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OZET

Kalitsal hemoglobin bozukluklarindan biri olan talaseminin, en sik goriilen tiiri beta talasemidir.
Beta talasemi major bireylerle yapilan ¢aligmalarda genotoksisite riskinde artis gosterilmistir.
Ancak giinlimiize dek beta talasemi mindr (BT minér) bireyler ile yapilmig genotoksisite riskinin
degerlendirildigi kapsamli bir galisma bulunmamakta ve yapilmis calismalarin sonuglarindan
yeterli bilgi saglanamamaktadir. Calismamizda BT mindr c¢ocuklardaki genotoksisite riskinin
aydinlatilmas1 amaglanmistir. Genotoksisitenin kanser gelisiminde ara bir basamak oldugu
bilinmektedir. Cocukluk caginda olasi bir riskin saptanmasi, gelecekte kanser olusumunu
engellemeye yonelik 6nlemlerin alinmasi i¢in firsat saglayacaktir. Calisma grubunu olusturan BT
minor ¢ocuklar (n=79) ile bu ¢ocuklarin saglikli kardesleri ya da benzer demografik 6zelliklerdeki
saglikli ¢ocuklarda (n=74), gegerlenmis ve etkin bir yontem olan sitogenezin durduruldugu
mikrogekirdek yontemi (SD-MC) (sitom yontemi) kullanilmistir. MC sayisinin yani sira NT ve
NPK sikliklar1 belirlenerek, NBI hesaplanarak sitom analizi gerceklestirilmistir. Caligma
tasariminda sadece hastalik etkilerini gdsterebilmek igin; yas, cinsiyet, diyet, sigara ve c¢evresel
farkliliklar gibi karigtirici faktorler onlenmeye ¢alisilmig, popiilasyon biyiikliigii yeterli genislikte
secilmistir. Hematolojik ve biyokimyasal parametreler de incelenerek sitom yontemi verileri ile
iligkileri arastirilmigtir. Calismamiz BT minor ¢ocuklarda genotoksisitenin arastirildigi ve SD-MC
yonteminin kullanildig1 bilimsel literatiirdeki ilk calismadir. Caligmamizda, genotoksisite ve
sitotoksisite parametreleri ve oksidatif stres ile iligkilendirilen biyokimyasal parametreler, BT
minor ve saglikli ¢ocuklarda benzer bulunmustur (p>0,05). MC sikligi i¢in bulunan kesim
noktasinin tstiinde MC sikligina sahip BT minér ¢ocuklarin (%39,2), saglikli ¢ocuklardan (%21,6)
istatistiksel olarak daha fazla oldugu bulunmustur (p<0,05). BT minér ¢ocuklar ile saglikli gocuklar
arasinda anlamli fark gosteren biyokimyasal parametreler ile sitom parametreleri arasindaki
anlaml iligkiler ise ileride arastirilabilir ¢calisma konusu olarak diisiiniilmektedir. Sonug olarak,
cocuklarda BT mindr olmak genotoksisite agisindan her ne kadar riskli gériinmese de, yasamin
ilerleyen yillar1 ile risk faktorlerinin artmasi sonucu etkilesimler arastirilmali, BT minér ¢ocuklar
takip edilmelidir. Ik olma ozelligindeki arastirmamizin, yetiskin BT mindr bireylerde de
tekrarlanmasinda yarar vardir.
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ABSTRACT

Thalassemia is one of the hereditary hemoglobin disorders, the most common type is beta
thalassemia. It is shown that genotoxicity risk is increased in beta thalassemia major patients. Until
now there is no comprehensive study which the risk of genotoxicity in beta thalassemia (BT) minor
individuals are evaluated and the data of these studies is insufficient for conclusion. In our study, it
has been tried to clarify the possible risk of genotoxicity and cytotoxicity in BT minor children. It
is known that genotoxicity is intermediate step in carsinogenesis. Detection of possible risk in
childhood provides an opportunity to take measures for cancer prevention in the future. In our
study, BT minor children have been included as study group (n=79), healthy sisters and brothers of
these children and healthy children which have similar demographic characteristics are included as
control group (n=74). Cytokinesis blocked micronucleus assay (CB-MN) (cytome assay) which is
validated and efficient method has been used to assess the risk of genotoxicity and cytotoxicity.
With determination of number of micronucleus (MN), frequency of nuclear bud and nucleoplasmic
bridge and calculation of nuclear division index cytome analysis has been done. In the design of
this study, it has been tried to prevent any confounding factors such as age, gender, diet, smoking
and environmental differences between the study and control group and adequate population is
chosen to demonstrate only the disease effects. Hematologic and biochemical parameters also were
evaluated and the relation between these outcomes and data of cytome assay were assessed. Our
study is the first in the literature with regards to study design to investigate the genotoxicity and
cytotoxicity in thalassemia minor children by usage of CB-MN assay. Similar outcomes were
found in control and study group in terms of genotoxicity, cytotoxicity parameters and,
biochemical parameters associated with oxidative stress (p>0,05). It is found that number of study
group is higher than the number of control group which are over the cut off point of MN frequency.
The control and study group were evaluated according to MN frequency cut off point, and the
number of individuals in BT minor group (%39,2) according to the cut off point were statistically
higher than the number of individuals in healthy children group (%21,6). The significant relations
between the cytome parameters and parameters which are significant between BT minor and
healthy children can be subjects for further evaluations. However our results indicate that being BT
minor children is not a risk in terms of genotoxicity, with the continuation of life the risk factors
can be induced, so that the interactions and monitorization should be considered for BT minor
children. It is beneficial to repeat our research in BT minor adults.
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1. GIRIS

Talasemiler, diinya genelinde, tek gen hastaligi olarak en yaygin goriilen énemli bir halk
sagligt sorunudur (Tuzmen ve Schechter, 2001). Kalitsal hemoglobin bozukluklarinin
(hemoglobinopatiler) bir alt grubu olarak (Weatherall ve digerleri, 2006), hemoglobin
molekiiliiniin polipeptid zincirindeki yapisal degisikliklerden veya polipeptid zincirinin
sentezindeki bozukluklardan kaynaklanirlar ve sentezi bozulmus olan globin zincirinin
ismine gore smiflandirilirlar (Tuzmen ve Schechter, 2001). Sirasiyla o ve B globin
zincirinin hatali sentezlenmesi sonucu olusan alfa ve beta talasemi insanlarda en sik
goriilen talasemi tipleri olarak kabul edilmektedir. (Weatherall, 2011; Olivieri, 1999). En
stk goriilen talasemi tiiri olan beta talasemi, Tiirkiye’'nin de i¢inde bulundugu Akdeniz
iilkeleri, Ortadogu, Orta Asya, Hindistan, Cin’in giiney bdlgesi ve Uzak Dogu iilkelerinin
yani sira Afrika’nin kuzey kiyilar1 ve Giiney Amerika’da yayginlik gostermektedir

(Galanello ve Origa, 2010).

Klinik ve hematolojik siddetine gore beta talasemi major, beta talasemi intermedia ve beta
talasemi tasiyiciligi (beta talasemi mindr) olmak tizere 3 farkli tipte beta talasemi
tanimlanmistir (Cao ve Galanello, 2010). Siddetli beta globin zinciri mutasyonlar1 olan
beta talasemi majorde (Muncie ve Campbell, 2009), sag kalim icin diizenli kan
transfiizyonu gereksinimi vardir (R. Jha ve S. Jha, 2014). Beta zinciri sentezinde hafif-orta
derecede azalma goriilen beta talasemi intermediada hafif anemi goriilmekle birlikte kan
transflizyonu yalmzca ihtiya¢ duyuldugu hallerde gerekmektedir ya da hig
gerekmemektedir (Muncie ve Campbell, 2009; R. Jha ve S. Jha, 2014). Beta talaseminin en
hafif klinik formu olan ve semptomsuz oldugu bilinen beta talasemi mindr (BT mindr) ise
mikrositoz, eritrositoz, hipokromi ve artmig HbA2 seviyesi ile karakterize olup herhangi
bir tedavi gerektirmemektedir (R. Jha ve S. Jha, 2014; THD, 2011: 81-97). Diinya
niifusunun %1,7’si alfa ya da beta talasemi tasiyicisidir (Muncie ve Campbell, 2009).
Yapilan caligmalara gore, arastirmamiza da konu olan, beta talasemi tasiyiciligr sikligi
tilkemizde ortalama %4,3 olup en sik Cukurova, Akdeniz kiy1 seridi, Ege ve Marmara

bolgelerinde goriilmektedir (Canatan, 2014).

Bir¢ok kronik hastalikta oldugu gibi talaseminin patogenezinde de DNA hasar1 ve

genotoksisiteye yol agan oksidatif stresin roliinden s6z edilmektedir (Halliwell, 1991;



Fibach ve Rachmilewitz, 2008). Globin zincirlerinin yapimindaki dengesizlikler
sonucunda eritrosit transfiizyonlarina bagli demir yiiklemesi ile serbest radikal ve lipid
peroksidasyon olusumuyla oksidatif stresin ortaya ¢iktigi One siirtilmektedir (Dhawan,
Kumar, Marwaha ve Ganguly, 2005). Ek olarak, globin zincirlerinin otooksidasyonu, non-
hemoglobin demiri ve hiicre i¢inde yetiskin hemoglobininin (HbA) diisiik diizeyde olusu
da oksidatif hasari artiran faktorler arasinda sayilmaktadir (Waseem, Khemomal ve

Raihan, 2011).

Talasemide oksidatif stresin zararli etkilerine kars1 ¢alismasi gereken antioksidan savunma
mekanizmalarinda da yetersizlik oldugu bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda, talasemili
bireylerin vitamin E, vitamin C, vitamin A ve ¢inko diizeylerinde belirgin bir eksiklik
oldugu gosterilmistir (Dhawan ve digerleri 2005; Ghone, Kumbar, Suryakar, Katkam ve
digerleri, 2008; Kassab-Chekir ve digerleri, 2003).

Beta talaseminin en agir formu olan beta talasemi major ile mekanizmasinda oksidatif
stresin rol oynadigi diisiiniilen genotoksisite riski ile ilgili bulgulara rastlanmaktadir (Cote
ve Papadakou-Lagoyanni, 1979; Cote ve digerleri, 1982; Silva, Manzato ve Varella-
Garcia, 1992; Offer ve digerleri, 2005; Al-Sweedan, Khabour ve Isam, 2012; Ferro ve
digerleri, 2012). Ancak talaseminin en hafif klinik formu olan ve semptomsuz oldugu
bilinen talasemi mindrlii  bireylerde bu bulguyu destekleyecek yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Genotoksisiteye yonelik sadece {i¢ arastirma ile karsilagilmistir (Cote ve
Papadakou-Lagoyanni, 1979; Silva, Manzato ve Varella-Garcia, 1992; Al-Sweedan,
Khabour ve Isam, 2012). BT mindr olan bireylerin ele alindigi bu c¢alismalarda,
popiilasyon se¢imi ile ilgili sinirliliklar goriilmektedir. Ornegin, ii¢ ¢aligmanin toplaminda
ele alinan BT minor bireylerin sayis1 15°dir. Yas araliklar1 homojen degildir, ayn1 ¢aligma
icinde yetiskinlerin de ¢ocuklarin da bir arada incelendigi géze ¢arpmaktadir. Dolayisiyla,
siirlt say1 ve kosullardaki bu caligmalar ile BT mindr bireylerdeki olasi genotoksisite

riskine iligkin sonuca ulagsmak miimkiin gériinmemektedir.

Ulkemizde ¢ok sayida BT mindr bireyin oldugu diisiiniildiigiinde, diinya literatiiriine konu
ile ilgili katk: verebilecek dogru tasarlanmig bir ¢alismanin 6nemi kuskusuzdur. Amacimiz,
BT minér tanist konulmus ¢ocuklar ile miimkiin oldugunca onlarla ayn1 sosyoekonomik
cevreyi paylagsan saglikli kardeslerinde ya da benzer sosyoekonomik ve demografik

kosullar1 oldugu belirlenen saghkli ¢ocuklarda genotoksisite riskini sitokinezin



durduruldugu mikrogekirdek yontemi (SD-MC) ile aragtirmaktir. Yontemde incelenen
parametrelerin ¢esitliligi ‘sitom’ yontemi olarak da adlandirilmasina neden olmaktadir

(Fenech ve Thomas, 2011).

Calisma diinya literatiiriinde de, BT mindr olan c¢ocuklarda sitogenetik etkileri
aydinlatmaya katki saglamak yoniinde bir ilk olarak Klinikte yeni diizenlemeler ve
bireylerin gelecekteki yasamlari i¢in koruyucu Onlemler onerilebilmesi amaciyla yararh

olacaktir.






2. GENEL BILGILER
2.1. Kalitsal Hemoglobin Hastaliklari

Kalitsal hemoglobin bozukluklar1 tek gen hasarina atfedilebilen yaygin, hematolojik bir
hastaliktir. En sik tropikal bolgelerde goriilmelerine ragmen, gocler nedeniyle artik pek ¢ok
iilkede bu bozukluklar ile karsilasilmaktadir (Weatherall, Akinyanju, Fucharoen, Olivieri
ve Musgrove, 2006: 663-680).

229 dilkenin %71’inde 6nemli bir saglik sorunu olarak goriilmesiyle birlikte, kalitsal
hemoglobin bozukluklar1 goriilen bu iilkelerdeki dogumlar ise tiim diinyadaki dogumlarin

%89’unu icermektedir (Modell ve Darlison, 2008).

Her yil tahmini 300 000 bebek ciddi kalitsal hemoglobin bozuklugu ile dogmaktadir ve bu
dogumlarin %801 diisiik veya orta gelirli iilkelerde meydana gelmektedir (Weatherall,
2011). Eger tedavi edilmezse, bu hastaliklarin birgogu yasamin ilk birka¢ yili igerisinde
oliimle sonuc¢lanabilmektedir (Weatherall ve digerleri, 2006).

Hemoglobin molekiiliiniin polipeptid zincirindeki yapisal degisikliklerden veya polipeptid
zincirinin  sentezindeki bozukluklardan kaynaklanan kalitsal hemoglobin bozukluklar
(hemoglobinopatiler), yapisal hemoglobin varyantlar1 ve talasemiler olarak iki ana gruba

ayrilirlar (Weatherall ve digerleri, 2006).

2.1.1. Hemoglobin ve globin zincirinin yapisi

2.1.1.1. Hemoglobin yapisi

Hemoglobin dort altiiniteden olusan ve dokulara oksijen tasinmasinda rol alan globiiler bir
proteindir. Her altiinite +2 degerlikli demir i¢eren bir “hem” prostetik grubu ve bu gruba

baglanmis globin adi verilen bir polipeptid zincirinden olusmaktadir (Marengo-Rowe,
2006: 239-245) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Hemoglobin molekiiliiniin yapis1 (Menderes, 2016)

2.1.1.2. Globin yapisi

Globin kismi birbirine bagh iki alfa ve iki alfa olmayan polipeptid zincirinden
olusmaktadir. Alfa, beta, gamma, delta, epsilon, zeta olmak lizere 6 farkli ¢esit polipeptid
zinciri bulunmaktadir. Alfa ve zeta globin zincirlerinin sentezi 16. kromozomda, beta,
gamma, delta ve epsilon globin zincirlerinin sentezi ise 11. kromozomda yer alan genler
tarafindan kontrol edilmektedir (Sekil 2.2). Globin zincirlerinin bilesimi hemoglobin tipini
belirlemektedir ve zincirin sentezlenmesinden hangi gen sorumlu ise zincir o genin adr ile
adlandirilmaktadir. Eriskin hemoglobininin yaklasik %96’sm1 olusturan HbA iki alfa iki
beta (02B2) zincirinden, mindr eriskin hemoglobini olan HbA2 iki alfa iki delta (0262)
zincirinden, fetal hemoglobin olan HbF ise iki alfa iki gamma (02y2) zincirinden
olusmaktadir (Herbert, Muncie ve Campbell, 2009). Burada en sik goriilen baglica Hb
varyantlarindan bahsedilmistir. Bunlarin disinda ¢ok sayida Hb varyantindan bahsetmek

mumkundiir.
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Sekil 2.2. Globin genlerinin kromozomal organizasyonu
(www.jci.org/cgi/content/full/117/4/850/F2 erisim tarihi: 24.05.2016)

2.2. Talasemi
2.2.1. Talaseminin tanimi

Talasemi, bir ya da daha fazla globin zincirinin yetersiz yapilmasi ya da yapilamamasi ile
karakterize, otozomal resesif gegisli, kalitsal hemoglobin bozuklugudur (Tuzmen ve
Schechter, 2001; Perisano ve digerleri, 2012). Talasemi, ilk kez 1925 yilinda Thomas
Cooley ve Pearl Lee isimli pediyatristler tarafindan, italyan kokenli dért cocukta,
splenomegali ve karakteristik kemik degisiklikleri ile iliskilendirilmis siddetli bir anemi
sekli olarak tanimlanmis ve bu hastalik uzun yillar Cooley Anemisi adiyla anilmigstir
(Cooley ve Lee, 1925). 1936 yilinda ise Whipple ve Bradford inceledikleri vakalarin
Akdeniz civari iilkelerden gelmesi dolayisiyla bu hastaliga, Yunanca deniz anlamina gelen
-thalasso- ve kan anlamima gelen -hemia- kelimelerinden tiiretilen talasemi adini
vermiglerdir. Bu nedenle talasemi, deniz anemisi olarak da anilmistir (Whipple ve

Bradford, 1936).



2.2.2. Talaseminin epidemiyolojisi

Talasemiler, diinya genelinde en yaygin goriilen ve 6nemli bir halk saglig1 sorununa neden
olan tek gen hastaliklaridir (Tuzmen ve Schechter, 2001). Diinya niifusunun yaklasik %5°1
globin varyantina sahip olmakla birlikte bunlarin %1,7°si alfa ya da beta talasemi
tastyicisidir. Talasemi, kadin ve erkekleri esit oranda etkilemektedir ve her 10 000 canli
dogumun yaklasik 4,4’iinde olusmaktadir. Alfa talasemi en sik Afrika ve Gilineydogu Asya
toplumlarinda goriilmektedir (Herbert ve digerleri, 2009). En sik goriilen talasemi tiirii olan
beta talasemi ise Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu Akdeniz tlkeleri, Ortadogu, Orta Asya,
Hindistan, Cin’in gliney bolgesi ve Uzak Dogu iilkelerinin yani sira Afrika’nin kuzey
kiyilar1 ve Giliney Amerika’da yayginlik gdstermektedir. En yiiksek beta talasemi tasiyici
sikligr %14 oram ile Kibris’ta, %10,3 oram ile Sardunya’da ve Giineydogu Asya’da
raporlanmistir (Galanello ve Origa, 2010).

Tiirkiye’de talasemi tastyicilign siklhigr ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. 1971 yilinda
Cavdar ve Arcasoy tarafindan yapilan bir calismada Tiirk toplumundaki beta talasemi
tastyiciligr sikligmin %2.1 oldugu bildirilmistir (Cavdar ve Arcasoy, 1971). 1995-2000
yillar1 arasinda ise Saglik Bakanlig1 ve Tiirk Ulusal Hemoglobinopati Konseyi tarafindan
yiriitiilen ortak bir ¢alismada Akdeniz, Ege ve Marmara bolgelerinin 16 farkli sehrinde
yapilan tarama sonuglari toplanmistir. Yapilan bu ¢alismada, toplamda 380 000 saglikli
birey taranmis olup beta talasemi tasiyiciligr sikligi ortalama %4,3 olarak bulunmustur
(Canatan, Kose, Ustundag, Haznedaroglu ve Ozbas, 2006). En yiiksek beta talasemi
tagiyicihi@ sikligr ise %13,1 orani ile Antalya bolgesinde saptanmistir (Canatan, Kose,
Ustundag, Haznedaroglu ve Ozbas, 2006). Tiirkiye’de yaklasik 1 500 000 beta talasemi
tasiyicist ve 5 500 civarinda beta talasemi hastasi bulunmaktadir. Ozellikle Cukurova,
Akdeniz kiy1 seridi, Ege ve Marmara bolgelerinde talasemi tasiyiciligt cok sik
goriilmektedir (Canatan, 2014). Tiirkiye’de beta talasemili bireylerin dagilimi Sekil 2.3’te

gosterilmistir.

2000 yilindan bu yana Tirkiye’de talaseminin Onlenmesi ve farkindaligin artirilmasi
amaciyla Saglik Bakanligi, Tirk Ulusal Hemoglobinopati Konseyi ve Tiirkiye Talasemi
Federasyonu tarafindan yazili diizenlemeler, egitim ve 6nleme kampanyalar1 gibi adimlar
atilmigtir. Bu kapsamda, 2003 yilinda Saglik Bakanligi’nin belirledigi, Trakya, Marmara,
Akdeniz, Ege ve Giineydogu bolgelerinde bulunan ve talasemi tasiyiciligr sikligr yiiksek
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olan 33 ilde Ulusal Hemoglobinopati Onleme Programi baslatilmistir (Canatan ve
digerleri, 2006). Tiim bu egitim ve dnleme ¢aligmalarinin bir sonucu olarak, talasemi ve
diger hemoglobinopatilerden etkilenen yenidoganlarda %90’lik bir azalma oldugu

gOriilmiistiir (Canatan, 2014).

Kigi Sayisi

Beyaz 0

San 1-10
Mor 10-50
Gri 50-100
Yesil 100-200
Bordo >200

Sekil 2.3. Tiirkiye’de beta talasemili bireylerin dagilimi1 (Canatan ve Aydinok, 2007)

2.2.3. Talasemi tipleri

Talasemiler sentezi bozulmus olan globin zincirine gore a, B, v, 8, of, Y0P ve ydp talasemi
olarak siniflandirilirlar (Tuzmen ve Schechter, 2001). Bu bozuklugun en 6énemli iki formu,
sirasiyla a ve [ globin zincirinin hatali sentezlenmesi sonucu olusan alfa ve beta
talasemiler insanlarda en sik goriilen talasemi tipleri olarak kabul edilmistir (Weatherall,

2011; Olivieri, 1999).

2.2.3.1. Alfa talasemi

Alfa talasemi, alfa globin zincirlerinin eksik sentezlenmesi ya da hi¢ sentezlenememesi
sonucu olusmaktadir. Bu durum, beta zincirlerinin fazla miktarda birikmesine neden
olmaktadir (Piel ve Weatherall, 2014). Beta talasemi klinik olarak daha yaygin goriilse de

alfa talasemi de tropik iklim kusagindaki bir¢ok toplumu etkilemesi bakimindan 6nemlidir.
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Daha sik Asya'da goriilmekte olan alfa talaseminin diinya genelinde goriilme sikligi %5

olarak saptanmistir (Tiirk Hematoloji Dernegi [THD], 2014: 117-133).

2.2.3.1.1. Fizyopatoloji

Alfa zincirlerinin eksik sentezlenmesinin nedeni 16. kromozomda bulunan bir ya da daha
fazla gendeki delesyondur. Homolog kromozomlarin her birinde ikiser tane olmak iizere
toplam dort tane alfa globin geni vardir (ao/aa). Ayni kromozom fiizerindeki alfa genlerine
5’-3’ dogrultusunda, a2 ve al isimleri verilir. Bu genler yapisal olarak birbirinin
kopyasidir (duplikasyon). Bu genler iizerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu alfa
globin zincirinin sentezi azalmakta veya tamamen yok olmaktadir. Bugiine kadar 500’den

fazla a globin geni mutasyonu bildirilmistir. Bu mutasyonlar 3 ana grupta toplanir (THD,

2014: 117-133);

1. Delesyonlar: Alfa talasemide en sik rastlanilan hastalik sebebidir. Delesyonlarin
genisligi onemlidir ve klinik fenotipi etkilemektedir.
2. Nokta mutasyonlari: Beta talasemide siktir, alfa talasemide nadirdir.

3. Diizenleyici elementlerde nadir delesyonlar

2.2.3.1.2. Alfa talasemi tipleri ve teshisi

Her bir haploid gen iizerinde 2 alfa globin gen kopyas: vardir (alfal ve alfa2). Alfa 2 geni
alfa 1 geninden 2-3 kat fazla alfa globin zinciri olusturur. Alfa talasemi sendromlarinda
etkilenen alfa globin genine ve miktarina gore alfa zincir yapimi azalir ve bu azalmanin
miktarina gore de klinik tablo degisir (THD, 2014: 117-133). Tek bir genin delesyonu
sonucunda, normal hematolojik bulgular ile asemptomatik olarak seyreden sessiz alfa
talasemi tasiyiciligi olusmaktadir. iki gen delesyonu genellikle anemi goriilmeyen ve
mikrositoz ile seyreden alfa talasemi tastyiciligi (mindr) ile sonuglanmaktadir. Ug gen
delesyonu, dort beta zinciri (beta4) igeren belirgin bir Hemoglobin H (HbH) iiretimine
neden olmaktadir. Mikrositik anemi, hemoliz ve splenomegali ile seyreden bu bozukluk
alfa talasemi intermedia ya da HbH hastalig1 olarak adlandirilir. Dort gen delesyonu ise
dort gamma zinciri (gamma4) iceren belirgin bir Hemoglobin Bart’s iiretimine neden
olmaktadir. Alfa talasemi major ya da Hb Bart’s hastalig1 olarak adlandirilan bu bozukluk
ise genelikle hidrops fetalis ile sonug¢lanmaktadir (Herbert ve digerleri, 2009).
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Alfa talasemi tastyiciligr klinik ve hematolojik olarak normal olduklarindan molekiiler
calisma olmaksizin taninamazlar. Demir eksikligi tanisi; serum demiri, demir baglama
kapasitesi ve ferritin degerlerine bakilarak saptanmaktadir. Demir eksikligi anemisi, kronik
hastaliktan kaynaklanan anemi ve beta talasemi tasiyiciligi dislanmigsa Hb elektroforezi ve
kapiler elektroforez gibi molekiiler testler kullanilarak alfa talaseminin ayirici tanisi
yapilabilmektedir. Ayrica strip testi veya GAP-PCR ile genetik analiz yapilarak da teshis
konulmaktadir (THD, 2014: 117-133).

2.2.3.2. Beta talasemi

Beta talasemi, beta globin zincirlerinin eksik sentezlenmesi ya da hi¢ sentezlenememesi
sonucu olusmaktadir. Bu durum alfa zincirlerinin fazla miktarda birikmesine neden

olmaktadir (Herbert ve digerleri, 2009).
2.2.3.2.1. Fizyopatoloji

Beta globin zincirinin sentezi 11. kromozomda bulunan genlerin kontroliindedir (Herbert
ve digerleri, 2009). Giinlimiize dek, bu genlerde beta talasemiye neden olan 200’den fazla
mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlarin biiylik bir cogunlugu nokta mutasyonu olup
delesyonlar veya niikleotit ilavesi seklinde de goriilebilmektedir (Tuzmen ve Schechter,
2001). Bu mutasyonlar sonucunda beta globin zincirinin eksik sentezlenmesi (ortalama %
10 civari) B* talasemi, beta globin zinciri hi¢ sentezlenememesi p° talasemi, beta globin
zincirinin az-orta seviyeli eksik sentezi ise B talasemi olarak adlandirilmaktadir
(Cappellini ve digerleri, 2008: 14-27).

2.2.3.2.2. Beta talasemi tipleri ve teshisi
Klinik ve hematolojik siddetine gore beta talasemi major, beta talasemi intermedia ve beta

talasemi tasiyiciligr (beta talasemi mindr) olmak iizere 3 farkli tipte beta talasemi

tanimlanmistir (Cao ve Galanello, 2010).
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2.2.3.2.2.1. Beta talasemi major

Cooley anemisi olarak da bilinen beta talasemi major, siddetli beta globin zinciri
mutasyonlar1 bakimindan homozigot ya da birlesik heterozigot (6rnegin, siddetli B+/ B
mutasyonlari, B” B°, B%P% olan hastalarda olusmaktadir. Bu mutasyonlar beta globin
zincirinin sentezlenmesinden sorumlu olan her iki geni de etkilemektedir. Beta talasemi
majorde beta zinciri sentezi ciddi olarak azalmistir veya sentez tamamen durmustur
(Herbert ve digerleri, 2009; R. Jha ve S. Jha, 2014). Talasemi majorden etkilenen
yenidoganlarda gelisme geriligi ile birlikte beslenme bozukluklari, diyare, iritabilite,
tekrarlayan ates nobetleri, splenomegaliye bagli abdomen genislemesi gibi siddetli klinik
fenotip goriilmektedir. Bu hastalarda yasamin ilk iki y1linda tibbi gézetim ve sag kalim i¢in
diizenli kan transfiizyonu gerekmektedir. Daha sonraki evrelerde transfiizyon ihtiyact

ortadan kalkabilir ve tan1 degistirilerek bu hastalara beta talasemi intermedia teshisi

konulabilmektedir (R. Jha ve S. Jha, 2014).
2.2.3.2.2.2. Beta talasemi intermedia

Beta talasemi intermedia, beta zinciri sentezinin devam ettigi heterojen genetik
mutasyonlar (6rnegin, p7B°, B/B*) sonucu olusmaktadir. Bu mutasyonlar, beta talasemi
majorde oldugu gibi beta globin zincirinin sentezlenmesinden sorumlu olan her iki geni de
etkilemektedir. Beta talasemi intermediada beta zinciri sentezinde hafif-orta derecede
azalma goriilmektedir. Hastalarda goriilen semptomlar beta talasemi majore kiyasla daha
az siddetlidir. Hafif anemi goriilmekle birlikte kan transfiizyonu yalnizca ihtiyag
duyuldugu hallerde gerekmektedir ya da hi¢ gerekmemektedir (Herbert ve digerleri, 2009;
R. Jhave S. Jha, 2014).

Beta talasemi intermedia hastasi olan bireylerde orta dereceli anemi bulgusuna
rastlanmaktadir. Kan transfiizyon ihtiyaci genellikle bulunmaz ya da ihtiyaca gore
transflizyon uygulanir. Klinik bulgularin en siddetli oldugu yaslar 2 ila 6 yas arasidir. Bu
stirede diizenli kan transflizyonuna ihtiya¢ duyulmayabilir ancak biliyiime ve gelisme geg
olur. Genel semptomlar arasinda solgunluk, sarilik, kolelitiyazis, karaciger ve dalak
biliylimesi, orta-siddetli iskelet degisiklikleri, bacak iilseri, ekstramediiler hiperplastik
eritroid ilik biiylimesi, osteopeni ve osteoporoza yatkinlik ve trombotik komplikasyonlar

sayilabilir (R. Jha ve S. Jha, 2014).
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2.2.3.2.2.3 Beta talasemi minor

Beta talasemi mindr bir normal beta gen kopyasinin bulundugu (6rnegin, [/ BO, B/p"), orta
dereceli klinik fenotipin goriildiigii durumdur. Klinik olarak genellikle asemptomatiktir.
Mikrositoz, hipokromi ve artmis HbA2 seviyesi karakterisitik hematolojik bulgulardir (R.
Jha ve S. Jha, 2014).

Beta talasemi tasiyiciligl tanisi igin demir eksikligi anemisi, alfa talasemi tastyiciligi ve
kronik hastalik anemisi hastaliklarindan ayirict tanisinin  yapilmast gerekmektedir.
Eritrositozun olmast (eritrosit sayist (RBC, Red Blood Cell)>5 milyon/mm?®), eritrosit
dagilim genisligi (RDW, Red Cell Distribution Widht)’nin normal saptanmasi ayirict
tanida onemlidir (THD, 2011: 81-97). Ortalama eritrosit hacmi (MCV, Mean Corpuscular
Volume) ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC, Mean Corpuscular
Hemoglobin Concentration) diistiktiir. Hemoglobin elektroforezinde HbA2, HbF veya her
ikisi birden artmistir. HbA2> 3,5°dir; HbF ise %50 olguda yiiksek bulunur. Hafif anemi
(Hb: 9-11 g/dl) goriiliir. Kemik iliginde hafif-orta derecede eritroid hiperplazi mevcuttur
(Cao ve Galanello, 2010; Menderes, 2016). Herhangi bir tedaviye gerek yoktur. Ancak
mutlaka genetik damigsmanlik verilmeli; hastanin anne, baba ve kardesleri tasiyicilik

yoniinden taranmalidir. (THD, 2011: 81-97).

2.3. Oksidatif Stres, Talasemi ve Genotoksisitedeki Yerleri

2.3.1. Oksidatif stres

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis tek elektron boliimlerine
verilen isimdir. Baska molekiiller ile kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere
“oksidan molekiiller” ya da “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” de denmektedir (Halliwell,
1991). Enzimatik reaksiyonlar, mikrozomal hidroksilasyon, mitokondriyal elektron tagima
zinciri, otooksidasyon reaksiyonlari, fagositoz gibi endojen reaksiyonlar ve agir egzersiz,
asirt alkol kullanimi, asir1 beslenme, hava kirliligi, radyasyon, pestisitler, sigara dumant,
UV 1s1n1, radyoaktif 151n gibi eksojen reaksiyonlar sonucunda organizmada ¢ok miktarda

serbest radikal olugmaktadir (Valko ve digerleri, 2007).
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Serbest radikaller ¢esitli makromolekiillere de saldirida bulunarak bir¢ok hastaligin
patolojisinde rol oynamaktadir. Aerobik organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol
altinda tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine engel olmak iizere antioksidan
savunma sistemleri gelismistir. Antioksidan savunma yetersiz oldugunda oksidatif stres
olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif streste in vivo iiretilen reaktif
oksijen tiirleri Ozellikle lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA gibi hiicre
bilesenlerinde hasara neden olmaktadir (Halliwell, 1991). Serbest radikallere 6rnek olarak
stiperoksit radikal (Oy), hidroksil radikal (OH), alkoksil radikal (RO"), peroksil radikal
(ROy), karbonat radikali (HCOs3.), siilfiir radikali (RS") ve nitrik oksit (NO") radikalleri
verilebilir (Halliwell ve Gutteridge, 2015).

Oksidatif stresin, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasariyla bir¢ok kronik
hastaligin komplikasyonlarmma da katkida bulundugu disiiniilmektedir. Aterogenez,
amfizem/bronsit, Parkinson hastaligi, Duchenne tipi muskiiler distrofi, gebelik
preeklampsisi, serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, diyabet,
akut renal yetmezlik, Down sendromu, Alzheimer, yaslanma, retrolental fibroplazi,
serebrovaskiiler bozukluklar, iskemi/reperfiizyon injiirisi gibi durumlarin patogenezinde

oksidatif stresin roliinden s6z edilmektedir (Liebermen ve Marks, 2009: 439-457).

Oksidatif stresin hemolitik anemi, hemoglobinopatiler (orak hiicreli anemi ve talasemi),
herediter sferositoz ve konjenital diseritropoetik anemi gibi hastaliklarda etkili oldugu
bulunmustur. Oksidatif stres bu hastaliklarin primer etiyolojisi degildir, ancak dolagimdaki
eritrositlerin yasam siirelerini kisaltmasina ve kemik iligindeki eritropoezin bozulmasina
neden olan oksidatif hasar, eritroid hiicrelerdeki hemolizin olusmasinda kritik rol

oynamaktadir (Fibach ve Rachmilewitz, 2008).

2.3.2. Oksidatif Stresin Talasemi ile Iliskisi

Talasemililerde, eritrosit hemolizinin etyopatogenezindeki en 6nemli faktdr oksidatif strese
artmis duyarliliktir. Globin zincirlerinin yapimindaki dengesizlikler sonucunda olusan
serbest radikaller, eritrosit transflizyonlarina bagli demir yiiklemesi ve lipid
peroksidasyonu nedeniyle oksidatif stres olusmaktadir. Ek olarak, globin zincirlerinin
otooksidasyonu, non-hemoglobin demiri ve hiicre iginde yetiskin hemoglobininin (HbA)



15

diisiik diizeyde olusu da oksidatif hasari artiran faktorlerdendir (Dhawan, Kumar, Marwaha

ve Ganguly, 2005; Waseem, Khemomal ve Sajid, 2011).

Beta talasemide artmis alfa globin zinciri nedeniyle siddetli oksidatif hasar
gozlenmektedir. Eslesmemis alfa globin zincirlerinin dogrudan iliskisi ve yarattig
oksidatif hasar nedeniyle eritrosit membraninin yapisinda degisiklik olmaktadir. Ozellikle,
serbest, instabil alfa globin altiiniteleri serbest radikallerin olugsmasina neden olmakta ve
bunlar da oksidatif olaylar zincirini baglatmaktadir. Olusan radikaller membran iskeletinde
bozulma ile deformabilitede azalma, rijiditede artma, membran lipidlerinde peroksidasyon,
antijenik degisme ile eritrositlerde erken yaslanma, katyon degisiminde bozulma ile hiicre
ici K™ kayb1 gibi olaylara neden olmaktadir (Comporti, Signorini, Buonocore ve Ciccoli,

2001; Voskou, Aslan, Fanis, Phylactides ve Kleanthous, 2015).

Beta talasemide oksidatif stresin zararli etkilerine karsi caligmasi gereken antioksidan
savunma mekanizmalarinda da yetersizlik bulunmaktadir. Ozellikle Vitamin A, Vitamin C
(Dhawan ve digerleri 2005; Dissayabutra, Tosukhowong ve Seksan, 2005), Vitamin E ve
cinko (Kassab-Chekir ve digerleri, 2003) diizeylerinde belirgin bir azalma saptanmistir
(Ghone, Kumbar, Suryakar, Katkam ve Joshi, 2008; Livrea ve digerleri 1996). Ayrica, beta
talasemililerde folat eksikligi de saptanmis olup buna bagli olarak DNA onarim

mekanizmalarinin bozuldugu bildirilmistir (Castaldi ve digerleri 1983).

2.3.3. Genotoksisite

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli bir sekilde aktarilabilmesi i¢cin DNA yapisinin
korunmast son derece dnemlidir. DNA’nin fonksiyonu bazlar {izerindeki polar gruplara
baghdir. Bu gruplar arasinda spesifik olarak olusan hidrojen baglar ¢ift sarmal DNA’y1
olustururlar. DNA bazlarimin polar gruplarinda olusan kimyasal degisiklikler replikasyon
sirasinda yanlig eslesmeye, replikasyonun bloke olmasina, mutasyonlara ve hiicre 6liimiine
neden olmaktadir (Elmore, 2007; Lindahl, 1990). DNA hasar diisiik seviyede ise DNA
onarim mekanizmalar1 tarafindan verimli bir sekilde onarilir. Agir hasarlar apoptotik
mekanizmalar1 uyararak hiicre Oliimiine sebep olmakta, orta dereceli hasarlar ise
cogunlukla mutasyonla sonuclanmaktadir (Roos ve Kaina, 2006). Genetik materyalin
molekiiler biitiinliiglinde ekzojen (aflotoksin, benzopiren, kemoterapi ilaclari, hardal

gazlar1 vb. gibi kimyasal ajanlar veya UV, iyonize radyasyon gibi fiziksel ajanlar) veya
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endojen (replikasyon hatalari, yanlis eslesmeler, baz kayiplari, deaminasyon, metilasyon
gibi kimyasal degisiklikler ve oksidatif hasar) faktorlerin etkisiyle meydana gelen tiim
degisiklikler ‘DNA hasar1’ olarak adlandirilmaktadir (Onur, Tugrul ve Bozyigit, 2009;
Collins, Dusinska, Gedik ve Stetina, 1996).

Genotoksisite ya da genetik toksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA kiriklari, DNA eklentileri, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri,
Klastojenite ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan bir terimdir. DNA veya genomun
kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan
genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmasi

genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (Sekeroglu ve Atli Sekeroglu, 2011; Choy, 2001).

2.3.3.1. Genotoksisite testleri ve kullamim alanlar:

Genetik hasarin tespit edilmesi i¢in kullanilan genetik toksisite ya da genotoksisite testleri
1970’1i yillarda tasarlanmis olup gilinlimiizde de mutajenik ve genotoksik maddelerin
karsinojenik potansiyellerini Ol¢cebilmek icin kullanilmaya devam etmektedir (Jena, Kaul
ve Ramarao, 2002). Genotoksisite testlerinden, popiilasyonlarin hastalik ve g¢evresel
maruziyetler agisindan izlenmesi, mesleki maruziyetlerin etkilerinin belirlenmesi, mesleki
ve ¢evresel kimyasallar (Dusinska ve Collins, 2008) agisindan molekiiler epidemiyoloji
arastirmalar1 kapsamindaki risk degerlendirmesinde tehlikenin tanimlanmasi, kimyasallarin
toksisite profillerinin belirlenmesi, genomu etkileyebilecek UV ve irradyasyon gibi fiziksel
etkenlerin, parazit enfeksiyonlarinin, sigara, pestisitler (Bolognesi, 2003), ilaglar, gida
katki maddeleri (Brendler-Schwaab, 2005). ve nanomateryaller (Gonzalez, 2008) gibi
kimyasal ajanlarin genotoksik ve karsinojenik etkilerinin altinda yatan molekiiler

mekanizmalarin ortaya c¢ikarilmasi gibi arastirmalarda yararlanilmaktadir.

Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasinda kuvvetli bir
iliskinin oldugunun gosterilmesi ile genotoksisite testlerinin endiistri kuruluglar1 tarafindan
kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin arastirilmasinda tarama testleri olarak
kullanilmas1t sonucunu dogurmustur (Fenech, 1993; Mavournin, Blakey, Cimino,

Salamone ve Heddle, 1990; Choy, 2001; Jena ve digerleri, 2002).
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Ayrica, ulusal ve uluslararasi kilavuzlar dogrultusunda medikal, kozmetik ve endiistriyel
kimyasallara iligkin yasal diizenlemelerin gelistirilmesinde de genotoksisite testlerinden
yararlanilmaktadir. Genotoksisite testlerinin periferal kan hiicreleri (lenfositler), eksfoliye
hiicreler (yanak, burun, serviks epiteli gibi) ve hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan hiicre dizileri
gibi pek ¢ok hiicre tipinde in vitro ve in vivo kullanim olanagi, uygulama, degerlendirme
kolaylig1 ve en Onemlisi kanseri ongdrme yetenegi toksisite testleri arasindaki yerini

giiclendirmektedir (Cakmak Demircigil ve digerleri, 2009).

Genotoksik kimyasallara maruz kalmis popiilasyonlardaki kromozomal hasarin tespiti i¢in
en sik kullanilan genotoksisite yontemleri mikrogekirdek yontemi, comet yontemi,
kromozomal aberasyon testi ve kardes kromatit degisimi testidir (Kassie, 2000;
McKelvey-Martin, 1993; Bonassi ve digerleri, 2006; Singh, 1988; Wilson, 2007).
Tezimizde Sitokinezin Durduruldugu Mikrogekirdek Yontemi kullanildigi i¢in kisaca

yontemin tarihgesi ve amacindan s6z edilmistir.

2.3.3.1.1. Mikrogekirdek yontemi

Mikrogekirdek adi verilen kiiciik ¢ekirdekcik ilk olarak William Howell ve Justin Jolly adli
hematologlar tarafindan eritrositlerde tanimlanmis ve bu nedenle hematolojide Howell-
Jolly cisimcikleri olarak da anilmistir (Fenech ve digerleri, 2011). Mikrogekirdekler (MC),
hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas g¢ekirdege dahil olmayan, tam
kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan kdken alan olusumlardir (Fenech,
2007). Kromozomlarin hiicre kutuplarina diizgiin olarak dagilmasin1 saglayan
mekanizmalardaki bozukluk, sentromer eksikligi ya da sentromer bozuklugu gibi
nedenlerle kromozomlarin anafazda geri kalmasiyla ortaya cikan mikrogekirdekler,
telofazdaki niikleuslarin disinda kalan kiigiik niikleuslar olarak goriilmektedir (Sekil 2.4)

(Fenech, 2000, 2003).
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Sekil 2.4. MC olusumu (Fenech, 2007)

MC sayisindaki artis, iyonizan radyasyon ya da kimyasal mutajenler tarafindan indiiklenen
sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gdstergesi  olarak
degerlendirilmektedir (Demirel ve Zamani, 2002). Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer
boliinme hatalarina ve ig iplikgiklerinde fonksiyon bozukluklarina yol acarak; Klastojenler

ise kromozom kiriklari olusturarak MC olusumunu tetiklemektedir (Fenech, 2000).

Mikrogekirdek yontemi, 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6lgiilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve daha sonra Haddle ve arkadaslari tarafindan kiiltiire
edilmis insan lenfositlerinde kimyasallarin neden oldugu karsinojenisiteyi belirlemeye
yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir. Bazi arastirmacilar gelistirdikleri
modifiye metotlarla andploidiye yol acan ajanlar ile klastojenleri birbirinden ayirmada MC
farkindan yararlanmiglar; klastojenlerce uyarilan MC’lerin asentrik kromozomal
fragmanlar iceren kiigiik, anojenlerce uyarilan MC’lerin tam kromozomlar iceren daha

biiyiik ebathi oldugunu gostermislerdir (Demirel ve Zamani, 2002).

Daha sonra Fenech ve Morley tarafindan 1985 yilinda kiif mantarlarinin metabolitlerinden
elde edilen sitokalazin-B (Cyt-B) ile mitoz gegiren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina
dayanan ve bir hiicre siklusunu tamamlayan hiicrelerin biniikleer goriinlimleriyle ayirt
edilmesine olanak saglayan modifiye bir teknik gelistirilmistir (Fenech ve Morley, 1985,
1986). Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B eklenmesiyle, ¢ekirdek
boliinmesini tamamlamis ancak sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis ¢ift
cekirdekli hiicrelerde MC bulunduran hiicrelerin orani tespit edilmektedir. Gelistirilen bu
Sitokinezin Durdurulugu Mikrogekirdek Yontemi (SD-MC) ile bazi kinetik problemler
ortadan kalkmig ve teknigin uygulanmasindaki giivenilirlik artmistir (Aardema ve Kirsch-

Volders, 2001).
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Yonteme getirilen yenilik sayesinde SD-MC yontemi, insan ve memeli hiicrelerinde DNA
hasar1, sitostazi ve sitotoksisiteyi Ol¢gmek i¢in molekiiler epidemiyoloji ve genetik
toksikolojide en sik kullanilan sitogenetik testlerden biri olmustur (Fenech ve Thomas,
2011).

Mikrogekirdek yontemi ayrica, Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiiti (OECD,
Organisation for Economic Co-operation and Development) kilavuzlarina dahil edilmis ve
kimyasallarin mutajenik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan valide bir test yontemi

haline gelmistir (OECD Test No: 474, 2014; Test No: 487, 2014).

Periferal kan lenfositlerinde MC sikligimin dlciildigic SD-MC  yontemi, kromozom
kiriklari, kromozom kayiplari, DNA yanlis onarimlari, nekroz ve apoptozun giivenilir bir
sekilde belirlenmesine olanak saglamaktadir. MC yontemi ile ayrica, DNA yanlis
onarimlart veya telomer son fiizyonlari sonucunda olusan disentrik kromozomlarin bir
biyogdstergesi olan niikleoplazmik kopriilerin (NPK) ve gen amplifikasyonlarinin bir
biyogdstergesi olan niikleer tomurcuklarin (NT) degerlendirmesi de yapilabilmektedir. Bu
yontemde, yalnizca MC’lerin sayilmast kromozomlarin yeniden diizenlemelerini
gostermesi bakimindan yeterli bir 6lgiit olmadigindan, bintikleer hiicrelerde bunun bir

biyogostergesi olan NPK’lar da sayilmaktadir (Sekil 2.5) (Fenech, 2006, 2007).
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Sekil 2.5. Sitotoksik/genotoksik bir ajana maruziyeti takiben hiicrede SD-MC yontemi ile
belirlenebilen gesitli olusumlar (Fenech, 2007)
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MC yontemi kromozomal aberasyon yontemine kiyasla daha kolay uygulanabilmekte ve
cok sayida hiicre sayilabilmektedir. Sayim ozellikle bir kez boliinmiis hiicreler ile
sinirlandirilmistir.  Sayimin  biniikleer hiicreler ile smirlandirilmasi, deneydeki major
degisken olan uygunsuz hiicre bdliinme kinetiginin sebep oldugu karistirict etkileri
onlemektedir (Fenech, 2006). Kromozom hasarlari hiicre dongiisiiniin herhangi bir
asamasinda olusabilirken MC’ler, hiicre boliinmesi sirasinda olusurlar (Fenech, 2003).
Tim bunlara ek olarak, MC yonteminin farkli hiicre tiplerinde kullanilabilmesi, diistk
maliyetli olmas1 ve yontemde istatistiksel olarak daha anlamli sonuglar elde edilmesi, in
Vivo Ve in vitro genomik hasar ¢alismalarinda bu biyogostergenin benimsenmesine katkida
bulunmustur (Bonassi ve digerleri, 2007; Kirsch-Volders, Elhajouji, Cundari ve Van
Hummelen, 1997).

2.3.3.1.2. Mikrogekirdek yonteminin biyoizleme ¢calismalarindaki kullanim alanlari

Cesitli karsinojenlerin, andjenlerin, pestisitlerin ve diger toksik bilesiklerin genotoksik
etkilerini saptamak; epitelyal lezyonlarin benign ya da malign olmalarina gore ayirt
edilmesi; tiimorlerin derecesinin belirlenmesi; in-situ ya da invazif kanserlerin ayirt
edilmesi, servikal, meme, iirotelyal, oral kavite, akciger, iist sindirim boslugu ve kolon
kanserlerinin taramasi ve pre-neoplastik durumlarin tanimlanmasi; hastaliklarin izlenmesi,
terapi protokollerinin degerlendirilmesi, primer ve sekonder hastalik 6nleme gibi amaglarla

MC biyogosterge olarak kullanilmaktadir (Samanta ve Dey, 2012).

Mikrogekirdek indiiksiyonu ile kanser gelisimi arasindaki iliskinin varligi cok sayida
caligmayla kanitlanmis olup MC sikliginin kanser riskinin 6ngdriicii bir biyogdstergesi
oldugu saptanmigtir. Bundan dolayi, MC yonteminin yaygin olarak uygulanmasi, bu
yontemin kanser gozetim ve onleme programlarinin planlanmasinda ve dogrulanmasinda

kullanilmas1 6nemli bir firsat saglamaktadir (Bonassi ve digerleri, 2007).

Meme kanseri geni olan BRCAL ile genotoksisite iliskisinin arastirildigi bir calismada MC
yontemi kullanilmistir. (Rothfuss ve digerleri, 2000). Akciger kanseri hakkinda yapilan
bagka bir c¢alismada, SD-MC yontemi kullanilmis, tiitiin ile genotoksisite iliskisi
arastirtlmistir (Bonassi, El-Zein, Bolognesi ve Fenech, 2011). Kronik bobrek hastaligi olan
cocuklarda periferal kan lenfositlerinde SD-MC yontemi kullanilarak tedavinin olasi

sitogenetik etkileri arastirilmistir (Cakmak Demircigil ve digerleri, 2011). Bas ve boyun



21

kanseri olan hastalarda periferal kan lenfositlerinde ve bukkal epitel hiicrelerde genetik
hasarin arastirildigi diger bir ¢alisma da MC yonteminin klinikteki kullanimina 6rnek
verilebilir (Burgaz ve digerleri, 2011). Ayrica, Alzhemier ve Parkinson hastalifi olan
bireylerde ndrodejenerasyon ile olasi genetik hasar periferal kan lenfositlerinde MC

yontemi kullanilarak saptanmistir (Migliore, Coppede, Fenech ve Thomas, 2011).

Insan lenfositlerinde yapilan cesitli arastirmalarda ilag etkileri de incelenmistir. Ornegin,
radyoaktif iyot tedavisinin uzun donemli takip ¢alismasinda hastalarin lenfositleri MC
yontemi kullanilarak degerlendirilmis, tedavinin etkileri bu yOntemle aragtirilmistir

(Livingston ve digerleri, 2016).

Tiim bunlarin yani sira, ¢evresel etmenlerin ve mesleki maruziyetin sitogenetik etkilerinin

arastirllmasinda da MC yontemi genotoksisite testi olarak kullanilmaktadir (DeMarini,

2013; Zhang ve digerleri, 2016).

2.3.3.2. Talasemi ve Genotoksisite

Talasemi hastalarinda meydana gelen siddetli anemi, isaretli hemokaterez,
hepatosplenomegali ve etkisiz eritropoez komplikasyonlarindan birisi de hipoksidir
(Galanello ve Origa, 2010; Tyan, Radwan, Eid, Haddad, Wehbe ve Taher, 2014). Hipoksi
demir homeostazini regiile eden hepsidinin ekspresyonunu azaltir. Hepsidinin diger bir
etkisi de bagirsaklardan demir emilimini arttirmasidir (Haidar, Mhaidli ve Taher, 2014;

Semenza, 2009).

Talasemi intermedia yol agtig1 komplikasyonlar bakimidan heterojendir ve genellikle orta
diizeyli hastalikta transfiizyona ihtiya¢ olmaz. Ancak talasemi majorliilerin diizenli kan
transfiizyonu almalart gerekmektedir. Kan transfiizyonu neticesinde hastalarda transferrine

bagli olmayan demir miktar1 artar (Esposito ve digerleri, 2003).

Dokulardaki hipoksi, kan transfiizyonu ve enterik demir absorbsiyonundaki artis
sonucunda yiikselen demir konsantrasyonu reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde artisa yol
acar (Ferro ve digerleri, 2012). Fe*?, Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikallerinin
liretimini katalizleme yetenegindedir, bunun sonucunda demir serbest radikal {iretimine

katkida bulunmus olur. Sonugta olusan redoks dengesizligi membran fosfolipidlerinin
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oksidasyonu, glikozidasyon, apoptoz ve karsinojenezi tetikleyen DNA hasarina neden olur
(Gutteridge, Rowley ve Halliwell, 1982).

Talasemili hastalarda genotoksisite biyogdstergesi olan kromozomal aberasyonlarin ve MC
sikliklarinin artist ile ilgili calismalar vardir (Cote ve Papadakou-Lagoyanni, 1979; Offer
ve digerleri, 2005; Ferro ve digerleri, 2012). Viicuttaki yliksek demir miktarinin hepatik
demir yliklemesine neden oldugu ve bu durumun da reaktif oksijen tiirlerinin artigina baglh
olarak hepatoseliiler karsinom gelisimine neden olabilecegi bildirilmistir (Kew, 2009).
Talasemi hastalarinda da demir miktarinin ¢esitli nedenlerle yiiksek olmasina bagli olarak
artan viicut demir diizeyleri hepatoseliiler karsinom riskinde artisa yol a¢maktadir
(Borgna-Pignatti ve digerleri, 2004). Bu nedenle hepatoseliiler karsinomun talasemililerde

sikca gozlemlendigi saptanmistir (Ferro ve digerleri, 2012).

Cote ve Papadakou-Lagoyanni’nin yaptigi caligmada (1979), 6 ay-18 yas araligindaki 6
talasemi major, 20-30 yas araligindaki 3 talasemi minor ve 6 ay-31 yas araligindaki 8
saglikli goniilliden olusan popiilasyonda kromozomal aberasyon (KA) yontemi ile
goniillillerdeki kromozomal hasar arastirllmistir. Goniilliller yas, kan transfiizyonu,
splenektomi ve folik asit alimina gore degerlendirilmis ve bu kosullarin anomali
insidansini etkilemedigi saptanmistir. Talasemi major hastalarda kontrol ve talasemi minor
grubuna gore yiiksek oranda kromozomal hasar bulunmustur. Folik asit eksikliginin DNA
kiriklarma dogrudan neden olmadigi, ancak DNA onarim mekanizmalarinda yetersizlige
yol acarak kromozomal hasara neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Cote ve Papadakou-

Lagoyanni, 1979).

Cote ve digerleri’nin arastirmasinda ise (1982) 10 ay-34 yas aralifindaki 33 talasemi major
ve 2-48 yas aralifindaki 17 saglikli goniillii ile yapilan bir calismada kardes kromatid
degisimi (SCE) yontemi ile kromozomal hasar arastirilmis; kan transfiizyonu ve folat
aliminin hasar1 nasil etkiledigi saptanmaya c¢alisilmistir. Elde edilen sonuglara gore
transflizyonun uygulanmadigi hastalarda SCE oranlarinda folat diizeylerinden bagimsiz

olarak anlamli olmayan kiiciik bir artig gozlemlenmistir (Cote ve digerleri, 1982).

Talasemi major hastalarinda folat eksikliginin kardes kromatid degisimi (SCE) {izerine
etkilerini incelemek amaciyla tasarlanan iki basamakli bir c¢aligmada ise 2-27 yas

araligindaki 5 talasemi major hastasi, 16-26 yas araligindaki 5 talasemi mindr hastasi, 18-
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28 yas araligindaki 5 saglikli goniilli yer almistir. SCE oranlar1 bakimindan degerlendirme
yapildiginda, kontrol grubu ve talasemi tasiyicilarinda benzer oranlar goriilmiistiir. Folat
eksikligi olan talasemi major hastalarinda SCE oranlar1 daha yiiksek bulunmustur. Folatin
etkisinin incelendigi in vitro ¢alismalarda, folat eksikliginin SCE sikliginda hi¢ bir grupta

degisime neden olmadig1 goriilmiistiir (Silva, Manzato ve Varella-Garcia, 1992).

Genotoksik hasari tespit etmek icin 29 alfa ve beta talasemili birey ve 12 saglikli goniilliide
yapilan mikrogekirdek yonteminin kullanildigi bir calismada bireylerin kirmizi kan
hiicreleri incelenmistir. Talasemi hastalarindaki mikrogekirdek sikliginda saglikli

goniilliilere gore anlamli bir artis saptanmistir (Offer ve digerleri, 2005).

Al-Sweedan ve digerleri’nin (2012) ¢alismasinda, 18 talasemi mindr, 7 talasemi major ve
kontrol grubu olarak 18 saghikli goniillii yetiskin erkek bireyde yapilan kromozom
aberasyon ve SCE testlerinin kullanildig1 bir ¢alismada, talaseminin genotoksik etkileri
lenfositler degerlendirilerek saptanmaya galisilmistir. idrarda 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin
(8-OHdG) ol¢iimii yapilarak oksidatif DNA hasarinin seviyesi aragtirilmistir. Talasemi
major hastalarinda kromozomal aberasyon ve kardes kromatid degisim oran1 diger gruplara
gore anlamli olarak fazla bulunmustur, bu sonuclara gore talasemi major hastalarinda
kromozom hasar1 daha yiiksektir. Talasemi mindr hastalarinda yalmizca SCE oraninda
kiiclik ama anlaml1 bir artis gdzlenmis olup kontrole gére 8-OHdG seviyelerinde anlamli

bir artis bulunmamistir (Al-Sweedan, Khabour ve Isam, 2012).

Ortalama yaslar1 33,8 = 9,7 olan ve toplam 123 bireyden olusan bir ¢alismada SD-MC testi
ve Comet testi ile genotoksisite degerlendirilmistir. Calismaya katilan bireyler kan
transflizyonu uygulanmakta olan ve gec¢miste transfiizyon uygulanmis 113 yetiskin
talasemi hastast ve 10 yetiskin saglikli goniilliiden olusmaktadir. Calismada hiicresel
oksidatif hasarin belirlenmesi amaci ile ROT olusumu, lipid peroksidasyonu, 8-OHdG ve
mitokondriyal transmembran potansiyeli arastirilmigtir.  Ayrica biyokimyasal ve
hematolojik parametreler ol¢iilmiistiir. Comet testi ile talasemili hastalarin kontrol grubuna
gore oldukca yiiksek DNA hasarina sahip oldugu saptanmis, ayrica transfiizyon
uygulanmaya devam eden hastalarda uygulanmayanlara gore DNA hasar1 daha yiiksek
bulunmustur. Yapilan ¢alismada transfiizyon uygulanan bireylerin lenfositleri incelenmis,
mikrocekirdek sikliginda anlamli bir artig gézlenmistir. Mikrogekirdek sikliginin yani sira
niikleoplazmik koprii (NPK) ve niikleer tomurcuk (NT) degerlendirmesi de yapilmistir.
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Buna gore transfiizyon uygulamasi devam eden hastalarda kontrole gore total DNA hasari
anlamli olarak ytliksek bulunmustur. Kontrol ile gecmiste transfiizyon uygulanmig hastalar
karsilagtirildiginda, hasta grubundaki DNA hasar1 daha yiliksek bulunmus olsa da fark

anlamli bulunmamistir (Ferro ve digerleri, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. BT Minor Cocuklar (Calisma Grubu) ve Saghkl Cocuklar (Kontrol Grubu) ile
Calisma Popiilasyonunun Belirlenmesi

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk
Hematolojisi Bilim Dal1 Polikliniginde BT minér tanisi verilen ¢ocuklar incelenmistir. BT
mindr tanisi tam kan sayimi (CBC, Complete Blood Count) ve hemoglobin elektroforezi
ile konmustur. Tam kan sayiminda, viicut demir gostergeleri normalken; mikrositoz
(MCV, Mean Corpuscular Volume: <80 fl), hipokromi (MCH, Mean Corpuscular
Hemoglobin: <25) ve eritrositoz (RBC, Red Blood Cell: >5) bulunmasi ve es zamanl
olarak hemoglobin elektroforezinde HbA2’nin >%3,5 olmasiyla tan1 verilmistir. Bazi
hastalarin tam kan sayiminda BT mindr ile uyumlu eritrosit indeksleri bulunmasina
ragmen, viicut demir gostergeleri diisiik olmadigi halde HbA2’nin yiiksek bulunmadigi
durumda, ebeveyn ile ilgili calisma ve beta globin geninde molekiiler degerlendirme
yapilmistir. En az bir ebeveynde hastayla benzer laboratuvar bulgular1 olmasi durumunda
ve beta globin geninde mutasyon saptanmasi durumunda tani verilmistir. Bu kriterlere
uyan ¢ocuklar ¢alismaya BT mindr grubunu olusturmak tizere alinmistir. Kontrol grubunun
bir kismini bu ¢ocuklarin BT mindr olmayan kardesleri, geri kalanin1 da ayni hastaneye
klinik kontrol amacli basvurusu olan yas ve cinsiyet acisindan benzer saglikli ¢ocuklar
olusturmustur. Bu ¢ocuklarin ise BT mindr ¢cocuklarin genis aile ¢evresinden secilmesine

oncelik verilmistir.

Arastirma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 24/03/2014 tarih ve 162
say1 ile onaylanmistir (Ek 1) ve Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
desteklenmistir (02/2014-03). Calisma ve kontrol grubunun ebeveynlerinden ¢ocuklarinin
calismada goniillii olarak yer aldigina ve kan Orneklerinin bu projedeki ¢aligmalarda
kullanilmasini1 kabul ettiklerine dair goniillii beyan formu ile onaylar1 alinmistir. Her
¢ocugun anne ya da babasina ¢ocukla ilgili yas, cinsiyet, kilo, boy, 6grenim durumu, son 1
yilda oldugu asilar, son 3 ayda X-151n1 maruziyeti, doktor tavsiyesi disinda kullandig: ilag
ve vitaminler, ¢ay icme aliskanligi, beslenme aligkanligi, anne ve babanin sigara igme
aliskanlig1, yaptig1 spor aktiviteleri ve aile bireylerindeki kalitsal hastaliklar gibi bilgileri
iceren anket formu yiiz ylize uygulanmistir. Anket formunun hekim tarafindan
doldurulacak boliimiinde ise ¢ocugun kullandig1r bagka ilaclari, vitaminleri ve gegirdigi

viral enfeksiyonlar1 sorgulayan sorular yer almistir. Anket uygulamasi ile ¢alismaya katilan
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cocuklarin cevresel ve klinik durumlarini anlamak, kullanilacak yontemlerde karistiric
olabilecek durumlarin saptanmasi amaglanmistir. Uygulanan goniillii beyan formu ve anket

formu 6rnekleri Ek 2 ve Ek 3’de yer almaktadir.

3.2. Cahsma ve Kontrol Grubundan Biyolojik Orneklerin Toplanmasi

Calismaya dahil olan cocuklardan biyolojik materyal olarak alinan kan Ornekleri
01/07/2014-31/12/2015 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk Hematolojisi Bilim Dali Poliklinigi tarafindan
toplanmistir. Periferal kan lenfositlerinde (PKL) genotoksisite yontem uygulamalar1 Gazi
Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji Ana Bilim Dalinda
gerceklestirilmistir. Kan &rneklerinde biyokimyasal analizler ise Gazi Universitesi Tip

Fakiiltesi rutin biyokimya laboratuvarinda yapilmaistir.

Caligsma siiresince genotoksisite yonteminde kullanilacak kan 6rnekleri, heparinli, vakumlu
tiiplere en az 2 ml olacak sekilde sadece bir kere almmistir. Ornekler, Sitokinezi
Durdurulmus Mikrogekirdek Yonteminin (SD-MC) uygulanmas: igin Gazi Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji Ana Bilim Dali’na +4°C’de ayni giin
icerisinde calisilmak {izere ulastirilmistir. Ayni1 Orneklerde Comet yontemi de

uygulanmistir (Menderes, 2016).

3.3. Sitokinezin Durduruldugu Mikrocekirdek (SD-MC) Yontemi

3.3.1. Kullamlan kimyasallar

Besi yeri (Chromosome Medium B F5023): 100 mi
Sitokalazin B (Alfa Aesar (USA) J65342)

Dimetil siilfoksit (DMSO)  (Amresco -67685)

KCI (Merck)

Asetik asit %100 (Merck)

Metanol (Merck)

Formaldehit (Merck)

%4 Giemsa (Merck)

%4 May Griinwald (Merck)
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3.3.2. Kullanilan Aletler

37°C’lik inkiibator (Nuare Model No NU-5100E)
1000 rpm’lik santrifiij (Niive CN180)

Vorteks (FIRLABO-sa)

Hassas Terazi (Shimadzu AW320)

Pipetler (Eppendorf)

Trasli lam ve lamel (Menzel-Glaser)

Isik mikroskobu (Zeiss Primo Star)

Sayag (Marienfeld Superior Counter 2001)
Beher

Balon joje

Cam sale

Meziir

Tartim kasig1

Su trompu

Ozel boyama kabi

3.3.3. Deneyin Yapilisi

3.3.3.1. Gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Besi yeri

SD-MC yontemi igin fotal buzagi serumu ve fitohemaglutinin igeren hazir besi yeri steril
kosullarda kulanilmistir. Besi yeri, steril 15 m1’lik kapakli konik tiiplerin her birine 4,5 ml
olacak sekilde aktarilmistir. Tiipler daha sonra kullanilmak tizere -20°C’ye kaldirilmistir.

Sitokalazin B cozeltisinin hazirlanmasi

Sitokalazin B, DMSO i¢inde 6 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde steril kosullarda
cozllmiustiir. Steril kiigiik ependorflara dagitilarak -80 °C’ye kaldirilmistir.
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Potasyum kloriir (KCI) cozeltisinin hazirlanmasi

0,075 M potasyum kloriir ¢ozeltisi hazirlanarak deneyde kullanilmak iizere buzdolabina

kaldirilmastir.

3.3.3.2. SD-MC Yontemi

0,5 ml venoz kan 6rnegi, hazirlanan 4,5 ml’lik besi yerine steril kosullarda eklendi. Her bir
ornek ic¢in 1 adet tiip kodlandi. Tiipler 72 saat bekletilmek tizere 37°C’lik inkiibatore
kaldirild1. 44. saatte sitokinezin durdurulmasi amaciyla son konsantrasyonu 6 ug/ml olacak
sekilde sitokolazin B ¢ozeltisi steril kosullarda orneklere eklendi ve tekrar inkiibatore
kaldirild1. 72. saatin sonunda ornekler inkiibatorden alinarak 1000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant su trompu ile ¢ekildi ve atildi. Ornekler vorteks
tizerindeyken ¢oOkelti iizerine pastor pipeti ile 5 ml taze hazirlanmig 0,075 M KCI
hiicrelerin sigirilmesi amaciyla damla damla eklendi ve sonra buzdolabina koyularak 3
dakika bekletildi. Buzdolabindan alinan 6rnekler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ustte kalan siipernatant su trompu ile atilarak ¢okelti {izerine 5 ml taze hazirlanmis
metanol:asetik asit ¢ozeltisi (3:1 oraninda), drnekler vorteks iizerindeyken eklendi. 1000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu temizleme ve fiksasyon islemi dipteki ¢okelti seffaf
hale gelene kadar 4 kere tekrarlandi. Ustteki siipernatant atildi ve alttaki ¢okeltiye cam
pipetle pipetaj yapildi. Son hiicre pelleti soguk distile suda bekletilen ayni sekilde

kodlanmig 2 lam tizerine yayildi. Lamlar oda 1si1sinda kurumaya birakildi.

100 mlI’lik meziire 4 ml Giemsa ve 4 ml May Griinwald boyas1 koyularak distile su ile 100
ml’ye tamamlandi. Lamlar bir cam saleye yerlestirildi. Uzerine hazirlanan boyama
cozeltisi ilave edilerek 10 dakika beklendi. Bu siirenin sonunda lamlar distile suyla 2 kere
calkaland1 ve oda 1sisinda kurumaya birakildi. Boyanan preparatlarda her birey igin 1000
biniikleer hiicre 151k mikroskobunda x40 objektif kullanilarak degerlendirildi. ilk 250
hiicrede mono-, bi-, tri,- tetra- niikleer hiicrelerin sayis1 belirlenerek niikleer boliinme
indeksi (NBI) hesaplandi. 1000 biniikleer hiicrede MC’li biniikleer hiicre sayis1, biniikleer
hiicrelerdeki MC sayisi, niikleer tomurcuk (NT) ve niikleoplazmik koprii (NPK) sayilari

belirlendi.
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. . Fiksasyon
KClilavesi {Metanol:Asetik asit)
Kan Grnegi Sitokalazin B 4' ¥
Inkiibasyon .
37°C Inkiibasyon Santrifd Santrifdj
[——
1000 rpm 1000 rpm
10 dk 10 dk
44.saat 72. saat 4 defa) ‘ /
Yayma

Mikroskobik inceleme

Sekil 3.1. SD-MC ydntem protokolii

Sitokinezin durduruldugu biniikleer hiicrelerin teshisi icin kriterler (Fenech, 2007):

- Hicreler iki ¢ekirdege sahip olmalidir.

- Bintikleer hiicredeki iki ¢ekirdegin c¢ekirdek zarlari tam olmali ve ayni sitoplazmik
sinir igerisinde yer almalidir.

- Biniikleer hiicredeki iki c¢ekirdek yaklagik ayni boyutta, ayni boyanma
ozelliklerinde ve yogunlukta olmalidir.

- Biniikleer hiicredeki iki ana c¢ekirdek temas edebilir ancak birbiriyle st iiste
gelmemeli, oOrtiismemelidir. Birbiriyle ortiisen iki c¢ekirdege sahip bir hiicre,
yalnizca, her bir ¢ekirdegin ¢ekirdek sinirlart ayirt edilebiliyorsa sayilabilir.

- Biniikleer hiicrenin sitoplazmik sinir1 ya da zar1 bozulmamis olmali ve komsu
hiicrelerin sitoplazmik siirlarindan agikg¢a ayirt edilebilir olmalidir.

- Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdek birbirine ¢ekirdek ¢apinin 1/4’inden daha genis
olmayan bir koprii ile bagl olabilir.

- Ana ¢ekirdekleri nekroza ya da apoptozise ugramis hiicreler sayllmamalidir.
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Mikrocekirdek sayimi icin kriterler (Fenech, 2007):

- Yalnizca sitokinezi durdurulmus biniikleer hiicrelerdeki mikrocekirdekler
sayilmalidir. Ug, dort veya daha fazla gekirdekli hiicrelerde goriilen MC’ler
degerlendirme dis1 birakilmalidir.

- Mikrogekirdek capi, ana g¢ekirdek capinin 1/16°1 ile 1/3°1 arasinda olmalidir. Bu
biiytikliik, sirasiyla, bintikleer hiicredeki ana ¢ekirdeklerden birinin alaninin 1/256’1
ile 1/9’ine tekabiil etmektedir.

- Mikrogekirdek yuvarlak veya oval sekillerde olmali ve hiicre sitoplazmasi i¢inde
kalmalidir.

- Mikrogekirdek 15181 kirmaz, bu nedenle boyama partikiilleri gibi artifaktlardan
kolayca ayirt edilebilmektedir.

- Mikrogekirdek ana ¢ekirdege bagli olmamalidir.

- Mikrocekirdek ana c¢ekirdekle benzer morfolojik yapiya ve ayni boyanma
yogunluguna sahip olmalidir. Bazen, boyanma daha yogun olabilmektedir.

- Mikrogekirdek ana c¢ekirdekle iist iiste ¢akismamali ve ana ¢ekirdekten agik bir
sekilde ayirt edilebilmelidir.

- Mikrogekirdek ana cekirdekle ayn1 diizlemde olmalidir.

- Siiphe duyulan mikrogekirdek degerlendirilmemelidir.

Niikleoplazmik koprilerin (NPK) 6zellikleri (Fenech, 2007):

- NPK, biniikleer bir hiicredeki cekirdeklerle baglantili DNA iceren devamli bir
yapidir.

- NPK’nin genisligi degisebilir ancak genellikle hiicre i¢indeki ¢ekirdegin capinin
1/4’inden fazla olmamalidir.

- NPK, ana ¢ekirdekle ayn1 boyanma yogunluguna sahip olmalidir.

- Nadir durumlarda, bir biniikleer hiicrede birden fazla NPK goriilebilir.

- NPK bulunan bir bi niikleer hiicrede bir ya da daha fazla MC goriilebilir veya hig
goriilmeyebilir.

- Cekirdekleri birbiriyle temas eden hiicrelerde NPK goriilmesi zordur. Bu nedenle

NPK, ¢ekirdekleri agikca ayirt edilebilen hiicrelerde degerlendirilir.
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Sekil 3.2. NPK olusumu (Fenech, 2007)

Niikleer tomurcuklarin (NT) 6zellikleri (Fenech, 2007):

- NT, goriiniis olarak mikrogekirdege benzer olmakla birlikte, ¢ap1 kendi ¢apindan
daha dar veya daha da ince olabilen bir koprii ile ¢cekirdege baglhidir.

- NT, MC ile genellikle ayn1 boyanma yogunluguna sahiptir.

- NT bazen ¢ekirdege bitisik bir vakuol seklinde goriilebilir.

- Eger goriilen niikleer anomalinin ¢ekirdege dokunan bir mikrogekirdek ya da
niikleer tomurcuk olup olmadigini ayirt etmek zor ise, bunu niikleer tomurcuk

olarak degerlendirmek kabul edilebilirdir.

Niikleer boliinme indeksi (NBI) canli hiicre fraksiyonunun proliferatif durumunun
belirlenmesinde kullanilan bir 6lgiittiir. Bundan dolayi, sitostatik etkilerin bir gostergesidir
ve aynt zamanda immiin fonksiyonunun 6nemli bir biyogostergesi olan lenfosit mitojenik
yanitin Ol¢limiinde kullanilan yararli bir parametredir. NDI asagidaki formiile gore

hesaplanmaktadir:

NBi= mononiikleer hiicre X a + biniikleer hiicre x b + triniikleer hiicre X ¢ + tetraniikleer hiicre x d
B a+b+c+d

(atb+c+d=250)
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Sekil 3.3. Mikroskopta Mikrogekirdek (MC), Niikleoplazmik Koprii (NPK) ve Niikleer
Tomurcuk (NT) goriiniimleri (Fenech, 2007)

3.4. istatistiksel Analiz

3.4.1. Popiilasyon biiyiikliigiiniin belirlenmesi icin yapilan pilot calisma

Orneklem biiviikliigiiniin hesaplanmasi

Orneklem biiyiikliigiiniin belirlenmesi amaci ile pilot calisma yapilmistir. Yapilan bu pilot
calismada 10 BT minor ¢ocuk ve 10 saglikli ¢ocugun kan orneklerinde mikrogekirdek
siklig1 degerlendirilmistir. Mikrogekirdek sikliklar1 ortalamasi ve standart sapmasi, kontrol
grubunda 4,0 (SS: 2,0), talasemi tasiyicis1 grupta ise 5,4 (SS: 2,9) olarak bulunmustur.
NCSS PASS (2005) programi kullanilarak %95 giiven diizeyinde %80 gii¢ ile 5 birimlik
farkin belirlenebilmesi igin, iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik testine gore drneklem

biiyiikligii her bir grupta en az 51 gézlem olarak bulunmustur.

3.4.2. Calisma ve kontrol grubunun istatistiksel analizi

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 programi kullanilarak yapilmistir. Calisma ve kontrol
gruplarinda sayisal degiskenler agisindan karsilagtirma yapmak igin, normal dagilim
gosteren degiskenler iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik testi ile normal dagilim
gostermeyen degiskenler Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Nitelik degiskenler
acisindan gruplar arasindaki farklilik Pearson Kki-kare testi kullanilarak bulunmustur.
Sayisal degiskenler arasindaki iliski Spearman’s rho korelasyon katsayisi ile incelenmistir.

Yas degiskeninin gruplari ayirt edebilmek igin en iyi kesim noktasit ROC analizi yapilarak
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elde edilmistir. Yas degiskeni iki sinifta incelenmistir. Mikrogekirdek sikligi degiskeni
icin, BT minér olan gocuklar ile saglikli ¢ocuklar1 ayirt edebilecek en iyi kesim noktasi
ROC analizi kullanilarak elde edilmistir. En iyi kesim noktasinin duyarlilik ve segicilik
degerleri verilmistir. BT minére etki eden degiskenleri belirlemek igin lojistik regresyon
analizi kullanilmistir. Tanimlayict istatistik olarak nitelik degiskenler i¢in say1 ve yiizde;
normal dagilim gosteren sayisal degiskenler igin aritmetik ortalama, standart sapma,
normal dagilim gostermeyen degiskenler igin ortanca, minimum, maksimum degerler

verilmistir. Istatistiksel olarak p<0,05 anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cocuklara ait demografik ozellikler

Calismaya yas ortalamasi 6,09 + 2,51 (min-maks=2-11) arasinda degisen 79 BT minér
cocuk ile yas ortalamasi 7,08 + 2,55 (min-maks=2-11) arasinda degisen anemik olmayan
74 saglikli ¢ocuk alinmistir. BT mindrlii ¢cocuklarin 39’u erkek (%49,4), 40’1 kiz (%50,6),
saglikli ¢ocuklarin ise 33’1 erkek (%44,6), 41’1 kizdir (%55,4). BT mindr ¢ocuklar ve

saglikli cocuklarin genel 6zellikleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. BT minor ¢ocuklar ve saglikli cocuklarin genel 6zellikleri

BT minor ¢ocuklar Saghkh cocuklar de'peri
(n=79) (n=74) -
Ort+SS Ortanca (min-maks) Ort+SS Ortanca (min-maks)
Yas (yil) 6,09+2,51 6 (2-11) 7,08+2,55 8 (2-11) 0,012
BKi 16,79 + 3,78 15,35 (12,01-27,58) | 16,95+ 3,35 15,97 (13-26) 0,626
n (%) n (%)
cinsivet 39 (%49,4) 33 (9%44,6) 0,628
Kiz 40 (%50,6) 41 (%55,4)
X-lsim
Alan 20 (%25,3) 17 (%23,0) 0,851
Almayan 59 (%74,7) 57 (%77,0)
Pasif sigara iciciligi
Var 16 (%20,3) 15 (%20,3) 1
Yok 63 (%79,7) 59 (%79,7)
Viral enfeksiyon
Gegiren 5 (%6,4) 4 (%5,4) 1
Gegirmeyen 73 (%93,6) 70 (%94,6)
As1
Olan 22 (%27,8) 20 (%27,0) 1
Olmayan 57 (% 72,2) 54 (%73,0)
Vitamin
Alan 8 (%10,1) 4 (%5,4) 0,371
Almayan 71 (%89,9) 70 (%94,6)
Aktivite
Az 38 (%48,1) 37 (%50,0) 0.963
Orta 35 (%44,3) 32 (%43,2) ’
Cok 6 (%7,6) 5 (%6,8)

BT mindr ¢ocuklar ve saglikli cocuklar arasinda cinsiyet, beden kitle indeksi (BKI)

acisindan uyumludur

(p>0,05). X-15101

maruziyeti,

pasif sigara

iciciligi,

viral

enfeksiyonlar, vitamin kullanimi, ag1 uygulamasi ve aktivite siiresi agisindan istatistiksel

olarak anlaml bir fark yoktur (p>0,05). BT mindr ¢ocuklar ve saglikli ¢ocuklar arasinda

yas agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
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4.2. Cocuklara ait tam kan sayinmi parametreleri, biyokimyasal parametreler ve

hemoglobin elektroforez sonug¢lar:

BT mindr ¢ocuklar ve saglikli ¢ocuklarin tam kan sayimi parametreleri, biyokimyasal

parametreler ve hemoglobin elektroforez sonuglar1 Cizelge 4.2°de gésterilmistir.
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Cizelge 4.2. Tam kan sayimi parametreleri, biyokimyasal parametreler ve hemoglobin
elektroforez sonuglari

BT minér cocuklar Saghkh cocuklar
Parametre =) (n=74) P :
degeri
Ort+SS Ortanca (min-maks) Ort+SS Ortanca (min-maks)
RBC (10.e6/ul) 5,44+0,49 5,56 (4,37-6,57) 4,7240,31 4,67 (3,96-6,20) <0,001
Hb (g/dl) 11,60+1,02 11,56 (9,45-13,89) 12,76+1,57 12,97 (1,34-15,90) <0,001
HCT (%)* 36,13+2,52 36,20 (29,45-41,20) 38,40+2,40 38,20 (33,67-47,50) <0,001
MCV (fl) 66,90+8,23 64,45 (54,09-79,81) 82,61+3,81 82,88 (57,89-89,70) <0,001
MCH (pg) 21,53+3,21 20,08 (16,20-27,19) 27,811,40 27,88 (18,37-30,13) <0,001
MCHC (g/dl)* 32,11£1,07 32,10 (29,20-34,51) 33,67+0,71 33,66 (31,72-36,17) <0,001
RDW (%) 15,56+1,83 15,84 (12,60-22,14) 13,28+0,75 13,20 (12,04-16,37) <0,001
HbAO (%) 84,02+4,42 84,65 (62-92) 85,72+2,43 85,80 (71-95) 0,001
HbA2 (%) 4,03+1,44 3,40 (2,10-8,50) 3,08+0,52 3,00 (2-6) 0,001
HDbF (%) 1,43+1,38 1,00 (0,10-6,90) 0,97+1,57 0,60 (0,10-13) <0,001
PLT (10.e3/ul) 322,34+70,41 314 (194-569,20) 308,77+67,23 300,75 (181-509,80) 0,260
BK (10.e3/nl) 8,14+1,88 7,83 (4,46-14,40) 10,78+29,06 7,30 (4,70-257,10) 0,110
Demir (ng/dl)* 79,65+29,06 75 (16-179) 81,49+31,10 76,30 (24-170) 0,707
UIBC (pg/dl)* 286,40+46,08 287 (158-370) 285,68+46,62 278,70 (180-378) 0,923
TSI (%) 29,99+16,81 26,28 (4,50-104,20) 30,23+14,93 26,81 (6,80-66,70) 0,742
Ferritin (ng/ml) 37,56+23,15 31,37 (8,86-144,70) 38,08+17,92 32,96 (10,40-85,18) 0,415
B12 (pg/ml) 461,96177,52 417,90 (186-1022) 429,29+186,95 382,10 (166,20-1240) 0,177
Folat (ng/ml) 11,89+4,24 10,75 (5,48-31) 12,10+4,63 11,40 (6,61-40,70) 0,683
CRP (mg/l) 4,62+14,68 1,93 (1-127) 2,85+2,89 2 (1-16,60) 0,711
Vit C (ng/ml) 110,95+88,65 70 (9,77-313,88) 90,14+67,70 69,28 (9,69-303,23) 0,605
Vit E (uM) 51,05+36,56 31,46 (10,32-130,25) 45,72+30,36 35,13 (10,42-122,20) 0,782
TAS (mmol/l) 2,12+0,79 2,10 (0,44-4) 2,15+0,85 2,33 (0,15-3,81) 0,676
TOS (umol/l) 7,15+4,65 5,91 (1,26-30,14) 8,55+6,63 6,33 (0,28-34,93) 0,365

* Ortalama+SS; Diger veriler Ortanca (min-maks) degerleri iizerinden yorumlanmustir.

SS: Standart sapma, RBC: Eritrosit sayisi, Hb: Hemoglobin, HCT: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit
hacmi, MCH: Ortalama eritrosit hemoglobini, MCHC: Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu,
RDW: Eritrosit dagilim genisligi, PLT: Trombosit sayisi, BK: Lokosit sayisi, CRP: Seroreaktif protein
UIBC: Doymamis demir baglama kapasitesi TSI: Transferrin saturasyon indeksi = (Serum demir diizeyi/
Demir baglama kapasitesi) x 100, Vit C: Vitamin C, Vit E: Vitamin E, TAS: Total antioksidan seviye, TOS:
Total oksidan seviye
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BT mindr ¢ocuklar ve saglikli ¢ocuklarin eritrosit parametreleri (RBC, MCV, MCH,
MCHC, RDW) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05). BT
mindr ¢ocuklar ve saglikli ¢ocuklarda hemoglobin elektroforez sonuglart (HbAO, HbA2,
HbF) acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05). Viicut demir
gostergeleri (demir, demir baglama kapasitesi, TSI, ferritin), 16kosit ve trombosit degerleri
acisindan iki grup arasinda anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05). iki grup arasindaki
CRP, folat, B12, Vitamin C ve Vitamin E degerlerinde de istatistiksel olarak anlamli
farklilik yoktur (p>0,05).

4.3. SD-MC yontemine ait sonuglar

BT minor ¢ocuklar ve saglikli cocuklar SD-MC yontemi ile genotoksisite ve sitotoksisite
parametreleri agisindan karsilastirilmistir. ki grubun PKL’de MC, MC’li hiicre, NT, NPK

sikliklar1 ve NBI karsilastirilmasina iliskin sonuglar Cizelge 4.3’te gdsterilmistir.

Cizelge 4.3. Gruplarin genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri ile karsilastiriimasi

BT minér ¢ocuklar Saghkh ¢ocuklar
(n=79) (n=74)
Parametre p

(Slkhk; %") Ort+SS Ortanca (min-maks) Ort+SS Ortanca (min-maks) degeri
MC 6,38+3,85 5 (0-24) 5,8244,05 5 (0-24) 0,274
MC’li hiicre | 6,18+3,54 5 (0-19) 5,70£3,84 5 (1-23) 0,303
NT 1,78+1,86 1(0-12) 1,36+1,22 1(0-5) 0,217
NPK 0,62+1,04 0 (0-5) 0,41+0,81 0(0-3) 0,121
NBI 1,79+0,18 | 1,80 (1,36-2,49) | 1,77+0,18 | 1,78 (1,32-2,20) | 0,328

MC: Mikrogekirdek, MC’li hiicre: Mikrogekirdekli hiicre, NT: Niikleer tomurcuk, NPK: Niikleoplazmik
koprii, NBi: Niikleer boliinme indeksi

BT minér cocuklarda MC, MC’li hiicre, NT, NPK sikliklar1 ve NBI saglikli ¢ocuklara gore
yiikseklik gosterse de fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 4.1. BT minor ¢ocuklar ve saglikli gocuklarda MC, MC’li hiicre, NT, NPK sikliklar1
ve NBI’nin karsilastirilmasi

BT mindr cocuklar ve saglikli cocuklar arasinda yasin istatistiksel olarak anlamli fark

gostermesi nedeniyle yas igin kesim noktasi arastirilmis ve 7 olarak bulunmustur. Gruplar

7 yas ve alt1 ve 7 yas Ustii olarak yeniden diizenlenmistir.

7 yas ve altt BT minor ¢ocuklar (4,75 + 1,61) ile saglikli ¢ocuklar (4,86 + 1,85) yas
acisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). 7 yas
isti BT mindr gocuklar (9,17 + 1,09) ile saglikli ¢ocuklar (9,08 + 0,90) yas agisindan
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

7 yas ve alti gruplarin genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri agisindan
karsilastirilmasina iliskin sonuglar Cizelge 4.4’de; 7 yas tstii gruplarin genotoksisite ve
sitotoksisite parametreleri agisindan karsilagtirilmasina iliskin sonuglar ise Cizelge 4.5°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. <7 yas gruplarin genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri ile
karsilastirilmast
BT minér cocuklar Saghkh ¢cocuklar
Parametre (n=55) (n=35) p degeri
(S1khik; %o)
Ort+SS Ortanca (min-maks) Ort+SS Ortanca (min-maks)

MC 6,55+4,29 5 (0-24) 5,54£3,10 5 (0-16) 0,466
MC’li hiicre | 6,33+3,89 5 (0-19) 5,51£3,01 5 (1-16) 0,516
NT 2,02+2.08 2 (0-12) 1,20+1,02 1 (0-4) 0,054
NPK 0,73+1,14 0 (0-5) 0,60+0,97 0 (0-3) 0,566
NBi 1,82+0,20 | 1,80 (1,36-2,49) | 1,76+0,20 | 1,78 (1,32-2,20) | 0,234

MC: Mikrogekirdek, MC’li hiicre: Mikrogekirdekli hiicre, NT: Niikleer tomurcuk, NPK: Niikleoplazmik
koprii, NBI: Niikleer boliinme indeksi

7 yas ve alt1 i¢in, BT minor ¢ocuklar ve saglikli ¢ocuklar arasinda genotoksisite ve

sitotoksisite parametreleri degerlerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir

(p>0,05). Bununla birlikte, NT parametresi degerinde sinirda bir anlamlilik bulunmustur

(p=0,054).
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Sekil 4.2. <7 yas BT minor ¢ocuklar ve saglikli ¢ocuklarda MC, MC’li hiicre, NT, NPK
sikliklar1 ve NBI’nin karsilastirilmasi

[ MCi hiicre

NPK NBI

Cizelge 4.5. >7 yas gruplarin genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri ile
karsilagtirilmasi
BT minér cocuklar Saghkh ¢ocuklar
Parametre (n=24) n=39) p degeri
(Sikhik; %o)
Ort+SS Ortanca (min-maks) Ort+SS Ortanca (min-maks)

MC 6,00+2,62 5(2-11) 6,08+4,77 5 (1-24) 0,417
MC’li hiicre | 5,83+2,59 5(2-11) 5,87+4,49 5(1-23) 0,459
NT 1,25+1,03 1(0-3) 1,51+1,37 1 (0-5) 0,589
NPK 0,38+0,71 0 (0-2) 0,23+0,58 0 (0-2) 0,352
NBi 1,75+0,14 | 1,75(1,49-2,06) | 1,77+0,16 | 1,78 (1,41-2,13) 0,623

MC: Mikrogekirdek, MC’li hiicre: Mikrogekirdekli hiicre, NT: Niikleer tomurcuk, NPK: Niikleoplazmik
koprii, NBI: Niikleer bolinme indeksi
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7 yas ustii icin, BT mindr cocuklar ve saglikli cocuklar arasinda genotoksisite ve
sitotoksisite parametreleri degerlerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir

(p>0,05).

15
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Sekil 4.3. >7 yas BT minor ¢ocuklar ve saglikli ¢ocuklarda MC, MC’li hiicre, NT, NPK

sikliklar1 ve NBI nin karsilastirilmasi

Calismaya dahil edilen ve kardesi olan BT mindr ¢ocuklar ile bu g¢ocuklarin saglikli
kardesleri de ayrica genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri agisindan karsilagtirilmistir.
Gruplarin genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri agisindan karsilastirilmasina iliskin

sonuclar Cizelge 4.6’da gdsterilmistir.
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Cizelge 4.6. Kardesi olan BT mindr cocuklar ile bu cocuklarin saglikli kardesleri
arasindaki genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri karsilastirmasi

Saghkh kardesi olan BT minor cocuklarin
BT minor cocuklar saghkh kardesleri o .
Parametre (n=15) (n=22) p degeri
(S1khik; %)
Ort+SS Ortanca (min-maks) Ort+SS Ortanca (min-maks)
MC 5,53+3,42 5(1-13) 6,36+2,79 6 (3-16) 0,254
MC’li hiicre | 5,47+3,48 5(1-13) 6,27+2,82 6 (3-16) 0,268
NT 1,67£1,23 2 (0-4) 1,59+1,30 1(0-4) 0,824
NPK 0,33+0,48 0 (0-1) 0,91+1,07 0,50 (0-3) 0,124
NBI 1,81+0,22 | 1,80 (1,36-2,22) | 1,77+0,16 | 1,80 (1,48-2,11) 0,550

MC: Mikrogekirdek, MC’li hiicre: Mikrogekirdekli hiicre, NT: Niikleer tomurcuk, NPK: Niikleoplazmik
kopri, NBI: Niikleer boliinme indeksi

Saglikli kardesi olan BT mindr cocuklar ile bu ¢ocuklarin saglikli kardesleri arasinda
genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmamustir (p>0,05).

Saglikli kardesi olan BT mindr ¢ocuklar (yas ort: 5,73 + 2,69) ile bu ¢ocuklarin saglikli
kardesleri (yas ort: 7,31 £ 2,53) yas acisindan Kkarsilastirildiginda anlamli farklilik
bulunmamustir (p>0,05).

MC siklig1 degiskeni i¢in, BT minér olan ¢ocuklar ile saglikli ¢ocuklar1 ayirt edebilecek en
iyi kesim noktas1 ROC analizi kullanilarak 7,5 olarak bulunmustur. Buna gore MC sikli1
7,5 ve alt1, 7,5 {izeri olarak siniflandirilmistir. BT mindr olan ¢ocuklar ile saglikli cocuklar
arasinda MC sikliginin 7,5’in iizerinde olmasi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir (p=0,018). Buna goére BT mindr ¢ocuklarda MC siklig1 7,5’in {izerinde
olanlarin orant %39,2 iken saglikli ¢ocuklarda %21,6’dir. Biitiin ¢ocuklarda BT minor

cocuklarin MC siklig1 7,5’in iizerinde olanlarin orani ise %66’dir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. MC siklig1 kesim noktasina gére BT minor ve saglikli ¢ocuklarin ¢apraz

tablosu
Cocuklar
Toplam
BT minor Saghkh
Say1 48 58 106
<7.,5 Gruplar iginde (%) 45,3 54,7 100,0
Kendi grubu i¢inde (%) 60,8 78,4 69,3
MC sikhig
Say1 31 16 47
>7,5 Gruplar iginde (%) 66,0 34,0 100,0
Kendi grubu i¢inde (%) 39,2 21,6 30,7
Toplam Say1 79 74 153

BT minér olmaya etki eden degiskenleri belirlemek igin lojistik regresyon analizi
kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler TAS, TOS, BKI, pasif i¢icilik, ferritin, yas, B12, X-
isin1 maruziyeti ve MC sikliginin  kesim noktasina gore gruplandirilmis  verisi
kullanilmigtir. BT mindr cocuklarda MC sikliginin 7,5 ve {lizerinde olmasi, saglikli
cocuklara gore 3 kat daha fazladir (p=0,028; Cizelge 4.8). BT minor ¢cocuk olmak {izerine
TOS verisinin negatif yonde 0,9 Kat etkisi goriilmektedir (p=0,18; Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Lojistik regresyon analizi ile BT minor grupta olmay etkileyen parametrelerin

irdelenmesi
Odds orani icin %95
Bilglmll d"eglsken B Odds giiven aralig e
tiim popiilasyon orani .
alt iist

TOS (numol/l) - 0,106 0,899 0,823 0,982 0,018
MC sikhig 1,101 3,007 1,128 8,020 0,028
Constant 1,348 3,849 - 0,071

TOS: Total oksidan seviye, MC: Mikrogekirdek, Odss orani: Tahmini relatif risk, B: Regresyon katsayisi
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4.4. Genotoksisite ve sitoksisite parametreleri ile biyokimyasal parametreler
arasindaki iliski analizi

MC’1i hiicre siklig1 ile MC sikligr (r=0,990, p<0,001), NT siklig1 (r=0,476, p<0,001) ve
NPK siklig1 (r=0,179, p=0,027) arasinda anlamli pozitif iligski vardir. MC siklig1 ile NT
siklig1 (r=0,477, p<0,001) ve NPK siklig1 (=0,163, p=0,044) arasinda anlamli pozitif iliski
vardir. NT siklig1 ile NPK siklig1 (r=0,165, p=0,042) arasinda anlamli pozitif iliski vardir.
MC sikligr ile HCT arasinda (r=-0,178, p=0,027) anlaml1 negatif iligski vardir. NT siklig1
ile Hb (r=-0,204, p<0,011), HCT (r=-0,171, p<0,034) ve MCHC (r=-0,195, p=0,016)
arasinda anlamli negatif iliski vardir. NPK siklig1 ile RBC (r=0,163, p=0,044), RDW
(r=0,201, p=0,013), HbAO (r=0,173, p=0,36) ve HbA2 (r=0,225, p=0,005) arasinda anlaml
pozitif; Hb (r=-0,222, p=0,006), HCT (r=-0,230, p=0,004), MCV (r=-0,172, p=0,033),
MCH (r=-0,179, p=0,027), MCHC (r=-0,207, p=0,010) arasinda anlamli negatif iligki
vardir. NBI ile HbAO (1=0,227, p=0,006) arasinda anlamli pozitif; PLT (r=-0,214,
p=0,008) ve CRP (r=-0,217, p=0,007) arasinda anlaml1 negatif iliski vardir.
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5. TARTISMA

Kalitsal hemoglobin bozukluklularindan biri olan talasemi, giiniimiizde iilkemizin de
icinde bulundugu Akdeniz iilkeleri basta olmak iizere diinya genelinde yaygmn goriilen
onemli bir halk sagligi sorunudur (Tuzmen ve Schechter, 2001). Beta globin zinciri
sentezindeki bozukluklara bagli olarak olusan beta talasemi en sik goriilen talasemi tiiriidiir
(Galanello ve Origa, 2010) . Beta talaseminin en hafif klinik formu olan ve genel olarak
semptomsuz oldugu kabul edilen beta talasemi tasiyicihigimin sikligi iilkemiz genelinde
%4,3 olarak saptanmistir. Bu oranin bazi bolgelerde %13,1°e ¢iktigi goriilmiistir (Canatan,
2014; Canatan ve digerleri, 2006).

Talasemi ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda, mekanizmasinda oksidatif stresin rol oynadigi
diigtiniilen genotoksisite ile hastalik iligskisi incelenmistir (Cizelge 5.1) (Cote ve
Papadakou-Lagoyanni, 1979; Cote ve digerleri, 1982; Silva, Manzato ve Varella-Garcia,
1992; Offer ve digerleri, 2005; Al-Sweedan, Khabour ve Isam, 2012; Ferro ve digerleri,
2012). Adi gegen calismalara topluca bakildiginda, arastirmalara konu olan calisma
popiilasyonlar talasemi tipleri bakimindan heterojen olup, gruplarda beta talasemi major,
beta talasemi mindr, beta talasemi intermedia ve alfa talasemili bireyler yer almistir.
Calismalarin hepsinde talasemi major bireylere yer verilirken, sadece ii¢ ¢alismada BT
mindr bireyler de yer almistir (Cote ve Papadakou-Lagoyanni, 1979; Silva, Manzato ve
Varella-Garcia, 1992; Al-Sweedan, Khabour ve Isam, 2012).
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Cizelge 5.1. Tarihsel dizilime gore giinimiize dek talasemili bireylerde yapilan tiim
genotoksisite ¢aligmalarinin 6zeti
Kisi
Referans Calisma Grubu sayisi | Yas arahgi Yontem Sonuc¢
Q)
Cote ve Beta talasemi major | 6 6 ay - 18 yas Lenfositlerde | Talasemi major
Papadakou- Beta talasemi minér | 3 20 - 30 yas Kromozomal
Lagoyanni, Kontrol 8 6 ay-31 yas aberasyon KA P
1979 (Cocuk ve (KA) yontemi
yetiskin)
Cote ve Beta talasemi major | 33 10 ay-34 yas Lenfositlerde Beta talasemi
GO EEYA Kontrol 17 2 - 48 yas Kardes major
kromatid (transfiizyon
(Cocuk ve degisimi (SCE) uygulanmayan)
yetiskin) yontemi SCE 4
(p>0,05)
Silva, Beta talasemi major | 5 2 —27 yas Lenfositlerde Beta talasemi
Manzato ve Beta talasemi minor | 5 16 — 26 yas Kardes major
Varella- Kontrol 5 18 — 28 yas kromatid (folat eksikligi
Garcia, 1992 degisimi (SCE) olan)
(Cocuk ve yontemi
yetiskin) SCE 4
Offer ve Alfa ve beta talasemi | 29 _ Eritrositlerde
digerleri, 2005 [WNlajige]l 12 Mikrocekirdek MC 1P
(MCQC) yontemi
Lenfositlerde Beta talasemi
Al-Sweedan, Beta talasemi major | 7 Erkek Kardes major
Khabour ve Beta talasemi minor | 18 yetiskin kromatid SCE P KA
Isam, 2012 Kontrol 18 bireyler degisimi (SCE)
ve Beta talasemi
Kromozomal minor
aberasyon SCE 9
(KA) yontemi
Lenfositlerde
Ferro ve Beta talasemi major | 92 Ortalama Sitokinezin MC P
digerleri, 2012 |W=ldeRrelERNT 21 33,8+9,7 Durduruldugu NPK 4, NT P
intermedia yas Mikrogekirdek
Kontrol 10 (SD-MC) Kuyruk
(Yetiskin) ontemi ve <
g:omet testi uzunlugu T
Lenfositlerde
Bizim Beta talasemi minor | 79 2—11yas Sitokinezin MC 1P
calismamiz Kontrol 74 Cocuklar Durdurulugu | NTANPKANBIP
2016 Mikrocekirdek
(SD-MC) (p>0,05)
yontemi
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Ulkemizde 1 500 000 beta talasemi minér, 5 500 talasemi majér bireyin bulundugu
(Canatan, 2014) g6z oniinde bulunduruldugunda, sikligin bu kadar fazla olmasina ragmen

ad1 gegen genotoksisite arastirmalarindan higbiri tilkemizde gergeklestirilmemistir.

Calismamizda, BT mindr tanis1 konulmus ¢ocuklarda olas1 genotoksisite riskini arastirdik.
BT minor ¢ocuklarin saglikli kardesleri ve benzer sosyoekonomik ¢evreden diger saglikli
cocuklar ile kontrol grubu olusturularak yasam kosullarina iliskin karistirici faktorler
ortadan kaldirllmaya ¢alisilmistir. Popiilasyon biyiikligii dogru bir karsilastirma
yapilabilmesini saglayacak sekilde diizenlenmis her iki grupta da 70’in tizerinde gocuk yer
almigtir. Sectigimiz genotoksisite yontemi, sitokinezin durduruldugu mikrogekirdek (SD-
MC) yontemidir. Mikrogekirdek sikligi ile birlikte niikleer tomurcuk (NT) ve
niikleoplazmik koprii (NPK) parametrelerinin de degerlendirilmesine olanak saglamasi
nedeniyle yontemimiz mikrogekirdek sitom yontemi olarak da adlandiriimaktadir (Fenech
ve Thomas, 2011). Bu yontem insan ve memeli hiicrelerinde genotoksisite ve
sitotoksisiteyi 6lgmek igin en sik kullanilan sitogenetik testlerden birisidir ve kanseri
ongordiigii kanitlanmigtir (Bonassi 2007). Dolayisiyla, gecerlenmis, etkin bir genotoksisite
yontemi arastirmamizda kullanildigi icin elde ettigimiz bulgularin olduk¢a degerli
oldugunu ve diinya literatiiriine 6nemli bir katk1 verecegini sdylemek miimkiindiir. Ayrica,
BT mindr yetiskin veya ¢ocuklarda SD-MC yonteminin kullanildigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamiz BT mindr bireylerde genotoksisitenin arastirildigi ve SD-
MC yonteminin kullanildigi literatiirdeki ilk ¢alismadir. SD-MC yontemine ait
mikroskobik degerlendirmelerde toplam 153 000 hiicre degerlendirilmis, MC sayisinin
yani sira NT ve NPK sikliklar1 belirlenerek, NBI hesaplanarak  sitom analizi
gerceklestirilmigtir.  Genel anlamda beta talasemi tasiyiciliginin  gocukluk ¢aginda
genotoksisite riski ile iliskilendirilemedigini sOylemek miimkiindiir. Biyokimyasal

parametreler de bu bulguyu destekler yondedir.

Calismamiz1 az sayidaki genotoksisite caligsmasi arasindaki yerini belirlemek, bilimsel
literatiire katkisini ortaya koymak igin popiilasyon biiyiikliigli, yas, arastirma tasarimi,
cinsiyet, degerlendirmede kullanilan yontemler, alinan biyolojik o6rnekler, kullanilan
destekleyici  biyokimyasal parametreler, avantajlar ve dezavantajlar asagida

degerlendirilmistir.
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Arastirmamizda toplumun en duyarli kesimlerinden olan cocuklar ele alinmistir.
Cocuklardan elde edilecek veriler, olast genotoksik etkinin erken bulgulanmasini
saglayacak, bu bireylerin yasam tarzlarinda gerekli diizenlemelerin yapilmasina, Klinikte
yeni diizenlemeler ile koruyucu onlemler alinmasima ve kanser gelisme riskinin en alt
diizeyde tutulabilmesine olanak saglayabilecektir. Ayrica calismamizda popiilasyon
biiyiikliigii dogru istatistiksel analizi saglayabilecek biiyiikliikte belirlenmistir. Toplam
153 ¢ocukta degerlendirme yapilmistir. BT mindrli bireyleri igeren galismalarin hepsinde
yetiskinler yer almistir (Cizelge 5.1) (Cote ve Papadakou-Lagoyanni, 1979; Silva,
Manzato ve Varella-Garcia, 1992; Al-Sweedan, Khabour ve Isam, 2012). BT mindr
popiilasyonlariin ele alindig1 bu {i¢ ¢alismanin higbirinde yalnizca BT mindor bireyler ele
alinmamustir. Degerlendirilen BT mindr bireylerin ti¢ ¢alismadaki toplam sayis1 26°dir ve
calisma bagina 3 ile 18 arasinda birey dahil edilmistir. Kontrol gruplar1 da 5 ile 18 arasi
birey icermektedir (Cizelge 5.1). Ayrica, ¢alismalardaki bireyler yas dagilimi bakimindan
kendi iginde dahi homojenlik gostermemekte, ayni calisma iginde yetigkinlerin de
cocuklarin da bir arada incelendigi goriilmektedir. Cote ve Papadakou-Lagoyanni
(1979)’nin ¢alismasinda 3 talasemi minor, 8 saglikli birey degerlendirilmistir. Calismaya
dahil edilen bireylerin yaslar1 6 ay ile 31 yas arasindadir; yas dagilimlarinin ¢ok genis
aralik gosterdigi goriilmektedir. Silva ve digerlerinin (1992) arastirmasinda, 5 talasemi
mindr birey ve 5 saglikli birey ile ¢alisma yapilmistir. Minor gruptaki bireylerin yas araligi
16-26, kontrol grubundaki bireylerin yas araligi ise 18-28’dir. Al-Sweedan ve digerleri
(2012) tarafindan yapilan calismaya ise 18 talasemi minor, 18 saglikli birey dahil
edilmistir. Calismaya katilan tiim bireylerin yetiskin erkekler oldugu bildirilmistir. Bizim
calismamizda 79 talasemi minor gocuk ve 74 saglikli ¢ocuk arastirmaya dahil edilmistir.
Bu katilimcilar, 2-11 yas araliginda olup yas ortalamast BT minor ¢ocuklarda 6, saglikli
cocuklarda 7’dir. Yas ortalamalar1 birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen istatistiksel
anlamli farklillk bulunmasi, sonuglarin yasin etkisini ortadan kaldiracak sekilde
istatistiksel islemler yapilmas:1 ile yeniden degerlendirilmesine neden olmustur.
Gorlilmistiir Ki, yas i¢in bulunan kesim noktasinin (7 yas) iistiinde ve altinda da gruplar
karsilastirildiginda genotoksisite ve sitotoksisite ile ilgili elde edilen veriler degismemistir.
Ancak, 7 yas ve alti gruplarda, MC parametresi gibi genotoksisite gostergesi olarak
onerilen NT parametresinin BT minoér g¢ocuklarda saglikli ¢ocuklara gére sinirda bir
istatistiksel anlamlilik gOstermis olmasi Onemlidir. NT parametresinin daha sonraki
caligmalarda Onerilmesi agisindan da bu bulgu géz 6niinde bulundurulmalhdir. Segtigimiz

cocuk popiilasyonu igin cinsiyet karistirict bir faktor degildir. Cocuklar, hormonal
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farkliliklarin heniiz ortaya g¢ikmadigi yaslardadir. Aymi zamanda kiz erkek dagilimi
gruplarda benzerdir. Popiilasyon biiyiikliigii, yas ve cinsiyet agisindan ¢alismamizin dogru

tasarlandig1 gézlenmektedir.

Genotoksisitenin arastirildigi molekiiler epidemiyoloji caligmalarinda, yas, cinsiyet gibi
demografik o6zelliklerin yani sira yasam kosullart ile ilgili olan sosyoekonomik durum,
meslek, sigara i¢imi, alkol kullanimi karigtirict faktorler arasinda sayilmaktadir
(Kamangar, 2012). Arastirmamizdaki ¢ocuklar beden kitle indeksi, X-1sin1 maruziyeti,
viral enfeksiyonlar, vitamin kullanimi, as1 uygulamasi, aktivite siiresi bakimindan

karsilastirildiginda BT minér gocuklar ile saglikli ¢ocuklar uyumlu bulunmustur.

Yasam kosullarina gelince; mesleksel maruziyetlerin, alkol kullaniminin, sigara i¢iminin
olmamasi c¢ocuklarla g¢alismanin avantajidir. Arastirmamizda, pasif sigara igiciligi

sorgulanmig, BT minér ¢ocuklar ile saglikli ¢ocuklar arasinda fark bulunmamustir.

Karistiric1 faktor olabilecegi diigiiniilen parametreler bizim ¢alismamizda degerlendirmeye
alinmigtir; talasemi mindr bireyler ile yapilan mevcut genotoksisite c¢alismalarinda bu
parametrelerin  bazilar1 degerlendirmeye alinmig, bazilar1 alinmamistir. Cote ve
Papadakou-Lagoyanni (1979)’nin ¢alismasinda bireyler son alt1 ay i¢indeki X-1s1n1, as1 ve
viral enfeksiyon maruziyeti agisindan degerlendirilmis; maruziyeti olmayan bireyler
caligmaya dahil edilmistir. Al-Sweedan ve digerleri (2012) tarafindan yapilan galigmaya
dahil edilen bireyler sigara igme ve alkol aligkanliklari, vitamin ve demir destegi alma
durumlari, diger tibbi tedaviler ve hastaliklar bakimindan degerlendirilmis ve bu olgiitler
bakimindan birbirleriyle uyumlu bireyler ¢aligmaya dahil edilmistir. Silva ve digerlerinin
(1992) arastirmasinda ise c¢alismaya dahil edilenlerin demografik o6zelliklerinden ve

dislama Olgiitlerinden bahsedilmemistir.

Karistiric1 faktorlerin devre disi birakildigi ve dogru tasarlandigi gosterilen ¢alismamizin
kullanilan genotoksisite yontemi ve sonuglari ile ilgili degerlendirmeye gegtigimizde,
kullandigimiz SD-MC Yo6ntemi’ne ait genotoksisite ve sitotoksisite parametrelerinin (MC
sikligi, MC’li hiicre sikligi, NT sikhigi, NPK sikligi, NBI) sikliklarinin BT mindr
cocuklarda daha yiiksek olmasina karsin, BT mindr ¢ocuklar ile saglikli gocuklar arasinda
istatistiksel fark gostermedigi ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla, 6zellikle ¢ocukluk ¢aginda BT

minér olmak genotoksisite igin bir risk faktorii olarak gézlenmemektedir. Calismamizda



52

biitiin grup i¢in mikrogekirdek sikligina yonelik ayirict bir kesim noktasi arastirilmis ve
bulunan degerin (7,5) tizerindeki mikrogekirdek sikliklarina sahip BT minér ¢ocuklarin
anlamli olarak saglikli ¢ocuklardan fazla oldugu saptanmistir. Bu bulgu 6nemlidir. Boyle
bir bulguya erisebilmek, ¢alisma popiilasyonunun yeterliligi, dogu istatistiksel
yaklagimlarin kullanilmasmin sonucunda elde edilmistir. Her ne kadar gruplar arasi
farklilik belirgin degilse de, SD-MC yonteminin en dnemli parametresi olan MC sikliginin
bireysel diizeylerinden elde edilen kesim noktasi ile ilgili sonu¢ yol gosterici olacaktir.
Ayrica BT minér olmanin, kesim noktasi tizerinde MC sikligina sahip olmada anlamli

etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur.

BT minor bireylere ait genotoksisite yontemleri ve elde edilen sonuglari asagidaki gibi

Ozetleyebiliriz:

Cote ve Papadakou-Lagoyanni (1979)’nin yaptig1 ¢alismada, 6 talasemi major, 3 talasemi
mindr ve 8 saglikli bireyden olusan popiilasyonda kromozomal aberasyon (KA) yontemi
ile kromozomal hasar arastirilmistir. Talasemi major hastalarda talasemi minor ve kontrol
grubuna gore kromozomal hasarda anlamli artis saptanmistir. Talasemi mindr bireylerde
kontrol grubuna gore anlamli olmayan bir artis tespit edilmistir. Bireyler folik asit alimi
bakimindan degerlendirilmis, folik asit alimmin kromozom hasar insidansini etkilemedigi
saptanmigtir (Cote ve Papadakou-Lagoyanni, 1979). Talasemi major hastalardaki folat
eksikliginin SCE {iizerine etkisinin incelendigi, Silva ve digerleri (1992) tarafindan yapilan
arastirmada, 5 talasemi major hasta, 5 talasemi mindr birey ve 5 saglikli birey ile ¢calisma
yapilmustir. Folat eksikligi tespit edilen talasemi major hastalardaki SCE oranlarinda
anlamli artis bulunmustur (Silva, Manzato ve Varella-Garcia, 1992). Al-Sweedan ve
digerleri’nin c¢alismasinda (2012) 18 talasemi mindr, 7 talasemi major ve 18 saglikli
yetiskin erkekte galisilmis; yapilan ¢alismada kromozom hasar1 ve SCE oraninin major
hastalarda, kontrol ve BT minor bireylere gére anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmus;
BT minoér bireylerde kontrol grubuna gére SCE oranininda anlamli artig tespit edilmistir,
talasemi mindr ile kan lenfosit hiicrelerinde genotoksisitenin iligkili oldugu ileri
stirilmustiir (Al-Sweedan ve digerleri, 2012). Talasemi min6r ve major bireylerde yapilan
tim bu calismalarda farkli yas gruplari farkli yontemlerle genotoksisite bakimindan
degerlendirilmis; genotoksisitenin talasemililerde daha yiiksek oldugu, anlamli artigin
biiyilk Olglide talasemi major hastalarinda olmakla birlikte minér bireylerde de

genotoksisiteye isaret eden bulgularin varligi saptanmustir.
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Aragtirmamizda, tam kan sayimi, viicut demir gostergeleri (demir diizeyi, demir baglama
kapasitesi ve ferritin diizeyi), B12, folat, CRP ve antioksidan savunma mekanizmasinin
gostergelerinden Vitamin C ve Vitamin E diizeyleri de incelenmistir.

Gigli antioksidan etkinligi olan ve talasemili bireylerde saglikli bireylere gore daha diisiik
seviyelerde bulundugu saptanan (Tesoriere ve digerleri 1998; Livrea ve digerleri, 1996)
Vitamin E ve C diizeylerinin BT mindr ¢ocuklarda saglikli ¢ocuklara gore farkli olmadigi
tespit edilmistir. Talasemi intermedia ve major hastalarinda genotoksisite riskindeki
artistan sorumlu oldugu 6ne siiriilen demir ve demir ile ilgili diger parametrelerin (Esposito
ve digerleri, 2003; Ferro ve digerleri, 2012) arastirmamizda gruplar arasinda anlamli fark
gostermedigi saptanmistir. Bu sonuglar ile genotoksisite bulgularimiz paralellik
gostermektedir. Ozellikle oksidatif stresle ilgili olabilecek vitamin diizeyleri ve demir ile
ilgili demir, demir baglama kapasitesi ve ferritin diizeylerinin saglikli ¢ocuklarla benzer

olmasi, oksidatif stres kaynakli genotoksisite riskinin de benzer olmasini agiklar yondedir.

Enfeksiyon ve inflamasyon gostergesi olan lokosit ve trombosit seviyelerinin talasemi
mindr bireylerde degismedigi arastirmamizda saptanmigtir. DNA hasar1 olusumunda etkili
oldugu bilinen oksidatif stresin enfeksiyon ve inflamasyon ile arttigi bilinmektedir (Cooke,
Evans, Dizdaroglu ve Lunec, 2003). Dolayisiyla enfeksiyon ve inflamasyonun neden

olabilecegi genotoksik etkinin sdz konusu olmadigi séylenebilir.

Antioksidan oldugu bilinen (Ames, 1999) ve talasemili bireylerdeki diizeyi saglikli
bireylere gore diisiik olarak belirlenen folat diizeyinin ¢alismamizda gruplar arasinda
anlamli fark gostermedigi bulunmustur. BT minér bireylerle yapilan mevcut ¢alismalarda
da minor bireylerde folat diizeyleri bakimindan anlamli fark bulunamamistir (Cote ve
Papadakou-Lagoyanni, 1979); bizim bulgularimiz da bu c¢alismalarla paralellik

gostermektedir.

Calisma ve kontrol gruplari arasinda anlamli farklilik eritrosit parametreleri (RBC, MCV,
MCH, MCHC, RDW) ve hemoglobin elektroforez sonuglarinda (HbAO, HbA2, HbF)
saptanmistir. Bu parametreler BT mindor tanisi igin kullanildigr i¢in beklenen bir sonugtur.
Calismamiz genotoksisite ve sitotoksisite degerlendirmesi beraberinde tam kan sayimi,
viicut demir gostergeleri (demir diizeyi, demir baglama kapasitesi ve ferritin diizeyi),
hemoglobin elektroforezi ve cesitli biyokimyasal parametrelerin (B12, folat, CRP) de

arastirildigi ilk ¢alisma olmustur. Talasemi min6r bireylerde yapilan mevcut ¢alismalarda,
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genotoksisite degerlendirmesi sirasinda biyokimyasal parametreler arastirllmamigtir. SD-
MC genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri ile BT minor olanlarda sagliklilara gore
anlamli farklilik gosteren hematolojik verilerin gosterdigi anlamli iliskiler ise ileriki

calismalarda da incelenebilecek verilerdir.

Aragtirmamiz bir ilk niteligindedir ve bilimsel literatiir icin de giglii bir kaynak
olusturacaktir. Calisma popiilasyonumuzun da iginde bulundugu daha genis bir
popiilasyonda DNA hasarinin COMET yontemi ile arastirilmasi da iginde bulundugumuz
arastirma grubu tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada da gruplar arasi fark bulunmamistir
(Menderes, 2016). Farkli iki genotoksisite yontemi ile benzer sonuglara ulasilmis, BT
mindr ¢ocuklar i¢in degerli veriler tiretilmistir. Sonug olarak, ¢alismamizda ayni yaslardaki
ve benzer demografik ozelliklerdeki BT minér ¢ocuklar, genotoksisite riski ve
biyokimyasal veriler agisindan benzerdir. Popiilasyon biiyiikliigiiniin yeterli oldugu
kosullarda yapilabilen ileri analizler ile 6nemli bir genotoksisite gostergesi olan MC
sikhiginin bireysel diizeyleri incelendiginde MC sikliginin yiiksek degerlerinin BT minér

cocuklarda saglikli cocuklara oranla daha fazla oldugu saptanmustir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde siklig1 yiiksek olan beta talasemi tasiyicihigi ile ilgili diinya bilimsel
literatiiriinde genotoksisite verileri yeterince bilgi verici degildir. Arastirmamizda beta
talasemi tastyicist 70’in lizerinde ¢ocugu ele alarak bahsedilen boslugu dogru tasarlanmis
bir arastirma ile doldurmak yoniinde ¢aba harcanmistir. Secilen popiilasyon ve kullanilan

yontem agisindan ilk ¢aligsmadir.

BT mindr tanist konulmus ¢ocuklarda olasi genotoksisite riskinin arastirildigi calismamizin

en Onemli avantajlar1 ve sonuclar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir;

e Yalnizca BT mindr ¢ocuklarda uygun popiilasyon biiyiikliigii saglanarak genotoksisite
arastirilmistir.

e Cocuklarla caligmak yoluyla yetiskinlerin olast demografik ve yasam kosullarindan
kaynaklanan karistirict faktorler ortadan kaldirilmistir.

¢ Olanak oldugu dl¢iide saglikli kardeslerin de kontrol grubunda bulundurulmasi ile beta
talasemi tasiyiciligi disindaki demografik ve yasam kosulu farkliliklarinin olmadigi bir
popiilasyon elde edilmistir.

e Kullanilan genotoksisite yontemi kanseri 6ngordiigii kanitlanmis SD-MC yontemidir.
Ayrica sitotoksisiteye ait parametreler de incelenerek ‘sitom’ yoOntemi niteligi
kazanmustir.

e 153 000 hiicre incelenerek onemli bir veri kaynagi elde edilmistir.

e Genotoksisite ve sitotoksisite parametreleri ve eslik eden oksidatif stres ile
iliskilendirilebilecek biyokimyasal parametrelerin beta talasemi tastyicisi ¢ocuklarda ve
saglikli cocuklarda benzer olmasina dayanarak, beta talasemi tagiyicilifinin ¢ocukluk
caginda genotoksisite riski ile iligskilendirilemedigini séylemek miimkiindiir.

e Beta talasemi tagiyicisi olmanin, daha yiiksek bireysel mikrogekirdek sikligina sahip

olmayi ti¢ kat daha fazla etkiledigi bulgusu da arastirmamizin 6nemli bulgusudur.

Arastirmamiz yasamin basindaki beta talasemi tasiyicisi ¢ocuklarin genotoksisite riskinin
saglikli olan c¢ocuklardan farkli olmadigi sonucunu bilimsel literatiire kazandiracak

diizeyde ilk bilgileri {iretmistir. Yasamin ilerleyen donemlerinde risk faktorlerinin artmasi
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ile olas1 riskin artip artmayacagi konusu ise arastirmamizin Onerdigi arastirma konusu

olarak karsimizda durmaktadir.



57

KAYNAKLAR

Aardema, M. J. and Kirsch-Volders, M. (2001). The in vitro micronucleus assay. Genetic
Toxicology and Cancer Risk Assessment, 163-186.

Al-Sweedan, S. A., Khabour, O. and Isam, R. (2012). Genotoxicity assessment in patients
with thalassemia minor. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, 744(2), 167-171.

Ames, B. N. (1999). Micronutrient deficiencies: A major cause of DNA damage. Annals of
the New York Academy of Sciences, 889(1), 87-106.

Bolognesi, C. (2003). Genotoxicity of pesticides: a review of human biomonitoring
studies. Mutation Research/Reviews in Mutation Research, 543(3), 251-272.

Bonassi, S., El-Zein, R., Bolognesi, C. and Fenech, M. (2011). Micronuclei frequency in
peripheral blood Iymphocytes and cancer risk: evidence from human
studies. Mutagenesis, 26(1), 93-100.

Bonassi, S., Znaor, A., Ceppi, M., Lando, C., Chang, W. P., Holland, N., Kirsch-Volders,
M., Zeiger, E., Ban, S., Barale, R., Bigatti. M. P., Bolognesi, C., Cebulska-
Wasilewska, A., Fabianova, E., Fucic, A., Hagmar, L., Joksic, G., Martelli, A.,
Migliore, L., Mirkova, E., Scarfi, M. R., Zijno, A., Norppa, H. and Fenech, M.
(2007). An increased micronucleus frequency in peripheral blood lymphocytes
predicts the risk of cancer in humans. Carcinogenesis, 28(3), 625-631.

Borgna-Pignatti, C., Vergine, G., Lombardo, T., Cappellini, M. D., Cianciulli, P., Maggio,
A., Renda, D., Lai, M. E., Mandas, A., Forni, G., Bisconte, M. G. and Piga, A.
(2004). Hepatocellular carcinoma in the thalassaemia syndromes. British Journal of
Haematology, 124(1), 114-117.

Brendler-Schwaab, S., Hartmann, A., Pfuhler, S., & Speit, G. (2005). The in vivo comet
assay: use and status in genotoxicity testing. Mutagenesis, 20(4), 245-254.

Burgaz, S., Coskun, E., Demircigil, G. C., Kocabas, N. A., Cetindag, F., Sunter, O. and
Edinsel, H. (2011). Micronucleus frequencies in lymphocytes and buccal epithelial
cells from patients having head and neck cancer and their first-degree
relatives. Mutagenesis, 26(2), 351-356.

Canatan, D. (2014). Thalassemias and Hemoglobinopathies in Turkey. Hemoglobin, 38(5),
305-307.

Canatan, D. ve Aydinok, Y. (2007). Talasemi ve hemoglobinopatiler tani ve tedavi kitabi.
Talasemi Federasyonu, Antalya.

Canatan, D., Kose M. R., Ustiindag, M., Haznedaroglu, D. and Ozbas S. (2006).
Hemoglobinopathy control program in Turkey. Community genetics. 9(2), 124-6.



58

Cao, A. and Galanello, R. (2010). Beta-thalassemia. Genetics in Medicine, 12(2), 61-76.

Cappellini, M. D., Cohen, A., Eleftheriou, A., Piga, A., Porter, J. and Taher, A.
(2008). Guidelines for the clinical management of thalassaemia. Thalassaemia
International Federation, Nicosia (CY): 14-27.

Castaldi, G., Bagni, B., Trotta, F., Menegale, G., Cavallini, A. R. and Piffanelli, A. (1983).
Folic Acid Deficiency in B-Thalassaemia Heterozygotes. Scandinavian Journal of
Haematology, 30(2), 125-129.

Cavdar, A. O. and Arcasoy, A. (1971). The incidence of B-thalassemia and abnormal
hemoglobins in Turkey. Acta Haematologica, 45(5), 312-318.

Choy, W. N. (2001). Genetic toxicology and cancer risk assessment. CRC Press, New
York: 29-187.

Collins, A. R., Dusinska, M., Gedik, C. M. and Stetina, R. (1996). Oxidative damage to
DNA: Do we have a reliable biomarker?. Environmental Health Perspectives,
104(3), 465.

Comporti, M., Signorini, C., Buonocore, G. and Ciccoli, L. (2002). Iron release, oxidative
stress and erythrocyte ageing. Free Radical Biology and Medicine, 32(7), 568-576.

Cooke, M. S., Evans, M. D., Dizdaroglu, M. and Lunec, J. (2003). Oxidative DNA
damage: mechanisms, mutation, and disease. The FASEB Journal, 17(10), 1195-
1214.

Cooley T. B. and Lee, O. P., (1925). Series of cases of splenomegaly in children with
anemia and peculiar bone changes. Transactions of the American Pediatric Society.
37, 29-30.

Cote, G. B. and Papadakou-Lagoyanni, S. (1979). Beta-thalassaemia: increased
chromosomal anomalies in lymphocyte cultures. Journal of Medical Genetics,16(1),
52-55.

Cote, G. B., Sarri, C., Papadakou-Lagoyanni, S., Mengreli, C., Karagiorga-Lagana, M. and
Pantelakis, S. (1982). Increased rate of sister chromatid exchanges in B-thalassaemia.
Blut, 44(6), 349-353.

DeMarini, D. M. (2013). Genotoxicity biomarkers associated with exposure to traffic and
near-road atmospheres: a review. Mutagenesis, 28(5), 485-505.

Demircigil, G. C., Aykanat, B., Fidan, K., Gulleroglu, K., Bayrakci, U. S., Sepici, A.,
Buyukkaragoz, B., Karakayali, H., Haberal, M., Baskin, E., Buyan, N. and Burgaz,
S. (2011). Micronucleus frequencies in peripheral blood lymphocytes of children
with chronic kidney disease. Mutagenesis, 26(5), 643-650.

Demircigil, G. C., Emerce, E., & Ulutas, O. K. (2009). Genotoxicity tests from biomarker
studies to the regulations: national perspective. FABAD Journal of Pharmaceutical
Science, 34(4), 193-198.



59

Demirel, S. ve Zamani, A. G. (2002). Mikroniikleus teknigi ve kullanim alanlari. Genel Tip
Dergisi, 12(3), 123-127.

Dhawan, V., Kumar, K. R., Marwaha, R. K. and Ganguly, N. K. (2005). Antioxidant status
in children with homozygous thalassemia. Indian Pediatrics, 42(11), 1141-45.

Dissayabutra, T., Tosukhowong, P. and Seksan, P. (2005). The benefits of vitamin C and
vitamin E in children with beta-thalassemia with high oxidative stress. Journal of the
Medical Assocation of Thailand, 88(4), 317-321.

Dusinska, M. and Collins, A. R. (2008). The comet assay in human biomonitoring: gene-
environment interactions. Mutagenesis, 23(3), 191-205.

Elmore, S. (2007). Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic Pathology,
35(4), 495-516.

Esposito, B. P., Breuer, W., Sirankapracha, P., Pootrakul, P., Hershko, C. and Cabantchik,
Z. 1. (2003). Labile plasma iron in iron overload: redox activity and susceptibility to
chelation. Blood, 102(7), 2670-2677.

Fenech, M. (1993). The cytokinesis-block micronucleus technique and its application to
genotoxicity  studies in  human  populations.  Environmental  Health
Perspectives, 101(3), 101.

Fenech, M. (2000). The in vitro micronucleus technique. Mutation Research/Fundamental
and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 455(1), 81-95.

Fenech, M. (2002). Chromosomal biomarkers of genomic instability relevant to cancer.
Drug Discovery Today, 7(22), 1128-1137.

Fenech, M. (2006). Cytokinesis-block micronucleus assay evolves into a “cytome” assay
of chromosomal instability, mitotic dysfunction and cell death. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 600(1), 58-66.

Fenech, M. (2007). Cytokinesis-block micronucleus cytome assay. Nature Protocols, 2(5),
1084-1104.

Fenech, M. and Morley, A. A. (1985). Measurement of micronuclei in lymphocytes.
Mutation Research/Environmental Mutagenesis and Related Subjects, 147(1-2), 29-
36.

Fenech, M. and Morley, A. A. (1986). Cytokinesis-block micronucleus method in human
lymphocytes: effect of in vivo ageing and low dose X-irradiation. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 161(2), 193-
198.



60

Fenech, M., Bonassi, S., Turner, J., Lando, C., Ceppi, M., Chang, W. P., Holland, N.,
Kirsch-Volders, M., Zeiger, E., Bigatti, M.P., Bolognesi, C., Cao, J., Luca, G.,
Giorgio, M., Ferguson, L.R., Fucic, A., Lima, O. G., Hadjidekova, V. V., Hrelia, P.,
Jaworska, A., Joksic, G., Krishnaja, A.P., Tung-Kwang, L., Martelli, A., McKay, M.
J., Migliore, L., Mirkova, E., Miiller, W. U., Odagiri, Y., Orsiere, T., Scarf, M.R.,
Silva, M. J., Sofuni, T., Suralles, J., Trenta, G., Vorobtsova, I., Vral, A. and Zijno, A.
(2003). Intra-and inter-laboratory variation in the scoring of micronuclei and
nucleoplasmic bridges in binucleated human lymphocytes: Results of an
international  slide-scoring exercise by the HUMN project. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, 534(1), 45-64.

Fenech, M., Kirsch-Volders, M., Natarajan, A. T., Surralles, J., Crott, J. W., Parry, J.,
Norppa, H., Eastmond, D. A., Tucker, J. D. and Thomas, P. (2011). Molecular
mechanisms of micronucleus, nucleoplasmic bridge and nuclear bud formation in
mammalian and human cells. Mutagenesis, 26(1), 125-132.

Ferro, E., Visalli, G., Civa, R., La Rosa, M. A., Papa, G. R., Baluce, B., D’Ascola, D. G.,
Piraino, B., Salpietro, C. and Di Pietro, A. (2012). Oxidative damage and
genotoxicity biomarkers in transfused and untransfused thalassemic subjects. Free
Radical Biology and Medicine, 53(10), 1829-1837.

Fibach, E. and Rachmilewitz, E. (2008). The role of oxidative stress in hemolytic anemia.
Current Molecular Medicine, 8(7), 609-619.

Galanello, R. and Origa R. (2010). Beta-thalassemia. Orphanet Journal of Rare Diseases,
5-11.

Ghone, R. A., Kumbar, K. M., Suryakar, A. N., Katkam, R. V. and Joshi, N. G. (2008).
Oxidative stress and disturbance in antioxidant balance in beta thalassemia major.
Indian Journal of Clinical Biochemistry, 23(4), 337-340.

Gonzalez, L., Lison, D., & Kirsch-Volders, M. (2008). Genotoxicity of engineered
nanomaterials: A critical review. Nanotoxicology, 2(4), 252-273.

Gutteridge, J. M., Rowley, D. A. and Halliwell, B. (1982). Superoxide-dependent
formation of hydroxyl radicals and lipid peroxidation in the presence of iron salts.
Detection of ‘catalytic’iron and anti-oxidant activity in extracellular fluids.
Biochemical Journal, 206(3), 605-609.

Haidar, R., Mhaidli, H., and Taher, A. T. (2010). Paraspinal extramedullary hematopoiesis
in patients with thalassemia intermedia. European Spine Journal, 19(6), 871-878.

Halliwell, B. (1991). Drug antioxidant effects. Drugs, 42(4), 569-605.

Halliwell, B. and Gutteridge, J. M. (2015). Free radicals in biology and medicine (Fifth
edition). Oxford University Press, USA: 30-76.

Herbert, L. Muncie, J. R. and Campbell, J. S. (2009). Alpha and Beta Thalassemia.
American Academy of Family Physicians. 80(4), 339-344, 371.



61

Internet. The Journal of Clinical Investigation. Web:
http://www.jci.org/articles/view/30920 adresinden 24 Mayis 2016’da alinmustir.

Internet. The Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD)
Guidelines for Testing of Chemicals Section 4: Health Effects, Test No:474, Test
No. 474: Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test. (2014). Web:
http://www.oecd-
ilibrary.org/docserver/download/9714541e.pdf?expires=1466249860&id=id&accna
me=guest&checksum=611AE8015B582403EC56050AA3E17A08 adresinden 10
Haziran 2016’da alinmstir.

Internet. The Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD)
Guidelines for Testing of Chemicals Section 4: Health Effects, Test N0:487, In Vitro
Mammalian  Cell Micronucleus Test. (2014). Web: http://www.oecd-
ilibrary.org/docserver/download/9714561e.pdf?expires=1466206437&id=id&accna
me=guest&checksum=872358BBCF53AB9EC30F5C2B54DB276B adresinden 10
Haziran 2016’da alinmistir.

Jena, G. B., Kaul, C. L. and Ramarao, P. (2002). Genotoxicity testing, a regulatory
requirement for drug discovery and development: impact of ICH guidelines. Indian
Journal of Pharmacology, 34(2), 86-99.

Jha, R. and Jha, S. (2014). Beta thalassemia - a review. Journal of Pathology of Nepal. 4,
663-671.

Kamangar, F. (2012). Confounding variables in epidemiologic studies: basics and beyond.
Archives of Iranian medicine, 15(8), 508.

Karakas, Z. (2014), Alfa talasemi. Hematolog, 4(1), 117-133.

Kassab-Chekir, A., Laradi, S., Ferchichi, S., Khelil, A. H., Feki, M., Amri, F., et al. (2003).
Oxidant, antioxidant status and metabolic data in patients with beta-thalassemia.
Clinica Chimica Acta, 338(1), 79-86.

Kassie, F., Parzefall, W. and Knasmiiller, S. (2000). Single cell gel electrophoresis assay: a
new technique for human biomonitoring studies. Mutation Research/Reviews in
Mutation Research, 463(1), 13-31.

Kew, M. C. (2009). Hepatic iron overload and hepatocellular carcinoma. Cancer Letters,
286(1), 38-43.

Kirsch-Volders, M., Elhajouji, A., Cundari, E. and Van Hummelen, P. (1997). The in vitro
micronucleus test: a multi-endpoint assay to detect simultaneously mitotic delay,
apoptosis, chromosome breakage, chromosome loss and non-disjunction. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, 392(1), 19-30.

Lieberman, M. and Marks, A. D. (2009). Marks' basic medical biochemistry: a clinical
approach. Lippincott Williams & Wilkins, 439-457.



62

Lindahl, T. (1990). Repair of intrinsic DNA lesions. Mutation Research/Reviews in
Genetic Toxicology, 238(3), 305-311.

Livingston, G. K., Khvostunov, I. K., Gregoire, E., Barquinero, J. F., Shi, L. and Tashiro,
S. (2016). Cytogenetic effects of radioiodine therapy: a 20-year follow-up study.
Radiation and Environmental Biophysics, 55(2), 203-213.

Livrea, M. A., Tesoriere, L., Pintaudi, A. M., Calabrese, A., Maggio, A., Freisleben, H. J.,
D’Arpa, D., D’Anna, R. ve Bongiorno, A. (1996). Oxidative stress and antioxidant
status in beta-thalassemia major: iron overload and depletion of lipid-soluble
antioxidants. Blood, 88(9), 3608-3614.

Marengo-Rowe, A. J. (2006). Structure-function relations of human hemoglobins. In
Baylor University Medical Center. Proceedings. Baylor University Medical Center,
19(3), 239-245.

Mavournin, K. H., Blakey, D. H., Cimino, M. C., Salamone, M. F. and Heddle, J. A.
(1990). The in vivo micronucleus assay in mammalian bone marrow and peripheral
blood. A report of the US Environmental Protection Agency Gene-Tox Program.
Mutation Research/Reviews in Genetic Toxicology, 239(1), 29-80.

McKelvey-Martin, V. J., Green, M. H. L., Schmezer, P., Pool-Zobel, B. L., De Meo, M. P.
and Collins, A. (1993). The single cell gel electrophoresis assay (comet assay): a
European review. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis, 288(1), 47-63.

Menderes, D. (2016). Talasemi Taswicist Cocuklarda Periferik Kandaki Lenfositlerde
Comet Yontemiyle Genotoksisitenin Arastirtimasi, Uzmanlik Tezi, Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi, Ankara, 6-13.

Migliore, L., Coppede, F., Fenech, M. and Thomas, P. (2011). Association of micronucleus
frequency with neurodegenerative diseases. Mutagenesis, 26(1), 85-92.

Modell, B. and Darlison, M. (2008). Global epidemiology of haemoglobin disorders and
derived service indicators. Bulletin of the World Health Organization, 86(6), 480-
487.

Norppa, H., Bonassi, S., Hansteen, I. L., Hagmar, L., Strémberg, U., Rossner, P., Boffetta,
P., Lindholm, C., Gundy S., Lazutka, J., Cebulska-Wasilewska, A., Fabianova, E.,
Sram, R.J., Knudsen, L.E., Barale, R. and Fucic, A. (2006). Chromosomal
aberrations and SCEs as biomarkers of cancer risk. Mutation Research/Fundamental
and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 600(1), 37-45.

Offer, T. A. L., Bhagat, A., Lal, A., Atamna, W., Singer, S. T., Vichinsky, E. P., Kuypers,
F.A. and Ames, B. N. (2005). Measuring chromosome breaks in patients with
thalassemia. Annals of the New York Academy of Sciences, 1054(1), 439-444.

Olivieri, M. D. (1999). The beta-thalassemias. Medical Progress. 341(2), 99-109.



63

Onur, E., Tugrul, B. ve Bozyigit, F. (2009). DNA Damage and Repair Mechanisms. Tiirk
Klinik Biyokimya Dergisi, 7, 61-70.

Perisano, C., Marzetti E., Spinelli, M. S., Calla M., Graci, C. A. and Maccauro, G. (2012).
Physiopathology of Bone Modifications in B-Thalassemia. Anemia, 320737.

Piel, F. B. and Weatherall, D. J. (2014). The a-thalassemias. New England Journal of
Medicine, 371(20), 1908-1916.

Roos, W. P. and Kaina, B. (2006). DNA damage-induced cell death by apoptosis. Trends
in Molecular Medicine, 12(9), 440-450.

Rothfuss, A., Schiitz, P., Bochum, S., Volm, T., Eberhardt, E., Kreienberg, R., Walther V.
and Speit, G. (2000). Induced micronucleus frequencies in peripheral lymphocytes as
a screening test for carriers of a BRCAL mutation in breast cancer families. Cancer
Research, 60(2), 390-394.

Samanta, S. and Dey, P. (2012). Micronucleus and its applications. Diagnostic
Cytopathology, 40(1), 84-90.

Sekeroglu, Z. A. ve Sekeroglu, V. (2011). Genetik toksisite testleri. TUBAV Bilim Dergisi,
4(3), 221-229.

Semenza, G. L. (2009). Involvement of oxygen-sensing pathways in physiologic and
pathologic erythropoiesis. Blood, 114(10), 2015-2019.

Silva, A. E., Manzato, A. J. and Varella-Garcia, M. (1992). Sister-chromatid exchanges in
B-thalassaemic patients under conditions of in vivo and in vitro depletion of folic
acid. Mutation Research Letters, 282(3), 213-217.

Singh, N. P., McCoy, M. T., Tice, R. R. and Schneider, E. L. (1988). A simple technique
for quantitation of low levels of DNA damage in individual cells. Experimental Cell
Research, 175(1), 184-191.

Tesoriere, L., D'Arpa, D., Maggio, A., Giaccone, V., Pedone, E. and Livrea, M. A. (1998).
Oxidation resistance of LDL is correlated with vitamin E status in p-thalassemia
intermedia. Atherosclerosis, 137(2), 429-435.

Thomas, P. and Fenech, M. (2011). Cytokinesis-block micronucleus cytome assay in
lymphocytes. DNA Damage Detection In Situ, Ex Vivo, and In Vivo: Methods and
Protocols, 217-234.

Tiirk Hematoloji Dernegi. (2011). Eritrosit Hastaliklar: ve Hemoglobin Bozukluklar: Tani
ve Tedavi Kilavuzu. Ankara: 81-97.

Tiizmen S. And Schechter A.N. (2001). Genetic diseases of hemoglobin: diagnostic
methods for elucidating b-thalassemia mutations. Blood Reviews, 15, 19-29.



64

Tyan, P. I., Radwan, A. H., Eid, A., Haddad, A. G., Wehbe, D. and Taher, A. T. (2014).
Novel approach to reactive oxygen species in nontransfusion-dependent thalassemia.
BioMed Research International, 2014.

Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M. T., Mazur, M. and Telser, J. (2007). Free
radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The
International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 39(1), 44-84.

Voskou, S., Aslan, M., Fanis, P., Phylactides, M. and Kleanthous, M. (2015). Oxidative
stress in B-thalassaemia and sickle cell disease. Redox Biology, 6, 226-239.

Waseem, F., Khemomal, K. A. and Sajid, R. (2011). Antioxidant status in beta thalassemia
major: a single-center study. Indian Journal of Pathology and Microbiology, 54(4),
761.

Weatherall, D. (2011). The inherited disorders of haemoglobin: an increasingly neglected
global health burden. Indian Journal of Medical Research, 134(4), 493-497.

Weatherall, D., Akinyanju, O., Fucharoen S., Olivieri, N. and Musgrove P. (2006). Disease
Control Priorities in Developing Countries (Second edition). Ch. 34. Washington
DC: World Bank, 663-680.

Whipple, G. H. and Bradford, W. L. (1936). Mediterranean disease-thalassemia
(erythroblastic anemia of Cooley): associated pigment abnormalities simulating
hemochromatosis. Journal of Pediatrics, 9, 279-311.

Wilson, D. M. and Thompson, L. H. (2007). Molecular mechanisms of sister-chromatid
exchange. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis, 616(1), 11-23.

Zhang, X., Xiao, X., Duan, H., Gao, F., Li, Y., Niu, Y., Gao, W., Wang, H., Yu, S. and
Zheng, Y. (2016). Cytotoxicity of diesel engine exhaust among the Chinese
occupational population: a complement of cytokinesis-block micronucleus cytome.
Inhalation Toxicology, 28(6), 274-280.



EKLER

65



EK-1. Etik kurul onay1

GAZI ONIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR KARAR FORMU

66

ARASTIRMACT /UZMANLIK

Cocuk Saghgi ve Hast. AD. / G.U.TF,

ETIK KURULUNUN ADI | Gazi Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
ACIK ADRES Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhik Binasi 06500 Begevler/Ankara
ETIK KURUL gy proN 0312 202 69 58
BILGILERI
FAKS 03122024673
E-POSTA tipetikkuruba@gaziedu.tr
ARASTIRMANIN AGIK ADI Talasemi Tagyysclarmda Periferik Kandaki Lenfositlerde Genotoksisitenin
Aragtirilmas
KOORIANATOR/SORUMLU
ARASTIRMACT Prof.Dr.Deniz ASLAN
UNVANVADISOYADI
KOORDINATORSORUMLU

:ﬂl‘l’;‘;’ ALANI BULUNDUGU MERKEZ
DESTEKLEYICH (Varsa)
Kan, idrar, doku, radyolojik gorimtn gibi biyokimyamikrobiyoloji, patoloji ve radyoloji
ARASTIRMANIN TOR( kollcksiyon materyalleriyle veyn ratin muayence tetkik tahlil ve todavi iglemleri sirasmda
(Onceden) elde edilimig materyaliorle vapilacak sragtirmsalar-Uszmanlik Tezi
ARASTIRMAYA KATILAN K ngu. COK »&mm W B
MERKEZLER
ok i Belge Ady Tarihi | Ver.No Dili
BELGELER | ARASTIRMA PROTOKOLO 28022014 [ 01 |rudce (9 tngiliee ] D
AYDINLATILMIS ONAM FORMU | 28,02.2014 | 0.1 Turkge ln;lliml | Digerl I
Belge Adi Agiklama
DEGERLENDIRILEN | ARASTIRMA BUTCESI 0
DIGER BELGELER  [RIYOLOJIK MATERYAL TRANSFER FORMU [m)
DIGER L
KARAR KararNo: |62 Toplants tarihi: 24.03.2014
BILGILERI
Yukanda bilgileri verilen bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler arastirmanin gerekge amag, yaklagim
ve yontemleri dikkate alimarak incelenmis ve “bitgesi digimda™ uygun bulunmug olup aragtirmanin
dosyasinda belirtilen merkez/merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimse! sakinca bulunmadigina
G.O.Klinik Aragtrmalar Etik Kuralu fiyelerinin oybirkigi ile karar verilmigtir.
Etik Kurulun karari, projenin biltgesi BAP tarafindan kabul edildigi takdirde yhrirlige girecck
olup, BAP kararmm Kurulumuza bildirilmesi gerekmektedir,
GAZI ONIVERSITES] KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
ETIK KURULUN CALISMA ESASI | Klinik Aragtarmalar Hakkinda Yoectmelik (13.042013), Iyi Klinik Uygulamatae) Kidaviczn
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Prof.Dr.Canan ULUOGLU
UnvanvAdiSeysds Uemanhik Alnai Kuruas Cinsiyet ""':;‘ e | Katime (-
Prof Dy Cansn ULUOGLU Tibbi Farmakoloji . ’ ! .
BASAN Hrm GorTy k0 (k@ |0 0@ [e®@ |00 u%\
. - Y mah Prol D,
”’“‘mf;‘m‘“ Tip Etigi :&- sV e® k0 [0 |v@ |e® w0 y
e Flayoloji A D GOTF e0 |k®@ |e0 |v®@ |0 | uB® xmu:..d.
Falkae Kardiyoloji A.D GOTF B (kO |eo |v@ |e@|nO | ‘7_¢




EK-1 (devam). Etik kurul onay1

i~ akS@pAD | ooTF ER |xO (vO0 (@ [e®|nD
"""w‘“o""o*" I Mastslkban AD | GOTF t® |x0 O |v® |[e®|u0 ©
"“"""m'm" by idene i il 7 t0 |xk8@ |0 [w@ |[e®|uD
"’""'m"“"““ }m’:"‘"‘ GOLY 0 | k® e |(v@ e@|uno A
ProfDe Nilofer TURAN DURAL <. oo

‘ Fanskolofi AD | GOEF e0 |x8 |e0 |[v® |em|uo f/

ove N b, e |
o ol o vigncme o (Y %3 @ k0 |0 |(v@ |e®|uO *&q—i‘
D‘"""“‘(‘,'v"p"“‘“"“" oncezsam g Sl S e® (k0 |0 |[n8® |e®@|wO
T e Gonet Cambi AD | GOTF iR (kD |0 (0@ [0 |8 | Kaulmad
m.u.mm g Mistalikben AD. | ILO.TF e® |xO |0 (@ [e®|uD
=" N\S

XA IUSRANEATA | kit G0, 0 |x@ |60 [(v® |e0|n@® | Kotimads
e sl Temsikei - k0 |x® [0 |w® [e@|uD /%’2;‘

* Aragtema e ligks /7 2

** Toplanda Bulunma

67



68

EK-2. Goniillii beyan formu

GONULLU BEYAN FORMU

. cocuk hastalarimizin hiicrelerindeki hasarlar1 arastirarak bunlarin ortaya
cikarilmasimi amaclayan c¢alismada goniillii olarak yer aliyorum. Kan Ornegimin bu
projedeki calismalarda kullanilmasini kabul ediyorum.

Ad:

Soyad :

Telefon no:

Imza: Tarih:
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EK-3. Anket formu

ANKET

A) HASTA TARAFINDAN DOLDURULACAK BOLUM
1.Ad1 Soyadi:

2.Yas: Kilo: Boy: Dogum vyeri:
3.0grenim durumu; Ik 01 Orta (] Lise [ Yiiksekokul [
4 Nerede yastyorsunuz?

Koy [ Tlge [ no

5.Son bir yilda herhangi bir as1 oldunuz mu? Evet [ Hayir [

Cevabiniz evet ise ne agist oldunuz?

6.Son 3 ay icinde rontgen ¢ektirdiniz mi ?(Dis ve diger) Hangisi?

7.Doktorunuz tavsiyesi disinda herhangi bir ilag aliyor musunuz? Evet [ Hayir [
Cevabiniz evet ise ad1 nedir?
Ne kadar stiredir?

8. Doktorunuz tavsiyesi disinda vitamin ve mineral takviyesi aliyor musunuz? Evet []
Hayir [

Cevabiniz evet ise adi nedir?

Hangi siklikta?

9.Sigara igme aligkanliginiz:

Hig¢ igmedim [ Eskiden icerdim [ oo Ayl Y1l [0 Once
biraktim

Iciyorum [ Giinde ..... adetsigaraiciyorum  ..... Ay [l Yildir[]
iciyorum
10.Yasadigim ortamda ........................ Sigara i¢iliyor [ Sigara

icilmiyor [
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EK-3. (devam). Anket formu

11.Cay icme aliskanliginiz var m1?  Evet [J Hayir [
Cevabiiz EVET ise asagidakilerden hangisi ?
Giinde 1 bardak [ 2 bardak [ 3 ve daha fazla bardak [
12.Yaptigimiz spor ve aktivitelere iliskin olarak;
] Az enerji gerektiren spor ya da diger aktivitelerde bulunuyorum.
(yiiriime, bahge isleri, ev isleri gibi)
saat/giin
] Orta derecede enerji gerektiren spor ya da diger aktivitelerde bulunuyorum.
(agir ev igleri ya da bahge isleri, yiizme, bisiklet stirme gibi)
saat/giin
1 Fazla gii¢ ve enerji gerektiren spor ve aktivitelerde bulunuyorum.
(kosu, hizl1 ylizme ya da bisiklet siirme, futbol gibi)
saat/glin
B) HEKIM TARAFINDAN DOLDURULACAK BOLUM
8.Hasta baska ila¢ kullaniyor mu?  Evet [ Hayir [
Cevabiniz EVET ise nedir?

9.Hasta vitamin ve mineral takviyesi aliyor mu? Evet [] Hayir [
Cevabiniz EVET ise asagidakilerden hangisi?
Multivitamin 7 C vitamini [J  E vitamini [ Beta karoten [ Cinko
Hangi siklikta?
10.Hasta son iki y1lda herhangi bir viral enfeksiyon geg¢irdi mi ? (sarilik, kizamik,
kizamikgik, su ¢icegi,
kabakulak, menenjit vb gibi)

Cevabiniz EVET ise hangi viral enfeksiyonu gecirdi ?

D Tarih
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