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Sodyum Hipoklorit Etkisine Maruz Kalan Ureme Cagindaki Kadilarin

Periferal Kan Lenfosit Kiiltiiriinde Kromozom Aberasyonlarinin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Giilbahar GUZEL ERDAL
Damismani: Prof.Dr. Mahmut BALKAN
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

1.1. OZET

Amag: Bu ¢alismamizin amaci; sodyum hipoklorit etkisine maruz kalan iireme
cagindaki kadimnlarin in vitro insan peripheral lenfositleri tizerindeki genotoksik

etkilerinin arastirilmasidir.

Gerec¢ ve Yontem: Toplam 155 saglikli bireyden alinan periferik kan kiiltiirii ile
in vitro kosullarda ¢alisildi. Kromozomlarin elde edilmesi i¢in tiim kan teknigi olarak
bilinen lenfosit doku kiiltiirii yontemi uygulandi. Olusturulan deney, kontrol ve tekrarli
gruplar sitogenetik olarak incelenip degerlendirildi. Kromozom aberasyonlar1 yapisal
ve sayisal diizensizlik olarak iki baslik altinda incelendi. Yapisal ve sayisal
diizensizlikler bagligi altinda toplam inceledigimiz 13 degisken bulunmaktadir.
Degiskenlerimiz metafaz sayisi, kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kirik,
izokromatid kirik, delesyon, duplikasyon, fragment, endomitoz, endereoduplikasyon,

disentrik, assosyasyon ve diger diizensizliklerdir.

Bulgular: Verilerimizle diizensiz hiicre sayilar1 toplamini degerlendirdigimizde
NaOCTI’ ye maruz kalan bireylerin diizensiz hiicre sayilarinda anlamli artis oldugu
belirlenmistir (p=0,000). NaOCI’ ye maruz kalan bireylerin yapisal ve sayisal
diizensizlikleri incelendiginde NaOCI’ ye maruziyet ile beraber yapisal ve sayisal
diizensizliklerin anlamli derecede arttig1 gézlemlenmistir (p=0,000). En sik goriilen

yapisal diizensizlik olan kromatid kirik sayisinin da maruziyetle arttig1 goriilmiistiir
(p=0,000).

Sonu¢: NaOCI’ye uzun siire maruz kalmanin kromozomlar {izerinde negatif etki

ederek kromozom aberasyonlarimi tetikledigini  diigiinmekteyiz.  Literatiir



incelendiginde tilkemizde bu konu ile ilgili ¢aligmanin yapilmamis olmasi bakimidan
Oonem arz etmektedir.
Anahtar Sozciikler: NaOCI, genotoksik etki, kromozomal aberasyon,

sitogenetik analiz, yapisal anomaliler

Research of Chromosome Aberrations in Peripheral Blood Lymphocyte Culture

of Women with Reproductive Health Exposure to Sodium Hypochlorite

Student’s Surname and Name: Giilbahar GUZEL ERDAL
Adviser of Thesis: Prof. Dr. Mahmut BALKAN
Department: Department of Medical Biology and Genetics

1.2. ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to investigate the genotoxic effects of human
peripheral lymphocytes in vitro in places of reproductive age at the time of exposure

to the effect of sodium hypochlorite.

Material and Methods: Peripheral blood cultures from 155 healthy individuals
were studied in vitro. In order to obtain chromosomes, lymphocyte tissue culture
method known as whole blood technique was applied. Experimental, control and
repetitive groups were examined and evaluated cytogenetically. Chromosome
aberrations were examined under two headings as structural and numerical
irregularities. There are a total of 13 variables under the title of structural and
numerical irregularities. Our variables are metaphase number, chromatid gap,
isochromatid gap, chromatid fracture, isochromatide fracture, deletion, duplication,
fragment, endomitosis, endereoduplication, disentricity, association and other

irregularities.

Results: When we evaluated the total number of irregular cells with our data, it
was found that increase in the irregular cell numbers of individuals exposed to Nathere
was a significant OCI (p = 0,000). When the structural and numerical abberations of
the individuals exposed to NaOCI were examined, it was observed that the structural

and numerical irregularities increased significantly with the exposure to NaOCI (p =



0.000). The number of chromatid fractures, the most common structural disorder, was
also increased with exposure (p = 0.000).

Conclusion: We think that prolonged exposure to NaOCI can negatively affect
chromosomes, triggering chromosome aberrations. When the literature is examined, it

Is important that no study on this subject has been performed in our country.

Key Words: NaOCI, genotoxic effect, chromosomal aberration, cytogenetic

analysis, structural anomalies



2. GIRIS VE AMAC

Periyodik tabloda atom numarast 17 olan klor, dogada yaygin bir element
olmasina ragmen, serbest olarak olusmaz. Genellikle sodyum, potasyum, magnezyum
ve kalsiyum ile birlikte bulunur. 1774 yilinda Isvegli eczac1 olan Carl Wilhem Scheele
tarafindan kesfedilmis olup, 1809 yilinda element oldugu diisiiniilmiis ve ingiliz
kimyact olan Sir Humprey Davy yesilimsi sar1 renginden dolayr Yunanca yesilimsi
sar1 anlamina gelen choloros kelimesinden esinlenerek klor olarak isimlendirilmistir.
Beyazlatic1 olarak ilk kez 1978’de, deodorant ve dezenfektan olarak ise ilk kez
1827°de kullanilmistir. 1847°de Viyana’da lohusalik atesini kontrol altina almak igin
Semmelweis tarafindan kullanilmistir. Koch, 1881°de, bakterilerin saf Kkiiltiirlerinin
hipokloridler ile dldiiriilebilecegini gostermistir. Sularin klor ile dezenfekte edilmesi
1894°te gergeklestirilmistir. 1915’te Dankin’in = % 0.45-0.50 sodyum hipoklorid
soliisyonunu infekte olmus agik yaralarin dezenfeksiyonu i¢in 6nermesiyle 1. Diinya
Savast sirasinda yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmustir. ilk haliyle klorlanmis
kire¢ ve borik asitli sodyum karbonat karigsimi olan Dankin solusyonu daha sonra borik
asidin tahris edici 6zelliginden dolayir borik asit yerine sodyum bikarbonat ile
hazirlanmistir (1).

Seyreltik bir ¢ozelti ¢ok kararli hipoklorit iyonlarina sahiptir, giiclii bir kimyasal
oksidandir. Klorlama, diinya ¢apinda igme ve kullanma suyunun dezenfekte
edilmesinde yaygm olarak kullanilan bir yontemdir. Igme suyunun dezenfekte
edilmesinde 0,2-1 mg / L konsantrasyonlarinda klor kullanilir. Klor ile agartilmis pasta
unu, 1,3-1,9 g/ kg araliginda klor igerir. Agartilmamis un, az miktarda klor (400-500
mg / kg) icerebilir (2).

Olagan ev tipi ¢amagir suyu i¢indeki aktif bilesen sodyum hipoklorittir (kiitlece
yaklasik %35) ve soguk sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile klor gazinin tepkimesinden elde
edilir. Klor ayn1 zamanda suyu aritmak ve yiizme havuzlarini dezenfekte etmek i¢in
kullanilir. ClO™ iyonlarinin bakterilerin igindeki yasami devam ettiren bilesikleri
yiikseltgeyerek bakterileri 6ldiirdiigii diisiiniilmektedir. Biiyiik miktarda klor, DDT
gibi bocek Oldiiriicii maddelerin tiretiminde kullanilir. Bununla birlikte bu yolla
cevreye zarar vermeleri acisindan, bu bilesiklerin ¢ogunun kullanimi biiyiik dlciide

ABD’de siirlandirilmistir (3).



Klor su ile hipoklor6z asit ve hidroklorik asit olusturacak sekilde reaksiyona
girer.
Clz + H,O . HOCI + HCI

Hipokloroz asit (HCOI ) suda iyonlarina ayrisir.
HOCI + H,0 — H30" + OCI

Sodyum hipoklorit suda hipokloréz asit ve sodyum hidroksit olusturacak
sekilde reaksiyona girer.

NaClO + H.0 — HCIO + NaOH

Klorun etkinligi pH ile ters orantilidir. Etkinlik asidik pH’larda hipoklor6z
asidin hipoklorit iyon konsantrasyonundan fazla olmasindan dolayr artar.
Konsantrasyon ve sicaklik klor bilesiklerinin etkinligini arttirir. Alkali deterjanlarin ve

organik madde varligi ise klorun etkinligini azaltir (4).

Klorun dezenfektan etkisinin pH’daki artisla azalmasinin nedeni hipokloréz asitin
pH 6’nin altinda ¢6ziinmezken bu degerin iizerinde ¢ézlinmeye baslamasi ve pH 9’un
tizerinde ortamda hipoklorid iyonunun iistiin duruma ge¢mesindendir (5). Hipokloréz
asitin bakterisidal etkisi hipoklorid iyonundan ¢ok daha fazladir. Az miktarda
hipoklordz asit ve ¢ok miktarda hipoklorid iyonu igeren hem sodyum hem kalsiyum
hipokloridin alkali soliisyonlar1 bakterisidal etkilidir (6). Bu sonug, hipoklorid
iyonunun da dezenfeksiyona katkisi olan bir faktor olabilecegini gostermektedir.
HOCI, bakteri hiicreleri, eritrositler, lenfositler, fibroblastlar, endotelyal ve epitelyal
hiicreler dahil ¢esitli hiicre tiplerini 6ldiirlir (7-10). Sodyum hipoklorit genis bir
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Genellikle, viriisler ve bitkisel bakteriler,
hipokloritlere endospor olusturan bakteriler, mantarlar ve protozoalardan daha
duyarhidir (11). Yapilan bir ¢aligmada sodyum hipoklorit (NaOCI) ve sodyum
dikloroizosiyaniiratin (NaDCC) antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri degerlendirilmis
ve in vitro olarak karsilagtirilmistir. Minimal inhibitér konsantrasyon ve minimal
NaOCI ve NaDCC konsantrasyonu, Streptococcus sobrinus, Streptococcus salivarius,

Enterococcus faecalis ve Streptococcus mutantlar igin test edilmistir. Sitotoksik etki,



insan fibroblast doku kiiltiirii kullanilarak degerlendirilmistir. Sag-kalim orani bir
protein tespit yontemi ile degerlendirilmistir. Sonuglar, test edilen bakteriler icin
NaOCI ve NaDCC’nin minimal inhibitér konsantrasyon ve minimal bakterisit
konsantrasyonlar1 degerlerinin benzer oldugunu gostermistir. % 0.02'den daha ytiksek
konsantrasyonlarda NaDCC ve % 0.01'den yiiksek konsantrasyonlarda NaOCI,
fibroblastlar i¢in Oldiiriici olmustur. Sonug olarak, her iki ajanin da bakterileri
Oldiirmede c¢ok etkili oldugunu ve doku kiiltiiriindeki fibroblastlara karsi

sitotoksisitesinin benzer oldugunu gostermistir (12).

Sodyum hipoklorit (NaOCl), gerek organik doku ¢oziicii 6zelligi, gerekse genis
spektrumlu antibakteriyel etkinligi ve dentin duvarlarina diffiizyon yetenegine sahip
olmasi, diistik yiizey gerilimi, ekonomik olmas1 ve kolay bulunabilmesi gibi nedenlerle
giinimiizde en ¢ok tercih edilen irrigasyon soliisyonudur. Bununla birlikte; kokusunun
hos olmamasi, aletlerin korozyonuna ve periapikal dokularda sitotoksisiteye neden
olmas1 gibi dezavantajlar1 sebebiyle, bu materyale alternatif olabilecek daha az
sitotoksik ve genis antimikrobiyal etkinlige sahip degisik yikama soliisyonlari igin

arastirmalar devam etmektedir (13-15).

Spano ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir arastirmada, 4 farkli
konsantrasyondaki sodyum hipokloritin sigir pulpas: iizerindeki doku ¢oziicii etkisi
karsilastirilmis ve sonug olarak, NaOCl’nin tiim konsantrasyonlarinin yiizey gerilimi
ve pH seviyesini azalttig1, sadece yiiksek konsantrasyonlarinin dokulari ¢6zmede etKili

oldugu gosterilmistir (16).

Bununla birlikte; sodyum hipokloritin yiiksek konsantrasyonlarinin periapikal
dokulara toksik etki gosterdigi, biyouyumlulugu iyi olan diisiik konsantrasyonlarinin
ise antibakteriyel etkinligi ve doku ¢ozme yeteneginin Onemli Olgiide azaldigi
bildirilmektedir. Bu nedenle, sodyum hipokloritin dikkatli kullanilmasi, 6zellikle genis
capli apekse sahip diflerin kok kanallarindan periapikal dokulara tagirilmamasina 6zen
gosterilmesi gerektigi bildirilmistir. Ayrica; foramen apikaleden ¢iktiginda saglikli
periapikal dokular {izerinde de ¢oziicli etki gosterebildigi, kotii koku ve endodontik

aletleri korozyona ugratma gibi dezavantajlarinin da oldugunu belirtilmistir (17-19).



Birgok c¢alismada, g¢esitli kok kanali sulayicilarmmin  sitotoksisitesini
karsilastirilmis, ancak diger biyouyumluluk faktorleri hakkinda az sayida ¢alisma
bildirilmistir. Bir c¢alisma, periton bosluguna enjekte edildiginde Dankin'in
enflamatuar etkilerini degerlendirirken, bagka bir calisma, sodyum hipokloritin
genotoksisitesini degerlendirmis ve kok kanal sulayicilarin genotoksisitesinin
yokluguna varmistir. Bununla birlikte, ISO standartlarina gore, dental materyallerin
genotoksisitesi in vivo testlerden once degerlendirilmelidir. Buna ek olarak, bazi
caligmalarda sodyum hipoklorit ve hipokloréz asidin genotoksik potansiyel

gosterebilecegi bildirilmistir (20-24).

Kloriir insan viicudunda hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilarda temel anyon oldugu i¢in
biyolojik bir dneme sahiptir. Klor hiicre i¢inde SH gruplari i¢eren yasamsal enzimlerin
geri donilisiimsiiz oksidasyonuna yol acar. Hipokloridler, sitoplazmik bilesiklerle
birleserek toksik N-kloro bilesikleri olusturur ve olusan liriin hiicre metabolizmasini

bozarak hiicrenin 6liimiine neden olur (3,4).

Hipokloréz anyonlar insan viicudunda da bulunur, kanin beyaz hiicreleri
(notrofiller ve monositler) tarafindan olusturur ve iltihaplanma sirasinda gii¢lii bir
antimikrobiyal madde olarak islev gortirler. Viicut bir mikroorganizma ile
karsilastiginda bagisiklik sistemi devreye girer. Memeli nétrofillerinde bulunan
miyeloperoksidaz enzimi, hidrojen peroksit tarafindan klorid iyonlariin oksidasyonu
yoluyla hipoklorik asit tiretimini katalizler. Bu reaksiyon sonucu bakteriler i¢in toksik
etki yaratan hipoklordz asit olusur ve bakterilerin fagositoz siirecine girmeleri saglanir.
Gicli sitotoksik etkisinden dolay1 hipoklorik asit al-antiproteinaz’i inaktive etmekte
ve enflamatuar yanitla iligkili nétrofil aracili doku hasarina neden olmaktadir. HCI, bir
oksidan olmanin yam sira hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonuyla reaksiyona
girerek toksisitenin baglamasina biiyiik olasilikla katk: saglayan diger yiiksek reaktif
oksitleyici molekiiller (serbest oksijen ve hidroksil radikali) olusmasina neden olur.
Ek olarak, hipoklorit, bazilar1 kendi toksisitelerine sahip olan organokloriir tiirleri
olusturan amino asitler, tiyolik bilesikler, niikleotitler ve lipoproteinler gibi bazi

hiicresel bilesenleri ile reaksiyona girebilir (25-27).



Bakteride

Patojenlerde > p_alo_]_enlen
oksidatif hasarlar oldiinme.
Notrofil i¢i bakteri fagositozu
"""""""""""""""""""""""" HOCI [« MBO --------------ommoo-oo-
Notrofil dis1
Dokuda
Konak dokularda oksidatif hasarlar ve
DNA, RNA, lipid ve protein gibi Birkag¢ enflamatuar sendrom
biyomolekiller.

Sekil 1. immun Sistemde Miyeloperoksidaz Aktivitesi

Miyeloperoksidaz (MPO), patojenlerin 6ldiiriilmesine katkida bulunan hipokloréz
asit (HOC) iireterek immiin savunma sisteminde kritik bir rol oynar. Bununla birlikte,

MPO, konak dokularda oksidatif hasara neden olur (28).

Hawkins ve Davies de vyaptiklari caligmada; Uyarilmig monositler ve
notrofillerin, enzim miyeloperoksidaz ve hidrojen peroksidin salinmasi yoluyla
hipokloréz asit (HOCI) iirettigini rapor etmislerdir. HOCI, anahtar bir bakterisit
ajandir, ancak konak dokusuna da zarar verebilir. Kronik inflamasyon ve bazi
kanserler arasinda gii¢lii bir baglanti oldugundan, DNA, RNA ve poliniikleotitlere
HOCT hasar1 arastirilmigtir. HOCI' in bu molekiillerle reaksiyonu, baslangigtaki baslica
triinler olan ¢oklu semistabl kloraminler (RNHC1/ RR’NCI) iiretmekte ve eklenen
HOCI'nin % 50-95'ini olusturmaktadir. Bu kloraminler, niikleozitten tiiretilmis,
nitrojen merkezli radikaller vermek iizere termal ve metal-iyon katalizli islemlerle
bozundurulmus ve sonra EPR spin yakalamasi ile karakterize edilmistir.
Poliniikleotidlerle radikal olusumu egilimi, sitidin> adenosin> guanosin> {iridin>
timidin'dir. Bozulma oranlar1 ve olusan radikallerin verimleri, olusturulduklari
niikleobazin dogasina baghdir, halkali heterosiklik amin gruplarindan olusan

kloraminler, ekzosiklik aminler (RNH2 gruplar1) {izerinde olusturulanlardan daha az



stabildir. Calismada, HOCl'in plazmid DNA ile dogrudan reaksiyonu, kloramin aracilt
reaksiyonlar yoluyla tek ve ¢ift iplikli kirilmalara yol agmustir. Onceden olusturulmus
niikleosid kloraminler de plazmid béliinmesini tetiklemis, ancak bu, radikal olusumun
hizli oldugu kararsiz timidin ve iiridinden tiiretilmis kloraminler ile 6nemli 6l¢iide
meydana gelmistir. Genel olarak veriler, DNA'daki klorlanmig 2’deoksisitidin ve
2’deoksiadenozin tercihli olusumunu rasyonalize etmis ve HOCI ve Onceden
olusturulmus kloraminler tarafindan indiiklenen DNA hasarinin diziye 6zgii alanlarda

olustugunu ileri siirmiistiir (29).

Giill ve arkadaslarinin yaptigi calisgmada, sodyumbhipokloritin insan lenfosit
hiicrelerinde in vitro ortamda sitotoksik ve genotoksik etkileri sitokinez-blok
mikronukleus testi ve karyotip analiz yontemi kullanilarak arastirilmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki NaOCI’in (0.030, 0.065, 0.100, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 pg/mL) tim
orneklerinde kromozomal aberasyon frekansinda kayda deger artis pozitif kontrol
olarak mitomisin C (0.3 lg/mL) ve negatif kontrol testlerine 24 ve 48 saatte islem
yapilarak gozlemlenmistir. NaOCI, doza bagli bir sekilde mikroniikleus sikligini
Oonemli Olgiide artirmigtir. Sonuglar, NaOCI konsantrasyonu ve kromozomal
aberasyon, mikroniikleus sikligi, nekrotik hiicreler, apoptotik hiicreler ve gift

cekirdekli hiicreler arasinda anlamli bir korelasyon oldugunu goéstermistir (30).

Zavodnik ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, memeli hiicrelerinde hipoklordz
asidin (HOCI) toksisitesine dair daha fazla kanit sunmuslardir. Cin hamsteri B14 hiicre
hatlar1 kullanilarak, bu hiicreler 1 saat boyunca 100-200 uM HOCI’e maruz kaldiktan
sonra hiicre canlilifinda 6nemli bir azalma gosterilmistir. Canlilik kaybina, Comet
tahlili ve hiicresel tiyollerin oksidasyonu ile gosterildigi gibi DNA hasarinda hafif bir
artis eslik etmistir. B14 hiicrelerinin, eritrosit zarlarinin ve insan serum albiiminin
HOCI'ye maruz birakilmasi, genis bir protein karbonil birikimine yol agmustir.
Dolayisiyla, HOCl'nin sitotoksisitesi, hem protein hasarmna (karbonil olusumu ve
protein tiyol gruplarinin oksidasyonu) ve DNA hasarina yol agabildigi vurgulanmistir

(31).

Missotten ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada, konjonktival melanoma

tedavisinde sodyum hipokloritin (NaOCl) sitotoksisitesini diger potansiyel sitotoksik



soliisyonlarla karsilagtirmay1 amaclamislardir. 96 oyuklu substrat melanoma hiicreleri
ile kaplanmis ve 3, 5 veya 15 dakika boyunca % 0.5 lik sodyum hipoklorit, sodyum
bikarbonat (% 1.4 ve % 8.4), % 99 luk etanol ya da sodyum Klorit ile muamele
edilmistir. Hiicre hatlar1, 3 dakika boyunca sodyum hipoklorit ile muamele edildikten
sonra hayatta kalan hiicreler gézlenmemistir. % 99’luk etanol benzer bir etkiye sahip
bulunmustur. Canli hiicrelerin % 70'inde bir azalma, % 1.4 veya % 8.4 sodyum
bikarbonat kullanilarak elde edilmistir. Su, canli hiicrelerin miktari % 40 oraninda
azaltmistir. Sodyum hipoklorit, in-vitro olarak melanositik hiicreler igin sitotoksiktir.
Kullanimi, tiimor hiicrelerinin lokal ekimini azaltabilir ve genislemis bir okiiler
timoriin ¢ikarilmasindan sonra metastazi azaltabilir. Sodyum hipoklorit in vivo

degerlendirmesinde daha fazla gereklidir sonucuna varilmistir (32).

Genel olarak, in vitro analizlerin sonuglari, hipokloritin reaktif oksijen tiirleri
tiretme kabiliyeti ile tutarlidir. Reaktif oksijen tiirleri, oksidatif stres ile basa ¢ikmak
i¢in hiicrenin yetenegine bagli olarak dolayli bir mekanizma yoluyla sporadik olarak
DNA hasarini indiikleme kabiliyetine sahiptir (33,34). Ancak 2001 yilindan sonra,
folik asit ve B12 vitamininin birlikte kullaniminin genomik stabilitede dnemli bir rol
oynadigi, folat ve B12 vitamin konsantrasyonundaki kiigiik degisikliklerin DNA
kopmalar1 ve kromozom kirilmasinin onarimmi sagladigi iizerine c¢aligmalar

yapilmistir (35).

Bu c¢aligmadaki amacimiz, sodyum hipoklorit etkisine maruz kalan iireme
cagindaki kadinlarin sitogenetik analiz ile mitotik indeks, kromozom kiriklari,
kromozom yap1 ve say1 anomali degerlerini kullanarak sodyum hipokloritin sitotoksik
etkisinin bulunup bulunmadigini ortaya cikarmaktir. Sodyum hipoklorit (camasir
suyu) kullanan ve birakip hekim tarafindan kendilerine 3 ay siiresince folik asit ve B12
vitamin takviyesi 6nerilen bireyler arasindan segilen bazi deneklerde ise gamagir suyu
kullanmayr birakmanin sitotoksisite ilizerinde olumlu etkisi olup olmadig

arastirilmaya caligilmistir.
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3. GENEL BIiLGILER

3.1. Kromozomlar Hakkinda Genel Bilgiler

Her canli materyal olarak tanimlanan bir maddeye sahiptir. Bazi virtisler harig, bu
materyal DNA niikleik asidinden olusmustur. DNA, gen adi verilen bdéliimleri
bulunduran ve temelde dogrusal olan bir yapiya sahiptir. Genlerin {iriinleri, hiicrelerin
metabolik aktivitelerini yonetir. Bir organizmanin DNA’s1 gen dizileriyle birlikte

kromozomlar olarak isimlendirilen yapilar halinde diizenlenmistir.

Hiicrenin interfaz evresinde nukleusta ince iplikler halinde bulunan kromatin
materyalinden hiicre boliinmesi sirasinda bu ipliklerin kisalip kalinlasmasiyla olusan
ve boylece daha i1yi goriiniir vaziyete gecen, her canli i¢in belirli sekil, yap1 ve sayida
olan, canlilarda karakterlerin olusmasinda rol oynayan genleri nesilden nesile tagiyan,
0zel boyalarla kuvvetli bir sekilde boyanan, niikleik asit ve proteinlerden meydana
gelmis hiicredeki yapilara kromozom adi verilir. Ilk defa WALDEYER tarafindan
1888 yilinda boyayla kuvvetli bir sekilde boyanan bu yapilar i¢in kromozom terimi
kullanilmistir. Kromozom boyanan cisim anlamina gelmektedir (36). Kromozomlar,
genetik bilginin aktarilmasinda arag olarak hizmet goriir. Insan kromozomlari linear
yapidadir. Kromozomlar, sadece mayoz II boliinmesini tamamlamis olgun gametlerde
“kromatid” olarak adlandirilan tek bir DNA molekiiliiniin sentezin sonrasinda
birbirinin aynm1 genetik yapida iki kardes kromatidten olusur. Kromozom hiicre
boliinmesi asamasinda goriiniir hale gelen ipliksi yapidir. Bir kromozomun islevsel
olabilmesi i¢in sentromer, telomer ve replikasyon orijin bolgesinin varligi gereklidir.
Sentromer bolgesi, sentez onrasi iki kardes kromatidin birbirine baglandig: ve hiicre
boliinmesi sirasinda her bir kromatidin kutuplara hareketini saglayan bolgedir.
Telomer bolgesi tekrarlanmis TTAGGG dizileriyle molekiiliin dogal uclarini olusturan
ve kromozomlart stabilize eden bdlgedir. Replikasyon orijin bolgelerinde ise DNA

sentezi yapilir.

3.2. Kromozom Morfolojisi

Insan viicudunda yaklasik 60 trilyon hiicre vardir. Her bir hiicre yaklasik 10 pm
capindaki kiigiik ¢ekirdegi icinde 2 metreye yakin, tlire 6zgli kromozom sayisina

boliinmiis ve organize olmus genomik DNA igerir. Bu yap1 “kromatin” olarak
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adlandirilir (37). Bolinmeyen, interfaz halindeki hiicrelerde kromozomlar belli
degildir. Bununla beraber mitoz ve mayoz boéliinme esnasinda kromatin ipleri
yogunlasir ve gorliniir bir sekil kazanir, bdylece kromozomlar1 olustururlar.
Kromozomlar en iyi incelendigi evre kisa boya ve en fazla kalinliga sahip olduklari
metafaz evresidir. Ciinkii kromozomlar bu devrede en kisa boya ve en fazla kalinliga
erigmistir. Dolayisiyla bir canlinin kromozomlarini incelenecek olursa mitoz boliinme
geciren hiicreleri uygun fazda 6n muamele maddeleri ile muamele edip,
kromozomlarin hiicre i¢inde dagilmasinin saglanmasi gerekir. Sonra bu materyalden
boyama metotlartyla preparatlar yapilir. Bu tip preparatlarla kromozom sayisi
incelenip kromozom sayisi saptanabilir. Bir ferdin kromozomlarinin sayisina, sekline,
biiyiikliigiine o ferdin karyotipi denir. Yani karyotip dendigi zaman o ferdin
kromozomal o6zellikleri akla gelir. Farkli karyotipleri karsilastirmak ig¢in

kromozomlarin ¢izilmis sematik sekline idiogram adi verilmektedir.

Kromozomlarin yapisinin 1yi anlagilmasi i¢in kromozomun ¢esitli kisimlarini iyi

anlatmak amaciyla sitolojide birtakim tanimlar tliretilmistir.

3.2.1. Kromatid

Metafaz evresinde her bir kromozom tamamen birbirinin aynisi olan iki iplikten
olusur. Bu iki ipligin her birine kromatid adi verilir. Kromozomlarda kardes
kromatidleri bir arada tutan yer sentromer boélgesidir. Bir kromozomun kardes
kromatidleri anafaz evresinde kars1 kutuplara gitmek i¢in birbirinden ayrilir. Anafaz
kromozomlarinin bir iplikten olugsma sebebi budur. Her kromatidde bir DNA molekiilii

vardir.

3.2.2. Kromonema

Boliinme gegirecek hiicre boliine fazina girdigi zaman kromatin materyali ince
ipcikler halinde (profazda) belirmeye baslar. Bunlara kromonem denir. Kromonemalar
kromatid yogunlagmasinin erken evresini yansitirlar. Iste bu yapmin spiraller yapip

kisalip kalinlasmasiyla kromatid ve dolayisiyla kromozomlar olusur (38).
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3.2.3. Sentromer

Biitiin sitogenetik caligmalar boliinen hiicrelerden elde edilen yogunlasmis
metafaz kromozomlari ile yapilir. Boliinme esnasinda, her bir metafaz kromozomu iki
kardes kromatid’den ibarettir. Bu iki kardes kromatid sadece sentromer adi verilen
kisimlarda birbirine tutunmus ayri yapilar halindedir. Sentromerler hiicre bdliinmesi
sirasinda ig ipliklerinin tutundugu ve bu sayede kardes kromatidlerin farkli kutuplara
cekilmesinde gorev yapan kisimlardir. Her kromozom i¢in sentromerin pozisyonu
sabittir. Sentromerin kromozom iizerinde bulundugu yere gére kromozomlar dort alt

gruba ayrilir.

3.2.3.1. Metasentrik kromozomlar

Bunlarda sentromer merkeze yakindir ve kromozomun her iki kolu hemen hemen

birbirine esittir.
3.2.3.2. Submetasentrik kromozomlar

Sentromer kromozomun merkezinden uzaktadir ve kollarin uzunluklari

birbirinden farklidir.

3.2.3.3. Akrosentrik kromozomlar

Sentromer kromozomun ucuna yakindir.

3.2.3.4. Telosentrik kromozomlar

Bunlarda sentromer bir kolun ucundadir. Kromozomun tek kolu vardir. Bu tipe

insanlarda rastlanmaz fakat diger tilirlerde yaygin olarak bulunur.

Metafaz kromozomlarinin sayr biiyliklilk ve sekilleri tiirler arasinda farklilik
gbsterir ve o tiiriin karyotipi olarak adlandirilir. Insanlarda 46 kromozom (23 gift)
bulunur. Bu kromozomlarda karyotipte 1’den 22’ye kadar numaralandirilmis olan
homolog kromozomlar (anne ve babadan gelen es kromozomlar) otozom kromozomlar
olarak, 23.¢ift ise seks kromozomlari olarak adlandirilir. Seks kromozomlar disilerde

homolog olup XX, erkekte ise homolog olmayip XY kromozomu olarak adlandirilir.
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Insanlarda 1, 3, 16,19 ve 20. kromozomlar metasentrik 13, 14, 15, 21, 22.
kromozomlar ise akrosentriktir. Bunlarin disinda kalan kromozomlar ise
submetasentriktir. Akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinin u¢ kisimlart genellikle
nukleolus organizasyonu ile aktif olarak iligkili oldugundan bu kisimlarda yogunlagma
daha azdir. Satellit olarak adlandirilan bu bolge, kromozomun diger kisimlarindan sap

kismiyla ayrilir.

Belirli boyalar bir kromozomun belirli bolgelerini diger kisimlarina nazaran daha
secici olarak ve daha koyu olarak boyarlar. Koyu boyanmis bolgeler heterokromatin
olarak adlandirilir. Kromatinin yogunlastigi (DNA + protein) heterokromatin bolgeler,
cogunlukla sentromerde ve sentromer adi verilen kromozomun ug¢ kisimlarinda
goriiliir. Acik boyanan az yogunlagmis bolgeler ise oOkromatin adin1 alir.
Heterokromatin bolgeler hiicrenin hayati boyunca yogunlasmis olarak kaldiklar i¢in
bu kisimlar inaktif gen bolgeleri olarak kabul edilir. Yapilan ¢alismalar heterokromatin
bolgede bulunan DNA’nin biiyiik bir kisminin yiiksek diizeyde tekrarlayan DNA
oldugunu bu nedenle transkribe olmadigini veya ¢ok nadir transkribe oldugunu ortaya

koymustur (39).

3.3. Kromozom Sayisi ile Tiirler Arasindaki iliski

Her canli tiirii, tiire 6zel sekil ve sayida kromozoma sahiptir. Farkli tiirlerin
kromozom sayilar1 esit olabilir, fakat bu durumda da sekil ve yapilar arasinda fark
vardir. Somatik hiicrede her kromozom kendi homologu ile birlikte bulunur.
Dolayisiyla tiirler ¢ift sayida kromozoma sahiptir. Homolog kromozom ise, sekil ve
yap1 bakimindan birbirinin aynisi, biri anadan digeri babadan gelen kromozomlardir.
Homolog kromozomlarin karsilikli lokusunda ayni1 karakter tizerinde farkli yonde etki
eden genler bulunursa bunlara allel genler yahut allel gen ¢ifti (Aa) denir. Ayni
istikamette etki eden genler bulunursa bunlara da identik gen ¢ifti (AA veya aa) adi
verilir. Kromozom sayist kendiliginden yahut dis etkenlerle degisirse bu durumda
somatik hiicrelerde tek sayida kromozom bulunabilir. Zaten boyle hiicrelerde

kromozom sayisi yoniinden normal degildir. Ya euploid veya aneuploid’dir.
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Eseyli lireyen canlilarda gametlerin ihtiva ettigi kromozomlara birtakim veya bir
genom ad1 verilir ve onlarin sayisi “n” ile gosterilir. Somatik hiicreler ise iki misli

kromozom igerdiginden bunlarin kromozom sayisi da “2n” ile ifade edilir (40).

3.4. Kromozom Terminolojisi

Chicago toplantisinda standardizasyona tabi tutulan kromozomlar igin ortak
terminoloji kabul edilmistir. Bunun amaci kromozom anomalileri i¢in ortak bir dilin
kullanilmasidir. Bu ortak dil ifadesi formiil haline getirilmistir. Bdylece anlatilmak
istenen bilgi bu formiiller yoluyla agiklanmaktadir. Formiillerde toplam kromozom
sayisi, cinsiyet kromozomlar1 ve onlarin yapist sonra da eger var ise kromozom

anomalisi belirtilir.

Ornegin normal bir erkek 46, XY normal bir kadin ise 46, XX seklinde
gosterilmektedir.
* Chicago'da kabul edilen bu formiiller agagida gosterilmistir.

. A-G: Kromozom gruplari

1-22: Otozomal kromozom numaralari
. X-Y': Cinsiyet kromozomlari
. Diagonal (/): Mozaik durumlarda ayr1 hiicre gruplarini gosterir.

46,XX/45,X

* (+) ve (-): Eger otozomal kromozom sayisi bu isaretlerden sonra

yazilmisa, ad1 gecen kromozomun fazla ya da eksik oldugunu gostermektedir.
Eger bu isaretler bir kromozom kolundan sonra yazilmigsa ilgili kromozom
kolunun fazlalik ya da eksikligini anlatir.

* Soru isareti (?): Bir kromozom ya da kromozoma ait yapinin kuskulu

oldugunu gosterir.
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3.5. Insan Kromozom Gruplarinin Genel Karakteristikleri

3.5.1. Grup A: Kromozom 1-3

Bunlar insan karyotipinin en biiylik kromozomlaridir. Kromozom 1 en biiyiik,
kromozom 3 ise grubun en kiigligii olup, bu iki kromozom metasentriktir. Kromozom

2 ise submetasentriktir.

3.5.2. Grup B: Kromozom 4-5

A grubundan sonraki submetasentrik olan diger iki biiylik kromozomdur. Bu
gruptaki kromozomlarin boyutlar1 birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen kromozom 4,

kromozom 5’den biraz biiytiktiir.

3.5.3. Grup C: Kromozom 6-12

Orta biiyiikliikteki submetasentrik kromozomlardir. Biiyiikliiklerine bakarak bu
grup kromozomlar1 birbirinden ayirmak olduk¢a zordur. X kromozomu bu grup

kromozomlardandir.

3.5.4. Grup D: Kromozom 13-15

Orta biyiikliikteki akrosentrik kromozomlardir. Biiytikliikleri ve sekilleri
birbirine ¢ok yakindir ve gozle ayirt edilmeleri zordur. Bu grup kromozomlar

incelenirken satellit yapilar1 goriilebilir.

3.5.5. Grup E: Kromozom 16-18

16. Kromozom, grubun en kolay ayirtedilir kromozomu olup kiigiik metasentrige
yakindir. Kromozom 17 ve 18 submetasentrik kromozomlardir ve birbirlerinden ayirt

edilmeleri giictiir.

3.5.6. Grup F: Kromozom 19-20

En kiiciik metasentrik kromozomlardir. Normal boyama ile mikroskop altinda

ayirt edilmeleri miimkiin degildir.
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3.5.7. Grup G: Kromozom 21-22

En kii¢iik akrosentrik kromozomlardir. Birbirinden ayirt edilmeleri ¢ok giictiir. Y
kromozomu bu gruba dahildir. 21. ve 22. kromozom boyanma seklinin farkli olmasi

ile ayrilir.

3.6. Kromozom Anomalilerinin Siniflandirilmasi

Kromozom aberasyonlar1 sayisal ya da yapisal degisiklik gostermekle beraber bir
veya daha fazla kromozomu (otozom ya da cinsiyet kromozomu) igerebilir. Klinik
oneme sahip kromozom anomalilerinin en yaygin tipi bir kromozomun kayb1 veya
artist ile ortaya ¢ikan “andploidi” dir. Andploidi, daima fiziksel ve/veya zihinsel
sorunlar ile seyreder. Bir veya birden fazla kromozomun ise karistigi yapisal
kromozom anomalileride oldukga yaygindir. Yapisal diizensizliklerin genom igerigini
degistirip degistirmemesine bagl olarak fenotipik etki ortaya cikar ya da ¢ikmaz.
Ancak kromozom anomalileri dengeli bile olsa bir sonraki kusakta anomalili ¢ocuk

dogma riskini artirir.

3.6.1. Sayisal kromozom anomalileri

Sayisal kromozom anomalisi diploid kromozom sayisindaki (2n: 46) artma veya
eksilme durumudur.insan somatik hiicrelerinde 22 c¢ift otozom (1-22 numaral
kromozomlar), bir ¢ift cinsiyet kromozomu (X,Y) olmak iizere 46 kromozom bulunur
ve diploid olarak isimlendirilir.

Gametler ise haploid sayida yani 23 kromozom igerirler. Haploid kromozom
takiminin katlar1 6ploidi, kromozom sayisindaki degisiklik ise anoploidi olarak ifade

edilir.
3.6.1.1. Poliploidi

Poliploidi, temel kromozom takiminin (n: 23) fazladan bulunmasi olayidir.
Triploidi ve tetraploidi poliploidinin insanda goriilen 6rnekleridir. Triploidi, hiicrede
temel kromozom sayisinin 3 kat1 (3n), tetraploidi ise hiicrede temel kromozom
sayisinin 4 kat1 (4n) kadar kromozom bulunmasi durumudur. Poliploidiler letal
olmakla birlikte, nadiren hem triploidi hem de tetraploidi canli dogumlarda

rastlanabilir. Triploidi, tanmimlanmis gebeliklerin % 1-3’tinde, erken gebelik
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kendiliginden diisiiklerin % 20’sinde goriiliir. Triploid bir fetiis canli dogsa bile

yagsayamaz.

Triploidiler, bir yumurtanin iki sperm (dispermi) tarafindan déllenmesi, diploid
bir spermin haploid bir yumurtayr dollemesi veya haploid bir spermin diploid bir
yumurtayr déllemesi ile olusur. Triploidide fenotipik bulgular ekstra kromozom
takimimin parental kaynagina bagli olarak degisebilir; ekstra kromozom takiminin
maternal kdkenli oldugu triploidiler erken gebelik doneminde spontan abortus ile son
bulurken, ekstra takimi paternal kokenli olan triploidilerde kiigiik bir fetiisii olan

dejeneratif bir plesanta gozlenir (partial hydatidiform mole).

Bir diger olusum mekanizmasi ise normal diploid zigotun ilk mitoz boliinmeleri
sirasinda, polar cisimcigin hiicre i¢ine girerek haploid setinin nukleusa katilmasidir ve
mozaik triploidiler olusur. 92, XXXX veya 92, XXYY yapisindaki tetraploidiler
zigotun ilk boliinmesinde sitoplazmik boliinmenin gerceklesmemesi ile olusur ve bu

olgular genellikle mozaik yapidadirlar.

3.6.1.2. Anoploidi

Kromozom anomalilerinin en biiyiikk grubunu andploidiler olustururlar.
Andploidi, diploid yapidan bir ya da birka¢ kromozomun artmasi veya eksilmesi
durumudur.

Homolog bir kromozomun fazlaligir “trizomi”, tek bir kromozomun kaybi ise
“monozomi” olarak ifade edilir. Trizomi ve monozomiler nondisjunction yani

krmozomlarin hiicre boliinmesi sirasinda ayrilamamasi durumudur.

Trizomi 21 hari¢ otozomal trizomiler yasamla bagdagmaz. Canli dogumlarda
goriilen diger otozomal trizomiler, trizomi 18 veya trizomi 13’diir. Trizomi 13, 18 ve
21 en az sayida aktif gen tasirlar. Otozomal monozomiler yagamla bagdasmaz iken X
kromozomunun monozomisi Turner sendromu yasamla bagdasan tek Ornektir.
Andploidi, mitoz veya mayoz boliinme esnasinda bir kromozomun her iki kopyasinin
ayni yavru hiicreye gitmesine yol acan ayrilamama (non-disjunction) sonucu ortaya
cikar. Ayrilamama en sik olarak maternal germ hiicrelerindeki ilk mayoz boliinmede

gerceklesir. Mayoz I’deki ayrilamama sonucu bir kromozomun her iki homologu
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Anafaz 1°de aymi kutba dogru hareket ederve sonugta yavru hiicrelerden biri o
kromozoma ait iki kopya tasirken diger yavru hiicrede o kromozomdan hi¢ bulunmaz.
Mayoz II’deki ayrilamamada ise homolog kromozomlardan birinin iki kardes
kromatidi ayn1 kutba hareket eder ve yavru hiicrelerden biri o kromozomun iki
kopyasin tasirken diger yavru hiicrede o kromozomdan hi¢ bulunmaz. Bu nedenle
Mayoz I ve Mayoz II’de gerceklesen ayrilamamanin genomik sonuglari farklidir.
Ayrilamama Mayoz I’de olusursa 24 kromozoma sahip olan gamet ilgili kromozomun
anne ve baba kokenli homologlarini tasirken, Mayoz II’de olusan ayrilamamada ekstra
kromozoma sahip olan gamette homolog kromozomun her ikisi de ayni ebeveyn
kokenlidir. Mitotik ayrilamama hatalarinda ise andploid ve normal hiicre dizileri

birlikte goriiliir ve bu durum “mozaisizm” olarak adlandirilir.

3.6.2. Yapisal kromozom anomalileri

Yapisal kromozom diizensizlikleri, kromozom kiriklar1 ve kirillan bdlgelerin
kaybolmas1 veya farkli bir konumda birlesmesi ile ortaya ¢ikar. Yapisal kromozom
anomalileri canli yeni doganlarda andploidilerden daha ender goriiliir. Sayisal
kromozom anomalilerinde oldugu gibi yapisal kromozom anomalileride bireyin tim
hiicrelerinde goriilebilecegi gibi mozaik formda da bulunabilir. Dengeli veya dengesiz
olabilen bu yeniden diizenlemeler mitoz veya mayoz bdliinmeler ile degisime

ugramadan yavru hiicrelere aktarilir ve stabildir.

3.6.2.1. Delesyon

Delesyon, kromozomdan kiigiik bir parganin koparak azalmasi durumudur.
Delesyonun sonucu olarak, genetik materyalin iki kopyasi tarafindan yerine getirilen
fonksiyonlar tek bir kopya tarafindan yerine getirilememesi (haploinsufficiency)
durumu ortaya c¢ikar. Delesyonun klinik etkisi, delesyona ugrayan segmentin
biiyiikliigii, bu bolgedeki genlerin sayisi ve fonksiyonu ile iliskilidir. Otomozomal
monozomilerde oldugu gibi biiylik otomozomal delesyonlar da yasamla bagdasmaz.
Sitogenetik olarak gozlenebilen otozomal delesyonlarin insidansi 1/7000 canl
dogumdur. Ancak molekiiler sitogenetik tekniklerle taninabilen submikroskopik
delesyonlarla oran artmaktadir. Delesyonlar kromozomun ug¢ nolgesinde gergeklesirse

terminal, kromozom kolunda gerceklesirse ara (intertitial) delesyon olarak adlandirilir.
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Delesyonlar temelde kromozom kirig1 ile ortaya ¢ikar ve olusan asentrik fragment

kaybolur.

3.6.2.2. Duplikasyon

Duplikasyon, bir kromozom segemntinin, Kendisinin trizomisine yol agacak
sekilde artmasidir. Duplikasyonlarin klinik etkisi delesyonlara oranla daha azdir.
Ancak gametlerde meydana gelen duplikasyonlar, duplikasyona yol acan kromozom
kiriklar1 genleri pargalayabilecegi i¢in daha agir fenotipik anomalilere yol agabilir. 5
Mb’dan daha biiyiik delesyon ve duplikasyonlar klasik kromozom analizlerinde
taninabilir ancak submikroskopik delesyon ve duplikasyonlar molekiiler sitogenetik
teknikler yardimiyla gosterilebilir ve “mikrodelesyon/duplikasyon” olarak tanimlanir.
A-CGH ve SNP-array gibi sitogenomik arraylar ile kb diizeyindeki degisimler de
tanimlanabilmektedir ve normal bireylerin genomlari analiz edildiginde, ¢ogunlugu <

500 kb biiyiikliikteki bir¢cok kopya sayis1 degisimi saptanmaktadir.

3.6.2.3. Inversiyon

Inversiyon bir kromozomda iki kirik olusmasi ve kiriklar arasindaki segmentin
180° donerek kirik noktalariyla yeniden birlesmesi sonucu olusur.

Inversiyona ugrayan segment sentromer igermiyorsa “parasentrik”, sntromer
igeriyorsa “perisentrik” inversiyon olarak adlandirilir. Bant yapilar1 kadar kromozom

kollarinin oran1 da degistiginden perisentrik inversiyonlar sitogenetik olarak daha

kolay tanmirlar.

Inversiyonlar dengeli yeniden diizenlemeler olduklari i¢in genellikle tastyicilarda
fenotopik bulguya yol agmazlar ancak gelecek kusaklara aktarimda genetik
dengesizlige yol agabilirler. Mayoz I’de normal kromozom ile ters diismiis kromozom
segmenti arasinda homolog kromozom eslesmesi olabilmesi i¢in bir ilmek olusumuna
ithtiya¢ vardir. Bu ilmek i¢inde rekombinasyon oldugu zaman, rekombinasyon olayinin
gerceklestigi bolgeye bagh olarak dengeli kromozom kurulusuna sahip (normal veya
inversiyon tasiyan) gametler ile dengesiz gametler olusur. inversiyon parasentrik
oldugunda, dengesiz rekombinant kromozomlar asentrik veya disentrik olur ve
yasamla bagdasmazlar. Bu nedenle parasentrik inversiyon tasiyicilarinin anormal

karyotipli canli dogmus cocuk sahibi olma ihtimalleri pratik olarak ¢ok diisiiktiir. Ote
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yandan perisentrik inversiyonlar kromozom segmentinin delesyon/duplikasyonuna
sahip dengesiz gametlerin olusumuna yol agabilir. Kaybolan ya da duplike olan
segmentler inversiyonun distalinde kalan segmentlerdir.Ancak, her bir perisentrik
inversiyon kaybolan ve duplike olan segmetin biiyiiliigli ve igerigine baglh olarak

kendine 6zgii bir risk igerir.
3.6.2.4. Translokasyon

Translokasyon, kromozomlar arasinda kromozom segmentlerinin degisimidir.
3.6.2.4.1. Resiprokal translokasyon

Bu translokasyonlar, genellikle homolog olmayan komozomlarda gergeklesen
kirilmalar veya rekombinasyon ile olusur ve kirillan ya da rekombine olan segmentler
karsilikli yer degistirir.Karsilikli segment degisiminde genellikle yanlizca iki

kromozom ise karisir ve toplam kromozom sayisi degismez.
3.6.2.4.2. Robertsonian translokasyon

Akrosentrik kromozomlarin kisa kollarin1 kaybederek sentromerik ya da

perisentromerik bolgelerinden birlesmesi sonucu olusur.

3.6.2.4.3. Insersiyonal translokasyon

Bir kromozomdan kopan bir segmentin baska bir kromozomun i¢ine girmesiyle
olusur.Bu olay, ya sentromere gore olan pozisyon degismeden gercelesir ya da kopan

segment ters donerek kromozom igine girer.

3.6.2.5. izokromozom/ izodisentrik kromozom

Sentromerin enlemesine boliinmesi sonucu olusan diizensiz kromozomdur (41).
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3.6.2.6. Halka kromozom

Kromozomun iki ucunun birleserek  yiliziik  goriinlimiinii  almasi
durumudur.Semtromer igerenlere sentrik ring denir ve genellikle bir asentrik

fargmentle yan yana bulunurlar.Sentromer igermeyenlere ise asenttrik ring denir (42).

3.6.2.7. Marker kromozomlar

Klasik bantlama yontemi ile tanimlanamayan, genellikle kii¢iik kromozomlardir.
Bu kromozomlar normal kromozom kurulusuna ilave olarak bulunduklarindan
“supernumary kromozomlar” veya “ekstra yapisal kromozomlar” olarak da

tanimlanirlar (43).

3.6.2.8. Yapiskanhk

Kromozomlarin topaklanma seklinde y1gin haline gelmesidir.

3.6.2.9. Kink

Kromozomun rastgele bir bolgesinde kromozom ekseninden sapan ve bir
kromatid enini asan boyanmamis bdlgelere denir. Kirik olarak degerlendirilen
diizensizlik kromozomun bir kromatinde goriiliir ise kromatid kirig1 olarak
adlandirilir. Kirik olarak belirtlen diizensizlik kromozomun her iki kromatidinde ve es

kesimlerinde goriiliir ise izokromatid kirik olarak adlandirilir.

3.6.2.10. Gap (Aralik)

Kromozom ekseninden sapmis ve kromatidin enini gegmeyen, boya almayan bir
bdlgenin kromozomun herhangi bir yerinde bulunmasidir. Eger gap kromozomun bir
kromatidinde goriiliir ise kromatid gap,kromozomun her iki kromatidinde goriiliir ise

izokromatid gap, sentromer bolgesinde goriiliir ise sentromerik gap olarak adlandirilir.

3.6.2.11. Pulvarizasyon

Metafaz planiginda kromozomlarin pargalanarak, taninmaz hale gelmesidir.
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3.6.2.12. Ha¢ kromozomu

Submetasentrik kromozomlarin, kollarinin yan yana gelerek hag¢ seklini

olusturmasidir.

3.6.2.13. Satellit assosiasyonu

Yapis1 yonca yapragmi andiran,biiylik ve kiiclik akrosentrik kromozomlarin
metafaz plaklarnda kisa kollarindaki satellitlerini birbirine ¢evirmis bir sekilde bir

araya gelerek rozet seklini almalaridir.

3.6.2.14. iri satellitler

D ve G grubunda bulunan kromozomlarin kisa kollarindaki satellitlerin normalden

daha biiyiik goriilmesidir (42).
3.7. Toksik Maddelerin Biyolojik ve Molekiiler Etkileri

Toksoloji, degisik kimyasal maddelerin canli organizmalar {izerindeki zararl

etkilerini aragtiran bilim dalidir.

Toksik maddeler, insanlarin maruz kalma bigimine gore birkag¢ sinifa ayrilirlar:
Ilaglar, besin katki maddeleri, pestisitler, endiistriyel kimyasal maddeler, ¢evre
kirleticileri, dogal toksinler ve evlerde kullanilan zehirli maddeler. Toksik maddelerin
yapisina bagli olarak etkilenme bigimleri gesitlilik gosterir. Ornegin gaz ve duman
solunum yolundan, sivilar ise deri temasindan kaynaklanan problemler dogurur.
Toksik maddelerin izledigi yollar emilim, dagilim, metabolizma ve atilim olmak tizere
dort fazda incelenebilir. Yabanci bilesikler ti¢ farkli bolgeden emilirler: Deri, akciger
ve gastrointestinal sistem. Bunlardan gastrointestinal sistem, ¢cogu yabanci maddenin
ag1z yolu ile alinmas1 sebebiyle toksolojide 6nemli yer tutar. Havadan alinan yabanci
madde sayis1 goz oniinde bulunduruldugunda, akcigerlerde emilim bolgesi olarak
onemlidir. Derinin biiylik bir ylizey hiicrelerden meydana gelmis bir dis tabaka ve
zayif bir kan dolasimi vardir; ayrica epidermisin dis hiicreleri keratin maddesiyle
doludur. Deriyle emilim, yagda ¢oziinen bilesiklerle sinirlidir. Toksik maddeler emilip
kan dolasimina gectikten sonra, ortalama viicut agirliginin %58’ini olusturan sivi

boliimlere gecerler. Kandan sivi boliimlere gecis genellikle kapillerde konsantrasyon
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gradiyentine bagli olarak pasif difiizyonla olur. Toksik maddelerin viicutta dagilima,
kandaki dagilim ve dokulardaki dagilim olmak {iizere iki sekilde ele alinabilir.
Plazmada bulunan bir¢cok protein, normal fizyolojik olaylarda rol alan maddeleri
baglayabildikleri gibi, bircok yabanci bilesigi de baglayabilirler. Toksik maddeler
cogunlukla spesifik dokularda depolanirlar. Baz1 bilesikler belirli dokularda yiiksek

konsantrasyonlarda toplanip toksik etkinin o organda ortaya ¢ikmasina yol agarlar.

CO, hemoglobine yiiksek bir afinite ile baglanarak karboksihemoglobin olusturur
ve boylece zehirlenme belirtilerine neden olur. Buna karsilik diger toksik maddeler
organ disinda baska bir yerde zehirlenme belirtilerine yol acar. Ornegin kursun,
kemiklerde depolanmasina karsin zehirlenme belirtilerini yumusak dokularda gosterir.
Toksik maddelerin viicuttan atilimi, biyolojik etkenlerinin dnemli bir belirleyicisidir;
hizli eliminasyon, olusan toksisitenin ve biyolojik etkinin azalmasi anlamina gelir.
Birc¢ok bilesik icin en 6nemli atilim yolu bobrekler araciligiyla, idrarla olanidir. Dger
yollar, safraya olan salgilama, ucucu ve gaz halindeki bilesiklerin akcigerlerden
saliman havayla atilimi, gastrointestinal sisteme, siite, tere ve diger sivilara olan

salgilamalar1 kapsar (44).

Kanserojen olarak etki gosteren birgok bilesigin DNA’ya zarar verdigi
bilinmektedir. Zarar géren DNA’ya sahip hiicreler boliindiigli zaman mutant hiicreler
uiretirler. Baz1 mutant hiicreler diizensiz bir sekilde ¢gogalan tiimor hiicreleridir ve diger
bolgelere giderek oralarda ¢ogalabilme yetenegindedirler (metastaz). Bazi kimyasal
maddeler DNA alt birimlerine baglanarak 6zel bilesikler olusturabilirler. Bu olusan
bilesikler DNA onarim mekanizmalar1 sayesinde uzaklastirilabilirler. Fakat bazen bu
bilesikler kalic1 bir sekilde baglanabilir ve hiicre boliindiigli zaman yanlis translasyona

ugrayarak mutant hiicrelerin olusumua yol agabilirler (45).

Toksik maddelerin genetic metaryal ile etkilesimi ii¢ farkli sekilde olabilir;
-Andplidizasyon: Bir tam kromozom fazlalig1 veya kaybinin olmasidir.
-Klastogenez: Bir koromozom pargasinin kaybi, ilavesi veya yer degistirmesidir.

-Mutagenez: Az sayida baz ¢ifti kaybi, ilavesi veya degisimi ile olur.
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DNA molekiiliindeki genetik sifre, triplet seklinde diizenlemis ii¢ baz ¢iftini
kapsar. DNA yapisinda bulunan piirin bazlar1 Adenin (A), Guanin (G), pirimidin
bazlar1 ise Timin (T) ve Sitozin’den (C) ibarettir. DNA molekiiliindeki bilgi, kendisi
gibi baska bir molekiilii olusturabilir (replikasyon), RNA’ ya doniisebilir
(transkripsiyon) ve ayn1 zamanda proteine gevirebilir (translasyon). Ug bazin
olusturdugu her bir sifre, belirli bir genin sorumlu oldugu proteindeki bir amino aside
tekabiil eder. Cift sarmal yapida olan DNA molekiilii hiicre boliinmesi esnasinda
replikasyona ugrar. Bu islem, ya yavru hiicrelere gecme lizere mitozda veya bir sonraki

nesillere gegmek iizere esey hiicrelerinde meydana gelen mayoz esnasinda olmaktadir.

Cift sarmal DNA zinciri acilir ve her bir zincir, sentezlenecek yeni zincir i¢in kalip
gorevi goriir. Bu sekilde sentez, bilginin dogru aktarimini garanti altina alir. Daha 6nce
aciklandig1 gibi DNA’daki degisiklikler sadece mutasyonla sonuglanmaz. Olasi
degisiklikler asagida daha detayl1 olarak verilmistir.

3.7.1. Metafaz zehirlenmesi ve anoploidizasyon

Bu tip mutasyonda mitoz ve mayoz esnasinda meydana gelen diizensizlikler yol
acar. Mitoz ve mayoz siireci ile etkilesme kromozom sayisinda bir degisiklikle
(andploidizasyon) sonuglanabilir. Bu siirecte kromozomlarin esit olarak yavru
hiicrelere ge¢mesi i¢in; sentriollerin pozisyon almasi, metafazda kromozomlarin tekrar
dogru bir sekilde yerlesmeleri ve ig iplikgiklerinin olusumu gereklidir. Bu siirecte
herhangi bir miidahale metafaz zehirlenmesine yol agabilir. Kolsisin maddesinin ig
iplik¢iklerinin pargalanmasina ve dolayisiyla mitoz olayini bloke ederek poliploidiye
(normal kromozom sayisinin katlar1 seklindeki artis) ve esit olmayan kromozom
paylasimina yol agtigi iyi bilinmektedir. Bu olay insanlarda DOWN sendromu

(Mongolizm, 46 yerine 47 kromozom bulunmasi) ciddi etkiler yaratabilir.
3.7.2. Kromozomlarda kirilma ve eksilmeler

Klastojen olarak adlandirilan bazi bilesikler (baz ¢ifti transformasyonlarina yol
acabilen bilesikler de bunlar arasindadir) kromozom kirilmalarina yol agarlar.
Bunlarin genel olarak, alkilleme o6zelligine sahip ajanlar olduklar1 bilinmektedir.

Kromozomlardaki yapisal degisiklikler kromatid kollarinda meydana gelen kirilmalari
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icerir. Kirllma sayisina ve pargalarin tekrar birlesme 6zelligine bagl olarak, sabit ve
sabit olmayan yapisal degisiklikler meydana gelir. Bir sonraki nesil hiicrelere
aktarilmayan yapisal kromozom degisiklikleri, kromotid ve kromozom kollarindaki
bosluklar (gap), kromotid kirilmalari, kromotid degis tokususu, asentrik fragmentler,
halka (ring) ve disentrik kapsamaktadir. Bir sonraki nesile aktarilan sabit degisiklikler
ise; ters donme (inversiyon), bir kromozom parg¢asinin baska bir kromozoma taginmasi

(translokasyon) ve kopmalardir (delesyon).

3.7.2.2. DNA onarimi

UV 1s181na veya bazi kimyasal maddelere maruz kalan hiicre veya organizmalarin
DNA’larinda bazi kimyasal degisiklikler meydana gelebilir. UV, baz ciftlerinin
‘dimer’lesmesi ile sonuglanir. Bu olay replikasyon olayini bloke ederek hiicrenin
6limiine yol acabilir. DNA’ya verilen zararla basa ¢ikmak i¢in organizmalar evrimle
bazi hiicresel mekanizmalar gerceklestirmiglerdir. Hiicreler, saptadiklar1 hasarl
bolgeleri ‘kesip atarak onarma’ (excision repair) yetenegine sahiptirler. Bu DNA’daki
hasarli kisimlarin enzimatik olarak kesilip uzaklastirilmasi ve kars1 zincir kalip olarak
kullanilarak yeni DNA sentezinin gergeklestirilmesi seklinde olmaktadir. Guanin
bazinin metillenmesi durumunda metil transferaz enzimi metil grubunu bir adimda
uzaklagtirarak onarimi gergeklestirir. Diger bir mekanizma ise piirin ve deoksiriboz
sekeri arasindaki bagi kiran bir DNA glikozilaz miidahalesi ile olur. Bdylece, bu
onarim mekanizmasi, niikleotit koparma veya baz koparma seklinde cereyan edebilir.
Her ne yolla gerceklesirse gerceklessin, bu islemler DNA {izerinde bir bosluk birakir
ki bu, ii¢ asamada onarilabilir. ilk énce, hasarli DNA zinciri bir endoniikleaz enzimi
tarafindan kirilir ve ii¢ ile dort arasinda degisen sayida niikleotit uzaklastirilir. Daha
sonra, bu uzaklastirilan niikleotitlerin yerine DNA polimeraz enzimince yenileri
konur. En son islemde, zincir bir DNA ligaz enzimi tarafindan kapatilir. Bunlar diginda

bilinen daha birgok ¢esitli onarim mekanizmasi mevcut olabilir.

Onarim, hiicre boliinmesinden 6nce hatasiz olarak gerceklesmisse, verilen hasar
kalitsal bir mutasyona yol agmis olmayacaktir. Ama eger onarim hiicre boliinmesinden
once gerceklesmemis ise, hasar goren kisimlar yukarida aciklanan herhangi bir yolla
mutasyona sebep olabilir. DNA onarim mekanizmasindaki bir eksiklik xeroderma

pigmentosumlu hastalarda goriiliir. Bu hastalar ultraviyole 1sinlar etkisiyle olusan
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timin ikilisini DNA’dan uzaklastiramazlar. Bu yiizden bu hastalarda oldukca fazla

oranlarda deri kanseri vakasi goriiliir.

3.7.2.3. Mutasyonlarin insan saghg iizerindeki etkileri

Insanlarin mutajenlere maruz kalma ile ilgili endiselerinin iki temel sebebi vardir.
Bunlardan birincisi, insan esey hiicrelerindeki (yumurta, sperm ve bunlarin kdken
aldig1 hiicreler) mutasyon oraninda bir artisin, gelecek kusaklarda genetik hastalik
insidanslarinda artisa yol agabilecegi, ikincisi ise, somatik hiicrelerdeki hiicrelerin
mutasyonlarin c¢esitli hastaliklara (dlizensizliklere), en Onemlisi kansere, neden

olabilecegidir.
3.7.2.3.1. Esey hiicrelerinde olusan genetik diizensizlikler

Esey hiicrelerinde meydana gelen gen mutasyonlari, kromozom bozukluklari ve
anoploidi, insanda genetik hastaliklara yol acar. Gen mutasyonlarinin 6nemi, basit
Mendel kurallariyla aktarilan bir¢ok hastaliktan anlasilabilir. Yeni dogan bebeklerde
% 2-4 kadarmin ciddi bir genetik hastaligi bulundugu, ayrica halkin % 10’nun
dogustan edinilmis anomaliler tasidigr bulunmustur (bunlarin ¢ogu hayatin ileriki
donemlerinde kendini gosterir). Kromozom bantlama yontemi ve ¢esitli sitogenetik
yontemlerle, kromozom yapisinda yer alan ve goriiniir bir etkisi olmayan degisiklikler
(varyasyonlar) ortaya ¢ikarilabilir. Bununla beraber, diger kromozom bozukluklar
ciddi ve 6liimciil anomalilere sebep olabilir. Andploidi, 6rnegin 21. kromozomdaki bir
fazlaligin sebep oldugu Down sendromu gibi hastaliklar, ayn1 zamanda 6liimciil
olabilir. Benzer sekilde, Turner sendromunda normal XX ve XY kromozomlari yerine
tek bir X kromozumu bulunur. Klinefelter sendromu ise erkeklerde iki veya daha fazla

X kromozomunun bulunmasi (XXY gibi) durumunda ortaya ¢ikar.

ABD 1983 Ulusal Bilim Akademisi verilerine gore, yeni dogan bebeklerin % 0,3
ile % 0,4 kadar1 kromozom anomalileri ile ilgili sendromlar tasimaktadir. Sitogenetik
anomalilerin, kayda gegen tiim hamileliklerin % 5 kadarini etkiledigi ve birgogunun

embriyonik ve perinatal 6liimle sonu¢landigi belirlenmistir.

Tespit edilen anomaliler arasinda, andploidi en yaygin olanidir ve bunu poliploidi

izlemektedir. Birgok genetik hastalik (6rnegin, sistik fibrozis ve fenil ketonuri), resesif
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mutasyonlarin olugmasiyla ortaya ¢ikmakla birlikte, bu mutasyonlar yeni olmayip

onceki nesillerden katilirlar.

Hig kuskusuz, dominant genetik hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda yeni mutasyonlar
daha c¢ok rol oynarlar; ¢iinkii tam aktarimla sonug¢lanan dominant mutasyonlar,
olustuktan sonraki ilk nesilde kendini gosterir. Eger dominant hastalik ¢cok agir ise,
bireyde azalan dayanakliktan dolay1, generasyondan generasyona gegisi olanak disidir.
Dominant mutasyonlarin olusumu, gelecekte insan yasamai i¢in resesif mutasyonlarin
olusumundan daha biiyiik bir tehlike arz eder; ¢iinkii resesif olanlar ilk nesilde degil,
sonraki nesillerde kendini gosterir. Bununla beraber, X kromozomu tizerindeki resesif
mutasyonlar erkeklerde (XY) erkenden kendini gdstermeye yatkin olup dominant

mutasyonlara benzer.

3.7.2.3.2. Somatik hiicrelerde olusan genetik diizensizlikler

Somatik hiicrelerdeki mutasyonlar ile kansere sebep olan olaylar arasindaki
iligki uzun siireden beri bilinmektedir. Kanserojen maddelerin bir¢ogu mutajen,
mutajen maddelerin birgogu da karsinojendir. Ayrica, belirli hayvan varyeteleri ve
organlarinin karsinogeneze dayanikliligi, karsinojen maddeleri aktif formlara
metabolize etme kapasitelerine ya da DNA’da meydana gelen hasar1 onarma
ozelliklerine bagli olabilir. Timorler, tipik olarak bireysel, transforme olmus
hiicrelerden klonlar halinde olusur ve bir¢cok kanser, kromozomal yap:1 degisiklikleri
sonucunda ortaya c¢ikar. Buna ilave olarak, kromozom say1 anomalileri ve DNA

onarim eksiklikleri kanser riskini artirir (46).

3.8. Folik Asit

1931 yilinda Lucy Wills tarafindan gebelerde anemiyi Onleyici besin maddesi
olarak kullanilan folik asit suda ¢oziilebilen bir B grubu vitaminidir. Pterin halkasina
bagl p-aminobenzoik asit (PABA) ve bunlara ilave bir veya daha fazla glutamat
kalintisindan olusan folik asit stabil haldeki bir B grubu vitaminidir.
Pteroilmonoglutamik asit olarak da bilinir.

Cesitli bitkiler ve bakteriler tarafindan sentezlenirken, insan viicudu folat1 endojen
olarak sentezleyemez. Ciinkii PABA’ y1 sentezleyemez ve ilk glutamati da ekleyemez.

Bu yiizden diyetlerinde folata gereksinim duyarlar. Folat hiicre ¢ogalmasi ve hiicresel
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canliligin devaminda gereklidir. Folik asit eksikliginde hiicreler yeterli sekilde

boliinemezler.
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Sekil 2. Folik Asit Formiilii

Folik asitin gidalarda dogal olarak bulunan ve insanlarda metabolik olarak aktif
olan formu ise "folat" veya "folasin" olarak adlandirilmaktadir. Bat1 diyetinde en sik
eksik bulunan besinlerden biridir ve eksikligin diinya ¢apinda bir sorun olduguna dair
kanitlar vardir. Folik asit yesil yaprakli sebzelerde, baklagillerde, bezelye ve
mercimek, karaciger, pancar, briiksel lahanasi, kiimes hayvanlari, besleyici maya, ton
balig1, bugday tohumu, mantar, portakal, kuskonmaz, brokoli, 1spanak, muz, ¢ilek ve
kavunlarda bulunur. 1998'de, ABD Gida ve Ila¢ idaresi (FDA), gida iireticilerinin,
alimlar1 artirmak ve noral tiip defektlerini (NTD) onlemeye yardimci olmak igin

ekmek ve tahil irlinlerine folik asit eklemelerini istedi. (https://medical-

dictionary.thefreedictionary.com/vitamin+Bc) Folat, DNA sentezinden genetik

regiilasyonuna kadar pek cok biyolojik siire¢ icin gerekli olan niikleik asitlerin,

aminoasitlerin ve metil donorlerin sentezi i¢in gerekmektedir.

Folik asit, vitaminin aktif formu degildir. Folatin aktif formu olan tetrahidrofolata
doniislimii i¢in indirgenmesi gereklidir. NADPH gerektiren bir enzim olan
Dihidrofolat rediiktaz enziminin rol aldigi iki indirgenme reaksiyonu sonucu aktif

form olan tetrahidrofolota doniisiim saglanir.
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3.8.1. Folik Asit’in etki mekanizmasi

Deoksiiiridin (dU)  Timidilat
Sentaz DNA

Z Timidilat > A
Sentezi

dTMP

Deoksiiiridilat
dUMP

10’- formil:THFﬂ\

5°,10°- Metilen THF
Burs \.\"ITHFR

Dihidrofolat 278 THF  Metiyonin 5 Metil THF

T sentetaz
Folik Asit B12
T Metiyonin Ho?osistein

DIYET /V & Dimetil- Be:in
Glisin

SAM Kolin SAH

DNA metiltransferaz
.

DNA—CpG--DNA DNA—CpG--DNA

Sekil 3. Folik Asitin Etki Mekanizmasi

Diyetle alinan Folat, dihidrofolat rediiktaz enzimi tarafindan Dihidrofolat (DHF)
ve Tetrahidrofolat (THF)’ a indirgenir.  Serin aminoasitinin karbonu serin
hidroksimetil transferaz ile THF’ ye aktarilir. Bunun sonucu 5,10-metilen-THF ve

glisin olusur.

Transmetilasyon reaksiyonlar ile niikleotid biyosentezi arasindaki ayrim yeri:

1. 5,10-metilen-THF; MTHFR (5,10-metilen THF rediiktaz) ile 5-metil THF* ye
doniigebilir.

2. 10-formil-THF“ye doniisiip piirin sentezine katilabilir.

3. 5,10-metilen-THF; timidilat sentazin katalize ettigi reaksiyonla metil grubunu
dUMP* ye aktararak dTMP sentezini saglar ve DNA sentezine katilabilir.

B12 vitamininin koenzim oldugu ve metionin sentaz (MS) enziminin katalizledigi
reaksiyonla 5-metil THF, metil grubunu homosisteine aktararak metionini olusturur.

Boylece tekrar tetrahidrofolat formuna geri donmiis olur.
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Bu reaksiyon 5-metil THF* tan tetrahidrofolat olusturan tek reaksiyondur. Bu

reaksiyon olmadan tetrahidrofolatlar 5-metil THF basamaginda kalir (47).

Folik asit, viicuttaki proteini metabolize etmek i¢in B12 vitamini ve C vitamini ile
birlikte ¢aligir. Kirmizi ve beyaz kan hiicrelerinin olusumu i¢in énemlidir. Hiicrelerin
dogru sekilde farklilagsmasi, biiyiimesi i¢in ve fetiisiin gelisimi i¢in gereklidir. Ayrica
DNA ve RNA'nin niikleik asidini olusturmak icin kullanilir. Istahi arttirir ve sindirim
icin mide asidi liretimini uyarir ve saglikl bir karaciger saglamaya yardimci olur. Folik
asit eksikligi, i¢inde kirmizi kan hiicrelerinin iiretiminin azaldigi anemiye neden
olabilir. Bu, dokulara ulasabilen oksijen ve besin miktarlarini azaltir. Belirtiler
yorgunluk, sindirim asitlerinin salgilanmasi, konflizyon ve unutkanligi icerebilir.
Hamilelik sirasinda, folik asit eksikligi preeklampsiye, erken dogum ve dogum sonrasi

kanamanin artmasina neden olabilir.

Ritim bozuklugu ve kalp hastaligi riski yiiksek olan insanlar, folik asit takviyesi
alarak ¢ok fayda gorebilirler. Amino asit olan homosisteinin kan seviyesinin
yiikselmesi, bu hastaliklarin bazilar1 i¢in risk faktorii olarak tanimlanmistir. Yiiksek
homosistein seviyelerinin, osteoporoz ile ilgili sorunlara katkida bulundugu da
bulunmustur. Folik asit, B6 ve BI12 vitaminleri ile birlikte homosisteinin
parcalanmasina yardimci olur ve yiiksek diizeylerle iliskili sorunlarin tersine
cevrilmesine yardimei olabilir. Gebe kadinlarin hem kendileri hem de ¢ocuklari i¢in
folik aside olan ihtiya¢ artmistir. Fetusun uygun sekilde biiylimesi ve gelismesi igin
folik asit gereklidir. Folik asidin yeterli miktarda alimi, 6zellikle noral tiip defektleri
olmak iizere bircok dogum kusur tipinin Onlenmesi icin hayati éneme sahiptir.
Embriyonun noéral tiipli beyin, omurilik ve kafatasinin i¢cinde gelisir. Bu tiip gebeligin
ilk birka¢ ayinda tamamlanmamigsa ciddi ve siklikla 6liimciil bir kusur olan spina

bifida veya anensefali ile sonuglanir.

Gebeligin ilk dort ayinda hamile kalmadan bir yildan bir aya kadar gegen folik
asit, NTD riskini % 50-70 oraninda azaltabilir. Ayn1 zamanda, yarik dudak ve yarik

damak agzin1 6nlemeye yardimc1 olur.

Aragtirmalar, folik asidin, Pap smear ile tan1 konan ve servikste anormal hiicrelere

sahip olan servikal displaziyi basariyla tedavi etmek ic¢in kullanilabilecegini
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gostermektedir. Bu durum rahim agzi kanserinin olasi bir Onciisii olarak kabul edilir
ve anormal Pap smear tanisi alir. Ug ya da daha fazla ay boyunca giinliik 1000 mcg
folik asit tiiketimi, Pap smearlerin tekrarlanmasi1 iizerine servikal hiicrelerin

tyilesmesine neden olmustur.

Calismalar, folik asit takviyelerinin uzun stireli kullaniminin akciger ve kolon
kanserini 6nlemeye yardimci olabilecegini gostermektedir. Arastirmacilar ayrica
diisiik folik asit seviyesine sahip alkol bagimlilarinda kolon kanseri gelisme

ihtimalinin oldukg¢a arttigini kesfetmistir (2019 https://medical-

dictionary.thefreedictionary.com/vitamin+Bc).

3.8.2. Kobalamin ( B12 Vitamini)

Kobalt igeriginden dolayr parlak kirmizi kristal yapida olan B12 vitamini, ilk
olarak 1948 yilinda izole edildi ve pernisiydz anemiyi durduran vitamin olarak
tanimlanmustir. B12 vitamini, DNA sentezi, eritrosit liretimi ve miyelin kilif sentezi
gibi bir¢cok olayda folik asitle birlikte ¢aligmaktadir. Miyelin kilifi sinir hiicrelerinin

disini sarar ve sinir hiicreleri boyunca sinyal iletimini hizlandirir.

3.8.3. Folik Asit ve B12 vitamini etki mekanizmasi

Folik asit ve B12 Vitamini DNA metabolizmasinda 6nemli rol oynar. DUMP'den
dTMP'nin sentezi i¢in folik asit gereklidir. Folik asit eksikligi kosullar1 altinda, dUMP
birikir ve bunun sonucunda urasil, timin yerine DNA'ya dahil edilir. Urasil'in DNA'ya
asir1 sekilde dahil edilmesinin sadece nokta mutasyonuna yol agmaz, ayn1 zamanda tek
ve c¢ift zincir DNA kopmalarina, kromozom kirilmasina ve mikroniikleus

olusumunada neden olur.
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Sekil 4. Folik Asit ve B12 Vitamini Etki Mekanizmasi

Folik asit ve B12 Vitamini ayrica, gen ekspresyonunu ve DNA konformasyonunu
belirleyen DNA'da metilasyonu i¢in gerekli ortak metil dondrii olan metiyonin ve S-
adenosil metiyonin (SAM) sentezi i¢in de gereklidir. B12 Vitamini ve metiyonin
konsantrasyonu diisiik oldugunda, SAM sentezi azalir, DNA'nin metilasyonu azalir,
metilendetrahidrofolat rediiktazin (MTHFR) SAM'" inhibisyonu en aza indirgenir,

bdylece 5,10-metilentrahidrofolatin geri doniisiimsiiz doniistimii saglanir (47).

Folik asit eksikligi wurasilin DNA’ ya dahil olmasmna, DNA’ nin
hipometilasyonuna, verimsiz DNA onarimina neden olabilir ve kromozom
malsegregasyonunu ve kirtlmasini artirabilir. Folik asit ve Vitamin B12’ deki
eksiklikler, her ikisi de kanser i¢in onemli risk faktorleri olan, DNA hasar oraninin
artmasi ve degistirilmis DNA metilasyonu; ve kardiyovaskiiler hastalik i¢in 6nemli bir
risk faktorii olan homosistein statiisiinde artisa yol acar. Bugiine kadar elde edilen
birikmis kanitlar folat ve Vitamin B12’ nin genomik stabilitede onemli bir rol
oynadigini gostermektedir.

Prospektif calismalardan elde edilen mevcut kanitlar, insan yapimi kanserojenlere
maruz kalmadan bagimsiz olarak, diisiik kromozomal hasar oranlarinda azalmis bir

kanser riski oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, yeterli folat ve B12 Vitamini
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alimindan kaynaklanan genomik stabilitenin artmasinin, kanser riskini azaltabilecegi

diistiniilmektedir (35).
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4. MATERYAL VE METOD

Bu caligmada 20-49 yas arasi lireme ¢aginda olup yogun ¢amasir suyu kullanan
bayan bireylerden alinan periferik kanlar degerlendirilmistir. Bireylerin son alt1 ay
icerisinde ilag almadigi, sigara kullanmadig1 ve radyosona maruz kalmadig1 dikkate
alinarak lenfosit kiiltiirii kan 6rnekleri alinmistir. Bireyler kromozomal yonden higbir

kusura sahip olmayip saglikli bireylerdir.

4.1. MATERYAL
4.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler ve deney ekipmanlan

4.1.1.1. Sodyum hipoklorit

Sodyum hipoklorit, NaOCI formiiliine sahip olan bir tuzdur. Giinliik hayatta
beyazlatict ¢amasir sularinda kullanilmaktadir. Cevreye biiyiik dl¢iide zarar veren bu
madde oda kosullarinda klor ile sodyum hidroksitin tepkimeye sokulmasiyla
tiretilmektedir. Genellikle aktif klor orant %15- %]16’lik sulu ¢ozelti seklinde ticari
amach olarak satilmaktadir. Icerisinde aktif maddeler ve sodyum hipokloritin
kokusunu bastirmak i¢in parfiimde arindirmaktadir. Halk arasinda siv1 klor; agartici,

hipo, ¢camasir suyu, javel suyu temizlik maddesi olarak bilinir ve kullanilir.

Tablo 1. NaOCI bilesenleri

Kimyasal Adi Sodyum hipoklorit

Kimyasal Formiilii NaOCI

Erime Noktasi -12--10°C (%15 - %16 konsantrasyonda)
Kaynama Noktasi 111 °C (%15 - %16 konsantrasyonda)

pH >12

Yogunluk 1,11 g/cm?®

Renk Yesilimsi sar1 s1vi

4.1.1.2. Folik asit

Folik asit, folasin, folat ve B9 vitamini gibi farkli formlar olarak da bilinen B

vitaminlerinden biridir. Bu vitamin agiz veya enjeksiyon yoluyla viicuda alinabilir.
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Yetiskinlerin, gidalardan veya besin takviyelerinden giinliik almas1 6nerilen folik asit

miktart 400 mikrogramdir.

Folik asit eksikligini gidermek i¢in gidalara ek takviye olarak alinir. B
vitaminlerinin igleyisi birbiriyle iligkili oldugundan, genellikle tek B vitamin takviyesi
yerine uygun B-vitamini dozunun alinmasi onerilir. Folat i¢in tavsiye edilen doz
miktar1 yetigkinler i¢in giinde 400 mcg, gebe kadinlar i¢in giinliik 600 mcg ve emziren
kadinlar i¢in 500 mcg’ dir. Giinde 1.000-2.000 mcg’ ye kadar olan tibbi dozajlar
verilebilir. Bir kapsiil, 200 mg i¢in 400 mcg folik asit igermektedir.

4.1.1.3. Diger kimyasal maddeler

A-F10 (HAM)Nutrient Mixture (Biologicial Industries 752348)(With L-
Glutamine)

B-Fetal Bovine Serum (Gibco 41G957P)

C-PHA-M Pytohemagglutinin M

D-Colcemide Solution(Biological Industries 816646)

E-Acetic Acid (Glacial) (Riedel-de Haen)

F-Methanol(Riedel-de Haen)

H-Xylol (Merck)

I-Giemsa Stain (Sigma)

J-Heparin (Mustafa Nevzat)

K-Etil Alkol (Sigma)

L-Penicilllin-Streptomycine Solution (Biological Industries 722867)

M-Ethanol Absolut(Riedel-de Haen)

N-Izotonik (Eczacibast)

O-Trypsin-EDTA Solution C (Biological industries 814619)

P-Sodium Phosphate diabasic anyhyrous (Na:HPO.,H:O)

Q-Potassium Phospate monobasic (KH:PO.)

R-L-Glutamin Solution (Biological Industries 746245)

S-KCl

T-Distile Su
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4.1.1.4. Kullanilan soliisyonlar

A-Kolsisin (colchicine) Soliisyonu: 40 mg colchicine+100 ml triple distile su

B-Hipotonik Soliiyonu: 0,075 M KCL (1000 ml Distile Su+5.6 gr KCI)

C-Tespit Soliisyonu (Fiksatif): 3 kisim methanol+1 kisim acetic acit glacial

D-Penicilline Soliisyonu:1.000.000 U Penicilline—G Potassium+10 ml steril
distile su

E-Streptomycine Sollisyonu:1 gr streptomycine siilfate+10 ml sterl triple distile
Su

F-Fitohemaglutinine Soliisyonu: 5mg Pytohemagglutinine M.Bacto(Difco)+5ml
steril distile su

G-Serum Soliisyonu: TC.Fetal Calf Serum dessicated +30 ml sterile distile su

H-Soéransan Tamponu:

a-11.88 g Na,HPO,+1000ml distile su

b-9.08 g KH,PO,+1000 ml disitile su

a ve b soliisyonlar1 karistirilarak pH=6.8 ‘e ayarlandi.

I-Giemsa Boya Tamponu (Diiz Boyama ¢in)

5ml Giemsa Stain Stock Solution+95 ml Distile Su

4.1.1.5. Kiiltiir ortami

4.1.1.5.1. Periferik kan kiiltiirii
Periferik kan kiiltiirii i¢in uygun soliisyonlar miktarlari ile asagidaki gibidir.
1.Besi Ortami (F10 (HAM)Nutrient Mixture
2.Fetal calf serum
3.PHA (phytohemaglutinin)
4.Penicillin soliisyonu

5.Streptomisine soliisyonu

4.1.1.6. Diger gerecler
1-Zaman ayarl santrifiij
2-Etiiv
3-Kuru Hava Sterilizasyonu
4-Distile Su Cihazi

37



5-Mikrofotografi Aygiti

6-Elektronik duyarl terazi

7-Mikroskop

8-Degisik ¢aptaki enjektdrler ve pipetler
9-Degisik Ebatlarda Steril Plastik Santrifiij Tiipleri
10-Dikey Saleler

11-Meziirler

12-Lam ve Lameller

13-pH Metre

14-Vortex

15-Mikropipetler

16-Plastik Eldiven

17-Laboratuvar saati

19-Buzdolab1

4.2. METOD

4.2.1. Arastirma populasyonu

Calismamizda yaglar1 25-49 arasinda degisen sodyum hipoklorit etkisine maruz
kalan tireme ¢agindaki 155 kadin bireyi (104 birey yogun sodyum hipoklorite maruz
kalan deney grubu, 51 birey sodyum hipoklorit kullanmayan kontrol grubu, 15 birey
ise yogun sodyum hipoklorite mazruz kalan 104 birey arasindan secilen tekrarli deney
grubu) kapsamaktadir. Yogun kulanan 15 birey 3 ay boyunca sodyum hipoklorit
kullanmay1 birakmaya ikna edildi. Bu 15 birey diisiik veya rutin kontrol 6n tanisiyla
kadin dogum klinigine bagvuran ve hekim tarafindan folik asit ve B12 vitamin
takviyesi Onerilen kadinlar arasindan secildi. Tekrarli deney grubunu olusturan
bireylerden sodyum hipoklorit kullaniminda ve biraktiktan sonra toplam iki kez 6rnek
alindi. Toplam 155 saglikli bireyden alinan periferik kan kiiltiirii ile in vitro kosullarda
caligildi. Olusturulan deney, kontrol ve tekrarli gruplar sitogenetik olarak incelenip

degerlendirildi.

[k olarak, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik boliimii,

genetik tani laboratuarinda, ¢alisma kapsamindaki her olgunun aile bilgilerini igeren
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pedigriler olusturuldu. Pedigri analizinde bireylerin yas, cinsiyet, akraba evliligi,
diistik, adet diizensizligi, sigara, alkol ve ila¢g kullanimi, viriitik endikasyon gruplari
gibi kriterler ele alindi. Ayrica ¢alisma gurubuna dahil edilen olgularin kronik olarak
radyasyona maruz kalip kalmadiklar1 hakkinda da anemnez formu dolduruldu.

Radyasyona maruz kalanlar ¢aligmaya dahil edilmedi.

4.2.2. Kromozom elde etme yontemi

Bu ¢alismada kromozomlarin elde edilmesi i¢cin makrokiiltiir tekniginin modifiye
edilmis sekli olan ve mikrokiiltiir ya da tiim kan teknigi olarak bilinen lenfosit doku
kiiltiiri yontemi uygulandi. Calismanin uygulama asamalar1 sirasiyla asagidaki

gibidir.

1. Hiicrelerin canliliklarini siirdiirebilmeleri i¢in esasini aminoasitler, vitaminler
ve minerallarin olusturdugu heterolog insan serumu ya da dana serumu iceren kiiltiir
ortamlarinda tutulmalar1 gerekmektedir. Bu amagcla steril ortamda, besi ortam1 80 ml
(FIO(HAM) Nutrient Mixture), 15 ml Fetal calf serum, 0,1ml Penicilin soliisyonu,
0,1ml Streptomisine soliisyonu igerecek sekilde stok kiiltiir ortam1 hazirlandi. Her bir

kiiltiir tiiptine steril ortamda 5 ml olacak sekilde aktarildi.

2. Heparinlenmis steril enjektor ile hastadan alinan ven6z kandan kiiltiir tiiplerine

5 damla kan eklendi.

3. Kromozomlar mitozun metafaz evresinde en iyi sekilde goriiliirler. Insan
lenfositlerinin kendiliginden mitoz boliinmeye girme oran1 % 1’dir. Fitohemaglutinin
sayesinde hiicreler mitoz boliinme i¢in tegvik edilerek ayni anda ¢ok sayida mitoz
bolinme geciren hiicreler elde edilir. Bu amagla her bir kiiltiir tiipiine 2 damla
fitohemaglutinin eklendikten sonra tiipiin agz1 alevden gegirilerek kapatildi.
Lenfositlerin fitohemaglutinin ile temasindan 24 saat sonra ikinci mitoz boliinmeye
girdikleri bilinmektedir. Bu nedenle 72 saatlik inkiibasyon i¢in 37 °C’de etiive
birakildu.

4. Kiiltiirii yapilan hiicreleri metafaz sathasinda durdurmak i¢in inkiibasyonun

70.45 saatinde kiiltiire 2 damla (0.1 ml) colcemid eklerek etiive birakildi.
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5. 72. saatte etiivden ¢ikarilan kiiltiir vortekslendikten sonra 1400 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi.

6. Supernatant atildiktan sonra pelet, vorteksle karistirilarak iizerine 10 ml

hipotonik solusyon eklendi ve 10 dakika etiivde bekletildi.

7. Tupler 1200 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilip slipernatant atildiktan sonra pelet
vorteks yardimiyla karistirilarak tizerine pastor pipetiyle 10 ml fiksatif eklendi.

8. Fiksatif ile yikama iglemi 3 defa tekrarlandi.
9. Son santrifiij isleminden sonra tiiplerde yaklasik 0.5 cc pelet birakilmistir.

10. Dip meteryal pipetle iyice karistirildi. Alkolde bekletilip temizlenmis lamlara
45 derecelik aciyla yaklasik 30 cm yiikseklikten 2-3 damla damlatilarak yayildi.
11. Kurumaya birakilan preperatlar 3 giin etiivde 37°C’de bekletilerek

yaslandirilmistir.

4.2.3. Preperatlarin boyanmasi

Boyama yontemi olarak Giemsa diiz boyama yontemi kullanilmistir. Diiz boya
icin 95 ml distile suya 5ml giemsa 16sing eklenerek boya tamponu hazirlanmis ve 5
dakika boya tamponunda bekletilen preperatlar distile sudan gegirilerek kurumaya

birakilmustir.

4.2.4. Preperatlarin degerlendirilmesi

Degerlendirme igslemi 6nceden hazirlanan degerlendirme formuna gerekli bilgiler
kaydedildikten sonra mikroskop altinda incelenerek yapilmigtir. Ilk olarak (10X)
biiyiitmeli objektif ile baslanarak olumlu metefazlar tespit edildi.Daha sonra
immersiyon objektifi (100X) ile inceleme yapildi ve metefazlar hazir durumdaki forma
islenmistir. Elde ettigimiz metafazlardaki mitotik indeks ve kromozomlardaki kiriklar

degerlenlendirilmistir.
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4.2.5. Mitotik indeks (MI) ve kromozom anormalliklerinin (KA) saptanmasi

Mitotik Indeksin (MI) Saptanmas1 Sodyum hipoklorite maruz kalmanin mitoz
boliinme iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile her kisiye ait preparatlardan metafaz
evresinde olan 1000 hiicre incelenmis ve kaydedilmistir. Her bir kisinin incelenen
1000 hiicresi icinde metafaz evresindeki hiicrelerin oran1 yiizde -cinsinden

hesaplanarak mitotik indeks saptanmustir.

4.2.6. Kromozom yapi1 ve sayl anormalliklerinin saptanmasi

Deney ve kontrol grubundaki her birey i¢in kromozomlari iyi dagilmis 40 metafaz
plagindan yapisal ve sayisal anomalilikleri saptanarak kromozom aberasyonlari
belirlenmistir. 6800 metefaz plagi icinde gézlemledigimiz kromozom yap1 ve say1
anormallikleri Uluslararas1 Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN=
International System for Human Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak
degerlendirilmis ve adlandirilmistir (Paz-yMino ve ark., 2002). Incelenen her 40
hiicrede saptanmis olan kromozom anormalliklerinden toplam kromozom anormalligi,
yapisal kromozom anormarligi ve kromozom aberasyonu igeren anormal hiicre basina

diisen toplam kromozom anormalligi saptanarak istatiksel olarak degerlendirilmistir.

4.3. Yontem
Arastirmada sodyum hipokloritin kromozomlar tizerindeki etkilerini incelemek

amaci ile tireme ¢aginda olan yaglart 25-49 arasinda degisen sodyum hipoklorit
etkisine maruz kalan 155 kadin bireyden kontrol grubu ile beraber toplam 170 6rnekten
alman vendz kan kiltliire edilerek kromozomlar elde edilmis olup analizleri

yapilmistir.

Calismada 3 farkli grup ile caligilmistir.
1.GRUP (Deney Grubu): Yogun sodyum hipoklorite maruz kalan 104 kadin
birey

2.GRUP (Kontrol Grubu): Kontrol grubu sodyum hipoklorit kullanmayan 51
kadin birey
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3.GRUP (Tekrarlh Grup): 1. grup igeresinde olan diisiik ve rutin kontrol 6n
tanistyla kadin dogum klinigine basvuran hekim tarafindan kendilerine folik asit ve
B12 kulllanilmasi 6nerilen yogun olarak NaOCI’ ye maruz kalan 15 kadin birey 3 ay
boyunca NaOCI kullanmay1 birakmaya ikna edilmistir. Kullanma ve birakma
donemlerinde kromozomlart incelenmistir. Bu grup ilk gruba dahil olmakla beraber

birakma déneminde de incelenerek kendi i¢inde de degerlendirilmistir.

4.3.1. istatistiksel analiz

Kromozom aberasyonlar1 yapisal ve sayisal diizensizlik olarak iki baglik altinda
incelenmistir. Yapisal ve sayisal diizensizlikler basligi altinda toplam inceledigimiz 13
degisken bulunmaktadir. Degiskenlerimiz metafaz sayisi, kromatid gap, izokromatid
gap, kromatid kirik, izokromatid kirik, delesyon, duplikasyon, fragment, endomitoz,

endereoduplikasyon, disentrik, assosyasyon ve diger diizensizliklerdir.

Deney (Yogun olarak ¢amasir suyu kullanan 104 denek) ve kontrol grubu
(Camasir suyu kullanmayan 51 denek) olmak iizere 2 grubumuz bulunmaktadir. Deney
grubundaki 15 hastanin ayrica tekrarli Olglimleri (kullanim ve birakma sonrasi
dénemde) alinmistir. Tanimlayici istatistikler verildi. Normal dagilmayan degiskenler
icin Non parametrik testler kullamldi. Ikiserli grup karsilastirilmalarinda Mann-
Whitney U ve Student’s t testleri kullanildi. Tekrarli gruplarda ise esler arasi
karsilastirmalar i¢in Wilcoxon testi kullanildi. Coklu grup karsilagtirmalarinda
Kruskal Wallis testi kullanilirken, siirekli degiskenler i¢in ve kategorik faktorler i¢in
ise GLM Univariate testi kullanildi. Tekrarli Sl¢timleri ek bir grup olarak kabul edip
test ettigimizde de Kruskal Wallis ANOVA testi kullanildi. Kruskal Wallis sonucu
farkli bulundugunda da ikiserli grup ortalamalar1t Mann Whitney U ile test edildi.
Kargilagtirmalarda onemlilik diizeyi i¢in a=0,05 kullanildi. Maruz kalinan siire ve
kullanilan miktarin toplam diizensizliklere etkisini belirlemek i¢in Pearson r

korelasyon katsay1 kullanilmistir ve regresyon denklemi hesaplanmuistir.

4.3.2. Laboratuvar uygulamalari

Preparatlarin boyama yontemi olarak Giemsa diiz boya metodu kullanildi. 5
dakikalik siirelerle hazirlanan Giemsa diiz boya ile boyanan preparatlar distile sudan

gecirilerek kurumaya birakildi ve 1s1ik mikroskobu ile incelenerek daha onceden
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hazirlanan tabloya iglendi. Toplam tiip sayist kontrol tiipleri ile 170 adettir. Her bir
Deney ve kontrol grubundaki her birey i¢in incelenen metafaz sayis1 40 adettir. 155
birey i¢in incelenen toplam metafaz sayis1 6800 (170x40) adettir. Kromozomlar

sayisal ve yapisal olarak incelenmis olup ve metafazlarda incelenen bulgular tek tek

kay1t edilerek olusturulan tabloya islenmistir.
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5. BULGULAR

Calismamizdaki c¢amasir suyu kullanan denek grubu ile c¢amasir suyu
kullanmayan kontrol grubu ve bu kisilerin medeni durumuna goére sayilart Tablo 2 de

belirtilmistir.

Tablo 3. Grup ve Medeni Duruma Gére Kisi Sayis1 Tanimlayicr Istatistikleri

Grup ve medeni duruma gore Kisi sayisi

Testin Degeri N
Gruplar 1 Deney grubu 104
2 Kontrol grubu 51
Medeni durum 1 Evli 112
2 Bekar 43

Tablo 3 irdelendiginde, inceledigimiz kisilerin ortalama yas1 30,009 olup; giiven
aralig1 (CI=% 95) 28,8 ile 31,2 yas araliginda degismektedir.

Tablo 4. Gruplar ve Medeni Durum Kategorik Degiskenlerine Gore Yas Degiskeni

GLM
Bulgulan
Medeni Ortalama Standart 95% Giiven Aralgi
Gruplar durum Yas Hata Alt Simr Ust Simir
Deney Evli 32,642 127 31,206 34,078 F=15,910
Grubu Bekar 26,870 1,364 24,174 29,565 P=0,001
fark vardir
Kontrol Evli 32,226 1,175 29,904 34,548 F=6,229
Grubu Bekar 28,300 1,463 25,409 31,191 P=0,01

Tablo 4 incelendiginde deney grubundaki evli kisilerin ortalama yas araligi
32,64+ 727 iken bekar kisilerin ortalama yas araligr 26,870+ 1,36 dir. Kontrol
grubunda ise evli kisilerin ortalama yas aralig1 32,23+1.17 iken bekar kisilerin yas
aralig1 28,3+ 1,46’ dir. Deney grubundaki evli kisiler ile kontrol grubu icerisinde evli
kisilerin yas ortalamas1 birbirine yakindir. Deney grubundaki bekar kisiler ile kontrol

grubu icerisinde bekar kisilerin yas ortalamasi birbirine yakindir.
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Tahmini marjinal yas ortalamalari

Gruplar

Deney arubu
Kontral grukbu

30

Tahmini marjinal Ortalamalar

28—

26

T T
Evli Bekar

Medeni durum

Sekil 5. Medeni duruma gore yas ortalamalar1 grafigi

Gruplar ve medeni durum kategorik degiskenlerine gore yas degiskeni
degerlendirildiginde ortalama tahmini yas, deney grubundaki evliler ile kontrol
grubundaki evliler arasinda ve deney grubundaki bekarlar ile kontrol grubundaki

bekarlar arasinda birbirine yakin oldugu goriilmektedir.

5.1. Toplam Diizensizliklere Ait Bulgular

Kromozom analiz testinde deneysel test birimi hiicredir. Sodyum hipokloritin
sitotoksik etkisini degerlendirebilmek icin anormal hiicre oranlari hesaplanmistir.
Calismada toplam 6800 metafaz incelenmis olup, 943 tanesinde diizensizlik
kaydedilmistir. Toplam diizensizlik iceren hiicre yiizdesi % 13,86’ dir. Kontrol
grubunda incelenen 2040 metafazdan 45 tanesinde diizensizlik kaydedilmistir. Kontrol

grubu diizensizlik yiizdesi % 0,66 olarak bulunmustur.

Tekrarl grupta ¢amasir suyu kullanim sirasinda diizensizlik iceren hiicre sayisi
231 olup, ¢amasir suyu kullanmayr biraktiktan sonra % 77,5 azalma ile 52’ye
diismiistiir. Hiicre sayist deneysel birim olarak kullanip toplam diizensiz hiicre
frekansim1 ~ degerlendirdigimizde verilerde istatistiksel olarak anlamli fark
gbzlenmistir. Camasir suyu kullanmanin diizensiz hiicre olusumu {iizerinde etkili

oldugu saptanmistir.
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Tablo 5. Medeni Duruma Gére Diizensizlik Igeren Hiicre Sayist

Medeni
N Ortalama Standart Sapma Standart Hata p t
Durum
Diizensizlik Evli 112 6,52 6,617 ,625
iceren hiicre ,002 3,205
Bekar 43 3,74 3,916 ,597
sayisi

Tablo 5 istatistiksel olarak irdelendiginde, diizensizlik gdsteren hiicre sayisi
degerleri tahmini ortalama evli bireyler i¢in 6,52+6,61 iken, bekar bireyler i¢in
tahmini ortalama ,90+1,063” tiir. P<0.05 oldugundan diizensizlik gosteren hiicre sayisi
Olcim degerleri kisilerin medeni durumuna goére anlamli derecede fark

gozlenmektedir.(p=0,002)

Tablo 6. Gruplar Aras: Diizensizlik Iceren Hiicre Sayis1

Standart Standart
Gruplar N Ortalama p t
Sapma Hata
Diizensizlik Deney 104 8,13 6,154 ,603
iceren hiicre 0.000 11.620
Kontrol 51 90 1,063 149 ’ ’

sayis1

Tablo 6 istatistiksel olarak irdelendiginde, diizensizlik gdsteren hiicre sayisi
degerleri tahmini ortalama deney grubu i¢in 6,15+0,60 iken, kontrol grubu igin
tahmini ortalama ,90+1,063 tiir. P<0.05 olup g¢amasir suyu kullanan grup ile
kullanmayan grup arasinda diizensizlik gosteren hiicre sayisinda anlamli fark
vardir.(p=0,000)
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Sekil 7. Medeni Duruma Gore Gruplararas: Diizensizlik Gosteren Hiicre Sayis1 Grafigi
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Tablo 7. Diizensizlik Igeren Hiicre Sayis1 Tanimlayic Istatistikleri

N  OrtalamaMedyan Mod Yiizde Degerleri p
50 th
155 53,11 19 0 25th (Median) 75th 0,000

3 19 72 Fark vardir

Mann-Whitney U Z=-3,988

Tablo 7 incelendiginde verilerin % 25’ inin diizensizlik gosteren hiicre sayist
degerleri 3 sinirlarinda iken, verilerin % 50’sinin degeri 19 ve verilerin % 75° nin

degeri de 72 diizensizlik gosteren hiicre sayisi diizeylerine yakin dagilmaktadir.

Diizensizlik gosteren hiicre sayis1 ortamasi ise 53,11 dir.

100 Mean = 53,11
Std. Dev. = 81 772
M=155

Frekans

I
S00

= i ;
100 200 300 400

Toplam diizensizliklerin sayisi

Sekil 8. Diizensizlik Gosteren Hiicre Sayis1 Olgiimlerin Frekans Grafigi
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Tablo 8. Diizensizlik Gosteren Hiicre Sayilarmin Once ve Sonra Degerleri Istatistigi

Standart
Gruplar N  Ortalama
Sapma p
Diizensizlik igeren hiicre Once 15 0,26 0,12
sayisi Sonra 15 0,08 0,06 0,001

Tablo 8 incelendiginde tekrarli grupta bulunan 15 kisinin ¢amasir suyu kullanimi
sirasinda (6nce) ve 3 aylik birakma sonrasinda (sonra) diizensizlik igeren hiicre sayilari
Ol¢iilmiistiir. Olgulardan elde edilen veriler genel toplam diizensizlik igeren hiicre
Olctimlerinin 6nce-sonra degerleri acgisindan istatistiki olarak irdelendiginde; 6nceki
degerlerin tahmini ortalamasi 0,26+0,12 sonraki degerlerin tahmini ortalamast,
0,08+0,06° dir. P<0.05 oldugundan toplam diizensizlik iceren hiicre olgiimlerinin
once-sonra degerleri arasinda fark varhigi gozlenmistir (p=0,001). Camasir suyu
kullanim1 biraktiktan sonra folik asit ve B12 vitamin takviyesi ile beraber hiicre

onariminin arttif1 ve diizensiz hiicre olusumunun azaldig1 saptanmustir.
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Sekil 9. Toplam Diizensizlik iceren Hiicre Olgiimlerinin Once-Sonra Degerleri
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Tablo 9. Toplam Diizensizlik iceren U¢ Grubun Tanimlayic: istatistikleri

95% Giiven

Aralig1 Minimum Maximum p
Standart Standart “
N  Ortalama Sapma Hata  Alt Stmir Ust Simr

Deney grubu  gg 58,60 67,324 7,136 44,41 72,78 0 309 0.001
Kontrol grubu 57 2,43 3202 448 1,53 3,33 0 15 fark
vardir.

Tekrarlar 15 192,87 120,633 31,147 126,06 259,67 80 436

Toplam 155 53,11 81,772 6,568 40,13 66,08 0 436

Tablo 9 incelendiginde p<0,05 oldugundan her ii¢ grupta bir-birinden farkli

bulundu (p=0.001).

Kontrol

grubunun sodyum hipoklorit

etkisine maruz

kalmadigindan dolayr anormal hiicre olusumu diger gruplara oranla daha az

rastlanilmistir.

2004

1504

1004

&=

Ortalama toplam diizensizlikler

n—1

24314

T
Denay grubu

I
Hantrol grubu
Gruplar

T
Tekrarlar

Sekil 10. Toplam Diizensizlik Iceren U¢ Grubun Karsilastirilmasi Grafigi
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Tablo 10. Toplam Diizensizliklerin Sayisma Iliskin Tanimlayici Istatistikler

Toplam diizensizliklerin sayisi

Yiizdeler
Standart 50th
N Mean Sapma Minimum Maximum 25th  (Median)  75th
Once 15 192,87 120,633 80 436 95,00 175,00 214,00
Sonra 15 14,27 11,535 3 42 5,00 11,00 16,00

Tablo 10 incelendiginde ¢amasir suyu kullanan bireylerin toplam diizensizlik
dagilimi (yapisal ve sayisal diizensizliklerin toplami) yayginligi incelendiginde
verilerin % 25’ inin degeri 100 toplam diizensizlik sinirlarinda iken, verilerin %
50’sinin degeri 180 toplam diizensizlik sayisina ve verilerin % 75’ nin degeri de 200

toplam diizensizlik diizeylerine yakin dagilmaktadir.

Camagir suyu kullaninmin1 3 aylik biraktiktan sonra bireylerin kromozom
aberasyonlarinin dagilisinin kiiglilerek dar bir aralikta dagildigi gozlenmektedir.
Kullanim1 birakmanin kromozom aberasyonlarinin azalmasina olumlu etki ettigi

kanisina vardik.
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400
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Toplam duzensizlik
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once Sonra

o

gruplar

Sekil 11. Kromozom Aberasyonlarinin Toplaminin Gruplar Arasi Dagilimi

52



Tablo 11. Kisilerin On Tanisina Gore Toplam Diizensizlik Tablosu

. Standart Standart
On Tani N  Ortalama
Sapma Hata
Toplam Dusuk 73 69,55 89,287 10,450
diizensizlikler Rutin Kontrol 83 38,48 71,877 7,937

Tablo 11 incelendiginde diisiik 6n tanistyla klinige bagvuran 73 bireyin toplam
diizensizlik ortalamasi 69,55+89,28 olup, rutin kontrol i¢in gelen 83 bireyin ortalamasi

38,48+71,87 dir.

Tablo 12. Kisilerin Diisiik Sayisina Gére Toplam Diizensizliklerin Dagilimi Tanimlayici

Istatistikleri
95 % Giiven
Arahg
Diisiik Ortalama Standart Standart Alt Ust
Sayim N Deger Sapma Hata Smir  Smmir  MinimumMaximum

0 73 27,21 49,548 5,799 15,65 38,77 0 246
1 47 65,47 106,324 15,509 34,25 96,69 0 436
2 24 78,42 70,855 14,463 48,50 108,34 4 222
3 6 85,67 75,455 30,804 6,48 164,85 15 187
4 4 116,00 99,716 49,858 -42,67 274,67 10 243
6 1 309,00 : . : . 309 309
Toplam 155 53,11 81,772 6,568 40,13 66,08 0 436

Deneklerin diisiik durumuna gore ortalama toplam diizensizlik orani test
edildiginde fark oldugu gbzlenmistir (p=0,001). Diisiik sayis1 arttik¢a ortalama toplam

diizensizlik sayisinda anlamli bir artig saptanmustir.
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Sekil 12. Diisiitk Durumuna Goére Ortalama Toplam Diizensizlikler Grafigi

5.2. Yapisal Diizensizliklere Ait Bulgular

156 denege ait incelenen 6800 metafazdan 943 tanesinde yapisal diizensizlik
saptanmistir. Deney grubunda yapisal diizensizlik oran1 % 13,86 iken, kontrol

grubunda % 1,34 ve tekrarli grupta ise % 5,83 tiir.

Tablo 13. Ortalama Toplam Yapisal Diizensizlikler

Standart Standart

Gruplar N Ortalama p Z
Sapma Hata
Toplam yapisal Deney 104 76,48 87,894 8,619
. o 0,000 -3,988
diizensizlik Kontrol 51 2,43 3,202 ,448

Tablo 13 incelendiginde toplam yapisal diizensizlik degerleri tahmini ortalama
deney grubu i¢in 76,48+87,89 iken, kontrol grubu i¢in tahmini ortalama 2,43+3,20°dir.
Camasir suyu kullanan kisilerin yapisal diizensizlikleri ile c¢amasir suyu

kullanmayanlarin yapisal diizensizliklerinde anlamli derecede fark vardir (p=0,001).
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Histogram

507 Mean = 14
Stdl. Dev. = 118
M =155

Frequency
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Diizensizlik igeren hiicre yilizdesi

Sekil 13. Yapisal Diizensizlik igeren Hiicre Sayisinin % Dagilimi Grafigi
Yapisal diizensizlik iceren hiicre dlglimlerinin dagilisi ¢izildi. Verilerin % 50’
sinin 0l¢timil X(ortalama)=0,10 dur. Yapisal diizensizlik igeren hiicrelerin MOD o6l¢iimii

X=0,17 dir.

A, B, C kromozom gruplar1 yapisal diizensizligin en sik rastlandigi gruplardir. Bu

gruplardaki kromozom boyutunun biiytlikliigli diizensizligin net olarak saptanmasin

saglamistir. Ayrica kromozomlarin uzun kollarinda kisa kollara oranla daha fazla

diizensizlik saptanmstir.
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Sekil 14. Yapisal Diizensizliklerin Toplam Sayis1

Gruplara gore, yapisal diizensizlik oranlarinin histogramlari ¢izildiginde, deney
grubunda verilerin sola ¢arpik dagildigir gézlenmektedir. Pik noktasinin (MOD’un),
ortalamanin saginda kaldigr gozlenmektedir. Degerlerin tahmini ortalamasi deney
grubu i¢in 76,48+87,89 iken kontrol grubu icin tahmini ortalamasi1 2,4343,2’ tiir.
P<0,05 oldugundan toplam diizensizlik sayis1 6l¢tim degerleri deney ve kontrol grubu

arasinda fark varligi gozlenmistir (p=0,000).

Tablo 14. Yapisal Diizensizlik Tiplerinin Yiizde Olarak Gosterilmesi

Yapisal Diizensizlik Tipi Yiizdeler
Kromatid_gap 9,25
izokromatid_gap 10,67
Kromatid_ kirik 63,25
Izokomatid_kmk 13,7
Delesyon 3,5
Fragment 0,00235
Diger yapisal diizensizlikler 0,00235
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Tablo 14 incelendiginde yapisal diizensizlik tipleri goriilme sikliklarima goére
kromatid kirik, izokromatid kirik, izokromatid gap, kromatid gap, delesyon, fragment
ve diger yapisal diizensizlikler olarak degerlendirilmistir. En sik rastlanan yapisal

diizensizlik tipleri kromatid kirik ve izokromatid kiriktir.
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Sekil 15. Yapisal Diizensizlik Yiizdeleri Grafigi

Tekrarli gruplarda camasir suyu kulanim donemi ve birakma sonrasi
degerlendirilmis olup, kullanim donemi yapisal diizensizlik sayis1 2814 iken, birakma

donemi diizensizlik sayis1 219 olup % 92,2 anlamli derecede azalmistir.

Tablo 15. Camagir Suyu Kullanma Ve Birakma Donemlerinde Toplam Yapisal Diizensizlik

Yiizdeleri Tablosu

Yiizdeler
Standart 50th
N Ortalama Sapma Minimum Maximum 25th (Median) 75th
Toplam yapisal 15 187,60 118,219 78 427 91,00 169,00 210,00
diizensizlikler
Toplam yapisal 15 14,60 10,377 3 40 8,00 12,00 16,00
diizensizlik tkr

a. Gruplar = Tekrarlar
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Tablo 15 incelendiginde ¢amasir suyu kullanma déneminde verilerin % 25’ inin
toplam yapisal diizensizliklerinin degerleri 91 sinirlarinda iken, verilerin % 50’sinin
degeri 169 ve verilerin % 75 nin degeri de 210 diizeylerine yakin dagilmaktadir.
Toplam yapisal diizensizlik ortalamasi ise 187,60’tir. Camasir suyu birakma
doneminde ise verilerin % 25’ inin toplam yapisal diizensizliklerinin degerleri 8
siirlarinda iken, verilerin % 50’sinin degeri 12 ve verilerin % 75’ nin degeri de 16
diizeylerine yakin dagilmaktadir. Toplam yapisal diizensizlik ortalamas1 ise 14,6 ‘dir.
P<0.05 oldugundan yapisal diizensizlik i¢eren hiicre 6l¢iimlerinin kullanma-birakma
degerleri arasinda fark varhigi gozlenmistir (p=0,001). Camasir suyu kullanma
doneminde yapisal diizensizlikler fazla iken birakma doneminde anlamli derecede

azalma gozlemlenmistir.
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Sekil 16. Yapisal Diizensizlik iceren Hiicre Olgiimlerinin Kullanma-Birakma

Donemlerinde Dagilis1 Grafigi

Tablo 16. Tekrarli Grupta Kromatit Kirik Once ve Sonra Degerleri

Percentiles
Std. 50th
N Mean Deviation Minimum Maximum 25th  (Median) 75th
kromatid kirik 15 116,93 82,437 8 290 64,00 96,00 126,00
once
kromatidkirik 15 8,93 6,519 0 23 4,00 6,00 14,00
sonra

a. Gruplar = Tekrarlar
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Tablo 16 irdelendiginde tekrarli grupta camasir suyu kullaniminin kromatid
kiriklar tizerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi bulundu; kullanma donemi
degerlerin tahmini ortalamasi 116,60+82,43 iken sonraki degerlerin tahmini ortalamasi
8,93+£6,5 tir. P<0,05 oldugundan kromatid kirik sayisi Olgiimlerinin kullanma-
birakma degerleri arasinda fark varligr goézlenmistir (p=0,001, Z=-3,408). Camasir

suyu birakildiktan sonra kirik sayasinda azalma kaydedilmistir.
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Sekil 17. Camagir Suyu Kullanma-Birakma Dénemi Kromatid Kirik Degerleri Grafigi

Tablo 17. Camasir Suyu Kullanma-Birakma Dénemi izokromatid Kirik Sayisinin
Istatistiksel Degerleri Tablosu

Yiizdeler
Standart 50th
N Ortalama Sapma Minimum Maximum 25th (Median) 75th
Izokromatid kink 15 26,07 24,209 0 78 ,00 18,00 44,00
once
Izokromatid kink 15 1,40 2,324 0 8 ,00 ,00 2,00
sonra

a. Gruplar = Tekrarlar

Tablo 17 irdelendiginde tekrarli grupta ¢amasir suyu kullaniminin izokromatid

kirtk sayisi lizerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi bulundu; kullanma dénemi
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degerlerin tahmini ortalamasi 26,07+24,20, birakma doénemi degerlerin tahmini
ortalamas1 1,40+2,32" tir. P<0,05 oldugundan izokromatid kirik sayisi 6lgiimlerinin
once-sonra degerleri arasinda fark varligi gozlenmistir (p=0,003).Camasir suyu

kullanimi1 birakildiktan sonra izokromatid kirik sayisinda azalma kaydedilmistir.
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Sekil 18. Camasir Suyu Kullanma-Birakma Dénemi Izokromatid Kirik Degerleri Grafigi

5.3. Sayisal Diizensizliklere Ait Bulgular

Calismamizda sayisal diizensizlikler 194 tane olup bunlar igerisinde 56 tane
tetraploidi (4n=92) saptanmustir. Tetraploid hiicrelerin 42 tanesi endomitoz olup 14
tanesi enderoduplikasyon oldugu belirlenmistir. Endomitoz ve enderoduplikasyon
olgularina deney ve tekrarli gruplarda rastlanilmis olup kontrol gruplarinda

rastlanmamuistir.
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Sekil 19. Sayisal Diizensizlik Siklig:

Tablo 18. Sayisal Diizensizliklerin Gruplararasi Dagilim Istatistikleri

Standart Standart p
Gruplar N Mean Sapma Hata
Toplam yapisal Deney grubu 104 1,80 2,31 ,22 0,000
diizensizlikler Kontrol grubu 51 ,00 ,00 ,00 Fark vardir

Tablo 18’de wveriler sayisal diizensizlik bakimindan istatiksel olarak
degerlendirildiginde; degerlerin tahmini ortalamasi deney grubu igin 1,80+2,31 iken
kontrol grubu i¢in tahmini ortalamasi 004,00 tiir. P<0,05 oldugundan toplam sayisal
diizensizlik 6l¢tim degerleri deney ve kontrol grubu arasinda fark varligi gézlenmistir

(p=0,000). Deney grubu verilerinin saga ¢arpik dagildig1 gozlenmektedir.

Bu da sayisal diizensizliklerin yiiksek oranlarda gozlenme sikliginin gittikce
azaldigin1 anlatmaktadir. Kontrol grubunda ise sayisal diizensizliklerin orani1 0,10’dan

sonra bitmektedir.
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Sekil 20. Sayisal Diizensizliklerin Gruplararas1 Dagilimi Grafigi

Tablo 19. Deney ve Kontrol Grubunda Maruz Kalinan Siire ve Kullanilan Camasir Suyu
Miktar Istatistikleri

Tammlayiel Istatistikler
95% Giiven Arahg1

Standart Ortalama

N Ortalama Sapma Alt Simr Ust Stmr Minimum Maximum

Maruziyet Deney 104 39,5618 18,8772 26,6548 34,4688 10,00 75,00
suresi (dk) grubu

Kontrol 51 ,0000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
grubu

Tekrarlar 15 92,0000 21,11195 80,3086 103,6914 60,00 120,00

Total 155 26,4516 29,95108 21,6991 31,2041 ,00 120,00

Kullamlan Deney 104 2,9394 1,34849  2,1654 2,7335 1,00 6,00
miktar (L) grubu

Kontrol 51 ,0000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
grubu

Tekrarlar 15 5,8000 ,41404  5,5707 6,0293 5,00 6,00

Total 155 1,9677 1,97523  1,6543 2,2812 ,00 6,00

Tablo 19°da veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde; Calismamizda deney
grubunda ¢amasir suyuna maruz kalinan siire giinliik ortalama 39,56+18,54 dakika
olup, kullanilan c¢amasir suyu miktar1 ise haftalik ortalama 2,94 litre olarak

hesaplanmistir. Maruz kalinan siire ve kullanilan miktarin kromozom aberasyonlari
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tizerindeki etkisi toplam (sayisal ve yapisal diizensizlikler) olarak degerlendirildiginde
onlamli fark gézlenmistir. (p=0,001)

Camasir suyu kullanim miktar litre olarak degerlendirildiginde; kullanilan miktar
deney grubu igin haftalik 2,94+1,34 litre iken, tekrarli grupta 5,8+0,41 litre olarak

hesaplanmistir. Kullanilan miktar ile gruplar arasinda anlamli bir fark vardir.

Tablo 20. Camasir suyuna maruz kalinan siire ve kullanilan miktarin toplam

diizensizlikler ile korelasyonu

Korelasyonlar

Maruziyet Kullanilan Toplam
Suresi (dk) Miktar (L) diizensizlikler
Maruziyet suresi Pearson Correlation 1 ,941™ ,745™
Sig. (2-tailed) ,000 ,000
N 155 155 155
Kullanilan miktar Pearson Correlation 1 723"
Sig. (2-tailed) ,000
N 155
Toplam Pearson Correlation 1
diizensizlikler Sig. (2-tailed)
N 155

**_ Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Tablo 20’de giinlilk maruziyet siiresi degiskeni ve kullanilan miktar degiskeninin
toplam yapisal diizensizlikler lizerindeki etkisi degerlendirilmis olup elde edilen
bulgular asagida verilmistir.

Maruziyet siiresi degiskenti ile toplam diizensizlik degiskeni arasindaki iliski
I'(Maruziyet siiresi degiskeni ile kullamlan miktany=0,745 olup P=0,001 anlamlidir. Maruziyet siiresi

ile toplam diizensizlik degiskeni arasinda anlamli bir fark vardir.

Kullanilan miktar degiskeni ile toplam diizensizlik degiskeni arasindaki iliski
I'(Kullanlan miktar degiskeni ile kullanilan miktary=0,723 olup P=0,001 anlamlidir. Kullanilan

miktar ile toplam diizensizlik arasinda anlamli bir fark vardir.
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Sekil 21. Camasir suyuna maruz kalinan siirenin toplam diizensizliklere etkisi

Regresyon denklemi Y (toplam diizensizlik) = 0,66+2,03 XMaruziyet siiresiy +€ gibi bir regresyon
denklemi bulduk. Her hasta i¢in maruziyet siiresi bir birim arttiginda, kiside goézlenen

toplam diizensizlik 2,03 birim artmaktadir.
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Kullanilan miktar

Sekil 22. Kullanilan ¢amasir suyu miktarinin toplam diizensizliklere etkisi

regresyon denklemi bulduk. Her hasta igin kullanim miktar1 bir birim arttiginda, kiside

gbzlenen toplam diizensizlik 29,92 birim artmaktadir.
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Resim 4. Delesyon, Kromatid Kirik, Kromatid Gap

67



Resim 5. izokromozom

Resim 6. Sekonder Bogum
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6. TARTISMA

Bu calismada NaOCI’nin in vitro insan peripheral lenfositleri tlizerindeki

sitotoksik etkileri arastirilmistir.

Yapisal ve sayisal diizensizlikler basligi altinda toplam 13 degisken incelenmistir.
Degiskenlerimiz metafaz sayisi, kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kirik,
izokromatid kirik, delesyon, duplikasyon, fragment, endomitoz, endereoduplikasyon,

disentrik, assosiasyon ve diger diizensizlikler’dir.

Bu c¢alisma yogun olarak ¢amasir suyu kullanan 104 birey ve ¢amasir suyu
kullanmayan 51 olmak {izere toplam 155 kisi ile yapilmistir. Yogun olarak ¢camagir
suyu kullanan kisiler arasindan secilen 15 kisinin ¢amasir suyu kullanim ve 3 aylik
birakma donemi olmak iizere iki kez dl¢timleri yapilmistir. Bu 15 kisi kadin dogum
klinigine rutin kontrol ve diisiik 6n tanistyla gelen ve hekim tarafindan kendilerine

folik asit ve B12 vitamin takviyesi Onerilen kisilerdir.

Inceledigimiz kisiler ortalama 30,009 yaslarinda bir grup olup; giiven aralig1 (CI
=% 95) 28,8 ile 31,2 yas araliginda degisen kadin bireylerden olugmaktadir. Gruplar
icerisinde medeni durumu gore incelendiginde ortalama yas arasinda fark

saptanmadi.(p<0,05)

Deney ve kontrol grubunda her birey igin 40 adet metafaz sayilmistir. 155 birey
i¢in toplam 6800 (170x40) adet metafaz sayilarak gézlenen kromozom aberasyonlari
istatistiksel olarak analiz edilmistir. NaOCI’ nin sitotoksik etkileri literatiir kurallari

cercevesinde degerlendirilerek sonuclar kayit altina alinmistir.

2040 kontrol grubu olmak iizere incelenen toplam 6800 metafazda 56 adet
tetraploid (4n=92) tipi sayisal diizensizlik i¢ceren hiicre belirlenmistir. Bunlarin timi
deney grubu olup kontrol grubu ile karistirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur(p=0,001). Disentrikler anafaz evresinde serbest halde olusurlar ve kolay
bir sekilde bir sonraki evreye gecebilirler. Ancak disentriklerin birbirlerine bagh
kalmas1 durumunda apoptozdan elimine olurlar ya da anafaz ayrilmasi ve sitokinez

olmamasindan dolay1 poliploid sekle doniisiirler. Camasir suyu kullanim doneminde
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artan poliploidi hiicre sayis1 birakma doneminde anlamli derece azalmistir. Matsuoka
ve arkadaslart 1979 yilinda Cin hamster hiicreleri lizerinde yaptiklar1 calismada,
fareleri PCB ile muamele edilmis Wistar karacigerlerinden S9 karisimi ile metabolik
bir aktivasyon sistemi varliginda ii¢ saat siireyle 0,5 ug / mL (6,7 umol / L = yaklasik
3,5 umol / L aktif klor) ile muamele etmislerdir. Kromozomal sapma artisi
gozlemlemislerdir. Ishidate ve arkadaglar1 da 1984 yilinda Cin fare hiicreleri iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, hiicre kiiltiiriinii ti¢ farklt dozda kalsiyum hipoklorite 24 ve 48
saat maruz birakmislardir. 0,5 pg / ml (6,7 umol / L = yaklasik 3,5 umol / L aktif klor)
konsantrasyonuna maruz kalan bir kiiltiirde 48 saat sonrasinda kromozal sapmalarda
pozitif artis goriilmistlir. Yapilan bu caligmalar klor / hipoklorit ¢ozeltilerinin

kromozom aberasyonlarina neden olmasi sebebiyle ¢calismamiza benzemektedir (48).

Sonuglar % olarak degerlendirildiginde yapisal kromozom diizensizlikleri yiiksek
seviyede bulunmustur. 156 denege ait incelenen 6800 metafazdan 943 tanesinde
yapisal diizensizlik saptanmistir. Deney grubunda yapisal diizensizlik oram1 %13,86
iken, tekrarli grupta % 5.83 kontrol grubunda ise %1,34’ tiir. Toplam yapisal
diizensizlikler icerisinde en sik goriilen yapisal diizensizlik tip %63,25 ile kromatid

kariktir.

Sonuglar degerlendirildiginde NaOC1’ nin yapisal diizensizler {izerinde artirici
etkisi oldugu gozlemlenmistir.(p=0,000) Giil ve arkadaslari yapmis olduklari
calismada sodyum hipokloritin in vitro insan periferal lenfositleri {izerindeki sitotoksik
ve genotoksik etkilerini incelemek i¢in, sitokinez-blok mikronukleus testi ve karyotip
analiz yontemi kullanilmistir. Yazarlar, tiim kontrol gruplarinda doza bagimli bir
sekilde (r = 0.85), 24 ve 48 saat arayla NaOCl’in eklenmesinden sonra kromozom
aberasyon sikliginda 6nemli artislarin (r = 0.95) oldugunu raporlamiglardir. NaOCl'in,
icme suyunda bulunandan yaklagik 33 kat daha diisiik konsantrasyonlarda in vitro
olarak insan lenfosit hiicrelerinde kromozomal aberasyon oranini, MN olusumunu ve
sitotoksisiteyi arttirdigina dair kanitlar sunmuslardir (30). Heling ve arkadaslar1 da
sodyum hipoklorit ve sodyum dikloroizosiyaniirat soliisyonlarinin in vitro bakterisidal
ve sitotoksik etkilerinin arastiridiklar1 ¢aligmada; farkli konsantrasyonlarda (% 0,1,%
0,08,% 0,06,% 0,04,% 0,02 ve% 0,01) damitilmis su iginde seyreltmeler ile

hazirlananan NaOCl’nin insan fibroblast doku kiiltiirlinde sitotoksik etkisini
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degerlendirilmislerdir. % 0,01'den yiiksek konsantrasyonlarda NaOCI fibroblastlara
oldiiriicti etkisi oldugu bulunmustur. Diisiik konsantrasyonda bile toksik etkisinin
mevcut oldugu gosterilmistir (12). Jagetia ve arkadaslar1 ise yapmis olduklari
calismada NaOCl’nin, yiiksek konsantrasyonda (% 2) sitotoksik etki gosterdigi ve
diisiik konsantrasyonda (% 1) ise KB hiicrelerinde mikroniikleitlerdeki artistan dolay1
genotosik etki yarattigi gézlemlenmistir. NaOCI” nin etki mekanizmasinin, sirasiyla
sabunlastirma ve kloroaminasyon reaksiyonlar1 ile tesvik edilen lipid yapilarinin
bozulmasina ve protein etkisizlesmesine dayandig1 one siiriilmiistiir. Kloroaminasyon
reaksiyonunun, ¢ekirdek boliinmesi de dahil olmak tizere farkli hiicresel bolgelerde
biyolojik stresi artiran bir alkali ortam yaratan hidroksil iyonlar1 gibi serbest radikalleri
tirettigi belirtilmistir. NaOCl konsantrasyonuna bagli hiicre tepkilerindeki fark, daha
yiikksek NaOCI konsantrasyonu (% 2) ile islem gormiis hiicreler tarafindan biiytlik

serbest radikallerin olusmasi ile iliskilendirilmistir (49).

Longo ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 benzer bir ¢alismada hiicreleri, %1°lik ve
% 2’lik NaOCI c¢ozeltisi kullanilarak 2 ve 24 saat boyunca soliisyonlarla inkiibe
etmiglerdir. Hiicre canlilig1, tripan mavisi kullanilmadan degerlendirilmis ve hiicre
6limili mekanizmasimin (apoptotik veya nekrotik) sikligi, akridin turuncu/etidyum
bromiir floresan boyama testiyle belirlemislerdir. Genotoksisite etkileri, mikroniikleus
analizleri ile degerlendirmislerdir. Diisiik NaOCl konsantrasyonunun (% 1)
baslangicta (2 saat) tedavide hiicre 6liimiine neden olmadigi, ancak NaOCl (% 1) 'in
kalan hiicrelere siirekli olarak maruz kalmas1 durumunda serbest radikal olusumuna ve
DNA hasar1 olusumuyla temsil edilen mikronukleus sikligin artisina neden oldugunu
gbzlemlemislerdir. Mikroniikleus olusumu ile gézlenen NaOCl (% 1) tarafindan
indiiklenen kromozom aberasyonlarinin, serbest radikal olusumundaki artisla iligkili
oldugu ve serbest radikal olusumlarinin sitotoksisite etkisinin onemli bir bileseni
oldugu, daha yiiksek NaOCI konsantrasyonuyla (% 2) islem goren hiicrelerin ise,
birinci dongtide ciddi sekilde hasar gordiigli ve 24 saatte canli hiicre gozlemlenmedigi
belirtilmiglerdir (50). Yapilan bu ¢alismalar sonucu ¢alismamiz ile uyumluluk
gostermektedir.

Camagsir suyu kullanan kadinlarin kullanim ve birakma déneminde toplam yapisal
diizensizlikleri istatistiksel olarak degerlendirilmis olup, birakma sonrast % 92,2

oraninda azalma ile anlamli fark bulunmustur.(p=0,001). Denekler 3 aylik birakma

73



doneminde hekim tarafindan takviye amacgli Onerilen folik asit ve B12 vitamini
kullanmiglardir. Bu bireylerin folik asit ve B12 degerleri normal seviyede olup bireyler
arasinda evli olanlar diisiik yapan ve ¢ocuk istemi ile klinige basvuran kisiler de
bulunmaktadir. Deneklerin diisiik durumuna goére ortalama toplam diizensizlik orani
test edildiginde fark oldugu gdzlenmistir.(p=0,001) Diisiik sayist arttikga ortalama
toplam diizensizlik sayisinda anlamli bir artis saptanmistir. insan hiicreleri ile yapilan
in vitro ve in vivo ¢alismalar, yeterli miktarda folat alimiyla beraber hiicrelerde
goriilen kromozlarin fragil bolgelerinin olusumu, kromozom kopmalari, DNA'da asir1
urasil birikmesine mikroniikleus olusumu, DNA hipometilasyonu ve mitokondriyal
DNA silinmelerinin diizeldigini gdstermektedir. In vivo galigmalar, folat ve / veya
vitamin B12 eksikligi ve yiiksek plazma homosisteininin (folat eksikliginin metabolik
bir gostergesi) artan mikroniikleus olusumu ve azalmis telomer uzunluguna sebep
oldugunu gostermektedir (35). Yapilan bu ¢alismalar kromozomlarin aberasyonlarinin

azalmasi yoniinden ¢alismamizla uyumludur.
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7. SONUC VE ONERILER

Insan doku kiiltiiriinde yapilan ¢aligmalar diisiik konsantrasyonlarda (%1’ lik) bile
NaOCT’ nin serbest radikaller olusturarak kromozom aberasyonlarina neden oldugunu

ve sitotoksik etki yarattigini gostermistir.

Calismamizda deney grubunda camasir suyuna maruz kalinan siire giinliik
ortalama 39,56+18,54 dakika olup, kullanilan ¢amasir suyu miktar1 ise haftalik
ortalama 2,94 litre olarak hesaplanmistir. Maruz kalinan siire ve kullanilan miktarin
kromozom aberasyonlari lizerindeki etkisi toplam (sayisal ve yapisal diizensizlikler)

olarak degerlendirildiginde anlaml fark gozlenmistir.(p=0,001)

NaOCI’ ye maruz kalan bireylerin yapisal ve sayisal diizensizlikleri
incelendiginde NaOCI’ ye maruziyet ile beraber yapisal ve sayisal diizensizliklerin
anlamli derecede arttig1 gdzlemlenmistir(p=0,000). En sik goriilen yapisal diizensizlik

olan kromatid kirik sayisinin da maruziyetle arttigi goriilmiistiir(p=0,000).

Deneklerin  diisiik durumuna gore ortalama toplam diizensizlik orani
degerlendirildiginde diisiik sayisindaki artis ile ortalama toplam diizensizlik oraninin
anlamli sekilde arttigi goriilmiistiir. Diisiik ve adet diizensizligi ile kadin dogum
klinigine bagvuran ve yogun olarak NaOCI kullanan bireyler arasindan hekim
tarafindan kendilerine folik asit ve B12 vitamin takviyesi Onerilen hastalar 3 ay
boyunca sodyum hipoklorit birakmaya ikna edilmistir. Bu bireylerin kullanma ve
birakma donemlerinde kromozom aberasyonlari incelenmis ve diizensizlik gosteren
hiicre sayilari, yapisal ve sayisal diizensizliklerinin ve kromozom kiriklarinin birakma
doneminde anlamli bir sekilde azaldigi gozlemlenmistir(p=0,001). Erken gebelik
kayiplart olan bir hastada 3 aylik birakma doneminde halen devam eden gebelik

olusmustur.

Camasir suyu toplumda dezenfektan etkisinden dolayr yaygin olarak
kullanilmaktadir. Harrison ve arkadaslar1 NaOCI' nin antibakteriyel etkisinin zamana
bagli oldugunu ve antibakteriyel etkinin, sadece 15 dakika boyunca uygulanan % 8' lik
NaOCI varliginda etkili oldugunu gozlemlemislerdir. Kisa siirelerde, NaOCI' nin

bakterisit etkisinin diisiik oldugunu bulmuslardir (51). Bu nedenle antibakteryel
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etkinin olusabilmesi i¢in bireylerin uzun siire sodyum hipoklorite maruz kalmalari
gerekmektedir. Ancak klorlu bilesikleri uzun siire ve siirekli kullanmanin ise
kromozomlar iizerinde negatif etki ederek kromozom aberasyonlarimi tetikledigini
diistinmekteyiz. Bu nedenle klorlu bilesiklerin toksisite denetimlerinin ve toksik
etkilerinden dolayi risk siniflandirilmasinin yapilmasi ve giivenlik etiketlerinde risk
kategorisi belirtilmesi gerekmektedir. Ayrica kullanicilarin da dogru temizlik
tirlinlerini kullanmalar1 konusunda bilgilendirilmeleri ve iletisim araglar1 araciligr ile

egitilmesinin gerekliligine inanmaktayiz.
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12. Goniilliilerin Bilgilendirme ve Olur (Riza) Formu

Kadinlarda Lenfosit Kiiltiiriinde Sodyum Hipokloritin Sitotoksik ve
Genotoksit Etkileri

Bugiin sizden sodyum hipokloridin sitotoksik ve genotoksit etkilerini
gostermek amaciyla yiiriitiilecek ¢alismaya katilmaniz i¢in kan 6rne§i vermeniz
istenmektedir.

Bugiine kadar yapilan calismalarla Sodyum hipoklorit biyolojik etkileri ile
ilgili veriler kismen ¢eliskili oldugundan, bu bilesigin toksik / genotoksik giictinii
acikliga kavusturmak icin daha fazla ¢alisma yapilmalidir. Sodyum hipokloritin
sitotoksik /genotoksik etkilerini bulmaya yonelik bilimsel calismalara katkida
bulunmak amaciyla vereceginiz kan 6rnegi ve bu drnekten elde edilecek DNA ve
diger biyolojik iiriinler (serum) Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Boliimii laboratuarlarinda saklanacak ve incelenecektir. Ayrica, gerekli etik
kurul izinleri alinmak kosuluyla, bu 6rnekler bu konuda ¢alisma yapmak isteyen
baska bilim adamlarmin kullanimina sunulabilir. Size ait kisisel bilgiler baska
amaglarla kullanilmayacaktir.

Sizden alinmis olan kan O0rnegi, arastirma amaciyla bagka bir laboratuara
yollanilirsa, Ornegin sizden alindigin1 gosterir herhangi bir kisisel bilgi
icermeyecektir. Yapilacak bilimsel ¢aligmalarin kisa vadedeki sonuglarindan kisisel
olarak sizin yararlanmaniz s6z konusu olmayabilir. Bununla beraber, vereceginiz
kan ornekleri sayesinde, bu hastaligin tam olarak anlagilmasini, yeni tedavi ve tanm
yontemlerinin gelistirilmesini saglayacak ¢aligmalarin yapilabilmesi miimkiin
olacagini ummaktayiz. Calismanin ileride baska ailelere yarar saglayacagini
ummaktay1z.

Bagislayacaginiz kan Ornegiyle, calismalarin sonuglarindan herhangi bir
ticari kazang beklememeyi de taahhiit ediyorsunuz. Bu g¢alismaya katilmak icin
herhangi bir {icret 6demeniz de gerekmemektedir.

Bu calismay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan 10 ml (1 tiip) kadar kan almamiz
gerekmektedir. Bu kandan genetik materyal olan DNA elde edilecektir. Kol
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damarmizdan kan alinmasi sirasinda igne batmasina bagli olarak biraz aci
duyabilirsiniz. Az bir ihtimal de olsa, igne batmasi1 sonrasinda kanamanin uzamasi,
igne batan yerde gecici bir morluk gelismesi ya da ¢ok daha nadir olarak enfeksiyon
riski bulunmaktadir.

Kan vermeden Once her zaman almakta oldugunuz ilaglar1 kesmeniz
gerekmemektedir. Kan 6rnegi verip vermemek konusunda 6zgiirsiiniiz. Yiirimekte
olan ¢alismalarin sonuglar1 hakkinda Dog.Dr Hilmi Isi’den bilgi alabilir ve herhangi
bir soru veya sorun oldugu takdirde bu doktorunuza kurumun telefon numarasindan
ulasabilirsiniz.

Doc.Dr Hilmi Isi ve Sorumlu Arastirict Yiiksek Lisans 6grencisi Giilbahar
Giizel Erdal tarafindan Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Boliimii laboratuarlarinda ortak olarak ytiriitiilecek bu genetik aragtirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya
“katilime1” olarak davet edildim

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ve genetik¢i ile aramda kalmasi
gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda biiyiik 6zen ve saygi ile
yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana
yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan
¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak igin arastirmadan
cekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Bu durumda
genetik malzememle ilgili ¢calisma arastirmanin en yakin agsamasi tamamlandiginda
sonlandirilacaktir.

Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana bir 6deme de yapilmayacaktir.

Kan alimi sirasinda meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun
ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli
giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina
girmeyecegim).

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya

katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Bana yapilan tiim
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aciklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diigiinme
stiresi sonunda adi gegcen bu arastirma projesinde “katilime1” olarak yer alma
kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliilik

igerisinde kabul ediyorum.

GONULLU OLUR FORMU

Yukarida gontilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu
kosullarla s6z konusu arastirmaya genetik/biyolojik incelemeler yapilmak iizere
kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 ve kan 6rnegi vermeyi

kabul ediyorum.

Gondllindn
Adi-Soyadi: Imzasi:

Vesayet altinda bulunanlar icin vasisinin: _
Adi-Soyadi: Imzasi:

Aciklamalari yapan/érnedi alan arastirmacinin: _
Adi-Soyadi: Imzasi:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus

gorevlisinin _
Adi-Soyadi: Imzasi:
Tarih: ..o/ s
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