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KISALTMALAR VE SIMGELER

8-OHdG: 8-hidroksil-2-deoksiguanozin

BFB: kirik-fiizyon-kirik ( bridge-fusion-break)

BMCyt: Bukkal epitelde mikrogekirdek sitom testi,
CA:Kromozomal Aberasyon (Chromosomal Aberration)
CBMN: Sitokinezi Bloke Edilmis Mikrogekirdek (Cytokinesis Blocked Micronuclei)
DM: Double Minutes

DNA:Deoksiriboniikleik asit

DS: Down sendromu

DSB: DNA c¢ift zincir hasar1

DSO: Diinya Saglk Orgiitii

EPA: Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
GPA: Glikoforin A (Glycophorin A)

HBV: Hepatit B Viriisii

HCI:Hidroklorik Asit

HLA: Insan Lokosit Antijenleri (Human Leukocyte Antigen)
Hp:Helicobacter pylori

HPRT:Hipoksantin Guanin Fosforibozil Transferaz

HUMN: insan mikrogekirdek projesi

IARC: Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajanst (The International Agency for

Research on Cancer),
In vitro: Hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢alismalar
In vivo: Canli organizmada yapilan ¢aligmalar

IPCS: Uluslararast Kimyasal Giivenlik Programi
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IWGT: Uluslararas1 Genotoksisite Test Prosediirleri Standartlar1 Calistay1
KHAK: Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

KHOAK: Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri

MC: Mikrogekirdek (Micronucleus)

NBUD: Niikleer tomurcuklanmalar

NHEJ: Non-homolog Ug¢ Birlestirme Yolagi

NNAL Gluc: Glukuronidler

NGO: Sivil Toplum Orgiitleri

NNAL.: 4- (Metilnitrosamino) -1- (3-piridil)-I-Biitanol

NPB: Niikleoplasmik Kopriileri

pS3:Tiimdr slipresor gen

PAH: Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar

SCGE: Tek Hiicre Jel Elektroforez-Alkali Comet (Single Cell Gel Electrophoresis)
TCR:T-hiicresi reseptorii

TKCS: Tiitiin Kontrolii Cergeve Sozlesmesi
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1. OZET

Tiirkiye'de Sigara Kullanan Gen¢ Bireylerin Bukkal Hiicrelerinde Genotoksik
Hasarin Mikrocekirdek Yontemi ile Belirlenmesi: Prospektif Randomize
Kontrollii Caliyma

Giilis Cansu Dokmeci
Danigman: Ayfer Beceren
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali

Amac:Geng niifusun sigara bagimliligi gelismis ve gelismekte olan iilkelerde halk
sagligini etkileyen faktorlerin baginda gelmektedir. Sigara kullanimi 6zellikle akciger
ve bas boyun kanserlerine neden olmaktadir. Dolayisi ile mevcut arastirmalar agiz
mukoza hiicrelerinde tiitiin kullanimina bagl kanserlesmeyi gosterebilecek girisimsel
olmayan yontemler {izerinde durmaktadir.Bu c¢alismanin amaci saglikli sigara
icicilerinin eksfoliye bukkal epitel hiicrelerinde sigara kullaniminin yarattigi
muhtemel genotoksik hasar1 gosterebilecek bir belirteg olan mikronukleus sikligini
arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem:Caligmaya 18-25 yas araliginda 25’1 sigara icen 44’ sigara
icmeyen toplam 69 katilimci dahil edildi. Katilimcilardan bukkal epitel hiicreleri
toplanip lamlara yayild1 ve Feulgen teknigi ile boyandi. Her katilimei igin 3’er adet
lam hazirlanip her lamda 1000 hiicre sayild1 ve hiicrelerdeki ortalama mikronukleus
say1s1 hesaplandi.

Bulgular:Her 1000 hiicrede ortalama mikronukleus sayis1 sigara igenlerde (4,3+2,4),
icmeyenlerde (2,3+2,1) olarak bulundu. Sonuglarin smirli sayida katilimcinin
degerlendirilmesi ile elde edilmesine ragmen, hiicrelerdeki mikronukleus diizeyleri
sigara icen/igmeyen ve sigara igen erkek/icmeyen erkek gruplari arasinda istatistiki
olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001). Sonug olarak hiicrelerdeki mikronukleus
formasyonunun sigara kullanimina bagli  genotoksisiteyi Ongorebilecegini
diistinmekteyiz.  Calismanin  devaminda da  daha fazla  katilimcinin
degerlendirilmesinin edindigimiz bu sonuglar1 destekleyecegine inanmaktay1z.

Anahtar Sozciikler: mikrogekirdek, genotoksisite, sigara



2. SUMMARY

Determination of Genotoxic Damage Due to Smoking in Buccal Cells of Young
Individuals in Turkey by Microcereal Method: Prospective Randomized
Controlled Study

Giilis Cansu Dokmeci
Advisor: Ayfer Beceren
Department of Pharmaceutical Toxicology

Purpose: Smoking addiction among young people is the first issues affecting public
health both in developed and in developing countries. Smoking is a major cause of
cancer especially lung and head and neck cancer. Therefore, research has been
focused on the search for new non-invasive methodologies able to predict malignant
transformation of oral mucosa cells related to tobacco smoking. The aim of this study
was to evaluate the possible genotoxic damage associated with tobacco smoke in
healthy smoker individuals by analyzing the micronucleus frequency in exfoliated
buccal epithelial cells.

Materials and Methods:The study comprises of 69 individuals in which 25 were
smokers and 44 were non-smokers with an age range (18-25) years. Buccal cell
samples were collected and then applied to clean microscope slides. Slides were
stained by the Feulgen reaction technique.

Results:Three slides were prepared for each subject and 1000 cells were evaluated
per slide to determine the frequencies of micronucleus. The mean micronucleus
frequencies in smokers and control groups were (4,3+£2,4), and (2,3+2,1) in every
1000 cells count respectively. Although the results were obtained from a limited
number of subjects, micronucleus frequencies in smoker subjects were higher than
the control values with statistical significance both in smoker/non smoker and
smoker male/non smoker male groups (p<0,01). In conclusion these results can show
that micronucleus formation may predict the genotoxicity caused by smoking.
Progression of the study with larger number of subjects will provide further support
to this preliminary observation.

Keywords: micronucleus, genotoxicity, smoking



3. GIRIS ve AMAC

Tiitlin tirtinleri arasinda sigara kullanimi, diinyay1 olumsuz yonde etkileyen halk
saglig1 sorunlarinin basinda gelmektedir (Burns, 2003). Diinyada yas1 15’in lizerinde
olan 1.2 milyar kisi tiitiin bagimlis1 olup bunlarin %80’1 orta ve gelismekte olan
tilkelerdedir. Gelismekte olan iilkelerde sigaraya baglama yas1 12- 16°dir ve her giin
diinyada 80.000-100.000 gencin tiitiin bagimlis1 oldugu bildirilmektedir. 1999 yilinda
yapilan bir ¢alismada, gelismis {ilkelerde 13-15 yaslar1 arasindaki genclerde sigara
igcme oraninin %10-33 arasinda degigsmekte oldugu gosterilmistir (Kaufman ve Yach
2000; Warren ve Riley 2000).

Kanser olusumunda yas, cinsiyet, alkol, genetik yatkinlik, zayif diyet gibi ¢esitli
risk faktorleri rol oynamasina ragmen Uluslararasi Kanser Aragtirmalart Ajansi
(IARC) tarafindan bunlardan en 6nemlisinin tiitiin tiriinlerinin kullanimi oldugu ve
kanser insidansin1 daha fazla artirdigi bildirilmistir(Parkin ve Pisani,1999; Kuper ve
Adami, 2002; IARC, 2004). IARC’nin yaymladigi monograflarda sigara dumanin
icinde bulunan ¢esitli kimyasal siniflara ait 70’den fazla karsinojen madde oldugu

raporlanmistir (WHO. 2004).

Tiitlin dumani, sistemik karsinojenlerin en ug¢ Ornegidir ve tiitiin tliketiminin
diger karsinojenlere kiyasla ¢ok daha fazla organda kanser nedeni oldugu tespit
edilmistir. Tiitlin iginde bulunan maddelerin DNA hasarin1 indiikleyerek akciger,
pankreas, mesane ve bobrek kanseri gibi bir¢ok kansere sebep olmakla birlikte,
epidemiyolojik caligmalar sayesinde oral kanserlerin baglica nedeni oldugu deney
hayvanlari ve insanlarda yapilan ¢aligmalar ile kanitlanmistir (Pfeifer ve Denissenko.
2002; WHO 2004; Nanjappa ve Renuse, 2015; Sanner ve Grimsrud, 2015).

Sigara i¢me akciger kanserinin baglica nedenlerinden biri olarak kabul
gormektedir. Tiim diinyada en sik goriilen kanser olan akciger kanseri kansere bagl
olim nedenlerinde siralamada 2. sirada yer almaktadir
(http://www.wecrf.org/int/cancer-facts-figures/data-specific-cancers/lung-cancer-
statistics Erisim tarihi: 27 Nisan 2017). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore 2015
yilinda global mortalite oram1 1.69 milyon vaka olarak kaydedilmistir
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/ Erigsim Tarihi: 27 Nisan 2017).
Ulkemizde akciger kanseri goriilme orani Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Saghig
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Kurumu Kanser Daire Bagkanligi tarafindan 2014 yilinda 20 088 (% 30) olarak
bildirilmistir ~ (http://kanser.gov.tr/daire-faaliyetleri/kanser-istatistikleri/2106-2014-
y%C4%B11%C4%B1-t%C3%BCrkiye-kanser-istatistikleri.html Erisim Tarihi: 27
Nisan 2017). Sigara kullamimi ile ilgili mevcut bilimsel arastirmalar sigara
kullaniminin solunum yolu ve hiicrelerinde meydana getirdigi genotoksik hasar ve

buna bagli olarak kanserlesme mekanizmalari lizerinde yogunlagmaktadir.

Bir¢ok genetik ve edinsel hastalifin tam1 ve tedavisinin degerlendirilmesinde,
izlenmesinde, ¢evresel kirleticiler, gida katki maddeleri gibi giinliik yasamda siklikla
maruz kaldigimiz ¢esitli maddelerin genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin
arastirilmasinda genotoksisite testlerinden siklikla yararlanilmaktadir. Genotoksisite
testleri, kanser riskinin degerlendirilmesi ve izlenmesinde kullanilan giivenilir
molekiiler  biyogostergelerdir.  Ayrica  klinik  Oncesi  ilag  giivenliliginin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir(Douglas ve Blakey, 1988; Fenech, 2002;
Toubi ve Shoenfeld, 2007).

Maruziyetin gosterilmesinde, genotoksisite ile ilgili yapilan c¢alismalarda
biyogdsterge olarak en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri Mikrogekirdek (MC)
teknigidir. MC teknigi; farkli hiicre tiplerinde kullanilabilen, ekstra kiiltlir ortamina
gerek olmayan, skorlanmasi olduk¢a basit ve pratik bir testtir. Klastojenik veya
andjenik ajanlarin genotoksik etkileri sonucu bdliinme yetenegine sahip tim
hiicrelerde mitoz anomalileri ve kromozom kaybi gibi durumlarin ortaya ¢ikarilmasi,
mikrocekirdek igeren hiicre sayisindaki artis ile degerlendirilmektedir. Bu sebeple,
MC teknigi kan hiicrelerinde standart kromozomal aberasyon (CA) teknigi ile ayni
hassasiyeti ve iliskiyi gosterebilmektedir. Son yillarda mikrogekirdek yontemindeki
yeni gelismeler sayesinde yontem ile birden ¢ok son-nokta belirlenebilmektedir. Bu
da karmasik kanser olusum prosesi a¢isindan, ideal bir biyogdstergeden beklenen
Ozelliklerin basinda gelmektedir(Demirel ve Zamani, 2002; Toubi ve Shoenfeld,
2007).

Mitotik hiicrelerde kromozom fragmanlarindan ya da anafazda ge¢ kalarak her
iki kardes cekirdege dahil olmayan kromozomlardan kaynaklanan mikrogekirdek,
hiicre ¢ekirdeginin disinda sitoplazmada yer alan ¢ekirdek orijinli kiiciik kiiresel bir

olusumdur. Bu olusumlar; genellikle kromozomal hasarlardan, hiicre siklusunu



kontrol eden genlerdeki eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya
mitotik aygitin diger parcalarinda meydana gelen hasarlardan kaynaklanmaktadir.
MC sayisindaki artis, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir.
Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarina ve ig iplikgiklerinde
fonksiyon bozukluklarina yol agmakta iken klastojenler ise kromozom kiriklari
olusturarak MC olusumuna katkida bulunmaktadirlar. Hiicre dongiisii boyunca
meydana gelen hasar nerede olursa olsun MC olusumuna yol agmaktadir. Bu nedenle
hiicrelerde MC sayisinda artis somatik hiicrelerdeki genomik kararsizligin bir
gostergesi olarak degerlendirilmektedir(Fenech, 2006; Holland ve Bolognesi,
2008).DNA onarim yetersizliginde genetik predispozisyon ya da herhangi bir
maruziyetin yarattigi kromozomal veya hiicresel degisikliklerin belirlenmesinde
mikrogekirdek teknigi kullanilarak hiicrelerin onarim yetenegi yani challenge teknigi

yapilabilmektedir(Cebulska-Wasilewska, 2003).

Bireyler arasinda genetik yatkinlik, cevresel faktdrler ve yasam tarzinda
farkliliklar bulundugundan maruz kalinan kimyasallarin olusturdugu hasarin boyutu
degisiklik gostermektedir. Toplumumuzda halk sagligi ve iilke ekonomisi agisindan
Oonem tastyan kanserin Onlenmesi ve erken tanisinin saglanmasi i¢in maruziyetin

degerlendirilmesi 6nem tagimaktadir.

Bu amagla da calismamizin hedeflerini temel olarak su sekilde toplamak
miimkiindiir; maruziyetin hassas bir biyogéstergesi olan mikrogekirdek teknigi
kullanilarak 18-25 yas arasi sigara i¢en (>5adet/glin) ve icmeyen genclerin bukkal
hiicrelerinde mikrogekirdek sikliginin degerlendirilmesi ve karsilastirilmasi, kanser
olusumunda rol oynayan risk faktorlerinin mikrogekirdek sonuglari tizerindeki

etkilerinin degerlendirilmesinin yapilmasidir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Sigara Hakkinda Genel Bilgi

Titin bitkisi Nicotiana tabacum L., Christopher Colombus Amerika’y1
ulagsmadan onceki tarihlerde dahi insanlarin yaygin kullanimi olan ticari bir {iriindii.
Titlin kullananlarda bagimlilik olusturan en énemli etken olan nikotin (Sekil 3), ilk
kez Nicotiana tiirlerinden 1828 yilinda izole edilmistir. Farmakolojik etkileri ise

1898 yilina kadar aydinlatilamamistir (Barceloux, 2012).
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Sekil 1. Nikotin

Tiitlinlin en yaygin kullanim sekli sigara seklinde icilmesidir. Bunun yani sira
¢igneme tiitlin, pipo, nargile kullanarak igme gibi ¢esitli kullanim sekilleri de vardir
(Barceloux, 2012). Sigarada kullanilan tiitiin, Nicotiana tabacum L. (en sik Kuzey
Amerika'da rastlanir) ve Nicotiana rustica subgenera bitki tiirlerinin iglenmis
urlintidiir. Diger bitki tlirlerine benzer sekilde, kimyasal bilesenleri (sekerler,
alkaloidler, N2 ve seliiloz), yaprak konumlandirmasi, toprak tipi ve besin seviyeleri
gibi ¢evresel faktorlere bagli olarak degisir. Nikotin, tiitiin bitkisinde dogal
olarak bulunan bir alkaloiddir.Solanaceae familyasindaki bir¢cok bitki giliclii bir
norotoksin olan nikotini igerir. Bununla birlikte, Nicotiana tabacum L. bir¢ok
bitkiden daha yiiksek miktarda nikotin igerir (Tso, 1999).

Hoffmann 1990’larda “Hoffmann analitleri” olarak adlandirilan sigaranin iginde
bulunan bilesiklerin raporunu yaymlamistir (Hoffmann, 1997). Hoffmann analitleri
Tablo 4’te Gzetlenmekte ve bu bilesiklerin bazilarinin yapilar1 Sekil 4 ve 5°te
verilmektedir (Hoffmann ve Hecht 1990; Hoffmann, 1997; Hoffmann ve Hoffmann



2001; Hoffmann ve Hoffmann, 2001; Rodgman ve Green, 2003; Rodgman ve

Perfetti, 2009).

Tablo 1. Hoffman analitleri

|Grup Hoffmann Analiti Grup Hoffmann Analiti Grup Hoffmann Analiti
Polisiklik Benz[a]antrasen N-Heterosiklik  AcC Fenoller Fenol
aromatik Benzo[b]floranten Aminler MeAaC m+p+o-Krezol
hidrokarbonlar Benzofj|floranten Glu-p-1 Katekal
Benza[k]floranten Glu-p-2 Rezorsinol
Benzo[apiren Phip Hydrokinon
Krizen 1 Metilgenol
5-Methyl-krizen MelQ Kafeik asit
Dibenz[a,h]antrasen Trp-P-1 Kloroaromatik ~ DDT
Dibenzo[a,e]piren Trp-P-2 Bilegikler DDE
Dibenzoa,h]piren Aldehitlerve  Formaldehit Poliklorodibenzo-p-dioksin
Dibenzofa,i]piren Ketonlar Asetaldehit Paliklorodibenzofuranlar
Dibenzola, l)piren Propiyonaledhit inorganik Hidrazin
indeno[1,2,3-cd]piren Biitiraldehit Bilesikler Hidrojen siilfit
Aza-arenler Piridin Krotonaldehit Arsenik
Kinolin Akrolein Berilyum
Dibenz[a,h]akridin Aseton Kadmiyum
Dibenz(a,jlakridin 2-Bitanon Krom (V1)
7H-Dibenzoc,glkarbazol  Ugucu 1,3-Bitadien Kobalt
N-NitrGzaminler N-NitrGzodimethilamin -~ Hidrokarbonlar  izopren Nikel
N-NitrGzoetilmetilamin Benzen Civa
N-Nitrdzodietilamin Toluen Kursun
N-Nitrdzodi-n-propilamin Stiren Polonyum-210
N-Nitrozodi-n-bitilamin -~ Muhtelif Asetamid Selenyum
N-Nitrdzopirolidin Organik Akrilonitril Ek Nikotin
N-Nitrbzopiperidin Bilesikler Akrilamid Bilesikler Karbon monoksit
N-Nitrdzodietanolamin 1,1-Dimetil-hidrazin Amonyak
N-Nitrgzosarkosin Maleik hidrazid Nitrojen oksit
N'-Nitrgzonornikotin Metanol Hidrojen siyanit
4-(N-Metilnitrézamino)- Metil izosiyanat
1-(3-piridil}-1-bitanon Nitrometan
N'-Nitrdzoanabasin 2-Nitropropan
N'-Nitrzoanatabin Nitrobenzen
N-Nitrozomorfolin Vinil klorid
Aromatic Amines Aniline Anilin Etil karbamat
2-Toluidin Etilen oksit
2,6-Dimetil-anilin Propilen oksit
1-Naftilamin Di(2-etilneksil)fitalat
2-Naftilamin Furan
3-Amino-bifenil Benza[b]furan
4-Amino-bifenil




e
(o F——] b
Formaldehit Asetaldehit

Benzen Toluen
7 N 4 \
Propionaldehid Akrolein S
o/__\—— Of_\L Stiren
Biitirald ehid Krotonaldehit

1 o}
AN
1,3-Biitadiyven Tzopren

2-Biitanon Aseton

— >y . vy
'Y' "

Ucucu karboniller Ucucu hidrokarbonlar

Sekil 2. Hoffmann analitleri, sigara dumaninin buhar fazinda bulunan ugucu
karbonillerin ve hidrokarbonlarin yapilar1 (Rodgman ve Green 2003).

OH OH OH ciVO:O\
; : :OH HO” : = 0/
Fenol
OH

Katekol Hidrokinon Metileugenol
Resorsimol o
OH OH OH N
Oi /O/ )
HO
o-Kresol p-Kresol
m-Kresol CH
Kafeik asit

Sekil 3. Hoffmann analitleri, sigara dumaninin partikiilat fazinda bulunan fenolik
bilesiklerin 6nemli yapilari.



Amerika Birlesik Devletleri'nde {iiretilen ortalama her bir sigara 8§ - 14 mg
nikotin i¢ermektedir; giinliik sigara igme kosullarinda, sigara icen kisi sigara basina
yaklasik 1-2 mg nikotin absorbe etmektedir (Tablo 5) (Benowitz ve Henningfield,
1994).

Tablo 2. Giinliik sigara tiiketimi ile alindig1 kanitlanan akciger karsinojenleri

Karsinojen Grubu Bilesik Miktar (ng/sigara) Oran

Polisiklik Aromatik ~ Benzo[a]piren 20-40 2,5-3,5

Hidrokarbonlar Benzo[b]florantan 4-22
Benzo[f]florantan 6-21
Benzo[k]florantan 6-12
Dibenzo[a, i]piren 1,7-3,2
Indeno[1,2,3-cd]piren 4-20
Dibenz[a,h]anthrasen 4
5-Metilkrizen 0,6

Asaarenler Dibenz[a,h]akridin 0,1
7H-Dibenzo[c,g]karbazol 0,7

N-Nitrozaminler N-Nitrozodietilamin TE-2,8 <40
4-(Metilnitr6zamino)-1-(3-piridil)- ~ 80-770 1-4
1-biitanon (NNK)

Cesitli Organik 1-3 Biitadien 20-70x10 000

Bilesikler Etil karbamat 20-38

Metaller Nikel 0-510 13-30
Krom 0,2-500
Kadmiyum 0-6670 7,2
Polonyum 210 0,03-1 pCi 1-4
Arsenik 0-1400

Inorganik Bilesikler ~ Hidrazin 24-43

TE : Tespit edilmedi



Sicak suda bekletilen 5-10 sigaradan ekstrakte edilen nikotini i¢eren sivinin
lavman olarak uygulanmasinin orta siddette zehirlenmelere neden oldugu
goriilmiistiir (Garcia-Estrada ve Fischman Charles, 1977). Cogu tiitiin yutma vakasi
cocuklarda hi¢ semptom vermez veya hafif semptomlara neden olurken, 9 ve 10
aylik bebeklerin yedigi rapor edilen iki Avrupa menseli sigara olgusunda (nikotin
icerigi  bildirilmemis) siddetli zehirlenmeler (solunum giicligli, disritmiler,
konviilsiyonlar) meydana geldigi bildirilmistir (Malizia ve Andreucci, 1983).
ABD'de 6 yas altindaki 700 c¢ocuk ile yapilan retrospektif ¢alismada, <2 tam
sigaradan veya <6 sigara izmariti oral alindiginda toksisite olasilig1 diisiik
bulunmustur (Mcgee ve ark., 1995). Ayni ¢alisma, kiigiik ¢ocuklar tarafindan 7,5-15
g dumansiz tiitiinlin oral alinmasi halinde, kusma, ajitasyon ve biling degisikligi
gelisebilecegi bildirilmistir. Nikotin toksisitesinin belirtileri, diger iilkelerde iiretilen
tiitlin tirtinlerinin daha kiigiik miktarlarda tiiketilmesini takiben geligebilir, ¢iinkii bu
tiriinler ABD'de iiretilen tiitliin mamiillerinden daha fazla nikotin igerebilir.Yaygin
olarak letal eriskin nikotin dozu yaklasik 60 mg (Larson ve ark., 1968) olarak
bildirilmesine ragmen doz ile ciddi nikotin toksisitesini iliskilendiren az wveri
bulunmaktadir. Bir olgu sunumunda 17 yasindaki bir erkekte tahmini 5 g nikotin
iceren bir soliisyonun oral alimindan birka¢ dakika sonra kusma ve ani

kardiyopulmoner arrest gelistigi bildirilmistir (Lavoie ve Harris, 1991).

4.2 Sigara Kullanimi
4.2.1 Diinya genelinde sigara kullanim

Diinya genelinde tiitiin kullanicis1 sayist bir milyardan fazla olup, tiim diinya
niifusunun yaklasik yiizde on besini olusturmaktadir(WHO, 2008). Etkili ve acil
onlemler alinmadikca, diinya genelinde sigara icenlerin sayisinin giin gegctikce
artmaya devam edecegi tahmin edilmektedir. Sigara i¢cen niifusun en hizli arttig
tilkeler diigikk ve orta gelirli iilkelerdir (Jamison ve ark., 2006). Tablo 1'de 2000
yilinda bolgelere gore 15 yas ve lizeri tahmini sigara igme sikligi gosterilmistir (Jha
ve ark., 2006). Tiitiin endiistrisi, tirtin satis ve tanitimlarin1 6zellikle gelismekte olan

bu iilkeleri hedef alarak yapmustir.
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Geemis yillarda diisiik fiyatlar, yaygin pazar, nikotin bagimliligi ve tehlikesi
hakkinda sinirli biling nedeniyle tiim diinyada tiitlin kullanimi artmasina ragmen
Kamu ve igyerlerinde sigara i¢ilmesine yoOnelik kisitlamalar ve yasalar tiitiin

kullaniminin azaltilmasinda etkili olmustur.

Daha diisiik gelir diizeyine sahip bireyler ve gengler arasinda sigara tiikketimin
azaltilmasi ise yiliksek fiyat uygulamasi ile saglanmistir. Titiin {iriin fiyatlarinda
%70'lik bir artisin, tim diinyadaki sigaraya bagli dliimlerin dortte biri kadarim
Onleyebilecegi ongoriilmektedir (Jha ve Chaloupka, 2000; Jamison ve ark., 2006).
Deneysel kanitlar, kapsamli reklam yasaginin tiitlin tiiketimini azaltabilecegini bunun
yaninda smirli bir reklam yasaginin ise ¢ok az veya hig¢ etkili olmayacagini ortaya
koymustur. Reklam tanitimlar1 yeni kullanicilar1 cezbedip, mevcut sigara igicilerini
daha fazla sigara i¢gmeye tesvik etmekte ve onlarin birakma motivasyonlarin

azaltmaktadir (Saffer ve Chaloupka, 2000).
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Tablo 3. 2000 Yilinda 15 Yas ve Uzeri Tahmini Sigara Icme Siklign (Cinsiyete

Gore) ve Sigara Icen Sayis1 (Jha ve ark., 2006).

Tiitiin tiiketim siklig1 % Tim sigara
Kullananlar
Bolge
Toplam
Erkek Kadin Toplam | Milyon sigara icen
%
Dogu Asya ve Pasifik 63 5 34 429 38
Avrupa ve Orta Asya 56 17 35 122 11
Gliney Amerika ve Karayipler 40 24 32 98 9
Ortadogu ve Kuzey Afrika 36 5 21 37 3
Gliney Asya 32 6 20 178 15
Sahraalt1 Afrika 29 8 18 56 6
Diisiik ve orta diizey 49 8 29 920 82
ekonomiler
Yiiksek diizey ekonomiler 37 21 29 202 18

Sigara kullaniminda 6nemli bir husus da nikotin bagimliligidir. Nikotin hem
fiziksel hem de psikolojik bagimlilhik yaptigi icin sigarayr birakmalart zor
olmaktadir. Tiitlin bagimlilig1 diger bagimlilik tiirlerinin 6niline gececek derecede
yaygindir (Barceloux, 2012). Sigara igenlerin ¢ogu tiitiiniin tehlikelerinden haberdar
olup, birakmak isterlerse bile bundan vazgecememektedirler. Sigaray1 birakmak cogu

zaman profesyonel yardim gerektirebilir ancak bu tiir yardimlar ¢cogu iilkede yeterli

olamamaktadir (Hammond ve ark., 2006).
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Sigara kullaniminin saglik iizerindeki gergek zararlari halk tarafindan yeterince
bilinmemekte ve sadece kisisel yasam tarzinin koti bir aligkanhigr olarak
gorilmektedir. Sigaranin akciger kanseri disinda daha birgok kanser ¢esidine, kalp ve
damar hastaliklarina sebep oldugunun farkinda olan bireylerin ¢ogu sigarayi
birakmak istemektedir (General 1989; Siahpush ve ark., 2006). Yukarida belirtilen
sebeplerin yani sira, sigaranin saglik iizerindeki olumsuz etkileri genellikle hizli bir
sekilde ger¢eklesmediginden, sigara igenlerin sayisinin artmaya devam etmesine ve

sigaraya bagli 6liimlerin goriilmesine neden olmaktadir (Jha ve Chaloupka, 2000).

Tiitline baglh mortalite istatistikleri, sigara bagimlilarinin gegmiste ki sigara icme
davranigini yansitmaktadir. Tiitline bagl 6liimlerin biiyiik bir kisminin 2050'den 6nce
Onlenmesi i¢in yetiskin igicilerin sigaray1 birakmasi gerekmektedir. Yetiskinler icin
sigara tliketiminin 2020 yilina kadar yariya indirilmesi, 180 milyon tiitiine bagl
6lumiin 6nlenmesini saglayacaktir. Yetiskinlerin diginda sigara igmeye yeni baslayan
genglerin yiizdesindeki azalma, birgok Oliim olasiligin1 Onleyerek, 2050 ve
sonrasinda O6liim oranlar1 lizerinde biiylik bir etki saglayacaktir (Sekil 2) (Jha ve
Chaloupka, 2000; Peto ve Lopez, 2004).
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Sekil 4. Sigaraya bagl oliimler (milyon)(Jha ve Chaloupka, 2000; Peto ve Lopez,
2004)

Bazi iilkeler, sigara kullanimini kontrol etme ve uygulamaya koyma konusunda
onemli adimlar atmislardir (Chaloupka ve ark., 2011). Bunlardan bazilari, tiitiin
vergisinin artirilmasi (Jha ve Chaloupka, 2000), kapali alanda sigaranin kullaniminin
yasaklanmasi ve sigara reklamlarinin kaldirilmasidir (Basil ve ark., 2000; Shafey ve
ark., 2004). Sigara kullanimma karsi alinan politikalar ile bir¢ok iilkede olumlu
sonug alinmis ve diger iilkelere 6rnek olmustur. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), 2005'te
Tiitlin  Kontrolii Cergeve Sozlesmesini (TKCS) yaymnlayarak sigara salgminin
nedenlerinden bazilarimi ¢6zmeyi amacglamistir. TKCS yayimlandigindan beri,
yaklasik 180 {iilkeden onay alarak, diinya capinda sigara salgini hakkinda dikkat
cekmis ve iyi sonuglar almistir. Daha sonra DSO, sigara salginina kars1 koyabilecek
ve sigaraya harcanan oOliimciil paralar1 azaltabilecek alti politikaya sahip olan
MPOWER paketini yayinlamistir. Alt1 maddelik politikanin i¢inde, tiitiin kullanimini
ve korunma politikalarini izlemek, insanlar1 sigara igmekten korumak, tiitiiniin

tehlikelerinden vazgecmek icin yardim sunmak, tiitiin tanittm ve sponsorluk
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faaliyetlerinde yasak uygulamak ve tiitinde vergileri arttirmak bulunmaktadir

(WHO, 2008).

Tim bu caligmalarin sonucunda, sigara kullanimin1 kontrol etmek i¢in sadece
birka¢ {ilkenin politikasinin degil, diinyada ki tim hiikiimet ve devletlerin

politikalarinin bu sekilde olusturulmasi gerektigi dngoriilmektedir.

4.2.2 Tirkiye'de sigara kullanim

Tirkiye’de yaklasik olarak 20 milyon sigara bagimlisi bulunmakta olup ortalama
bes erkekten ikisi ve bes kadindan bir tanesi sigara igmektedir. 15 ve {izeri yastaki
bireyler arasinda sigara igme orani yaklasik % 44'tiir. Geligmis iilkelerdeki durumun
aksine, Tirkiye’de sigara kullanimi Ozellikle kadinlar arasinda artmaktadir.
Ulkemizde her yi1l tahmini olarak 100 bin kisi sigaraya bagl olarak dlmektedir. Bu
say1 Tirkiye’deki yillik 6liimlerin %25’ini olusturmaktadir. Sigara, ayni zaman da
kardiyovaskiiler hastalilk ve kanser bagli Oliimlerin baslica sebebi olarak
goriilmektedir. Sigara kullaniminin, tilkemizde yilda 25 000 akciger kanseri vakasina
neden oldugu ve diger kanser vakalarinin da %?27'sine yol actig1 yapilan ¢aligmalar

ile gosterilmistir (Bozkurt ve ark., 2006; Ergiiderve ark., 2006).

Sigara kullanim oranlar1 ililkemizde bdlgeler arasi ve yillara gore farklilik
gostermektedir (Giiner ve ark., 2000; Bozkurtve ark., 2006). Ulkenin giineybatisinda
Izmir'in kirsal alanlarinda yapilan bir arastirmada, >20 yas kadinlarda sigara igme
oran1 % 13.2, erkeklerde ise % 64.3 bulunmustur. Kocaeli'nde yapilan baska bir
aragtirmada ise sigara icme oran1 <18 yas bireylerde %50,3 ve >20 yas bireylerde
%32,1 bulunmustur (Giiner ve ark., 2000). Aydin'da yapilan bir bagka ¢alismada ise
sigara igme orani %48,3 olarak bulunmustur. Tirkiye'de 1988 yilinda yapilan bir
caligmada, >15 yas kadinlarin %62,8’inin ve toplam niifusun %43,6’nin sigara ictigi
goriilmiistiir. Bu oranlar giiniimiizde yapilan ¢aligmalarda bulunan oranlardan daha

yiiksektir (Tablo 2) (Bozkurt ve ark., 2006).
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Tablo 4. Bireylerin cinsiyet ve yasa gore tiitiin mamulii kullanma yiizdelerinin
yillara gore dagilim1 TUIK verileri (http://www.tuik.gov.tr/PreTablo.do?alt_id=1095,
Erisim tarihi: 11.09.2017).

15-25 yas (%)

2010 2012 2014 2016

Toplam Erkek Kadmn Toplam Erkek Kadin Toplam Erkek Kadmn Toplam Erkek Kadmn

Her giin

16,4 27,1 6,1 14,3 241 4,6 18,5 314 5,7 18,1 28,2 7,8
kullanan
Ara sira 34 43 2,6 29 43 15 49 6.1 37 33 36 30
kullanan
Daha 6nce

9,4 11,7 7,2 57 6,5 5,0 8,8 10,2 75 2,7 3,4 2,1
kullanan
Hig

kullanmay 70,8 56,9 84,2 771 65,1 88,9 67,7 52,3 83,2 75,9 64,9 87,0
an

Tiirkiye’de sigara kullaniminin zararlar1 konusunda ciddi ¢alismalarin basladigi
ve yayinlandigr yillar olan 1980’lerde yillik sigara tiiketimi sabit kalmistir (Bilir ve
ark., 2010). 15 yasindan biiyiik yetigkinlerde kisi bas1 yillik tiitiin tiiketimi oran1 1945
yilinda 1.2 kg iken 1983 yilinda kademeli olarak artarak 3.3 kg'a ulasmistir (Gtileg ve
ark., 2005).Bu yillarda {ilkede tiitiin ireten ve tedarik eden tek bir kurulus
oldugundan, sigaranin reklam ve tanmitimi ¢ok diisiik diizeyde kalmistir.1980’lerin
ortalarinda, Philip Morris ve British American Tobacco gibi giiclii sirketlerin etkisi
ile Tiirkiye’de tiitiin pazar1 6nemli dl¢iide etkilenmis ve sonug olarak sigara tiiketimi
artmistir(Giines ve ark., 1997; Dagli, 1999, Onder, 2002). 1986-1993 yillar1 arasinda
sigara kullanim siklig1 her y1l %3.3 oraninda artis géstermistir. Bu artis tizerine 1996
yilinda “Tiitiin Mamullerinin Zararlarinin Onlenmesine Dair Kanun” 7 Kasim 1996
tarithinde kabul edilmis, Resmi Gazete’de (T.C. Resmi Gazete, 26 Kasim 1996, sayi:
22829) yayinlanarak yiiriirliige girmistir (Bilir ve ark., 2010). Bu kanun Tiirkiye’deki
titlin kontrolii ¢alismalar1 bakimindan 6nemli bir adim olmustur. Kanun, toplu

tasima araglarinda ve kapali yerlerin 6nemli bir kisminda sigara kullanimini, 18
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yasindan kiiciik cocuklara sigara satigini, tiitlin iiriinlerinin her tirlii reklam ve
tanitimin1 yasaklayip, sigara paketleri lizerinde uyar1 yazisi yazilmasmi ve
televizyonlarda sigaranin zararlar1 konusunda egitici yayin yapilmasin1 ongorerek
sigara kullannominin artis hizim1 1997°de %7.7°den 1998°te %2.8’e diistirmiistiir.
Diinya Saglik Orgiitii Tiitiin Kontrolii Cerceve Sozlesmesi (DSO, TKCS), 21 Mayis
2003 tarihinde yayinladiktan sonra Tirkiye TKCS’yi 2004 yili Nisan ayinda
imzalamistir (Aslan ve Seydiogullari, 2012). 30 Kasim 2004’de Cergeve Sozlesmesi
Tiurkiye Biiyiik Millet Meclisi (TBMM) tarafindan onaylanarak, sozlesmeyi
onaylayan 43. ilke olmustur. Soézlesmenin kabuliinii takiben, uzun c¢alismalar
sonunda 2008 yili basinda yasanin bazi maddelerini degistiren diizenleme
yapilmigtir. Bu diizenleme ile Kanun’un adi “Tiitiin Uriinlerinin Zararlarmin
Onlenmesi ve Kontrolii Hakkinda Kanun” olarak degistirilmis, sigara i¢ilmesinin
yasaklandigi alanlar genisletilmis, restoran, kafe ve barlar da sigara i¢ilmesinin
yasaklandigi yerler arasina katilmistir. 2006 ile 2013 yillar1 arasinda sigara igcme
orant % 33.8'den % 27.1'e diigmiistiir. Sigara bagimliliginin 6nemini goz Oniine
alirsak, bu basarilar Tirkiye i¢in son derece 6nemlidir(Bilir, 2009; Bilir ve ark.,
2010).

4.2.3 Genglerde sigara kullanimi

Tiitliin kullanimi, genetik, sosyal ve psikolojik faktorlerden etkilenen karmasik
bir davranistir. Cogu eriskin sigara kullanicis1 12-15 yaslarinda sigaraya
baslamaktadir (Raitasalo ve ark., 2012). Erken yasta sigara igmeye baslamak bir
yetigkin olarak giinde i¢ilen sigara sayisimi arttirmaktadir. Ayrica erken yasta sigara
igmeye baslayan bireylerin, daha ge¢ yasta baglayan bireylere kiyasla sigara igmeyi
birakma ihtimalleri daha diisiik olmaktadir(Taioli ve Wynder, 1991). Arastirmalar,
sigara bagimlist c¢ogu insanin 18 yasindan Once sigara i¢meye basladigini

belirtmektedir(Warren ve ark., 2008).

Aile bireylerinin sigara igme aligkanliklar1 ve ebeveynlerin sosyoekonomik
durumu geng yaslarda sigara icme riskinin artmasinda rol
oynamaktadir(Kemppainenve ark., 2006) . Yakin tarihli bir sistematik analizde, geng
yetigkinler arasinda sigaraya baslama riskini artiran faktorler arasinda; can sikintisi

ya da strese maruz kalma, liniversitedeyken sigara i¢ilen sosyal etkinliklere katilma,
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sigaray1 tesvik eden sosyal normlara ve algilara maruz kalma gosterilmistir (Tablo 3)
(Freedmanve ark., 2012). Epidemiyolojik kanitlar, sigara kullaniminin ve fiziksel
aktivite alisgkanliginin ¢ocukluktan erigkinlige dogru devam etmekte oldugunu
gostermektedir(Steptoeve ark., 2002). Ergenlik doneminden itibaren fiziksel
hareketsizlik aligkanlik haline gelerek yetiskinlige dogru ilerlemekte ve yasam bigimi
haline dénen bu durum sigara i¢imi ile iligskilendirilmektedir (Conway ve Cronan,
1988; Conway ve Cronan, 1992; Kujala ve ark., 2007). Ayrica depresyon ile sigara
icimi arasinda baglanti oldugu ileri siirilmektedir (Fergusson ve ark., 2003).
Depresyondaki kisilerin digerlerine gore sigara igmeye baslama veya sigara igmeye

devam etme olasilig1 daha ytiksektir(Murphy ve ark., 2003).

Tablo 5. Tiirkiye de ki 15 yas ve tizeri Bireylerin tiitiin mamuli kullanmaya baslama
nedenlerinin cinsiyete gore dagilimi TUIK verileri (http://www.tuik.gov.tr, Erigim
tarihi: 11 Eylil 2017).

[15+ yas] (%)

2010 2012 2014 2016

Toplam Erkek Kadin Toplam Erkek Kadin Toplam Erkek Kadin Toplam Erkek Kadin

Merak 34,5 34,6 34,3 42,3 43,9 38,2 36,2 37,2 34,0 21,6 22,4 19,4
Ozenti 23,3 25,5 18,3 26,5 27,8 23,2 16,8 18,3 13,2 29,7 31,7 24,3
Aile sorunlar: 4,0 2,8 6,8 3,8 2,3 17 3,9 2,3 7,6 52 31 11,2
Kisisel sorunlar 50 4,2 71 4,4 3,6 6,6 53 4,5 7,0 6,3 5,0 10,1
Arkadas etkisi 22,7 23,7 20,5 16,0 16,3 15,2 29,4 30,4 27,2 29,1 30,3 25,9
Eglence amach 3,2 31 33 1,6 15 19 2,8 2,7 33 33 3,0 3,8

Higbir o6zel neden
yok

Yakin zamanda yapilan bir ¢caligmada, ergen ve geng erigkin bireylerin diizenli
olarak sigara igmeleri halinde kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve orta yastan dnce
peptik iilser olma ihtimallerinin diger bireylere gore belirgin sekilde yiiksek oldugu

gozlenmistir (Hozawa ve ark., 2006). Sigara icengeng bireylerde ayrica, nefes darligi
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ve asirt balgam gibi solunum yollar sikayetlerine yakalanma olasilifi, sigara
icmeyenlerden iki ila ii¢ kat daha fazla oldugu gézlemlenmistir (Tennesen, 2002).
Buna ek olarak, sigara igen ergen bireylerde, 6zellikle esrar gibi diger maddelere
bagimli olma olasiliklar1 daha yiiksektir (Patton ve ark., 2006).Sigara igmenin uzun
stireli saglik sorunlarinin yani sira daha az ciddi ancak daha acil olan fiziksel
sonuglar1 oldugu tespit edilmistir. Bu tespite Ornek olarak, sigara igen ergenlik
cagindaki kiz ¢ocuklarinin biiylimeleri, sigara i¢meyen kiz ¢ocuklar ile
kiyaslandiginda kisith biiyiimeye neden oldugu gézlemlenmistir (Stice ve Martinez,
2005).

Aragtirmalar, az ve diizensiz sigara igcmelerine ragmen, sigara igen genclerin
nikotin'e bagimli oldugunu, sigara i¢gme istegi yasadiklarini ve sigara i¢meyi

birakmakta zorlandiklarini ortaya koymaktadir (DiFranza ve ark., 2002).

4.3 Sigaranin biyotransformasyonu

Nikotin karacigerde en az 6 primer metabolitine doniismektedir. Alinan
nikotinin %70-80'i hepatik sitokrom P450 enzimleri ile oksidasyona ugrayarak
inaktif metabolitlere (6rn., Kotin, nikotin -1'-N-oksit) katalizlenir. In vitro ve in vivo
caligmalar CYP2A6'nin nikotin ve kotinin oksidasyon mekanizmalari i¢in birincil
enzim oldugunu gdstermektedir. CYP2A6 enziminin genetik varyantlari, nikotin ve
kotinin metabolizmasinda bireyleraras1 ve etnik gruplar arasinda farklilifa neden
olmaktadir(Mwenifumbo ve ark., 2008). Dekstrometorfanin yavas ve yaygin
metabolizorlert (CYP2D6 aktivitesi i¢in) ile ilgili deneysel calismalar sonucunda,
CYP2D6'nin nikotin veya kotinin metabolizmasi i¢in baslica izoenzim olmadig:
gosterilmistir (Benowitz ve Jacob 111, 1996). CYP2B6, nikotin oksidasyonunda en
aktif ikinci sitokrom P450 izoenzimidir ve in vitro yiiksek nikotin
konsantrasyonlarinda CYP2El'de bir miktar aktiviteye sahip  oldugu
gosterilmistir(Le Gal ve ark., 2003).

Titlinde bulunan nornikotin ise nikotinin kii¢iik bir metabolitidir. Kotinin 6
primer metaboliti olusmaktadir ve bunlar 3'-hidroksitotinin, 5'-hidroksitotinin,
kotinin N - oksit, kotinin metonyum iyonu, kotin glukuronid ve norkotinindir. Sigara

dumanindaki karsinojenlerin biyoaktivasyonunda temel adim, sitokrom P450
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izoenzimleri ile gergeklesir. Monoamin oksidazlar, lipoksigenazlar, siklooksigenazlar
ve miyeloperoksidazlar ise nikotin metabolizmasinda daha az yer almaktadir.
Karsinojenlerin metabolik aktivasyonu sonucu DNA'ya veya diger makromolekiillere
kovalent olarak baglanip katim olusturan elektrofilik, oksijenlenmis ara triinler
ortaya c¢ikar. Bu elektrofilik ara {riinlerin detoksifikasyonu, glutatyon S -
transferazlar, epoksit hidrolaz, N - asetil transferazlar, uridin - 5 '- difosfat -
glukuronoziltransferazlar, siilfotransferazlar ve diger enzimler tarafindan katalizlenir.
Benzo [a] pirenin metabolik aktivasyonu, ekzosiklik N? guanin ile katimlar
olusturan, son derece elektrofilik 7,8 - diol - 9,10 - epoksit olusumuyla sonuglanir. o
- Hidroksilasyon hem NNK hem de ana metabolit [4- (N - metilnitrosamino) - 1 (3 -
piridil) - 1-biitanol, NNAL] i¢in baslica metabolik aktivasyon yoludur (Sekil 7).

‘AJ P450
N T BaP

D Sy
ab / —_— \”GT

Siilfatlar

Glukuronidler

Tetraoller \
Diol Epoksitler Glutatiyon
A konjiigatlan
\ /enol Epoksitler
N,
DNA KATIMI

Sekil 5. Benzo[a]pirenin metabolik aktivasyonu

Bu yol diazonyum iyonlari ve metil adiiktlerin (7-metilguanin, O-6-metilguanin)
yani sira piridiloksobutil adiiktleri olusturur. In vivo ¢alismalar, tiitin dumaninin

CYP1A1, CYP1A2, CYP2El ve iiridin-5'-difosfat-glukuronoziltransferazin bazi
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izoformlar1 dahil olmak {izere bircok faz I ve II enzimini indiikledigini

gostermektedir (Zevin ve Benowitz, 1999).

4.4 SigaraKullaniminin Ust Solunum Yollarina Etkisi

Dumansiz tiitlin veya etanoliin tiitiin ile kombinasyon halinde kullanimi, agiz
boslugu ve girtlak kanseri gelisim riskini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir. Giinliik 30
sigara lstiinde sigara icmek ve haftalik 20 gram {izerinde etanol i¢gmek, iist solunum
yolu kanseri gelisim riskini sigara igmeyenlerle karsilastirildiginda yaklasik 9 kat
arttirmaktadir(Schottenfeld, 1984). Tiitiin kullanimi burun boslugunun ve paranazal
siniislerin skuamoz hiicreli karsinomu ile bu bolgedeki adenokarsinomlara gore daha
yakindan iliskilidir. Nasofaringeal kanser, Epstein - Barr viriisii enfeksiyonunun bir
sonucu olarak Giineydogu Asya ve Kuzey Afrika bolgelerinde endemiktir. Bu
kanserlerin goreceli riski sigara icenlerde sigara igmeyenlere gore yaklasik 2 -5 Kkat

daha fazladir (Sasco ve ark., 2004).

4.5 Sigara ve Akciger Kanseri Arasimdaki Iliski

Akciger kanserinin farkli histolojik tiplerinde sigaranin etkinligi degiskenlik
gosterir. Skuamoz hiicreli kanser ve adeno kanser sigara kullanimi iledaha anlamli
iliskidir. Bu iki tip kanserin goriilme sikliginin, sigarayr biraktiktan sonra yillar

iginde 6nemli oranda azaldigi goriillmektedir(Doll ve Hill, 1950).

Sigara kullanimi ile akciger kanseri arasindaki iligkiyi inceleyen calismalar
1940’1 yillarda ortaya ¢ikmis ve daha sonra bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmistir.
1950’lerde ingiltere’de yapilan arastirmalarda Doll and Hill, Cuyler Hammond ve
Emest Wynder, sigara kullanimi ile akciger kanseri arasindaki nedensel iligki
hakkinda kanit saglamislardir(Doll ve Hill, 1950; Schrek ve ark., 1950). Bu
caligmalar, sigara kullanimminakciger kanserindeki baskin roliinii gdstererek
yapilacak olan caligmalara yol gostermis ve hizla ilerleme kaydedilmistir. Ancak
sigara endiistrisinin ticari ¢ikarlarini korumak istemesi sebebiyle, uzun bir siire sigara
kullaniminin zararlar1 insanlara gerek yazili gerek gorsel haberlesme araglari ile
aktarilmadigindan sigara kullanimi tim diinyada hizla artmistir(Witschi, 2001).

Izleyen yillarda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve sivil toplum kurulusllarinin(STK)
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akciger kanseri verilerini kiiresel veya bolgesel olarak mortalite ve morbidite oranlari
ile birlikteagik olarak belirtmeleriyle, insanlar sigaranin saglik {izerindeki olumsuz
etkilerini anlamayave dikkate almaya baslamiglardir(Cornfield ve ark., 2009)(Fry ve
ark., 1996;WHO, 2015). Son yillarda da, sigara kullaniminin saglik tizerindeki
olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikmasinda dnemli rol oynayan yas, cinsiyet ve kirsal-
kentsel farkliliklar gibi etiyolojik faktorlerin ve kanser olusumunun patogenezinde
rol oynayan etkilerin arastirildigi ¢alismalar yogun olarak devam etmektedir

(Beckett, 1993; Stewart ve Kleihues, 2003; Cornfield ve ark., 2009).

Akciger kanseri riskini azaltmanin en etkili yolu, sigaray1 birakmaktir. Ciinkii
sigaray1 birakanlarda akciger kanseri riski, hi¢ sigara igmemis bireylere gore daha
yiksek bulunmakta ve sigarayr birakma siiresi uzadikga kanserriskinin zamanla
diistiigii belirtilmektedir(Doll ve Hill, 1956).

Dollve Hill’in yaptiklar1 arastirmada (<10 y1l) sigara i¢gmeyi birakanlarla, (>10
yil) sigara igmeyi birakanlar1 karsilagtirmis ve sonucunda birakma siiresinin
uzamasina bagli olarak mortalite oraninin anlamli bir sekilde azaldigim

belirtmislerdir(Doll ve Hill, 1956).

2001 yilinda yapilan bir meta analiz ¢aligmasinda, tiim akciger kanseri tiirlerinde
yapilan histolojik incelemede sigara kullanimi ile akciger kanseri riskininanlamli
sekilde iliskili oldugu ve giinliik igilen sigara sayisinin, igme siiresinin akciger

kanseri riskini dogrusal olarak arttigin1 gosterilmistir(Khuder, 2001).
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Sekil 6. Birlesik Krallik'ta Akciger Kanseri Oliimleri Kiimiilatif Riski, 1990 oranlar
(Peto ve ark., 2000)

Ingiltere de yapilan bir calismada sigara kullamim siiresi ile akciger kanseri
mortalitesi arasindaki dogrusal iliski oldugu gosterilmistir (Sekil 1)(Peto ve ark.,
2000) .

Hirayama T.’nin yaptigi c¢alisma ise sigara igenlerin eslerinin, sigara
icmeyenlerin eslerinden daha yiiksek bir akciger kanseri riski tasidiklarimiortaya

koymustur(Hirayama, 2000).

4.6 Biyogostergeler

Tiitiin dumanina maruziyeti gosteren olast biyog0Ostergeler nikotin, kotin,
tiyosiyanat, karboksihemoglobin, hidroksiprolin, N-nitrosoprolin, 1- ve2-naftol,
hidroksifenantren bilesikleri, fenantren dihidrodioller, 1 - hidroksipiren, benzen
metabolitleri (trans-mukonik asit, S fenilmerkaptiirik asit), 4- (metilnitrosamino) -1-
(3-piridil)-I-biitanol (NNAL) ve glukuronidler (NNAL Gluc), tiitine 6zgii adiiktler
(protein, DNA), 8-oksodeoksiguanozin, 3-etiladenin, ve aromatik aminlerdir. Aktif
tiitlin kullanimi, solunum havasinda benzen, ucucu organik bilesikler ve karbon

monoksit konsantrasyonunu arttirir. Benzen metabolitleri de dahil olmak iizere,
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bilinen karsinojenlere ait idrar metabolitlerinin konsantrasyonlari, tiitiin i¢enlerin
idrarinda sigara igmeyenlere gore daha yiiksektir. Aktif veya pasif tiitliin dumanina
maruz kalmanin en yaygin kullanilan biyolojik gostergesi, hem giinliik tiitiin
kullanim1 hem de ¢evresel tiitin duman1 maruziyeti i¢in olduk¢a 6zgil bir belirteg
olan kotinindir. Kotinin konsantrasyonlari, partikiilat fazi unsurlarina (katran)
maruziyeti gosterir, ancak katran maruziyetini gosteren dogrudan bir biyogosterge
yoktur. NNAL ve NNAL-Gluc faydali biyogdstergelerdir, ¢linkii bu iki bilesik tiitiine
Ozgii, 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-lI-butanon metabolitleridir. Tiitiin triinleri
icin diger biyogostergeler arasinda trans-mukonik asit, S-fenilmerkaptiirik asit,
naftalin metabolitleri (1-, 2-napthol), 1-hidroksipiren, 8-oksodeoksiguanozin ve 3 -
etiladenindir (Hecht, 2002).Bununla birlikte, bu biyogostergelerin belirgin bir
ozgiilliigii yoktur ¢iinkii sadece NNAL ve NNAL-Gluc tiitiin iriinlerine maruz kalma
i¢in spesifiktir. Serum tiyosiyanat konsantrasyonu, orta ve ciddi diizeyde sigara igen
bireylerde artis gosterirken sigara igcmeyen, hafif sigara icen veya pasif igiciler

arasinda anlamli farklilik géstermemektedir (Trosko, 2004).

Tiitlin dumani kronik inflamasyona ve dogal koruyucu bariyerlerin bozulmasina
neden olarak karsinojenezin farkli agsamalarinda etki gosterir. Tiitlin dumani iginde,
kokarsinojenler olarak davranan ve tiimor gelisimine katkida bulunan ¢ok sayida
karsinojen madde bulunmaktadir. Tiitiin dumaninda karsinojenlerin  ¢oklu
mutasyonlar lizerindeki etkisi ve akciger kanseri gelisiminde hiicresel prosesler Sekil
6'da gosterilmektedir. Kanserin gelisim basamaklari, kendi kendine biiylime sinyali
olusturabilme, biiyliime Onleyici sinyallere duyarsizlik gelisimi, siirekli anjiyojenez,
doku invazyonu ve metastazi, apoptozdan kaginma ve sinirsiz ¢ogalma potansiyelini
icerir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Kok hiicre ve onun erken progenitor hiicresi,
karsinogenez baslangic1 i¢in hedef hiicrelerdir (Trosko ve ark., 2004). Cogu
karsinojen madde oncelikle sitokrom P450 izoenzimleri tarafindan metabolik
aktivasyona ugramaya ihtiyag duyar. Sigara kullanimi, CYP1Al ve CYP2D6
enzimlerinin indiiklenmesine neden olur; metabolizmada ilk izoenzim tiitiin
dumanindan polisiklik aromatik hidrokarbonlar olustururken ikinci izoenzim, 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanon (NNK) ve N-nitrosamin'de dahil olmak

izere bir¢ok nitrosamini etkinlestirir (Nishikawa ve ark., 2004). Sitokrom P450
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izoenzimleri tarafindan olusturulan oksijenlenmis ara iiriinler tipik olarak faz II
enzimleri (6rn., Glutatiyon S-transferazlar, uridin-5'-difosfat-
glukuronoziltransferazlar, siilfotransferazlar) tarafindan daha ileri transformasyona
ugrarlar. GSTMI1 geni, polisiklik aromatik hidrokarbon diol epoksiti de dahil olmak
tizere cesitli karsinojenlere etki eden glutatyon S-transferazlarin mu smifi i¢in gen
kodlarmi igerir. Karsinojenlerin sitokrom P450 sistemi ile biyotransformasyonu bu
bilesiklerin ¢ogunu detoksifiye eder, ancak bu elektrofilik bilesiklerin bazilart DNA
katimlarini olusturur. Hiicresel onarim mekanizmalari, mutasyonlar olusmadan 6nce
dogrudan onarim, baz eksizyon tamiri ve niikleotid eksizyon tamiri ile ¢gogu DNA
kattimimi ortadan kaldirir. Apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii), hasarli DNA'ya
sahip hiicreleri de ortadan kaldirir. Bazi DNA katimlar1 normal onarim
mekanizmalarindan kacarak bazi onkogenlerde (Ornegin Kirsten-ras) ve timor
stipresor genlerde (6r. p53) yanlis kodlamaya ve kalici kritik nokta mutasyonlarina
neden olur. Bu mutasyonlar, hiicre dongiisti kontrol noktalarin1 bozarak normal hiicre
biiylime kontroliiniin kaybina neden olur ve sonucunda tiimdr olusumuna yol acar
(Rebbeck, 1997; Barceloux, 2012).

Bir adet sigara igtikten sonra plazmada ortalama nikotin konsantrasyonu
yaklasik 5-30 ng/mL arasinda degismektedir(Benowitz ve Henningfield, 1994,
Benowitz ve Jacob 111, 1996). Nikotinin plazmada eliminasyon yarilanma omriiniin
kisa olmasi, biyogostergesi olarak kullaniminit sinirlar(Hurt ve ark., 1993). 2 pg/ml'yi
asan serum nikotin konsantrasyonlari, ciddi toksisiteye neden olur(Kemp ve ark.,

1997).

4.6.1 DNA/Protein katimlari

DNA'daki karsinojenik reaksiyonlar DNA katimlari ile 6l¢iilmektedir. Bununla
birlikte, DNA ve protein katimlari, tiitin dumaninin erken biyolojik etkilerinin
nonspesifik  belirtecleridir. Protein katimlar1 (hemoglobin, albiimin), DNA
katimlarindan daha kolay elde edilen ve bunlarin yerine kullanilan maddelerdir.
Tiitlin dumanindaki karsinojenlerin, kan proteinlerine (Oncelikli olarak guanin ve
adenine) kovalent baglanmasi, bu katimlarin goriilme sikligin1 arttirmaktadir. Bu
katimlar benzen, aromatik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, tiitiine

spesifik nitrosaminler [4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-I-biitanon], akrilonitril ve
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akrilamid gibi tiitin dumanindaki ¢esitli kimyasallardan kaynaklanmaktadir.
Eliminasyon yarilanma &mrii uzun oldugu i¢in protein katimlari, 4 ay Onceki tiitiin
dumanina maruz kalmay1 gosterir. Ornegin, N - (2 - hidroksietil) valin, tiitiin dumani
icindeki etilen oksit ile hemoglobin igindeki N - terminal valin arasindaki reaksiyon
sonucu ortaya c¢ikar ve bu protein katimi, titiin dumanina maruz kalmanin

nonspesifik biyogdstergesidir(Bono ve ark., 2005).

4.7 Genotoksisite Testlerinin Molekiiler Epidemiyoloji Calismalarindaki Yeri

Gilinlimiizde kimyasallarin insan sagligi tizerindeki olumsuz etkileri, birgok
hastaligin etolojisinin aydinlatilmasi ve genetik yatkinligin arastirilmasinda
molekiiler yontemler etkili olarak kullanilmakta ve biyogostergelerin dnemi her
gecen gilin artmaktadir. Hizla gelisen teknoloji sayesinde kanser ve diger bir¢ok
hastaligin  etyopatogenezindeki bilinmeyenler gilinlimiizde c¢esitli molekiiler
biyogostegeler ile belirlenebilmekte ve benzer yoOntemlerle tedavi secenekleri

gelistirilmektedir (Bartsch ve Hietanen, 1996; Chen ve Hunter; 2005).

Saglikli organizmada karmagik biyolojik olaylarin aydinlatilmasi, patogenetik
yolun farkli basamaklarina 6zgilin biyogostergelerin saptanmasi, hastaliklarin tanisi
ve olas1 proflaktif tedavi yontemlerin gelistirilebilmesi ve tedavi etkililiginin
arastirilabilmesi biyogoOstergelerin 0nemini ortaya koymaktadir. Biyogostergeler
(biyolojik gostergeler), organizmanin doku, hiicre ve sivi gibi biyolojik ortamlarinda
Ol¢iilebilir nitelikteki hiicresel, biyokimyasal veya molekiiler degisimleri gosterir.
Uzun yillardir ¢esitli hastaliklarda ve epidemiyololojik arastirmalarinda kullanilan
ilkel biyolojik yontem calismalari, gelisen teknoloji ile artarak giinlimiizde tip

alaninda en yogun ¢alisma konularinin basina ge¢mistir(Leal-Garza ve ark., 2002).

Biyogostergeler genel olarak, hastaliklarda ve epidemiyolojik calismalarinda
etyopatogenetik olarak birincil kullanimlarina gére en az {i¢ kategoride
siiflandirilmaktadir; maruziyetin  biyogostergeleri, erken biyolojik etkinin
biyogostergeleri ve duyarliligin biyogdstergeleri. Bu simiflandirma ve uygun

biyogostergeler Sekil 7°de gosterilmistir (Au 2007).
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A Daha spesifik

/ BiREYSEL

Maruziyetin Erken biyolojik
biyogostergesi etkinin gosterilmesi
Kimyasal metabolitler Kromozomal aberasyon
DNA/protein-eklentileri Raportdr gen mutasyonu
Mikrogekirdek

Degismis gen anlatimi

Comet teknigi

Daha 6ngoriilebilir

»
»

Sekil 7. Biyogostergeler

Ksenobiyotikler organizmada biyokimyasal, fizyolojik, fonksiyonel, morfolojik
ve psikolojik degisimlere yol agmaktadir. Toksik bir ajana maruziyetin olup
olmadigin1 belirlemek amaciyla bilesigin kendisinin veya metabolitlerinin
makromolekiillerle olusturdugu katim {rlinlerini ya da bilesigin spesifik
metabolitlerinin direkt 6l¢iimii maruziyetin biyogdstergeleri ile aydinlatilmaktadir.
Biyogosterge sonuglarinin  hastalifa giden olasi yolaklarn ifade ettigi
diisiiniilmektedir. Normalden farkli sonuglar hastalik i¢in belirgin artmig bir riskin

gostergesi olarak algilanabilmektedir(Mercier ve Robinson, 1993; Aitio 2000).

Hastaliklarin olusumunda, maruz kalinan ksenobiyotigin dozu ve maruziyet
stiresinin yani sira kisisel faktdrlerinde rolii vardir. Bu amagla gelistirilen duyarliligin
biyogostergeleri ile genetik tabanli bir yatkinlik ortaya konulabilir. Bu sonuglar ile
genel popiilasyona oranla hastaliklara karsi daha yiiksek risk tasiyan 6zel bireylerin
tespiti saglanabilmektedirler. Boylece spesifik kimyasallarin aktivasyon veya
detoksifikasyonunda rol oynayan enzimlerin aktivitelerinin yanmi sira 6zel hasar
tipindeki DNA onarim kapasitelerinin  bilinmesi ve kontrolii duyarlhiligin

gosterilmesini saglamaktadir(Au ve ark., 1996).
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Yukarida belirtildigi gibi hastalik olusumunda, maruziyete ek olarak bireye 6zgii
duyarhilik faktorleri de 6nem arz etmektedir. Bireye 6zgii duyarlilik faktdrlerinden
biri de genetik polimorfizmdir. Genetik polimorfizmler, ilgili DNA bdlgesinin
tamirinin aktivitesini, karsinojen metabolizmasin1 ve apoptotik yolak genlerini
olumsuz etkileyebilmektedir. Bir diger faktor ise yine bu genlerin aktivitelerini
etkileyen dengeli ve diizenli beslenme ve saglikli yasam kosullaridir. Stresli yasam

ve  psikolojik  Ozelliklerinde  hastalik  olusumunda  6nemli  olabilecegi

diistiniilmektedir(Fenech, 2002).

Cagimizin en 6nemli saglik sorunlarinin basinda gelen kanser, gen ekspresyonu
artmig hiicrelerin anormal biiyiimesi ile diger dokulara invaze olarak hiicre
fonksiyonlarin1 engelleyen ilerleyici bir hastaliktir. Etyopatogenezde basta sigara
olmak tizere radyasyon, kimyasal ajanlar, kronik inflamasyonlar, HBV(Hepatit B
viriis) ve Hp (Helikobakter Pilori) enfeksiyonu, travma, yaslilik, genetik gibi birgok
faktor sorumlu tutulmaktadir. Saglikli bireylerin normalde doku ve hiicrelerinde
onkojenik etkenler ile koruyucu etkenler bir denge iginde bulunmaktadir. Fakat
heniiz tam agiklanamayan bir sinyalle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi baslayabilir. Bu
kontrolstiz hiicre cogalmasi farkli biyolojik yollar igerdiginden, birkag¢ kanser tipinin
disinda neden oldugu agiklanamamakta ve tedavisi yapilamamaktadir. Son yillarda
hizla artan biyomolekiiler arastirmalar ile anormal biyolojik evreleri tanimlayan
cesitli biyogostergeler gelistirilmistir. Bu sayede riskli olgularin saptanmasi, erken
evrede hastaligin tanis1 ve tedavide timit verici gelismeler gozlenmektedir(Au, 2004;
Chen ve Hunter; 2005, Au, 2007).

Kanser gelisim riskinin biyogostergeler ile degerlendirilmesi kabaca 4 asamada

Ozetlenebilir:
1. Kanser olusumunu indiikleyen temel etken ve mekanizmalarin belirlenmesi.

2. Potansiyel gevresel karsinojenlere maruz kalmanm miktarinin ve siiresinin

degerlendirilmesi.
Kanser riskini artiran genetik ve/veya edinsel duyarlilik faktorlerinin saptanmasi.

Karsinojenlere maruz kalan popiilasyonlarda kanser olusum riskinin

ongoriilmesi.

28



Sekil 8’de molekiiler epidemiyolojinin kanser c¢aligsmalarinda maruziyetten kanser

gelisimine dogru getirdigi acilimlar goriilmektedir(Bartsch ve Hietanen 1996).

Duyarhhk

Genetik/metabolik
(CYPs, GST, NAT, UGT)
DNA onarimi

Beslenme aliskanhg:
immiinolojik durum

AR

Yapisal/ Fonksiyonel Hastalik Oncesi
9 Degisiklikler 9 Donem 9 Kanser 9 | Metastaz/prognoz

| Maruziyet |>| Doz

Gen mutasyonu
Ajanlar veya DNA aduklar Onkogen aktivasyonu
metabolitler Protein aduklar: Tiimor supresor gen aktivasyonu
Mikrosatellit instabilitesi

Sekil 8. Molekiiler epidemiyolojinin kanser aragtirmalarinda sagladigi agilimlar.

Kanserin gelisimi birka¢ yildan onlarca yila kadar siirebileceginden bu denli
uzun bir zaman periyodu icin prospektif epidemiyolojik calismalar yapmak her
zaman miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle hiicrede 6zellikle c¢ekirdekteki
anomalilerin saptanmasi 6nemli bulunmaktadir. DNA hasarinin sensitif ve spesifik
biyogostergelerinin gelistirilmesi erken kanser riskini belirlenmesi, tanis1 ve tedavisi
i¢in iimit vaad etmektedir. Meme kanserleri olgularinin ¢ogunda bulunan BRCA1 ve
BRCA2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar (BRCA1 185delAG, BRCAl
5382insC ve BRCA2 6174delT) ile ilgili gelistirilen tarama testleri erken tami ve
tedavide oldukga yararli olmustur(Duesberg ve ark., 2000; Li ve ark., 2000).

Tablo 6, insan hiicrelerini in vitro veya in vivo olarak incelemek i¢in su anda

kullanilan DNA hasar1 biyolojik belirteglerinden bazilarini listelemektedir.

Tablo 6. DNA hasarinin tespitinde kullanilan biyogostergeler(Fenech, 2002)

DNA Hasarmnin in vivo ve in vitro Biyogostergeleri
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- DNA ipligindeki kirilmalarin saptanmasi (6rnegin SCGE testi)
- Kromozom aberasyonlarinin saptanmasi

- Mikrogekirdek testi

- Anoploidi saptanmasi

- Telomer kisaliginin saptanmasi

- Apiirinik bolgelerin saptanmasi

- DNA eklerinin saptanmasi

- DNA oksidasyonu saptanmast

- DNA metilasyonu saptanmasi

- Niikleer p53Nokta mutasyon tahlili (HPRT)
- Mitokondrial DNA mutasyonu saptanmasi

- Germ hiicrelerinde DNA hasar1 saptanmast

Teorik olarak kanser yolagindaki biyolojik belirteclerin, kanser riskini ve
varligimi gostermesi beklenmektedir. Ancak c¢ogu zaman biyolojik belirteglerin
sonuclar1 benzer olgularda farkliliklar gostermesi nedeniyle sensitivite ve spesifitesi
heniiz net olarak saptanamamaktadir. Ciinkii kanserojen etki kimyasal yapiya, doza,
siirece ve kisisel Ozelliklere gore degismektedir. Cesitli nedenlere bagl olarak benzer
kanser riski tasiyan bireylerin bir kisminda hastaligin ortaya c¢ikmasi, farkl
seyretmesi, tedaviye farkli yanitlar vermesi ve biyomolekiiler gostegelerdeki

uyumsuz sonuglar metabolik yolun ne kadar komplike olduguna isaret etmektedir.

Bu siirecin komplike olmasini sigara icme ve sonucunda gelisen kanser vakalar
ile degerlendirecek olursak; kanser gelisiminde klinik belirte¢ olarak kullanilabilecek
degerler arasinda, maruziyet i¢in igilen sigara miktari, maddenin kandaki dozu (6rn.
kotinin konsantrasyonu), molekiiler dozu (6rn. 6rneklenen dokunun DNA'sindaki
PAH miktari), hastalik gelismeden 6nce ortaya ¢ikan biyolojik etkileri (kromozomal
aberasyonlar (CA), timor silipresor geni inaktivasyonu), DNA’nin onarimi, mevcut
karsinojenin viicuttaki metabolizmas1 ve apoptotik yolak (6rn. P53) genlerinin
aktivitesini degistiren polimorfizmler ve nihai olarak klinikte bazi bireylerde hastalik

tanist konulurken bazi bireylerde ise kanser gelisiminin gozlenmemesi sayilabilir.
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Ayrica kanser gelisimi, hipermutasyona yol agan ¢oklu mutasyonlar1 igerdiginden
genetik bozulmay1 gosteren tek bir biyolojik belirtecin (p53 diizeyi veya apoptozun

inaktivasyonu vb.) ne kadar yeterli oldugu bilinmemektedir(Fenech, 2002).

Biyogostergelerin  kanser riski tasiyan veya kansere spesifik dokularda
incelenmesi sonuglarin daha giivenilir olmasin1 saglar. Ancak bu her zaman miimkiin
olmadigindan ¢ogu zaman riskli doku ile benzer DNA hasar1 gosteren, kolay
ulasilabilir hiicrelerde arastirilmaktadir. Bu amagla meme, prostat, kolon kanseri
riskini belirlemek igin eritrosit, 16kosit gibi kan hiicreleri veya siiriintii ile alinabilen

hiicreler kullanilmaktadir(Majer ve ark., 2001; Jois ve ark., 2010).

Erken biyolojik etki ile hastaligin baslangi¢ siirecinde organizmada meydana
gelen fizyolojik, biyokimyasal veya davranigsal degisimlerin biyogenetik
degerlendirilmesi hastalik riskinin belirlenmesinde ve hastalik olusumundaki olasi
yolaklarin aydinlatiimasinda olduk¢a 6nemlidir. Kanser riskinin degerlendirmesinde,
kanser hiicrelerinde ve pek cok gelisimsel anomalilerde yaygin olarak kullanilan
kromazomal aberasyon yontemi diger biyog0dstergeler arasinda altin standart olarak
tanimlanmistir. Bu 6zellik kromozomal aberasyonun indiiksiyon mekanizmalarinin
cok iyl bilinmesi ve ¢ogu ¢evresel toksik maddenin kromozomal aberasyonu
indiiklemesi ile aciklanmaktadir. CA kansere bagli morbidite ve mortalitenin
takibinde kullanilmaktadir. Kromozomal aberasyonun bir versiyonu olan
mikrogekirdek yontemi de erken biyolojik etkinin gdsterilmesinde en az kromozomal
aberasyon kadar sik kullanilmaktadir. Cevresel mutajenik ajanlara maruziyet sonrasi
mutasyona ugrayan genle iliskili hastaliklarda kullanilan HPRT, HLA, GPA ve TCR
gen mutasyon teknikleri gibi raportdr gen mutasyonlar: da erken biyolojik etkinin

gosterilmesinde kullanilan biyogostergeler arasindadir (Brusick, 1980).

Erken biyolojik etkinin gosterilmesinde kullanilan diger biyogostergeler,
metabolizasyonda yer alan genlerin ifade edilmesi, DNA onarim genleri veya
spesifik enzimler gibi degismis gen ekspresyonlarinin 6l¢tilmesidir. Tek hiicre jel
elektroforezi ya da popliler adiyla comet teknigi, DNA sarmal kiriklarinin
Ol¢iilmesinde kullanilan pratik bir tekniktir. Ancak anlamli biyolojik etkilerin
gosterilmesi i¢in comet tekniginin yayinlanmis diger biyogostergeler tarafindan

dogrulanmasi gerekmektedir (Albertini, 2004).
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Genetik yatkinligin arastirilmasinda kullanilan duyarliligin biyogostergeleri ile
toplumda hastaliklara karsi daha yiiksek risk tagiyan bireylerin tespitinin yani sira
bazi kimyasallarin  aktivasyon/detoksifikasyonunda rol oynayan enzimlerin
aktivitelerini ve 6zel hasar tipindeki DNA onarim kapasitelerini de belirlemek
miimkiin olmaktadir. Hasarli DNA’nin onarilamamasi kanser olusumunun temel
mekanizmas1 olarak kabul edilmektedir. Ozellikle endiistriyel kirliligin fazla oldugu
ortamlarda calisan bireylerdekarsinojenik riskli olgularin belirlenmeleri, takipleri ve
gerekirse tedavi dozlarinin olguya 6zel hazirlanmasinda duyarliligin tespiti ¢ok

onemlidir(Au ve ark., 1996; Au ve ark., 2001; Au ve ark., 2010).

Baz1 germline timor siipresor gen mutasyonlart kalitsal kanserlerle iliskilidir.
Bunlar sporadik kanserlerde de mutasyona ugrayabilirler(Berwick ve Vineis, 2000).
Tiimor siipresor genleri ve onkogenler gibi kanser gen mutasyonlar1 da kanserle ilgili
oldugu tahmin edilen ve kanserin ongoriilmesinde kullanilan biyogdstergelerdir.
Ancak yaymlamis olan caligmalarda elde edilen veriler heniiz bu tahminleri

dogrulamak i¢in yeterli degildir(Fenech, 2002).

In vivo ve in vitro galismalar ile gosterildigi gibi ¢evresel mutajenlere benzer
maruz kalma kosullar1 altinda bile biyogostergelerin ifadesinde bireyden bireye
onemli farkliliklar gériilmektedir. Biyogostergelerin ifadelerinde ve kontrollii in vivo
caligmalarda bireyler arasindaki anlamli farkliliklar karmasik biyolojik islemlere
baglanmistir. Sonug olarak bazi bireyler ¢evresel mutajenlere duyarli ve bazilari ise
direnglidir. Duyarliliga ait faktorler, genel olarak edinilen ve genetik yatkinlik olarak

simiflandirilabilir (Norppa, 2003; Au, 2004; Sabbioni ve ark., 2006).

Ik siniflandirmaya yani maruziyetin biyogdstergelerine sigara aliskanlig,
yetersiz ve dengesiz beslenme, kronik enfeksiyonlar, yaslilik gibi bireyin yasam
deneyimleri 6rnek olarak verilebilir. Ikinci siniflandirmaya (erken biyolojik etkinin
biyogostergeleri) da kimyasallarin metabolizmasi ve DNA onarimi gibi 6nemli
olaylan etkileyen kalitimsal genlerin ¢esitliligi 6rnek olarak verilebilir. Bu nedenle
edinsel ve kalitimsal yatkinlik faktorlerinin varligi Sekil 7°de bir¢ok biyogdstergenin

ifadesini etkilemektedir.

4.8 Mikrocekirdek Testi
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4.8.1 Mikrogekirdek testi tarihsel gelisimi

Mikrogekirdek, ilk olarak 19. ylizyilin sonunda Howell ve Jolly'nin kedi ve sigan
kanlarinda kii¢iik inkliizyonlar bulmalariyla kesfedilmistir. Giintimiizde Howell-Jolly
adli bu kii¢iik inkliizyonlar, siddetli anemi hastalarinin periferik kan eritrositlerinde
de goriilmektedir(Hayashi, 2016).

1959'da Evans ve ark., fasulyelerin kok uglarinda gama 1smlariin
mikrocekirdek artigina sebep oldugunu gérmiis ve olusan kromozomal anomalileri
degerlendirmeye c¢alismistir. Bu sayede normal hiicreler arasinda mikrogekirdek
barindiran hiicrelerin frekansi ile kromozomal sapmayi1 degerlendiren ilk raporu
hazirlayarak, kromozomal parcalarin yaklasik % 60'min mikrogekirdek olusumuna

katkida bulundugunu 6ne siirmiistiir (Hayashi, 2016).

1970'de Boller ve Schmid, normal eritrositler arasindaki mikroniikleer eritrosit
frekansin1 degerlendirmek igin bir test yontemi gelistirmis ve bu yontemi makalede,
"Mikrokern-Test (mikrogekirdek testi)" olarak adlandirmiglardir (Hayashi, 2016).

Mikrogekirdek testi, Countryman ve Heddle tarafindan 1976'da insan lenfositleri
kullanilarak gelistirmis daha sonra Fenech ve Moley tarafindan sitokasazin B

kullanilarak yontemde degisiklikler yapilmistir (Hayashi, 2016).

Cole ve ark. ve King ve Wild (1979),gebe farelere intraperitonal klastojenik
kimyasal madde uygulandiginda, fetal fare karaciger ve periferik kan hiicrelerinde

mikrogekirdek indiiksiyonunu gézlemlemislerdir (Hayashi, 2016).

1980'de MacGregor ve ark. mikrogekirdek iceren eritrositlerin dalak tarafindan
hizla ve etkili bir sekilde yakalanip yok edildigini bu sebeple siganlarin ve insanlarin
periferik kanlarinda pek goriilemeyecegini fakat farelerde bu durumun bdyle
olmadigini belirterek fare periferik eritrositlerinde mikrogekirdek tespiti i¢in bir sitok
bildirmislerdir(Hayashi, 2016).

1981 ve 1983'te Lihdetie ve Tates, erkek germ hiicrelerini kullanan bir rapor
yayinlayarak, kimyasallarin kalitsal yan etkilerinin potansiyelini saptamak icin

mikrogekirdek testinin kullanilma olasiligini ileri stiirmiislerdir (Hayashi, 2016).

1983'te ABD-EPA Gene Tox Programinin (Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Ajansi, United States Environmental Protection Agency) mikrogekirdek

komitesi, o zamana kadar mikrogekirdek testi ile analiz edilen kimyasallar
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degerlendirerek sonuglarini igeren kapsamli bir 6zet bildirmistir. Ayn1 yillarda, Kisa
vadeli ¢alismalar1 degerlendirmek i¢in Uluslararast Kimyasal Giivenlik Programi
(IPCS) tarafindan uluslararasi bir isbirligi programi baslatilmistir. Kanserojen olan
ve olmayan maddeler c¢esitli test sistemleri ile degerlendirilmis ve mikrogekirdek
testi kimyasallarin klastojenik aktivitelerini tahmin etmede en iyi puan1 elde etmistir

(Hayashi, 2016).

1983'te Mikrogekirdekleri ve olgunlasmamis eritrositleri tanimlamak amaciyla
ilk olarak Hayashi ve ark., DNA'dan yayilan sarimsi yesil fliioresansla es zamanh
olarak olgunlasmamis eritrosit RNA'larindan yayilan kirmizi fliioresan olusturan
akridin turuncu boyasini, daha sonra MacGregor ve ark., ise UV 11k altinda DNA'ya
spesifik mavi floresan 151k yayan Hoechst 33258 boyasim1 ve yesil aydinlatma
altinda hem RNA hem de DNA lekelerinin kirmizi-turuncu floresan 151k yaymasini
saglayan pyronin Y boyasmi kullanarak floresan boyama yontemlerini
olusturmuslardir (Hayashi, 2016).Daha sonra, niikleer boliinmeden sonra sitoplazmik
boliinmeyi 6nlemek igin ig iplik¢iklerinin bir inhibit6rii olan Sitokalazin-B'nin (Cyt-
B) kullanildig1 bir sitokinez-blok mikrogekirdek testi olusturulmustur. Sitokinezi
Bloke Edilmis Mikrogekirdek (Cytokinesis Blocked Micronuclei, CBMN) Testinin
X-1simyla indiiklenen kromozom hasarinin incelenmesinde diger yontemlere gore
daha verimli oldugu kanitlanmistir.Testin en biiyiik avantaji, klastojenik ve/veya
anojenik tedavi sonucunda olugsan MN'yi ayirt etme kabiliyetidir(Luzhna ve ark.,
2013).Hiicrenin bolinmesine devam edildiginde mikrogekirdeklerin sitokinezden
sonra kayboldugu goriilmiistiir(Thomas ve ark., 2003). Boliinmiis hiicrelerin bloke
edilmesi, kromozomal kayip, kromozomal kirilma ve niikleoplasmik kopriileri (NPB)

taninmasini miimkiin kilar (Luzhna ve ark., 2013).

1986'nin baslarinda, mikrogekirdekli eritrositlerin analizi i¢in flow sitometri ve
goriintii analiz sistemleri kullanilmaya baslanilmistir. Flow sitometri, ¢ok diisiik doz
seviyesinde ve kisa bir silire i¢inde ¢ok sayida hiicre analiz edebildiginden tercih

edilmistir(Luzhna ve ark., 2013).

1988'de mitotik aparatin bozulmasina neden olan kimyasallar1 tespit etmek i¢in
antikor kullanilarak kinetokor boyama teknigi kullanilmistir. Hayashi ve ark. ,

mikrocekirdegi periferik kandan ayirmak ve mikrogekirdeklerin sentromere sahip
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olup olmadigimi aymmak i¢in kullanilan bir metot yayinlamislardir (Luzhna ve ark.,
2013).

1990'da ABD-EPA Gene Tox Programi komitesi 1983 raporunun revize edilmis
bir baskisini yaymlamistir. Aralik 1992°de organizatorler ve baskanlar Uluslararasi
Genotoksisite Test Prosediirleri Standartlar1 Calistayr’’nin (IWGT) 6n toplantisi
olarak Tokyo'da bir araya gelerek bir atolye calismasi diizenlemislerdir.1993 yilinda,
6. Uluslararas1 Cevre Miicadelesi Konferansina bagli olarak Melbourne'da iki giin

stireyle uluslararasi atdlye ¢alismasi yapilarak rapor edilmistir(Hayashi, 2016).

1997'de kurulan insan mikrogekirdek (HUMN) projesi, insan popiilasyonlarinda
mikrogekirdek (MN) frekansinin incelenmesi ve skorlama kriterlerinin etkilerinin
degerlendirilmesini  amacglayan  uluslararast  bir  igbirligi  programidir
(http://www.humn.org). Projenin odak noktasi, maruz kalan ve kalmayan kisilerden
alinan periferik kan lenfositlerinde MN'nin analizidir. HUMN projesinin nihai
hedefleri, metodolojileri standartlastirmak, baslangigtaki MN siklik oranlarini
tanimlamak, demografik, genetik ve metodolojik faktorlerin bu frekanslar tizerindeki
etkilerini karakterize etmek ve farkli dokulardaki MN frekanslarinin kanser riskini
Ongoriip géormedigini belirlemektir. 21 tilkenin bulundugu 34 laboratuvar tarafindan
istlenilen dogrulama c¢abasiyla sitokinesis-blok MN analizinde degiskenlik
kaynaklarin1 degerlendirilmis ve lenfositler i¢in skorlama kriterlerinin ayrintili bir

tanimini1 sunulmustur(Holland ve ark., 2008).

Yakin zamanda, 10 iilkeyi temsil eden 20 laboratuvardan toplam 6700'den fazla
denekten olusan veritabaninin prospektif analizinden elde edilen sonuglar, insan
lenfositlerinde artan mikrogekirdek frekansinin kanser riski artisini gosterdigini
dogrulayarak mikrogekirdek testinin kanser arastirmalarindaki Onemini ispat
etmistir(Holland ve ark., 2008). Giiniimiizde sayisiz ¢alisma, DNA lezyonlarinin
Olctimii ve olas1 kimyasal ve radyoaktif bilesiklerin genotoksisitesini incelemek icin

mikrogekirdek skorlamasina bagvurmaktadir.

4.8.2 Mikrocekirdek formasyonu

Mikrogekirdekler, boliinmekte olan hiicrelerin anafaz evresinde bdliinmesi duran

asentrik kromatid/kromozom veya biitiin kromatid/kromozomlardan kdken alan ve
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telofaz evresinde ana c¢ekirdege dahil olmayan kiigiik ekstra-niikleer cisimlerdir
(Sekil 9 ). Boyutlar1 daha kii¢iik olmakla hiicre boliinmesi sonunda sitoplazmada
hiicre gekirdeginden ayri1 olarak membranla ¢evrili bir yap1 olustururlar(Sedelnikova
ve ark., 2007; Fenech ve ark., 2011).

Genotoksik ajanlara maruz kalan hiicre Mikrogekirdek olusumu

CRERCD

Hiicre béliinmesi

Sekil 9. Genotoksik ajana maruz kalan hiicredeki mikrogekirdek olusumu(Luzhna,
Kathiria ve ark. 2013)

Asentrik kromatid/kromozom fragmanlar1 genellikle ¢ift zincir hasar1 gibi yogun
DNA hasarlarindan sonra ortaya c¢ikarlar. MN'deki biitiin kromatidler veya
kromozomlar, ¢cogunlukla anafaz evresinde kromozom ayrimindaki hatalar sebebiyle
ortaya ¢ikar. Bu duruma da mitotik igcik aksakliklari, kinetokor hasar, sentromerik
DNA hipometilasyonu ve hiicre dongiisiiniin kontrol sistemindeki kusurlar sebep
olur. Mikrogekirdek olusum sekli oncelikli olarak hiicrelerin karsinojen maddeye
nasil maruz kaldigina baghdir. Kimyasala tek doz veya kisa siireli maruziyete
ugrayan dokular, kronik maruziyete ugrayan dokulara kiyasla farkli bir goriiniim

sergileyecektir. MN sayisi, ya kromozom hasar1 sonucu hiicre 6liimiiyle ya da hiicre



bolinmesi sirasinda mikrogekirdek kaybi nedeniyle zamanla azalir(Luzhna ve ark.
2013).

Bir asentrik fragman olusturmak i¢in, DNA c¢ift zincir hasar1 ya bir kardes

kromatidinde olusmali ya da tiim anafaz kromozomunda gergeklesmelidir (Sekil 10).

/..

o Islevsel DNA onarimi
e HRveyaNHEJ] ile
dicentrik kromozom

e  Uydu tekrarlarmin
hipometilasyonu

olusumu . M.onotgl Ye rr_lero-telik _ . Mikrgtiibi'{l
e NUKLEER tomurcul ml.kron.1.b1.1.l kinetekor ekleri depollmerlzasyo_nu
olugumn . Mlkr(?tubll:l . H_R veya NHEJ ile
depolimerizasyonu disentrik kromozom
e  Kinetokor defektleri olusumu
e Anafaz kontrol noktasi e  Kinetokor kusurlari
genlerinde mutasyon e Anafaz kontrol noktasi

genlerinde mutasyon

Sekil 10. Asentrik fragman olusumu(Luzhna ve ark., 2013)

Bu, ancak ¢ift zincir hasar seviyesinin, boliinen hiicrelerin tamir kapasitesini
asmast durumunda olur; bu durum da, esasen ¢ift zincir hasarlarinin disfonksiyonel
homolog rekombinasyonu sonucu olusan tamir hatalar1 veya non-homolog ug
birlestirme yolagi (NHEJ) kusurlar1 sonucu olusur (Hartlerode ve Scully, 2009).DNA

¢ift zincir hasarlarimin ve MN'nin olusumu genellikle eszamanli eksizyon hasar
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onarimi ve yanlis baz eslesmesi sonucu gergeklesir. DNA kiriklariin onarimindaki

hatalar da ¢ift zincir hasarlarina yol agar (Dianov ve ark., 1991).

Kardes kromatidlerin ayrisma sorunlari, genellikle ig mikrotiibiillerinin
kromozom kinetokorlarina baglanmamasi ya da hatali baglanmasia bagli olarak
ortaya ¢ikar. Kararli amfitelik mikrotiibiil baglanmalarinin olusmasi, kinetokorlarda
gerilim olusturarak kromatid yerlesmesinin dogru bir sekilde gergeklesmesini saglar.
Sintelik (her iki kardes kromatidinin ayn1 i§ kutbuna baglanmasi), monotelik (ikinci
kardes kromatidi baglanmamis haldeyken sadece bir kinetokor baglanmistir) veya
merotelik (bir kinetokor her iki ig kutbuna da baglidir) gibi dengesiz mikrotiibiil
kinetokor baglantilar1 ciddi derecede gerilmeye neden olur bdylece olusan bag
¢oziilmeye yatkin hale gelir (Sekil 10). Bu tiir baglanmalar diizeltilemez ise diizensiz
ayrisma ve kromozom kaybina yol acgarak, andploidi ve mikrogekirdek olusumu ile

sonuglanir (Sekil 4)(Luzhna ve ark., 2013).

Fenech ve ark.’na gore, kromozomlarin hatali ayrimina bagli MN olusumunun
sebebi sentromerik ve parasentromerik bolgelerin  hipometilasyonu ve uydu
tekrarlanmalaridir. Genellikle, uydu bdlgeler hipermetile haldedir ve metilasyon
kayb1 tekrar bolgelerini uzatarak kinetokorlardaki gerilimi azaltir ve dolayis: ile
mitotik ig ve kromozomlarin mikrotiibiilleri arasinda sorunlu baglantilar olusur
(Fenech  ve ark., 2011). Bazen, kromatidler/kromozomlar, tiibiilin
depololimerizasyonu nedeniyle mitotik igcikler islev gosteremedigi icin ayrisamaz.
Kinetokorun veya sentromerik kusurlarin olmasi da telofaz evresindeki

kromozomlarin ayrismasini geciktirir (Sekil 3)(Luzhna ve ark., 2013).

Niikleer tomurcuklanmalar (NBUD) ve NPB'ler mikrogekirdege benzer
yapilardir (Fenech ve ark., 2011). Cift zincir hasar1 disentrik kromozomlardan yani
iki sentromerik bdlgeye sahip olanlardan olusur. Disentrik kromozomlar, farkli
kromozomlarin tamamlayict DNA dizileri arasindaki homolog rekombinasyondan ya
da DNA cift zincir hasarina (DSB) bagli iki kromozom arasindaki homolog olmayan
u¢ birlesmesinden (NHEJ) dolay1 olusur (Obe ve ark., 2002). Benzer sekilde NHEJ,
telomer kisaltilmasi sirasinda uygunsuz sekilde kapsiillenmis telomerler olusumu ile

de gerceklesebilir. Telomerde 3' tek sarmal uzantist uygun sekilde kapatilmazsa,
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kirik bir DNA molekiilii (NHEJ mekanizmasi ile diizeltilmesi gereken) olarak kabul
edilir (Luzhna ve ark., 2013).

Iki sentromere sahip disentrik kromozomlar, kromatidi zit yonde c¢eken iki zit ig
ipligi govdesine baglanabilir. Kirilmanin gerceklesmemesi durumunda, niikleer
membran, aralarinda niikleoplazmik koprii olugan her iki ¢ekirdegin de etrafini sarar.
Sitokinezis esnasinda kirilan niikleoplazmik koprii mikrogekirdek olusumuna neden
olur (Sekil) (Fenech ve ark., 2011). iki kromozomal kirilmanin yanlis tamiri, hem
disentrik hem de asentrik fragmanlarin olusumuna neden olur. ikincisi, kendi
MN'sini olusturacaktir (Sekil 3). Telomer flizyonu niikleoplazmik kopriilere (NPB)
neden olur ve bu da kopma sonrast MN seklinde, kardes ¢ekirdeklerden birine eslik
eder. Telomer fiizyonundan sonra olusan MN ve NPB'ler, subtelomerik bolgelere
hibridize olan spesifik problar tarafindan taninabilen telomerik dizileri i¢erir. Bunun
karsilik, DNA ¢ift zincir hasarlarinin hatali tamirinden olusan MN ve NPB'ler
telomer negatiftir(Fenech, 2007).

Anafaz kopriileri, kromozomal istikrarsizligin 6zelliklerinden olan kirik-fiizyon-
kirik (BFB, bridge-fusion-break) sikluslarindaki baslangi¢ olaylaridir. NPB'lerin esit
olmayan sekilde kirilmasi, iki kardes c¢ekirdek olusmasina yol agar; bunlardan birisi
fazladan genetik bilgi igerir, ikincisi ise esit miktarda eksik genetik bilgi igerir. Boyle
kirik kromozomlar genellikle telomerik zonlar1 icermezler ve bu nedenle bir sonraki
mitotik olay sirasinda kopyalari ile kaynasarak sonraki boliinmeler i¢in ayni dongiiyii
tekrarlayabilirler. BFB dongiileri, sonunda anormal kromozomun digina atilan ve
boylelikle de double minute (DM) olarak adlandirilan kirilma noktasinin yakininda
gen amplifikasyonuna yol agar. DM kromozomlari, 6zellikle ¢ekirdegin ¢evresinde
yerlesir ve S fazinda niikleer tomurcuklanma ile gekirdekten disart atilir (Shimizu ve
ark., 1998). NBUD, dar bir sitoplazmik gegis yoluyla ¢ekirdege daha yakin konumda
ve baglantili olmasi haricinde, mikrogekirdek ile hemen hemen ayni yapidadir.
NBUD, ayni zamanda, sentromerik veya telomerik bolgeler olmaksizin interstisyel

veya terminal fragmanlari igerir (Dutra ve ark., 2010).

MC olusum mekanizmalarini kisaca Ozetlemek gerekirse, MC'ler tamir
edilmemis veya yanlis tamir edilmis DNA kirilmalarinin sonucu olusan asentrik

kromatidleri veya kromozomlar1 igerir, ancak bununla birlikte biitiin kromatid
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kromozoma sahip MC'ler, (a) uydu centromeric /parasentromerik sekanslarin
hipometilasyonu (b) kinetokor defektleri, (c¢) disfonksiyonel igcik ve (d) anafaz
kontrol noktasi genlerinde mutasyonlar sonucu olusur (Sekil 3). NPB'ler yanlis tamir
edilmis DNA kirilmalar1 sonucu, telomer u¢ flizyonu, ya da kardes kromatidlerinin
dekatenasyon eksikligi sebebiyle ayrilmamasi sonucunda olusur. Son olarak, niikleer
tomurcuklanma, amplifiye DNA'min BFB dongiileri yoluyla veya poliploid
hiicrelerde artik kromozomlarin spesifik olarak eliminasyonu yoluyla gerceklesir

(Wang ve ark., 2004).

4.8.3 Bukkal mikrogekirdek

Bukkal epitelde mikrogekirdek sitom (BMCyt) testi, insanlardaki aerodijestif
sistem hiicrelerinde genomik hasar, hiicre 6liimii ve sitostazi degerlendirmek icin
diisiik maliyetli, minimal invaziv bir yaklagimdir. 1980'den beri basarili bir sekilde
uygulanan yontem ile mikrogekirdek sikligi dlgiilerek, inhalasyon veya direkt temas
yolu ile tehlikeli maddelere maruziyet, DNA onarim yolaklarindaki genetik hasar ve
yasam tarzina bagli olusan genotoksik etkiler degerlendirilebilmistir (Vondracek ve
ark., 2001; Thomas ve ark., 2009).

Sitom yonteminde ek yoOntemlerin uygulanmasi, daha fazla hiicre patolojisi
degerlendirme imkanini1 sunarak BMCyt analizinin kapsamini ve kullanimini daha da
genisletmistir. Ayni zamanda, BMCyt testi kullanilarak, Down sendromu (DS) ve
Alzheimer gibi hastaliklarda belirli niikleer anomaliler ve sitom profilleri
iligskilendirilerek, bu hastaliklara yakalanma riski olan bireylerin tanimlanmasi

saglanabilir (Thomas ve ark., 2009).

Kontrol popiilasyonlarindaki MC frekanslarinin baz degerleri (0.10-40.00)
arasinda degigmekte olup, Gliney Asya popiilasyonlarinda bildirilen yliksek degerler
tiitin ¢igneme gibi tipik yasam tarzi aliskanliklariyla iliskilidir (Fenech, 2007,
Hollandve ark., 2008; Fenech ve ark., 2011). Bu degiskenligin baslica nedeni
muhtemelen farkli boyama yontemleri ve skorlama kriterlerinin kullanilmasidir.
DAPI veya yaygin olarak kullanilan Feulgen gibi DNA'ya 6zgii boyalara kiyasla
Giemsa gibi spesifik olmayan boyalarin kullanimi yanlis pozitif sonuglarin

olusmasina yol agmaktadir. Ciinkii Giemsa boyamasi ile bukkal hiicrelerde DNA dis1
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MN benzeri yapilar boyanmaktadir oysa DNA ile spesifik mikrogekirdeklerin
boyanmasi gerekmektedir. Bukkal hiicrelerde DNA'ya spesifik boyalarla boyanmis
MN benzeri yapilarin yani sira, DNA'ya spesifik olmayan boyalarla boyanmis MN
benzeri yapilarin goériilmesinin nedeni bilinmemektedir ve bu anomalileri yaratan
mekanizmalarin  anlasilabilmesi  igin  daha  fazla  aragtirmaya  ihtiyag
duyulmaktadir.Ayrica yontem, mononiikleotid hiicrelerde MN frekansi, niikleer
tomurcuklanma, niikleoplazmik kopriiler, nekroz ve apoptoz gibi sitotoksisite

belirteglerinin degerlendirilmesiyle ilgili de kapsamli yaklasimlar igerir(Thomas ve
ark., 2009).

Bukkal epitelde mikrogekirdek sitom testi ile degerlendirme yapilan hiicre gesitleri 6
gruptan olusmaktadir. Bunlar;

(a) Bazal hiicreler, oval veya yuvarlak sekilde ve diferansiye hiicrelere gore biiyiik
cekirdek/sitoplazma oranina sahiptirler. Genellikle diferansiye hiicrelere gore
boyut¢a daha kiigiiktiirler. (Sekillla ).

(b)Farkhilasms (diferansiye) hiicreler, koseli ve yassi olup bazal hiicrelere kiyasla
daha kiigiik bir cekirdek sitoplazma oranina sahiptir. Bazal hiicrelerden daha
biytiktiirler. (Sekil 11b).

(c)Kromatin yogunlugu yiiksek olan bukkal hiicreler, ¢ekirdekte siklikla birbirine
paralel yerlesimli paketlenmis kromatin alanlar1 igeren diferansiye hiicrelerdir
(Sekilllc).

(d)Karyorektik hiicreler, niikleer parcalanmay1 isaret eden asir1 niikleer kromatin
cokiintiileri ile karakterizedir. (Sekill1d).

(e)Piknotik hiicreler, yogun ve iiniforn boyanmis kiigiik c¢ekilmis bir ¢ekirdege
(normal bir ¢ekirdegin ¢apinin 1/3-2/3aras1 biiyiikliikte) sahiptirler. (Sekil 11e).
(fKaryolitik hiicreler, Feulgen negatif, hayalet benzeri goriintiiler gibi goriinen

DNA'nin tamamen yok oldugu ¢ekirdeklere sahiptirler. (Sekil 11f).
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Sekil 11. Bukkal epitelde mikrogekirdek sitom testi ile degerlendirme yapilan hiicre
cesitleri (Thomas ve ark., 2009).
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4.8.3.1 Microcekirdekler ve Kopriiler

Sekil 12. Mikrogekirdek yontemi ile Yanak epitel hiicrelerinde degerlendirilen
mikrogekirdeklerin 151k mikroskobu altindaki goriintiileri(Thomas ve ark., 2009).

Mikrogekirdekler, ana c¢ekirdek ile ayni doku ve boyanma yogunluguna sahip
olan,ancak ¢ekirdegin 1/3-1/16's1 biylikliigiindeki, ana c¢ekirdek ile baglantisi
olmayan yuvarlak ya da oval Feulgen pozitif yapilardir. (Sekil 12a-c).

L

Sekil 13. Mikrogekirdek yontemi ile Yanak epitel hiicrelerinde degerlendirilen
kopriilerin 151k mikroskobu altindaki gortintiileri(Thomas ve ark., 2009).

Niikleer tomurcuklar ana c¢ekirdege bagli kiiciik Feulgen pozitif cisimler veya
¢ekirdeklerin kiigiik ¢ikintilar1 olarak goriiniirler. Tomurcuklar genellikle ana
cekirdegin 1/3-1/16 ¢apindadirlar, ancak bazi durumlarda ana ¢ekirdegin 1/2'sinden
daha biiyiik olabilir. (broken eggs; Sekil 13a-c).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Cahisma ve Kontrol Gruplar

Calisma protokolii Marmara Universitesi klinik arastirmalar etik kurulu
tarafindan kabul edildi. Bu arastirma 2017 yilinda Marmara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali’nda yapildi. Calismanin 2 farkh
grupta ylriitiilmesi planlandi. Calisma grubu olarak 18-25 yas aras1 sigara igen geng
bireylerden (n=25) ve kontrol grubu olarak demografik ozellikler bakimindan
calisma grubu ile uyumlu sigara igmeyen gen¢ bireylerden (n= 44) bukkal hiicre
ornekleri toplandi(Tablo7). Ornekler ¢aligma giiniiniin sabahinda a¢ karna bireyler
agizlarmi su ile galkaladiktan sonra, nemli tahta abeslang ile sag ve sol her iki yanak
icinden siipriintii seklinde alindi. Kontrol grubu ve hasta grubunu olusturacak
bireyler 6ncelikle ¢aligma hakkinda bilgilendirilerek ve goniillii olarak bu ¢aligmaya
katilmay1 kabul edenlerden bilgilendirilmis goniillii olur formu alindiktan sonra

calismaya dahil edildi.

Tablo 7. Calismada olusturulan gruplarin sigara kullanimi ve cinsiyet bakimindan
dagilima.

KADIN ERKEK TOPLAM
SIGARA iCEN 9 16 25
SIGARA ICMEYEN 13 31 44
TOPLAM 25 44 69
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5.1.1 Cahsmaya dahil edilme kriterleri

Biitiingruplar i¢in 6n kosul; arastirmaya katilmay1 kabul etmeleridir.

Ayrica ¢aligmaya dahil edilen bireylerde dikkat edilen hususlar sirasiyla,

1. Bireyin sigara i¢tiginin kabul edilmesi i¢in alt sinir olarak giinde en az 5 ve en az
1 yildir sigara igmesi sart1 arandi.

2. Herhangi bir kronik hastalig1 olmamasi.

3. Caligmaya goniillii olarak katilip kan 6rnegi verecegine dair belge imzalamis

olmasi.

Bireyler segilirken cinsiyet, sosyoekonomik ve sosyo-kiiltiirel duruma

bakilmaksizin rastgele drnekleme yontemi kullanildi.

Calisma igin 05.05.2017 tarih ve 09.2017.382 say1 ile Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Fakiiltesi’'nden etik kurul onay1 alind1 (Ek 1). Bireylerin ¢alismada goniilli
olarak yer aldigina, bukkal epitel Orneklerinin bu projedeki c¢aligmalarda
kullanilmasini kabul ettiklerine dair goniillii beyan formu ile onaylart alind1 (Ek 2).

Her bireye yas, kilo, boy, sigara kullanma aligkanligi, son 1 ayda X-isin1
maruziyeti, son 1 yilda oldugu asilar, kullandig1 ilag ve vitaminler, herhangi bir

sistemik rahatsizliginin olup olmadig: gibi bilgileri igeren anket formu uygulandi1 (Ek
3).

5.1.2 Cahsmadan c¢ikarilma kriterleri

Aragtirmaya katilmay1 bagslangicta kabul etmesine ragmen, kan alimi veya anket
doldurma siirecinin herhangi bir yerinde arastirmaya devam etmek istemeyenler

arastirmadan g¢ikartilmistir.
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5.2 Yanak Epiteli Hiicrelerinde Mikrogekirdek Yontemi
5.2.1 Deneklerden biyolojik materyallerin alinmasi

Bukkal epitel ornekleri ¢aligma yiiriitiiciisii olarak tek bir kisi tarafindan alindi.
Kontrol ve deney grubu bireylerin, a¢ karina agizlarini su ile ¢alkaladiktan sonra
1slak abeslang yardimiyla bukkal epitel hiicreleri her iki yanagin i¢ ylizeyinden
siirterek alindi. Distile su ile 1slatilmis ve +4°C’de bekletilmis ikiser lam iizerine
yayildi ve oda sicakliginda kurutuldu. Ayni giin igerisinde, lamlar %80 metanol
icinde 10 dakika tutularak fiksasyon islemi yapildi ve oda sicakliginda kurutuldu.

Fiksasyon isleminden sonra boyama islemleri i¢in saklandi.

Kullamilan kimyasal maddeler

e Fast green (Merck)

e Sodyum disiilfit (NaHSOz) (Sigma-Aldrich)
e Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

e Aktif komiir (Merck)

e Ksilen (Merck)

e Etanol (C2HesO) (Merck)

e Metanol (CH3OH) (Merck )

e Pararosanilin (Merck)

e MilliQsu

Kullanilan arac¢ ve gerecler

e Beher

e Erlen

e Hassas terazi

e Su banyosu

e Sale

e Tahta spatiil (Abeslang)
e Siizgec kagidi

¢ Aliiminyum folyo
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Huni

Termometre

Renkli kapakl1 sise
Ceker ocak

e Lam

Lamel

Mikroskop (Olympus, BX51)
Vorteks

Hassas terazi

Buzdolabi

Analiz icin kullanilan cozeltiler

e %380 metanol ¢ozeltisi

IM HCI ¢ozeltisi
SM HCI ¢ozeltisi

Feulgen boyasi
e Fast green boyasi

%10 ksilen

Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Fiksatif :%80'lik metanol fiksatif olarak kullanildi.80 ml metanol, distile su ile 100
ml hacime tamamlanmis ve iyice karigmasi saglanmaistir.

1IN _HCI cozeltisi: Ceker ocak altinda917 ml distile su iizerine 83 ml derisik HCI

eklenerek ¢ozelti 1000 ml ye tamamlanuir.

5M_HCI c¢ozeltisi:Ceker ocak altinda 585 distile su {izerine 415 ml derisik HCI

eklenerek ¢ozelti 1000 ml ye tamamlanir.

5.2.2 Feulgen Boyasimin Hazirlanmasi

1 gram pararosanilin, 100 ml kaynamis Milli Q su igerisine konulup su banyosu
icerisinde ¢oOziildi. Cozelti 60°C ye sogutulduktan sonra Onceden distile su ile

islatilmis olan slizgeg kagidi ile siiziildi. 20 ml IN HCI ve 2g NaBisiilfit
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karigtirilarak siiziintiiye eklendi ve parafinle kapatilarak iyice c¢alkalandiktan sonra
24-48 saat karanlikta bekletildi. Bekleme siiresi sonunda ¢ozeltiye 300 mg Aktif
komiir eklenip 1 dak. kuvvetlice ¢alkalandi (Bu asamada c¢ozelti seffaf oldugu
gbzlendi).Son ¢ozelti koyu renkli siseye siizge¢ kagidi ile siiziilerek alindi ve +4°C'de
buzdolabinda saklandi.

5.2.3 Fast Green Boyasinin Hazirlanmasi

0,5 g fast green tartilip, 100 ml Milli Q su kullanilarak ¢oztilmiistiir. Siizge¢ kagidi
(Whatman, Katalog No: 1001-090 ) kullanilarak siiziilmiis ve kahverengi sisede, oda

sicakliginda, karanlikta saklanmugtir.

5.2.4 Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

Fiksasyon isleminin ardindan, lamlar saleler igerisine yerlestirilmis ve Feulgen
boyama islemi(Thomas ve ark., 2009) laboratuvar sartlarinda degistirilerek
uygulanmistir. SM HCI igerisinde oda sicakliginda 30 dk. tutulduktan sonra 3 dk.
¢esme suyu altinda sale igerisinde yikanmistir. Tamamen kurutulan lamlar,
aliminyum folyo kapli, kuru ve temiz salelerin i¢ine alinmis ve 90 dk. Feulgen
boyasinin igerisinde, oda sicakliginda, karanlikta bekletilmistir. Mikroskopta
cekirdeklerin boyanip boyanmadigi kontrol edilerek, gerekirse tekrar Feulgen
icerisinde bir siire daha bekletilmistir. Bu siirenin sonunda, lamlar distile su
igerisinde 10-15 dk. bekletilmis ve daha sonra kurutulmustur. Kurutulan lamlar, fast
green ¢oOzeltisinde 5-10 saniye tutulmus ve sonra %50 etanolden daha sonra %20
etanolden gecirilerek fazla fast green boyasi uzaklagtirilmistir. Boyama islemi
tamamlanan lamlar iyice kurutulmus ve ¢eker ocak altinda, %10 ksilen igerisinde 10

dk. bekletilerek boyanin sabitlenmesi saglanmuistir.
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5.3 Mikroskobik degerlendirme kriterleri

Her birey i¢in 1000 hiicre sayildi ve mikrogekirdekli hiicreler i¢in degerlendirme
kriteri Tolbert ve arkadaslari’na gore 1s1tk mikroskobu altinda yapildi (Sekil 14)
Sonuglar %o siklik cinsinden ifade edildi(Tolberthy ve ark., 1992).

a b c d A e
£l % . e ®*
e o
Bazal hiicre Farkllagmus hiicre Ml farkhilagms MC’Hi farkllagmis  Niikleer tomurcukhu
hiicre hucre hiicre
f £ and h i j
L ? -
.
Karyolitik hiicre

Cift cekirdekli hiicre Kondanse kromatin Karyorhektik hiicre Piknotik hiicre

Sekil 14. Bukkal Epitel Hiicrelerinde MC anomalileri (Thomas ve ark., 2009).
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5.4 istatiksel Analiz

Sigara icen ve igmeyen geng bireylerin demografik ozellikleri (yas, cinsiyet,
sigara igme aligkanligi, maruziyet siiresi, hastalik soygec¢misi, X-ray maruziyeti,
enfeksiyon oOykiist, ila¢ kullanim oykiisli, alkol kullanimi) ile ilgili tanimlayici
istatistiki analizlerin anlamliligin1 degerlendirmek i¢in SPSS 21.0 (IBM Corp., New
York, USA) kullanildi. Calisma grubundaki bireylerin bukkal epitel hiicrelerindeki
mikrogekirdek sikligi ortalamalarit+standart sapmalar1 (Ort+SS) hesaplandi.
Verilerin normal dagilima uyup uymadigi Kolmogorov Smirnov testi ile incelendi.
Gruplar arasindaki ortalama farkliliklarinin analizi i¢in parametrik testlerden Student
t testi, non parametrik testlerden Mann-Whitney U ve gruplandirilmis verileri
incelemek icin Fisher's Exact testleri uygulandi. Anlamlilik diizeyi olarak P <0.05

kabul edildi.
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6. BULGULAR

Sigara kullanan ve sigara kullanmayan gruplardaki bireylerin yas ortalamalari,
cinsiyetleri, sigara igme aliskanliklari, siire ve miktarlari, alkol aligkanliklari, X-151n1
maruziyetleri, gecirilmis enfeksiyon olup olmadigi, ila¢ kullanim oykiileri ve aile
bireylerinin saglik durumlarma iliskin anket sonucundaki veriler Tablo 8’de

verilmigtir.

Tablo 8. Bireylerin genel 6zellikleri.

Sigara ..
Parametreler femeyen feen p degeri
Yas OrtxSS 22,28 22,0 >0,05
. Erkek 31 16 a
Cinsiyet Kadin 13 9 >0,05
Kullanim siiresi
Sigara (Ay) ) 46,56 -
Adet/giin - 17,04
Var 13 17 b
Alkol Yok 31 3 >0,05
Var 25 11 c
X-1s1m1 Yok 19 14 >0,05
. Yok 19 13
ﬁ'::?: Kronik 18 9 >0,05¢
Kanser 7 3
. Var 8 5 .
Enfeksiyon Yok 36 20 >0,05
Mag Var 5 3 ‘
Kullanim Yok 39 22 >0,05

P>0,05,  X?= 0,534 (X? testi)
bP>0,05,  X?= 8,052 (X? testi)
°P>0,05,  X?= 1,628 (X? testi)
9P>0,05,  X?=0,966 (X? testi)
°P>0,05,  X?= 0,96 (X? testi)
P>0,05,  X2=0,29 (X2 testi)

p degerlerinin hesaplanmasi igin ki kare (X?)testi kullanilmustir.
Deney ve kontrol grubundaki yas, cinsiyet, X-1s1n1 maruziyeti, alkol kullanimi,

gecirilmis enfeksiyon olup olmadigi, ilag kullanim Oykiisii ve aile bireylerinin saglik

durumlar1 yoniinden benzer 6zellikler gostermektedir (Tablo 8) (p>0,05).
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Tablo 9’da deney ve kontrol gruplarindaki bireylerin ortalama bukkal epitel
hiicre mikrogekirdek sayisi ve tiim ¢alisma grubunun yas, cinsiyet, X-1s1n1 maruziyeti,
gecirilmis enfeksiyon olup olmadigi, ila¢ kullanim Oykiisii ve aile bireylerinin saglik
durumlarina gore bukkal epitel hiicre mikrogekirdek sayilarinin karsilastirilmasi yer

almaktadir.

Tablo 9. Deney ve kontrol gruplarindaki bireylerin ortalama bukkal epitel hiicre
mikrogekirdek sayisi.

Parametreler MC Sayisi p degeri
: Var (n=25) 4,32+2 A7
Sigara Yok (n=44) 2,30+2,16 <0001
Var 2,59+2,44
& Yok 3.60+2,41 =005
Var 2,85+2,56
A-tsimt Yok 3,1942,40 0,05
Yok 3,41
Ailede Hasta Kronik 2,67 >0,05
Kanser 2,8
. Var 3,07+2,75
Enfeksiyon Yok 3.0142.42 >0,05
. Var 4,00+2,56
Ila¢ Kullanimi Yok 29042 44 >0,05

p degerleri, independent samples student's t-test ile hesaplandi ve aile hastalik
Oyktisl acisindan one-way ANOVA testi kullanildi.

Deney grubu ortalama mikrogekirdek sayisi, kontrol grubuna kiyasla 1,8 kat
yiiksekolup, bu fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)(Tablo 9).Bu bulgu,
tiitin mamullerine maruziyet sonrast DNA hasar1 olusumunu gdstermesi agisindan

Onemlidir.

Tablo 9’da gosterildigi gibi, tiim ¢aligma grubundaki mikrocekirdek sayilari,yas,
cinsiyet, X-i1sin1 maruziyeti, gegirilmis enfeksiyon olup olmadigi, ilag kullanim
Oykiisii ve aile bireylerinin saglik durumlar1 agisindan farklilik gostermemistir

(p>0,05).

52



Tablo 10. Deney ve kontrol gruplarindaki bireylerin cinsiyete gore ortalama bukkal
epitel hiicre mikrogekirdek sayilariin karsilastirilmasi.

Sigara icmeyen Sigara icen
MC sayis1 p degeri
n Ort+SS n Ort+SS

Erkek 13 2.15+2.00 16 4.60 £1.95 p<0,001
Cinsiyet
Kadin 31 4.60+1.95 9 3.77 + 3.34 p>0,05

Sigara kullanan erkek bireylerdeki ortalama mikrogekirdek sayisi, sigara
kullanmayan erkek gruba kiyasla 2.1 kat yiiksek olup, bu fark istatistiksel agidan
anlamlidir (Tablo 10)(p<0.001).Bu bulgu, erkek bireylerde tiitin mamullerine

maruziyet sonrast DNA hasar1 olusumunu gdstermesi acisindan énemlidir.

Ancak sigara kullanan kadin bireylerdeki ortalama mikrocekirdek sayisi, sigara

kullanmayan kadin gruba kiyasla istatistiki olarak farkli degildir (Tablo 10) (p>0,05).

Tablo 11. Sigara igen bireylerin cinsiyete gore ortalama bukkal epitel hiicre
mikrogekirdek sayilarinin karsilastirilmasi.

Sigara icen

MC sayisi p degeri
n Ort+SS
Erkek 16 4.60 +£1.95
Cinsiyet P>0.05
Kadin 9 3.77 £3.34

Ayrica sigara kullanan erkek bireylerdeki ortalama mikrogekirdek sayisi ile
sigara kullanan kadin bireylerdeki ortalama mikrogekirdek sayisi, karsilastirildiginda
istatistiki olarak farkli bulunmamistir(p>0,05)(Tablo 11). Dolayisi1 ile bu bulgunun,
bireylerde tiitiin mamullerine maruziyetin cinsiyete gére DNA hasar1 olusumunu

gosterme yoniinden belirleyiciligi kesin degildir.
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A2

Ortalama Mikrogekirdek Sayisi %

ok War

Sigara Kullanimi

Sekil 15. Sigara kullanan ve kullanmayan gruplar arasindaki ortalama mikrogekirdek
sayisl.

Calisma popiilasyonunda sigara maruziyetini objektif olarak degerlendirebilmek igin
12 ay boyunca gilinde kag¢ paket sigara i¢ildigi hesaplanmis ve bu oran paket/y1l orani
olarak kaydedilmistir. Bu parametre ile mikrogekirdek sayisi arasindaki korelasyon
analizi gerceklestirildiginde pearson korelasyon katsayisi r=0.61 olarak bulunmustur.
Bu sonug da bize paket/y1l oranmi ile mikrogekirdek sayis1 arasinda giiclii ve istatistiki

olarak anlamli pozitif bir korelasyon oldugunu gostermistir (p<0.005).
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Sekil 16. Sigara kullanimi paket/y1l orani ile ifade edildiginde mikrogekirdek sayisi

arasindaki korelasyon.
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Tablo 12.Deney ve kontrol grubuna ait bulgularin dokiimii.

Olgu

10

11

12
13

14
15

16

17

Yas

19

25

18
22

23
21
18

22
23
23

18

18
18

25

18

18

24

Cinsiyet

Erkek

Erkek

Erkek
Erkek

Erkek
Erkek
Erkek

Erkek
Erkek
Erkek

Erkek

Erkek
Erkek

Erkek
Erkek

Erkek

Erkek

Mikrocekirdek
Sayis1 %o

Sigara
Kullanimi

Sigara
Kullanim
Miktar1

(giin/paket)

0

Sigara
Kullamim
Siiresi (ay)

Alkol
Kullanim

Var

Var

Var
Yok

Yok
Yok
Var

Yok
Yok
Yok

Yok

Yok
Yok

Var

Yok

Yok

Yok

X Isim
Maruziyeti

Var

Var

Var
Var

Var
Var
Var

Var
Yok
Var

Var

Var
Var

Yok
Yok

Yok

Var

Ailede
Hastahk
Varhgi

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Yok
Yok

Kronik
Hastalik

Yok

Kronik
Hastalik

Yok
Yok
Yok

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Yok

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Gecirilmis
Enfeksiyon

Var

Yok

Yok
Yok

Yok
Yok
Yok

Yok
Yok
Yok

Yok

Yok
Yok

Var
Yok

Yok

Yok

ila¢
Kullamim
OyKkiisii

Yok

Yok

Yok
Yok

Yok
Yok
Yok

Yok
Yok
Yok

Yok

Yok
Yok

Yok
Yok

Yok

Var
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Olgu

18

19
20

21

22
23

24

25
26
27

28
29
30
31
32
33
34
35

36
37
38

39

Yas

23

24
23

20

25
25

24

23
19
25

24
21
20
19
25
23
20
25

24
18
23

21

Cinsiyet

Erkek

Erkek
Erkek

Erkek

Erkek
Erkek

Erkek

Erkek
Erkek
Erkek

Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek

Erkek
Erkek
Erkek

Erkek

Mikrogekirdek
Sayis1 %o

~N NN W Ok 0w

Sigara
Kullanim

P P P O O O O

[y

Sigara
Kullanim
Miktar1
(glin/paket)

0

o O o o

[ee]

25
18
10
15

20

Sigara
Kullanim
Siiresi (ay)

0

o O o o

120

60
72

60
36
56

24

Alkol
Kullanim
Yok

Yok
Yok

Yok

Yok
Yok

Var

Yok
Yok
Var

Yok
Yok
Var
Yok
Var
Var
Yok
Var

Var
Var
Var

Var

X Ism
Maruziyeti
Var

Yok
Var

Var

Yok
Var

Yok

Var
Yok
Yok

Yok
Yok
Var
Var
Var
Yok
Var
Yok

Var
Yok
Var

Yok

Ailede
Hastalik
Varligi

Kronik
Hastalik
Kanser
Kanser

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Yok

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Yok

Kronik
Hastalik

Yok
Yok
Yok
Yok
Kanser
Yok
Kanser
Yok

Kronik
Hastalik

Yok

Kronik
Hastalik

Yok

Gegirilmis
Enfeksiyon
Yok

Yok
Yok

Yok

Yok
Var

Yok

Var
Yok
Yok

Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok

Yok
Yok
Var

Yok

flag
Kyllamm
Oykdisii
Yok

Yok
Var

Var

Yok
Yok

Yok

Yok
Yok
Yok

Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Yok

Yok
Yok
Var

Var
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Olgu

40
41

42

43
44
45

46
47

48

49
50
51
52

53

54
55
56

57
58
59
60
61

Yas

24
23

20

20
23
24

21

23

23

25
19
19
23

23

25
21
22

22
23
23
26
25

Cinsiyet

Erkek
Erkek

Erkek

Erkek
Erkek
Erkek

Erkek
Erkek

Kadin

Kadm
Kadm
Kadm
Kadm

Kadin

Kadin
Kadmn
Kadmn

Kadin
Kadm
Kadin
Kadm
Kadin

Mikrogekirdek
Sayis1 %o

A A O WO DN

Sigara
Kullanim

O O O O

Sigara
Kullanim
Miktar1
(glin/paket)

15
15

20

20
25
20

30

30

o O o o

g O O O O

Sigara
Kullanim
Stiresi (ay)

48
60

48

12
36
60

48

48

o O o o

Alkol
Kullanim

Yok
Var
Var

Var
Yok
Var

Var

Var

Yok

Yok
Var
Yok
Yok

Var

Yok
Var
Yok

Yok
Var
Var
Yok
Yok

X Ism
Maruziyeti

Var
Var
Var

Yok
Var
Var

Yok
Var

Var

Var
Yok
Var
Yok

Yok

Yok
Yok
Yok

Yok
Var
Yok
Var
Var

Ailede
Hastalik
Varligi
Kanser
Kanser

Kronik
Hastalik

Yok
Yok
Yok

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Kanser
Yok
Kanser
Kanser

Kronik
Hastalik

Kronik
Hastalik

Yok

Kronik
Hastalik

Yok
Yok
Yok
Yok
Yok

Gegirilmig
Enfeksiyon

Yok
Var
Yok

Yok
Var
Yok

Yok
Var

Var

Yok
Yok
Var
Var

Yok

Var
Yok
Yok

Yok
Yok
Yok
Yok
Var

Ilag
Kpllamm
Oykdisii
Yok
Yok
Yok

Yok
Yok
Yok

Yok
Yok

Yok

Yok
Yok
Yok
Yok

Yok

Yok
Var
Yok

Var
Yok
Yok
Yok
Yok
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Olgu

62

63
64

65
66
67

68
69

Yas

22

22
23

23
23
25

19
24

Cinsiyet

Kadin

Kadin
Kadmn

Kadin
Kadin
Kadin

Kadmn
Kadmn

Sigara

Mikrogekirdek Sigara Kullanim
Sayis1 %o Kullanimi Miktari
(glin/paket)

2 1 15
3 1 10

1 20
0 1 5
1 1 5
9 1 30
1 1 10
9 1 30

Sigara
Kullanim
Siiresi (ay)

48

32
48

12
36
84

12
60

Alkol
Kullanim
Var

Var
Var

Var
Yok
Yok

Yok
Yok

X Ism
Maruziyeti

Yok

Yok
Yok

Yok
Yok
Yok

Yok
Yok

Ailede
Hastalik
Varligi

Kronik
Hastalik

Yok
Yok

Kronik
Hastalik

Yok

Kronik
Hastalik

Yok
Yok

Gegirilmis
Enfeksiyon
Yok

Yok
Yok

Yok
Yok
Yok

Yok
Yok

flag
Kyllamm
Oykdisii
Yok

Yok
Yok

Yok
Yok
Yok

Yok
Yok
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Sekil 17. Caligma grubundaki bireylerin yanak epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek
ve diger ¢ekirdek anomalilerinin mikroskobik goriintiiler.

a) Normal farklilasmis hiicre; b) Karyolitik (ok); ¢)Niikleer tomurcuk;
d)Biniikleer; e)Kondanse kromatin; f)Karyohektik; g)Piknotik
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Sekil 18. Caligma grubundaki bireylerin yanak epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek
ve diger ¢ekirdek anomalilerinin mikroskobik goriintiiler(a-h).
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7. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiizde insanlarda goriilen saglik sorunlarinin basinda kanser gelmektedir.
Tiim diinyada goriilme siklig1 en yiiksek kanser tiirleri akciger, meme ve kolorektal
kanserlerdir Kanser kaynakli en sik oliimler erkeklerde akciger ve kolorektal kanser,
kadinlarda ise meme kanseri dolayisi ile ger¢ceklesmektedir. Tiitlin kullanimi, tim
kanser tiirlerinin olusumuna (6ncelikle akciger, agiz ve larenks, pankreas, mesane vs)
katkida bulunmakta ve tiitiin kaynakli kimyasallar birinci derece onkojenler arasinda
kabul edilmektedir(Ames, 1979; Carbone, 1992; Beckett, 1993; Barbone ve ark.,
1997; Au, 2004; Brenner ve ark., 2009).

Tiitlin ve tiitlin iiriinlerinin; basta solunum sistemi hastaliklari, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser de dahil olmak {izere pek ¢ok hastaliga yol agtigi, kronik
maruziyete bagli olarak hastalik insidansini arttirdigi yapilan calismalar ile
kanitlanmistir (Pfeifer ve ark., 2002; Karlikaya ve ark., 2006). Son yillarda yapilan
caligmalar, bu hastaliklarin patogenezindeki mekanizmalarin aydinlatilmas1 ve
onceden belirlenmesi konularina yonelmistir. Titiin iiriinlerinin yol a¢tig1 hasarin
boyutu bireyin tiikettigi tiitliniin cinsi, kullanim siiresi ve tiiketim miktar1 da olmak
lizere bircok faktdre baghdir. Ozellikle akciger kanserinin yani sira bas boyun
kanserlerinde sigaranin roliinliin fazla olabilecegi diisiincesi bu konuda mevcut
biyomolekiiler c¢alismalarin yogunlasmasina sebep olmustur. Olusan hasarin
degerlendirilmesinde ise kolay wuygulanabilen, hizl, giivenilir, tekrarlanabilir
molekiiler teknikler tercih edilmektedir(Au, 2004; Au ve ark., 2010; Chow ve ark.,
2010; Chandirasekar ve ark., 2014).

1985°den bu yana ¢esitli modellerde (in vivo/in vitro) yapilan ¢alismalar ile tiitiin
ve tiitlin Uriinlerinin; gen mutasyonlari, kromozomal aberasyonlar, mikrog¢ekirdek
olusumu, kardes kromatid degisimi, DNA sarmal kiriklar1 ve oksidatif DNA aduktu
gibi bir dizi genetik sapmaya neden oldugu gosterilmistir(Sardas ve ark., 1991,
DeMarini, 2004; Chandirasekar ve ark., 2014). Sigara, IARC tarafindan grup 1
karsinojen olarak siniflandirilan 81 adet karsinojen bilesik icermektedir(Rana ve ark.,
2017). Sigara dumaninda bulunan maddelerin ¢ogu genotoksiktir. Bu nedenle
sitogenetik hasar, dumandaki zararli ajanlara maruz kalmanin etkisini belirlemek i¢in

miikemmel bir biyolojik belirte¢ gibi goziikmektedir. Bu hipotezi desteklemek i¢in
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yakin zamanda yapilan ¢alismalar ile kromozom kiriklarinin sikliginin artmasinin,
karsinogenezideki baslangi¢ olay1 oldugu gosterilmistir ve bu da, bu degisikliklerin,
karsinojenik  riski  degerlendirmede  6nemli  bir rol oynayabilecegini
disiindiirmektedir. Bu amagla kullanilabilecek biyolojik belirtecler arasinda
mikrocekirdek Olglimii en uygun yontemlerden biri gibi gdziikmektedir.
Mikrogekirdek olusumu, kromozom hasar1 varligini gosterir ve bu nedenle erken

evre karsinojenez belirteci olarak kullanilabilir(Bonassi ve ark., 2003).

Gegen yiizy1l baslarinda tanimlanmaya baslayan hiicre ve ¢ekirdek yapisi, yiizyil
ortalarinda ¢ekirdek, kromozom ve DNA’nin kesfi ile gelistirilen biyomolekiiler
teknikler, genetik hastaliklarda, kronik zehirlenmelerde ve bazi sistemik hastaliklarda
uygulanmaya baslamistir(Watson ve Crick, 1953; Avise, 2012). Bu tekniklerle hiicre,
cekirdek ve DNA stabilitesi (Kromatin yogunlugu, kromozom kiriklari, telomer
hasarlari, karyorektik, kiknotik, karyolitik hiicre, gen analizi)
arastirilmaktadir(Fenech, 2002; Fenech, 2006; Fenech, 2007; Bolognesi ve ark.,
2015).

Ik kez 1982 de Stich ve ark. insan dokiintii hiicrelerinde MC teknigi kullanarak
kanser ile tiitin kullanimi1 arasindaki iliskiyi arastirmistir(Stich ve ark., 1982).
Calismada saglikli poptlilasyonda MC sikliginin 0.0 ile 0.9% arasinda degistigi
belirtilmistir (Stich ve ark., 1984). Son yillarda mikrogekirdek yontemindeki yeni
gelismeler sayesinde yontem ile birden ¢ok son-nokta belirlenebilmektedir. Bu da,
karmasik kanser olusum siireci ile ilgili, ideal bir biyogdstergeden beklenen

Ozelliklerin basinda gelmektedir(Fenech, 2006).

Bununla birlikte yapilan bir¢ok calismada farkli norm degerleri belirtilmekle
birlikte MC teknigi pratik ve ekonomik bir yontem olarak kanser, prekanserdz
lezyonlar ve diger bir¢ok sistemik hastalikta siklikla kullanilmaktadir(Bloching ve

ark., 2000; Bonassi ve ark., 2007; larmarcova ve ark., 2008).

Sitotoksisitenin gosterilmesinde mikrogekirdek teknigi, 2000’11 yillardan itibaren
basta tiitlin olmak tizere diger toksik madde maruziyetlerinde ayrica kanser ve
genetik hastaliklarin arastirilmasinda biyogdsterge olarak kullanilmaktadir(Bolognesi

ve ark., 2015; Nersesyan ve ark., 2016; Bolognesi ve ark., 2017).
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Calismamizda 18-25 yas arasi sigara igcen (n=25), sigara i¢gmeyen (kontrol,
n=44), genglerin bukkal mukoza hiicrelerinde DNA hasar1 mikrogekirdek teknigi ile

degerlendirilerek karsilastirilmistir.

Organizmada en hizli ¢ogalan hiicreler kan, agiz ve iiretral sistem hiicreleridir.
Bukkal mukozanin bazal tabaka hiicrelerinde baslayan mikrogekirdek olusumu ve
genotoksik degisiklikler 1-3 hafta sonra ylizey tabakalara ulasir. Bazi ¢aligmalarda
bukkal hiicrelerin yan1 sira lenfositer ve iiretral hiicrelerde de MC sayimi
yapilmaktadir(Zamani ve ark., 2011). Yakinda yayinlanan bir ¢alismada ise bazal
tabaka biyopsi drneklerinin daha hassas sonuglar verdigi belirtilmektedir (Thomas ve
ark., 2009). Ancak oral mukoza biyopsisi invazif bir yontem oldugundan, mukozal
siiriintii ile aliman hiicrelerde MC testi noninvaziv ve pratik bir test olarak ¢ogu
calismada tercih edilmektedir. Bu nedenle ¢aligmamizda genotoksik etkiler yiizeyel

bukkal hiicreler kullanilarak arastirilmistir.

Sagliklt  hiicrelerde ¢ekirdek sitoplazmanin ortasinda bulunmakta olup
(eritrositlerde ¢ekirdek bulunmamaktadir) yuvarlak veya oval goriiniimdedir.
Sitoplazma homojen goriinlimde olup ¢ekirdek yapisina benzer baska herhangi bir
olusum goriilmez (toksik graniilasyon Howel Body vs. haricinde). Mikrogekirdekler,
cekirdekle baglantisi olmayan g¢ekirdege benzer boyanan membranla ¢evrili, farkli

sayida olabilen kii¢iik yapilardir(Fenech ve ark., 2011).

Bukkal hiicrelerde mikrogekirdek, mukozal siiriintii alinarak veya bu hiicreler
hiicre kiiltlirlinde ¢ogatildiktan sonra lama fikse edilirek incelenir. Boya olarak
Feulgen/Fast Green, Giemsa, Papanicolaou, Periodic acid Schiff kullanilir. En az
1000 hiicre sayilarak %, MC sayis1 degerlendirilir. Giemsa boyas1 mikrogekirdek
benzeri boya kalintilar1 olusturabileceginden, kullanimi onerilmemektedir(Thomas
ve ark.,, 2009). Giinimiizde en sik Feulgen/Fast Green boyama teknigi ve
klastrojenik ve aneuploidojenik mekanizmayr gosteren Floresan In  Situ
Hibridizasyon (FISH) teknigi kullanilmaktadir(Kirsch-Volders ve ark., 1997; Chung
ve ark., 2002). Calismamizda bukkal mukozada MC degerlendirmesi Feulgen/Fast
Green boyama teknigi kullanilarak yapilmigtir.

Literatiirde sigara iciciligi i¢in giinliikk kesin herhangi bir say1 belirtilmemekle

birlikte, calismamizda giinde 5 sigara en az 1 yil stire ile kullandigini ifade edenler
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icici olarak degerlendirilmistir(Rana ve ark., 2017). Gruplar olusturulurken o6zellikle

tiitlin tirtinlerinden sadece sigara kullanan bireyler tercih edilmistir.

Yapilan caligmalar cinsiyet, yas, mesleki maruziyet, alkol kullanimi, kronik
hastalik hikayesi, ve ila¢ kullaniminin DNA hasarimin degerlendirilmesinde mutlaka
g6z Oniinde bulundurulmasi gereken risk faktorleri oldugunu ve saglikli sonuglar
elde edebilmek icin mutlaka degerlendirilmeye alinmasi gerekliligini ortaya

koymustur(Ceppi ve ark., 2010; Bonassi ve ark., 2011).

Calismamiza katilan gruplara ait anket calismasi ile elde edilen demografik
verilerden, yasam sekilleri ve hastalik durumlart hakkinda genel bilgiler elde
edilmistir. Demografik Ozelliklerden yola ¢ikilarak genetik hastalik hikayesi, yas,
cinsiyet, mesleki maruziyet, alkol kullanimi, vitamin ve ila¢ kullanimi, beslenme
sekli, rontgen (X-1s1nina maruziyet) arasindaki farkin anlamlilig: istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Calismamizda, DNA hasarinin olusumunda risk faktorii oldugu diisiiniilen
cinsiyet, yas, mesleki maruziyet, alkol kullanimi, genetik hastalik hikayesi, vitamin
ve ila¢ kullanimi, beslenme sekli, 6zelliklerinin gruplar arasinda dagilimi acisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Diinya Saglik Orgiitii 2017 verilerine gdre genc¢ yaslarda kadinlarda sigara
kullanim sikliginin arttigi ancak erkeklerde sigara kullaniminin daha fazla oldugu
bildirilmektedir. Bizim ¢aligmamizda Sigara kullanan grubun kadin erkek dagilimi
Kadim/Erkek=9/16 kisi olarak belirlenmistir. Sigara kullanmayanlarda ise bu dagilim
Kadm/Erkek= 13/31 olarak belirlenmistir. Kadin erkek dagilimi agisindan
karsilagtirma yapildiginda gruplar arasindaki dagilimda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Yapilan c¢alismalarda degisen yasam kosullarina bagh
olarak (calisma hayatina baslamalar1 ve ekonomik bireysel 6zgiirliiklerinin artmasi
ile) kadinlarda sigara kullanimmin artti§i dolayisiyla kadinlarda goriilen akciger

kanseri riskinin arttig1 belirtilmektedir.

Kanserli olgularda yapilan bazi ¢alismalarda hastalarin birinci derece
yakinlarinda da  mikrocekirdek  frekansinin  normalden  yiiksek  oldugu

belirtilmektedir. Ilging olarak bas boyun kanserli olgularin birinci derece
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yakinlarinda kanser riski yiiksek olup bunlarin sigara ve alkol kullanmalar1 halinde

riskin {i¢ misli arttig1 gosterilmistir(Burgaz ve ark., 2011).

Rontgen ve diger i1sinlarin mikrogekirdek ve kanser olusumunu arttirdigi
bilinmektedir. Hatta agir radyoterapi ve kemoterapi alan olgularda ikincil kanser
riskinin arttig1 da ilgili ¢calismalarda gosterilmistir. Bu durum 6zellikle bag boyun ve
oral kanserlerde yapilan MC calismalari dikkati c¢ekmektedir. Dis hekimleri
tarafindan yapilan ¢alismalarda sik uygulanan rontgen ¢ekiminin oral kansere neden
olabilecegi arastirilmaktadir(Cift¢i,2013). Calismamizda tiim olgularin 36’sinda 1-2
kez rutin akciger ve dis rontgeni ¢cekimi s6z konusu olup X-1s1n1 maruziyeti agisindan

gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05)

Titin -~ kullannominda  gozlenen MC siklifinda cinsiyetin = 6nemi iyi
bilinmemektedir. Rana ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptiklar1 ¢calismada 25-65 yas
aras1 67 erkekte tiitliin ile birlikte alkol tiiketiminin genotoksisiteye etkisi, bukkal
hiicrelerde MC siklig1 ve idrarda 8-hidroksil-2-deoksiguanozin (8-OHdG) miktar
Olclimii ile arastirilmistir. Tiim gruplarda ortalama MC siklig1 kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde yliksek bulunmustur. Ancak istatistiki olarak anlamli diizeyde en
kuvvetli korelasyon sigara ve alkolii birlikte kullanan grupta bulunmustur(Rana ve
ark., 2017).

Bizim calismamizda da cinsiyet acisindan  mikrogekirdek  siklig
degerlendirildiginde Sigara kullanan erkeklerde ortalama mikrogekirdek siklig
icmeyenlere oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur
(p<0,001).Fakat sigara kullanan kadinlarin ortalama mikrogekirdek sikligi
igmeyenlere ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir
(p>0.05). Farkli olarak sigara icen erkeklerin ve kadinlarin mikrogekirdek sikligi
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamustir (p>0,05).

Sonuglarimizla uyumlu sekilde, Konopacka 120 saglikli goniilli ile yaptigi
caligmada yas ve cinsiyet farkliliginin bukkal mikrogekirdek sikliginda herhangi bir
etkisi olmadigin1 ancak sigaranin bazal DNA hasarinda belirgin etki gosterdigini
bildirmistir (Konopacka, 2003).

Insan Mikrogekirdek Projesi grubunun 2011'de yaymladiklar1 raporda, mesleki

maruziyetin degerlendirilmesinde sigara kullaniminin olusturacagit DNA hasarimin
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mutlaka dikkate alinarak degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmis ve kanser riskinin
sigara kullaniminda ¢ok daha yiiksek oldugu raporlanmistir(Bonassi ve ark., 2011).
Sardas ve ark. yaptiklari ¢alismada DNA hasar seviyesinin sigara kullanan ve
mesleki maruziyeti olan bireylerde daha yiliksek oldugu gosterilmis olup, ilgili raporu
desteklemektedir(Sardas, ve ark., 2010). Calismamizdaki geng¢ bireylerin heniiz
ogrenci olmasi ve ileride olas1 mesleki maruziyete bagl karsinojenite riskinin sigara
kullanmayan bireylere oranla ¢ok daha yiiksek olacagi ongoriilmektedir(Bonassi ve
ark., 2011).

Literatirde MC sayisinin genglerde daha yiikksek oldugu yaslanmakla
mikrogekirdek sayisinin azaldigi ve bu durumun kromozom rejenerasyonunun ve
hiicre replikasyonunun azalmasi sonucu hiicre apopitozunun artmasiyla ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir.(Shafi, 2015) Ancak yas ile birlikte kanser sikliginin artmasi ise

kanser olusumunda kompleks bir mekanizmanin oldugunu diistindiirmektedir.

Calismamizda bukkal mukozada MC teknigi uygulanmasi sonucunda sigara igen
genc bireylerde MC sikligi, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0,001). Literatiirde uzun dénem sigara kullaniminin bukkal mukoza
hiicrelerinde mikrogekirdek frekansini artirdigina dair pek cok calisma olmasina
ragmen kisa donem maruziyetin degerlendirildigi az sayida calisma
bulunmaktadir(Konopacka, 2003; Wu ve ark., 2004; Naderi ve ark., 2012;
Chandirasekar ve ark., 2014). Mikroskobik inceleme sirasinda bazi hiicrelerde
kromatin yogunlugu yiiksek, karyorektik, piknotik ve karyolitik hiicreler goriilse de

degerlendirmeye alinmamustir.

Bu alanda yapilan sitogenetik calismalar degerlendirildiginde Tiirkiye’de bu
teknigin kullanildigi ilk ¢alismanin Burgaz ve ark. tarafindan 1995 yilinda yapildig:
goriilmektedir(Burgaz ve ark., 1995). Calismamiz ile benzer olarak sigara icen
bireylerin iiretral hiicrelerinde mikrogekirdek sikli§i igmeyenlere oranla anlamli

diizeyde yiiksek (p <0.001) bulunmustur.

Zamani ve ark. yaptiklar1 caligmada ise, sigara kullanan ve kullanmayan
genclerin bukkal mukoza, lenfosit ve iirotelyal hiicrelerinde MC frekanslarini
kiyaslamig ve sigara igen bireylerin bukkal mukoza, lenfosit ve {irotelyal

hiicrelerinde kontrole kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek MC frekansina sahip
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oldugu gosterilmistir. Urotelyal hiicrelerde ise bu artigin daha da belirgin oldugu
bildirilmistir. MC tekniginin de, sigaraya bagli kanser riskinin degerlendirilmesinde
uygun bir yontem oldugunu belirtmislerdir. Calismada ilging olarak Bukkal
hiicrelerin lenfositlere oranla sinirli DNA tamir kapasitesine sahip olmalar1 nedeniyle
bukkal hiicrelerin genomik instabilite olaylarin1 daha dogru yansitabilecegi de ileri

stiriilmektedir(Zamani ve ark., 2011).

Yaklasik ¢eyrek yiizyildir yurt i¢i ve yurt disinda yapilan bir¢ok calismada MC
tekniginin kanser ve prekansordz lezyonlara tan1 konulmasina yardimci oldugu, ek
olarak tedavi takibinde de faydali oldugu belirtilmektedir. Bunun yani sira MC
testinin belirtilen konularda anlamli sonu¢ vermedigini ileri siiren bazi ¢alismalar da
bulunmaktadir(Landi ve Barale, 1999; Yildirim ve ark., 2013). Bu durum, smir
degerlerin ¢cok genis olmasi ve boyama ve hiicre sayimindaki teknik farkliliklar ile
aciklanabilir. Gtivenilir sonuglarin elde edilebilmesi ig¢in Orneklerin iyi fikse
edilmesi, yalanci pozitiflige neden olan boyalarin kullanilmamasi (Giemsa) ve
mikroskopta en az 1000 hatta 3000 hiicre sayilmasi 6nerilmektedir (Normal oran 0.5-
2.5/1000 hiicre)(Holland ve ark., 2008; Bonassi ve ark., 2011).

Tiitlin ve tiitlin Uriinlerinin en ¢ok Ortadogu, Uzakdogu ve Giiney Amerika’da
kullanildig1 ve bu nedenle genis kapsamli arastirmalarin bu bolgelerde yapildig
dikkati ¢ekmektedir. Hindistan'da Chandrasehar ve ark. kontrol, sigara, dumansiz
sigara, tiitlin cigneyenler tek baslarina veya sigara ile birlikte kullananlar olmak
lizere 5 ayr grupta; DNA hasarini bukkal hiicrelerde ve lenfositlerde MC teknigi ve
diger genotoksisite yoOntemlerini kullanilarak arastirmiglardir. Tim gruplarda
kontrole kiyasla anlamli diizeyde daha yliksek MC frekansina sahip oldugu
gosterilmistir(Chandirasekar ve ark., 2014). Ayrica, ¢alismada bizim ¢alismamizla
benzer olarak maruziyetin degerlendirilmesinde yas lizerinden gruplandirma yapilmis
ve 15-30 yas aras1 gen¢ grupta MC sikhigr (1,43+0,77), 30 yas iizeri gruba
(2,50+0,44) kiyasla daha diisiik ancak kontrole kiyasla anlamli diizeyde yiiksek

olarak bulunmustur.

Titlin cinsi ve kullanim seklinin MC olusumunda farkli etkilere neden
olabilecegi diisiiniilerek dogu ve uzak dogu iilkelerinde nargile kullanan ve tiitiin

¢igneyen gruplarda aragtirmalar yiirlitiilmiistiir. Diger biyolojik ajanlarda oldugu gibi
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sigara icenlerde de tiitiiniin yapisina (nikotin orani), alinim sekline, kullanim
stiresine, giinlilk kullanim miktarma bagli olarak MC olusumu ve karsinojen etki
degismektedir. Yaptigimiz calismada maruziyetin degerlendirilmesi i¢in 12 ay
boyunca giinde ne kadar sigara icildigi hesaplanmis ve bu oran paket/yil orani olarak
kaydedilmistir. Bu parametre ile mikrogekirdek sayisi arasindaki korelasyon analizi
gerceklestirildiginde pearson korelasyon katsayisi r=0,61 (p<0.005) olarak
bulunmustur. Bu sonug da bize adet/y1l orani ile mikrogekirdek sayisi arasinda giiclii

ve istatistiki olarak anlaml1 pozitif bir korelasyon oldugunu géstermistir.

Tiitlin kullanim1 diinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin baslica Onlenebilir
nedenlerinden biridir. Halen diinyada yaklasik bir milyar sigara igicisi bulunmaktadir
ve yetiskin popiilasyonda her on 6liimden biri sigara kullanimimi ile iliskilidir.
Yarisindan fazlasinin gelismekte olan iilkelerde yasadigi 1 milyar geng yetiskinin,
2030 yilina kadar sigara igmeye baslamasi beklenmektedir.Diinya Saglik Orgiitii,
Tiirkiye’nin diinyada en fazla sigaranin igildigi 10 {ilke arasinda yer aldigim
raporlamistir(WHO, 2008). Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde sigaranin, kanser
insidansini arttirdig1 gosterilmistir. Bununla beraber mikrogekirdek olusum sikligi ile
kanser insidansi arasinda korelasyon bulunmaktadir. Elde edilen sonuglar sigaranin,
geng igicilerin bukkal mukoza hiicrelerinde DNA hasarina neden oldugunu
gostermektedir. Sigara i¢imi ile akciger basta olmak {lizere diger birgok kanser tiirii
arasindaki iliski sigarayr biraktiktan sonra bile uzun yillar devam etmektedir. Bu
nedenle genglere sigaranin sagliga zararl etkileri konusunda erken egitim verilmesi
bu aligkanligin 6nlenmesi ve halk sagliginin korunmasi agisindan 6nemli bir role

sahiptir.

Mevcut calismanin sonuglari sigara i¢imi ile kromozomal hasar arasindaki
muhtemel iligkiyi anlamayr ve ayrica bukkal mukozadaki MN analizinin
genotoksisite testi i¢in yararl bir biyogdsterge oldugu gercegini giiclendirmektedir.
Konunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in genis sayida olgu gruplarinda daha ileri

teknolojik yontemler ile aragtirilmasi yararli olacaktir.
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9. EKLER

9.1 Anket Formu

ANKET FORMU
1. 12017
Kod: ....

Adi Soyadr: .............
Yast: ..... Cinsiyeti:.......

2. Egitim diizeyiniz:
flkokul [ Ortaokul 1 Lise [ Universite []
3. Aile bireylerinde ve sizde genetik bir hastalik var m1? Tipi:.....................
Yokl Varll Yakimlik derecesi:
4. Herhangi bir hastalig1 olan (kendinizde ve/veya ailenizde):
Seker hastas1 olan: [
Kalp hastaligi: [
Hipertansiyon [
Kanser [ Karaciger [1 Bobrek [ Alzheimer, erken bunama [ Parkinson [1 Diger [
Ailenizde:
Kanserden olen:
Kalpten olen:
5. Stirekli kullandiginiz ilag/vitamin var m1? Evet [ Hayir [J  Adu:
Ne kadar zamandir kullantyorsunuz:
6. Son iki yilda herhangi bir viral enfeksiyon gegirdiniz mi?
Influenza ] Sarilik [ Kizamik 7 Kizamikg¢ik [1 Su ¢icegi [
Kabakulak [1 Menenjit [
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7. Sigara igme aligkanligi:
Hig igmedim [
Eskiden i¢erdim [

Ne siklikta i¢iyorsunuz:................... sigara/giin

Kag yildir i¢iyorsunuz: ..................... O Filtreli CFiltresiz

8. Sigara icilen ortamlarda sik¢a bulunuyor musunuz? Evet [ Hayir [J
9. Alkol kullanma aligkanliginiz var mi1? Evet [1  Hayir [

raki [ sarap [J bira [ Diger [

Ne siklikta;  Nadiren [ Haftada 1 kez [ Haftada 2-3 kez [
Haftada 4-5 kez [1 ~ Haftada 6-7 kez [

10. Son yillarda rontgen ¢ektirdiniz mi?

Evet [GOglis rontgeni [ Dis rontgeni [ Diger [] Hayir [0
11. Beslenme aligkanliginiz;

meyve-sebze agirlikli [

et protein agirlikll O

cay ve kahve O

12. Diizenli olarak egzersiz yapiyor musunuz?: Evet[] Hayir [
Haftada 3 kez 30 dakika tempolu yiiriiyiis: [

Haftada 1 kez [ Haftada 2-3 kez (1  Daha fazla [

En son ne zaman yaptiniz?......................
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9.2 Etik Kurul Onay1
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BASVURL | PROJE ADI Hucrelerinds Genotoksik Hasann Mikrogekirdek Yantemi
BILGHLERI | | - ! le Belinenmesi: Prospektif Randomize Kontralls Cahsma
S’LJHUMI.LI’\R!\#'[R'.L' 'f.l.\\‘.'\\'IMDI | ¥rd. Dog. Dr_ Ayfer BECEREN
| Tarin 05852007 T |
KA WA R LG ERD ubareda hapurn bilgilers veciles aresinma by i Qg v i) wigeior nrasterman gerehoe, Amas, vaklapm v yntemiens kbt
hnasak ingelenmis ve gerpcklesiivilaesinds saking bulunmamig! ive Korsbymurcn ooaylasmasing oy Bieli ile karar vesilmistin, (.
emrasmda yapincak her el projo Segriklitden (kanlimolor, bashk v veys predekol deigikiiklesinis Eeik Kursta bildiv q.q
w10 yenilesnis pergkmekeeidie
(VRLER |
Unvama ! Al Sayach Uzmianhib Dzl Kurum ¢ ER Dyeligi Cinaylsrn Froje |
ite Mishisi |
Prof.lir. ilzaer BIRESKERELL | Biumstulei MLD Tup Fakiiltesi! Bulan | VAT Tok |
| Pl b, Tiikin ERGUN Tieemataloji “-1:""'”"\"::‘“""“""'““ Ulhl ';fni: ‘
{
Frol, B, Sefin GORKEY Top Toriisi ve: Eisk ML Tap FakilesifDyy var ik
ProLin, fnndaa KAYA Patnleji ML Tig Fablisitpe | yar Yok
el e, MBshadi G CLLTOGLU Gl Cerrali WA Tip Fakilliestliye ar Yok
. - ] = il
Praflic. Alila KARAALP Farmakoinji w0 T Fkinesilye | Var Yok Ever  Havin VS
Peal. D Semea SARDAS I e MO Eereilh lakilye | Var Yok ‘ Evet  Haprr
Pruf,tbr, Masak IMIGAN Diig Hekimi ALK s Helimlif Fak Tiye | War Yok Evet  Hayr
Fred, . este Melek A TASORY Bndyasyem ML T Fahilesii Ty war Yok Evat Hayir
Thakalajisi ?
Doac, O, B3 KARAKOE AYDINER ‘:"I'I"':I’I";flfr'lw | 0 T Faitlesiotiye var Yok Ewet  Hayr
T, Fiv, ol o KOHLAY iy Haklm} Istantat Univ, Dis llekimlili | onp ok Ewit  Hayir |
Fak/Uye
g, Dir, Giirkan SERT | Hukukeu ML Tip Fakiinesinye Var Yok Evet
Vil g l3e; Figra DMK Halk Sajhga Actbadem Univ, Tip Fak. | Vo Yk Evot
| il e Do, Furaae s TRERE Biyafirik ML Tap FakibidesifTiye Vai ok Evirt
) . Sadlik Mrwsub ’ ' )
Gizide Ayans MIRZA :}":“.""“';;i [ ki Var Yok Evet  Hagir % [
1 I
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10. OZGECMIS

Adi Giilis Cansu Soyadi Dokmeci
Dogum Yeri Ankara Dogum Tarihi 25.10.1990
Uyrugu TC Tel 02164142962 (1196)
E-mail
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Yiiksek Lisans ;f;&;]rrl;nazeutlsche Chemie Rheinische Friedrich Wilhelms Universitét 2015-2016
Lisans E§k1$ehlr psmapggvz.l UPINVGI‘"SIteSI Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi Haziran 2013

Kimya Miihendisligi Bolimii

Lise Edirne Anadolu Ogretmen Lisesi Haziran 2009

is Deneyimi

| Gorevi Kurum | siire (a1 - Y1)
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce Cok lyi Cok lyi Cok lyi
Almanca Iyi Iyi Iyi
Yabana Dil Sinav Notu #
YDS UDS IELTS TOEFL IBT | TOEFL TOEFL FCE CAE CPE
PBT CBT
63.75 6.5
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 78.13
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft Office Word, Excel, Powerpoint

Cok fyi

*Cok iyi, 1yi, orta, zay1f olarak degerlendiriniz
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