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1. GIRIS
1.1. Sigara

Sigara, bir taraftan diinyada en yaygin kullanilan bagimlilik yapici madde olarak
kabul edilmekte iken diger taraftan da tasidigi 3800’den fazla bilesik nedeniyle
cevresel toksikan madde modeli olarak ele alinmaktadir. Sigara dumani, serbest
radikaller de dahil olmak tizere diger bilesiklerle kolaylikla reaksiyona girebilen
3800°den fazla bilesik tasiyan kompleks bir karisimdir (Fahn ve ark., 1998). Sigara
dumanmnin gaz fazi her sigara i¢in 1 x 10" serbest radikal igermektedir (Pryor, 1983).
Bu serbest radikaller gaz fazda varliklarmi 5 dakikadan fazla siirdiirmekte ve sigara
icenlerin akcigerlerinde hiicreleri biyokimyasal fonksiyonlar1 bozacak sekilde
etkilemektedirler. Serbest radikaller membran lipidlerinin peroksidasyonuna,
fonksiyonu olmayan oksitlenmis proteinlerin birikmesine ve DNA hasarinin
artmasma neden olurlar. Epidemiolojik ¢aligmalar sigara icenlerde amfizem ve
kanser gibi akciger hastaliklarmin biiyiik oranda arttigmi gostermistir (Loeb ve ark.,

1984, Janoft, 1985; Pryor, 1987; Sherrill, 1993; Burchfiel ve ark., 1995).

Sigara dumaninda olusan katran, kinon-semikinon-hidrokinon (Q/Qe-/QH;)
kompleksi tasimaktadir (Pryor ve ark. 1983, 1998). Bu kompleks, molekiiler oksijeni
siiperokside, hidrojen peroksidi de hidroksi radikaline ¢evirir (Pryor ve ark.,1993).
Bu radikaller hiicre membranindaki fosfolipidlerle lipid hidroperoksidlerini
olusturacak sekilde etkilesirler. Lipid peroksidasyon iirtinlerinin sigara igenlerin
plazmalarinda miktarinin artmasi sigara i¢iminin in vivo olarak da lipid
peroksidasyonu arttirdiginin gostergesidir (Morrow ve ark., 1995). Sigarada diger
kimyasallarin yani swra metaller de bulunmaktadir (Kalcher ve ark., 1993), bu
metaller arasinda kadmiyumun sigara kullananlarin kanlarindaki diizeyinin ytiksek
bulundugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Mortada ve ark. 2004, Brockhaus ve ark.
1983). DNA’da goriilen degisikliklerin ¢ogu onarilmaz ise genetik kararsizliga,
mutasyona ve hiicre 6liimiine neden olabilir. DNA onarim mekanizmalari, DNA’nin
biitiinliiglinlin korunmasi ve kanser olusumunun 6nlenmesi i¢in 6nemlidir (Kiyohara

ve Yoshimasu, 2007).



1.1.1. Sigarann icerigi

Sigara dumaninin ana bilesenleri, azot, oksijen ve karbondioksittir. Sigaranin igerdigi
potansiyel karsinojenler ise azot oksitler, izopren, butadien, benzen, stiren,
formaldehit, asetaldehit, akrolein ve furandir. Ayrica 3800 bilesigin yani sira
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), N-nitrozamin ve metallerin de dahil
oldugu bir¢ok karsinojen madde igermektedir. Sigaranin toksik bilesenlerinden en
onemlileri nikotin ve kadmiyumdur (Pfeifer ve ark., 2002; Hoffmann ve ark., 2001;

IARC, 1986).
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Sekil 1.1. Sigarada Bulunan Toksik Bilesikler

1.1.2. Sigaramin Etkileri

Sigara, tiitlin olarak bilinen bitkilerin yapraklarindan elde edilen ve tiim diinyada
yasal olarak kullanilabilen, pek cok insanin keyif verdigini diisiindiigii en onemli
bagimlilik maddesidir (Bruckert ve ark.,1992;). Sigara i¢meyi bir kez deneyen her

dort kisiden liclinlin sigara tiryakisi olmasi, sigaranin bagimlilik yapma giiciiniin



onemli bir gostergesidir. Temininin kolay, kullaniminin yasal olmasi1 ve eroin, alkol
esrar gibi madde bagimliliklar1 i¢in gec¢is maddesi olmasi nedeniyle; sigara
bagimliligi, en sik goriilen ve en 6nemli madde bagimlilig: tipidir. Sigara kullanimu,
hizl1 bir sekilde artmaktadir. Sigaranin bircok hastalia ve erken dliimlere sebep
olmas1 nedeniyle giiniimiiziin en Onemli halk saghigi problemlerinin basinda
gelmektedir (Edwards, 2004; Hoffman ve ark., 1997). Diizenli bir sekilde sigara
icmeye devam edenlerin yarisi, sigara nedeniyle yasamlarini kaybetmektedir. Sigara
nedeniyle 35-69 yas arasinda Olenlerin yasamlarindan kaybettikleri siire 20-25 yil
olarak hesaplanmistir ( Mayda ve ark.,2007).

Sigaranin icerdigi en 6nemli toksik madde olan nikotin, doku ve serumda
kolesterol, fosfolipid, trigliserid ve trigliseritten zengin lipoprotein sentezini
artrmaktadir. Nikotinin lipoprotein metabolizmasin etkileyerek ateroskleroza yol
actig1 bildirilmektedir. Sigaranin iginde bulunan ve oldukc¢a toksik maddelerden biri

de kadmiyumdur.

Uzun siireli kadmiyum maruziyeti, bu metalin karaciger ve bobrekte
birikkmesine neden olurken, akut maruziyeti karacigerde birikmesine neden
olmaktadir. Kadmiyum uygulamas: karacigerde apoptozisi indiiklemektedir. Bu
baglamda sigara dumaninin uzun siire inhalasyonu karaciger dokusunu
etkilemektedir (Colakoglu ve ark., 2005). Sigara dumaninin meydana getirdigi saglik
risklerine akciger kanseri basta olmak tiizere dil, larinx, 6zofagus, mesane, renal
pelvis, pankreas, kemik ve serviks kanserleri gibi ¢esitli kanserler ile atheroskleroz
ve kronik obstriiktif akciger hastalig1 olarak bilinen solunum yoluyla ilgili hastaliklar
sayilabilir (Hoffman ve ark. 1997.; Pfeifer ve ark.,2002).Ayrica sigara icilmesiyle
cok sayida serbest radikal ve reaktif oksijen lriinleri agiga ¢ikmasi oksidatif DNA
hasarmin olusmasina sebep olmakta ve sigara i¢ilmesi, bir¢ok hastalik nedeni olarak

goriilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1988; Mozaffarieh ve ark., 2010).



1.1.3. Sigara ve Kanser

Sigara icenlerde en sik goriilen kanser tiirii akciger kanseridir. Sigaranin igerdigi
PAH, 4-(metilnitrozamin)-1-(3piridil)-1-butan (NNK), 1,3-butadien, etil karbamate
etil oksit, nikel, krom, kadmiyum, polonyum-210, arsenik, ve hidrazin gibi tiitiin 6zel
nitrozaminlerin  akciger kanserine sebep oldugu yaymlanmistir (Pfeifer ve ark.,
2002). Ayrica akciger kanserine sebep olan bir diger etken ise sigara dumanindaki

serbest radikallerin tetikledigi DNA hasaridir (Hoffmann ve ark., 2001).

Akciger kanseri olusunda da en onemli etken sigara i¢ilmesidir. Sigara ile
akciger kanseri arasindaki iligkiler gectigimiz yiizyilin ilk yarisindan beri
bilinmektedir. Bu konuda 6zellikle son 50 yil i¢inde ¢ok sayida calisma yapilmis ve
akciger kanserlerinin %85-90 kadarmin nedeninin sigara oldugu sonucuna
varilmistir. Pek ¢ok calismada sigara igenlerde akciger kanseri riskinin 5 kat ile 15
kat arasinda artmis oldugu ortaya konmustur. Bu bilgilerin 1s18inda, sigara
icilmeseydi bugiin 10 akciger kanserinden 9 tanesinin goriilmeyecegi, 10 akciger
kanseri yerine sadece 1 tane kanser goriilecegi sonucuna varilabilir. Benzeri sekilde
sigara igenlerin sigaray1 birakmasi ile de akciger kanserlerinin biiylik boliimiiniin

onlenebilecegi ifade edilebilir (Kaleli., 2010; Bilir., 2008).

Sigara, akciger kanserinin yan1 sira 6zofagus, oral, orofarengeal, hipofarengeal,
girtlak, mesane, renal pelvis ve pankreas kanserine de sebep olmaktadir (Pfeifer ve

ark., 2002).
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Sekil 1.2. Sigara ve Kanser

Tiim diinyada 1,1 milyar kisi sigara igmektedir ve 2025 yilinda bu saymin 1,6
milyar1 asacagi tahmin edilmektedir. Halen diinyada her yil ii¢ milyon ve her on
saniyede bir kisi, tiitlinlin yol actig1 bir hastalik nedeniyle 6lmektedir ve bu say1
sigara kullanimmin yaygimlasmasi sonucu giderek de artmaktadir. Mevcut durum
degistirilmezse Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tahminlerine gére; 2020-2030’1u yillarin
baslarinda diinyada yilda on milyon insan (%701 gelismekte olan tilkelerde) hayatini

kaybedecektir.

Tirkiye’de 1988 yilinda yapilan ve iilkeyi temsil eden arastirmanin sonucuna
gore sigara igme siklig1 %43,6 olarak saptanmistir. Sigara igme aligkanligi yaklasik
%40 oraninda 15- 19 yaslarinda baslamakta; diinyada ve Tirkiye’de 15 yasin
iizerindeki niifusun %45’inin sigara bagimlis1 oldugu varsayilmaktadir. Ergenlik
cagindakiler de dahil edilince iilkemizde yaklasik 16,5 milyon kisinin diizenli
bicimde sigara igtigi tahmin edilmektedir. Bu durum da diinyada ve Tiirkiye’de
sigaranin toplumsal bir yara oldugunu gostermektedir. Nitekim Tiirkiye’de 1985
yilinda 64,8 milyar adet olan yillik sigara satis1 2000 yilinda 122,6 milyar adede
ulagmustir. Yani s6z konusu donemde satiglar %89,2 oraninda artmustir (Mayda ve

ark., 2007).



1.2. Kadmiyum

Kadmiyum atom numarasi 48, bagil atom kiitlesi 112,40 periyodik tabloda 2B
grubunda yer alan toksik bir metaldir. Dogada diisiik konsantrasyonda ¢inko, kursun
ve bakirla birlikte bulunur. Ancak dogada ¢ok yaygin olmasi sebebiyle, hemen
hemen her seyde (yiyecek, icecek, vb.) dlgiilebilir miktarda mevcuttur ( Thompson
ve Bannigan, 2008). Kadmiyum c¢evresel ve endiistriyel kirlenmenin en Onemli
toksik elementi olarak da tanimlanmaktadr. Kadmiyum,orman yangmlar1 ve
volkanik patlamalar gibi olaylarin neden oldugu erozyon sonucunda atmosferde
birikimi artan, ¢evre kirletici olarak bilinen agir bir metaldir(Marcano ve ark., 2009;
Cannino ve ark., 2009). Ancak atmosferde biriken kadmiyumun dogal kaynaklara
oranla 3-10 kat daha fazlasmin antropojenik kaynaklardan oldugu ileri siiriilmektedir
(Patra ve ark., 2011).Pigmentler, stabilizatorler, alasimlar, elektronik bilesiklerin
dretimi ve Ozellikle sarj edilebilir nikel-kadmiyum pillerinde kullanilmasi,
atmosferdeki yogunlugunun endiistriyel gelisimle birlikte arttigini

gostermektedir(Jarup, 2003; Cannino ve ark., 2009; Joe ve ark. 2011).

Zehirlenmeye, Cd konsantrasyonun yliksek olmasi sebebiyle oncelikle sigara
ayni zamanda gida, su ve hava kirliligi sebep olmaktadir (Tsutsumi ve ark., 2009).Cd
esansiyel olmayip tiim dozlarinda toksik olarak kabul edilir, kalsiyum, demir ve
¢inko metabolizmastyla etkilesir (WHO 1992). Cd ciddi hiicresel hasarlara sebep
olan, biyolojik olarak gerekli olmayan iki degerlikli tehlikeli bir metaldir (Joe ve
ark., 2011). Cd toksisitete molekiiler mekanizmalar: farkli ve karmasiktir. Diger pek
cok iz metallerin aksine (Cr,Fe,Cu) Cd, reaktif oksijen tiirleri(ROS) iiretmek icin
elektron transfer reaksiyonlarima dogrudan katalize olmadigindan redoks aktif bir

metal degildir.

Ancak Cd, ROS iiretimi ile glutatyon, metallotioneinler ve proteine bagh
sulfidril grubu gibi serbest radikal tutucular tarafindan proteinler ve membran
lipidleri ya da DNA hasarma neden olan spesifik olmayan oksidasyona yol agmasiyla
dolayli olarak hiicre hasarina sebep oldugu ileri siiriilmektedir. Intreselliiler Cd,

DNA tek zincir kirilmalarini ve membran biitiinliigliniin yanisira proteinleri, niikleik



asitlerin sentezini ve DNA onarim sistemini inhibe ettigi bilinmektedir (Jin, ve ark.,

2003; Mitra, 1984; Rosen, ve ark., 2002; Stohs, 1995).

Kadmiyum toksisitesi (Cd™), daha dnce bilinen giivenlik degerinden neredeyse
3 kat daha yavas olarak belirlenen tolerans derecesi ABD Ajansi Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA, 2009) yanisira yeni kurulan Toksik Maddeler ve Hastalik
Kayit Defteri (ATSDR, 2008) tarafindan yeniden vurgulanmustir. Ustelik Cd
uluslararas1 kanser arastirma ajansi tarafindan (IARC) 1. Grup karsinojen olarak

siniflandirilmistir (IARC, 1993; Natascha ve ark., 2011).

Kadmiyumun viicuttan atiliminin olduk¢a yavas oldugu ve biyolojik yarilanma
omriiniin  10-30 yi1l arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Kronik kadmiyum
maruziyeti, akciger ve bagwsak iizerinden almimi ve birikimi basta bobrek ve
karaciger olmak iizere pek cok organda toksisiteye sebep olmaktadir (ATSDR, 2008;
Jarup ve ark., 1998). Kadmiyuma akut ve uzun siireli kronik maruziyetin;
nefrotoksisiteye, akciger, karaciger ve prostat kanserine, solunum sistemi hasarlarina

ve kemik kirilmalarina neden oldugu belirlenmistir.

Kadmiyum igerigi degismekle birlikte tahil {riinleri ve sebzeler gibi lifli
besinler; cevresel kadmiyumun basta gelen kaynagidir. Ancak besinlerle alman
kadmiyum orani beslenme sekli ve aliskanliklarma bagli olarak degisir. Sigara
icenlerde ise kadmiyuma daha yiiksek oranlarda maruziyet s6z konusudur ve sigara
icenlerde bu oran igmeyenlere gore 4-5 kat fazladir (Jarup ve ark 1998). Kadmiyum
ozellikle yaprakli sebze ve tohumlu besinlerle alinir, tiitiin yapraklari1 6nemli diizeyde
kadmiyum tasidiklar1 icin sigara icenler besinlerle aldiklar1 kadmiyumdan daha

fazlasini almis olurlar (Satarug ve ark. 2003).

1.2.1. Kadmiyumun Ozellikleri ve Kadmiyum Maruziyeti

Kadmiyum, en tehlikeli ¢evresel ve mesleksel zehirlerden biri olarak kabul edilir
(Brzoska ve ark., 1998).Kadmiyum cevrede konsantrasyonu 0,1 ila 1ppm arasinda
degisen, birincil olarak ¢inko ile birlikte bulunan, genis bir alana yayilmis fakat

seyrek bulunan bir elementtir (Elinder, 1985; IARC, 1993). Saf kadmiyum yumusak,



1yi sekillendirilebilen korozyona dayanikli, giimiis beyazi bir metaldir. Kadmiyum,
cevrede genellikle saf metal olarak bulunmak yerine, oksijen [kadmiyumoksit
(CdO)], klor [kadmiyumkloriir (CdCly)] veya siilfiir [kadmiyumsiilfat (CdSOs),
kadmiyumsiilfit (Cd(SO3),) ] gibi elementlerle bilesik halinde bulunur. Kadmiyum,
10-30 y1l arasinda degisen uzun yarilanma omrii ve viicuttaki tiim organlara dagilimi

nedeni ile toksisitesi yiiksek olan bir elementtir (Jarup ve ark., 1998).

Diinya tizerinde her yil yaklasik olarak 15,000 ton kadmiyum iiretilmektedir.
Endiistriyel alanda, Nikel-kadmiyum pillerinde, aktif elektrot maddelerinde, plastik,
seramik ve camlarda kullanilan pigmentlerde, polivinilkloriiriin (PVC) 1s1 ve 1518a
kars1 dayaniklastirilmasinda, c¢elik ve bazi demir igermeyen metallerin
kaplanmasinda, ¢esitli alasimlarda, kadmiyum igeren elemanlarin ve pargalarin TV,
Olcii gerecleri ve reaktor teknolojisinde, otomatik ve hayvancilik endiistrisinde, tarim
ilaglar1 ve bocek ilaclarmin iretilmesinde, dericilikte kullanilmaktadir (Elinder,

1992; IARC, 1993; Thornton, 1992; USGS, 1997).

Insanlarda kadmiyum maruziyeti, Cd endiistrisine bagh olarak gelisen
mesleksel maruziyetin ve sigara igiciliginin yani sira, bu metalle kontamine olmus
hayvansal gida, sebze ve sudan kaynaklanmaktadir (Brzoska ve ark., 2001; El-
Maraghy ve ark., 2001). Kadmiyum maruziyeti, topraktan aldigi1 kadmiyumu depo
eden sebzelerin ve tiitlinlin tiiketilmesi ile olmaktadir. Lagim atigindan topraga
kadmiyum transferi oldugu gibi, giibrelerle birlikte topraga ve bitkilere kadmiyum
gecmektedir (Wittman ve Hu, 2002; Jarup ve ark., 1998). Topraktaki kadmiyumun
viicuda girisi, yesil yaprakli sebzeler, meyveler ve patates tiiketimi ile olmaktadir
(Satarug ve Moore, 2004). Kadmiyum icerigi degismekle birlikte tahil iirtinleri ve
sebzeler gibi lifli besinler; ¢evresel kadmiyumun basta gelen kaynagidir. Kadmiyum
absorbe edildiginde, viicuttan oldukc¢a diisilk miktarlarda atilabildiginden yasla
beraber viicutta biriken Cd miktarinin artmasina sebep olur ve boylece Onemli
organlarda biriken bu metal, hepatotoksisite, nefrotoksisitevekardiyomiyopatiye

neden olur (EI-Maraghy ve ark.,2001).

Sigara ile kadmiyum maruziyeti, yiyecekle olan maruziyetten daha fazla dnem

tasir. Kadmiyum o6zellikle yaprakli sebze ve tohumlu besinlerle alinir, tiitiin



yapraklar1 onemli diizeyde kadmiyum tasidiklari icin sigara icenler besinlerle
aldiklar1 kadmiyumdan daha fazlasini almig olurlar. Referans kan kadmiyum diizeyi
sigara kullananlar i¢in 0,30-3,92 pg/l ve kullanmayanlar i¢cin 0,3-1,2 pg/l arasinda
verilmektedir (Painter ve ark.,1999). Bir adet sigarada 1-2 pg kadmiyum bulunur ve
% 40-60’1 akcigerler tarafindan alinarak viicuda girer. Sonug olarak, giinde bir paket
sigara igen bir bireyin giinliik olarak fazladan aldigi kadmiyum miktar1 1-3 pg’dir.
Sigara dumanmin solunmas ile alinan kadmiyum miktari, sigara i¢ilmesi ile alman
kadmiyum miktar1 kadar fazla degildir (WHO, 1985; Lucas ve ark., 1980; Prigge,
1978).

Kadmiyuma akut ve wuzun siireli kronik maruziyetin, nefrotoksisiteye,
immunotoksisiteye, osteotoksisiteye, akciger, karaciger, bobrek ve prostat kanserine,
solunum sistemi hasarlarma ve kemik kirilmalarina neden oldugu belirlenmistir

(Patra ve ark., 2011).

1.2.2. Kadmiyum Absorbsiyonu ve Metabolizmasi

Toplam kadmiyumun % 10-50’si inhalasyon yolu ile % 5’1 gastrointestinal yolu ile
viicuda alinir. Kadmiyum metali ve tuzlarinin uguculuklar1 az oldugundan havada
asili ince parcaciklar halinde bulunurlar. Bu parcaciklarin bir kismi solunum
yollarinda, akcigerlerde tutulur ve inhalasyon yoluyla viicuda almir, solunum
havasiyla geri verilir. Kiiglik pargaciklar (yaklasik olarak 0,1 pm c¢apinda) alveollere
niifuz etme egilimindeyken, biiylik parcaciklar (¢ap1 10 pm’den biiyilik olanlar) {ist
solunum yollarinda birikme egilimindedir. Bir sigara yaklasik olarak 1-3 pg Cd
icerir ve sigara igen bireyler paket bagina 1-3 pg kadmiyum alir ve bobreklerinde
biriken kadmiyum miktar1 sigara i¢gmeyenlerdeki kadmiyum miktarmin 2 katidir
(Jarup ve ark., 1998). Sigara icmeyen bireyler ise gida, su ve egzoz gazlar1 gibi
kaynaklar giinliik 30pg kadmiyumdan 1-3 pg alir. Kan kadmiyum konsantrasyonu,
sigara icenlerde (~1-4 pg/l) igmeyenlere gore yaklasik 4-5 kat daha fazladir
(Messner ve ark., 2009; Bernhard ve ark.,20006).

Normal kosullarda, bagirsaklardan kadmiyum absorbsiyonu diisiiktiir. Ancak
yetersiz beslenme veya diyet ile viicuda alinan kalsiyum, protein, ¢inko, demir ve

bakir miktar1 azaldik¢a, kadmiyumun bagirsaklardan emilimi artar. Gastrointestinal
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yolla artan kadmiyum emilimi, kandaki konsatrasyonu artwrarak bu metalin ayni
zamanda doku ve organlara almimina yol acar. Dolayisiyla bu durum diyette
kalsiyum eksikligiyle birlikte, insan ve hayvanlarda kadmiyumun tutulmasma ve

kiimiilasyonuna neden olur (Brzoska, ve ark., 1998).

Kadmiyum toksikokinetiginin en 6nemli 6zelliklerinden biri diisiik molekiil
agirlikli bir protein olan ve molekiil basina yedi kadmiyum atomu baglayabilen
metallotiyoneinlerle etkilesimidir. Cogu dokudaki metallotiyonein, kadmiyum, ¢inko
ve diger metallere maruziyet ve beslenme eksikligi, egzersiz, hipotermi ve
inflamasyon gibi ¢esitli fizyolojik stres olaylar1 sonucunda indiiklenir (Waalkes ve
Goering, 1990). Metallotiyoneinin tam fizyolojik fonksiyonu bilinmemektedir.
Kadmiyumun metallotiyoneinle etkilesimi kadmiyum ve ¢inko arasindaki kimyasal
benzerlikten kaynaklandigi ileri siiriilmektedir (Waalkes ve Goering, 1990).
Kadmiyum oOncelikle plazmada albiimine baglanir, metallotiyoneinle baglanarak
karacigere girer ve sonra kan dolasimmna katilir. Metallotiyoneine baglanmis
kadmiyum renal glomeriiller tarafindan siiziiliir ve proksimal tiibiil hiicreleri

tarafindan yeniden absorbe edilir (Foulkes, 1978).

Kadmiyum ayni1 zamanda kemik, pankreas, bobrekiistii bezleri ve plasentada
akiimiile olur. Viicutta biriken kadmiyumun % 50’si karaciger ve bobrekte toplanir
(Pope ve Rall, 1995). Kadmiyumun neden oldugu baslica patolojiler, renal hasar ve
kemik kaybidir. Bobrekteki kadmiyum konsantrasyonundaki artis beraberinde

osteoporozu da getirir (Jarup ve ark., 1998).

Akut maruziyette diziiri, poliiiri, nefes darligi, gogiis agrisi, irritabilite, asiri
yorgunluk, bas agrisi ve bas donmesi goriilir. Kadmiyumun indiikledigi renal
hasarda ilk olarak idrardaki mikroglobiilinde yiikselme gorilir (Wittman ve Hu.,

2002).

Genom stabilitesi, dogru hiicre fonksiyonlar1 ozellikle replikasyon, gen
ekspresyonu ve protein sentezi igin &nemlidir. Indiiklenmis DNA hasari, hiicre
dongiisiiniin etkilenmesine, genom kararsizliga, kansere ve ayrica hiicre Oliimiine

(apoptozis) sebep olabilir.
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Kadmiyum genom stabilitesini, oksidatif stres artisiyla olusan DNA hasarina
sebep olmasiyla, dolayli olarak etkiledigi goriiliir. Ayrica baz eksizyon onarmmi
(BER), niikleotid eksizyon onarimi (NER), uyumsuzluk onarimi (MMR) gibi bir ¢ok
hiicresel DNA onarim sistemlerini kadmiyumun etkiledigi bilinmektedir (Bertin ve

Averbeck., 2006).

Kadmiyumun toksisite mekanizmasi tam olarak anlasilmamakla birlikte, bazi
hiicresel etkiler ortaya konmustur. Kadmiyuma maruziyetine ugramis toplumlarin %
50-60’lik kesimde kromozomal hasar olustugu gosterilmistir (Fowler, 1978). Viicutta
bulunan diisiik diizeylerdeki kadmiyumun hiicredeki mitokondriye baglanarak
hiicresel solunumu %75 oraninda; oksidatif fosforilasyonu ise neredeyse tamamen

inhibe ettigi gosterilmistir (Nordberg,1985).

Kronik kadmiyum maruziyeti sonucu olusan ortaya c¢ikan doku hasarinda
oksidatif stres ve tiyol tiiketiminin de etkisi vardir. Kadmiyum dokulardaki siilfidril
gruplarma baglanarak, lipid peroksidasyona ve glutatyon tiiketimine neden olur ve
sonucunda hiicresel hasar olusur (Ercal ve ark., 2001). Kadmiyum glutatyona yiiksek
afinite duyar ve safra ile elimine olabilen glutatyon kompleksleri olusturur.
Kadmiyum ayn1 zamanda katalaz, mangan-siiperoksit dismutaz ve bakir/¢cinko-
siiperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) gibi antioksidan enzimleri de inhibe eder

(Casalino, 2002).

Kadmiyum toksisitesi,

DNA zincir kirilmalarina, oksidatif DNA hasarma ve lipit peroksidasyonuna,
apoptoz ve  DNA onarim mekanizmalarin1 etkilemesi gibi dolayli ve direkt

genotoksik etkiye sebep oldugu,

Hiicresel homeostaziyi bozarak, hiicreleri apoptozise, nekroza ve hiicresel

proliferasyona stiriikledigi,

Cd maruziyetinin mutajenik ve karsinojenik etki gdsterebilecegi, yapilan

calismalarda rapor edilmistir ( Mourdn ve ark.,2001; Jeong ve ark., 2000).
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1.3. DNA Yapisi

Tek sarmalli DNA igeren birka¢ viriis disinda, DNA ¢ift sarmallidir. Sarmali
olusturan iki zincir ortak bir eksen etrafinda donerek, c¢ift heliks yapiy1 olustururlar.
Bu yapida zincirler birbirine anti paralel konumda bulunurlar. Sarmalin 5' ucu diger
sarmalm 3' ucu ile eslesir. DNA heliksinin en sik rastlanan sekli, klasik "B" seklidir.
Burada zincirlerin hidrofilik deosiriboz fosfat ana iskeleti molekiiliin dis kisminda
bulunur. Hidrofobik bazlar ise ice dogru, heliks eksenine dik olarak yerlesmislerdir.
Heliksdeki bu yerlesim diizeni sarmallar arasinda bir tane genis (major), bir tane de

dar (mindr) oluk ortaya ¢ikarir.

Minér |
Oluk

Sekil 1.3. DNA Cift Sarmali

DNA molekiiliiniin iki zinciri, piirin ve pilirimidin bazlar1 arasinda yer alan
hidrojen baglar1 tarafindan bir arada tutulmaktadir. Cift zincirli helikste bazlar
heliksin i¢ kisminda, fosfat ve seker omurgasi ise dis kismimda yer aldigi igin
heliksin i¢ kismi hidrofobik, dis kismi ise hidrofilik 6zelliktedir. Piirin ve piirimidin

niikleotitleri arasindaki eslesmeler A karsisinda T; G karsisinda C bulundugu i¢in son
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derece spesifiktir. Bu nedenle ¢ift heliks yapisinda yer alan bir zincirdeki baz dizisi
verildiginde; ikinci zincirdeki baz dizisi belirlenebilir (Ravanat, 1999; Ersoz ve

ark.,2008).

Seker-Fosfat Seker-Fosfat
Omurgasi Omurgasi

Sekil 1.4. DNA Cift Sarmal Yapist

1.3.1. DNA Hasan

Gerek gevresel etkenler gerekse fizyolojik metabolizma iiriinlerinin etkisi sonucunda
DNA’da ¢esitli hasarlar olusmaktadir. Farkli DNA hasarlarina neden olan
ultraviyole,X-1sinlari, kimyasal bilesikler gibi ¢evresel ajanlar, insan genomik
DNA’smin bitlinligini stirekli tehdit etmektedir. Cift ve tek zincir kiriklari,

insersiyon ve delesyonlar, abazik alanlar ve DNA-protein ¢apraz bag olusmasi DNA
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hasarlarma Ornek olarak verilebilir. DNA hasar1 sadece dis faktorlerden
kaynaklanmaz. DNA replikasyonu ve rekombinasyonu gibi olaylar sirasinda,
hiicresel metabolizmanim yan {iriinii olarak tretilen serbest radikaller gibi endojen
ajanlar da DNA hasarna neden olmaktadir. DNA onarimi, hiicre o6liimiinii,
mutasyonu, replikasyon hatalarini, DNA hasarmin devamliligini ve genomik
kararsizlig1 azaltan biitiinislemlerde devreye girmektedir. Bu islemlerdeki herhangi
bir anormallik kanser, yaslanma ve bir¢cok genetik hastalifa yol acabilmektedir

(Burcak ve Andican, 2004; Onur ve ark.,2009).

NARANRARNG
NARANNAZ
N ARARY

NARXNRAY

TEK ZINCIR  CIFT ZINCIR KIRIKLARI CAPRAZ BAGLAR
KIRIKLARI

o
2
>

Sekil 1.5. DNA Hasar Ornekleri

1.3.2. DNA Hasarina Neden Olan Etkenler

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglindeekzojen veya endojen faktorlerin

etkisiylemeydana gelen tiim degisiklikler "DNA hasar1" olarak adlandirilir.

A. Endojen (spontan) Etkenler

1. Yanlis eslesmeler, insersiyon/delesyonlar

2. Kimyasal degisikler: deaminasyon, metilas yon
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3. Baz kayiplar1: depurinasyon/depirimidi nasyon
4. Oksidatif Hasar: 100.000 /hiicre/giin
5. Replikasyon hatalar1

Deamine bir bazin onarillamamasi durumunda nokta mutasyonlar1 goriilebilir.
DNA’dan her giin yaklasik 5000 purin bazi (adenin ve guanin) glikozil baglari
hidrolizeoldugu i¢in kaybolur. Bu olaya depurinizasyon adi verilir. Benzer sekilde
DNA dizisindesitozinin urasile deaminasyonu giinde yaklasik 100 baz c¢iftini etkiler.

Endojen etkenlerle olusan hasar onarilmaz ise somatik mutasyonlar ortaya ¢ikar

B. Ekzojen (¢cevresel) Etkenler

1. Kimyasal ajanlar: aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar,
vinil klorid, mustard gazlar1 v.b.

2. Fiziksel ajanlar: UV radyasyon, iyonize radyasyon v.b.

Benzopren karsinojen olmadigi halde hiicreicinde okside oldugunda
karsinojenik halegelir. Ardindan, DNA’da guanin gruplarina baglanarak G-C
baglantisinin arasina girer veheliks yapisinda bozulmalara neden olur. Ultraviyole
15181m1n neden oldugu hasarlar(siklobiitan ve 6-4 151n iiriinii pirimidin dimerleri) daha
cok deri kanseri riski ile baglantilidir. Mutajenik olan UV 1smi1, pirimidinlerin
kovalent olarak baglandigi dimer formlarininolusmasima neden olur. TT dimer en sik
olusandir. Timin dimerleri, DNA konformasyonunu ve DNA polimerazin aktivitesini
bozarak replikasyonu durdurur. Sisplatin vealkilleyici ajanlar gibi kemoterapotik
ilaglar DNA’da ¢ift zincir kiriklarma ve zincir igicapraz baglarin olusumuna neden
olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) nedenoldugu 100°den fazla oksidatif
DNA hasar1 tanimlanmistir. Bu  hasarlarin  biyolojik 6nemiheniiz  agiklik
kazanmamakla birlikte 8-hidroksideoksiguanin’in (8-OH-Gua) mutasyonaneden
oldugu bilinmektedir. Bu yap1 adeninle baz ¢ifti olusturabilme yeteneginesahip
oldugu i¢in olduk¢a mutajeniktir ve replikasyon sirasinda adeninle baz ¢ifti olusturur.
G:C yerine insan kanserlerinde en ¢ok goriilen mutasyon olan T:A transversiyonuna

yol acar.
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Xagnlan UVigd Xe1ganian
Oksijon radikallen Replikasyen Polisiidik aromatk Antietim o
Alljleyici ajan! ar hatalae hidrokarbonlar apnlar{Cis-M)

Zincirleraram gaprar
Abazik m: A-G Yanky eglenme (6-4) PP bad
T' .:mrm‘? iy T-C Yonhs eslonme cPD Gift zincir bads
Yonhsg Eglanme Rekombinasyon
Tamin Tamin

Sekil 1.6. DNA‘da Hasar Olusturan Ajanlar, Hasar Tipleri ve Tamir Mekanizmalari

DNA hasar1 hiicrede, hasarla basa ¢ikabilecekveya bunu gergeklestiremiyorsa
programlihiicre Olimiinii saglayacak bir¢ok hiicresel olay1 tetikler. Hiicre, DNA
hasarlarina karsifarklt metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA hasarlar1 hiicrenin
apoptoz yolunu aktiveederek hiicreyi O6liime gotiiriir ya da hasar DNA onarim
mekanizmalar1 ile onarilabilir. Dinamik bir yapiya sahip olan DNA molekiili,
onarilabilen tek biyomolekiil olmasi bakimindan 6nemlidir. DNA hasari replikasyon
sirasinda onarillamazsa mutasyona vesonu¢ olarak genomik kararsizliga neden
olur.DNA’da bircok 0zgiin degisimi icine alan genomik kararsizlik, pek ¢ok
hastaligin yani sira hem kanserin hem de yaslanmanmn onemli bir belirtisidir

(Kulaksiz ve Sancar, 2007; Onur ve ark.,2009; Sancar ve ark.,2004).
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1.4. Comet Assay

Comet assay, DNA hasarmi yiiksek hassasiyetle belirlemede kullanilan genotoksisite

testlerinden biridir (M. Valverde, ve ark.,2001; Poli ve ark., 1999).

Genotoksisite kimyasal, fiziksel veya biyolojik ajanin genetik materyalde hasar
yapabilme oOzelligi olarak tanimlanir. Bir ajanin genotoksisitesi bir ¢ok degisik
hastalikla sonuglanabilir, ancak kanser en sik rastlanilanidir. Bircok insan
karsinojeninin, genotoksik oldugu saglam verilere dayanmaktadir. Bundan dolay1
kimyasal genotoksisite ve karsinojenezis arasindaki iliski 1yi bagdaslastirilmistir ve
genotoksisistenin  kanser olusumunu baglatan en O6nemli mekanizma olduguna
inanilmaktadir. Genotoksisite ve karsinojenisite arasindaki ¢cok yakin bir iliskinin ve
genotoksik testlerin karsinojenleri tespit etmede etkinliginin olmasi1 genotoksisite

arastirmalarmin 6nemini gostermektedir (Kurtulmus ve Aydimn, 2007).

Comet assay yonteminin temel prensibi; kimyasal ve fiziksel nedenlerle
olusangenotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreleri iizerindeki etkilerini,
hiicrelerin DNA’larim1 tek tek inceleyerek tespit etmektir. Genel olarak, canli
dokulardan izole edilen g¢ekirdek i¢cindeki DNA, ince bir agaroz jel i¢ine fikse edilir
ve elektroforetik ortamda yiiriitiiliir. Eger cesitli genotoksik ajanlarla hasarlanan
DNA’lar tamir mekanizmalari ile tamir edilememis, tek veya ¢ift DNA zincirlerinde
kirilmalar olusmus ise; kirilan farkli molekiil agirliklarina ve farkl elektrik yiikiine
sahip kirilmis DNA molekiilleri elektroforetik ortamda farkli hizlarda goc ederler.
DNA molekiilleri ethidium bromid gibi DNA spesifik boyalarla boyanip
floresanmikroskop altinda incelendiginde hasarin derecesine gére DNA’lar dairesel
formdankuyruklu yildiza benzer forma kadar ¢esitli derecelerde goriintiiler
olusturduklarindan yonteme ingilizce “kuyruklu yildiz” anlamima gelen “Comet

Assay” adi1 verilmistir( Dikilitas ve Kogyigit, 2010).

Bireylerde hiicresel seviyedeki DNA hasarmim Olclilmesinde kullanilan en
yaygin genotoksisite 6lgme yontemlerinden birisi olan “Tek Hiicre Jel Elektroforezi”™
(SCGE) hassas, basit ve hizl1 bir gorsel floresan teknigidir. Teknik, hiicrelerde ¢esitli
ajanlarm indiikledigi DNA hasar1 ve onarim bozukluklarinin tayini amaciyla genetik

toksikolojiden molekiiler epidemiyolojiye kadar pek ¢ok alanda kullanilmakta olup
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“Single Cell Gel Electrophoresis”, “Comet Analiz” ya da “Microgel Electrophoretic
Tecnique” olarak da adlandirilmaktadir (Collins ve ark., 1997; Yeni ve ark., 2010).

Spesifik hiicrelerde DNA hasar1 ilk kez 1978 yilinda Rydberg ve Johanson
tarafindan belirlenmistir. Mikroskop lami lizerinde agaroz jel i¢ine gomiilen hiicreler
alkali sartlarda bekletilerek membranlar1 parcalanip DNA sarmalinin kismi agilmasi
saglanmistir. Daha sonra noétralize edilen hiicreler akridin turuncu ile isaretlenmis ve
DNA hasarmin diizeyi, yesil floransanin kirmizi florensa oraninin fotometrik 6l¢iimii

ile belirlenmistir ( yesil floresans ¢ift sarmal DNA’y1 kirmiz1 floresans ise tek sarmal

DNA’y1 belirtir) ( Rydberg ve Johanson. 1978; Dinger ve Kankaya,2010).

Gilintimiizde bu teknik cok sayida kritik basamak igerdiginden tamamen terk
edilmistir. 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan tek hiicre diizeyinde DNA
hasar tesptinin hassasiyetini artrmak tlizere ‘Tek Hiicre Jel Elektroforez Teknigi’
gelistirilmistir. Bu teknikte mikroskop lamu {izerinde, ince bir tabaka agar jeline
siispanse edilen az sayida hiicre yogun tuz ve deterjan igeren lizis ¢dzeltisinde
bekletilip notral pH sartlarda kisa bir siire elektroforeze tabi tutulmustur. Sonucta
kirik iceren DNA’larin gevsedigini, kirilmis DNA fragmanlar1 nedeni ile elektrik yiik
kazandigin1 ve cekirdekten anoda dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz goriinimiinii
vermesinden dolayr hasarli hiicreleri “COMET” olarak adlandirmislardir. DNA
gociiniin miktart DNA’larin etidyum bromiir ile boyanmasiyla olusan floresansin
yogunlugunun floresans mikroskobu ile Olglilmesi sonucu belirlenmistir. Yine
kuyruk uzunlugu DNA hasarin1 saptamak i¢in Ol¢iilmiis ve kuyruk uzunlugunun
radyasyon dozunun bir fonksiyonu oldugu belirlenmistir (Ostling, ve Johanson.1984;

Tice ve ark., 2000; Yeni ve ark.,2010).

Notral sartlarda gergeklesen bu teknik ile DNA ¢ift sarmal kirilmalar1 tespit
edilirken, tek sarmal kirilmalar1 tespit edilememistir. Oysa ki DNA hasarina sebep
olan ¢ogu ajan, DNA c¢ift sarmalindan ¢ok DNA tek sarmalinda daha ¢ok hasar
meydana getirmektedir. Ustelik ndtral kosullar altinda calisilan bu teknikle proteinler
tam olarak uzaklastirilmamaktadir. Yontem daha sonra 1988 yilinda Singh ve

arkadaslar1 tarafindan modifiye edilmistir.
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Gilintimiizde bircok comet assay versiyonu vardir. Kullanilan tiim versiyonlar
fiziksel ve kimyasal ajanlarmn tetikledigi DNA hasarini alkali (pH >13) elektroforez
ile belirleyen, Singh ve arkadaslarinin 1988 yilinda yayinladigi versiyonu temel alir.
Bu versiyon, uygulanan daha giiclii lizis sartlar1 ile proteinlerin % 95’inden fazlasini
yok edebilmektedir. Alkali elektroforez uygulamasi ile ¢ift zincir kiriklarinin yanisira
tek zincir kiriklar: ve alkali labil bolgeleri, onarimi tamamlanmamis DNA bdolgeleri
basit ve hasas bir sekilde belirlenmesi saglanmistir (Hoffmann ve ark., 2005; M.

Valverde ve ark.2009).

Cizelge.1.1. SCGE Yontemiyle Farkli pH'larda Tayin Edilebilen DNA Hasar Tipleri

pH:7-8 pH: 10-12 pH>13
Cift sarmal kiriklar1 | Cift sarmal kiriklar Cift sarmal kiriklar1
Capraz baglar Tek sarmal kiriklar1 Tek sarmal kiriklar1
Eksizyon tamir bolgeleri Eksizyon tamir bolgeleri
Capraz baglar Capraz baglar

Alkali ortamda agiga ¢ikan

hasarlar

1.4.1. Comet Assay Basamaklan

1. Mikroskop lamlarmnimn hazirlanmasi

Hiicresel materyalin hazirlanmasi

Yayma

Lizis

Alkali ortamda DNA siiperkoil yapisinin agilmasi( Alkali unwinding)
Elektroforez

A U R o

Notralizasyon
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8.  Fiksasyon
9.  DNA’nin boyanmasi ve ‘‘comet’’ lerin goriintiilenmesi

10. Comet sayimi ve DNA hasarimin belirlenmesi

HUCRELER \
ﬁ‘ - YAYMA

Lizis
I BOYAMA
I NOTRALIZASYON ALKALi ORTAMDA
DNA SARMALIN ACILMASI

ALKALI (pH >13) ELEKTROFOREZ /

Sekil 1.7. Comet Assay Basamaklari

1.4.1.1. Mikroskop Laminin Hazirlanmasi

Lamin itinayla hazirlanmasinda en 6nemli amag; ¢calisma tamamlanincaya kadar jelin
deforme olmamasmi saglamak ve cometlerin goriintiilenmesi, saymm ve hasar
belirlenmesi sirasinda temiz, net bir goriintii elde etmektir. Deneyden bir giin dnce
normal erime noktali agaroz jele mikroskop lamlar1 batirilip oda sicakliginda

kurumaya birakilir. Bu isleme 6n kaplama denir.
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1.4.1.2. Hiicresel Materyalin Hazirlanmasi

Test sonuglarmin dogrulugunu ve giivenirligini etkileyen 6nemli asamalardan biri
olan hiicre materyalinin hazirlanmasi, hiicrelerin hassas bir sekilde itinayla
calisilmasint gerektirir. Kiiltiire edilmis hiicreler, tam kan Ornekleri ( polimorf
l6kositler,mononiikleer hiicre fonksiyonlar1), pirimer insan fibroblastlar1 doku
ornekleri  materyal olarak kullanilabilir ve bunlarin her birinin hazirlanmasi

spesifiktir.

1.4.1.3. Yayma

Hiicre materyalin hazirlanmasi sirasinda izole edilen hiicreler, diisiik erime noktali
agaroz ile muamele edilerek 6n kaplama yapilmis ve numaralandirilmis olan lamlarin
iizerine yayilir. Boylece iki jel tabakasi arasinda gomiilii hiicreleri iceren sandivig

benzeri bir sistem olusturulur. Bir sonraki asamaya i¢in jelin donmasi saglanir.

1.4.1.4. Lizis

Lizis soliisyonu hiicre ve ¢ekirdek zarini lize edip DNA sarmallarinin agaroz i¢inde
serbest kalmasmi saglamak amaciyla kullanilmakta olup lenfositler lam iizerinde
agaroz jele gdomiildiikten sonra, slaytlar yiiksek yogunlukta tuz ve deterjan igeren
taze hazirlanmig soguk lizis soliisyonunda (2.5 M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10
mM Tris, 1% Triton X-100 ve 10% dimethyl sulfoxide (DMSO), pH 10 yaklasik 1

saat sure ile inkiibe edilir.

1.4.1.5. Alkali ortamda DNA Siiperkoil Yapisinin A¢ilmasi

SCGE yonteminde, DNA sarmalinin ¢oziilmesi ve elektroforez siiresi, calisilmakta
olan hasar ile incelenmekte olan hiicre tipine bagli olarak degisebilmektedir.
Elektroforezde yiirlitmeden ©6nce DNA zincirlerinin ayrilmast i¢in slaytlar

elektroforez tamponunda 20-30 dk. arasinda inkiibasyona birakilirlar.Cift sarmal



22

DNA yapisinin agilmasi i¢in elektroforez ¢ozeltisinde yliksek alkali 6zellikteki(pH
>13) elektroforez tamponunda inkiibe edilir. Bu inkiibasyon doneminin amaci
yiiksek yogunluklu tuzlu lizis soliisyonun DNA ile bir elektrotmus gibi miicadele

ettigi tabakadaki agardan ayrilmasini saglamaktir.

Alkali tampon i¢inde, ¢ekirdekteki c¢ift sarmal DNA, zincir kiriklarinin
bulundugu noktalardan agilmaya baslar(Yeni ve ark.,2010; Dinger ve

Kankaya,2010).

1.4.1.6. Elektroforez

Alkali ortamda DNA sarmalinin a¢ilmasindan sonra, jel i¢inde olusan tek zincir
DNAya alkali kosullarda elektrik akimi uygulanir. Anoda dogru hareket eden DNA

parcalar1 bir kuyruklu y1ldiz goriintiisii verir.

1.4.1.7. Notralizasyon

Elektroforezde yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra alkali elektroforez ¢ozeltisini
slaytlardan uzaklastrmak ve jel pH’smin notralizasyonu i¢in slaytlar taze
hazirlanmis Tris tamponuyla (40 mM Tris, pH 7.5) her biri 5 dk olmak iizere 3 kez

yikanarak notralizasyon saglanir.

1.4.1.8. Fiksasyon

Notralizasyon agamasidan sonra her biri 5 dakika olmak tizere sirayla %50, %75 ve
% 100’liik alkolle yikanir.

1.4.1.9. DNA’nin Boyanmasi ve ‘‘Comet’’ lerin Goriintiilenmesi

Cometlerin goriintiilenmesi i¢in yayginlikla kullanilan floresan boya etidyum

bromiirdiir. Boyama sonrasinda floresan mikroskobunda se¢ilen uygun biiylitme ile
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anoda dogru gé¢ eden DNA fragmanlar1 kuyruklu yildiz seklinde goriintiilenir.
Hasars1z DNA ise spot seklinde goriiliir.

1.4.1.10. Comet Sayimi ve DNA Hasarinin Belirlenmesi
Comet’lerin sayilmasi iki farkl sekilde gerceklestirilir.

Gorsel Analiz: Farkli derecelerdeki hasar1 gosteren ‘‘comet’’leri insan gozii
kolaylikla aywt eder. Gorsel degerlendirmeye gore ‘‘comet’ler DNA goc
uzunluguna goére 5 kategoride tamimlanir (0-4). Smiflandirma  ‘‘comet’’lerin

goriinlimiine gore sekil.1.8’deki gibi gerceklestirilir.

Sekil 1.8. Comet Assay Gorsel Degerlendirme; A, Hasarsiz, Kategori 0; B, Kategori 1; C, Kategori
2; D Kategori 3; Kategori 4 E Cok Hasarli, F Apoptik Hiicre
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Parlak bagli objeler ve goriinmeyen kuyruklar 0 kategorisine girer (kuyruksuz
spot seklindeki goriintiiler), ¢ok kiiciik bash cometler ve uzun daginik kuyruklar 4.
Kategoriye girer, 0-4 kategorileri arasinda yer alan ‘‘comet’’ler kolaylikla ayirt
edilebilecek sekilde 1, 2 ve 3 kategorilerinde yer alir. Sayma islemi i¢in her lamda
100 comet secilir ve herbirine i¢inde bulunduklar1 kategoriye gore bir deger verilir (
0,1,2,3 veya 4). Her bir kategorideki ‘‘comet’’ sayis1 belirlenerek spesifik formiiller

ile DNA hasar1 belirlenir.

Bilgisayarli Goriintii Analizi Mikroskop lizerine monte edilen kapali sistem
dijital kamera baglantisi ile otomatik olarak karakteristik ‘‘comet’’lerin goriintiileri
analiz edilir. Bu analizlerin yapilabilmesi i¢in yazilim programlar1 kullanilir.
Programlar comet basini1 kuyruktan ayirt edebilecek ve kuyruk uzunlugu, bas ve
kuyruktaki floresans yiizdesi, kuyruk momenti gibi ¢esitli paremetreleri
belirleyebilecek 6zelliktedir (Dinger ve Kankaya,2010).

1.4.2. Comet Teknigini Etkileyen Faktorler

Comet assay tekniginin tiim islem basamaklar1 azami dikkat ve 6zenle uygulanmasi,
sartlarm stabil olmas1 sonuglarin giivenirliligi agisindan kaginilmazdir. Ornegin
elektroforez sartlar1 (siire,uygulanan voltaj, pH konsantrasyonu), lysing soliisyon
sartlar1 (tuz konsatrasyonu siire ve pH), ortamin 151k diizeyi metodun hassasiyetini
etkilemektedir. Bu sebeple deneylerde kosullar standart tutulmalidir (Dinger ve

Kankaya,2010).

1.4.3. Comet Tekniginin Avantajlar
Tek hiicre diizeyinde bilgi edinilebilir.
Az sayida hiicre gerektirir.

Kolay uygulanabilir.

Hassas, giivenilir ve hizli bir yontemdir.
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Diger genotosisite yontemlerinden daha ekonomiktir.

Degisik hiicre ve doku gruplarma uygulanabilir (M. Valverde ve ark 2009; R. R. Tice
ve ark.2000; Darragh G ve ark 2009).

1.4.4. Comet Assay Ile Tlgili Metodojiler
1.4.4.1. Genotoksisite Arastirmalar

Genotoksisite DNA zincir kiriklar: ile karakterize oldugundan ‘‘Comet Assay’’ ile
belirlenebilmektedir. in vitro ve in vivo genetik toksikoloji alaninda ‘‘Comet Assay’’
onemli uygulama alanma sahiptir. Farkli hiicre dizileri ve herhangi bir ortamdan
aliman hemen her tip hiicre bu teknikle test edilebilmektedir. Tanimlanmis genotoksik
ve mutagenik ajanlarin farkl hiicre tipleri ve farkli dokulardaki spesifik aktiviteleri
(hiicreye spesifik metabolik aktivasyon ve in vitro DNA onarimi ; toksikokinetikler
ve bir maddenin farkli yollarla viicuda verilmesini takiben doz-toksik yanit iliskisi)
Comet Assay ile arastirilabildigi gibi, genotoksik etkisi heniiz tam olarak
tanimlanmamis olan arastirma kimyasallarmin toksik etkileri ve doz toksisite iligkisi

de bu yontemle belirlenebilmektedir.

1.4.4.2. Apoptozis Arastirmalar

Nekroz ya da apoptoz aracili sitotoksisite nedeni ile olusan DNA kiriklari
elektroforezde DNA gociiniin artmasina neden olur. Her iki durumda da ¢ift sarmal
zincir kiriklart olusmaktadir. Apoptotik ve nekrotik hiicreler notral veya alkali
ortamda uyulanacak elektroforez ile belirlenebilir. Genel olarak apoptotik hiicreler
kiiciik bas ve yelpaze seklinde kuyrugu olan cometler; nekrotik hiicereler ise genis

bas ve degisik uzunluklarda dar bir kuyruga sahip cometler olusturmaktadir.
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1.4.4.3. Biyolojik izleme

Comet Assay goreceli olarak kolay, ucuz, hizli ve non-invaziv bir teknoloji oldugu
ve 10-20 mikrolitre kan Orneginde uygulanabildiginden beslenme, yaslanma,
egzersiz gibi biyolojik siireglerin izlenmesinde, cevresel degisikliklerin canli
sistemlerdeki etkisinin belirlenmesinde, hipoksi, ozon ve kemoterapi etkilerinin

degerlendirilmesinde, sperm kelitesinin belirlenmesinde tercih edilmektedir.

1.4.4.4. Antioksidan Arastirmalan

Oksidatif stresin kanser, diyabet, ateroskleroz, nérodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli
patolojilerin temelinde yer aldiginin belirlenmesinden sonra arastirmalar
antioksidanlar iizerinde yogunlasmistir. Enzimatik ve enzimatik olmayan cesitli
antioksidanlar farkli mekanizmalarla oksidadif hasar1 Onlemekte, smirlamaktadir.
Antioksidan 6zelligi bilinen ¢esitli maddelerin klinik kullanimina iligkin ¢aligmalar
yiiriitiilirken bir yandan da yeni bir takim bitkisel molekiillerin antioksidan 6zelligi
olup olmadig: arastirilmaktadir. ““Comet Assay’’, sayilar1 biiyiik bir hizla artmakta

olan in vivo ve in vitro antioksidan ¢aligmalarinda siklikla kullanilan bir yontemdir.

1.4.4.5. Klinik Arastirmalar

“Comet Assay’’in klinik arastirmalarda kullanilmasi ¢esitli hastaliklarin patolojik
mekanizmalarmin aydinlatilmasma onemli katki saglamistir. Bazi kalitsal
hastaliklarin prenatal tanisinda, kansere duyarliligin belirlenmesinde, kanser
tedavisinin takibinde, diabetes mellitus, katarakt, romatoid artrit-sistemik lupus
eritematozus, polikistik over sendromu ve Alzheimer gibi hastaliklarda artmig DNA
hasar1 ‘““‘Comet Assay’” ile gosterilmis, post menopozal kadinlarda hormon
replasman tedavisi bu yontemle incelenmistir. Reprodiiktif tedavide erkek
infertiletesi s6z konusu oldugunda sperm DNA’sinin biitiinliigli ‘‘Comet Assay’’ ile

test edilmistir.
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1.4.4.6. DNA Onarim Arastirmalar

Dogal DNA zincir kiriklarinin yani sira, kesip ¢ikarma onarimi sirasinda olusan
gecici zincir kiriklar1 da elektroforezde DNA gdgiinii artirir. DNA kesip ¢ikarma
onarim mekanizmasmin ilk basamaginda spesifik bir endoniikleaz hasara yakin bir
bolgede DNA sarmalin1 keserek zincir kirigr olusturur. Kesme isleminden sonra
ortama deoksiribontiikleozit trifosfatlar ilave edilip uygun sicaklikta inkiibe edilirse
onarim gergeklesir ve kirik uglar baglanir. ““Comet Assay’’, DNA hasar1 olusturan
bir madde ile muamele edildikten sonra DNA onarim aktivitesinin belirlenmesinde

de kullanilmaktadir (Dinger ve Kankaya,2010).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

PBS Sigma-Aldrich
Histopaque (lenfosit ayirma ¢ozeltisi) Sigma-Aldrich
Na,EDTA Merck
Sodyum lauril sarkosinat Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich
NaCl (Applichem) Sigma-Aldrich
Asetik asid Merck

LMA Prona

NMA Biotechnology Grade
HMA Sigma-Aldrich
Trizma Base Merck

NaOH Sigma-Aldrich
DMSO Merck

Triton X-100 Merck

Agaroz Prona
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Etidyum Bromiir

Etanol

Cd Standart Cozeltisi

Applichem

Sigma-Aldrich

AA Standart Etanol pour SCP

Nitrik asit Merck

Ortofosforik asit Merck

Ultra Saf Deiyonize Su

2.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Floresan Mikroskop Olympus BX50
Yatay elektroforez cihazi Scie-Plas

Gii¢c Kaynagi Bio-Rad
Otoklav Niive

Santrifiij cihaz1 Hettich
Mikrodalga firin Arcelik

Hassas Terazi Mettler Toledo 4 digit
Vorteks karistirici Biosan

1.5 ml. ve 0.2 ml’lik ependorf steril tiipler

Pipet uglar1

(100 wl, 1000 pl, 5 ml, 10 ml)

Otomatik mikropipet

Axygen Genuine

Finntip

Ependorf, Thermo,
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Manyetik Karistirici Mirak

Ph metre Seven Multi Mettler Toledo
Atomik Absorpsiyon Spektrometresi Varian AA240Z Zeeman
Grafit Tip Atomlastirict Varian GTA 120

Grafit Tipleri Varian GTA

Sample Cup 2 ml Vial Pothtech Elkay

Mikrodalga Firin CEM Mars Xpres

Su Piirifikasyon Sistemi Human UP 900 Scholar-UV

Cam Malzemeler

Argon Tupti

Santrifuj Heraeus Sepatech Labofyge 200
Etiv Memmert

Cd Oyuk Katod Lambasi Varian

Polipropilen, Kapakl Tiipler (50 ml’ lik)

2.1.3. Cozeltiler

2.1.3.1. PBS Cozeltisi

140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,4, 1 mM NaH,POQ; ile hazirland1.
2.1.3.2. Lizing Cozeltisi

2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM Na,EDTA distile suda karistiric1 yardimi ile
coziildiikten sonra pH:10’a ayarlandi. Karisima % 1 sodyum lauril sarkosinat ilave

edilerek manyetik karistirict ile karistirildt ve oda sicakliginda saklandi.
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Kullanilacag1 giin taze olarak %1 triton ve % 10 DMSO ilave edildi ve +4 °C’ de

sogutuldu.
2.1.3.3. Elektroforez Cozeltisi

ImM NaEDTA ve 300 mM NaOH distile suda karistirict yardimu ile ¢oziilerek pH>

13’¢ ayarland: ve +4 °C’de saklandu.
2.1.3.4.Notralizasyon Cozeltisi

0,4 M Trizma base distile suda manyetik karistirict yardimi ile ¢oziilerek Ph: 7.5’a

ayarland1 ve +4 °C’de sakland1.
2.1.3.5. Etidium Bromiir Cozeltisi

200 pg /ml stok c¢ozeltiden 100 ml hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi. Cozelti
sisesi karanlikta saklandi. Bu stok ¢0zeltiden boyama esnasinda 20 pg/ml

hazirlanarak her bir lama 60 pL damlatilarak kullanildi.
2.1.3.6. Diisiik Erime Noktah Agar ( LMA)

% 0,63’lik ¢ozeltisi PBS ile c¢oziilerek hazirlandi ve +4°C‘de saklandi. Deney

esnasinda mikrodalga firinda ¢6ziildii ve 37°C’ ye getirilerek kullamildi.
2.1.3.7. Normal Erime Noktah Agar (NMA)

Yiiksek erime noktali agar (HMA): %1’ lik ¢ozeltisi PBS ile ¢oziilerek hazirlandi.
Cozelti sicak iken lamlar bu ¢dzeltinin i¢ine daldirilarak agar ile kaplanip oda

sicakliginda kurutuldu.

2.1.4. Deney Protokolii
2.1.4. 1. Sivi Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismaya 21-59 yas arasi, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi polikliniklerine

basvuran bireylerden 4.5 ml. kan 6rnegi heparinli vakumlu tiipler igerisine alindi ve
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tiiplerin tizerleri etiketlenerek comet analizi i¢in kanlar taze calisilip, metal analizi

icin ise +4 °C’de muhafaza edildi.

Bu c¢alisma; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulunun 23.02.2009

tarih, 147-4532 sayili karar1 ve izni ile yiirtitilmiistiir.

2.1.5. Yontem

Calismamiz iki bdliimden olusmaktadir. Ik bdliimde toplumumuzda sigara icen ve
sigara igmeyen bireylerin comet analizi ile DNA hasar derecesi belirlenmis, ikinci
boliimde ise hasar1 belirlenmis kan orneklerinin Cd diizeyleri Olgiilerek aralarinda

korelasyon olup olmadigi arastirilmistir.

2.1.5.1. Comet Assay ile Lenfosit DNA Hasarinin Belirlenmesi
2.1.5.1.1. Lenfosit izolasyonu

Periferik beyaz kan hiicrelerinden kolay elde edilebilmesi ve viicuttaki oksidatif stres
diizeyini 1yi yansitabilmesi nedeniyle, genotoksisite calismalarinda en ¢ok lenfositler

kullanilmaktadir.

Heparinli tiiplerde alman 2,5 mL periferik vendz kan steril cam tiiplere alindu.
Kan 1:1oraninda PBS ile sulandirilip vortex isleminden gegirildi.

2 ml ficoll histopague tiipiin alt kismina tabakalandirildi.

AW b=

2000 rpim de 12 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda olusan 3 fazdan
ortadaki lenfositlerin oldugu bulutsu tabaka pastor pipet yardimiyla alinda.

5. Uzerine 8 ml PBS eklenerek santrifiij islemi tekrarlandi.

6. Hiicreler, jelde yayma isleminde kullanilmak {izere tiipiin alt kisminda

kalmasi saglanmis oldu.
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2.1.5.1.2. Preparatlarin Hazirlanmasi

1. % 1°lik normal erime dereceli agaroz ve % 1°‘lik yiiksek erime dereceli agaroz

PBS soliisyonu kullanilarak hazirlandi.

2.Cozelti mikro dalga firmda ¢oziildii.

3.Lamlar hazirlanan ¢6zeltiye batirilip ¢ikarilarak tek yiiziiniin kaplanmasi saglandi
4. Uzerleri kaplanan lamlar oda sicakliginda bir gece kurumaya birakildi.

2.1.5.1.3. Lamlarin Jelle Kaplanmasi
Hiicrelerin gomiilmesi ve elektroforetik goce hazirlik amaciyla,

1. Steril bir eppendorf tiipte 100mikrolitre LMA ( 37°C) igine 50 mikrolitre hiicre
eklendi.

2. Pipetaj yapilarak homojen karisimlar1 saglandu.

3. Mikropipet yardimiyla lam {izerine nazik¢e damlatildi lamelle kapatilarak yayma

islemi gerceklestirildi.

4. Buz iizerinde 5-10 dakika katilagmasi saglandiktan sonra lameller yavasca

kaldirilarak lizing ¢6zeltisine aktarildi.
2.1.5.1.4. Lizis

1.Lizis soliisyonuna %1°lik triton X ve %10 DMSO kullanmadan hemen 6nce ilave

edilerek taze soliisyon elde edildi.

2.Preparatlarin {izeri bu soliisyon ile kaplanarak buzdolabma kaldirildi. 1 saat lizis

soliisyonunda bekletildi.
2.1.5.1.5. Elektroforez
DNA kiriklarini goriintir hale getirmek i¢in elektroforetik ytriitme islemi uygulandi.

1. Taze hazirlanmis elektroforez tamponu, kullanilmadan once
buzdolabindasogutuldu.

2. Cozelti elektroforez tankina aktarildi.
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3. Lamlar art1 kutba ve birbirlerine miimkiin oldugunca yakin olacak sekilde
elektroforez tankina yerlestirildi.

4. Tampon i¢inde lamlar DNA unwinding (¢ift sarmal DNA’nin tek sarmala
doniismesi) i¢in 20 dakika siireyle bekletildi.

5. Bu esnada direk 1siktan kagmmak amaciyla tankin kapagi kapali tutulup
aliminyum folyo ile kaplandi.

6. Giic kaynag1 300 mA, 25 volta ayarlanarak 20 dakika siireyle elektroforetik
yiiriitme iglemi gerceklestirildi.

2.1.5.1.6. Notralizasyon

Olusan kimyasal reaksiyonu stabilize etmek ve fazla tuz ve deterjan1 uzaklastirmak

amaciyla yapilir.

Bir penset yardimiyla tanktan ¢ikarilan lamlar,pH’1 7.5 olan 4°C’deki nétralizasyon

tamponunda 5’er dakika siireyle 3 kez yikandu.

2.1.5.1.7. Fiksasyon

Lamlar sirasiyla % 50, % 75, % 100’liikk alkollerde 5’er dakika bekletildi.
2.1.5.1.8. Boyama

Stok c¢ozeltiden 20 pg/ml ¢ozelti hazirland1 ve her bir lama 60 pL damlatilarak
kullanilda.

2.1.5.1.9.Goriintiilleme

Boyanan preparatlar floresan mikroskopta incelendi.

Sekil 2.1. Comet Goriintiisii
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2.1.5.1.10. Sayim ve Hesaplama

Her bir ornek icin 50 comet sayilip, BAB Bs otomatik analiz sistem ile 9
parametreye[comet length (CL), comet intensity (CI), head length (HL), head
intensity (HI), tail length (TL), tail intensity (TI), DNA tail (DNAt), tail moment
(TM) and olive tail moment (OTM)]gore hasar derecesi belirlendi.
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Sekil 2.2. BAB Bs Otomatik Analiz Sistemi

2.1.5.2. Stvi Kan Orneklerindeki Cd Konsantrasyonun Belirlenmesi

Stvi kan  Orneklerindeki  Cd konsantrasyonu belirlemek amaciyla Atomik

Absorbsiyon Spektroskopisi (AAS) kullanilda.

Grafit firmlh atomik absorbsiyon spektroskopisi (GFAAS) ile numune sicakligi
basamakli olarak elektrik enerjisiyle artirilarak kurutma islemi yapilir, ardindan
kiilleme islemiyle numunedeki matriks uzaklastirilir ve atomizasyonla element
serbest atomlarma ayrilir. Metodun prensibi; yiiksek sicaklikta gaz halinde bulunan
element atomlarinin elektromanyetik 1sinlar1 (genellikle goriiniir alan ve UV

isinlaridir) absorblamasi temeline dayanir.

Bir atomik absorbsiyon spektroskopisi su kisimlardan olusur:



36

-Istenilen dalga boyunda 151k verebilen bir 151k kaynagi,
- Atomlastirma (Atomizasyon kismi),

- Dalga boyu sec¢icisi (Monokromator),

- Elektrik sinyalleri alan kisim (Fotodedektdr),
-Elektronik okuma sistemi.

2.1.5.2.1. Cd konsantrasyonun Belirlenmesi

Tam kan Orneklerinden 1’er ml alinarak tizerine 9 ml % 65 ‘lik HNO; eklenerek
mikrodalga firma ait yiiksek 1s1ya dayanikli teflon tiiplere kondu. Yakma islemine ait
mikrodalga firin programi Cizelge 2.1.’de gosterilmistir. Asitle yakilan kan 6rnekleri
kapakli 50 ml’lik polipropilen tiiplere alinarak toplam hacim deiyonize su ile 20
ml’ye tamamlandi. Karigim vorteksle karistirildiktan sonra 6rnekler analiz islemine

kadar kapakli polipropilen tiiplerin i¢inde, +4 °C’ de sakland1.

Cizelge 2.1. Mikrodalga firina ait tam kan yakma programi.

Max. Gug Giig % Zaman (dak.) Sicaklik (°C) Bekleme (dak.)
(Watt)
800 100 15:00 200 5:00

Kandaki Cd konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, Varian AA240Z Zeeman
Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi cihazi kullamildi. 1000 ppm’lik ana Cd
stogundan 2 ppb‘lik ara stok hazirlanarak cihaza verildi, bdylece bu stoktan
analizlerde kullanilmak tizere 0,2 ppb, 0,4 ppb ve 0,8 ppb’lik standartlarin cihaz
tarafindan hazirlanmas: saglandi. Hazirlanan standartlara ve ultra saf suya
kontaminasyonun 6nlenmesi ve keskin bir pik elde edilebilmesinin saglanmasi i¢in

%0635 saflikta nitrik asit eklendi.

Kalibrasyon egrisi i¢in her bir standart ¢ozelti icin 3 kez Olglim yapild.

Kadmiyum analizi i¢in dalga boyu 228,8 nm olarak ayarlandi. Olgiim kalibrasyon
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egrisi i¢in konsatrasyon, kan ornekleri igin pik ytiksekligi ile yapildi. Kalibrasyon 50

ornekte bir tekrarland1. Ornekler i¢in ise 3 kez dl¢iim yapildi.

Atomlastirict olarak grafit firm ve ortam gazi olarak Argon kullanildi.
Absorbans  verisi 1700°C’de topland.. Matriks modifier olarak  %1’lik
amonumdihirojen fosfat soliisyonu kullanildi. Toplam enjeksiyon hacmi 25ul olacak

sekilde ana standart seyreltilerek, matriks modifier eklendi.

Kadmiyum analizine ait grafit firm sicaklik program Cizelge 2.2.’de, 6rnek
kalibrasyon grafigi Sekil.2.3. ’de verilmis ve cihaza ait metod ayrintilar1 Cizelge ’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.2. Sivi Kan Orneklerinden Kadmiyum Analizine Ait Grafit Firin Sicaklik

Program
Basamak  Sicaklik (°C)  Siire (sn) Gaz akist Sinyal Toplama
(L/dak) Okuma
1 85 5 03 -
2 95 40 03 - e
3 140 20 03 -
4 300 10 03 - e
5 450 5 0r - e
6 450 5 0r - e
7 650 10 03 | @ == | @ ==
8 650 10 03 v
9 650 1 0.0 v v
10 1750 1 0.0 v v
11 1750 1 0.3 v v
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Abs  Linear - Cal. Set 1
0.22]
015
0.10
000
I | | | |
00 02 04 0.6 08
\ZoonJ|_Dvelly | Cdugl
Konsantrasyon Absorbans %RSD
CAL ZERO 0.000 ppb 0.0095 24.9
STANDART 1 0.200 ppb 0.0632 0.7
STANDART 2 0.400 ppb 0.1188 0.4
STANDART 3 0.800 ppb 0.2246 2.7
RESLOPE 0.400 ppb 0.1098 5.8

Sekil 2.3. Tam Kanda Kadmiyum Analizine Ait Ornek Kalibrasyon Grafigi

Cizelge 2.3. Grafit Firinli Atomik Absorpsiyon Spektrometre Cihazinda Kadmiyum Analizi I¢in Tam

Kanda Uygulanan Metot
Element - matriks : Cd —Tam Kan
Enstriiman : Zeeman
Konsantrasyon birimi cug/L
Enstriiman modu : Absorbans
Ornekleme : Otonormal

Kalibrasyon modu : Konsantrasyon
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Ol¢iim modu

Standart tekrari

Ornek tekrar1
Ekspansiyon faktor
Egri ¢izimi
Konsantrasyon ondalik araligi
Dalga boyu

Slit genisligi

Gain

Akim

Background

Standart 1

Standart 2

Standart 3

Reslope

Reslope standardi
Reslope alt limit
Reslope tist limit
Rekalibrasyon
Kalibrasyon algoritmasi
Total enjeksiyon hacmi

Ana standart konsantrasyonu

: Pik yiiksekligi

23

: 1.0

: 7 noktali

: 2 basamak
:228.8 nm
:0.5 nm

1% 58

14 mA

:BCon
:0.2pg/L
:0.4 ug/L
:0.8 pg /L

: 25 Grnekte bir
: Standart 2
%75

: % 125

: 50 6rnekte bir
: New Rational
225 ul

:2ug/L
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2.1.6. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizlerde SPSS V16 kullamlmistir. ikili gruplarm
karsilagtirilmasinda Student-T testi, ikiden fazla gruplarin karsilastirilmasinda one
way anova testi( tek yonli varyans analizi) kullanilmistir. Datalar ortalama standart
sapma (ortalama+S.S), minimum ve maksimum degerleri kullanilarak verilmistir.
Olgiimle elde edilen sonuglarm korelasyonu, Pearson korelasyon analizi ile

karsilastirildi. p<0,05 ve p<0,01 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Calismaya 21-59 yas arasi, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi polikliniklerine
basvuran bireyler deney grubu olarak alindi. Tam fizik muayene ve ayni metotla
calisilmis rutin laboratuvar sonuclariyla degerlendirilmis ayni yas grubundan secilen
kronik hastaligi bulunmayan bireyler, sigara icen ve icmeyen olmak iizere iki gruba
ayrilarak kontrol grubu olarak alindi. Bu calismada, toplam 120 bireyden kan
toplanarak ayni giin analiz edildi. Bu bireylerin yas ortalamalar1 33.32+8.38 ve yas
aralig1 21 ile 59 arasinda bulundu. Calismaya 60 sigara igen (30 kadin ve 30 erkek)
ve 60 kontrol grubu bireyleri (30 kadin ve 30 erkek) dahil edildi. Caligmada her
goniillii icin belirlenen saglik sorunu yaninda; yas, cinsiyet, meslek, yasadiklari
bolge, sigara kullanimi ve siiresi kaydedildi. Bu 6rneklerde kandaki DNA hasar1 ve
Cd diizeyleri belirlendi. Ayrica, gruplar cinsiyete, yasa, yas gruplarina ve sigara

indekslerine (SI) gore istatistiksel agidan degerlendirildi.

3.1. Olgiilen Parametrelerin Tanimlayici Istatistikleri

Calisilan kan orneklerinde Comet parametreleri ve Cd konsantrasyonlar1 i¢in elde
edilen ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri hesaplanarak

Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Comet Parametreleri ve Cd Konsantrasyonlarinin Ortalama, Standart Sapma, Minumum

ve Maksimum Degerleri.

n Ortalama S. Sapma Minimum | Maksimum
Comet Length 120 26,06 3,39 14,05 37,75
Comet Intensity 120 58019,53 18797,35 32859,00 148116,00
Head Length 120 16,09 1,72 9,27 21,06
Head Intensity 120 84366,74 15977,59 39234,00 129995,00
Tail Length 120 5,20 1,15 2,50 10,58
Tail Intensity 120 37980,31 8099,62 15399,00 68610,00
Tail Moment 120 3,40 0,59 1,88 5,10
Olive Tail Moment 120 495,80 457,91 11,70 2591,34
Cd (ppb) 120 1,21 1,42 0,10 13,10

b

b

3.2. Sigara Icimi ile Cd Diizeyi ve Comet Parametreleri arasindaki iliski

Sigara igen ve igmeyen gruplardaki Cd diizeyleri ile 9 comet parametresi arasindaki

iligki istatistiksel olarak hesaplanmis ve sonuglar sonuclar c¢izelge 3.2° de

gosterilmistir.

Sigara icen ve kontrol grubu arasinda, Cd diizeyi, CI, TL ve OTM comet

parametreleri agisindan istatistiksel olarak oldukc¢a anlamli iliski bulunmustur

(p<0,05), ancak diger comet parametreleri arasinda (CL, HL, HI, TI, DNAt ve TM)

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamaistir (p>0,05).
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Cizelge 3.2.Sigara Icen ve Igmeyenlerde Cd ve Comet Parametreleri Istatistikleri

Kontrol grubu Sigara icen Grubu
n=60 n=60 p
(Ort. £8S. S.) (Ort. £8S. S.)
Cd (ppb) 0,64+0,47 1,77+1,78 <0,01*
Comet Length 25,53+1,26 26,60+4,59 >0,05
Comet Intensity 53581,33+3952,60 62457,73+25631,69 <0,01*
Head Length 16,01+0,74 16,17+2,32 >0,05
Head Intensity 83080,74+5916,58 85652,73+21829,43 >0,05
Tail Length 4,94+0,32 5,47+1,55 <0,01*
Tail Intensity 37624,85+3779,95 38335,78+1085,.39 >0,05
DNA Tail 78,83+7,88 72,02+25,71 >0,05
Tail Moment 3,39+0,29 3,40+0,79 >0,05
Olive Tail Moment 603,83+513,90 387,77+£367,54 <0,01*

3.3. Sigara Iciminin Kadin ve Erkek GruplarindaCd Diizeyine ve Comet

Parametrelerine Etkisi

Calismadaki kadin ve erkek gruplar, sigara i¢cen ve kontrol grubu olarak ayrilarak, Cd

diizeyi ve 9 comet parametresi agisindan istatistiksel olarak degerlendirme yapilmis

ve sonuglar, ¢izelge 3.3°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Sigara Icen ve Igmeyen Kadmn ve Erkek Gruplarmda Cd ve Comet Paremetreleri

Arasindaki Iliski.
Kadin Erkek
Kontrol grubu Sigara icen Grubu Kontrol grubu Sigara icen Grubu
(Ort.£8S.8.) (Ort.£8S.8.) p (Ort.£8S.8S.) (Ort. £S. S.) p

(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
Cd 0,59+0,41 1,98+2,30 <0,05* 0,69+0,53 1,56+1,04 <0,01**
Comet Length 25,48+1,31 27,66+4,15 <0,01** 25,58+1,22 25,54+4,83 >0,05
Comet Intensity | 53518,84+4453,24 | 65944,78+24412,60 | <0,01** | 53643,82+3456,20 | 58970,68+26748,63 | >0,05
Head Length 15,90+0,70 16,97+£2,07 <0,01%* 16,11+0,77 15,36+2,31 >0,05
Head Intensity | 81501,92+6123,98 | 93780,03+21551,04 | <0,01** | 84659,56+5344,03 | 77525,44+19192,99 | >0,05
Tail Length 4,97+0,34 5,60+£1,40 <0,01** 4,91+0,29 5,33+1,70 >0,05
Tail Intensity 36483,84+3376,3 | 41573,08+9035,40 | <0,01** | 38765,86+3869,83 | 35098,48+11674,27 | >0,05
DNA Tail 76,59+6,93 75,31+27,10 >0,05 81,08+8,24 68,74+24,24 <0,05*
Tail Moment 3,31+0,26 3,59+0,70 <0,05* 3,47+0,30 3,214+0,84 >0,05
Olive Tail
Moment 499,46+441,17 348,794294,10 >0,05 708,21+565,80 426,76+430,33 <0,05*

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde;

comet parametreleri agisindan olduk¢a anlamli (p<0,01),

Kadinlarda, sigara icen ve kontrol grubu arasinda CL, CI, HL, HI, TL ve TI

Cd diizeyi ve TM

parametreleri acisindan anlamli bir iliski bulunurken (p<0,05), DNAt ve OTM

parametrelerinde anlamli bir iliski tespit edilememistir (p>0,05).

Erkeklerde, sigara igen ve kontrol grubu arasinda sadece Cd diizeyi agisindan

istatistiksel olarak olduk¢a anlamli (p<0,01), DNAt ve OTM parametreleri agisindan

anlamli bir iligki bulunurken (p<0,05), diger comet parametreleri agisindan

anlamlilik bulunamamistir (p>0,05).
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3.4. Sigara Indeks (SI) ve sigara icmeyen gruplar ile comet parametreleri

arasindaki iliski

Caligmadaki sigara icen kisiler sigara indeksine gore, hafif iciciler (SI=1-400) ve agir

iciciler (SI=401-800) olarak gruplandirildi. SI degeri, tiim calisilan 9 comet

parametreleri ile karsilastirildiginda, sadece OTM comet parametresi ile istatistiksel

olarak anlamli bir

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.4. Sigara Indeks (SI) ve Sigara igmeyen Gruplar ile Comet Parametreleri Arasindaki ligki

iliski  bulunmustur (p<0.05). Sonuglar c¢izelge 3.4° de

ORNEKLER Comet Comet  Head Head Tail Tail DNA Tail  OliveTail
Length Intensity Length Intensity Length Intensity Tail Moment Moment
i Ort. 25,53  53581,33 16,01 83080,74 4,94 37624,85 78,83 3,39 603,83
qg @ S.S. 1,26 3952,60 0,74 5916,58 0,32 3779,95 7,88 0,29 513,90
E 2:/ Min. 23,64 45291,05 14,82 7240293 4,43 27538,29 57,33 2,52 107,59
E%” Maks. 30,40 64659,64 19,36 102773,17 6,12 49214,68 100,11 4,26 2591,35
= Ort. 26,54 62514,16 16,11 85170,78 5,47 38691,85 72,99 3,43 412,14
_ ?‘:i 2 § S.S. 4,69  26508,64 2,37 2204731 1,63 11150,09 26,28 0,81 385,32
\5: '% E 2:‘/ Min. 14,05 33379,08 9,27  39234,02 2,50 15399,27 29,49 1,88 12,01
é = Maks. 37,75 148115,68 21,06 129994,58 10,58 68609,70 137,41 5,10 1665,09
'E = Ort. 26,91 62175,58 16,42 88062,48 5,45 3655540 67,18 3,26 265,92
.;fo ?:; § § S.S. 4,28 21930,12 2,17  21672,09 1,17  9537,98 23,30 0,70 239,59
s E.oél 2:‘/ Min. 20,40 32859,13 12,93 55870,73 3,87 22810,29 36,50 2,05 11,70
< Maks. 33,37 99646,48 19,52 120799,07 7,43 51915,20 103,09 4,43 640,10
Ort 26,06 58019,53 16,09 84366,74 5,20 37980,31 75,43 3,40 495,80
= = S.S. 3,39 1879735 1,72 15977,59 1,15  8099,62 19,24 0,59 457,91
%_ % Min. 14,05 32859,13 9,27  39234,02 2,50 15399,27 29,49 1,88 11,70
= = Maks. 37,75 148115,68 21,06 129994,58 10,58 68609,70 137,41 5,10 2591,35
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,05*
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3.5. Comet Parametreleri, Cd Diizeyi ve Yas Arasindaki Korelasyon Sonuclari

Comet parametrelerini kendi arasinda korelasyon agisindan degerlendirilip
istatistikleri yapilmistir ve Cizelge 3.5°de gosterilmistir. Ayrica, comet parametreleri

ile bireylerin Cd diizeyleri ve yaslari arasinda da korelasyon analizleri yapilmistir.

Cizelge 3.5. Comet Parametrelerini Kendi Arasinda Korelasyon Istatistikleri Sonuglari

Comet
parameters
Comet Comet
Length Length
Comet Comet
p<0,01*
Intensity Intensity
Head Head
p<0,01* | p<0,01*
Length Length
Head Head
. p<0,01* | p<0,01* | p<0,01* .
Intensity Intensity
Tail Tail
p<0,01* | p<0,01* | p<0,01* | p<0,01*
Length Length
Tail Tail
p<0,01* | p<0,01* | p<0,01* | p<0,01* | p<0,01*
Intensity Intensity
DNA DNA
Tail p<0,01* | p<0,01* | p>0,05 | p>0,05 | p<0,01* | p<0,01* Tail
ai ai
Tail Tail
p<0,01* | p>0,05 | p<0,01* | p<0,01* | p>0,05 | p<0,01* | p<0,01*
Moment Moment
Olive Tail
M . p<0,01* | p<0,01* | p>0,05 | p>0,05 | p<0,01* | p>0,05 | p<0,01* | p<0,01*
omen

Calismada 0lgtlilen 9 comet parametresinin birbiri ile korelasyonu hesaplanmis
ve istatistiksel olarak oldukca anlamli korelasyon tespit edilmistir (p<<0,01). Bu da
bize ¢alismada kullandigimiz comet parametrelerinin kendi aralarinda siki bir iligki
icerisinde oldugunu gostermektedir. Ayrica calismada, comet parametreleri ile
bireylerin Cd diizeyleri ve yaslar1 arasinda da korelasyon analizleri yapilmis ancak

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunamamustir (p>0,05),
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4. TARTISMA

Sigara, polisiklik aramotik hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler, N-
nitrozaminler, aldehitler, gibi zararli maddelerin ana sinifin1 olusturan pek c¢ok
karsinojen maddeyi igerdigi bilinmektedir (Hecht, 1999; Stabbert ve ark., 2003).
Sigara icerdigi serbest radikaller membran lipidlerinin peroksidasyonunu, fonksiyonu
olmayan oksitlenmis proteinlerin birikmesini ve DNA hasarinin artmasini tetikler

(Ferger ve ark., 1998; Wetscher ve ark., 1995; Pryor ve ark. 1983, 1998).

Sigarada bir¢cok kimyasalin yani sira agir metaller de bulunmaktadir (Kalcher
ve ark. 1993). Bu metaller arasinda kadmiyumun sigara kullananlarin kanlarindaki
diizeyinin yiiksek bulundugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Mortada ve ark. 2004,
Brockhaus ve ark. 1983). Intreselliiler Cd, DNA tek zincir kirilmalarin1 ve membran
biitlinliigiiniin yanisira proteinleri, niikleik asitlerin sentezini ve DNA onarim
sistemini inhibe ettigi bilinmektedir (Jin, ve ark., 2003; Mitra, 1984; Rosen, ve ark.,

2002; Stohs, 1995).

DNA hasar diizeyi 6l¢iimiiniin yani sira sigara kullanim, alkol i¢iciligi vb. gibi
yasam sartlarini bilmek 6nemlidir. Bu parametrelerin her biyoizleme calismasinda
dikkate alinmasi gerekir. Bu nedenle ¢alismamizda Comet assay teknigi kullanilarak

sigara ile DNA hasar1 arasindaki iliski incelenmistir.

Comet yontemi, yasam sartlari, meslek ve cevresel faktorlerin sebep oldugu
insan genotoksisite biyoizleme c¢aligmalarinda yaygin olarak  kullanilmaktadir
(Pandey ve ark., 2005). Teknik jel icindeki cekirdek DNA’smin elektroforez
sirasinda tek ve cift zincir kiriklarma ve genotoksik hasarin sebep oldugu goce
dayandig1 diisiiniilmektedir. Pek cok calismada sigara kullanimi ile DNA gogiiniin
arttig1 bulunmustur (Tice, 1995; Collins ve ark., 1995; Speit ve ark., 2002; Hininger
ve ark., 2004) ve sonug¢larimiz bu bulgularla tutarhdir. Alkali comet yontemiyle baz1
insan biyoizleme ¢alismalarinda sigara aligkanligi ve DNA hasar1 arasindaki iliski
anlamli bulunmustur (Faust ve ark., 2004). Ancak bazi caligmalar sigara icen ve
icmeyen bireyler arasinda DNA hasarmin farkli olmadigmi goéstermistir. Bu

calismalarda, eski igiciler sigara igmeyen bireyler olarak referans edilmesiyle ya da



48

ornek sayismin az olmasiyla iligkilendirilmistir (Stabbert ve ark, 2003; DeMarini,

2004).

Giovannelli ve arkadaslar1 ¢alistiklar1 6rneklerde az miktarda sigara kullananlar
16.9%) olmas1 sebebiyle sigara kullanimi ve DNA oksidasyon arasinda bir iliski
Y

bulamamislardir. (Giovannelli ve ark., 2002).

Onceki calismalarda DNA gd¢ artismin yaslanma ile iliskilendirilmesi
onerilmistir (Tice ve ark., 1985; Singh, 1990). Singh ve arkadaslart DNA hasarmin
yaslanmayla anlamli derecede farklilik bulmasma ragmen, DNA hasar derecesinin
yalnizca biraz arttigmi gozlemlemistir (Singh ve ark., 1991). Biz calismamizda
comet parametreleri ile yas arasinda anlamhilik bulmadik. Ancak bu durum

orneklerimizde yas araliginin az olmasindan kaynaklanabilir.

Sigara kullananlarin kanlarinda kadmiyum diizeyinin yiiksek oldugu bir¢ok
calismada gosterilmistir (Mortada ve ark. 2004, Brockhaus ve ark. 1983) ve

sonuc¢larimiz bu ¢alismalarla tutarhdir.

Kim ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada agir sigara icenlerin kanlaridaki
kadmiyum konsantrasyonunun sigara igenlenlere ve igmeyenlere gore yliksek
derecede anlamli bulmuslardir (Kim ve ark.,2010). Bu calismada ise, sigara igcen
bireyleri agwr iciciler ve hafif iciciler olarak ayrilip degerlendirildiginde, kan
kadmiyum diizeyinin agir igiciler grubunda fazla oldugu gozlemlendi ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu durum sigara igcen bireyler
gruplandirildiginda agir icici olan bireylerin sayismin az olmasmndan kaynakladigi

sOylenebilir

Sigara, ¢evresel kadmiyum maruziyetinin en biiyiik kaynaklarindan biridir.
Yapilan ¢aligmalar kadinlarin erkeklere gore ¢evresel kadmiyuma daha ¢ok maruz
kaldigin1 gdstermislerdir (Olsson ve ark.,2002; Satarug ve ark.,2004). Biz
calismamizda sigara igen bireyleri kadin ve erkek olarak gruplandirdigimizda
kadinlarin erkeklere oranla kandaki kadmiyum diizeylerinin daha yiiksek oldugunu
gozlemledik ve istatistiksel olarak anlamli bulduk. Yetersiz beslenmenin sebep
oldugu demir ve kalsiyum alim eksikligi, kadinlarin viicutlarinda daha ¢ok

kadmiyum birikimine yol actigina inanilmaktadir (Akesson ve ark.,2005;Berglund ve
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ark.,1994;Diamond ve ark., 2003). Ancak calismamizda sigara icmeyen grupta

erkeklerin kadinlara oranla kadmiyum maruziyetinin fazla oldugunu bulduk.

Bu calismada, sigara i¢en ve icmeyen bireylerde oksidatif hasarin fazla oldugu
lenfosit  hiicrelerin DNA  zincir kirilmalar1  comet yOntemi kullanilarak

gozlemlenmistir.

Sigara icen igcmeyen kadin ve erkek gruplar1 dokuz comet parametresiyle
degerlendirilmistir ve dokuz parametrenin yedisinde sigara icen ve i¢cmeyen kadin
gruplarinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmus, erkek bireylerde sigara icen ve
icmeyen gruplarda yalnizca i1ki parametrede istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmustur. Ancak sigara icen kadinlarin erkeklere oranla DNA hasarmin alti
comet parametresiyle istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda
Cd diizeyleri ve comet parametreleri, sigara igen ve igmeyen kadin gruplarda TM
parametresi ile erkeklerde ise DT ve OTM parametrelerinde istatistiksel olarak

anlamlilik gézlenmistir

Calismamizin  sonuglarima gore, sigara kullaninminin sebep oldugu DNA

hasarma kars1 kadinlarin daha duyarli oldugu diisiiniilebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calisma 21-59 yas aras1, Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi polikliniklerine basvuran
sigara icen ve icmeyen toplam 120 bireylerden alinan kanlardan yapilmistir. Tam
fizik muayene ve ayni metotla calisilmis rutin laboratuvar sonuglariyla
degerlendirilmis ayni yas grubundan secilen kronik hastaligi bulunmayan bireyler,
sigara igen ve igmeyen olmak iizere iki gruba ayrilarak calisilmistir. Calismaya 60
sigara igcen (30 kadin ve 30 erkek) ve 60 kontrol grubu bireyleri (30 kadin ve 30
erkek) dahil edilmistir. Ayrica, gruplar cinsiyete, yasa, yas gruplarmma ve sigara
indekslerine (SI) gore istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Bu 6rneklerin kanindaki
DNA hasar1 ve kan Cd diizeyleri belirlendi. Bu calismada, sigara igen ve igmeyen
bireylerde oksidatif DNA hasarmin fazla oldugu lenfosit hiicrelerin DNA zincir
kirilmalar1 comet yontemi kullanilarak goézlemlenmistir. Kandaki kadmiyum
diizeyini belirlemede ise grafit firm atomik absorpsiyon spektroskopi cihazi

kullanilmstir.

Calisma sonucunda, DNA hasar derecesi 9 comet parametresine gore
degerlendirilmistir. Sigara icen ve igcmeyen gruplarda Cd diizeylerine ve CI, TL and
OTM gibi comet parametrelerine gore istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulunmustur
(p<0,01), bununla birlikte diger comet parametreleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iligski bulunamamaistir. Sigara icen bireyleri cinsiyete gore ayirip sonuglari
degerlendirgimizde ise sigara icen kadinlarda igmeyenlere gére CL, CI, HL, HI, TL,
TI comet parametreleri ¢ok anlamlhi (p<0,01), bunula birlikte Cd diizeyr ve TM
parametresi ise istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Buna karsin, sigara
icen erkekler ile igcmeyenler karsilastirildiginda, sadece Cd diizeyi, DT ve OTM
comet parametrelerine gore istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0,05).
Korelasyon agisindan degerlendirildiginde, Cd diizeyi ile yas ve comet parametreleri
arasinda anlamlilik bulunmazken (p>0,05), comet parametrelerinin kendi arasinda
istatistiksel olarak ¢cok anlamli sonu¢lar bulunmustur (p<0,01). Sigara indeksine gore
degerlendirildiginde, kadin bireylerde TM comet parametresine gore, erkek

bireylerde ise CL, HL, HI, TI and OTM parametrelerine gore istatistiksel olarak
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anlamhilik bulunmustur. Ayrica, yas, Cd diizeyi ve comet parametrelerinin

korelasyonunda ise her hangi bir istatistiksel anlamlilik bulunamamaistir (p>0,05).

Calismamizin  sonuglarima gore, sigara kullaninminin sebep oldugu DNA

hasarma kars1 kadinlarin daha duyarli oldugu diisiiniilebilir.

Sonug¢ olarak; sigara kullannmi ve comet assay calismast daha Once
arastirmacilar  tarafindan  yapilmistr ancak  farkli  sonuglar  bulundugu
gozlenmektedir. Dolayisiyla sigara kullanimininlenfosit DNA hasar1 iizerine etkisini
her arastirmaci farkli degerlendirmistir. Daha once yapilan c¢aligsmalarda, alinan
orneklerin cinsiyete gore ayrilmamasi, sigara icen ve kontrol grubu sayilarmin esit
olmamasi sonuglarin farkli olmasina ve farkli yorumlara neden olmustur. Yaptigimiz
calisma, bu farkliliklarin nedenlerini gostermeye yardimci olmustur. Ayrica sigara ile
lenfosit DNA hasar1 arasindaki iliski ilk kez 9 comet parametresine gore
degerlendirilmistir. Comet assay ¢alismasi, biyoizleme ve pek ¢ok alanda DNA hasar
derecesinin Olgiilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alisma, yapilacak comet
assay calismalarm sonuglar1 degerlendirilirken sigara kullannominin dikkate alinmasi

gereken, onemli verilerden biri oldugunu gostermektedir.

Bunun yani sira sigara ve sigarada bulunan agir metallerden olan kadmiyumun
DNA hasar1 ile iligskisi ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir. Bundan sonraki
calismalarda sigara kullanan bireylerin kanlarindaki diger agir metal diizeyleri

Olgiilerek DNA hasar derecesine etkisi arastirilmasi planlanmaktadir.
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OZET

Sigara Kullananlarda Kan Kadmiyum Diizeyi ve Lenfosit DNA Hasarimin Belirlenmesi

Calismamizin amaci, kan kadmiyum diizeyini belirlemek ve sigaranin lenfosit DNA
hasarma etkisini arastirmak ve sigaranin potansiyel genotoksik etkisini comet assay

ile analiz etmektir.

Calisma sonucunda, DNA hasar derecesi 9 comet parametresine gore
degerlendirilmistir. Sigara icen ve icmeyen gruplarda Cd diizeylerine ve CI, TL and
OTM gibi comet parametrelerine gore istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulunmustur
(p<0,01), bununla birlikte diger comet parametreleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iligski bulunamamaistir. Sigara icen bireyleri cinsiyete gore ayirip sonuglari
degerlendirgimizde ise sigara icen kadinlarda igmeyenlere gére CL, CI, HL, HI, TL,
TI comet parametreleri ¢ok anlamlhi (p<0,01), bunula birlikte Cd diizeyr ve TM
parametresi ise istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Buna karsin, sigara
icen erkekler ile igcmeyenler karsilastirildiginda, sadece Cd diizeyi, DT ve OTM
comet parametrelerine gore istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0,05).
Korelasyon agisindan degerlendirildiginde, Cd diizeyi ile yas ve comet parametreleri
arasinda anlamlilik bulunmazken (p>0,05), comet parametrelerinin kendi arasinda
istatistiksel olarak ¢cok anlamli sonu¢lar bulunmustur (p<0,01). Sigara indeksine gore
degerlendirildiginde, kadin bireylerde TM comet parametresine gore, erkek
bireylerde ise CL, HL, HI, TI and OTM parametrelerine gore istatistiksel olarak
anlamlilik bulunmustur. Ayrica, yas, Cd diizeyi ve comet parametrelerinin

korelasyonunda ise her hangi bir istatistiksel anlamlilik bulunamamaistir (p>0,05).

Sigara icen igcmeyen kadin ve erkek gruplar1 dokuz comet parametresiyle
degerlendirilmistir ve dokuz parametrenin yedisinde sigara icen ve icmeyen kadin
gruplarinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmus, erkek bireylerde sigara icen ve
icmeyen gruplarda yalnizca iki parametrede istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmustur. Ancak sigara icen kadinlarin erkeklere oranla DNA hasarmin alt1

comet parametresiyle istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Calismamizinda 120 kan orneginin kadmiyum konsantrasyonlar1 olgiilerek,
comet parameteresi ile kadmiyum diizeyleri arasindaki iliski arastirilmistir. Sigara
icen ve igcmeyen gruplarda Cd derecesi CI, TI VE OTM parametrelerinde istatiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,01), ancak diger comet parametreleri arasinda istatiksel
bir anlamlilik bulunmadi. Sigara igen ve sigara icmeyen kadinlarda 9 comet
parametresi ile kadmiyum derecesi arasinda degerlendirme yapildiginda Cd diizeyi
ile TM arasinda istatiksel olarak bir anlamlilik bulundu (p<0,05). Ancak erkeklerde
sigara icen ve icmeyen gruplar karsilastirildiginda sadece Cd derecesi, DT ve OTM

ile istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Anahtar Kelimeler: Comet assay, DNA hasari, Kadmiyum, Sigara.
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SUMMARY

Determination of Blood Cadmium Levels and Lymphocyte DNA damage in Smokers

The aim of this study was to investigated determination of blood cadmium levels the
relationship between the smoking and DNA damage in lymphocytes and a potential
genotoxic effect of cigarette smoking was analyzed with the comet assay (single cell

gel electrophoresis, SSGE).

This study, The nine parameters, including comet length (CL), comet intensity
(CI), head length (HL), head intensity (HI), tail length (TL), tail intensity (T1), DNA
tail (DNAt), tail moment (TM) and olive tail moment (OTM) defined on comet assay
were used for the first time in this study. 120 volunteers (60 non-smokers, 60
smokers) were monitored in the way of DNA damage in blood lymphocytes. The

levels of DNA damage was measured by BAB Bs Comet Assay system.

The highly significant associations were found between the non-smoker and
smoker groups for CI, TL and OTM comet parameters (p<0.01). Smoker female
group had higher CL, CI, HL, HI, TL, TI (p<0.01) and TM (p<0.05) with regards to
DNA damages than non-smoker female group. In contrast, only DNAt and OTM
comet parameters were statistically differences between the smoker male and non-
smoker male groups (p<0.05). Smoking index (SI) of all the blood samples from
females were compared based on all studied comet parameters and found statistically
significant (p<0.05) except for TM. On the other hand, the blood samples taken from
male were significant using CL, HL, HI, TT and OTM (p<0.05). Consequently, comet
assay for the evaluation of DNA damages related with increased genotoxic effects

could be used in smokers.

The nine comet assay parameters were evaluated among the females and males
in the non-smoker and smoker groups, and seven of nine comet parameters were
found statistically significant between smokers and non-smokers women, only two of

them parameters were statistically significant in male smokers and non-smokers.
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However, we have seen that more DNA damages in women smokers than men

smokers for comparison with the six parameters of comet.

After the determination Cd concentration of the 120 blood samples were
measured and the evaluated between the comet assay parameters and Cd level were
investigated. Cd levels and CI, TL and OTM parameters were found statistically
significant between non-smoker and smoker groups(p<0.01), however another comet
parameters were not found comet statistically significant. The nine comet assay
parameters and cadmium levels were evaluated among the females in the non-smoker
and smoker groups Cd levels and TM parameters were found statistically significant
(p<0.05). However, cadmium levels were evaluated among males in the non-smoker
and smoker groups were compared, just Cd level, DT ve OTM were found

statistically significant (p<0.05).

Keywords: Cadmium, Comet assay, DNA Damage, Smoking.
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