir. ki farkli salede bulunan aseton asamasindan
gecirilmistir. Iki farkli salede bulunan ksilolden gegirilen lamlar kapatma soliisyonu ile

kapatilmistir.

Sitolojik materyal 151k mikroskobunda incelenmis olup her bir drnekten 1000
hiicre sayilmistir. Bu sayilan hiicrelerin mikroniikleus varligi, niikleusta goriilen piknoz,

karyolizis ve karyoreksis degerlendirilmistir.

3.2.3. Alinan hiicrelerin DNA hasarinin comet assay yontemi ile incelenmesi

3.2.3.1. Hiicrelerin alinmasi

Cytobrush yardimi ile hem sag hem sol yanak mukozalarindan iki tur
dondiirerek 6rnek toplanmistir. %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 Penisilin-
Streptomisin {izerine DMEM F12 (Dulbecco's Modified Eagle's medium) eklenerek
toplam hacmin 30 ml olmasi saglanmistir. Hazirlanan soliisyona Ornek birakilmis 30
dakika igerisinde Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri
Bolimii Biyofizik Anabilim Dali’na gotiiriilmistiir. 3000 devirde 5 dk. santrifiij
yapilarak supernatant atilmis ve peletin {izerine ayni soliisyondan 1 ml eklenip thoma

laminda sayim yapilmistir.
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3.2.3.2. Slaytlarin Hazirlanmasi

% 1’lik disiik erime noktali agaroz (LMPA) ve % 1’lik normal erime noktali
(NMPA) agaroz distile su igerisinde hazirlanmis ve agaroz ¢oziiliinceye kadar
isitilmigtir. Lamlart metanole batirarak daha sonra atesten gecirilmistir. NMPA sicakken
lamin iizerine dokiilmiis (160ul) ve kurumasi i¢in ya agik havada veya 50°C ortamda

bekletilerek kullanana kadar oda sicakliginda tutulmustur.

3.2.3.3. Hiicre Izolasyonu/Uygulanmasi

Hazirlanmis olan lamin tizerine 5-10ul PBS iginde 10.000 hiicre olacak sekilde
75u1 LMPA ile karnistillip yavasca yayillmistir. 5-10 dk tabakanin sertlesmesi
beklenmistir. Liziz soliisyonunda birakilan slaytlar miimkiin oldugunca yakin araliklarla
jel kutusuna dizilerek +4 derecede buzdolabinda bir gece bekletilmistir. Ertesi giin lizis
tamponuna proteinaz K eklenerek (500pg/ml ) +37 derece inkiibatdrde bir giin

bekletilmistir.

3.2.3.4. Mikrojel Slaytlarinin Elektroforezi

Taze hazirlanmis Elektroforez Tamponu slaytlarin {izeri tamamen kapanacak
sekilde doldurulmustur. 20-40 dk boyunca tampon iginde bekletilip, gili¢ kaynag: 25 volt
300 mA olacak sekilde ayarlanmistir. Slaytlar 20-30 dakika elektroforeze maruz
birakilarak daha sonra akim kesilmistir. Slaytlar tampondan ¢ikarilip, kuru bir yere
dizilmistir. Uzerlerine notralizasyon tamponu dokiiliip 5 dakika beklenmis ve ayni islem
iki kere daha tekrarlanmistir. Slaytlar 20 pg/ml EtBr ile boyanmustir. 5 dakika bekletilip

soguk distile su ile boyanin fazlas1 akitilarak lamel ile kapatilmistir.

3.2.3.5. DNA Hasarimin Degerlendirilmesi

40X objektif altinda floresan mikroskop ile rastgele secilmis 100 hiicre
degerlendirilerek bilgisayar araciligi ile resimleri ¢ekilmigtir. Goriintiiler “bmp”
formatinda kaydedilmis DNA hasar1 olmayan hiicreler nokta seklinde goriiliirken, DNA
hasar1 varsa fragmantasyon olusmus ve kuyruklu yildiz benzeri bir goriintii alinmistir.
Hasar ne kadar fazla ise kuyrugun o kadar uzun oldugu gérilmiistiir. Goriintiiler

“Comet Score” bilgisayar programinda degerlendirilmistir.

3.2.4. Istatistik Analiz
Veriler; ortalama, standart sapma, medyan, minimum, maksimum, yiizde ve say1

olarak sunulmustur. Siirekli degiskenlerin normal dagilimma Shapiro Wilk testi ile
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bakilmigtir. Islem &ncesi ve sonrasi degiskenlerin kiyaslanmasinda Wilcoxon testi
kullanilmistir. Degiskenlerin  iki grup ile kiyaslamalarinda normal dagilima uyan
degiskenlerde Independent Samples t testi ve normal dagilima uymayan degiskenlerde

Mann-Whitney u testi kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak

alimmustr.
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4. BULGULAR

Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi
Anabilim Dali’na dis tedavileri nedeniyle basvuran hastalar Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik arastirmalar etik kurulunun 02.07.2013 tarihli 757 sayili
karar1 dogrultusunda c¢alismaya dahil edilmislerdir. Arastirmaya dahil olan tiim
hastalara ¢alismanin amaci ve yontemi agiklandiktan ve Goniillii Bilgilendirme ve Onay
Formu’ nu okumalar1 saglandiktan ve goniilli olarak Goniillii Onay Formunu
imzalatildiktan sonra calismaya katilmislardir. Calismada dis tedavisi nedeniyle
panoramik radyografi alinmasi gereken goniilli 30 hastadan radyografi alinmadan
hemen once ve 2 hafta sonra yanak mukozasindan siirintii hiicre alinmistir. X 1gin1
maruziyetinden once ve sonra alinan her bir 6rnegin 1000 hiicresinin ¢ekirdegindeki
degisiklikler (piknozis, karyolizis, karyoreksis, mikroniikleus ve biniikleus ) 151k
mikroskobunda sayilarak kaydedilmistir.

Kontrol (panoramik radyografi oncesi alman hiicreler) ve deney (panoramik
radyografi sonrasi alinan hiicreler) gruplarinin her birinden yiizer adet hiicre, Comet
Assay yontemi ile analiz edilerek “comet score” isimli bilgisayar programinda
degerlendirilmistir. DNA hasar diizeyini gosteren parametrelerden kuyruk uzunlugu
(tail length) ve kuyruktaki DNA yiizdesi (%DNA in tail) her iki grupta incelenerek

karsilastirilmistir.

4.1. Hastalarin Degerlendirilmesi
Calismaya katilan hastalarin dogum yili bilgileri alinarak istatistiksel olarak

degerlendirilmistir. Yaslar1 maksimum 46, minimum 20 olarak belirlenmistir. (Yas

ortalamasi 23) (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Yas ortalamasi

Yas

Ortalama Ss Median Maksimum Minimum

23 5 22 46 20
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Calismaya dahil edilen hastalarin 9’u kadin (%30) ve 21’1 erkek (%70) olup
cinsiyet agisindan anlamli bir fark bulunmamuistir (Tablo 4-2), (Tablo 4-3).

Tablo 4-2: DNA ve hiicresel degisikliklerin cinsiyete gore dagilimi

Ortalama Ortalama
ss ss t p
(Kadin) (Erkek)
%DNA in tail 16,18 7,20 15,70 8,08 0,154 0,878
fpiknozis 11,33 30,29 1,33 37,06 0,712 0,482
fkaryolizis 12,56 51,79 24,00 23,79 -0,840 0,408
fmikroniikleus 21,00 27,60 30,05 10,90 -1,305 0,202
Independent samples t testi
Tablo 4-3: DNA ve hiicresel degisikliklerin cinsiyete gore dagilimi
Median Median
Ortalama + ss Ortalama + ss 7 p
(Kadin) (min-mak) (Erkek) (min-mak)
fbiniikleus 3+4,64 2(-3-9) 1,86 + 3,86 0(-4-11) -0,701 0,483
: 27,03 (11,5 19,77 (3,44-
ftail lenght 32,39 + 24,87 23,85+ 17,04 -0,973 0,331
92,05) 59,79)

mann-whitney u testi
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4.2. Tek Hiicre Jel Elektroforez” Yontemi (Comet Analizi) ile DNA Hasar
Analizi

Panoramik radyografi alinmadan 6nceki kuyruktaki DNA yiizdesi ile panoramik
radyografi alindiktan sonraki kuyruktaki DNA yiizdesi degiskenlerinin medyanlari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Deney ve kontrol gruplar: arasinda kuyruktaki DNA yiizdesinin istatistiksel
degerlendirilmesi.

Kuyruktaki DNA yiizdesi kontrol Kuyruktaki DNA yiizdesi deney

Median Median
Ortalama = ss Ortalama = ss z p
(min-mak) (min-mak)

0,11 0,24 0,01(0-1,20)  1596+7,66  14,15(2,06-31,89) -4,782 <0,001

wilcoxon testi

Panoramik radyografi alinmadan onceki kuyruk uzunlugu ile panoramik
radyografi alindiktan sonraki kuyruk uzunlugu degiskenlerinin medyanlar1 arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Deney ve kontrol gruplari arasindaki kuyruk uzunluklarinin istatistiksel

degerlendirilmesi.
Kuyruk uzunlugu kontrol Kuyruk uzunlugu deney
Ortalama +£ss ~ Median (min-mak)  Ortalama+ss  Median (min-mak) z p
3,42 £2,08 2,74 (0,34-7,90) 29,83 +£19,87 23,31(5,35-94,41) -4,782 <0,001

wilcoxon testi
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Panoramik radyografi cekilmeden Once alinan bukkal siiriintii hiicrelerinin
Comet Assay yontemi ile alinan goriintiilerinde kirik goériilmeyen normal DNA yapisi
goriilmektedir (Sekil 4-1).

/ Hasarsiz DNA’lar, Q

& @
&

gnification: 20x

Sekil 4-1: Panoramik radyografi ¢ekilmeden once alinan hiicrelerde kiriga sahip olmayan
normal agiz i¢i epitel hiicreleri. (Goriintiiler, tez calismasimin bulgularindan elde
edilmistir.)

Panoramik radyografi c¢ekildikten sonra alinan bukkal siiriintii hiicrelerinin
comet assay yontemi ile alinan goriintiilerinde ise DNA’larin kuyruklu yildiz (comet)

goriintlisii gdzlenmistir (Sekil 4-2) (Sekil 4-3).
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Hasar gozlenen
7| DNA’lar
//

Magnification: 20x

Sekil 4-2: Panoramik radyografi ¢ekildikten sonra alinan hiicrelerde kiriga sahip oldugu
belirlenen agiz ici epitel hiicreleri (Goriintiiler, tez cahismasinin bulgularindan
elde edilmistir.)

Magnification: 20x

Sekil 4-3: Panoramik radyografi ¢ekildikten sonra alinan hiicrelerde kiriga sahip oldugu
belirlenen agiz ici epitel hiicreleri (Goriintiiler, tez calismasinin bulgularindan
elde edilmistir.)
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4.3. Mikroniikleus Testi ile Hiicre Hasar1 Analizi

Mikroniikleus kontrol ile mikroniikleus deney degiskenlerinin medyanlar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4-6). Isik
mikroskobundaki goriintiide hiicrenin sitoplazmasinda mikroniikleus goriintiisii

gozlenmektedir (Sekil 4-4) (Sekil 4-5).

Tablo 4-6: Deney ve kontrol gruplar: arasindaki mikroniikleus sayisinin istatistiksel

degerlendirilmesi.
Mikroniikleus kontrol Mikroniikleus deney
Ortalama+ss  Median (min-mak) Ortalama=+ss Median (min-mak) z p
30,2+ 18,12 24 (11-76) 57,53+ 17,16 54 (34-104) -4,578  <0,001

wilcoxon testi

Sekil 4-4: Epitel hiicresinin sitoplazmasinda mikroniikleus olusumu goriilmektedir. (Pap,
X1000)



51

Sekil 4-5: Epitel hiicresinin sitoplazmasinda mikroniikleus olusumu goriilmektedir. (Pap,

X1000) (Gériintiiler, tez calismasinin bulgularindan elde edilmistir.)

4.4. Biniikleus varhginin tespiti

Biniikleus kontrol ile Biniikleus deney degiskenlerinin medyanlari arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,035) (Tablo 4-7). Epitel hiicrelerinin

sitoplazmalarinda ¢ok sayida ¢ekirdek goriilmektedir (Sekil 4-6) (Sekil 4-7).

Tablo 4-7: Deney ve kontrol gruplar: arasindaki biniikleus sayisinin istatistiksel
degerlendirilmesi.

Biniikleus kontrol Biniikleus deney
Ortalama+ss  Median (min-mak)  Ortalama+ss Median (min-mak) z p
3,6+2,48 2,5(1-9) 5,46 £4.21 3,5 (1-16) -2,107 0,035

wilcoxon testi
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Sekil 4-6: Bir tane epitelyum hiicresinin icerisinde ii¢ ¢ekirdek izlenmektedir. (Pap,
X1000) (Goriintiiler, tez cahismasinin bulgularindan elde edilmistir.)

P
- e

Sekil 4-7: Epitel hiicrelerinin sitoplazmlarinda ¢ok sayida ¢ekirdek goriilmektedir. (Pap,
X1000

4.5. Piknozis varhginin tespiti

Piknozis kontrol ile piknozis deney degiskenlerinin medyanlar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p=0,765) (Tablo 4-8). Isik mikroskobundaki
goriintlide hiicre ¢ekirdegindeki piknozis goriintiisii gozlenmektedir (Sekil 4-8) (Sekil 4-
9).
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Tablo 4-8: Deney ve kontrol gruplar: arasindaki piknozis sayisinin istatistiksel
degerlendirilmesi.

Piknozis kontrol Piknozis deney
Ortalama +ss ~ Median (min-mak)  Ortalama+ss  Median (min-mak) z p
95,8 +41,96 92 (17-177) 100,13 = 42,99 104,5 (25-210) -0,298 0,765

wilcoxon testi

Sekil 4-8: Yan yana iki hiicrede karyolizis baslangic1 ve piknozis goriilmektedir. (Pap,
X1000) (Goriintiiler, tez ¢alismasinin bulgularindan elde edilmistir.)
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Sekil 4-9: Epitel hiicresinin ¢ekirdeginin koyulastig: ve Kii¢iildiigii (piknozis)
izlenmektedir. (Pap, X1000) (Gériintiiler, tez calismasimin bulgularindan elde
edilmistir.)

4.6. Karyolizis Varh@inin Tespiti

Karyolizis kontrol ile Karyolizis deney degiskenlerinin medyanlar1 arasindaki
fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001) (Tablo 4-9). Isik
mikroskobundaki goriintiide hiicre ¢ekirdegindeki karyolizis goriintiisii gézlenmektedir

(Sekil 4-10).

Tablo 4-9: Deney ve kontrol gruplari arasindaki karyolizis sayisimin istatistiksel
degerlendirilmesi.

Karyolizis énce Karyolizis sonra
Ortalama+ss  Median (min-mak) Ortalama +ss Median (min-mak) z p
48,47 + 49,44 23,5 (10-207) 69,03 + 49,14 55,5 (28-286) -3,376  <0,001

wilcoxon testi
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Sekil 4-10: Epitel hiicresinin ¢ekirdegindeki kromatin yapisinin silindigi (karyolizis)
izlenmektedir. (Pap, X1000) (Goriintiiler, tez calismasimin bulgularindan elde
edilmistir.)

4.7. Karyoreksis Varhgimin Tespiti

Karyoreksis kontrol ile karyoreksis deney degiskenlerinin medyanlar1 arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4-10). Isik
mikroskobundaki  goriintiide, hiicre  ¢ekirdegindeki  karyoreksis  goriintiisii

gozlenmektedir (Sekil 4-11).

Tablo 4-10: Deney ve kontrol gruplari arasindaki karyoreksis sayisinin istatistiksel

degerlendirilmesi.

Karyoreksis kontrol Karyoreksis deney
Ortalama+ss  Median (min-mak) Ortalama+ss Median (min-mak) z p
34,07 + 28,96 25 (12-152) 58,67 + 19,87 54,5 (23-99) 3,662  <0,001

wilcoxon testi



56

Sekil 4-11: Epitel hiicresinin ¢ekirdeginde kromatin yapisimin parcalandig1 (karyoreksis)
gorillmektedir. (Pap, X1000) (Gériintiiler, tez calismasinin bulgularindan elde
edilmistir.)
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5. TARTISMA

Insan genomu DNA’ya hasar veren cesitli ajanlara siirekli olarak maruz kalir.
Iyonize radyasyon, ultraviyole 151n ve bir ¢ok genotoksik kimyasal gibi cevresel ajanlar
DNA biitiinliigine yonelik olarak siirekli bir hasar kaynagidir. Normal hiicre
metabolizmasi {rlinleri ile DNA’ya tutunarak fizyolojik kosullar altinda spontan bir
sekilde DNA pargalanmasina sebep olabilen ¢esitli kimyasal ajanlar, DNA ile
etkilesime girerek mutasyonlara sebep olabilirler (1,50,51). Mutajen ve karsinojen
etkileri bilinen X 1sinlari, sitotoksisiteyi baslatabilmekte ve DNA hasarina sebep
olabilmektedir (42,47,52). Igerdigi genetik materyal nedeniyle cekirdek, hiicrenin
sitoplazmik yapisindan daha fazla radyasyona duyarlidir (53,54). Iyonize radyasyon,
biyolojik molekiillerle reaksiyona girdiginde reaktif iyonlar olusturarak tek veya cift
zincir kiriklarina, baz hasarina veya kaybma ve DNA’m kendisiyle veya proteinlerle
capraz baglar olusturmasina neden olur (21,43,47). Iyonize radyasyondan kaynaklanan
DNA hasari; DNA yapisindaki bazlarda ciddi yapisal degisikliklere, apiirinik ve
apirimidinik bélgeler olusturulmasina, iki heliks arasinda H baglarinin kirilmasina, bir
veya iki poliniikleid zincirini kirilmasina ve hiicreler arasi veya hiicre i¢i ¢apraz baglari

arttirilmasina sebep olur (55).

S6z konusu genetik etkiler kromozomlarin sayr ve yapisinda degisiklikler
meydana getirerek mutasyonlara sebebiyet verebilir (53). Mutasyon sonucu, DNA tamir
genleri ve/veya hiicre proliferasyonu ve diferansiyasyonu kontrol genleri

islevselliklerini yitirdiklerinde kanser gelisme riski artar (1,53,56,57,58).

Genetik hasar/sitotoksite ve karsinogenezis arasindaki iliskiye dair saglam
kanitlar olmasina ragmen, X 1511 medikal ve dental uygulamalarda teshis i¢in yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (52,59,60). Panoramik radyografi dis hekimliginde ¢ok sik
olarak kullanilmaktadir. Panoramik radyografi, periapikal radyografilere gore daha az
zararh kabul edildiginden biitiin dislerin ve alt ve iist ¢ene arklarinin degerlendirilmesi
gerektiginde dis hekimleri tarafindan talep edilmektedir (1,59). Radyasyona maruziyetin
giivenli bir diizeyi olmadigi, zamanla birikim yaparak biyolojik etki olusturabilecegi,
sik ve diisiik diizeyli maruziyetin kromozomal aberasyonlarin sikligini arttirabilecegi ve
diisik dozlu medikal maruziyetin ise hem hastalar hem de c¢alisanlar iizerinde

genotoksik etkilere sebep olabilecegi dikkate alinmalidir (59,61-66). Bu sebeplerden
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dolayr X 1sin1 maruziyetiyle iligskili muhtemel riskler ile klinik muayenenin yararlar
karsilastirilmalidir  (43). Muhtemel riskin derecesinin belirlenmesi, hastalarin ve
doktorlarin potansiyel risklerinin minimalize edilmesi agisindan da Onemlidir (52).
Diisiik dozlu teshis amagh radyografik maruziyetin etkilerini tespit edebilmek igin

hassas bir analiz ve spesifik bir yaklasima ihtiya¢ vardir (42).

Kromozomal hasarin degerlendirilmesinde ¢ok giivenilir bir yontem olan MN
testi, standart genotoksisite test sisteminde yer almakta olup mitoz béliinme gegiren tiim
hiicre tipleri iizerinde in vivo ve in vitro olarak uygulanabilmektedir (1,45,67,68).
Calismamizda, panoramik radyografinin bukkal hiicreler iizerinde hasara yol agip

agmadigimnin tespiti igin de MN testi uygulanmustir.

Radyasyon dozundaki farkliliklar, maruziyet sikligi, farkli anatomik bélgelerden
ornek alma, degerlendirilen hiicre tipleri, hiicrelerin toplanmasi, fikse edilmesi ve
degisik hazirlama prosediirleri, degerlendirilen hiicre sayisi ve mikroniikleus igin sayim
kriterleri gibi yontem farkliliklar1 ile popiilasyonun karakteristigi ve farkli etnik gruplar

ile galisma MN test sonuglarini etkileyebilmektedir (44,53,69,70).

Radyoterapi alan hastalar (71,72), diisiik dozlarda ancak sik mesleki maruziyete
ugrayan calisanlar (73,74) ve tek dental radyografi ¢ekilen hastalar iizerinde yapilan
literatiir calismalari (42,47,75,76) mikroniikleus olusumu ve hiicre 6liimiiniin radyasyon
dozu ile birlikte arttigin1 ortaya koymaktadir. Ornegin bir calismada (77) 2000 cGy
(0,01Gy) maruziyet sonrast 1000 hiicrede 68 mikrontikleus tespit edilirken, bir baska
calismada (78) 1000 cGy maruziyet sonrast 1000 hiicrede 16 mikroniikleus sayilmistir.

Literatiirdeki ¢aligmalarin biiyiik bir kisminda, alinan 6rnek basma 1000-2000
aras1 hiicre sayildig1 goriilmektedir (1,44,47,69,79). MN testi icin en az 1000 hiicre
sayillmas1 gerektigini, sayimdan sonra anlamli mikroniikleus artig1 gozlemlenmezse
sayinin 2000-3000’e arttirilmast tavsiye edilmektedir (44,48,78). Ayrica, apoptozis
(karyoreksis, piknozis, kondense kromatin) gostergesi dejeneratif niikleer degisiklikler
ile nekrozisin (karyoreksis, karyolizis, piknozis ve kondanse kromatin) de kaydedilmesi
suretiyle mikroniikleus testinin hiicre hasarini tespit hassasiyetinin arttirilabilecegi
belirtilmektedir (1,78,80,81). Bu nedenle, ¢alismamizda ornek basina 1000 hiicre
sayllmis olup s6z konusu hiicrelerin mikroniikleus sayiminin yani sira piknozis,

karyoreksis ve karyolizis durumlar1 da degerlendirilmistir.
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Mikroniikleus morfolojisi ¢ok net tanimlanabiliyor olmasina ragmen
degerlendirme bireyden bireye degisebilmektedir. Tolbert ve ark. (80) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, 91 slayt birbirinden bagimsiz iki degerlendirici tarafindan ikiser
defa okunmus ve bu doért okumanin toplam giivenilirligi sadece % 47.2 ¢cikmistir (44).
Kisiden kaynaklanabilecek farkliliklari ortadan kaldirmak igin c¢alismamizin tim

asamalar1 ve degerlendirmeleri ayni kisi tarafindan yapilmistir.

Mikrontikleus sikligi ile ilgili yapilan literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogunda kisilerin
yas ve cinsiyet bilgilerinin de kaydedildigi goriilmektedir. Bir c¢ok calismada
(42,43,66,82-85) yas ile mikroniikleus goriilme sikligi arasinda anlamli bir iliski oldugu
belirtilirken, bazi calismalarda onemli bir korelasyon tespit edilememistir (1,69).
Mikroniikleus goriilme siklig1 ile cinsiyet arasinda ise, ¢alismalarin ¢ogunda anlamli bir
iliski tespit edilemezken (1,42,86) cinsiyet ile mikroniikleus arasinda korelasyon
oldugunu gosteren c¢alismalar da vardir. (67,68,87,88). Yapilan c¢alismalarda,
mikroniikleus sikhiginin kadinlarda, bulunduklar1 yas grubuna bagli olarak 1,2 ile 1,6
arasinda degisen oranlarda, erkeklerden daha fazla goriildiigi tespit edilmistir (4,89,90).
Bu nedenlerden dolayi, ¢alismaya 46 yasindaki bir hasta disinda 20’li yaslardaki gencler
de dahil edilmistir (hastalarin yas ortalamasi 23). Hastalarm %70’i erkeklerden olusan
bizim ¢alismamizda da cinsiyet ile mikroniikleus siklig1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir sonug elde edilememistir.

Cografi bolge ve etnik grup ile mikroniikleus siklig1 arasindaki iligkiyi tespit
etmek lizere yapilan bir ¢alismada, farkli cografi bolgelerde yasayan ve tiitlin ¢igneyen
kisilerin mikroniikleus siklig1 degerlendirilmistir. Karsilastirma sonuglart mikrontikleus
sikliginin biiylik oranda cografi bolge ve etnik gruba gore degistigini gostermektedir.
Bu farkin, sigara icme gibi bolgelere gore degisen yasam tarzi aligkanliklar1 ve farkl
etnik gruplarin genetik faktorlerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (44,91).
Bizim calismamizda farkli etnik gruba ait bir birey disinda tiim bireyler ayni etnik gruba
aittir. Bu bireyin sonuglar1 diger bireylerle benzer ¢ikmis olup sonucun yasam tarzlari

ve aligkanliklarinin benzer olmasi nedeniyle bdyle oldugu diisiiniilmiistiir.

Sigara i¢iminin DNA hasarin1 arttirabildigi ve giinde icilen sigara sayisina
(92,93,94) ve cigneme, ters igme gibi sigara i¢cim sekline (95,96,97) bagli olarak
mikroniikleus olusumunu arttirdigi  belirtilmektedir (1,44). Ancak, sigara ve

mikroniikleus artis1 arasinda anlamli iligki bulmayan calismalar da mevcuttur (55).
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Alkoliin mutajenik potansiyeli de tartismali ve olduk¢a komplikedir (1,43,44). Alkol ve
sigara tiiketiminin birlikte degerlendirildigi ve alkol tiikketimi etkilerinin
ayristirilamadigl galismalar (98,99) oldugu gibi, genotoksik etki tespit edilemeyen
caligmalar da (77,100) vardir. Bu nedenlerden dolayi, ¢alismamiza sigara ve alkol

aligkanlig1 olan bireyler dahil edilmemistir.

Diizenli oral antiseptik soliisyon kullanimi ile mikroniikleus goriilme sikligi
arasinda bir iligki tespit eden ¢alismalar oldugu gibi her hangi bir iliski tespit edemeyen
caligmalar da vardir (1). Bu nedenle calismamiza diizenli oral antiseptik solusyon

kullanan hastalar dahil edilmemistir.

X 1smmmma  maruziyet oOncesi ve sonrast mikroniikleus goriilme sikligi
degisikligine iliskin yapilan calismalarda, mikroniikleus goriilme sikligi ile bir iligki
tespit edilemeyen caligmalar (42,43,59) olmakla birlikte, bir¢ok calisma X 1511
maruziyetinin -diisilk dozlarda bile- genetik hasari tetikledigini ortaya koymaktadir
(1,68,72,101-104). Panoramik radyografi ¢ekilen hastalarda yapilan c¢alismamizda,
mikroniikleus goriilme siklig1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Aym

zamanda X 151n1 maruziyetinden dnce ve sonra goriilen biniikleus olusumu da anlamli

cikmistir (p=0,035).

Epitel hiicreler, yiiksek diizeyde proliferasyon gosterip biitiin insan kanserlerinin
%90’nindan fazlasinin kaynagidir. Cesitli bolgelerden kolaylikla toplanabilmeleri,
kimyasal ajanlarla etkilesimde ilk temas noktasi olmalari nedeniyle, epitelyum
hiicrelerinde mikroniikleus test uygulamasi insan popiilasyonunda genetik hasarin takibi
icin hassas bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (4,42). Ayrica, DNA hasarin1 etkin bir
sekilde tamir yetenegine sahip hiicre tiplerinin, hiicrede daha diisiik diizeylerde kalici
hasara sebebiyet verdigi bilinmektedir (79,105). Bukkal hiicrelerinin periferal kan
lenfositlerine nispeten daha smirli DNA tamir kapasiteleri nedeniyle epitel dokulardaki
genomik kararsizlik olaylarini daha dogru yansittiklar: belirtilmistir (70,79). Bu hiicreler
panoramik radyografik muayenede dogrudan radyasyona maruz kalmakta olup
radyasyon kaynakli hasar igin ana hedeftir. Ayrica, s6z konusu hiicreler fir¢a ile kolayca
ag1z icerisinden elde edilebilirler (42,53). Bu sebeplerden dolayi, ¢alismamizda bukkal

hiicreler kullanilmastir.

Mikrontikleus olusumuna sebep olan hasar, hiicrelerin mitoz gecirdigi epitel

dokunun bazal tabakasinda gergeklesir. Epitel dokunun hizli hiicresel doniistimii sonucu
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s0z konusu hiicreler yiizeye cikar ve burada dokiiliirler. Dolayisiyla, dokiintii hiicrelerde
mikroniikleus olusumu en yiiksek oranda, genotoksik ajana maruziyetten 1-3 hafta sonra
goruliir (1,42,47,79). Bu husus dikkate alinarak c¢alismamizda bukkal hiicreler

panoramik radyografi ¢ekilmeden hemen 6nce ve 15 giin sonra alinmustir.

Nekrozis sitotoksik ajanlarin hasarit sonrasi olusan bir ¢esit hiicre Oliimiidiir.
Nekrozis geciren hiicrelerde piknozis, karyoreksis ve karyolizis goriiliir. Apoptozis
genetik olarak kontrol edilen temel biyolojik bir siire¢ olup normal gelisim ve doku
homeostazisi i¢in gerekli bir hiicre oliimidir (59,106). Apoptozisin erken agamalarina
piknozis ve karyoreksis eslik eder. DNA hasari olan hiicreler i¢in en tercih edilesi
durum kendi kendini tamir veya apoptozistir. Eger hiicreler kendini tamir edemez veya
apoptozis gecirmezse neoplastik siirec tetiklenebilir. Radyasyonun en endise verici

tarafi da hiicrelerdeki bu neoplastik doniisiime yol agabilmesidir (53).

X 1s1nina maruziyet dncesi ve sonrasi piknozis olusumu benzer olan caligmalar
da vardir (1,52,59). Bizim ¢alismamizda da piknozis artisi istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p=0,765). Piknozis hem nekrozis hem de apoptozis gostergesi bir
hiicresel degisikliktir. Bu nedenden dolayi ¢alismada elde edilen bu sonug, hiicreyi
apoptozise gotiiren birden ¢ok yolun oldugunu ve piknozisin tercihen apoptotik siirecte

olustugunu ortaya koymaktadir (1).

Karyolizis ve piknozis artist anlamli bulunmayan literatiirdeki iki ¢aligmadan
birinde, X 1sinma bagli nekrozis gelismedigi disiiniiliirken, diger bir ¢alismada ise
cekirdegin sinirinin bozulmas: ve kromatin biiziilmesi gibi nekrozis fikrini gili¢lendiren
hiicresel degisiklikler gozlemlendiginden X 1smma bagli nekrozis gelistigi
diistiniilmiistir (1,59). Bununla birlikte X 1511 maruziyeti ile sitotoksite arasinda
yakindan iligkili oldugunu belirten ¢aligmalarda da karyoreksis, piknozis ve karyolizis
gibi diger cekirdek degisiklikleri gosterilmistir (1,42,43,52,81). Bizim ¢alismamizda
karyolizis artig1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001). Ayni1 zamanda
karyoreksis sayisindaki degisiklik de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).

Bu gostergeler, radyasyonun sitotoksik etkisini ortaya koymaktadir.

Yaygin bir ¢evresel ajan olan iyonize radyasyonun hiicre DNA’s1 ile etkilesimi,
tek ve cift zincir kiriklari, DNA-DNA ve DNA-protein ¢apraz baglari ile piirin ve
primidin bazlarinin hasari1 gibi ¢esitli primer lezyonlara sebep olmaktadir (104,107).

DNA hasarlarmin tespitinde Comet analizi yaygin olarak kullanilan bir aragtir.
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Comet analizi adindan da anlasilacagi gibi, kuyruklu yildiza benzer goriintii elde
edilen DNA kiriklarmi sayisal olarak degerlendiren gorsel bir metottur. Goriintii zarar
gormemis DNA igeren belirgin bir bas ile hasar gormiis veya kirtk DNA pargaciklari
iceren kuyruktan olusur. Elektroforez asamasinda bastan ayrilan DNA miktari

degerlendirilen mutajenin etki diizeyine gore degisir (50,55).

Notral ph da yapilan comette temel olarak cift zincir kiriklar1 ve ¢apraz
baglanma tespit edilirken, alkali ph da tek ve ¢ift zincir kiriklari, tamamlanmamis kesip

cikarma onarim bolgeleri ve capraz baglanmalarin tespitine imkan verir (108).

Comet analizi ile MN testini karsilastiran ¢alismalarda, MN testinin DNA hasari
potansiyelini degerlendirmede daha az hassasiyete sahip oldugu, hassasiyet farkinin séz
konusu testlerin giktilarmin farkli olmasindan kaynaklandig1 belirtilmektedir. Ozellikle
diisiik dozlarda X 1sinlarina maruziyet DNA tek zincir kiriklarina sebep olabilmekte
iken mikroniikleus olusumuna yol agmayabilir. Bu nedenle diisiik dozlarda MN testine
ilaveten Comet analizine de ihtiya¢ vardir (104). Bu ger¢evede, ¢alismamiz genel olarak
diisiik dozda c¢ekilen panoramik radyografinin hiicre DNA’s1 ve ¢ekirdegi iizerine
etkilerini incelediginden, ¢alismamizda MN testine ilaveten Comet analizine de yer

verilmistir.

Comet analizinde genel asamalar iyi tanimlanmis olup bir ¢ok laboratuar, lizis
elektroforez veya DNA boyamasi i¢in kendi yontemlerini gelistirmislerdir. Farkli
calismalarda farkli degerlendirme parametreleri kullanilmistir (109,110). Singh (111)
kuyruk uzunlugunu kullanirken, Olive ve ark. (112) kuyruk momentini kullanmistir.
Colins ve ark. (113) ise gorsel bir sayim metodu tanimlayarak cometleri 0-4 arasinda
derecelendirmistir. Ancak sonuglardaki degiskenligi azaltmak iizere birden ¢ok
elektroforez igeren caligmalarda “kuyruktaki DNA yiizdesi” kullanilmasi 6nerilmektedir
(108). Kuyruktaki DNA yiizdesi ile DNA zincir kirigir dogru orantilidir (40). Comet
analizinin dezavantajlar1 arasinda, giivenilir sonuglar elde edebilmek ic¢in ¢ok hiicre
degerlendirilmesi gerekmesi, teknik degiskenlik ve yorum farklari sayilmaktadir (50).
Calismamizda her bir 6rnekten 100 hiicre sayilmig ve olast yorum farklan ile teknik
asamalarda olusabilecek farkliliklarin Oniline ge¢cmek iizere tiim calisma tez yazari
tarafindan yiiriitillmistir. Degerlendirme parametresi olarak kuyruktaki DNA yiizdesi
ve kuyruk uzunlugu birlikte degerlendirilmistir. Kuyruktaki DNA yiizdesinde ve kuyruk

uzunlugunda cinsiyete bagli bir degisiklik gozlemlenmemistir. Ancak panoramik
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radyografi oncesi ve sonrasi alinan hiicrelerin kuyruktaki DNA yiizdesi (p<0,001) ve

kuyruk uzunlugu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001.)

Comet analizi kisa siirede olusan tamir edilebilir DNA hasarimi tespit ederken,
MN testi saglik riskleri ile iliskili daha ciddi gen kararsizligina yol acan kromozomal
diizeydeki hasar1 tespit eder (114,115,116). Olusan mikroniikleus, hiicreden
uzaklastirilarak  hiicreyi genetik materyal acisindan yetersiz birakacak veya
mikroniikleus olusmus hiicre apoptozis yoluyla ortada kaldirilacaktir. Bu nedenle
Comet Assay ile tespit edilen primer hasarin aksine hiicredeki bir mikroniikleus varligi,
tamir edilemez genomik kararsizliga isaret eder. Primer DNA hasarlar1 tamir edilmezse,
genom hasar1 kromozomal yapida mutasyonlara ve aberasyonlara doniigebilir. S6z
konusu aberasyonlar da hiicre bdliinmesinin daha sonraki asamalarinda mikroniikleus

olusumunu sonug verecektir (116).

Maluf (55) tarafindan yapilan ¢alismada MN testi ile comet analizi arasindaki

farklar 6zet olarak tablo 5-1° de belirtilmistir.

Tablo 5-1: MN testi ile Comet analizi arasindaki farklar (55).

Mn Comet assay
Hasar tiirii Kromozomal mutasyon DNA hasart
Tamir Edilemez Edilebilir
Hiicre boliinmesi Gerekli Gerekmez
Maruziyet siiresi Orta/uzun(giinler/aylar) Kisa/orta(dakikalar/saatler)
Andploidi tespiti Evet Hayir

Hiicre artis1 ile kanserin tetiklenmesi arasinda bir korelasyon oldugu varsayilir.
Sitotoksik bir ajan olan X 1simina devamli maruziyet, kronik hiicre zedelenmesi,
dengeleyici hiicre artigi, hiperplazi ve en nihayetinde timor gelisimine sebebiyet
verebilir (43,47,52). Ozellikle hiicre artis1, hedef hiicrelerde mutasyon riskini arttirarak
baglatilmis hiicrelerin selektif klonal genislemesiyle preneoplastik odaktan tiimdorlere

doniistimiinde 6nemli rol oynar (43) (Sekil 5-1).
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KIMYASALLAR

Genetik Selektif Genetik Genetik
\ degisim Klonal degisim degisim
genisleme
= \
VIRUS —> @ — — — Zé
NORMAL BASLATILMIS Neoplastik MALIGNAN KLINIK
RASYASYON HUCRE HUCRE 6ncesi Doku (HABIS) KANSER
Bozulmasi TUMOR

Sekil 5-1: Normal hiicrenin hasara ugramasi sonucu kansere doniisiimii (117)

Mikroniikleus olusmus hiicre varligi genomik kararsizligi yansitabilir. Belirli bir
popiilasyonda artmis mikroniikleus yogunlugunun tespiti artan kanser riskinin
gostergesidir (43,47,52). Yapilan gesitli MN testlerinde, yiiksek bulunan mikroniikleus
oranlar1 nedeniyle, DNA hasar1 defektleri ve ¢esitli genotoksik ajanlarin bazi kanser
tiplerini (oral, mesane, serviks kanseri) tetikledigi diisiiniilmektedir (44). Yapilan bir
diger calismada oral submukoza fibrozis, oral 16koplaki, ve oral liken planus gibi
prekanserdz oral lezyonlu hastalar1 saglikli bireylerle karsilagtirmis ve hastalarda 6 kata

kadar mikroniikleus orani artig1 tespit edilmistir (44,118).

Kanser gelisimi ile hedef veya g¢evreleyen dokulardaki mikroniikleus goriilme
sikligi arasinda dogrudan bir iliski olduguna dair hipotez, bir dizi bulgu ile
desteklenmektedir:

1. Kanser hastalarinda mikroniikleus sikligi, periferal lenfositlerin yani sira

hedef dokularda da net bir sekilde artmaktadir.

2. Konjenital hastalig1 olan bireylerin, hem mikroniikleus goriilme sikligi hem

de kanser riski ytiksektir.

3. Oral premalignansilere iligkin klinik kemo-6nleme ¢alismalarinda MN testi

cok eskiden beri yaygin olarak kullanilmaktadir.

4. Karsinogenetik ve genotoksik bazi ajanlar, insanlarda ve hayvanlarda

mikroniikleus goriilme sikligini arttirabilmektedir.

5. Eksiklikleri bazi kanser tiplerinin olugma risklerini arttiran vitamin ve folatin
kandaki konsantrasyonlarinin disiikliigii ile mikroniikleus goriilme sikligi arasinda

giiclii bir iligki vardir.
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Bu bulgular mikroniikleus ile kanser arasinda nedensel bir iliskiyi net bir sekilde
ortaya koydugundan, MN testi c¢esitli karsinogenik tehlikelere maruziyetten

kaynaklanan insan saglig1 risklerini izlemek i¢in uygun bir aractir (4,44).

Radyasyonun tetikledigi kanserleri kesin olarak tespit etmek miimkiin
olamayabilir. Ciinkii radyasyonun tetikledigi kanserleri diger nedenlerden kaynaklanan
kanserlerden ayirt etmek zordur. Radyasyon yeni mutasyonlari tetiklemekten ziyade
spontan mutasyonlarin sikliginin artmasina sebebiyet verir. Mutasyonlarin goriilme
siklig1, bilinen bir esik deger olmaksizin diisiik dozlarda bile aliman doz ile dogru
orantili olarak artar. Radyasyonun tetikledigi kanser ile ilgili veriler oncelikli olarak
radyasyona yiiksek diizeylerde maruz kalmis insan popiilasyonlari icermekle birlikte,
prensipte diisiik diizeylerdeki radyasyon bile tek bir hiicre icerisinde kanser olusumunu
baslatabilir (22). Unutulmamalidir ki monoklonal olarak adlandirilan malin tiimérlerin

gelisimleri i¢in uzun yillar gerekse de siire¢ tek bir hiicre hasari ile baglamaktadir (117).

Sonu¢ olarak, dental teshis ve tedaviler esnasinda alinan panoramik
radyografiler oral mukoza hiicrelerinde sitotoksisiteye sebep olmaktadir. Ayn1 zamanda
panoramik radyografilerin DNA hasarina da sebep oldugu c¢alismamizda tespit
edilmistir. Her ne kadar basit DNA hasarlar1 tamir mekanizmalar1 ile onarilabiliyor olsa

da tamir mekanizmasinda bir hasar oldugunda bu miimkiin olamamaktadir.

DNA hasarindan kanser olusumuna giden gelisim siirecinin izlenmesi de dnem
arz etmektedir. Caligmamizda sadece DNA hasari tespit edilmis olup bu hasarin hangi
yone yonlendigine iliskin olarak benzer bir ¢alismanin bu calismanin devami olacak
sekilde 6 ay ve 1 sene sonra tekrarlanmasi, bu calismanin desteklenmesi agisindan

uygun olacaktir.

Iyonlastiric1 radyasyonun kanser olusumunda tetikleyici rol aldig: genel olarak
kabul edilmektedir. Bu calisma da s6z konusu goriisii desteklemekte olsa da, bir ¢ok
fiziksel, kimyasal ve biyolojik ¢evresel faktor varliginda hi¢ bir kanser ¢esidinin tek
basina iyonlastirict radyasyona baglanmamasi gerekir. Ancak yine de, dental panoramik
radyografiler teshis ve tedavi esnasinda gerekli ise istenmeli, uygun dozda talep
edilmeli ve tekrarlardan kacinilmalidir. Periapikal radyografinin yeterli oldugu tek dis
tedavilerinde veya ¢enenin bir bolimiinii ilgilendiren dis tedavilerinde, panoramik

radyografi yerine periapikal radyografi tercih edilmelidir.
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FORM 1: GONULLULERIN BILGILENDIRILMIS OLUR (RIZA) FORMU

Sizi dige bagh sikayetleriniz nedeniyle gektirdiginiz panoramik radyografinin etkilerini
grmek tizere planladigimiz bir galismaya davet ediyoruz. Caligmamizin amaci, dental sebeplerle
¢ekilen panoramik grafi sonrast gekirdek hiicrelerinde defiisim ve DNA daki hasanim incelemektir.
Caligmaya muayeneniz sonucu panoramik grafi gdriintiilerine ihtiyag duyuldugu takdirde dahil
edileceksiniz. Gereksiz vere rontgen ¢ekilmeyecektir. Sizden panoramik grafi gekilmeden hemen
Gnee ve 10 giin sonra bir firga yardim ile yanak igerisinden striintdl hiicreleri alinacakur. Size
higbir zarar yoktur, agnsiz bir islemdir. Bu islemin dental tedavinizi aksatmadig gibi tedavinize
bir faydas: da olmayacaktur.

Calismada sadece firga ile alinan hticreler kullamiacak olup goniilldler Gizerinde bagka
herhangi bir galigma yapilmayacakur, Gnillliilerin bu Smegi verdikten sonra ¢aligmayla ilgili
herhangi bir yitkimldlikleri kalmayacakur. Gondllilerin, 6mek verdikten sonra talep etmelen
durumunda afuz ve dig saghi@r agisindan muayene ve tedavileri saglanacakur.

Bu formu imzalamis olsaniz bile istemeniz halinde veya aragtincinin gerekli grmesi
durumunda higbir mali ve hukuki yikimiglik olmaksizin ¢alismadan aynlabilirsiniz. Aynimanz
halinde tedavinizle ilgili herhangi bir aksama ya da degisiklik olmayacak, bu durum tedavinizi
etkilemeyecektir. Bu ¢alismada sizin higbir hukuki ve mali sorumlulugunuz bulunmayip tim
sorumluluk aragtine: ve destekleyiciye aittir. Bu iglemler igin sizden veya bagh bulundugunuz
sosyal giivenlik kurulugundan higbir ticret talep edilmeyecektir. Caligmada yer aimamz igin size
herhangi bir ficret Sdenmeyecektir.

Bu islemlerle ilgili kargilagabileceginiz herhangi bir sorunda arayabileceginiz kigi ve telefon
agafda belirtilmigtir. Kigilik bilgileriniz, isminiz gizli wulacakur. Etik Kurullar ve resmi makamlar
size ait ubbi bilgilere gerekirse ulagabileceklerdir. Caligmada hastahifuniz ile ilgili Gnemli bir
bilgiye ulasgihirsa size bildirilecektir. Arastirmadan elde edilecek bilgiler ile genel sonuglar, yurt igi
ve disinda bilimsel toplanularda ve/veya dergilerde bildiri olarak sunulabilir/yayinlanabilir. Ancak
herhangi bir bildiri ya da yayinda sahsimiza ait kimlik bilgileri hig bir yekilde yer almayacaktir.
Sunulan veya vaymnlanan veriler ve caligsma sonuglan izlenerek size ulasiimasi miimkiin
olmayacaktir,

Saymn Dt Hitlya CAKIR KARABAS tarafindan 1,U. Dig Hekimligi Fakiiltesi Afiz, Dis ve
Cene Radyolojisi Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgihi
yukandaki bilgiler bana aktanildi. Bu bilgilerden sonra béyle bir aragtirmaya “katlimer™ olarak
davet edildim,

Eger bu arastirmaya kaulirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyik 6zen ve saygi ile yaklagilacafina inamyorum. Arastirma
sonuglarimn egitim ve bilimsel amaglarla kullanim sirasinda kigisel bilgilerimin ihtimamla
korunacad: konusunda bana yeterli glivence verildi.

Projenin yliriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan ¢ekilebilirim.
(Ancak aragtirmacilar: zor durumda birakmamak igin aragtirmadan ¢ekilecegimi onceden
bildirmemim uygun olacagimn bilincindeyim) Aynca tubbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi koguluyla aragtirmaca tarafindan aragtirma disi da tutulabilirim.

Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk aluna
girmiyorum. Bana da bir deme yamimayacaktir,

Ister dogrudan, ister dolayli olsun aragtirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saghk sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tirld ubbi
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miidahalenin saglanacag: konusunda gerekli gitvence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak
da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saghk sorunu ile kargilagtigimda Dt. Hillya CAKIR KARABAS. 0
212414 20 20 dahili 30 324 /30 273 ve 0 506 476 69 29 no’lu telefonlardan, 1.U. Dig Hekimligi
Fakilltesi Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Anabilim Dali adresinden arayabilecegimi biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Aragtirmaya katilmam
konusunda zorlayicr bir davranigla kargilagmis degilim. Eger katilmay: reddedersem, bu durumun
dental tedavime ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalan ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima belli b
diiglinme siiresi sonunda adi gegen bu aragtirma projesinde “katilimer” olarak yer alma kararim
aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Yukanda goniillilye aragirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gésteren metni okudum.
Bunlar hakkinda yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu aragtirmaya kendi
rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.

Goniilliiniin adi:

Adresi:

Tel:

Tarih: imzasi:

Varsa goniilliiniin vasal temsilcisinin

Ad:

Adresi:

Tel:

Tarih: imzasi:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhik eden kurulus girevlisinin
Adui:

Gorevi:

Tel:

Tarih: imzasi:

Ag¢iklama yapan arastiricinin
Ad:
Tel:

Tarih: imzas::

Not: Bu form iki niisha olarak hazirlanmugstir. Imzalandiktan sonra bir niishast goniilliiye
verilecektir; diger niisha ¢alisma dosyasinda saklanacakurr.



FORM 2: HASTA TAKIiP ve ANAMNEZ FORMU

Ad

Soyad
Cinsiyet / Yas
Olgu No

1. Sistemik herhangi bir hastag var nm?
o FEvet i Hastaligmiz................
e Hayir O

2. Sigara aliskanhg: Hayir o
o Kag yildir kullandigi:
e Miktar:
e Sigara i¢imi birakildi ise ne zaman birakildigi:

3. Alkol ahskanhgi: Hayir O
e Kag yildir kullandigi:
e Miktarn:
o Alkol alim1 birakildi ise ne zaman birakildigi:

4. Diizenli oral antiseptik solusyon kullanimi:

e FEvet |
e Hayrr o

5. Daha once bas-boyun bolgesinden radyografi alindi m?
e Evet mi Evet ise ne zaman o

e Hayrr o
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