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OZET

SIGARA ICEN KIiSILERDE GENOTOKSIK HASARIN COMET
YONTEMIYLE BELIiRLENMESI

Karahan, Elif Giilsah
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Ayse Gaye TOMATIR

Mayis 2014, 60 Sayfa

Comet yontemi, DNA hasarim ol¢ebilen, duyarh, basit, hizh ve yaygin bir
tekniktir. Diinyada her yil 4 milyon, giinde ise 11 bin Kisinin sigaraya bagh
hastahklardan hayatim1 kaybettigi bilinmektedir. Son yillarda, sigaraya bagh
bircok sorunun Kklinik seyri ile genotoksisite arasindaki kuvvetli iliskiye
deginilmektedir. Bu calismada genotoksik riskin tespitine yonelik; sigara icen ve
sigara icmeyen goniilliillerin DNA hasar1 bakimindan karsilastirilmasi amag¢landi.

Toplam 50 goniilliilden; sigara icen 30 goniillii arastirma grubunu, sigara
icmeyen 20 goniillii ise kontrol grubunu olusturdu. Goniilliillerden alinan periferal
kan orneklerinde lenfositler comet yontemiyle incelendi. DNA hasar, goriintiileme
analiz yontemiyle kantitatif olarak degerlendirildi.

Sigara icen ve icmeyen her iki grubun periferal kan orneklerindeki lenfosit
DNA hasan1 comet yontemi ile karsilastirildiginda, sigara icenlerde; 12,75 + 7,14
oraninda, icmeyenlerde ise; 10,41 + 3,41 oraninda DNA hasar yiizdesi tespit edildi
(p>0.05). Her iki grup yas ve cinsiyet bakimindan birbirlerine benzer bulundu
(p>0.05).Sigara icen erkeklerde kadinlara gore daha fazla DNA hasan
saptandi.Yas ile DNA hasar arasinda bir iliski saptanmadi.

Sonuc¢ olarak; sigara icen ve icmeyen goniillilerde DNA hasann bakimindan
anlamh bir fark bulunmadi.

Anahtar Kelimeler: Comet assay, DNA Hasari, Genotoksik risk, Sigara icimi



ABSTRACT

DETERMINATION OF GENOTOXIC DAMAGE BY COMET ASSAY

IN SMOKERS

Karahan, Elif Giilsah
MSc Thesis, Medical Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Ayse Gaye TOMATIR

May 2014, 60 Pages

Comet assay is a sensitive, simple, quick and common technique which can
detect DNA damage. It's worldwide known that every year 4 million, everyday 11
thousand people die from the diseases related to smoking. Recently, it's mentioned
that clinical course of most diseases related with smoking have strong relationship
with genotoxicity .In this study we aimed to compare DNA damage of smokers and
non-smoker to determine genotoxic risk.

Our study group consists of totally 50 volunteers; 30 of them are smokers and
20 of them are non-smoker control group. Lymphocytes which were isolated from
peripheral blood samples taken from volunteers are determined by Comet assay.
DNA damage was evaluated quantitatively with image analysis method.

When comparing the lymphocytes of smokers and non-smokers with Comet
assay, we determined the DNA damage percentage as 12,75 + 7,14 in smokers,
10,41 + 3,41 in non-smokers (p>0.05). There was no statistical difference in
smokers' and non-smokers' ages and gender (p>0.05). We determined higher DNA
damage in male smokers than female ones. There was no correlation between age
and DNA damage.

As a result there was no significant difference between smokers and non-
smokers in terms of DNA damage.

Keywords: Comet assay, DNA damage, Genotoxic risk, Smoking
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1. GIRIS

Diinyada her yil 4 milyon insanin sigaradan hayatin1 kaybettigi ve gerekli
onlemlerin alinmadig1 takdirde bu saymin 20 yil icinde 10 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir. Ayrica, diinyada giinde 11 bin kisinin sigaranin neden oldugu
hastaliklardan 6ldiigii bilinmektedir (Ezzati 2003). Tirkiye’de sigara i¢enlerin oraninin
hala endise verici boyutlarda oldugu goriilmektedir (Satman vd 2002). Diinya Saglhk
Orgiitii’niin (WHO) yaymmladig1 “Kiiresel Sigara Salgmi-2008” adli raporunda ise,

Tirkiye’nin diinyada sigaranin en fazla i¢ildigi 10 {ilke arasina girdigi bildirilmektedir.

Sigara ve diger tiitiin mamullerinin kanser, kardiyovaskiiler sistem ve solunum
sistemi hastaliklar1 basta olmak tizere ¢ok cesitli saglik sorunlarma yol agtigi veya bu
sorunlarin ortaya ¢ikmasini kolaylastirdigi, kisilerin bu maruziyeti siirdiirmeleri halinde
ise ortaya ¢ikan saglik sorunlarini agirlastirmada rol oynadigi kanitlanmistir (Karlikaya
2004, Kayaalp vd 2005, Vineis vd 2007, Giovino 2007, Barcala vd 2007). Sigara igme
aliskanligi, bircok iilkede Oliime sebebiyet veren hastaliklara yol acan en yaygin
toksikolojik problem olarak kabul edilmektedir. Ornegin akciger kanserinin sigara
icenlerde i¢meyenlere oranla daha fazla goriilebildigi bilinmektedir (Phillips 2002,
Ezzati2003, Karlikaya 2004, Vineis vd 2007). Sigara igmenin sadece akciger kanserine
degil, ayn1 zamanda oral ve nazal bosluk, 6zofagus, girtlak, yutak, pankreas, karaciger,
bobrek, mide, iiriner sistem ve serviks kanserinde de rolii oldugu bildirilmistir (Philips
2004). Sigaranimn sayilan bir¢ok zararmna ilave olarak, son yillarda genotoksisiteye yol
agmasi dnemli tartisma konularindan birisi olarak kabul edilmektedir. Ozellikle sigaraya
baglt bircok sorunun olusumu ve klinik seyri ile genotoksisite arasindaki kuvvetli
iliskiye deginilmektedir (Akbas vd 2001, Karlkaya 2004, Kayaalp vd 2005).

Cevremizdeki g¢esitli kimyasal maddeler, canlilardaki hiicre DNA’sinin yapisinibozarak



mutasyona bagli karsinojen etkilere neden olmaktadir. Kimyasal ajanlarin ya da
radyasyonun gamet veya somatik hiicrelerdeki DNA {izerinde olusturdugu kalici
degisimlere mutasyonadi verilir. Genotoksisitenin yol a¢tig1 makromutasyonlar (sayisal
ve yapisal olarak) ve mikromutasyonlar (¢erceve kaymasi ve baz cifti degisimi)
vardir(Brusick 1987, Debelec-Biitiiner ve Kantarci 2006). Ozellikle somatik
hiicrelerdeki mutasyonlarin kanser olusumuna zemin hazirlayici rollerinin bulunmasi,
genotoksisitenin ~ klinikk ~ Onemini  artwrmaktadir.  Mutajenez  mekanizmasinin
aydinlatilmas1 ve mutajenlerin saptanmasi icin gesitli test sistemlerinin gelistirilmesi ve
mutajenezin insanlar i¢in olusturdugu kalitsal hastalik ve kanser riskinin azaltilmasi i¢in
yapilan ¢aligmalar toksikolojinin en 6nemli ¢aligma alanlarindan birini olusturmaktadir
(Hedner vd 1983, Salonen 1993,Michalska vd 1999,Stephan 1999, Pluth 2000,Preston
2001, Sasikala vd 2003, Albers vd 2004, Vineis ve Husgafvel-Pursiainen2005, Rossner
2005, de la Chica 2005). Mutajenlerin ve karsinojenlerin saptanmasinda gelistirilen
Kardes Kromatid Degisimi(KKD,Sister Cromatid Exchange, SCE), Kromozom
aberasyonlari, AmesTesti, Mikronukleus, CometYontemi gibi testler kullanilmaktadir.
Insan kromozomlarmi daha yakmndan taniyabilme ve birbirinden kolayca ayirabilme
cabalar1 stirdiiriiliirken arastirmacilar tarafindan cometyontemiyle,
Deoksiribonukleikasit (DNA) hasarmm bir gostergesi sayilan kuyruktaki % DNA
Olciimii, DNA hasarini ve riskini dogru tarama olanagina kavusmustur (Brusick 1987,

Debeleg - Biitiiner ve Kantarc1 2006).

Genomik instabilite; genlerin DNA’nin hasarina yol agacak ajanlarla karsilagsmasi
sonrasinda kromozomal destabilizasyon, gen amplifikasyonlar1 ve mutasyonlarin
olusmasma egilim derecesini belirlemek i¢in kullanilan bir tanimdir. Alkali
cometyontemi ile genomik instabilite dl¢lilebilmektedir. Tek zincirde, ikili zincirde ve
alkalilabil bolgelerde DNA hasarmi ¢abuk ve kolay bir teknikle gosterebilmek miimkiin
olabilmektedir. Bu yontem tek hiicre seviyesinde DNA hasari hakkinda bilgi

vermektedir.

Comet yontemi, diger adiyla tek hiicre jel elektroforezi (Single cell gel
electrophoresis; SCGE) DNA hasarini analiz etmek amaciyla kullanilan hizl, basit,
duyarli ve yaygin kullanim alanma sahip bir tekniktir. Rydberg ve Johanson (1978)
tarafindan DNA sarmal kiriklarinmn 8lgiilmesi amaciyla kurulan, daha sonra Ostling ve
Johanson (1984) tarafindan gelistirilen teknik n&tral pH’daki lizis sartlarinda
uygulanarak DNA ¢ift sarmal kiriklarini tayin etmede kullanilmigtir. Singh vd (1988)



tarafindan protokolde birtakim degisiklikler yapilarak yontem alkali liziskosullarinda
uygulanmistir. Singh ve arkadasglarinin comet yontemi protokolii bugiin kiiciik
degisikliklerle diinya genelinde en yaygimn kullanilan protokoldiir. Yontemin en dnemli
avantajlarindan biri de ¢ok c¢esitli hiicre tiplerinde ¢alisma olanagi saglamasidir (Preston

2001,Collins 2004, Zalata vd 2007).

Comet yonteminde hiicreler izole edildikten sonra agar0z icine gomiilerek
mikroskopik lamlara yayilirlar. Lizisasamasindan sonra elektroforeze birakilip floresan
boya ile boyanmasi suretiyle degerlendirilirler. Comet yontemi ile DNA hasarinin
kantitatif olarak tayin edilmesinde gozle degerlendirmenin yaniswra kuyruk uzunlugu,
kuyruk momenti ve kuyruktaki % DNA en yaygm kullanilan parametrelerdir.
Kuyruktaki % DNA' nin belirlenmesi ve sonuglarin gozle degerlendirilmesi diger
parametrelere gore doz cevap iligkisini daha iy1 yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir

(Preston 2001, Zalata vd 2007, Collins 2004).

Bu bilgiler 1s181nda, sigara icen kisilerde olusabilecek mutajenik etkinin arastirilmasi
bliylik 6nem tasimaktadir. Bu c¢alismada s6z konusu mutajenik riskin olusup
olugsmadigmin tespitine yonelik olarak; son yillarda gelistirilen ve DNA’daki ¢ok kiigiik
harabiyetlerin bile hassas biyogostergesi oldugu kabul edilen ve kisa siirede yanit alinan
Cometyontemi ile sigara icen kigilerin DNA hasar1 bakimindan degerlendirilmesi

amaclandu.



2. KURAMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Tiitiin ve Nikotin Hakkinda Genel Bilgiler

Tiitiin, Solanaceae familyasindanNicotiana cinsindenyapraklarisigarayapiminda
kullanilan bir yillik otsubir bitkidir. Tiitiin ilk kez 1492 yilinda Amerika’nin kesfi ile
Avrupa’ya getirilmis ve oradan da tiim diinyaya yayilmstir. Uretilen tiitiiniin %901
sigara yapiminda kullanilmaktadir. Sigara dumani gaz ve partikiil fazda toksik ya da

kanserojen Ozellik gosteren 4000°den fazla molekiil icermektedir (Y1ldiz 2000).

Ayrica sigara dumaninin bir dizi serbest radikal (SR) tiirevi igerdigi gosterilmistir.
Ozellikle nitrik oksid (NO) ve azot dioksid (NO,) ile oksijen ve karbon merkezli
radikaller gaz fazinda, hidrokinon-kinon sikliisii tarafindan iiretilen radikaller de katran
fazinda bulunur. Serbest radikaller organizmanin makromolekiillerine, 6zellikle lipid,
protein ve Deoksiriboniikleik asit(DNA) yapisma zarar verirler. SR’in DNA ile
etkilesimi ile baz modifikasyonlar1 ve fosfodiester baglarmin hidrolizi sonucu da DNA

zincir kiriklar1 olusur (Dinger vd 2003).

Sigara dumani i¢inde en etkili olan molekiiller nikotin, NO ve siyaniirdiir.Nikotin,
Nicotiana tabacum bitkisinin (Sekil 2.1) tiitiin olarak bilinen kurutulmus yapraklarinda
iiretilen bir ¢esit alkaloiddir. Sigara i¢in kullanilan tiitiin % 0.5-3 oraninda nikotin ihtiva
eder. Kimyasal yapist (Sekil 2.2); N- metil pirolidin halkasi ve piridin halkasindan
olugur (Akic1 2008).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yaprak
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yaprak
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yaprak

Sekil 2.1Nicotiana tabacum bitkisi

Nikotin zayif bir bazdir ve pH’ya bagimli olarak biyolojik membranlar1 gecebilir ve
alt solunum yollar1 ile akciger alveollerinde absorbe edilir (Yildiz 2000).

Sigara i¢imi sonrasi 5 dakika iginde kan plazma nikotin konsantrasyou 15-30
ng/ml’ye ulasir. Nikotin, etkilerini hedef hiicreler iizerinde bulunan nikotinik tipteki
asetilkolin reseptorlerini aktiflestirmek suretiyle gosterir. Nikotinik reseptorler
néromuskiiler kavsak, otonom gangliyonlar, adrenal medullanin kromafin hiicreleri,
santral sinir sistemi ndronlari, duyusal sinir uglarinda bulunmaktadir. Nikotin sinir
uclarmi1 kendi reseptorlerini aktive ederek depolarize eder ve dopamin, serotonin,
asetilkolin, gamma-amino butirik asit, glutamat, noradrenalin, opioid peptidlerin
salimmini arttirir. Nikotin reseptorlerinin ¢esitliligi ve ndromediatdrler iizerine olan
etkileri tagikardi, koroner vazokonstriikksiyon, mide asit salgisinin artmasi, barsak
motilitesinin artmas, istahta azalma gibi sistemde farkli tablolarla gozlenir (Oztuna
2004).



Sekil 2.2 Nikotinin kimyasal yapis1 (Akici, 2008)

Diinyada 1.3 milyar kisi sigara igmektedir ve yilda 5 milyondan fazla insan sigara
nedeniyle yasamini kaybetmektedir. Sigara tliketiminde Avrupa iilkeleri arasinda
iiclincii, diinya iilkeleri arasinda yedinci sirada yer alan iilkemizde 15 yas ve iizeri
eriskinlerin %31'1 sigara kullanmakta ve sigaranm yilda 100-150 bin kisinin §liimiine
neden oldugu tahmin edilmektedir. Giiniimiizde ise diinyadaki en Onemli saglik
sorununun sigara kullanimi oldugu kabul edilmektedir. Su andaki sigara igme diizeyinin
boyle devam etmesi durumunda, i¢inde bulundugumuz yiizyilda yaklasik 1 milyar
insanin sigara sebebiyle beklenenden erken donemde 6lecegi tahmin edilmektedir. Eger
2020 yilinda tiim diinyada sigara prevalansi %5 oraninda azaltilabilirse, sigaraya bagh

yaklagik 100 milyon erken Oliim vakasinin Onlenebilecegi diisiiniilmektedir(Demir

2008).
2.2. Sigaranin Toksik Etkileri

Sigaranin kanserojenik ve mutajenik etkileri, iginde barmdirdigi, giiniimiizde sayisi
55’e kadar yiikselmis olan kanserojen maddeler sayesinde ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar
poliaromatik hidrokarbonlar (PAH), aza-arenler, nitrozaminler, aromatik aminler,
aldehitler, organik ve inorganik bilesiklerdir. Bu maddeler ozellikle PAH ve
nitrozaminin metabolitleri DNA’ya kovalent baglar ile baglanmakta (guanin ve adenin
baz bolgeleri) ve DNA’nin bu haline DNA-adducts denilmektedir. Boylece, DNA’nin
baslangi¢ fazi doniisiimsiliz olarak bolinmekte ve DNA’daki bu degisiklik ilerleme



fazina gecildiginde malign fenotipe doniisiimiin ilk basamaginit olusturmaktadir.
DNA’ya baglanan toksik bilesiklerin seviyesi, maruz kaliman biyolojik genotoksik
etkenin dozu ile iligkilidir. Sigara icenlerin oral kavite, akciger, brons ve diger
organlarin hiicrelerinin DNA’da sigaranin meydana getirdigi bazi artik maddelere
rastlanmig olmasi, bu sistem kanserlerininin olus mekanizmalarin1 anlasilmasinda

onemlidir (Oztuna 2004).

Sigara; hava yollari, mukosiliyer temizleme mekanizmalar1 ve akcier parankimine
etkileri ile solunum sisteminde bir¢ok patolojik durumun ortaya ¢ikmasina neden olur.
Sigara, solunum sisteminde mukusun artmasina da yol agar. Bu olay, hem siliar
fonksiyonu azaltarak mukusun atilamamasi ile, hem de trakeobronsiyal salg1 bezleri ve
goblet hiicrelerinin sayismin arttirilarak mukus iiretiminin fazlalasmasiyla gerceklesir.
Sigara i¢mek, solunum yollarinda inflamatuar reaksiyonlara neden olur ve bu
inflamatuar olaylar da periferal solunum yollar1 obstriiksiyonuna yol acar. Sigara igmek
solunum yollarinda polimorfoniikleer (PMN) I6kosit ve monositlerin artisina sebep olur.
PMN I6kositlerin proteazlardan olan elastazi liretebilme yetenegi vardir. Elastaz, bag
dokusu bileseni olan elastini parcalar. Sigara ayrica, elastaz gibi proteolitik enzimleri
inhibe eden al-Antitripsinin yapisinda yer alan metiyonini metiyonin siilfokside okside
ederek onu inaktif hale getirir. Sonugta bir yandan elastaz iiretimi artarken, diger yandan
inhibitorii olan al-Antitripsin inaktif hale getirilmis olur. Boylece akciger dokusunun
elastolitik parcalanmasi sonucu amfizem gelisir. Sigara alt solunum yollarma fazla
miktarda oksidanin ulasmasina sebep olur. Sigara dumaninda, Kirli havadan onlarca kat
fazla miktarda azot oksitler bulunur. Sigara, alt solunum yollarinda nitrik oksit
konsantrasyonunu artirarak, peroksinitrit ve peroksinitroz asit gibi oksidan maddelerin
olusumuna sebep olur. Sigara i¢en saglikli insanlarin ekspiryum havasinda nitrik oksit
seviyesinin azaldigi, sigaray1 biraktiktan sonra nitrik oksit seviyesinin arttig1

bildirilmistir (Y1ldiz 2000).

Sigaranin kardiovaskiiler sisteme etkisi nikotinin dozuna bagimhdir. Diisiik dozlarda
(0,05 mg/kg) bradikardi ve hipotansiyon parasempatik stimiilasyona bagli olarak gelisir.
Fakat doz arttirilirsa (0,5 mg/kg) tasikardi ve kan basincinda yiikselme goriiliir. Bu etki
sempatik stimiilasyon, adrenal medulla kromaffin hiicrelerinin uyarilmasi, karotik ve
aortik kemoreseptorlerin uyarilmasiyla vazomotor merkezin aktive olmasi, adrenerjik

sinir uclanndan noradrenalin salmimmin arttirilmasi ve kalpte parasempatik



blokajsonucu ortaya ¢ikar. Bu etkiler sinirsel vazokonstriksion gelismesine neden olur.
Kan basimeci artigi kalpte oksijen (O,) kullanimimi yiikseltir, anarobik glikolizin artis1 ve
laktikasit, EKG de miyokart infarktiisii belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur.
Ateroskleroz igin yiiksek risk faktorlerinden birini olusturan sigara kullanimi, damar
duvari irritasyonu ve hasarmna neden olur. Endotel irritasyonu nitrik oksit sentezini
azaltirken endotelin salgilanmasinda artisa yol acar. Endotel hasari trombositlerin
agregasyonu ve adezyonunu yiikseltir ve plazma trigliserit, LDL, VLDL; ve total
kolesterol miktarini arttirir. Bu artiglar kalp frekansi artisiyla korelasyon gosterir. Kan
lipit profilindeki degisiklikler sigarayla lipit peroksidasyonu ile okside-LDL miktarinda
artig, damar duvarindaki diiz kaslarindaki Interlokin-1, etkilenerek aterom plak olusumu
hizlandirilir. Okside LDL ile antioksidan savunma dengesi bozulur, sonunda
ateroskleroz gelisir. Aterosklerozun koroner arterlerde gelismesi 10 yil alirken beyin
arterlerinde ve periferik arterlerde olusmasi 20 yil siirer. Ateroskleroz gelismesinde
Tromboksan-A2 sentezindeki, trombosit agregasyonu ve adezyonunda artisin, plazmada
adrenalin, ve noradrenalin artisinin rolii biiyliktiir. Sigara, viicutta oksidan antioksidan
dengesini bozar. Sigara kullananlarda plazma serotonin diizeyinin azaldigi ve
angiotensin-I’in angiotensin-II’ye doéniismesinin yavasladigi goriiliir. Sigara dumani
solumakla pulmoner dolasimda vazodilatator cevap olusur, bu cevabin biiyiik bir kism1
(3/4) NO olmamasi1 ve (1/4) karbonmonoksitten (CO) kaynaklanir. Tek bir sigaranin
icilmesi kalp frekansini ortalama 8, ikinci sigara 9 say1 arttirir. Bu artis kan plazma
nikotin ve kotinin seviyesiyle korelasyon gosterir. Nikotinin nikotinik adrenerjik etkiyle
perifer vazokonstriksion, ekstremite uglarindaki deri sicakligin1 azaltigi da

bilinmektedir(Ergiin 1997).

Sigaranin i¢inde oldukga toksik olan kadmiyum adi verilen kimyasal bulunur. Uzun
stireli kadmiyum maruziyeti, bu metalin karaciger ve bobrekte birikmesine neden
olmaktadrr. Kadmiyum uygulamas: karacigerde apoptozu indiikklemektedir. Sigara
dumaninin uzun siireli inhalasyonu karaciger dokusunu etkilemektedir. Ratlarda yapilan
deneyler sonucunda sigaraya bagl olarak hepatositlerde lipid tanecikleri, siniizoitlerde

genisleme ve diizensizlik meydana geldigi goriilmiistiir (Kaleli 2010).



2.3.Genotoksik Etkiler

Sigara dumaninin kemirgenlerde, memeli hiicre kiiltiiriinde ve in vitro DNA'da DNA
zincirinin kirtlmasini indiikledigi bircok calismada gosterilmistir. Sigara dumani fare
hiicrelerinde TP53 proteinin birikimini arttrmis ve indirek DNA hasarina sebep
olmustur. Benzer bir¢ok c¢alisma reaktif oksijen ve azotun zincir kirilmasinda birincil
sebep oldugunu gostermektedir (DeMarini 2004).

Reaktif oksijen tiirleri endojen oksijen metabolizmas1 ve g¢esitli ksenobiyotikler
tarafindan olusturulmakta ve lipidler, proteinler, RNA ve DNA’nin oksidasyonunda
hiicre hasarma neden olmaktadir. DNA’da tanimlanmis pek ¢ok oksidasyon iriinleri
arasinda,  8-0x0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosin(8-OHdG)oksidatif ~ hasarinin ~ bir
gostergesi olarak kullanilir. 8-OHdG tiimorle ilgili genlerin dahil oldugu ¢esitli genlerin
mutasyonuna neden olur ve bu durum hassas yontemlerle 6l¢iilebilmektedir. Artmis 8-
OHdGdiizeyi ¢esitli karsinojenlere maruz kalmis hayvanlar hedef organlarinda, insan
vetimor hiicrelerinde bulunmustur ve bu artis insanlarda ¢ogu tiimoérde goriilmiistiir.
Arastirmalar, dejeneratif hastalikli kisilerin 16kositlerinde 8-OHdGdiizeyinin arttigini
gosterir. Sigara kullanimi, insanlarda oksidatif DNA hasarmi degistirebilir. Sigaradaki
cesitli kimyasal bilesikler, inflamasyonu artirarak direkt veya indirekt yolla DNA
hasarma sebep olabilen reaktif oksijen tiirlerini iretir. 2005 yilinda Lodovici vd.
tarafindan yapilan bir ¢alismada,lokositlerde 8-OHdGdiizeylerini incelenmis, sigara
kullanan ve kullanmayan fakat cevresel sigara dumanina maruz kalan pasif igicilerde

oksidatif DNA hasar1 oldugugdsterilmistir (Kaleli 2010).
2.4. Genotoksisite Analizleri

Genetik toksisite ya da genotoksisite, genotoksinlerin kromozom ve DNA yapisinda
meydana getirdigi hasarlar1 kapsayan bir terimdir. Toksikolojinin bir alt dali olan
genetik toksikoloji bilimi, organizmanin normal biyolojik isleyisi sirasinda veya
fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlere bagh olarak hiicrelerin DNA 'da meydana gelen
degisiklikleri inceleyen bir bilimdir ve gesitli ajanlarin ortaya ¢ikardigi genetik hasarin
degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Choy 2001, Young 2002, Mortelmans ve
Rupa 2004, Vural 2005). Nukleus, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen DNA
kiriklari, eklentileri, gen mutasyonlar, kromozom anormalikleri, andploidi ve
klastojenite gibi hasarlar1 kapsayan genel terime genotoksisite ad1 verilmistir (Sekeroglu

ve Sekeroglu 2011).
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Mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini 6lgmek amaciyla
pek c¢ok genotoksisite testleri gelistirilmistir (Bedir vd 2004). Bu testler, cesitli
mekanizmalarla direkt yada dolayli olarak genetik materyalde olusmus hasarlari
saptamak i¢in gelistirilmis Iin vivo ve in vitro testlerden olusmaktadir. Mutajen
maddelerin tanimi, insanda risk tayini ve bu maddelere maruziyetin Onlenebilmesi
genotoksisitenin amaglarindandir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011). Genotoksisite testleri
genomu etkileyen UV ve radyasyon gibi fiziksel etkilerin, sigara, pestisitler, gida katk1
maddeleri, parazitik enfeksiyonlar, ilaglar, nanomateryaller gibi ajanlarin genotoksik ve
karsinojenik potansiyellerinin tespitinde, bazi hastaliklar sonucu olusan DNA hasar
tespitinde, genetik hasarlarin hastaliklarla olan iliskilerinin incelenmesinde, kansere
duyarlilik tespiti ve takibinin yapilmasinda biyolojik izleme testi olarak kullanilir (Choy
2001, Jena vd 2002, Mateuca vd 2006).

2.4.1. Genotoksisite testleri

Mikronukleus (MN) testi, Kardes Kromatid Degisimi (KKD), Kromozom
Aberasyonlar1 Testi, Ames Testi, CometY ontemidir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

2.4.1.1. Mikronukleus (MN) testi

Mikronukleuslar mitotik igde olusan hatalardan, mitotik aygitin diger parcalarindan
ya da kinetokordan hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerin eksikliginden, kromozomal
hatalardan kaynaklanan ve mitoz boOlinme sirasinda ortaya c¢ikan, kromozom
fragmanlarindan koken alan olusumlardir. MN artis1 kromozom diizensizligi ve
genomik kararsizliklarin indirekt gostergesidir (Vanparys vd 1990, Demirel ve Zamani

2002).
2.4.1.2. Kardes kromatid degisimi (KKD) ( Sister Cromatid Exchange, SCE)

Kardes Kromatid Degisimi testi, kromozom morfolojisi degismeksizin, kardes
kromatidler arasinda, 6zdes segmentlerin simetrik genetik materyal aligverisi sonucu
olusan degisimlere neden olan mutajen bilesikleri saptamak i¢in kullanilan bir testtir.

Bu test cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini arastirmakta
kullanilmakla birlikte, kromozom instabilitesi ile seyreden Bloom Sendromu,
FankoniAplastik Anemisi, Duchenne ve Becker tipi kas distrofileri gibi baz1

hastaliklarda da arastirma ve tan1 amagh olarak da kullanilmaktadir (Kontas vd 2011).
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2.4.1.3. Kromozom aberasyonlar testi

Bu test, mutajenlerin indiikledigi yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerinin
saptanmasinda siklikla kullanilir. Hiicre boliinmesi metafaz agamasinda durdurularak

kromozomlarda ortaya ¢ikan farkliliklar tespit edilir (Savage 1993).
2.4.1.4. Ames testi

1972’de Dr. Bruce Ames tarafindan gelistirilmis olan ve kimyasal maddelerin
mutajenik etkilerini belirlemek amaciyla tarama testi olarak uygulanan Ames testi, cok
yaygm ve givenilir bir bigimde kisa zamanli bakteriyel test sistemi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica tiimor olusumunda somatik hiicrelerin tiimor baskilayici
genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlarinin saptanmasinda kullanilir (Mortelmans

ve Zeigner 2000, Choy 2001).
2.5. Comet Yontemi Uygulamalar

DNA, hasara duyarliligi yiiksek bir molekiildiir. DNA hasar1 kendiliginden yada
cevresel etkiler sebebiyle olusmaktadir. Genetik bilginin dogru aktarimi igin DNA
yapisinin korunmasi 6nemli oldugundan DNA hasarinin onarilmasi i¢in onarim
mekanizmalar1 bulunmaktadir.Bu mekanizmalarim kusurlu olmasi ya da yetersiz kaldigi
durumlarda, DNA hasar1 kisa donemde replikasyon, transkripsiyon ve protein sentezinin
inhibisyonuna, uzun vadede ise mutasyona ve kromozom anomalilerine sebep
olmaktadir. DNA hasari, ateroskleroz, diyabet, kanser gibi hastaliklarin nedenleriyle
ilgili calismalarda ve kemoterapi ve radyoterapinin etkinliinin takibinde, kronik
dejeneratif  hastaliklarin  izlenmesinde, radyasyon aracili ve ksenobiyotik
genotoksisitenin  belirlenmesinde onemli bir belirte¢ olarak degerlendirmeye
alinmaktadir.Bu nedenle DNA hasarmin hassas olarak dl¢lilmesine yarayan teknikler
olduk¢a onemlidir. "CometYontemi” ya da diger adiyla tek hiicreli jel elektroforezi,
hiicre diizeyinde DNA hasarim1 saptamak, miktarmi belirlemek amaciyla kullanilan

hassas, hizl1 ve non-invaziv bir yontemdir(Dinger ve Kankaya 2010).

Mikroskop lami {izerinde agaroz jel i¢ine gomiilii hiicrelerin hafif alkali ortamda
bekletilmesi, DNA sarmalinin kismi ag¢ilmasi,akridin turuncusu ile isaretlenmesi ve
hasar diizeyinin yesil floresansin (¢ift sarmal DNA 'y1 belirtir) , kirmiz1 floresansa ( tek

sarmal DNA'y1 belirtir) oranmin fotometrik olarak ol¢iilmesi asamalar1 ¢cok sayida
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kritik basamak icerdiginden giiniimiizde terk edilmistir. Daha sonraki yillarda, Ostling
ve Johanson mikro jel elektroforez teknigini gelistirmislerdir (Dinger ve Kankaya
2010).

Bu teknikte, mikroskop lami {izerine agaroz jel igine gomiilii hiicreler, yogun
deterjan ve tuz igerikli ¢ozeltide bekletilerek lizis agsamasi gergeklestirilir ve membran
parcalanir. Notr pH ortaminda elektroforez gergeklestirilir. Saglam DNA ve yiiksek
oranda zincir kirig1 iceren DNA 'nin anoda dogru gé¢mesi arasindaki fark gézlenmistir.
Hasarli DNA daha hizli go¢ etmistir. Lamlarin etidyum bromiir ile boyanmasi ve
floresans mikroskobu ile floresans yogunlugunun tespiti DNA gdg¢iiniin miktariyla ilgili
bilgi vermistir. Bu teknikte elektroforez asamasinin notral kosulda uygulanmasiyla ¢ifte
sarmal kirklar1 tespit edilmis ancak tek sarmal kiriklar1 tespit edilememistir (Dinger ve

Kankaya 2010).

1988 yilinda Singh ve ark. elektroforezi yiiksek alkali ortamda (pH >13) uygulayarak
bu soruna bir ¢dziim getirmislerdir. Bugiin uygulanan "Comet Yoéntemi" Singh ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilen, ¢ift ve tek sarmal kiriklarinin tanimlanmasina olanak
saglayan metodolojidir (Sekil 2.3) .Comet yontemi son yillarda, belirli DNA dizilerine
spesifik isaretli problar kullanilarak fluoresan in situ hibridizasyon teknigi ile
birlestirilmis, FISH ( fluorescent in situ hybridization) - Comet adini1 almis, dizi veya
gen spesifik hasar belirlenmesinde kullanilan bir modifiye teknik haline gelmistir
(Shaposhnikov vd 2009).
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Sekil 2.3 Comet yontemi semasi (http://www.amsbio.com/Comet-Assays.aspX )
2.5.1 Comet Yontemindeki Basamaklar
2.5.1.1 Hiicresel materyalin hazirlanmasi:

Tam kan Ornekleri (mononiikleer hiicre fraksiyonlari, polimorf l6kositler), kiiltiire
edilmis hiicreler, primer insan fibroblastlari, doku 6rnekleri, bitki hiicreleri, funguslar,
bakteriler, algler, deniz canlilari, bocekler materyal olarak kullanilabilir ve her birinin

hazirlanmasi spesifiktir.

Tam kan orneklerinde, kan heparinize ortama alinir, diisilk erime noktasina sahip
agaroz jel ile karigtirilarak kullanilir. Lenfosit ve mononiikleer hiicrelerde hiicre
fraksiyonlar1 histopak ile izole edilir. Cesitli doku ornekleri ve fibroblastlar tripsin -
EDTA kullanilarak proteinler uzaklastirilir. Bu 6n islemlerle hiicreler serbestlesir ve 6n

kaplama yapilmis lamlarin tizerine yayilir (Green 1996).
2.5.1.2 Mikroskop lamlarinin hazirhg:

Jelin tiim deneme boyunca mikroskop lammin iizerinde kalabilmesi, bozulmamasi ve
net goriintli verebilmesi ¢ok dnemlidir. Deneme yapilmadan bir giin 6nce normal yada
yiiksek erime noktali agaroz jel hazirlanir ve lamlarin {izerine yayilir.Lamlarin kurumasi
icin bir gece beklenir. Deneme yapilacagi giin diisiik erime noktali agaroz ile hiicre
slispansiyonu karistirilarak, kaplanmis lamlarm iizerine yayilir. Bu sayede hiicreler iki

agaroz jel icine gdmiilmiis olur (Green 1996).
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DNA hasar tespitinde, pozitif kontrol ger¢eklestirebilmek amaciyla, UV 1sinlari,
hidrojen peroksit (H20,) iyonize radyasyon, ksantin/ksantin oksidaz gibi radikal

olusturan ajanlar kullanilir.
2.5.1.3 Lizis asamasi:

Lamlarin iizerindeki jel donduktan sonra, tuz ve deterjan iceren lizis ¢Ozeltisinde
bekletilir. Kan ve doku 6rnekleriyle calisiliyor ise mevcut eritrositlerin pargalanmasi ile
aciga ¢ikan demire bagl serbest radikal aracili DNA hasarin1 6nlemek amaciyla % 10
oraninda dimetil siilfoksid eklenmis lizis ¢6zeltisi hazirlanir. Lizis asamasmda membran
parcalanir, hiicre igerigi nukleustan uzaklastirilir. DNA az miktarda nonhiston
proteinlerle birlikte siiperkoil yapisinda kalmistir. Lamlar uygun bir tamponla ya da saf

suyla yikanarak deterjan, tuz ve hiicresel artiklardan uzaklastirilir (Green 1996).
2.5.1.4 DNA yapisinin alkali ortamda a¢ilmasi (Alkali unwinding ):

DNA yapismin agilmasi amaciyla yiiksek alkali igerikli elektroforez tamponunda
inkiibe edilir. Cift sarmal DNA, zincir kiriklarinin bulundugu noktalardan agilmaya
baslar.Islem siiresi genelde 20 dk.olarakuygulanir, calismaya gore degisebilir (Collins
vd 2004).

2.5.1.5 Elektroforez asamasi:

Jel icinde olusan tek zincir DNA alkali ortamda eclektrofoze tabi tutulur ve comet
olusumu saglanir. Elektrik akimi uygulandiginda, anoda dogru yiiriiyen DNA pargalar1
kuyruklu yildiz goriintiisii verir. Bu kuyruklu yildiz goriintiisii, yonteme 'comet' admni
vermistir. Hasarsiz DNA kuyrugu olmayan spot bir gorintidedir. Elektroforez 300mA
akimda 20 [J 25 dakika siireyle, elektoroforezin uygulandig: tankin biiytikliigline gore
(1Vv/cm) (genellikle 25 V) voltaj ile gergeklestirilir (McKelvey vd 1993).

2.5.1.6 Notralizasyon:

Elektroforez agamasindan sonra jel pH'smin nétralizasyonu, pH 7.5 olan uygun bir
tampon c¢ozeltiyle gergeklestirilir. Cozelti icinde lamlarin ka¢ dakika bekletilecegi
calismaya gore degisebilir. Goriintiileme islemi Oncesi ne kadar bekletilmesi
gerekiyorsa depolanmada stabilizasyonu saglamak icin uygun pH formalin veya

metanol kullanilabilir.
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2.5.1.7 Boyama ve goriintiileme:

Comet goriintiilenmesi i¢cin DNA’ya spesifik boyalar, mikroskopta uygun biiyiitme
denemeyi yapan kisiye gore degisebilir. Isaretleme amaciyla genellikle etidyum bromiir

(floresan boya olarak) veya giimiis nitrat (non- floresan olarak) kullanilmaktadir.
2.5.1.8 Comet sayimi ve DNA hasar tespiti:

Mikroskobik degerlendirme islemi, sonug¢ giivenilirligi amaciyla ayni kisi tarafindan
yapilmalidir. Gorsel analiz ve bilgisayarli goriintii analizi yollar1 izlenebilir.

Bilgisayarli goriintilleme analizinde dijital kamera baglantis1 ile otomatik olarak
comet goriintiileri analiz edilir. Bu amagla pek c¢ok sirketin gelistirdigi yazilimlar
kullanilir.  Programlar ~comet  basmi  kuyruktan aywrt edebilir, kuyruk
uzunlugu,kuyruktaki % DNA, bastaki % DNA, kuyruk momenti gibi parametreleri
belirleyebilir.Bu parametreler DNA zincir kirigi sikligi ile orantilidir (McKelveyvd
1993,Green vd 1996, Collins 2004).

Gorsel olarak analiz isleminde comet, DNA go¢ uzunluguna gore bes kategoride
smiflandirilir ve insan gézii bunu kolaylikla ayirt edebilir. Parlak spot gériiniimli DNA
kuyruk goriintiisii vermemistir ve 0 kategorisindedir. Cok kii¢iik baglicometlerve uzun
daginik kuyruklar 4. kategoridedir. 0 ve 4. kategoriler arasinda kalancometlerl, 2, 3
olarak nitelendirilir (Sekil 2.4) Her kategoride olan comet sayis1 belirlenir ve 6zel

formiiller ile DNA hasar1 ortaya ¢ikar.
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Sekil 2.4 Gorsel Analizde Comet Kategorileri (Dinger ve Kankaya 2010)

2.5.2 Comet Yontemi ile ilgili Diger Uygulama Alanlar
2.5.2.1 Klinik arastirmalar

Cesitli hastaliklarin patojenik mekanizmalarinin  aydinlatilmasi, bazi kalitsal
hastaliklarin prenatal tanisi, kansere duyarliligin belirlenmesi, kanser tedavisinin takibi,
diabetes mellitus, katarakt, romatoid artrit - sistemik lupus eritematozus, polikistik over
sendromu, Alzheimer gibi hastaliklarda artan DNA hasarmin gdsterilmesi,
postmenopozal kadinlarda hormon replasman tedavisinin, sigara i¢enlerde sigaranin
DNA iizerine etkilerinin arastilmast Comet yontemiyle gergeklestirilmistir (Dinger ve
Kankaya 2010).

2.5.2.2 Biyolojik izleme

Sperm kalitesinin  belirlenmesi, kemoterapi, ozon ve hipoksi etkilerinin
degerlendirilmesi, c¢evresel degisikliklerin canli sistemde etkisinin incelenmesi,
yaslanma, beslenme, egzersiz gibi siireglerin izlenmesi cometyontemi ile gergeklesebilir
¢iinkii ucuzdur, hizlidir, kolaydir ve 10 - 20 mikrolitre kan 6rnegiyle uygulanabilen non
- invaziv bir teknolojidir (Dinger ve Kankaya 2010) (Herrera vd 2009).
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2.5.2.3 Apoptoz arastirmalari

Apoptoz yada nekroz aracili sitotoksisite nedeni ile olusan DNA kiriklar1
elektroforez agamasinda DNA gog¢iiniin hizini arttirrr. Cift sarmal DNA zincir kiriklart
olusmustur. Nekrotik ve apoptotik hiicreler alkali yada notral elektroforez ile
belirlenebilir. Baz1 arastirmalarda comet yontemi ile bu iki tip hiicrenin ayrilabilecegi
sonucuna varilmistir. Apoptotik hiicreler kiigiik bas ve yelpaze goriiniimlii kuyruga
sahip cometler olustururken; nekrotik hiicreler genis bas ve farkli uzunluklarda dar
kuyruklu cometler olusturmustur (Marks 1991, Elia 1994, Olive 1993, Vasquez 1997).

2.5.2.4 Farkh tiplerde DNA hasar ¢cahsmalari

Bazi arastimalarda, hasara spesifik DNA onarim enzimleri kullanilmis, ¢esitli baz
modifikasyonlarmin siklig1 belirlenmistir. Ornek olarak, okside olmus primidin siklig
endonukleaz 11l enzimi kullanilarak, 8-OHdG hasarmin sikligi formamidoprimidin
DNA glikozilaz kullanilarak gosterilmistir (Gedik 1992, Collins vd 1993).

2.5.2.5 DNAOnarim arastirmalari:

Dogal olarak olusan DNA zincir kirklariin yaninda kesip-¢ikarma onarimi sirasinda
da olusan gegici zincir kirklar1 da elektroforezde gogii arttirir. Spesifik bir endonukleaz
hasara yakm bolgede DNA sarmalini keser ve zincir kirig1 olusur. Deoksiribonukleozit
trifosfatlar ilave edilip uygun sicaklikta inkiibe edilir ise kirik uglar baglanir ve onarim
gerceklesir.Comet yontemi hasar olusturan madde ile muameleden sonra DNA onarim

aktivitesinin belirlenmesinde kullanilir (Collins vd 1993).
2.5.2.6 Genotoksisite Arastirmalari:

Genotoksisite, DNA zincir kiriklar1 ile karakterizedir. In vitro ve in vivo genetik
toksikoloji alaninda cometyontemi énemli bir yere sahiptir. Bu alanda kullanilan diger
tekniklerle karsilastirildiginda avantajlar1  fazladir. Biyopsi Orneklerinde, deney
hayvanlarmin her bir doku 6rneginde, olduk¢a az miktarda hiicre ile ¢aligmaya olanak
saglar. Prosediir bir ka¢ saatte tamamlanir ve hemen o giin degerlendirilebilir.
Tanimlanmig mutagenik ve genotoksik ajanlarin farkli hiicre tipleri ve farkli

dokulardaki aktiviteleri (hiicreye 6zel metabolik aktivasyon, in vitro DNA onarimi,
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toksikokinetikler ve maddenin vucuda farkli yoldan verilmesiyle doz-toksik yanit
iligkisi) comet yontemi ile belirlenebilir (McKelvey vd 1993).

2.6. Arastirmanin Genel Bilgiler Isizinda Ongoriisii

Sigaranin genotoksik etkisinin ileride karsinojenik etkilere doniisme riski, konunun
klinik Onemini artirmakta ve rutinde kullanilabilecek hassas bir biyogdstergeyle
kanserojen etkinin tespitine yonelik arastirmalar siirmektedir. Bu ¢aligmada s6z konusu
genotoksik riskin olusup olusmadiginin tespitine yonelik olarak; son yillarda gelistirilen
ve DNA’daki ¢ok kiiclik harabiyetlerin bile hassas biyogostergesi oldugu kabul edilen
ve kisa siirede yanit alinan comet inceleme teknigi ile sigara i¢en kisilerin bazal DNA

hasar1 ve H,O5 ile indiiklenmis DNA hasar1 bakimindan degerlendirilmesi amaglandi.
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3. MATERYAL VE METOT

Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 8.11.2013 tarihli 44573 sayili yazisiyla onaylanan arastirma, Pamukkale
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2012-SBE-010 no' lu proje

kapsaminda desteklendi.

Calismayla ilgili olarak goniilliilere imzalatilan "Pamukkale Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Belgesi"
ornekleri Ek 1. ve EK 2." de verildi.

Ailesinde herhangi bir kalitsal hastalig1 bulunanlar aragtirmaya alimmadh.

3.1. Goniillerin Niteligi ve Sayilan

Pamukkale Universitesi, Tip Fakiiltesi, Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali’na
basvuran ve arastirmaya katilmay1 kabul eden goniilliilerin gruplandirmasi asagidaki

sekildedir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 Gonillilerin 6zellikleri

Sigara Igenler | Sigara igmeyenler P
Goniillii Sayisi N 30 20
Kadin 15 13
Cinsiyet Erkek 15 7 p=0,295
Ort + SS 30,57 + 5,87 29,2+53
Yas (min-maks) (21-45) (22-44) p=0,406
Giinde Igilen (Ort £ SS) 17,67 +7,63
Sigara Sayist | (min-maks) (10-40)
Kullanim  Yili (Ort £ SS) 11,72 £ 7,26
(min-maks) (1-35)
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Sigara icen goniilliiler: Bilinen herhangi bir kronik hastalig1 bulunmayan ve halen
herhangi bir ila¢ kullanmayan, giinde en az 10 adet sigara i¢en, 20 yas ve istiindeki, 15
kadin ve 15 erkek goniillii olmak tizere toplam 30 kisi.

Sigara icmeyen goniilliiller: Yasadigi evde sigara igen kisi olmayan, bilinen
herhangi bir kronik hastaligi bulunmayan ve halen herhangi bir ila¢ kullanmayan, 20

yas ve istlindeki, 13 kadin ve 7 erkek goniillii olmak iizere toplam 20 kisi.
3.2. Comet Yontemi
3.2.1. Yontemde Kullanilan Geregler ve Markalan

Comet yontemi i¢in elektroforez o .
Cleaver Scientific, CLS- COM20 model, Ingiltere

tanki1

Dijital istten kefeli terazi Sartorius CP2245, Almanya

Elektroforez gii¢ kaynagi Biorad Power Pac300, Singapur
Elektroforez tanki I¢in Chiller WITEG, Wise Circu Fuzzy Control System,
Sistem Almanya

Falkon tiip AXYGEN, ABD

Flouresan Mikroskop BAB Gériintii Isleme ve Analiz Sistemi, Tiirkiye
Heparinli Tiip LP ITALIANA, Italya

Lam Isotherm Microscope Slider

Lamel (24 x 60 mm) Deckgléaser / CITOGLAS, Almanya
Manyetik karistiric Torrey PINES SCIENTIFIC, ABD
Mikrodalga firm Arcelik M0300, Tiirkiye

Otomotik pipetler AXYGEN, ABD

pH metre HANNA HI221-02, Mauritius

Sogutmali santrifiij SIGMA WCR-P6 4K15C model, ABD



3.2.2. Yontemde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Markalan

Agaroz (yliksek ve diisiik erime
noktalr)

Dimetil siilfoksit (DMSO)
Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA)

Hidrojen Peroksit (H20,)

Hidroklorik asit (HCI)
Histopak-1077

Metanol
Phosphate buffered saline (PBS)

Sodyum hidroksit (NaOH)
Sodyum kloriir (NaCl)
Triton X- 100

Trizma base (Tris)

Lonza, Sea Plague ® Agarose, Isvigre

Fischer BioReagents ®  ABD
Fischer BioReagents ®  ABD
[ron Kimya, Tiirkiye

Merck, Almanya
Sigma Aldrich ® , ABD

Sigma Aldrich, ABD
Lonza, Isvicre

Sigma ® Aldrich, ABD
Merck, Almanya

Fischer Chemicals ®, ABD
Fischer BioReagents ® ABD

3.2.3. Yontemde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

5 M NaOH cozeltisi

200 g NaOH distile suyla 1000 mL’ye tamamlandi.

0.5 M EDTA cozeltisi

73.05 g EDTA distile suyla 500 mL’ye tamamlanda.

Stok 100 pg/ml Etidyum Bromiir Cozeltisi

21

10 mg boya 50 mL distile suda ¢oziildi. Boyama sirasinda stok 1:10 oraninda

seyreltilerek kullanildi.

Stok Lizis Cozeltisi
2.5M NaCl 146.1 g
100 MM EDTA 37.2¢g
10mM Tris1.2 g
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Distile su 900 mL
Cozeltinin pH" 10’a ayarlandi. Hazirlanan stok lizis ¢ozeltisi buzdolabinda saklandi.

Kullanmadan 6nce her 100 mL ¢6zelti igin 1 mL Triton X ve 10 mL DMSO ilave edildi.

Elektroforez Tamponu
0.3 M NaOH 60 mL

1 mMEDTA2mL
Distile su 938 ml

Notralizasyon Tamponu

0.4MTris485¢g

Distile su 1000 mL

Cozeltinin pH’s1 konsantre HCl ile pH 7.5’e ayarland:.

Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA) (%1 )

Distile su i¢inde hazirland.
Yiiksek kaynama dereceli agaroz (HMA) (%1.8)
Distile su i¢inde hazirlandi.

3.2.4. Lenfositlerde Comet Yontemi Uygulanisi

Lenfosit hiicrelerinde DNA hasarmi belirlemek i¢in alkali comet yontemi(Singh vd
1988) kullanild1.

Deney yapilacag: giinden bir giin 6nce lamlar % 1,8’lik HMA ¢6zeltisine daldirildi
ve bir tarafi silinerek diiz bir zemine yerlestirildi. Islem siiresince agarozun donmamasi

igin kap 40°C’lik su banyosunda tutuldu.

Deney giinii ilk olarak %1°lik LMA ¢ozeltisi hazirlandi ve 37.5°C’lik su banyosuna

konuldu. Ardindan liziz ve elektroforez ¢oOzeltileri hazirlanarak sogumalar1 igin

buzdolabina birakildi.

3 mL kan 3mL histopaque soliisyonu iizerine yavas¢a eklendi. +4°C’de 2100 rpm’de,
30 dakika santrifiij edildi.

Lenfosit tabakas1 alinarak PBS ile yikand1.
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Bu siispansiyondan alman 60 pL lenfosit ve 180 pL LMA ayr1 bir ependorf tiip

icerisinde karistirildi ve karigimdan 40 pL alinarak lamlara damlatildi.

Her goniilliiniin kan 6rnegi i¢in 4 lam ¢alisildi. Lamlardan ikisi bazal DNA hasarinin
incelemesi i¢in, buna paralel olarak diger ikisi H,O; ile indiiklenmis DNA hasarmin

incelenmesi i¢in hazirland.

Lamlara yayilan hiicrelerin diizgiin dagilmas: amaciyla iizerlerine lamel kapatildi.
Agarozun katilagmasi i¢in lamlar 40 dakika buzdolabinda bekletildi; siire sonunda

lameller yavasga ¢ikarild1.

Pozitif kontrol olarak H,O; kullanildi. Calisilan her dort lamdan ikisi 100 uM H,0,

ile5 dk muamele edildi ve distile suyla yikandi.
Liziz ¢Ozeltisine alinan lamlar 1 saat 15 dakika boyunca buzdolabinda bekletildi.

Lizis ¢o6zeltisinden c¢ikarillan lamlar distile suyla yikanip elektroforez tankina
yerlestirildi. (Sekil 3.1) Tanka elektroforez ¢ozeltisi eklendikten sonra lamlar 20 dakika
akim uygulamadan bekletildi. Ardindan uygun akim (1V/cm, 300mA) ayarland1 ve 20
dakika, 4°C ' de elektroforez asamasi gergeklestirildi (Sekil 3.2).

Elektroforez tankindan alman lamlar distile su ile yikandi ve noétralizasyon
¢ozeltisinde 15 dakika bekletildi. Notralizasyonun ardindan lamlar -20°C’lik metanole 5
dakika daldirildi. Metanolden c¢ikarilan lamlar diiz bir zemine koyularak kurutuldu

Goriintiileme 6ncesi lamlar etidyum bromiir (45 pL) ile boyandi.



Sekil 3.1 Lamlarin elektroforez tankina yerlestirilmesi

Sekil 3.2 Elektroforez asamasi
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3.2.5. Comet Yonteminde Goriinti Analizi
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Hazirlanan preparatlar, BAB Goriintii Isleme ve Analiz Sistemi kullanilarak

incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi Degerlendirilmelerinde CometScore 15, Tritek

Corporationgoriintii analiz programi kullanildi (Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5).

TriTek CometScore™ Freeware v1.5 | = | B |-

File Edit View Settings Help

Comet
Score

Free comet scoring software brought to you by

AvtoComet.com

| Totalares

Tail Area

Software initialized and ready for use...

Sekil 3.3 CometScore 15, Tritek Corporation Analiz Programi

E TrTek CometScore™ Freeware v1.5 2=

File Edit View Settings Help

CugUnsn
COMEY
PARAMCTRILIRI

OLCUMG YARILAN ONA

HASSASIVET
Uiy

COMLT GORUNTUSL
VERMEYEM
ONATAR

Sconng comet and exporting to Ji\Users\EC\Desktop\CCCCC ELIRAYAPILMIS; COMET CALLS

Sekil 3.4Comet goriintiisii olusturmamis DNA'larin mikroskopi goriintiisii ve

programi

analiz
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Ef

E TriTek CometScore™ Freeware v1.5 | == &J

File Ecit Wiew Settings Help

—_—

Score
PARAMETRELERi Sy

OLCUMU YAPILMAK | a8 - CA22T.00
UZERE SECILEN E L Cl2tdz
DNA ; ; 7 HO=36.00

OLCULEN COMET

OLCUMU YAPILAN
DNA TI=1aG4
OM=14 556

Cutoff
92

=

Defining comet bounds...

Sekil 3.5H,0; ile indiiklenmis DNA hasarinin mikroskopi goriintiisii ve analiz programi

3.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler SPSS paket programiyla analiz edildi. Siirekli degiskenler, ortalama +
standart sapma, medyan, minimum-maksimum degerlerle, niteliksel degiskenler ise say1
(yiizde) seklinde ifade edildi. Bagimsiz grup karsilagtirmalarinda, parametrik test
varsayimlar1 saglandiginda iki Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik Testi; parametrik
test varsayimlar: saglanmadiginda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Bagimli grup
karsilastrmalarindaise parametrik test varsayimlari saglandiginda Iki Es Arasindaki
Farkm Onemlilik Testi; parametrik test varsayimlar1 saglanmadiginda Wilcoxon
Eslestirilmis iki Ornek Testi kullanildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Wilk testi ile arastirildi. Niteliksel degiskenlerin karsilastirilmasinda ise Ki-kare
analizi kullanildi. Istatistiksel olarak p<0,05 anlamli kabul edildi. Degiskenler arasi

iligkiyi incelemek i¢in ise Spearman korelasyonanalizi kullanildi.
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Calismaya katilan goniillillerin demografik 6zellikleri Tablo 4.1’ de verildi.

Gruplar arasinda yas ve cinsiyet agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.1 Goniilliillerin demografik 6zellikleri

Sigara igmeyenler

Sigara Icenler

n=20 n=30
Cinsiyet | Kadn 13 15
Erkek 7 15
Yas (ort £SS) 29,2 +5,3 30,57 + 5,87 p=0,406
(min-maks) (21-45) (22-44)

Goniillii gruplarmmin periferal kan lenfositlerindeki DNA hasar1 comet yontemiyle

degerlendirildi ve fotograflandi (Sekil 4.1- Sekil 4.8).

Sigara icen ve igmeyenlerin elde edilen tiim verileri EK 3 ve Ek 4 'de verildi.




Sekil 4.1 Sigara igen erkek goniilliiniin comet goriintiisii (H20;’siz)

Sekil 4.2 Sigara icen erkek goniilliiniin comet gorintiisii (H202’1i)
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Sekil 4.3 Sigara icmeyen erkek goniilliinlin comet goriintiisii (H,0;’siz)

Sekil 4.4 Sigara igmeyen erkek goniilliiniin comet goriintiisii (H20;’1i)
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Sekil 4.5 Sigara igen kadin goniilliiniin comet goriintiisii (H20;’siz)

Sekil 4.6 Sigara icen kadin goniilliiniin comet goriintiisti (H20,’11)
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Sekil 4.7 Sigara icmeyen kadmn goniilliiniin comet goriintiisii (H20;’siz)

Sekil 4.8 Sigara igmeyen kadin goniilliiniin comet goriintiisii (H20,’11)
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Goniilli gruplarinin bazal ve H;0, ile indiiklenmis DNA hasar1 sonuglarinin

karsilastirilmasi Tablo 4.2' de, grafiksel olarak Sekil 4.9 'de sunuldu.

H20, ile muamele goren hiicrelerde, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti

degiskeni yoniinden sigara icen ve igmeyen goniillii gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik bulundu (p<0,05).

Tablo 4.2 Goniillii gruplarinin bazal ve H,0; ile indiiklenmis DNA hasar1 sonuglari

Tablo 4.2a Goniillii gruplarinin bazal DNA hasari

Sigara i¢cen Goniillii (n=30) Sigara igmeyen Goniillii (n=20)
Ortt SS Medyan | Min - Maks Ort+ SS Medyan | Min - Maks P
Kuyruk
U UYIUR 1 s 11a345 | 413 | 1,73-1599 | 359:1,75 | 328 | 1.6-814 |0,063
zunlugu
Kuyruktaki
% DNA 12,75+7,14 10,4 3,35-33,77 | 10,4143,41 9,89 5,67 -18,7 |0,452
Kuyruk
Momenti 2,09+2.05 1,44 0,43-8,85 1,29+0,69 1,05 0,47-2,99 |0,178
Tablo 4.2b Goniilli gruplarinin H,O5 ile indiiklenmis DNA hasar1
Sigara Icen Goniillii (n=30) Sigara I¢gmeyen Goniillii(n=20)
Ort= SS | Medyan | Min - Maks Ort+ SS Medyan | Min - Maks P
Kuyruk 25,6+7,92 | 25,68 |11,09-43,94| 19,68+8,82 | 16,54 | 7,21-36,19 |0,017*
Uzunlugu
Kuyruktaki
oy 53,07+13 55,21 |24,96 - 78,49 | 45,26+15,29 | 40,64 20,7-73,68 | 0,058
% DNA
Kuyruk 16,06£7,27 | 15,89 | 4,18-34,84 | 11,73£7,48 | 9,06 | 2,64-26,93 |0,021*

Momenti
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Sekil 4.9 Sigara i¢cen ve igmeyen goniillii gruplarinda bazal (-H20,) ve H,0;ile
indiiklenmis oksidatif DNA hasarinin grafiksel gésterimi.

*Sigara igmeyenlere gore anlaml farklilik (p<0,05)
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Sigara igen goniilli grubunda bazal veH,0Osile indiiklenmis DNA hasar1 sonuglarinin

cinsiyete gore karsilagtirilmasi Tablo 4.3' de, grafiksel olarak Sekil 4.10 'da

Sunuldu. incelenen degiskenler icin sigara icen goniilliilerde kadin ve erkek gruplari

arasinda kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki % DNA parametrelerinde, istatistiksel olarak

anlamli farklilik bulundu (p<0,05).AncakH;O,ilemuamele goren hiicrelerde incelenen

parametreler acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.3 Sigara igen goniillillerin bazal ve H,O, ile indiiklenenmis DNA hasar1

sonuglar1

Tablo 4.3a Sigara igen goniillillerin bazal DNA hasar1

ERKEK (n=15) KADIN (n=15)
Ort= SS | Medyan | Min - Maks Ort+ SS Medyan | Min - Maks p
Kuyruk
Y < 6,33+4,26 4,67 1,96-15,99 | 3,89+1,82 3,10 1,73-7,55 |0,045*
Uzunlugu
Kuyruktaki N
% DNA 15,68+8,51 | 12,58 | 4,83-33,77 | 9,81+3,86 8,7 3,35-15,94 | 0,025
Kuyruk
Momenti 2,75+2.65 1,47 0,43-8,85 1,44+0,87 1,36 0,46 -3 0,174
Tablo 4.3b Sigara igen goniilliilerin H,O; ile indiiklenmis DNA hasar1
ERKEK (n=15) KADIN (n=15)
Ort= SS | Medyan | Min - Maks Ort+SS Medyan | Min - Maks p
Kuyruk
- 26,43+£8,42 | 27,2 |11,09-43,94| 24,77+7,59 | 23,6900 | 13,39 -41,01 | 0,576
Uzunlugu
Kuyruktaki
‘V?)/ DNA 56,12+13,32 | 58,62 |26,71-78,49| 50,03+12,35 | 48,4800 | 24,96 - 73,87 | 0,205
Kuyruk
. 17,19+£7,53 | 17,81 | 4,72-34,84 | 14,92+7,07 | 13,6400 | 4,18 - 30,74 | 0,401
Momenti
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Sekil 4.10 Sigara igenlerde bazal (-H,0;) ve H,0; ile indiiklenmis oksidatif DNA
hasarinin (+H2O; ) grafiksel gosterimi.

* Bazal DNA hasar1 agisindan anlamli farklilik (p<0,05).
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Sigara igmeyen goniilli grubunda bazal veH;Osile indiiklenmis DNA hasar1

sonuc¢larmin cinsiyete gore karsilastirilmas: Tablo 4.4' de, grafiksel olarak Sekil 4.11 'de

sunuldu. incelenen degiskenler agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi

(p>0,05).

Tablo 4.4 Sigara igmeyen goniillillerin bazal ve H,0; ile indiikklenmis DNA hasar1

sonuglar1

Tablo 4.4a Sigara igmeyen goniilliilerin bazal DNA hasar1

ERKEK (n=7) KADIN (n=13)
Ort= SS | Medyan | Min - Maks Ort+ SS | Medyan | Min - Maks p
Kuyruk
Uzunlugu 3,71+2,1 3,23 2,03-8,14 3,53+1,62 3,32 1,6-7,99 | 0,968
K”yg:fltz\ki %1 0370428 | 885 | 65-187 | 1043£3,04 | 1053 |567-1638| 0,663
I\l/T(;Jr)‘r/]reunlii 1,23+0,86 ,95 0,47-2,99 1,32+0,62 1,38 0,63-2,71 | 0,606
Tablo 4.4b Sigara igmeyen goniilliilerin H,O; ile indiiklenmis DNA hasar1
ERKEK (n=7) KADIN (n=13)
Ort= SS | Medyan | Min - Maks Ort+ SS | Medyan | Min - Maks p
U};zr):{llljgu 16,27£7,07 | 14,67 7,21-2788 | 21,5249,36 | 18,42 |8,14-36,19| 0,183
Kuygtltzki % 40,19+12,26 | 40,36 | 21,34-56,71 |47,99+16,49 | 47,49 |20,7-73,68| 0,588
I\I/T(l)‘lri/]reunif[i 8,39+4.94 7,32 2,64 - 16,64 13,53+8,14 | 10,43 |3,28-26,93 | 0,157
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Sekil 4.11 Sigara igmeyenlerde bazal (-H,0;) ve H,0; ile indiiklenmis oksidatif DNA
hasarinin (+H2O; ) grafiksel gosterimi.
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Sigara icen goniillii grubunda bulunanlarin lenfositlerindeki bazal DNA hasariyla
(kuyruktaki % DNA parametresi ele alinarak), goniilliilerin sigara igme siireleri (yil)
arasindaki iligki spearman korelasyon testi ile arastirilds; istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunamadi(Tablo4.5) (Sekil 4.12).

Tablo 4.5 Sigara igme siiresi ile kuyruktaki % DNA arasindaki korelasyon

KUYRUKTAKI % DNA

. o | e
Sigara Igme Siresi Y
I
(yl ) p ,105
N 30
40,00
(o]
30,00 o
<
=
(]
R
x
T 20007
x
2
o
)—
2
X
10,00
o] o]
s]
00
T I T T T
00 10,00 20,00 30,00 40,00

Sigara igme Siiresi (yil)

Sekil 4.12 Sigara igme siiresi (yil) ile kuyruktaki % DNA parametresi arasindaki

korelasyon
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Sigara igen goniilliilerin lenfositlerindeki bazal DNA hasarinin kuyruktaki % DNA

parametresi ele alinarak yapilan karsilastirma spearmankorelasyon testi ile arastirildi,

goniilliilerin bir giinde igtikleri sigara sayisi ile bazal DNA hasar1 arasinda bir iliski

bulunmadi (Tablo 4.6) (Sekil 4.13).

Tablo 4.6 Bir giinde igilen sigara

sayisi ile kuyruktaki % DNA arasindaki

korelasyon
KUYRUKTAKI %
DNA
ol e | o
BIR GUNDE ICILEN Y
SIGARA /GUN p ,896
N 30
40,00
o
30,00 o
=
=
[m]
= o
= o
= 20,00 o
e 8]
2 o
> o o
2 |8 0 - |
10,00 g 8 § o
(<] o
e]

00—

T T I
10,00 15,00 20,00

T T T T
25,00 30,00 35,00 40,00

1 GUNDE ICILEN SIGARA SAYISI

Sekil 4.13 Bir giinde igilen sigara sayisi ile kuyruktaki % DNA arasindaki

korelasyon



Tiim goniilliilerin yaslari ile kuyruktaki % DNA parametresi arasindaki iliski
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spearman korelasyon testi ile arastirildi vebir korelasyon bulunmadi.(Tablo 4.7) (Sekil

4.14).

Tablo 4.7 Tiim goniilliilerin yaslari ile kuyruktaki % DNA parametresi arasindaki
korelasyon
KUYRUKTAK:Ii%
DNA
Korelasyon 231
Katsayisi
YAS p 106
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Q
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<
s
a
=
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¥
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asl,nn
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I
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T
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Sekil 4.14 Goniillilerin yaslar ile kuyruktaki % DNA arasindaki korelasyon



Tablo 4.8. Sigara i¢en goniillillerden elde edilen ham veriler

Kuyruk L lug Kuyruktaki % DNA Kuyruk Mol i
isim yas cinsiyet guinliik sigara Il yil Kuyruk L lug Kuyruktaki % DNA Kuyruk M H202'li H202'li H202'li
PE1 36 E 20 20 15,6 £12,72 33,77 £29,02 8,75+9,74 31,58 £10,22 58,62 12,35 19,42 +£9,05
PE2 45 E 20 35 7,05 +7,44 21,26 23,41 3,13 +4,47 32,17 £7,68 67,93 £11,05 22,45 £7,83
PE3 26 E 20 10 3,40 £4,37 7,45 +13,32 0,71+1,62 30,33 +15,70 59,54 £27,33 22,06 £15,15
PE4 31 E 15 10 3,74 +5,27 10,54 + 16,44 1,18 +2,85 11,09 +9,10 26,71+21,36 4,72 5,40
PE5 22 E 15 5 577 +8,21 18,57 +25,30 2,83+5,42 27,20 £12,25 58,36 20,51 17,87 £+12,19
PE6 33 E 25 15 1,96 + 3,89 4,83 +10,11 043+1,71 17,29 +13,05 39,79 +24,65 9,88 +11,29
PE7 31 E 15 15 9,44 + 8,63 22,90 £23,19 4,07 +5,62 21,82 +5,38 55,05 +11,50 12,55 5,20
PES 25 E 20 8 529+6,21 12,58 +14,41 1,47 43,06 26,03 +6,04 53,95 10,90 14,42 5,36
PE9 35 E 15 16 4,31+5,64 11,36 £17,24 1,34 £2,92 11,69+6,14 35,31+16,03 5,03+4,19
PE10 30 E 20 12 15,99 +14,97 30,19 £29,40 8,85+12,34 28,29 £9,10 67,25 14,30 20,12 £9,08
PE11 39 E 40 20 6,74 £ 7,46 19,97 £21,71 2,88 £4,50 25,82 +8,58 59,26 17,19 16,52 +8,12
PE12 23 E 10 4 4,16 6,75 10,26 16,60 1,42 +3,20 32,90+£8,73 66,30 £12,08 22,63 £8,52
PE13 21 E 10 7 4,67 +5,54 13,60 +£18,16 1,52 +2,85 26,98 +9,73 59,83 +16,70 17,59 +9,55
PE14 27 E 10 5 3,32+7,14 8,09 + 15,97 1,27 £3,70 29,28 +10,40 55,36 +18,68 17,81 +10,74
PE15 26 E 10 6 3,52+6,77 9,86 +17,52 1,35 +4,02 43,94 +8,48 78,49 +8,91 34,84 +8,94
PK1 25 K 20 1,5 2,44 +5,05 6,74 + 14,95 0,79 +2,57 41,01+7,15 73,87 £9,68 30,74 £8,19
PK2 38 K 20 16 2,35 + 3,06 7,77 £11,43 0,46 +0,95 23,01+5,80 43,62 +£10,23 10,31 +4,20
PK3 40 K 20 25 5,38 +8,70 14,56 +21,48 2,51+5,92 25,54 +13,34 56,48 + 24,40 17,40 +11,77
PK4 30 K 20 15 2,83 +4,76 8,70+17,83 1,00+ 2,94 19,71 +13,10 44,03 + 25,37 11,79 +11,07
PK5 28 K 30 14 4,21 +6,89 10,06 +17,76 1,50 £3,79 25,37 +8,76 49,19 + 16,96 13,64 +8,34
PK6 27 K 10 5 4,09 +5,92 8,70 + 14,16 1,04 3,45 23,99+9,10 57,17 +19,55 15,27 +8,36
PK7 30 K 20 10 2,23 +3,86 7,87 £13,12 0,56 +1,89 20,06 +5,93 48,44 +£9,39 10,05 +4,34
PK8 38 K 10 10 7,55 + 8,86 14,19 +17,32 2,43 +£4,65 22,5949,36 48,48 +16,37 12,21+7,18
PK9 30 K 30 15 2,68 £5,62 3,35+7,67 0,47 £2,29 13,39+7,25 24,96 + 14,66 4,18 + 3,66
PK10 29 K 15 14 6,44 + 8,95 15,40 +21,09 2,73 £5,03 15,62 +12,58 33,13 +24,26 7,99 +10,77
PK11 39 K 10 14 2,69 £6,11 10,00 + 23,50 1,51+4,99 23,69 +16,24 45,11 +28,67 14,94 +13,63
PK12 30 K 10 3 6,67 £9,20 15,94 +23,09 3,00 +6,22 19,09 + 8,67 47,40 +£17,26 10,26 +7,56
PK13 29 K 10 10 3,10 +£6,77 7,27 £17,85 1,36 +4,67 27,92 +12,61 50,54 +22,73 16,69 +12,11
PK14 28 K 30 10 3,99 £6,75 11,91 +19,83 1,68 £4,26 37,14 +11,75 69,34 +16,07 27,40 +13,19
PK15 26 K 10 1 1,73 4,13 4,75 + 12,60 0,53 +1,97 33,45 +11,33 58,64 15,85 20,94 £11,61

41



Tablo 4.9. Sigara igmeyen goniillillerden elde edilen ham veriler

Kuyruktaki % DNA

isim YAS CINSIYET Kuyruk Uzunlugu Kuyruktaki % DNA Kuyruk Momenti Kuyruk Uzunlugu H202'li H202'li Kuyruk Momenti + H202'li
NE1 23 E 8,14 +8,19 18,70 + 20,07 2,99 +£4,28 23,26 £ 8,25 52,99 15,40 13,44 +7,33
NE2 28 E 2,03 + 3,09 6,50 + 14,83 0,47 +1,34 7,21+6,21 21,34 +£19,65 2,64 +3,68
NE3 29 E 2,35 +3,66 8,13 +12,06 0,57+ 1,31 14,67 +7,98 40,36 + 19,41 7,32 +5,95
NE4 24 E 3,60 6,60 7,11 + 14,65 1,12 +£3,37 27,88 +£8,13 56,71 + 13,69 16,64 + 6,86
NE5 27 E 4,20 +5,80 13,16 + 19,26 1,55+ 3,03 14,55 +7,90 39,21+17,43 6,82 +5,74
NE6 32 E 3,23 +£4,77 10,16 + 15,01 0,95+2,13 10,97 +7,53 29,79 +17,87 4,45 +4,51
NE7 31 E 2,44 £4,71 8,85+17,09 0,93 +3,13 15,32 7,22 40,92 +18,71 7,41 5,77
NK1 28 K 2,85 +4,34 9,52 +13,89 0,79+1,91 25,60 £9,57 58,78 + 16,09 16,24 + 8,51
NK2 40 K 4,09 +6,33 11,85+17,49 1,41+3,29 18,42 +8,72 48,53 +19,13 10,43 +7,57
NK3 27 K 2,06+ 4,18 5,67+ 14,18 0,63+ 2,28 21,44 +13,43 47,49 +26,77 13,54 +11,74
NK4 27 K 2,57+ 4,47 9,62 +16,11 0,89+2,11 8,14 + 8,42 20,70 + 21,70 3,28+ 4,89
NK5 28 K 3,39 +4,67 8,78 +13,44 0,88 +2,35 12,18 +7,81 31,93 +18,19 5,09 +5,30
NK6 22 K 5,18 + 8,02 13,67 +21,40 2,29+5,78 35,59 +9,73 71,29 +12,17 26,21+9,34
NK7 33 K 7,99 + 8,48 16,38 + 19,59 2,71 +4,58 35,65 +7,94 73,68 £10,11 26,93 + 8,69
NK8 25 K 1,60 +4,29 5,69 + 15,46 0,72 +2,98 23,82 +12,87 51,57 +23,58 14,93 +12,02
NK9 44 K 3,67 £5,24 12,91 + 19,59 1,43 +3,08 16,78 + 10,85 38,83 +23,22 8,77 +7,55
NK10 27 K 3,57 +5,86 11,93 + 19,09 1,47 +3,37 13,77 +9,48 36,07 + 20,24 6,62 + 6,68
NK11 27 K 3,18 +6,35 10,53 + 20,85 1,56 +4,64 16,29 + 12,09 37,42 + 25,34 8,82 +10,22
NK12 32 K 2,43 4,77 8,20 +17,56 0,97 +3,33 15,94 + 12,49 37,59 + 28,84 9,29 +9,81
NK13 30 K 3,32+6,07 10,86 + 20,13 1,38 +3,64 36,19 +7,50 69,99 + 9,08 25,74 +7,69

42
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5. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii’niin Sigara Salgmi raporuna gére, Tiirkiye diinyada en fazla
sigaranin icildigi 10 iilke arasmna girmektedir (WHO, 2008). Sigara ve diger tiitiin
mamullerinin; kanser, kardiyovaskiiler sistem ve solunum sistemi hastaliklarma yol
actig1, uzun siireli maruziyetin, saglik sorunlarmi agirlagtirdigi kanitlanmistir (Karlikaya
2006, Vineis vd 2007, Barcala vd 2007, Giovino 2007). Son yillarda, sigaraya bagli
bircok sorunun olusumunun yanisira genotoksisiteye de yol agmasi ve klinik seyir ile
genotoksisite arasindaki kuvvetli iliski onemli tartisma konularmdandir (Akbas vd
2001, Karlikaya 2004, Kayaalp vd 2005). Genotoksisitenin artig1 ileinsanlarda kanser
olusumu arasindaki baglanti1 kanitlanmistir (Bonassi vd, 1995). Bugiin belki de kansere
neden olan en yaygin gevresel etken tiitiin tirtinleridir. Ttitiin Griinleri basta akciger, agiz
boslugu ve komsu doku kanserleri olmak iizere birgok kansere neden olmaktadir (Doll
ve Peto, 1981; Wogan vd, 2004). Eksojen kaynaklti DNA hasarlariyla olusan
mutasyonlar ve gen anlatimindaki degisikliklerle etkinligi artan endojen DNA hasarlar1
cogu kanser vakasida birlikte rol almaktadir. Bu nedenle olusan endojen DNA
hasarlarinin eksojen DNA hasarlari ile etkilesimini bilmek kanser ve diger hastaliklarin

gelisimini anlamak i¢in 6nemlidir (De Bont ve Van Larebeke, 2004).

DNA hasarin1 belirlemede, diger yontemlerle karsilastirildiginda comet yontemi;
diisiik seviyedeki DNA hasarini belirleyebilmesi, az miktarda biyolojik materyal ile
caligilabilmesi, ekonomik ve uygulamasi kolay olmasi, kisa siirede tamamlanabilmesi

ozellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Tice vd, 2000). Wu vd (2005) nikotinin pH 8’de kiiltiire



44

edilmis normal hiicrelerde, pH 6.5'da kiiltiire edilmis hiicrelere gére daha fazla DNA
kirigina sebep oldugunu comet analizliyle gostermislerdir. Mukherjee vd (2013) tiitiin
dumanma ve petrol gazina maruz kalan sigara icmeyen kisileri ¢aligma grubu olarak ele
almislardir ve kontrol gruplariyla karsilastirildiginda bu kisilerin balgamindaki hem
inflamatuar hem de epitelyum hiicrelerinde comet yontemiyle oldukga yiliksek oranda
DNA hasar1 saptamiglardir. da Silva vd (2013) tiitiin yapraklarindaki organik ve
inorganik karisimlara maruz kalan ¢iftciler icin olasi riski arastirmak adina, tiitiin
yapraklarinda yasayan Helixaspersa’daki genotoksik etkiyi comet yontemi ile Glgerek;
tiitlin yapraklarma farkli zaman periyotlarinda maruz kalmanin belirgin DNA hasar1
olusturdugunu saptamislardir. Hang vd (2013) sigara dumanmnin insan hiicrelerinde
olusturabilecegi DNA hasarin1 arastirmislar ve sonu¢ olarak comet yonteminin
numunedeki c¢ok diisiik miktardaki kimyasallarin etkilerini test etmede oldukca

kullanigh oldugu kanisma varmislardir.

Calismamizda sigara igen ve igmeyenler arasinda bazal DNA hasar1 ve H,O, ile
indiiklenmis DNA hasar1 3 farkli comet parametresi incelenerek arastirildi. Kuyruk
uzunlugu, kuyruktaki % DNA ve kuyruk momenti parametrelerine bakildiginda, sigara
icenler ve igmeyenlerin bazal DNA hasar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi. Ancak H;O; ile indiiklenmis DNA hasar1 agisindan kuyruk uzunlugu ve
kuyruk momenti parametrelerinde anlamli bir fark bulundu (p<0,05). Sigara igenlerde

oranlarm daha yiiksek oldugu dikkat ¢ekti.

Sigara igen kisilerde c¢esitli yontemlerle DNA hasarini inceleyen c¢alismalarin
sonuclar1 tartismalidir. Hoffmann vd (2005) tarafindan gerceklestirilen sigaranin DNA
iizerindeki potansiyel etkilerini periferal kan 6rneklerinde comet yontemiyle inceleyen
bir meta analiz ¢calismasinda 37 calismadan sadece 14'linde sigara icen ve igmeyenler
arasinda bir fark saptandigi ve istatistiksel analiz sonuc¢larinin verildigi belirtilmistir.
Diger ¢alismalardan besinde yine sigara igen ve icmeyenler arasinda bir fark saptanmis
fakat veriler ve istatistiksel analiz sonuglar1 belirtilmemistir. Bu ¢aligmalardan sadece
birinde (Piperakis vd 1998) sigaranin genotoksik etkisinden soz edilmis fakat diger dort
calismada sigara igen ve igcmeyenler arasinda bir fark saptanmamistir. Bazi diger
caligmalarda da zayif istatistiksel analizler ve biaslara dikkat g¢ekilmistir.Dinger vd
(2003) tarafindan giinde 20 adet sigara i¢en 27 erkek ve sigara igme aligkanligi olmayan
23 erkek bireyin kan ornekleri alinarak yapilan ¢alismada ise, 16kosit DNA'sindaki
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hasar ve tam kanda GSH diizeyi incelenmistir. DNA zincir kirigi sikligi comet yontemi
ile Olciilmiis, kuyruktaki % DNA parametresine bakilmis ve sigara igen bireylerde,
icmeyenlere gore anlamli olarak yiiksek (p<0.001) bulunmustur Cloos vd (1996) bogaz
ve bas skuamoz hiicre tiimoriine sahip hastalarda gerceklestirilen bir ¢calismada, sigara
kullaniminin lenfositlerde DNA hasarmi etkilemedigini ileri siirmiislerdir. Ginzkey vd
(2013) insan kan lenfositlerine 1uM -1mM araligindaki dozlarda nikotin ile muamele
etmisler, suplementli RPMI mediumu negatif kontrol olarak 100 uM konsantrasyondaki
metilmetan siilfonat1 pozitif kontrol olarak kullanmislardir. Comet analizinden elde
edilen sonuclara gore negatif kontrol ile karsilastirildiginda DNA migrasyonunda artig
gozlenmemis olup 24 saatlik siire sonucunda da belirgin bir DNA hasari
belirlenememistir.

Calismamizda giinde en az 10 adet sigara i¢en kisiler ¢alismaya alindi. Sigara igen
bireylerin bazal DNA hasariyla bir giinde ictikleri sigara sayisi arasinda bir korelasyon
saptanmadi. Tim goniillillerin yaslar1 ile bazal DNA hasar1 arasinda bir iligski
bulunamadi. Ayrica sigara igen bireylerin sigara ictikleri siire (y1l) ile bazal DNA hasar1
arasinda bir iliski olup olmadig1 arastirildi ve istatistiksel agidan anlamh bir iliski
kaydedilmedi.Zhu vd (1999) yaptig1 arastirmada ise bu arastirmadan farkli olarak sigara

sayisinin artistyla DNA hasarmin da belirgin derecede artig1 gézlenmistir.

Calismamizda erkeklerin sigaranin zararli etkisinden daha fazla etkilendigi goriildii.
Kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki % DNA parametrelerinde, sigara icen erkeklerin
kadinlara oranla daha yiiksek oranda bazal DNA hasarmma sahip oldugu gorildi
(p<0.05). Yine sigara icen gOniilli grubunda H,O, ile indiiklenmis DNA hasar1
bakimindan kadin ve erkekler arasinda anlamli bir fark goriilmedi. S6ylemez vd (2012)
tarafindan, 60 sigara icen ve 60 sigara igmeyen goniillii bireyden alinan periferal kan
ornekleriyle, lenfosit hiicrelerindeki DNA hasari, comet yontemi kullanilarak incelenmis
ve gerceklestirilen ¢alismada; sigara i¢cen ve igmeyen gruplar arasinda comet uzunlugu,
kuyruk momenti ve olive kuyruk momenti, comet parametreleri agisindan yiiksek
derecede anlamlilik bulunmustur (p<0.01). Sigara i¢en kadinlarin igmeyenlere oranla
DNA hasar1 comet uzunlugu, comet yogunlugu, bas uzunlugu, bas yogunlugu, kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu, (p<0.01), kuyruk momenti, (p<0.05) parametrelerine gore
daha fazladir. Buna karsin, sigara icen ve igmeyen erkek gruplar1 arasinda kuyruktaki %
DNA ve olive kuyruk momenti parametreleri agisindan anlamlilik gozlenmistir

(p<0.05). Sigara indeksi agisindan kadmlarda tim kan Ornekleri ¢alisilan
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cometparametreleri ile Kkarsilastirildiginda, kuyruk momenti disindaki  biitiin
parametreler ile istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0.05). Diger taraftan,
erkek grubundaki kan Orneklerinde comet uzunlugu, bas uzunlugu, bas yogunlugu,
kuyruk yogunlugu ve olive kuyruk momentinde anlamlilik gozlenmistir (p<<0.05). Sonug
olarak, sigaranin DNA hasarlarina sebep oldugu ve kadinlarin, sigaranin zararh

etkilerine kars1 daha duyarli oldugu sdylenilebilir denilmistir (S6ylemez 2012).

El- Zein vd (2010) tarafindan yapilan ¢alismada,30 akciger kanseri teshisi konulmus
(yeni teshis konulmus, kemoterapi ve radyoterapi gérmemis kisiler), 90 kisilik bir
kontrol grubu (kanser vaka hikayesi olmayan), 30 sigara icmeyen, 30 sigaray1 birakmais,
30 halen sigara icen ve kanser belirtisi goriilmemis kisiler goniillii olmustur. Akciger
kanser vakalary; sigara kullanmayanlardan 6, eski kullanicilardan 3 ve hala
kullananlardan bir kat daha yiiksek seviyede DNA hasarma sahiptir. En yiliksek hasar
seviyesine akciger kanseri hastalar1 sahipken, bunu halen sigara icenler takip etmektir.
Sigara i¢meyenlerin ise en az DNA hasar seviyesine sahip oldugu
gbzlenmistir.Nakayama vd (1985) sigara igen bireylerin dokularinda karsinojen DNA
eklentilerinin diizeyinin daha yiiksek oldugunu gostermis ve sigara igen bireylerde
tiitiinde bulunan elektrofilik maddeler nedeni ile DNA kiriklarinin olustugu One
stirmiistiir. Calismamizda karsinojen DNA eklentileri ve sigara madde igerikleri ile ilgili

bir arastirma yapilmadi.

Akbas vd (2001) sigara kullaniminin; KKD bazinda genotoksik etkisi ve o6zgiin
bagisik sisteminin en Onemli hiicresel elamanlar1 olan lenfositlerde (hiicre diizeyinde)
yasam siiresi tizerine etkileri incelenmistir. KKD oranlar1 sigara igmeyenlere gore sigara
icenlerde (kadmlarda, erkeklerde ve genel toplamda) daha yiiksek oldugu belirlenerek,
sigaranin kardes kromatid degisimi bazinda genotoksik etkisi belirlenmistir. Ayni
sekilde sigara kullanimmin kadinlarda, erkeklerde ve genel toplamda, lenfosit sayisini
ve lenfositlerin mitoza giris hizin1 artirdig1 belirlenmis ve lenfosit olusum hizinin sayisal
deger artisindan daha yiiksek olmasi nedeniyle sigara kullaniminin lenfositlerde yasam
siresini  kisalttig1 saptanmistir. Caligmamizda mitotik indeks, hiicre canliligi ve

apoptotik stirecler degerlendirilmedi.

Fracasso vd (2006) lenfositlerde DNA hasarini ve onarimini comet yontemi ile
belirleyerek sigaranin muhtemel etkilerini gostermek amagli ¢aligmalarinda sigara

icmeyen, sigarayr birakan ve aktif icici ¢aligma gruplar1 arasinda diger gruplarla



47

karsilastirildiginda aktif igicilerde oldukga yiiksek oranda bazal DNA hasar1 tespit
etmisler fakat DNA migrasyonu lizerinde sigaranin etkisini gosterememislerdir. Tek
basina hasarin tespiti diger caligmalarla uyumlu bulunmamistir. Sigarayr birakan
kisilerin kuyruktaki % DNA, comet sayist ve sigarayr birakma yili arasinda ters bir
korelasyon oldugu ve kontrol sinir1 saptamak icin yil karsilastirmasi yapildiginda 17
yillik bir periyodun gerekli oldugu saptanmistir. Calismamizda sigaray1 birakanlar az
sayida (3 kisi) oldugu icin aragtirmaya alinmadi. Arastirma sigarayr birakanlar1 da

iceren daha fazla goniillityle yeniden planlanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak sigara icen ve i¢cmeyenler arasindaki genotoksik hasar1 comet
yontemiyle arastirdigimiz bu ¢alismada her ne kadarkuyruk uzunlugu, kuyruk momenti
ve kuyruktaki % DNA parametrelerine gore bazal DNA hasari agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmese de sigara icenlerde belirgin bir DNA hasar1 artisi
saptandi. Bu hasar kadinlara oranla erkeklerde daha fazlaydi. Kullanilan sigara sayis1 ve
sigara igcme siiresi (y1l) ile DNA hasar1 arasinda bir iliski bulunmadi. DNA hasar1 ile
gonillii gruplarinin yaslar1 arasinda bir iliski bulunmadi. DNA hasarma meslek,

beslenme gibi ¢evresel etmenlerin katkis1 degerlendirilmedi.

Comet yonteminin yanisira diger genotoksisite analizleriyle yapilan pek ¢ok ¢alisma
da sigaranin DNA hasar1 ve DNA tamir mekanizmalarma olumsuz etkisinin varhigini
gostermektedir. Ancak comet yontemi, daha hassas bir yontem olmasi bakimindan
sigaranin olusturdugu DNA hasarin1 belirlemede bir tarama ydntemi olarak One

¢ikabilir.

Ayrica DNA hasarina yonelik lenfositler disinda sigara dumaninin gecis yolu olan
ag1z i¢i ve soluk borusundan elde edilebilecek epitel hiicreleriyle de yeni ¢aligmalar
planlanabilir ve karsilastirilabilir. Ayrica hiicrelerin apoptoz siiregleri de arastirilarak

calisma farkli yontemlerle de desteklenebilir.

Piyasada bulunan farkli sigara formlarinin sebep olabilecekleri genotoksik hasara
iliskin kargilastirmali caligmalar yapilabilir. Bu c¢aligmalarda; sigaralar igerdikleri
nikotin miktarma, karbonmonoksit miktarina, katran miktarma, fiziksel formuna,
filtrelerinin farkliliklarina, aromalarma gore smiflandirilarilabilir. Tiitiin bitkisinin

sigara disinda puro, pipo, sarma tiitiin, nargile gibi farkli formlarinin da islendigi ve
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tiikketildigi bilinmektedir. Titlinlin bu farkli formlarmi tiiketen kisilerde de DNA

hasarmi degerlendirme amaciyla yeni arastirmalara da ihtiyag vardir.

Sigaray1 birakmaya yonelik iiretilen Uriinlerin (elektronik sigara, nikotin sakizlari,
nikotin bantlar1 ve benzeri iriinler ile nikotin bagimliligina yonelik tedavi amacgl
ilaglar) DNA hasar1 olusturup olusturmadigi, sigara kullanilan donemle karsilastirilarak
DNA {izerinde nasil degisiklikler olusturdugu arastirilabilir. Sigara birakildiktan sonraki
asamada, belirli periyotlarla alinan 6rneklerde, DNA hasar1 ve tamir mekanizmalari

yeniden degerlendirilebilir.
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Ek 1.

PAMUKKALE UNiVERSITESI
GIiRISIMSEL OLMAYAN KLiNiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR BELGESI
(Calisma grubu i¢in)

“SIGARA ICEN KiSILERDE GENOTOKSIK HASARIN COMET YONTEMIYLE
BELIRLENMESI” isimli bir caligmada yer almak iizere davet edilmis bulunmaktasmiz. Bu ¢alisma,
arastirma amach olarak yapilmaktadir. Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Caligsmaya katilim
goniilliiliik esasina dayalidir. Caligmaya katilma konusunda karar vermeden 6nce arastirmanin ne amagla
yapilmak istendigini ve nasil yapildigini, sizinle ilgili bilgilerin nasil kullanilacagini, ¢aligmanin neler
icerdigini bilmeniz 6énemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve sorulariniza agik yanitlar
isteyin. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger

katilmak isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir.

e Cahsmamin amaclar1 ve dayanag nelerdir, benden baska kac kisi bu ¢alismaya
katilacak?

Bu ¢alismada s6z konusu mutajenik riskin olusup olusmadigmin tespitine yonelik olarak; son yillarda
gelistirilen ve DNA'daki ¢ok kiigiik harabiyetlerin bile hassas biyogdstergesi oldugu kabul edilen ve kisa
stirede yanit alinan Comet inceleme teknigi ile sigara igmeyen saglikli kisilerle, sigara i¢en kisilerin DNA
hasar1 bakimindan karsilastirilmasi amaglanmustir.
Aragtirmaya dahil edileceklerin gruplandirmasi asagidaki sekildedir.
Gaoniilliilerin Niteligi ve Sayilar
L.Grup (Sigara icen yetiskinler): Bilinen herhangi bir kronik rahatsizlig1 bulunmayan ve halen herhangi
bir ila¢ kullanmayan, 20yas iistli kadin ve erkek goniilliiler :30 kisi
II. Grup (Sigara icmeyen saghklhlar):
Yasadig1 evde sigara icicisi olmayan, bilinen herhangi bir kronik rahatsizlig1 bulunmayan ve halen
herhangi bir ila¢ kullanmayan, 20 yas iistii kadin ve erkek goniilliiler :20 kisi
Bu arasgtirma tek merkez tarafindan yiiriitillen multidisipliner bir calisma olacaktir.

Multidisipliner arastirmavya katilan birimler :

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali
¢  Bu caliymaya katilmalh miyim?
Bu ¢alismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Eger katilmaya karar verirseniz bu yazil

bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz igin size verilecektir. Su anda bu formu imzalasaniz bile
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istediginiz herhangi bir zamanda bir neden goéstermeksizin ¢aligmayr birakmakta 6zgiirsiiniiz. Eger
katilmak istemezseniz veya ¢alismadan ayrilirsaniz, doktorunuz tarafindan size uygulanan tedavide
herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Calismanin herhangi bir asamasinda onayimizi ¢gekmek hakkina

da sahipsiniz.

e Bu calismaya katihrsam beni neler bekliyor?
Hasta Secimi: Tiim kisiler gogiis hastaliklari uzmani tarafindan incelenecek ve kaydedilecektir.
Sigara igme aligkanlig1 olan, en az 10 adet/giin sigara icen goniilliilerden 5 ml venoz kan 6rnegi
almacaktir. Bu kigilerle benzer sosyodemografik 6zelliklere sahip ancak sigara igmeyen goniilliiler ise
kontrol grubunu olusturacaktir. Bu kisilerde de arastirmanin veri toplama siireci, sigara i¢en
gruplardakiyle ayni sekilde planlanacaktir. Ailesinde herhangi bir kalitsal hastaligi bulunanlar

arastirmaya alinmayacaktir.

Zamanlama cizelgesi:

. AYLAR
YAPILACAK IS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
Literatiir Taramasi * * * * * * * * * * * *
Orneklem segimi, Materyal * * * * * * * *

temini ve Deneysel Calisma

Verilerin Degerlendirilmesi * * *

Sonu¢ ve RAPOR * *

e Calhismada yer almamin yararlar: nelerdir?
Aragtirmadan tibbi olarak bir yarar saglamasi s6z konusu degildir; yalnizca aragtirma amaclidir ve
dogrudan yarar goriilmesi ya da tedavinin seyrinin degistirilmesi beklenmemelidir.

e Bucahismaya katilmamin maliyeti nedir?
Calismaya katilmakla herhangi bir parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir 6deme
yapilmayacaktir.

e Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?
Arastiriciniz kisisel bilgilerinizi; arastirmay ve istatiksel analizleri yiirtitmek i¢in kullanacaktir ve kimlik
bilgileriniz ¢calisma boyunca arastiriciniz tarafindan gizli tutulacaktir. Calismanin sonunda, arastirma
sonucu ile ilgili olarak bilgi istemeye hakkiniz vardir. Yazili izniniz olmadan, sizinle ilgili bilgiler bagka
kimse tarafindan goriilemez ve agiklanamaz. Caligma sonuglari ¢aligma tamamlandiginda bilimsel
yayinlarda kullanilabilecektir, ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.

e Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim i¢cin kime basvurabilirim?
Calisma ile ilgili bir sorununuz ya da ¢alisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunda asagidaki kisi
ile liitfen iletisime geginiz.
ADI
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GOREVI : TELEFON

(Goéniilliiniin/Hastanin Beyani)
PAU TF Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda, Dog. Dr. Ayse Gaye Tomatir tarafindan tibbi bir arastirma

yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum.

Bu bilgilerden sonra bdyle bir aragtirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Bu kosullarla s6z konusu klinik

arastirmaya kendi rizamla, hig bir baski ve zorlama olmaksizin, goniillii olarak katilmay: kabul ediyorum.

a. Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi. Bu durumun tibbi
bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

b. Sorumlu arastirmaci/hekime haber vermek kaydiyla, hicbir gerekce gostermeksizin istedigim
anda bu calismadan cekilebilecegimin bilincindeyim. Bu ¢calismaya katilmay1 reddetmem ya da
sonradan ¢ekilmem halinde hi¢bir sorumluluk altina girmeyecegimi ve bu durumun simdi ya
da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakim hicbir bicimde etkilemeyecegini
biliyorum.(Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak icin arasarmadan c¢ekilecegimi
onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim).

Cc. Cahsmamn yiiriitiiciisii olan arastirmacrhekim, calisma programimin gereklerini yerine
getirme konusundaki ihmalim nedeniyle tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi
kosuluyla onayim almadan beni calisma kapsamindan ¢ikarabilir.

d. Calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilar ya da yayimnlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir
durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

€. Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili olarak herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

f.  Bu formun imzal bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimc

Ad, soyadi:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Goriigme tanigi Bilgilendiren Aragtirici

Adi soyadi, unvant: Adi, soyadi:

Adres: Adres:

Tel: Tel:

Imza: Imza:

Tarih: Tarih:
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Ek 2.

PAMUKKALE UNIVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR BELGESI
(Saglikli kontrol grubu i¢in)

Dog. Dr. Ayse Gaye Tomatir’in sorumlu arastirmacisi oldugu, SIGARA ICEN KiSILERDE
GENOTOKSIK HASARIN COMET YONTEMIYLE BELIRLENMESI” isimli bir arastirma yapilmasi

planlanmaktadar.

Caligmanin amaci s6z konusu mutajenik riskin olusup olusmadiginin tespitine yonelik olarak; son
yillarda gelistirilen ve DNA'daki ¢ok kiigiik harabiyetlerin bile hassas biyogostergesi oldugu kabul edilen
ve kisa siirede yanit alman Comet inceleme teknigi ile sigara igmeyen saghkl kisilerle, sigara icen

kisilerin DNA hasar1 bakimindan karsilastiriimasidir.

Bu ¢aligmanin bilimsel olarak yiiriitiilebilmesi i¢in, aragtirmaya katilan hasta kisiler diginda, saglikli
kigilerden 5 ml kan alinmasina gereksinim vardir. Bu sayede, hasta kisilerin verileri, siz saglikli kisiler ile

karsilastirilabilecektir.

Bu ¢alismaya, “saglhikli kontrol grubu” olarak katilmay: kabul ederseniz, sizden istenen tek sey, bir

kez 5 ml kan vermenizdir.

Vereceginiz kanda, DNA hasari arastirilacaktir. Arastiriciniz sizden elde edilen sonuglari, arastirmayi

ve istatistiksel analizleri yiirlitmek i¢in kullanacaktir ancak kimliginiz gizli tutulacaktir.

Bu ¢alismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Eger katilmaya karar verirseniz bu yazili

bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz i¢in size verilecektir.

(Katilumcinin Beyani)

PAU TF Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda, Dog. Dr. Ayse Gaye Tomatir tarafindan tibbi bir arastirma

yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum.
Bu kosullarla “saglikli kontrol grubu” olarak, bir kez, 5 ml kan vermeyi kabul ediyorum.
Bu formun imzali bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimer:

Adi, soyadi:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:Katilimct ile goriigen arastirict:

Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel:

imza:Tarih:
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