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OZET

SIGARA ICEN KISILERDE GENOTOKS iK HASARIN COMET
YONTEM IYLE BEL iIRLENMEST|

Karahan, Elif Gl§ah
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dall
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Aye Gaye TOMATIR

Mayis 2014, 60 Sayfa

Comet yontemi, DNA hasarini olgebilen, duyarl, basit, el ve yaygin bir
tekniktir. Dinyada her yil 4 milyon, ginde ise 11 In kisinin sigaraya bagli
hastaliklardan hayatini kaybettigi bilinmektedir. Son yillarda, sigaraya basli
bircok sorunun klinik seyri ile genotoksisite arasndaki kuvvetli ili skiye
deginilmektedir. Bu calismada genotoksik riskin tespitine yonelik; sigara ien ve
sigara icmeyen gonullilerin DNA hasari bakimindan farsilastiriimasi amaclandi.

Toplam 50 gonilluden; sigara icen 30 gonulli asgirma grubunu, sigara
icmeyen 20 gondlld ise kontrol grubunu olgturdu. Génallilerden alinan periferal
kan drneklerinde lenfositler cometyontemiyle incelendi. DNA hasari, gértuntileme
analiz yontemiyle kantitatif olarak degerlendirildi.

Sigara icen ve icmeyen her iki grubun periferal kandrneklerindeki lenfosit
DNA hasari comet yontemi ile kasllastirildi ginda, sigara icenlerde; 12,75 = 7,14
oraninda, igmeyenlerde ise; 10,41 + 3,41 oranindaNA hasar yuzdesi tespit edildi
(p>0.05). Her iki grup yas ve cinsiyet bakimindan birbirlerine benzer bulundu
(p>0.05).Sigara icen erkeklerde kadinlara gore dahafazla DNA hasari
saptandi.Ya ile DNA hasari arasinda bir iliski saptanmadi.

Sonu¢ olarak; sigara icen ve icmeyen gonullilerde A hasari bakimindan
anlamh bir fark bulunmadi.

Anahtar Kelimeler. Comet assay, DNA Hasari, Genotogik risk, Sigara icimi



ABSTRACT

DETERMINATION OF GENOTOXIC DAMAGE BY COMET ASSAY

IN SMOKERS

Karahan, Elif Gi§ah
MSc Thesis, Medical Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Ag Gaye TOMATIR

May 2014, 60 Pages

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

Our study group consists of totally 50 volunteers30 of them are smokers and
20 of them are non-smoker control group. Lymphocytg which were isolated from
peripheral blood samples taken from volunteers areletermined by Comet assay.
DNA damage was evaluated quantitatively with imaganalysis method.

When comparing the lymphocytes of smokers and nomsokers with Comet
assay, we determined the DNA damage percentage ag, 75 + 7,14 in smokers,
10,41 = 3,41 in non-smokers (p>0.05). There was rstatistical difference in
smokers' and non-smokers' ages and gender (p>0.0%Ye determined higher DNA
damage in male smokers than female ones. There was correlation between age
and DNA damage.

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

Keywords: Comet assay, DNA damage, Genotoxic risimoking
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1. GIRIS

Dunyada her yil 4 milyon insanin sigaradan hayalaybettgi ve gerekli
onlemlerin alinmag takdirde bu sayinin 20 yil icinde 10 milyona salegzi tahmin
edilmektedir. Ayrica, dinyada gunde 11 binsikin sigaranin neden olgu
hastaliklardan 6ldgil bilinmektedir (Ezzati 2003). Turkiye'de sigaramgerin oraninin
hala endje verici boyutlarda oldtu gortlmektedir (Satman vd 2002). Dunyaglda
Orglti'nun (WHO) yayimlagn “Kuresel Sigara Salgini-2008” adli raporunda ise,

Tarkiye'nin dinyada sigaranin en fazla icdiO tlke arasina girgdi bildiriimektedir.

Sigara ve gger tutin mamullerinin kanser, kardiyovaskiler sistge solunum
sistemi hastaliklar @& olmak Uzere cok g#li saglik sorunlarina yol agh veya bu
sorunlarin ortaya ¢ikmasini kolaydigi, kisilerin bu maruziyeti strdirmeleri halinde
ise ortaya cikan gak sorunlarini girlastirmada rol oynaga kanitlanmgtir (Karlikaya
2004, Kayaalp vd 2005, Vineis vd 2007, Giovino 20B@rcala vd 2007). Sigara icme
aliskanhgi, bircok Ulkede 6lime sebebiyet veren hastaliklpoh acan en yaygin
toksikolojik problem olarak kabul edilmektedir. @pin akcigser kanserinin sigara
icenlerde icmeyenlere oranla daha fazla gorulebil@ilinmektedir (Phillips 2002,
Ezzati2003, Karlikaya 2004, Vineis vd 2007). Siggraenin sadece ak@r kanserine
degil, ayni zamanda oral ve nazalshdk, 6zofagus, girtlak, yutak, pankreas, kagaci
bobrek, mide, Uriner sistem ve serviks kanseringl@odli oldgu bildirilmistir (Philips
2004). Sigaranin sayilan bir¢cok zararina ilaveaason yillarda genotoksisiteye yol
agmas! onemli tagma konularindan birisi olarak kabul edilmektedizelikle sigaraya
bagli bircok sorunun olgumu ve klinik seyri ile genotoksisite arasindakivketli
iliskiye desinilmektedir (Akbg vd 2001, Karlikaya 2004, Kayaalp vd 2005).
Cevremizdeki ¢gtli kimyasal maddeler, canlilardaki hiicre DNA'siyapisinibozarak



mutasyona b#i karsinojen etkilere neden olmaktadir. Kimyasghnéarin ya da
radyasyonun gamet veya somatik hicrelerdeki DNAridde olwturdusu kalicl
degisimlere mutasyonadi verilir. Genotoksisitenin yotigicmakromutasyonlar (sayisal
ve yapisal olarak) ve mikromutasyonlar (cercevenkay ve baz cifti dgsimi)
vardir(Brusick 1987, Debelec-Biitiiner ve KantarciO®0 Ozellikle somatik
hiicrelerdeki mutasyonlarin kanser spimuna zemin hazirlayici rollerinin bulunmasi,
genotoksisitenin ~ klinikk  6nemini  artirmaktadir. Mjgiaez ~ mekanizmasinin
aydinlatiimasi ve mutajenlerin saptanmasi icigiticeéest sistemlerinin gegtiriimesi ve
mutajenezin insanlar icin gfturdusu kalitsal hastalik ve kanser riskinin azaltilmasi
yapilan cajmalar toksikolojinin en 6nemli cama alanlarindan birini olturmaktadir
(Hedner vd 1983, Salonen 1993,Michalska vd 199pi#te 1999, Pluth 2000,Preston
2001, Sasikala vd 2003, Albers vd 2004, Vineis wsdg#afvel-Pursiainen2005, Rossner
2005, de la Chica 2005). Mutajenlerin ve karsingen saptanmasinda gglrilen
Kardes Kromatid Deisimi(KKD, Sster Cromatid Exchange, SCE), Kromozom
aberasyonlariAmesTesti, Mikronukleus,CometYontemi gibi testler kullaniimaktadir.
Insan kromozomlarini daha yakindan taniyabilme vbirbiden kolayca ayirabilme
cabalari surdurdlurken agtamacilar tarafindan  cometydntemiyle,
Deoksiribonukleikasit (DNA) hasarinin bir gostengesyilan kuyruktaki % DNA
Olcima, DNA hasarini ve riskini @ou tarama olanana kavgmustur (Brusick 1987,

Debelec - Buttiner ve Kantarci 2006).

Genomik instabilite; genlerin DNA'nin hasarigal acacak ajanlarla katagsmasi
sonrasinda kromozomal destabilizasyon, gen amadfi&nlari ve mutasyonlarin
olusmasina gilim derecesini belirlemek icin kullanilan bir tamdir. Alkali
cometyontemi ile genomik instabilite 6lgtlebilmektedirek zincirde, ikili zincirde ve
alkalilabil bolgelerde DNA hasarini gabuk ve kolayteknikle gosterebilmek mumkin
olabilmektedir. Bu yontem tek hicre seviyesinde DNwasari hakkinda bilgi

vermektedir.

Comet yontemi, dger adiyla tek hicre jel elektroforeziSiigle cel gel
electrophoresis; SCGE) DNA hasarini analiz etmek amaciyla kullanilanlihibasit,
duyarli ve yaygin kullanim alanina sahip bir tekinikRydberg ve Johanson (1978)
tarafindan DNA sarmal kiriklarinin 6lgilmesi amaaigurulan, daha sonra Ostling ve
Johanson (1984) tarafindan ggfilen teknik noétral pH’daki lizis sartlarinda

uygulanarak DNA cift sarmal kiriklarini tayin etngedullaniimstir. Singh vd (1988)



tarafindan protokolde birtakim gigiklikler yapilarak yontem alkali liziskallarinda
uygulanmgtir. Singh ve arkad#arinin comet yontemi protokoli bugin kicuk
degisikliklerle diinya genelinde en yaygin kullanilan fedmoldir. Yontemin en 6nemli
avantajlarindan biri de ¢cok g#i hticre tiplerinde ¢cagma olangi salamasidir (Preston
2001,Collins 2004, Zalata vd 2007).

Comet yonteminde hucreler izole edildikten sonra agargmei goémiulerek
mikroskopik lamlara yayilirlar. Lizisamasindan sonra elektroforeze birakilip floresan
boya ile boyanmasi suretiyle girlendirilirler. Comet yontemi ile DNA hasarinin
kantitatif olarak tayin edilmesinde gotzleg@gelendirmenin yanisira kuyruk uzugly
kuyruk momenti ve kuyruktaki % DNA en yaygin kulilem parametrelerdir.
Kuyruktaki % DNA' nin belirlenmesi ve sonuclarin 2§ deserlendirilmesi dger
parametrelere gore doz cevagkisini daha iyi yansitmasi sebebiyle tercih edilteelk
(Preston 2001,Zalata vd 2007, Collins 2004).

Bu bilgiler s1ginda, sigara icen §iierde olgabilecek mutajenik etkinin ag@ariimasi
biylk ©onem tamaktadir. Bu cajmada s6z konusu mutajenik riskin gip
olusmadginin tespitine yonelik olarak; son yillarda getilen ve DNA'daki ¢ok kugik
harabiyetlerin bile hassas biyogostergesi gldkiabul edilen ve kisa sirede yanit alinan
Cometyontemi ile sigara icen &lerin DNA hasari bakimindan gerlendirilmesi

amaclandi.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE L iITERATUR TARAMASI

2.1. Tatan ve Nikotin Hakkinda Genel Bilgiler

Tatin, Solanaceae familyasindahlicotiana cinsindenyapraklarisigarayapiminda
kullantlan bir yilhik otsubir bitkidir. Tutln ilk & 1492 yilinda Amerika’'nin k& ile
Avrupa'ya getiriimi ve oradan da tim dinyaya yaygtm Uretilen tutinin %90’
sigara yapiminda kullaniimaktadir. Sigara dumara & partikil fazda toksik ya da
kanserojen Ozellik gbsteren 4000’den fazla molétgimektedir (Yildiz 2000).

Ayrica sigara dumaninin bir dizi serbest ratli{SR) turevi icerdii gosterilmatir.
Ozellikle nitrik oksid (NO) ve azot dioksid (Nile oksijen ve karbon merkezli
radikaller gaz fazinda, hidrokinon-kinon siklisiiafandan Uretilen radikaller de katran
fazinda bulunur. Serbest radikaller organizmanirkroraolekillerine, 6zellikle lipid,
protein ve Deoksiribonukleik asit(DNA) yapisina aarverirler. SR’in DNA ile
etkilesimi ile baz modifikasyonlari ve fosfodiestergiarinin hidrolizi sonucu da DNA

zincir kiriklari olwsur (Dinger vd 2003).

Sigara dumani icinde en etkili olan molekiltgkotin, NO ve siyantrdir.Nikotin,
Nicotiana tabacum bitkisinin (Sekil 2.1) tuttuin olarak bilinen kurutulrawapraklarinda
uretilen bir c¢eit alkaloiddir. Sigara icin kullanilan tatiin % 03Beraninda nikotin ihtiva
eder. Kimyasal yapisiS€kil 2.2); N- metil pirolidin halkasi ve piridin Hasindan
olusur (Akici 2008).



Sekil 2.1Nicotiana tabacum bitkisi

Nikotin zayif bir bazdir ve pH’ya anli olarak biyolojik membranlari gecebilir ve
alt solunum yollari ile akger alveollerinde absorbe edilir (Yildiz 2000).

Sigara icimi sonrasi 5 dakika icinde kan plazmaotiik konsantrasyou 15-30
ng/ml'ye ulagir. Nikotin, etkilerini hedef hicreler Gzerinde bobln nikotinik tipteki
asetilkolin reseptorlerini  aktifigirmek suretiyle gdosterir. Nikotinik reseptérler
noromuskuler kayak, otonom gangliyonlar, adrenal medullanin kromdiiicreleri,
santral sinir sistemi néronlari, duyusal sinir wglda bulunmaktadir. Nikotin sinir
uclarini kendi reseptorlerini aktive ederek depmtareder ve dopamin, serotonin,
asetilkolin, gamma-amino butirik asit, glutamat, radrenalin, opioid peptidlerin
saliminini arttirir. Nikotin reseptorlerinin g#ili gi ve néromediatdrler Gzerine olan
etkileri tagikardi, koroner vazokonstriiksiyon, mide asit salgrs artmasi, barsak
motilitesinin artmasi, stahta azalma gibi sistemde farkli tablolarla gézlé®ztuna
2004).
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Sekil 2.2 Nikotinin kimyasal yapisi (Akicl, 2008)

Dunyada 1.3 milyar ki sigara icmektedir ve yillda 5 milyondan fazla imssagara
nedeniyle ygamini kaybetmektedir. Sigara tiketiminde Avrupaeldki arasinda
dclncd, dunya Ulkeleri arasinda yedinci sirada alan lUlkemizde 15 yave Uzeri
eriskinlerin %31'i sigara kullanmakta ve sigaranin gultl00-150 bin kinin 6limine
neden oldgu tahmin edilmektedir. Gunumuzde ise dunyadaki emndi sa&lik
sorununun sigara kullanimi olglw kabul edilmektedirSu andaki sigara icme dizeyinin
bdyle devam etmesi durumunda, icinde bulgnoiouz yizyllda yakkgk 1 milyar
insanin sigara sebebiyle beklenenden erken donéfedesi tahmin edilmektedir. ger
2020 yihnda tum dinyada sigara prevalansi %5 ndanazaltilabilirse, sigaraya ga
yaklastk 100 milyon erken oOlum vakasinin onlenebilgceustinulmektedir(Demir
2008).

2.2. Sigaranin Toksik Etkileri

Sigaranin kanserojenik ve mutajenik etkileri, i@nidarindirdil, ginimiizde sayisi
55’'e kadar yukselmiolan kanserojen maddeler sayesinde ortaya cikmhaktaunlar
poliaromatik hidrokarbonlar (PAH), aza-arenler, roeaminler, aromatik aminler,
aldehitler, organik ve inorganik bgiélerdir. Bu maddeler 0ozellikle PAH ve
nitrozaminin metabolitleri DNA’'ya kovalent Bkar ile balanmakta (guanin ve adenin
baz bolgeleri) ve DNA'nIn bu haline DNAdducts denilmektedir. Boylece, DNA'nin
baslangic fazi dongiimsiz olarak bolinmekte ve DNA’daki bu gdgklik ilerleme



fazina gecildiinde malign fenotipe donglimin ilk basam@&ni olusturmaktadir.

DNA'ya baglanan toksik bilgiklerin seviyesi, maruz kalinan biyolojik genotdksi
etkenin dozu ile ikkilidir. Sigara icenlerin oral kavite, akg@r, bros ve diger

organlarin hicrelerinin DNA'da sigaranin meydandirdesi bazi artik maddelere
rastlanmg olmasi, bu sistem kanserlerininin glunekanizmalarini argdmasinda
onemlidir (Oztuna 2004).

Sigara; hava yollari, mukosiliyer temizleme mekamatari ve akger parankimine
etkileri ile solunum sisteminde bir¢cok patolojikrdmun ortaya ¢ikmasina neden olur.
Sigara, solunum sisteminde mukusun artmasina daagaf. Bu olay, hensiliar
fonksiyonu azaltarak mukusun atilamamasi ile, hentrakeobrosiyal salgi bezleri ve
goblet hicrelerinin sayisinin arttirilarak mukustiiminin fazlalamasiyla gercekkgr.
Sigara icmek, solunum yollarinda inflamatuar rewpisiara neden olur ve bu
inflamatuar olaylar da periferal solunum yollarisgfiksiyonuna yol agar. Sigara igmek
solunum yollarinda polimorfonikleer (PMN) I6kosé wmonositlerin argina sebep olur.
PMN l6kositlerin proteazlardan olan elastazi Urined yetengi vardir. Elastaz, ka
dokusu bilgeni olan elastini parcalar. Sigara ayrica, elagiaz proteolitik enzimleri
inhibe ederul-Antitripsinin yapisinda yer alan metiyonini metiyn stlfokside okside
ederek onu inaktif hale getirir. Sonugta bir yand&staz Uretimi artarken,gdir yandan
inhibitérd olanal-Antitripsin inaktif hale getirilmy olur. Boylece ak@er dokusunun
elastolitik parcalanmasi sonucu amfizem gpeliSigara alt solunum yollarina fazla
miktarda oksidanin uiaasina sebep olur. Sigara dumaninda, kirli havad¢arca kat
fazla miktarda azot oksitler bulunur. Sigara, attusum yollarinda nitrik oksit
konsantrasyonunu artirarak, peroksinitrit ve peroi®z asit gibi oksidan maddelerin
olusumuna sebep olur. Sigara icerglgdl insanlarin ekspiryum havasinda nitrik oksit
seviyesinin azalgi, sigarayl biraktiktan sonra nitrik oksit seviyesi arttgl
bildirilmi stir (Yildiz 2000).

Sigaranin kardiovaskuler sisteme etkisi nikotingzana bgimhdir. Disiik dozlarda
(0,05 mg/kg) bradikardi ve hipotansiyon parasenkpstimtlasyona ki olarak gelsir.
Fakat doz arttirilirsa (0,5 mg/kgxstieardi ve kan basincinda yukselme gorulir. Bu etki
sempatik stimulasyon, adrenal medulla kromaffinrbiginin uyariimasi, karotik ve
aortik kemoreseptorlerin uyariimasiyla vazomotorrkaein aktive olmasi, adrenerjik

sinir uclanndan noradrenalin saliniminin arttirémave kalpte parasempatik



blokajsonucu ortaya cikar. Bu etkiler sinirsel eaastriksion gelimesine neden olur.
Kan basinci a1 kalpte oksijen (@ kullanimini ytkseltir, anarobik glikolizin agtive
laktikasit, EKG de miyokart infarktist belirtilerm ortaya cikmasina neden olur.
Ateroskleroz icin yiksek risk faktorlerinden biriolusturan sigara kullanimi, damar
duvar irritasyonu ve hasarina neden olur. Endotéhsyonu nitrik oksit sentezini
azaltirken endotelin salgilanmasinda sartyol acar. Endotel hasari trombositlerin
agregasyonu ve adezyonunu yukseltir ve plazmaiseigi, LDL, VLDL; ve total
kolesterol miktarini arttirir. Bu agtar kalp frekansi arftyla korelasyon gosterir. Kan
lipit profilindeki degisiklikler sigarayla lipit peroksidasyonu ile oksid®L miktarinda
artis, damar duvarindaki diiz kaslarindaki Interlokiretkilenerek aterom plak gjumu
hizlandirihr. Okside LDL ile antioksidan savunmaendesi bozulur, sonunda
ateroskleroz gefir. Aterosklerozun koroner arterlerde getiesi 10 yil alirken beyin
arterlerinde ve periferik arterlerde etomasi 20 yil surer. Ateroskleroz gahesinde
Tromboksan-A2 sentezindeki, trombosit agregasyanadezyonunda agtn, plazmada
adrenalin, ve noradrenalin grtin rolt buyuktlr. Sigara, vicutta oksidan antid&s
dengesini bozar. Sigara kullananlarda plazma seirotaliizeyinin azalgh ve
angiotensin-I'in angiotensin-lI'ye dogfnhesinin yavgladigi goérulur. Sigara dumani
solumakla pulmoner dajanda vazodilatatér cevap alur, bu cevabin biyuk bir kismi
(3/4) NO olmamasi ve (1/4) karbonmonoksitten (C@yriaklanir. Tek bir sigaranin
icilmesi kalp frekansini ortalama 8, ikinci sigédasayi arttirir. Bu agikan plazma
nikotin ve kotinin seviyesiyle korelasyon gosteNikotinin nikotinik adrenerjik etkiyle
perifer vazokonstriksion, ekstremite uclarindaki ridesicaklgini azaltgi da
bilinmektedir(Ergiin 1997).

Sigaranin icinde oldukca toksik olan kadmiyum aghilen kimyasal bulunur. Uzun
sureli kadmiyum maruziyeti, bu metalin kargai ve bobrekte birikmesine neden
olmaktadir. Kadmiyum uygulamas! kargeide apoptozu induklemektedir. Sigara
dumaninin uzun sireli inhalasyonu kagacidokusunu etkilemektedir. Ratlarda yapilan
deneyler sonucunda sigaraygbalarak hepatositlerde lipid tanecikleri, siniibeide

gengleme ve dizensizlik meydana gegidgoralmistir (Kaleli 2010).



2.3.Genotoksik Etkiler

Sigara dumaninin kemirgenlerde, memeli hiicre kiiftde vein vitro DNA'da DNA
zincirinin kirilmasini indtkledi bircok calsmada gosterilmgtir. Sigara dumani fare
hicrelerinde TP53 proteinin birikimini arttirgnive indirek DNA hasarina sebep
olmustur. Benzer birgcok ¢calma reaktif oksijen ve azotun zincir kirllmasindairil
sebep oldgunu gostermektedir (DeMarini 2004).

Reaktif oksijen tirleri endojen oksijen metabolizamae cesitli ksenobiyotikler
tarafindan olgturulmakta ve lipidler, proteinler, RNA ve DNA'ninksidasyonunda
hiicre hasarina neden olmaktadir. DNA'da tanimlanmek cok oksidasyon urunleri
arasinda, 8-o0xo-7,8-dihydro-2’-deoxyguan¢®i®@HdG)oksidatif ~ hasarinin  bir
gostergesi olarak kullanili8-OHdG timdrle ilgili genlerin dahil oldgu ¢esitli genlerin
mutasyonuna neden olur ve bu durum hassas yonteniletilebilmektedir. Artry 8-
OHdGduzeyi caitli karsinojenlere maruz kalmihayvanlarin hedef organlarinda, insan
vetimor hicrelerinde bulunmstur ve bu ary insanlarda ¢cgu timdorde gorulmgidr.
Arastirmalar, dejeneratif hastalikl ddierin I6kositlerinde 8-OHdGduzeyinin arttgini
gosterir. Sigara kullanimi, insanlarda oksidatif ®Nasarini dgistirebilir. Sigaradaki
cesitli kimyasal bilesikler, inflamasyonu artirarak direkt veya indirekolla DNA
hasarina sebep olabilen reaktif oksijen turlerineti. 2005 yilinda Lodovici vd.
tarafindan yapilan bir camada,l6kositlerde8-OHdGdUzeylerini incelennj sigara
kullanan ve kullanmayan fakat cevresel sigara dungamaruz kalan pasif icgicilerde
oksidatif DNA hasari oldgugdsterilmgtir (Kaleli 2010).

2.4. Genotoksisite Analizleri

Genetik toksisite ya da genotoksisite, genotokamlikromozom ve DNA yapisinda
meydana getirgd hasarlari kapsayan bir terimdir. Toksikolojininr alt dali olan
genetik toksikoloji bilimi, organizmanin normal bigpjik isleyisi sirasinda veya
fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlere glaolarak hicrelerin DNA 'da meydana gelen
degisiklikleri inceleyen bir bilimdir ve cgtli ajanlarin ortaya cikardl genetik hasarin
deserlendiriimesinde 6nemli bir yere sahiptir (Choy020Young 2002, Mortelmans ve
Rupa 2004, Vural 2005). Nukleus, kromozom ve DNAiganda meydana gelen DNA
kiriklari, eklentileri, gen mutasyonlari, kromozoranormalikleri, andploidi ve
klastojenite gibi hasarlari kapsayan genel terigr@otpksisite adi verilrgiir (Sekerglu
ve Seker@lu 2011).
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Mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik gnstiyellerini dlgmek amaciyla
pek cok genotoksisite testleri ggiiilmistir (Bedir vd 2004). Bu testler, géi
mekanizmalarla direkt yada dolayli olarak genetilatenyalde olgmus hasarlari
saptamak icin geftirilmis in vivo ve in vitro testlerden olgmaktadir. Mutajen
maddelerin tanimi, insanda risk tayini ve bu maeldelmaruziyetin dnlenebilmesi
genotoksisitenin amaclarindandgekera@lu ve Sekerglu 2011). Genotoksisite testleri
genomu etkileyen UV ve radyasyon gibi fiziksel &k, sigara, pestisitler, gida katki
maddeleri, parazitik enfeksiyonlar, ilacglar, nanoengaller gibi ajanlarin genotoksik ve
karsinojenik potansiyellerinin tespitinde, bazi tahklar sonucu olgan DNA hasar
tespitinde, genetik hasarlarin hastaliklarla olksgkilerinin incelenmesinde, kansere
duyarlilik tespiti ve takibinin yapiimasinda biyploizleme testi olarak kullanilir (Choy
2001, Jena vd 2002, Mateuca vd 2006).

2.4.1. Genotoksisite testleri

Mikronukleus (MN) testi, Karde Kromatid Dgisimi (KKD), Kromozom
Aberasyonlari Testhmes Testi,CometY6ntemidir Sekerglu ve Sekerglu 2011).

2.4.1.1. Mikronukleus (MN) testi

Mikronukleuslar mitotik gde olgan hatalardan, mitotik aygitingdir parcalarindan
ya da kinetokordan huiicre dongusuni kontrol edetegareksikliginden, kromozomal
hatalardan kaynaklanan ve mitoz bolinme sirasindaya c¢ikan, kromozom
fragmanlarindan koken alan elmlardir. MN artgi kromozom duzensidi ve
genomik kararsizliklarin indirekt gostergesidir (parys vd 1990, Demirel ve Zamani
2002).

2.4.1.2. Kardg kromatid degisimi (KKD) ( Sister Cromatid Exchange, SQE

Karde Kromatid Deisimi testi, kromozom morfolojisi dgsmeksizin, karde
kromatidler arasinda, 6zgesegmentlerin simetrik genetik materyalsadrisi sonucu
olusan degisimlere neden olan mutajen hkilkleri saptamak icin kullanilan bir testtir.
Bu test cgitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin genotoksik dini argtirmakta
kullaniimakla birlikte, kromozom instabilitesi ileseyreden Bloom Sendromu,
FankoniAplastik Anemisi, Duchenne ve Becker tipi kas distrofileri gibi bazi
hastaliklarda da agirma ve tani amacli olarak da kullaniimaktadir rtkg vd 2011).
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2.4.1.3. Kromozom aberasyonlari testi

Bu test, mutajenlerin induklegli yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerinin
saptanmasinda siklikla kullanilir. Hicre bélinmesitafaz gamasinda durdurularak

kromozomlarda ortaya ¢ikan farklliklar tespit @dibavage 1993).
2.4.1.4 Amestesti

1972'de Dr. Bruce Ames tarafindan ggtilmis olan ve kimyasal maddelerin
mutajenik etkilerini belirlemek amaciyla taramatitesarak uygulanan Ames testi, ¢cok
yaygin ve guvenilir bir bicimde kisa zamanlh baktelr test sistemi olarak
kullaniimaktadir.Ayrica tiumor olwmunda somatik hicrelerin tumor baskilayici
genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlarinirasagsinda kullanilir (Mortelmans
ve Zeigner 2000, Choy 2001).

2.5.CometYontemi Uygulamalari

DNA, hasara duyarl@ yiksek bir molekildir. DNA hasari kendihden yada
cevresel etkiler sebebiyle glmaktadir. Genetik bilginin dgu aktarimi icin DNA
yapisinin korunmasi 6nemli olgundan DNA hasarinin onarilmasi icin onarim
mekanizmalari bulunmaktadir.Bu mekanizmalarin Kusaimasi ya da yetersiz kagql
durumlarda, DNA hasari kisa donemde replikasya@amskripsiyon ve protein sentezinin
inhibisyonuna, uzun vadede ise mutasyona ve kromozmomalilerine sebep
olmaktadir. DNA hasari, ateroskleroz, diyabet, kangibi hastaliklarin nedenleriyle
ilgili calismalarda ve kemoterapi ve radyoterapinin etkinln takibinde, kronik
dejeneratif hastaliklarin  izlenmesinde, radyasyorracii ve  ksenobiyotik
genotoksisitenin  belirlenmesinde o6nemli bir bedrteolarak dgerlendirmeye
alinmaktadir.Bu nedenle DNA hasarinin hassas oléatgkimesine yarayan teknikler
oldukca 6nemlidir. CometY6ntemi" ya da dier adiyla tek hucreli jel elektroforezi,
hiicre dizeyinde DNA hasarini saptamak, miktaridirleeek amaciyla kullanilan
hassas, hizli veon-invazv bir yontemdir(Dinger ve Kankaya 2010).

Mikroskop lami Uzerinde agaroz jel icine gomuli felierin hafif alkali ortamda
bekletiimesi, DNA sarmalinin kismi acilmasi,akridimuncusu ile garetlenmesi ve
hasar dizeyinin yé floresansin (cift sarmal DNA 'y belirtir) , kmzi floresansa ( tek

sarmal DNA'y1 belirtir) oraninin fotometrik olaraicilmesi gamalari ¢ok sayida
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kritik basamak icergiinden gunumiizde terk edilgtir. Daha sonraki yillarda, Ostling
ve Johanson mikro jel elektroforez tekini gelistirmislerdir (Dingcer ve Kankaya
2010).

Bu teknikte, mikroskop lami Ulzerine agaroz jel &igomilu hicreler, yun
deterjan ve tuz icerikli ¢cozeltide bekletilerekisizzamasi gercekigirilir ve membran
parcalanir. N6tr pH ortaminda elektroforez gercgkiér. Saglam DNA ve yuksek
oranda zincir kil iceren DNA 'nin anoda g¢ou gocmesi arasindaki fark gozlentii
Hasarli DNA daha hizli go¢ etgtr. Lamlarin etidyum bromiur ile boyanmasi ve
floresans mikroskobu ile floresansgymlugunun tespiti DNA goc¢unin miktarnyla ilgili
bilgi vermistir. Bu teknikte elektroforezsamasinin nétral kmlda uygulanmasiyla cifte
sarmal kirklari tespit edilrgiancak tek sarmal kiriklari tespit edilemetmi(Dincer ve
Kankaya 2010).

1988 yilinda Singh ve ark. elektroforezi yuksekadilbrtamda (pH >13) uygulayarak
bu soruna bir ¢6zim getirgherdir. Bugin uygulanariComet Yontemi' Singh ve
arkadalar tarafindan gedtirilen, cift ve tek sarmal kiriklarinin tanimlansaa olanak
salayan metodolojidir §ekil 2.3) Comet yontemi son yillarda, belirli DNA dizilerine
spesifik Baretli problar kullanilarak fluoresan in situ hitidasyon tekrdi ile
birlestirilmis, FISH ( fluorescent in situ hybridization)Gomet adini almg, dizi veya
gen spesifik hasar belirlenmesinde kullanilan biodifiye teknik haline gelmstir
(Shaposhnikov vd 2009).
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Sekil 2.3 Comet yontemisemasi (http://www.amsbio.com/Comet-Assays.aspx )
2.5.1CometYontemindeki Basamaklar
2.5.1.1 Hucresel materyalin hazirlanmasi:

Tam kan ornekleri (monontkleer hicre fraksiyonlaolimorf I6kositler), kulttre
edilmis htcreler, primer insan fibroblastlari, doku 6rmekl bitki hicreleri, funguslar,
bakteriler, algler, deniz canlilari, bocekler mgétrolarak kullanilabilir ve her birinin

hazirlanmasi spesifiktir.

Tam kan orneklerinde, kan heparinize ortama alchigjilk erime noktasina sahip
agaroz jel ile kastirilarak kullanilir. Lenfosit ve monontkleer hilenele hiicre
fraksiyonlar1 histopak ile izole edilir. Gi#i doku 6rnekleri ve fibroblastlar tripsin -
EDTA kullanilarak proteinler uzalgarilir. Bu 6n slemlerle hiicreler serbesgleve 6n

kaplama yapilngilamlarin Gzerine yayilr (Green 1996).
2.5.1.2 Mikroskop lamlarinin hazirhgi:

Jelin tim deneme boyunca mikroskop laminin Uzerkadabilmesi, bozulmamasi ve
net goruntl verebilmesi cok dnemlidir. Deneme yapdan bir glin 6nce normal yada
yuksek erime noktali agaroz jel hazirlanir ve lamléizerine yayilir.Lamlarin kurumasi
icin bir gece beklenir. Deneme yapilgcgin diguk erime noktali agaroz ile hicre
suispansiyonu kagtirilarak, kaplanny lamlarin Gzerine yayilir. Bu sayede hicreler iki

agaroz jel icine gomulmiolur (Green 1996).



14

DNA hasar tespitinde, pozitif kontrol gercetieebilmek amaciyla, UV sinlari,
hidrojen peroksit (H0,) iyonize radyasyon, ksantin/ksantin oksidaz gibi ikald

olusturan ajanlar kullantlir.
2.5.1.3 Lizis gamasi:

Lamlarin Gzerindeki jel donduktan sonra, tuz veedah iceren lizis ¢Ozeltisinde
bekletilir. Kan ve doku 6rnekleriyle calliyor ise mevcut eritrositlerin parcalanmasi ile
acga cikan demire kigh serbest radikal aracili DNA hasarini 6nlemek aryla % 10
oraninda dimetil stlfoksid eklengnlizis ¢Ozeltisi hazirlanir. Lizissamasinda membran
parcalanir, hicre icayi nukleustan uzakiaurilir., DNA az miktarda nonhiston
proteinlerle birlikte stperkoil yapisinda kaktm. Lamlar uygun bir tamponla ya da saf

suyla yikanarak deterjan, tuz ve hiicresel artidianazaklatirilir (Green 1996).
2.5.1.4 DNA yapisinin alkali ortamda ac¢iimasi (Alkk unwinding ):

DNA yapisinin agilmasi amaciyla yuksek alkali iklerelektroforez tamponunda
inkiibe edilir. Cift sarmal DNA, zincir kiriklarinibulundi@gu noktalardan aciimaya
baslar.islem suresi genelde 20 dk.olarakuygulanir, sgadlya gore désebilir (Collins
vd 2004).

2.5.1.5 Elektroforez gamasi:

Jel iginde olgan tek zincir DNA alkali ortamda elektrofoze tabtulur ve comet
olusumu s&lanir. Elektrik akimi uygulang@inda, anoda dgu yuriyen DNA parcalari
kuyruklu yildiz gortintisu verir. Bu kuyruklu yildgorintisi, yontemedmet' adini
vermistir. Hasarsiz DNA kuyr@u olmayanspot bir goriintiidedir. Elektroforez 300mA
akimda 20 [ 25 dakika sureyle, elektoroforezin uygulahdankin buyuklgine gore
(1V/cm) (genellikle 25 V) voltaj ile gercelderilir (McKelvey vd 1993).

2.5.1.6 Notralizasyon:

Elektroforez gamasindan sonra jel pH'sinin nétralizasyonu, pHofad uygun bir
tampon c¢ozeltiyle gercelderilir. Cozelti icinde lamlarin kag¢ dakika beklktes
calsmaya goOre dasebilir. Goruntileme siemi o6ncesi ne kadar bekletiimesi
gerekiyorsa depolanmada stabilizasyonglesaak icin uygun pH formalin veya

metanol kullanilabilir.
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2.5.1.7 Boyama ve goruntileme:

Comet gorunttlenmesi icin DNA'ya spesifik boyalar, mikkapta uygun biyttme
denemeyi yapan §iye gore dgisebilir. isaretleme amaciyla genellikle etidyum bromur

(floresan boya olarak) veya gugitrat (non- floresan olarak) kullaniimaktadir.
2.5.1.8Cometsayimi ve DNA hasar tespiti:

Mikroskobik dezerlendirme glemi, sonug guveniliri amaciyla ayni ki tarafindan
yapilmalidir. Gorsel analiz ve bilgisayarli goruattalizi yollar izlenebilir.

Bilgisayarli goruntileme analizinde dijital kamebaglantisi ile otomatik olarak
comet goruntuleri analiz edilir. Bu amacla pek cglkketin gelstirdigi yazilimlar
kullanithir. ~ Programlar comet baint  kuyruktan ayirt edebilir,  kuyruk
uzunlyu,kuyruktaki % DNA, bstaki % DNA, kuyruk momenti gibi parametreleri
belirleyebilir.Bu parametreler DNA zincir kg sikligi ile orantihdir (McKelveyvd
1993,Green vd 1996, Collins 2004).

Gorsel olarak analizsleminde comet, DNA g6¢ uzunlguna goére bg kategoride
siniflandinlir ve insan g6zi bunu kolaylikla ayedebilir. Parlakspot gérinimli DNA
kuyruk goruntistu vermenstir ve 0 kategorisindedir. Cok kucuk ghaometlerve uzun
daginik kuyruklar 4. kategoridedir. O ve 4. kategarilrasinda kalaoometlerl, 2, 3
olarak nitelendirilir Sekil 2.4) Her kategoride olawomet sayisi belirlenir ve 6zel

formuller ile DNA hasari ortaya cikar.
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3 4

Sekil 2.4 Gorsel AnalizdeComet Kategorileri (Dinger ve Kankaya 2010)

2.5.2CometYontemi Ile ilgili Di ger Uygulama Alanlari
2.5.2.1 Klinik arastirmalar

Cssitli  hastaliklarin  patojenik mekanizmalarinin aydtrimasi, bazi kalitsal
hastaliklarin prenatal tanisi, kansere duygrlbelirlenmesi, kanser tedavisinin takibi,
diabetes mellitus, katarakt, romatoid artrit - esisik lupus eritematozus, polikistik over
sendromu, Alzheimer gibi hastaliklarda artan DNA sdranin gosterilmesi,
postmenopozal kadinlarda hormon replasman tedavjssigara i¢cenlerde sigaranin
DNA Uzerine etkilerinin ardilmasi Comet yontemiyle gercekkgirilmistir (Dincer ve
Kankaya 2010).

2.5.2.2 Biyolojik izleme

Sperm kalitesinin  belirlenmesi, kemoterapi, ozon \epoksi etkilerinin
deserlendiriimesi, cevresel dsikliklerin canli sistemde etkisinin incelenmesi,
yaslanma, beslenme, egzersiz gibi streclerin izlenrcaseetyontemi ile gerceklgebilir
cunkd ucuzdur, hizlidir, kolaydir ve 10 - 20 mikirel kan 6rngiyle uygulanabilen non

- invaziv bir teknolojidir (Dinger ve Kankaya 201(®errera vd 2009).
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2.5.2.3 Apoptoz aratirmalari

Apoptoz yada nekroz aracili sitotoksisite nedere ilisan DNA kiriklari
elektroforez gamasinda DNA go6cinin hizini arttirir. Cift sarm&lAzincir kiriklari
olusmustur. Nekrotik ve apoptotik hicreler alkali yada nabt elektroforez ile
belirlenebilir. Baz argirmalardacomet yontemi ile bu iki tip hicrenin ayrilabilege
sonucuna varilngtir. Apoptotik hicreler kiicik kave yelpaze gorinimli kuyga
sahip cometler olustururken; nekrotik hicreler ganbas ve farkl uzunluklarda dar
kuyruklu cometler olusturmustur (Marks 1991, Elia 1994, Olive 1993, Vasquez7)99

2.5.2.4 Farkli tiplerde DNA hasari ¢alsmalari

Bazi aratimalarda, hasara spesifik DNA onarim enzimlerildulmis, cesitli baz
modifikasyonlarinin sik@ii belirlenmitir. Ornek olarak, okside olnguprimidin siklg
endonukleaz 11l enzimi kullanilarak, 8-OHdG hasarirsikligi formamidoprimidin
DNA glikozilaz kullanilarak gosterilngtir (Gedik 1992, Collins vd 1993).

2.5.2.5 DNAonarim argtirmalari:

Dogal olarak olgan DNA zincir kirklarinin yaninda kesip-cikarma ana sirasinda
da olgan gecici zincir kirklari da elektroforezde gocttiar. Spesifik bir endonukleaz
hasara yakin bélgede DNA sarmalini keser ve ziacig1 olusur. Deoksiribonukleozit
trifosfatlar ilave edilip uygun sicaklikta inktbdikr ise kirik ucglar bglanir ve onarim
gerceklgir.Comet yontemi hasar okiuran madde ile muameleden sonra DNA onarim

aktivitesinin belirlenmesinde kullanilir (Collingl\1993).
2.5.2.6 Genotoksisite Argtirmalari:

Genotoksisite, DNA zincir kiriklari ile karakteridie. /n vitro ve in vivo genetik
toksikoloji alanindacometydntemi énemli bir yere sahiptir. Bu alanda kullanidiger
tekniklerle kagilastirildiginda avantajlari fazladir. Biyopsi ©6rneklerinde, nelg
hayvanlarinin her bir doku orgiede, oldukca az miktarda hticre ile galaya olanak
sglar. Prosedir bir kagc saatte tamamlanir ve hemeguio deerlendirilebilir.
Tanimlanmg mutagenik ve genotoksik ajanlarin farkli htcre leip ve farkl

dokulardaki aktiviteleri (hiicreye 6zel metaboliktig&asyon,in vitro DNA onarimi,
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toksikokinetikler ve maddenin vucuda farkh yoldaeriimesiyle doz-toksik yanit

ili skisi) comet yontemi ile belirlenebilir (McKelvey vd 1993).
2.6. Arastirmanin Genel Bilgiler I siginda Ongorusi

Sigaranin genotoksik etkisinin ileride karsinojewitkilere donéme riski, konunun
klinik 6nemini artirmakta ve rutinde kullanilabikc hassas bir biyogdstergeyle
kanserojen etkinin tespitine yonelik stiamalar siirmektedir. Bu caimada s6z konusu
genotoksik riskin olgup olismadginin tespitine yonelik olarak; son yillarda ggtilen
ve DNA’daki ¢ok kuguk harabiyetlerin bile hassagdgostergesi oldiu kabul edilen
ve kisa surede yanit alinaomet inceleme tekrgi ile sigara icen kilerin bazal DNA

hasari ve KO, ile indiklenmg DNA hasari bakimindan gierlendiriimesi amacglandi.
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3. MATERYAL VE METOT

Pamukkale Universitesi Ggimsel Olmayan Klinik Aratirmalar Etik Kurulu
tarafindan 8.11.2013 tarihli 44573 sayili yazisiglsaylanan akdirma, Pamukkale
Universitesi Bilimsel Argtirma Projeleri Birimi tarafindan 2012-SBE-010 ho'proje

kapsaminda desteklendi.

Calismayla ilgili olarak gonllilere imzalatilan "Pamut& Universitesi Gigimsel
Olmayan Klinik Argtirmalar Etik Kurulu Bilgilendirilmg Gonulli Olur Belgesi”
ornekleri Ek 1. ve Ek 2." de verildi.

Ailesinde herhangi bir kalitsal hasfalbulunanlar argirmaya alinmadi.

3.1. Gonullerin Niteligi ve Sayilari

Pamukkale Universitesi, Tip Fakiltesi, g8 Hastaliklari Anabilim Dalr'na
basvuran ve argtirmaya katilmayi kabul eden gonullulerin gruplanthsi aagidaki
sekildedir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1Gondlldlerin 6zellikleri

Sigardcenler | Sigardgmeyenler P
Gonullu Sayisi N 30 20
Kadin 15 13
Cinsiyet Erkek 15 7 p=0,295
Ort+ SS 30,57 + 5,87 29,2+53
Yas (min-maks) (21-45) (22-44) p=0,406
Gundeicilen (Ort + SS) 17,67 +7,63
Sigara Sayisl| (min-maks) (10-40)
Kullanim  Yili (Ort £ SS) 11,72 + 7,26
(min-maks) (1-35)
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Sigara icen gondlliler: Bilinen herhangi bir kronik hast&l bulunmayan ve halen

herhangi bir ila¢c kullanmayan, giinde en az 10 adgtra icen, 20 wave Usttindeki, 15

kadin ve 15 erkek gonulli olmak tzere toplam 30 ki

Sigara icmeyen gonulliler: Yasadigl evde sigara icen §i olmayan, bilinen

herhangi bir kronik hasta@h bulunmayan ve halen herhangi bir ilag kullanmay2m

yas ve Ustindeki, 13 kadin ve 7 erkek gonalli olmagrézoplam 20 ki.

3.2.CometYontemi

3.2.1. Yontemde Kullanilan Geregler ve Markalari

Comet yontemi icin elektroforez
tanki

Dijital Ustten kefeli terazi
Elektroforez gu¢ kayna
Elektroforez tankicin Chiller
Sistem

Falkon tup
Flouresan Mikroskop

Heparinli Tup

Lam

Lamel (24 x 60 mm)
Manyetik karstirici
Mikrodalga firin
Otomotik pipetler
pH metre

Sasutmali santrif(j

Cleaver Scientific, CLS- COM20 modéhgiltere

Sartorius CP2245, Almya
Biorad Power Pac300, Singapur
WITEG, Wise Circu Fuzzy Control System,

Almanya
AXYGEN, ABD

BAB Goriintigleme ve Analiz Sistemi, Tiirkiye

LP ITALIANA, italya
Isotherm Microscope Slider
Deckglaser / CITOGLAS, Almanya
Torrey PINES SCIENTIFIC, ABD
Arcelik M0O300, Turkiye
AXYGEN, ABD
HANNA HI221-02, Mauritius
SIGMA WCR-P6 4K15C model, ABD
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3.2.2. Yontemde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Makalari

Agaroz (yuksek ve diiik erime Lonza, Sea Plague ® Agaros$syicre

noktalr)

Dimetil sulfoksit (DMSO) Fischer BioReagents ® ABD
Etilendiamintetraasetik asit Fischer BioReagents ® ABD
(EDTA)

Hidrojen Peroksit (K0,) fron Kimya, Tiirkiye
Hidroklorik asit (HCI) Merck, Almanya
Histopak-1077 Sigma Aldrich ® , ABD
Metanol Sigma Aldrich, ABD

Phosphate buffered saline (PBS) Lorizaicre

Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma ® Aldrich, ABD
Sodyum klortr (NaCl) Merck, Almanya

Triton X- 100 Fischer Chemical®,ABD
Trizma base (Tris) Fischer BioReagents ® ABD

3.2.3. Yontemde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmas

5 M NaOH cozeltisi
200 g NaOH distile suyla 1000 mL’ye tamamlandi.

0.5 M EDTA ¢ozeltisi
73.05 g EDTA distile suyla 500 mL’ye tamamlandi.

Stok 100pg/ml Etidyum Bromur Cozeltisi
10 mg boya 50 mL distile suda co6zildi. Boyama sidas stok 1:10 oraninda
seyreltilerek kullanildi.

Stok Lizis Cozeltisi
2.5M NaCl 146.1 g
100 mM EDTA 37.2g
10mM Tris1.2 g
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Distile su 900 mL
Cozeltinin pH'1 10’a ayarlandi. Hazirlanan stokidizézeltisi buzdolabinda saklandi.

Kullanmadan 6nce her 100 mL ¢ézelti icin 1 mL Tmidg ve 10 mL DMSO ilave edildi.

Elektroforez Tamponu
0.3 M NaOH 60 mL

1 mMEDTA 2 mL
Distile su 938 ml

Notralizasyon Tamponu

0.4MTris48.5¢9

Distile su 1000 mL

Cozeltinin pH’si konsantre HCl ile pH 7.5’e ayartian

Dusuk kaynama dereceli agaroz (LMA) (%1)
Distile su iginde hazirlandi.

Yuksek kaynama dereceli agaroz (HMA) (%1.8)
Distile su icinde hazirlandi.

3.2.4. LenfositlerdeCometY6ntemi Uygulanisi

Lenfosit hicrelerinde DNA hasarini belirlemek igitkali comet yontemi(Singh vd
1988) kullanildi.

Deney yapilaca giunden bir giin 6nce lamlar % 1,8’lik HMA ¢6zeitis daldirildi
ve bir tarafi silinerek diiz bir zemine yattieildi. islem siresince agarozun donmamasi

icin kap 40C’lik su banyosunda tutuldu.

Deney giinil ilk olarak %1'lik LMA ¢ozeltisi hazirldnve 37.8C'lik su banyosuna
konuldu. Ardindan liziz ve elektroforez c¢ozeltilehazirlanarak smumalari icin
buzdolabina birakildi.

3 mL kan 3mL histopaque soliisyonu (izerine yaaaklendi. +2C’de 2100 rpm’de,
30 dakika santriftj edildi.

Lenfosit tabakasi alinarak PBS ile yikandi.
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Bu suspansiyondan alinan 60 pL lenfosit ve 180 MALayr bir ependorf tip

icerisinde kautirildi ve kargimdan 40 pL alinarak lamlara damlatildi.

Her gonullintin kan orgeicin 4 lam calgildi. Lamlardan ikisi bazal DNA hasarinin
incelemesi icin, buna paralel olarakgel ikisi HO- ile indiklenmg DNA hasarinin

incelenmesi igin hazirlandi.

Lamlara yayilan hicrelerin dizgun glanasi amaciyla Uzerlerine lamel kapatildi.
Agarozun katilgmasi icin lamlar 40 dakika buzdolabinda bekletilgiire sonunda

lameller yavaca cikarildi.

Pozitif kontrol olarak HO, kullanildi. Calgilan her dort lamdan ikisi 100 pM2B;

ile5 dk muamele edildi ve distile suyla yikandi.
Liziz ¢cOzeltisine alinan lamlar 1 saat 15 dakikglrtca buzdolabinda bekletildi.

Lizis c¢Ozeltisinden c¢ikarilan lamlar distile suyhkanip elektroforez tankina
yerlestirildi. (Sekil 3.1) Tanka elektroforez ¢ozeltisi eklendiksonra lamlar 20 dakika
akim uygulamadan bekletildi. Ardindan uygun akik’/¢n, 300mA) ayarlandi ve 20
dakika, 4°C ' de elektroforezaamasi gercekigirildi (Sekil 3.2).

Elektroforez tankindan alinan lamlar distile su #jekandi ve nétralizasyon
cozeltisinde 15 dakika bekletildi. Notralizasyoramdindan lamlar -2€'lik metanole 5
dakika daldirildi. Metanolden ¢ikarilan lamlar diiz zemine koyularak kurutuldu

Goruntuleme oncesi lamlar etidyum bromur (45 pé)abyandi.



Sekil 3.1 Lamlarin elektroforez tankina yegteilmesi

Sekil 3.2 Elektroforez gamasi

24
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3.2.5.CometYdnteminde Goruntu Analizi

Hazirlanan preparatlar, BAB Goriintisleme ve Analiz Sistemi kullanilarak
incelendi ve fot@raflari c¢ekildi Deerlendiriimelerinde CometScore 15, Tritek

Corporationgoruntt analiz programi kullanildsékil 3.3,Sekil 3.4,Sekil 3.5).

[ B B |

E TriTek CometScore™ Freeware v1.5

[ File Edit view Settings Help

Tr=0.000
Or=0.000

Free comet scoring software brought fo you by
| AutoComet.com ?Ea‘;ﬂ

| TowmlAres

Software initialized and ready for use...

Sekil 3.3 CometScore 15, Tritek Corporation Analiz Programi

E TrTek Cometlcome™ Freewre w15

Flie Eda View Seitimgps Help

Casmis (s
e |
Y CHladL&r

[ Tal¥e ]

e wed (m2
CORET r|.¢.¢“
PARARSITRILIRI Taw1D

O CUNR) FAPILAK DA Whohain £

CORALET GONURTILL
WERAAT YRR
[AALAR

Scoding comet and enpoting to S0 User\ EC Desktopt CCCOC ELRYAPILIAG COMET CALERMANSIGARS

Sekil 3.4Comet goruntisu ofturmamsg DNA'larin mikroskopi gorintistu ve analiz
programi
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B TriTek CometScore™ Freeware w1.5 | &

File Ecit Wiew Settings Help

Score
. CL=65 .00
: PARAMETRELERI st
OLCUMU YAPILMAK | coliNRl Ca=2217.00
UZERE SECILEN £ o) Cl\ﬁ:;‘i“&‘aa
DhA & @ HO=36.00
h il HesszE00
3 HIsa 155
HMI=4E. T3
EH=32 52
TL=27.00
TAZIZTI.00
TI=31554
] TrA=sa 45
NTET65
TH=15.2T5
| ora=ta sae

a OLCULEN COMET

OLCUMU YAPILAN

Defining comet bounds...

Sekil 3.5H,0;ile indiiklenmg DNA hasarinin mikroskopi gorunttsi ve analiz paogr

3.3. Verilerin Degerlendiriimesi

Veriler SPSS paket programiyla analiz edildi. Slirelegiskenler, ortalama *
standart sapma, medyan, minimum-maksimugiederle, niteliksel dgskenler ise sayi
(yuzde) seklinde ifade edildi. Bamsiz grup kamlastirmalarinda, parametrik test
varsayimlar sglandgindaiki Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik Testi; pauetrik
test varsayimlari gglanmadginda iseMann-Whitney U testi kullanildi. Bg&mlh grup
karsilastirmalarindaise parametrik test varsayimlarglaadginda iki Es Arasindaki
Farkin Onemlilik Testi; parametrik test varsayimlaagslanmadginda Wilcoxon
Eslestiriimis ki Ornek Testi kullanildi. D&skenlerin normal dalima uygunlgu
Shapiro-Wilk testi ile aratirildi. Niteliksel degiskenlerin kagllastirilmasinda ise Ki-kare
analizi kullanildi. Istatistiksel olarak p<0,05 anlamli kabul edildi. g3&enler arasi

ili skiyi incelemek igin ise&Spearman korelasyonanalizi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calsmaya katilan gonullulerin demografik ozellikleri Ala 4.1’ de verildi.
Gruplar arasinda yave cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlarfdrklilik
bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.1Gonullulerin demografik 6zellikleri

Sigaraicmeyenler Sigarkgenler
n=20 n=30
Cinsiyet| Kadin 13 15
Erkek 7 15
Yas (ort+SS) 29,2+5.3 30,57 + 5,87 p=0,406
(min-maks) (21-45) (22-44)

Gondlla gruplarinin periferal kan lenfositlerindeRINA hasari comet yontemiyle
degerlendirildi ve fotgraflandi Sekil 4.1-Sekil 4.8).

Sigara icen ve icmeyenlerin elde edilen tim varkser3 ve Ek 4 'de verildi.



Sekil 4.1 Sigara icen erkek gonullinin comet goriuntlisgOg$iz)

Sekil 4.2 Sigara icen erkek gonullinin comet goruntisgOgHi)
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Sekil 4.3 Sigara icmeyen erkek gonulliniin comet gorintisidfidiz)

Sekil 4.4 Sigara icmeyen erkek gonullinin comet gorintisiDgH)
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Sekil 4.5 Sigara icen kadin gonullinin comet goruntlisiOg$iz)

Sekil 4.6 Sigara icen kadin goénullinin comet goruntisgOgHi)
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Sekil 4.7 Sigara icmeyen kadin gonulliniin comet gorintisigidiz)

Sekil 4.8 Sigara icmeyen kadin gonallinin comet gorintisiDgH)

31



32

Gonulla gruplarinin bazal ve ;B ile indiklenmg DNA hasari sonugclarinin

karsilastirilmasi Tablo 4.2' de, grafiksel olar&kkil 4.9 'de sunuldu.

H,O, ile muamele goéren hicrelerde, kuyruk uzgoluve kuyruk momenti
degiskeni yoniinden sigara i¢cen ve icmeyen gonulli gnualeasinda istatistiksel olarak
anlamh farklilik bulundu (p<0,05).

Tablo 4.2Gonullt gruplarinin bazal ve-B:, ile indtklenmg DNA hasari sonuglari

Tablo 4.2aGonullt gruplarinin bazal DNA hasari

Sigaraicen Goniilli (n=30) Sigaraigmeyen Goniillii (n=20)
Ortt SS Medyan| Min - Maks Ort+ SS Medyan Min - Maks P

Kuyruk
Uzunlusu 5,11+£3,45 4,13 1,73-15,99 3,59+1,75 3,28 1,848, 0,063
Kuyruktaki

Oy 12,75+7,14 10,4 3,35-33,77 10,41+3,41 9,80 5887 | 0,452

%0 DNA

Kuyruk i

Momenti 2,09+2,05 1,44 0,43 - 8,85 1,29+0,69 1,0% 0,4B92} 0,178

Tablo 4.2bGonulli gruplarinin KO, ile indiklenmg DNA hasari

Sigaraicen Gonullii (n=30) Sigaraigmeyen Goniillii(n=20)

2}
U

Ort+ SS | Medyarn Min - Maks Ortt SS Medyan Min - Mak

Kuyruk 256+7,92| 2568| 11,00-43.9419,68+8,82| 1654| 7,21-361D,017*
Uzunlugu
Kuyruktaki

ot 53,07+13 | 55021 24,96 - 78495 26+1529 40,64 | 20,7-73,68 0,058
% DNA

Kuyruk

16,06+7,27| 15,89| 4,18-34,84 11,73+7,48 9,06 228,93 0,021*

Momenti




40
3
35
)
o 30 T
S -
C
S5 25 T
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S 5 - " -H202
=
2 55 m +H202
5
X 10 -
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O _
Sigara igenler Sigara icmeyenler
80
70
< 6 |
o |
_ 50
> H202
-_?U 40 -
£ 30 m+H202
>
=20
2
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O .
Sigara igenler Sigara igmeyenler
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20 ‘[
=
c
(O]
e
o
< # -H202
3  +H202
>
5
X
Sigara icenler Sigara icmeyenler

Sekil 4.9 Sigara icen ve icmeyen gonulli gruplarinda bazél@-) ve HOile
induklenmg oksidatif DNA hasarinin grafiksel gosterimi.

*Sigara icmeyenlere gore anlaml farklilik (p<0,05)
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Sigara igcen gonullt grubunda bazal yéklle indiiklenmg DNA hasari sonuglarinin
cinsiyete goére karlastirilmasi Tablo 4.3' de, grafiksel olardkkil 4.10 'da
Sunuldu.incelenen d&skenler icin sigara icen gonillilerde kadin ve erkglplari
arasinda kuyruk uzungu ve kuyruktaki % DNA parametrelerinde, istatisgkslarak
anlamh farklihk bulundu (p<0,05).AncakB-ilemuamele gdren hicrelerde incelenen

parametreler acisindan istatistiksel olarak anl&mklilik bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.3 Sigara icen gonullilerin bazal ve,®; ile indiklenenmi DNA hasari

sonuglari

Tablo 4.3aSigara icen gondllilerin bazal DNA hasari

ERKEK (n=15) KADIN (n=15)

Ort+ SS | Medyan Min - Maks Ort+ SS Medyan Min - Maks p

Kuyruk
Uzunlugu 6,33t4,26 4,67 1,96-1599 3,89+1,82 3,10 1,7557 0,045*
Kuyruktaki ] :
% DNA 15,6848,51| 12,58| 4,83-33,47 9,81+3,86 8, 3,85,94| 0,025

Kuyruk I

Momenti 2,7512,65 1,47 0,43 - 8,85 1,44+0,8|7 1,36 0,46 -(30,174

Tablo 4.3bSigara icen gonullulerin #D- ile indiiklenmg DNA hasari

ERKEK (n=15) KADIN (n=15)
Ort+ SS | Medyarn Min - Maks Ort+SS Medyan Min - Maks p
Kuyruk 26,43+8.42| 27,2 | 11,00-43,944,77+7,59| 23,6900 1339 - 41.01 0,576
Uzunlusu TR ' ' ' L ' , , '
Kuyruktaki

% DNA 56,12+13,32| 58,62 | 26,71 - 78,4P50,03+12,35 48,4800| 24,96 - 73,87 0,205

Kuyruk

. 17,19+7,53| 17,81| 4,72-34,84 14,92+7,07 13,64001.8 430,74| 0,401
Momenti
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Sekil 4.10Sigara icenlerde bazal (-8,) ve HO-ile indiklenms oksidatif DNA
hasarinin (+k0,) grafiksel gosterimi.

* Bazal DNA hasari acisindamlamli farklilik (p<0,05).
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Sigara icmeyen gonulli grubunda bazal »@kle induklenmg DNA hasari

sonugclarinin cinsiyete gore kdastirilmasi Tablo 4.4' de, grafiksel olar8kkil 4.11 ‘de

sunuldu.incelenen dgskenler acisindan istatistiksel olarak anlamli fluklbulunmadi

(p>0,05).

Tablo 4.4 Sigara icmeyen gonullilerin bazal ve®3 ile induklenmg DNA hasari

sonuclari

Tablo 4.4aSigara icmeyen gonulltlerin bazal DNA hasari

ERKEK (n=7) KADIN (n=13)
Ort+ SS | Medyarl Min - Maks Ort+ SS Medyan Min - Maks p
Uﬁmtjgu 371+21 | 323 | 203-814| 353t162 332  1,6-7/99,968
K”ygﬁfki P 1037+428 885| 65-187| 1043:304 1053 584,38| 0,663
Nfgﬂgﬁti 1,23t0,86| ,95 | 047-2,99| 1324062 138  0,6312,7,606
Tablo 4.4bSigara icmeyen gonallilerin g, ile indiiklenmg DNA hasari
ERKEK (n=7) KADIN (n=13)
Ort+ SS | Medyan Min - Maks Ort+ SS Medyan Min - Maks| p
Ulémfgu 16,277,07| 14,67| 7,21-27,88 2152t986 1842 83819 0,183
Kuygﬁfki P 401011226 40.36 | 21,34-56.71 47,09+164947,49 | 20.7 - 73,68 0,588
MKg%rgrlfﬁ 8,30+494| 732 | 264-1664 1353814 1043 32893 0,157
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Sekil 4.11Sigara icmeyenlerde bazal ¢®:) ve HO,ile indiklenmg oksidatif DNA
hasarinin (+kK0,) grafiksel gosterimi.
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Sigara igen gonulli grubunda bulunanlarin lenfesitideki bazal DNA hasariyla
(kuyruktaki % DNA parametresi ele alinarak), gonidtin sigara icme streleri (yil)
arasindaki igki spearman korelasyon testi ile agairildi; istatistiksel olarak anlamli bir
ili ski bulunamadi(Tablo4.58€kil 4.12).

Tablo 4.5Sigara icme suresi ile kuyruktaki % DNA arasindaielasyon

KUYRUKTAKI % DNA

. ‘oreaser
Sigara Igme Siresi y
i) D 105
N 30
40,00
o
30,00 o
<L
=
a
=
4
& 20007
x
2
o
)—
2
b

10,00

I T T T
00 10,00 20,00 30,00 40,00

Sigara igme Siiresi (yil)

Sekil 4.12 Sigara icme suresi (yil) ile kuyruktaki % DNA paretmesi arasindaki
korelasyon
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Sigara icen gonullulerin lenfositlerindeki bazal BNhasarinin kuyruktaki % DNA
parametresi ele alinarak yapilan skiastirma spearmankorelasyon testi ile agarildi,
gondllilerin bir gunde ictikleri sigara sayisi ib@zal DNA hasari arasinda birsKi
bulunmadi (Tablo 4.6)5¢kil 4.13).

Tablo 4.6 Bir gunde icilen sigara sayisi ile kuyruktaki % DNArasindaki

korelasyon
KUYRUKTAKI %
DNA
| grezmen | oz
BIR GUNDE IGILEN y
SIGARA / GUN p 896
N 30
40,00
o
30,00 o
<L
=
]
= o
b o
& 20,00 o
N o]
z
o
= & @
=
2 | & - |
10,00 g 8 § o
(=] o
(s}
00—
1 n!nn 1 sfnn zufun 25:00 30,‘00 35 fon 40!00

1 GUNDE iGIiLEN SIGARA SAYISI

Sekil 4.13Bir glinde icilen sigara sayisi ile kuyruktaki % RIdrasindaki
korelasyon
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Tam gonulltlerin yalar ile kuyruktaki % DNA parametresi arasindakili

spearman korelasyon testi ile agarildi vebir korelasyon bulunmadi.(Tablo 4.8gkil

4.14).

arasindaki

Tablo 4.7 Tum gonulltlerin yglari ile kuyruktaki % DNA parametresi
korelasyon
KUYRUKTAKi%
DNA
Korelasyon 231
Katsayisi
YAS D 106
N 50
40,00
o]
30,00 o
<L
=
]
#
= 0
20,00 o
=
=2
74
)—
=2
k-
10,00
00—

I
20,00

T
25,00

T
30,00

35',00
YAS

|
40,00

|
45,00

Sekil 4.14Gonullulerin yalari ile kuyruktaki % DNA arasindaki korelasyon



Tablo 4.8.Sigara icen gonullilerden elde edilen ham veriler

Kuyruk L lug Kuyruktaki % DNA Kuyruk i
isim yas cinsiyet glinliik sigara 1l yil Kuyruk L lug Kuyruktaki % DNA Kuyruk Mo H202'li H202'li H202'li
PE1 36 E 20 20 15,6 + 12,72 33,77 + 29,02 8,75+9,74 31,58 + 10,22 58,62 + 12,35 19,42 + 9,05
PE2 45 E 20 35 7,05+ 7,44 21,26 + 23,41 3,13+ 4,47 32,17 +7,68 67,93 + 11,05 22,45 + 7,83
PE3 26 E 20 10 3,40+4,37 7,45+13,32 0,71+1,62 30,33 +15,70 59,54 27,33 22,06+ 15,15
PE4 31 E 15 10 3,74+5,27 10,54 + 16,44 1,18+ 2,85 11,09+ 9,10 26,71+ 21,36 4,72 £5,40
PES 22 E 15 5 5,77 +8,21 18,57 + 25,30 2,83+5,42 27,20+ 12,25 58,36 + 20,51 17,87+12,19
PE6 33 E 25 15 1,96 + 3,89 4,83+10,11 0,43+1,71 17,29 + 13,05 39,79 + 24,65 9,88+ 11,29
PE7 31 E 15 15 9,44 + 8,63 22,90 + 23,19 4,07 +5,62 21,82 +5,38 55,05 + 11,50 12,55 + 5,20
PES 25 E 20 8 5,29+6,21 12,58 + 14,41 1,47 3,06 26,03 + 6,04 53,95 + 10,90 14,42 5,36
PE9 35 E 15 16 4,31%5,64 11,36+ 17,24 1,34 2,92 11,69+ 6,14 35,31+ 16,03 5,03+4,19
PE10 30 E 20 12 15,99 + 14,97 30,19 + 29,40 8,85+12,34 28,29 +9,10 67,25 + 14,30 20,12 49,08
PE11 39 E 40 20 6,74+ 7,46 19,97 £21,71 2,88 +4,50 25,82 + 8,58 59,26 +17,19 16,52 8,12
PE12 23 E 10 4 4,16 +6,75 10,26 + 16,60 1,42 +3,20 32,90+ 8,73 66,30 + 12,08 22,63 +8,52
PE13 21 E 10 7 4,67 +5,54 13,60 + 18,16 1,52 +2,85 26,98+9,73 59,83 + 16,70 17,59 + 9,55
PE14 27 E 10 5 3,32+7,14 8,09 + 15,97 1,27 3,70 29,28 + 10,40 55,36 + 18,68 17,81+ 10,74

PE15 26 E 10 6 3,52+6,77 9,86 +17,52 1,35+4,02 43,94+ 8,48 78,49 £ 8,91 34,84+8,94
PK1 25 K 20 15 2,44 £5,05 6,74 + 14,95 0,79+2,57 41,01+7,15 73,87 £9,68 30,74 £ 8,19
PK2 38 K 20 16 2,35+3,06 7,77+11,43 0,46 + 0,95 23,01+£5,80 43,62+10,23 10,31£4,20
PK3 40 K 20 25 5,38+ 8,70 14,56 + 21,48 2,51+5,92 25,54 + 13,34 56,48 + 24,40 17,40 + 11,77
PK4 30 K 20 15 2,83+4,76 8,70+17,83 1,00+ 2,94 19,71+ 13,10 44,03 + 25,37 11,79 + 11,07
PK5 28 K 30 14 4,21+6,89 10,06 + 17,76 1,50 + 3,79 25,37 + 8,76 49,19 + 16,96 13,64 + 8,34
PK6 27 K 10 5 4,09+5,92 8,70+ 14,16 1,04 +3,45 23,99+£9,10 57,17 £ 19,55 15,27 + 8,36
PK7 30 K 20 10 2,23+3,86 7,87+13,12 0,56 + 1,89 20,06 £ 5,93 48,44+ 9,39 10,05 #4,34
PK8 38 K 10 10 7,55+ 8,86 14,19+ 17,32 2,43 +4,65 22,59+9,36 48,48 + 16,37 12,21+£7,18
PK9 30 K 30 15 2,68+5,62 3,35+ 7,67 0,47 +2,29 13,39+ 7,25 24,96 + 14,66 4,18 +3,66

PK10 29 K 15 14 6,44 + 8,95 15,40 + 21,09 2,73+5,03 15,62 + 12,58 33,13+ 24,26 7,99 +10,77

PK11 39 K 10 14 2,69+6,11 10,00 + 23,50 1,51 +4,99 23,69+ 16,24 45,11 + 28,67 14,94 + 13,63

PK12 30 K 10 3 6,67 +9,20 15,94 + 23,09 3,00+6,22 19,09 + 8,67 47,40+ 17,26 10,26 7,56

PK13 29 K 10 10 3,10+£6,77 7,27 £17,85 1,36 +4,67 27,92+12,61 50,54 + 22,73 16,69+ 12,11

PK14 28 K 30 10 3,99+6,75 11,91+ 19,83 1,68 +4,26 37,14+ 11,75 69,34 £ 16,07 27,40+13,19

PK15 26 K 10 1 1,73+4,13 4,75+ 12,60 0,53+1,97 33,45+ 11,33 58,64 + 15,85 20,94 £ 11,61

41



Tablo 4.9.Sigara icmeyen gonullilerden elde edilen ham eeril

Kuyruktaki % DNA

iSimM YAS CINSIYET Kuyruk Uzunlugu Kuyruktaki % DNA Kuyruk Momenti Kuyruk Uzunlugu H202'li H202'li Kuyruk Momenti + H202'li
NE1 23 E 8,14+8,19 18,70 + 20,07 2,99+4,28 23,26 + 8,25 52,99 +15,40 13,44+7,33
NE2 28 E 2,03 £ 3,09 6,50 + 14,83 0,47 +1,34 7,21+6,21 21,34 + 19,65 2,64 £ 3,68
NE3 29 E 2,35+ 3,66 8,13 +12,06 0,57+ 1,31 14,67 + 7,98 40,36 + 19,41 7,32+5,95
NE4 24 E 3,60 * 6,60 7,11 + 14,65 1,12 +3,37 27,88 +8,13 56,71+ 13,69 16,64 + 6,86
NES 27 E 4,20+ 5,80 13,16 +£ 19,26 1,55+ 3,03 14,55+ 7,90 39,21+17,43 6,82+5,74
NE6 32 E 3,23+4,77 10,16 + 15,01 0,95+2,13 10,97 +7,53 29,79 +17,87 4,45 +4,51
NE7 31 E 2,44 £4,71 8,85+ 17,09 0,93 +3,13 15,32 £7,22 40,92 + 18,71 7,41+5,77
NK1 28 K 2,85+4,34 9,52 +13,89 0,79+1,91 25,60+ 9,57 58,78 + 16,09 16,24 + 8,51
NK2 40 K 4,09+ 6,33 11,85+ 17,49 1,41+ 3,29 18,42 + 8,72 48,53 + 19,13 10,43 +7,57
NK3 27 K 2,06 + 4,18 567 + 14,18 0,63+ 2,28 21,44 +13,43 47,49 + 26,77 13,54 + 11,74
NK4 27 K 2,57 + 4,47 9,62 +16,11 0,89+2,11 8,14 + 8,42 20,70+ 21,70 3,28+ 4,89
NK5 28 K 3,39+4,67 8,78 +13,44 0,88 +2,35 12,18 +7,81 31,93+18,19 5,09 +5,30
NK6 22 K 5,18 + 8,02 13,67 + 21,40 2,29+5,78 35,59+9,73 71,29+ 12,17 26,21+9,34
NK7 33 K 7,99 + 8,48 16,38 + 19,59 2,71+4,58 35,65+7,94 73,68+ 10,11 26,93 + 8,69
NK8 25 K 1,60 + 4,29 5,69 + 15,46 0,72 +2,98 23,82 +12,87 51,57 +23,58 14,93 +12,02
NK9 44 K 3,67 5,24 12,91 + 19,59 1,43 +3,08 16,78 + 10,85 38,83+ 23,22 8,77 +7,55
NK10 27 K 3,57 +5,86 11,93 + 19,09 1,47 3,37 13,77 £9,48 36,07 + 20,24 6,62 + 6,68
NK11 27 K 3,18+6,35 10,53 + 20,85 1,56 4,64 16,29 + 12,09 37,42 + 25,34 8,82 +10,22
NK12 32 K 2,43+4,77 8,20+ 17,56 0,97 +3,33 15,94 + 12,49 37,59 + 28,84 9,29+9,81
NK13 30 K 3,32+6,07 10,86 + 20,13 1,38 + 3,64 36,19+ 7,50 69,99 + 9,08 25,74+ 7,69

42
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5. TARTISMA

Dunya Salik Orgiti'nun Sigara Salgini raporuna gore, Tiekdiinyada en fazla
sigaranin icildgi 10 tlke arasina girmektedir (WHO, 2008). Sigar diger titin
mamullerinin; kanser, kardiyovaskuiler sistem veusam sistemi hastaliklarina yol
actii, uzun sureli maruziyetin, gk sorunlarini girlastirdigi kanitlanmstir (Karlikaya
2006, Vineis vd 2007, Barcala vd 2007, Giovino 20(B0n yillarda, sigaraya fa
bircok sorunun olgumunun yanisira genotoksisiteye de yol agmasi wvekkseyir ile
genotoksisite arasindaki kuvvetliski onemli tartgma konularindandir (Aklavd
2001, Karlikaya 2004, Kayaalp vd 2005). Genotokesmsn artgi ileinsanlarda kanser
olusumu arasindaki [@anti kanitlanmgtir (Bonassi vd, 1995). Bugin belki de kansere
neden olan en yaygin cevresel etken titin Grumefdttn Grtnleri bgta akcger, &1z
boslugu ve komyu doku kanserleri olmak tizere birgok kansere nederaktadir (Doll
ve Peto, 1981; Wogan vd, 2004). Eksojen kaynakliADNasarlariyla olgan
mutasyonlar ve gen anlatimindakigdgkliklerle etkinligi artan endojen DNA hasarlari
cogu kanser vakasinda birlikte rol almaktadir. Bu méeleolisan endojen DNA
hasarlarinin eksojen DNA hasarlari ile etyieni bilmek kanser ve g@er hastaliklarin
gelisimini anlamak icin 6nemlidir (De Bont ve Van Lardédee 2004).

DNA hasarini belirlemede, gkr yontemlerle karlastirildiginda comet yontemi;
disik seviyedeki DNA hasarini belirleyebilmesi, az tarkla biyolojik materyal ile
calisilabilmesi, ekonomik ve uygulamasi kolay olmasgaksirede tamamlanabilmesi
Ozellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Tice vd, 2000). Wd (2005) nikotinin pH 8'de kultire
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edilmis normal hicrelerde, pH 6.5'da kultlire ed#irhiicrelere gore daha fazla DNA
kirigina sebep oldiunu comet analizliyle gostermierdir. Mukherjee vd (2013) titin
dumanina ve petrol gazina maruz kalan sigara icmkigéeri calisma grubu olarak ele
almislardir ve kontrol gruplariyla kaastirildiginda bu kgilerin balgamindaki hem
inflamatuar hem de epitelyum hucrelerinctamet yontemiyle oldukga yiksek oranda
DNA hasari saptarglardir. da Silva vd (2013) tatin yapraklarindakigamik ve
inorganik kargimlara maruz kalan ciftciler icin olasi riski anamak adina, titln
yapraklarinda ygayanHelixaspersa'daki genotoksik etkiyicomet yontemi ile dlcerek;
tutin yapraklarina farkli zaman periyotlarinda makalmanin belirgin DNA hasari
olusturdusunu saptamglardir. Hang vd (2013) sigara dumaninin insan Hédrele
olusturabilecgi DNA hasarini argirmigslar ve sonuc¢ olarakcomet yonteminin
numunedeki c¢cok diilk miktardaki kimyasallarin etkilerini test etmed#dukca

kullanigl oldugu kanisina varmglardir.

Calsmamizda sigara icen ve igmeyenler arasinda baza\ babkari ve HO, ile
induklenms DNA hasari 3 farklicomet parametresi incelenerek smalldi. Kuyruk
uzunlysu, kuyruktaki % DNA ve kuyruk momenti parametrateribakildginda, sigara
icenler ve icmeyenlerin bazal DNA hasari agisingéatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi. Ancak ¥D, ile indiklenmg DNA hasari agisindan kuyruk uzugluve
kuyruk momenti parametrelerinde anlaml bir farkumau (p<0,05). Sigara icenlerde

oranlarin daha yuksek olgu dikkat cekti.

Sigara icen kilerde caitli yontemlerle DNA hasarini inceleyen gahalarin
sonugclarl targmaldir.Hoffmann vd (2005) tarafindan gercgkilden sigaranin DNA
uzerindeki potansiyel etkilerini periferal kan okiexinde comet yontemiyle inceleyen
bir meta analiz cagmasinda 37 calmadan sadece 14'Unde sigara icen ve icmeyenler
arasinda bir fark saptarggdive istatistiksel analiz sonuclarinin vergdbelirtiimistir.
Diger calsmalardan bgnde yine sigara icen ve icmeyenler arasinda Iok $aptanny
fakat veriler ve istatistiksel analiz sonuclariii#memistir. Bu ¢alsmalardan sadece
birinde (Piperakis vd 1998) sigaranin genotokskisagiden soz edilngifakat dger dort
calsmada sigara icen ve icmeyenler arasinda bir faptasananytir. Bazi dger
calismalarda da zayif istatistiksel analizler ve bisslalikkat ¢ekilmgtir.Dinger vd
(2003) tarafindan gunde 20 adet sigara icen 2keankesigara icme glkanligl olmayan

23 erkek bireyin kan ornekleri alinarak yapilanigabhda ise, |6kosit DNA'sindaki
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hasar ve tam kanda GSH duizeyi incelegtimiDNA zincir kirigr sikligi comet yontemi
ile Olculmi, kuyruktaki % DNA parametresine bakijnve sigara icen bireylerde,
icmeyenlere gore anlamli olarak yiksek (p<0.001\itmmwstur Cloos vd (1996) htaz
ve ba skuamoz hicre timoérine sahip hastalarda gerteidan bir calsmada, sigara
kullaniminin lenfositlerde DNA hasarini etkilem@di ileri stirmlerdir. Ginzkey vd
(2013) insan kan lenfositlerine 1uM -1mM agatdaki dozlarda nikotin ile muamele
etmisler, suplementli RPMI mediumu negatif kontrol ola00 pM konsantrasyondaki
metilmetan sulfonati pozitif kontrol olarak kullamgiardir. Comet analizinden elde
edilen sonuclara gore negatif kontrol ile #kgtirildiginda DNA migrasyonunda agti
gozlenmemy olup 24 saatlik sire sonucunda da belirgin bir DN#asari
belirlenememtir.

Calismamizda gtinde en az 10 adet sigara icgifekicalsmaya alindi. Sigara icen
bireylerin bazal DNA hasariyla bir ginde ictiklsigara sayisi arasinda bir korelasyon
saptanmadi. Tum gonudllilerin glari ile bazal DNA hasari arasinda bir skii
bulunamadi. Ayrica sigara i¢cen bireylerin sigat&ieri stre (yil) ile bazal DNA hasari
arasinda bir ikki olup olmadg aratirildl ve istatistiksel agidan anlamli birshi
kaydedilmedi.Zhu vd (1999) yagtiaragtirmada ise bu agarmadan farkli olarak sigara
sayisinin argtyla DNA hasarinin da belirgin derecede @rgozlenmtir.

Calismamizda erkeklerin sigaranin zararl etkisindenadi@zla etkilendii gorulda.
Kuyruk uzunlgu ve kuyruktaki % DNA parametrelerinde, sigara igerkeklerin
kadinlara oranla daha yuksek oranda bazal DNA hesasahip oldgu gorildu
(p<0.05). Yine sigara icen gonulli grubundaOgl ile indiklenmg DNA hasari
bakimindan kadin ve erkekler arasinda anlamhask §oérilmedi. S6ylemez vd (2012)
tarafindan, 60 sigara icen ve 60 sigara icmeyenilgomireyden alinan periferal kan
ornekleriyle, lenfosit hiicrelerindeki DNA hasamomet yontemi kullanilarak incelenmi
ve gerceklgtirilen calsmada; sigara icen ve igmeyen gruplar arasoutiaet uzunlyu,
kuyruk momenti veolive kuyruk momenti,comet parametreleri agisindan yiksek
derecede anlamlilik bulunmstur (p<0.01). Sigara icen kadinlarin igmeyenleranta
DNA hasaricomet uzunligu, comet yogunlugu, ba uzunligu, ba yogunlugu, kuyruk
uzunlysu, kuyruk y@unlugu, (p<0.01), kuyruk momenti, (p<0.05) parametrelergore
daha fazladir. Buna kan, sigara icen ve icmeyen erkek gruplari araskwyauktaki %
DNA ve olive kuyruk momenti parametreleri acisindanlamlilik goézlenmsiir

(p<0.05). Sigara indeksi acisindan kadinlarda taran koérnekleri cadilan
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cometparametreleri ile karastinldiginda, kuyruk momenti gindaki  batin
parametreler ile istatistiksel olarak anlamhliklunmustur (p<0.05). Dger taraftan,
erkek grubundaki kan orneklerind®mmet uzunlgu, ba uzunligu, bag yogunlugu,
kuyruk yasunlugu ve olive kuyruk momentinde anlamhlik gozlestimi(p<0.05). Sonug¢
olarak, sigaranin DNA hasarlarina sebep gldwe kadinlarin, sigaranin zararli
etkilerine kagl daha duyarl oldgu sdylenilebilir denilmgtir (S6ylemez 2012).

El- Zein vd (2010) tarafindan yapilan gatada,30 akger kanseri tghisi konulmu
(yeni teshis konulmy, kemoterapi ve radyoterapi gérmenkisiler), 90 Kkilik bir
kontrol grubu (kanser vaka hikayesi olmayan), 3@&s icmeyen, 30 sigaray! birakmi
30 halen sigara icen ve kanser belirtisi gorulmyekngiler gonullt olmtur. Akciger
kanser vakalari; sigara kullanmayanlardan 6, esullakicilardan 3 ve hala
kullananlardan bir kat daha yuksek seviyede DNAahasa sahiptir. En yiksek hasar
seviyesine akger kanseri hastalari sahipken, bunu halen sigardc takip etmektir.
Sigara icmeyenlerin ise en az DNA hasar seviyesisahip oldgu
gozlenmgtir.Nakayama vd (1985) sigara icen bireylerin dakulida karsinojen DNA
eklentilerinin diizeyinin daha yuksek ofglitnu gosternyi ve sigara icen bireylerde
tutinde bulunan elektrofiik maddeler nedeni ile ANiriklarinin olwtugu 6ne
surmgtar. Calsmamizda karsinojen DNA eklentileri ve sigara maaeikleri ile ilgili

bir aragtirma yapilmadi.

Akbas vd (2001) sigara kullaniminin; KKD bazinda genasikketkisi ve 6zgin
bagisik sisteminin en dnemli hicresel elamanlari olaxfdsitlerde (hiicre dizeyinde)
yasam suresi Uzerine etkileri incelegtni. KKD oranlari sigara icmeyenlere gore sigara
icenlerde (kadinlarda, erkeklerde ve genel toplgnddha yuksek oldiu belirlenerek,
sigaranin karde kromatid dgisimi bazinda genotoksik etkisi belirlengtir. Ayni
sekilde sigara kullaniminin kadinlarda, erkekler@gegenel toplamda, lenfosit sayisini
ve lenfositlerin mitoza gigihizini artirdg! belirlenmg ve lenfosit olgum hizinin sayisal
deger artgindan daha yiksek olmasi nedeniyle sigara kullannmenfositlerde ygam
suresini  kisaltfii saptanmgtir. Calsmamizda mitotik indeks, hicre cargili ve

apoptotik surecler derlendirilmedi.

Fracasso vd (2006) lenfositlerde DNA hasarini varonmini comet yontemi ile
belirleyerek sigaranin muhtemel etkilerini gostekm@macli cakmalarinda sigara

icmeyen, sigarayl birakan ve aktif icici gahta gruplar arasinda @ir gruplarla
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karsilastirildiginda aktif icicilerde oldukca ylksek oranda baza@llAD hasari tespit
etmisler fakat DNA migrasyonu Uzerinde sigaranin etkigidsterememsierdir. Tek
basina hasarin tespiti ger calgmalarla uyumlu bulunmamtir. Sigarayr birakan
Kisilerin kuyruktaki % DNA, comet sayisi ve sigarayl birakma yili arasinda ters bir
korelasyon oldgu ve kontrol siniri saptamak icin yil kdastirmasi yapildiinda 17
yillik bir periyodun gerekli oldgu saptanngtir. Calsmamizda sigarayi birakanlar az
sayida (3 ki) oldugu icin argtirmaya alinmadi. Agdirma sigarayl birakanlari da

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

Sonuc¢ olarak sigara icen ve igcmeyenler arasindadqoipksik hasaricomet
yontemiyle argtirdigimiz bu cagmada her ne kadarkuyruk uzugly kuyruk momenti
ve kuyruktaki % DNA parametrelerine gore bazal DNasari agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark gérilmese de sigara iceddebelirgin bir DNA hasari as
saptandi. Bu hasar kadinlara oranla erkeklerde fdateydi. Kullanilan sigara sayisi ve
sigara icme sdresi (yil) ile DNA hasar arasindailgki bulunmadi. DNA hasari ile
gonullt gruplarinin ygdari arasinda bir ki bulunmadi. DNA hasarina meslek,
beslenme gibi ¢cevresel etmenlerin katkisietkendiriimedi.

Comet yonteminin yanisira g@er genotoksisite analizleriyle yapilan pek ¢cok sgah
da sigaranin DNA hasari ve DNA tamir mekanizmakrotumsuz etkisinin vagini
gOstermektedir. Ancalcomet yontemi, daha hassas bir yontem olmasi bakimindan
sigaranin olgturdusu DNA hasarini belirlemede bir tarama yontemi dai@ne
cikabilir.

Ayrica DNA hasarina yonelik lenfositlersthda sigara dumaninin gggrolu olan
ag1z ici ve soluk borusundan elde edilebilecek epitétreleriyle de yeni ¢agimalar
planlanabilir ve kaglastirilabilir. Ayrica hicrelerin apoptoz surecleri @estirilarak
calisma farkli yontemlerle de desteklenebilir.

Piyasada bulunan farkli sigara formlarinin sebegbitdcekleri genotoksik hasara
iliskin kawilastirmali calgmalar yapilabilir. Bu cagmalarda; sigaralar icerdikleri
nikotin miktarina, karbonmonoksit miktarina, katramiktarina, fiziksel formuna,
filtrelerinin farkhliklarina, aromalarina gore diandirilarilabilir. Tatan bitkisinin

sigara d§inda puro, pipo, sarma tatin, nargile gibi farkdrmhlarinin da glendigi ve
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tuketildigi bilinmektedir. Tatindn bu farkh formlarini tilest kkilerde de DNA

hasarini dgerlendirme amaciyla yeni agtamalara da ihtiya¢ vardir.

Sigaray! birakmaya yonelik Uretilen drtnlerin (eétekik sigara, nikotin sakizlari,
nikotin bantlari ve benzeri Urlnler ile nikotin goahligina yonelik tedavi amacli
ilaclar) DNA hasari olgturup olgturmadgi, sigara kullanilan donemle kaastirilarak
DNA uzerinde nasil dgsiklikler olusturdugu argtirilabilir. Sigara birakildiktan sonraki
asamada, belirli periyotlarla alinan 6rneklerde, DNWsari ve tamir mekanizmalari

yeniden dgerlendirilebilir.
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Ek 1.

PAMUKKALE UN iVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN KL iNiK ARASTIRMALAR ET iK KURULU

BILGILENDIRILM IS GONULLU OLUR BELGES i
(Calisma grubu icin)

“SIGARA ICEN KiSILERDE GENOTOK$K HASARIN COMET YONTEMIYLE
BELIRLENMESI” isimli bir calismada yer almak tizere davet edimulunmaktasiniz. Bu ¢caima,
argtirma amagcli olarak yapilmaktadir. Sizin de buystanmaya katilmanizi 6neriyoruz. Cahaya katilim
gonallulik esasina dayalidir. Gahaya katilma konusunda karar vermeden dncgiaranin ne amacla
yapilmak istendiini ve nasil yapildiini, sizinle ilgili bilgilerin nasil kullanilagani, ¢calsmanin neler
icerdigini bilmeniz 6nemlidir. Litfen gagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve sorularinizaik yanitlar
isteyin. Calgma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sor@aorulariniz cevaplandiktan songee

katilmak isterseniz sizden bu formu imzalamanenistektir.

» Calsmanin amaclari ve dayangl nelerdir, benden bagka ka¢ kisi bu calismaya
katilacak?

Bu calsmada s6z konusu mutajenik riskin gip olismadginin tespitine yonelik olarak; son yillarda
gelistirilen ve DNA'daki ¢cok kiiciik harabiyetlerin bilassas biyogéstergesi ofglukabul edilen ve kisa
surede yanit alinan Comet inceleme tgkité sigara icmeyen ghkli kisilerle, sigara icen kilerin DNA
hasari bakimindan kalastirilmasi amaclanrtir.
Arastirmaya dahil edileceklerin gruplandirmasag@adaki sekildedir.
Gondalldlerin Niteli gi ve Sayilar
I.Grup (Sigara icen yetikinler): Bilinen herhangi bir kronik rahatsighibulunmayan ve halen herhangi
bir ila¢ kullanmayan, 20yaiisti kadin ve erkek gonulliler :3Giki
Il. Grup (Sigara igmeyen sglikhlar):
Yasadgl evde sigara igicisi olmayan, bilinen herhangi kionik rahatsizfii bulunmayan ve halen
herhangi bir ila¢ kullanmayan, 20gyasti kadin ve erkek gondlltler :2Giki
Bu argtirma tek merkez tarafindan yurittulen multidisiplimir calsma olacaktir.

Multidisipliner aratirmaya katilan birimler :

Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi gi$ Hastaliklari Anabilim Dali
¢ Bu calismaya katilmali miyim?
Bu galgmada yer alip almamak tamamen sizglolar. Eger katilmaya karar verirseniz bu yazili

bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz i¢in size verilecek§u anda bu formu imzalasaniz bile
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istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksgiaigmayi birakmakta 6zgursintzgét

katilmak istemezseniz veya gahadan ayrilirsaniz, doktorunuz tarafindan size laygan tedavide
herhangi bir dgisiklik olmayacaktir. Cakmanin herhangi birsamasinda onayinizi cekmek hakkina
da sahipsiniz.

* Bu calismaya katilirsam beni neler bekliyor?

Sigara icme agkanligi olan, en az 10 adet/giin sigara icen gonullileflen vendz kan 6rrig

alinacaktir. Bu kiilerle benzer sosyodemografik 6zelliklere sahipansigara icmeyen gonulliler ise

kontrol grubunu olgturacaktir. Bu kjilerde de argtirmanin veri toplama stireci, sigara icen
gruplardakiyle ayngekilde planlanacaktir. Ailesinde herhangi bir ledithastalii bulunanlar

arastirmaya alinmayacaktir.

Zamanlama cizelgesi:

YAPILACAK is

Literatir Taramasi * * * * * * * * * * * *
Orneklem secimi, Materyal * * * * * * * I

temini ve Deneysel Cama

Verilerin Degerlendirilmesi * * *
Sonug ve RAPOR * *

e Calismada yer almamin yararlari nelerdir?
Arastirmadan tibbi olarak bir yarar@amasi s6z konusu gidir; yalnizca argtirma amaghdir ve
dogrudan yarar gorilmesi ya da tedavinin seyrinigigtegilmesi beklenmemelidir.

« Bu calismaya katiimamin maliyeti nedir?
Calismaya katilmakla herhangi bir parasal yik altinangiyeceksiniz ve size de herhangi bir 6deme
yapilmayacaktir.

« Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?
Arastiriciniz kisisel bilgilerinizi; argtirmay ve istatiksel analizleri yirtitmek icin katlacaktir ve kimlik
bilgileriniz ¢calsma boyunca agariciniz tarafindan gizli tutulacaktir. Cghanin sonunda, atarma
sonucu ile ilgili olarak bilgi istemeye hakkinizrdar. Yazili izniniz olmadan, sizinle ilgili bilgér bgka
kimse tarafindan gérilemez ve agiklanamaz.s@eisonuglari ¢calma tamamlanginda bilimsel
yayinlarda kullanilabilecektir, ancak kigiliniz agiklanmayacaktir.

« Daha fazla bilgi, yardim ve iletsim icin kime basvurabilirim?
Calisma ile ilgili bir sorununuz ya da caina ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldiunda aagidaki Kisi
ile lutfen iletsime geginiz.
ADI
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GOREM : TELEFON

(Gonullinin/Hastanin Beyani)

PAU TF Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda, Dog. DAyse Gaye Tomatir tarafindan tibbi bir girema

yapilacg belirtilerek bu argtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum.

Bu bilgilerden sonra béyle bir atamaya “katilimci” olarak davet edildim.

Bana yapilan tim agiklamalari ayrintilariylassmk bulunmaktayim. Bu kaillarla s6z konusu klinik
arsstirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlamaaitsizin, gondilli olarak katilmayi kabul ediyorum.
a. Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip old@gum bana bildirildi. Bu durumun tibbi

bakimima ve hekim ile olan ilskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

b. Sorumlu arastirmaci/hekime haber vermek kaydiyla, hi¢bir gereke gdstermeksizin istedfim
anda bu ¢alsmadan c¢ekilebilecgimin bilincindeyim. Bu ¢alismaya katiimayi reddetmem ya da
sonradan ¢ekilmem halinde higbir sorumluluk altinagirmeyecgimi ve bu durumun simdi ya
da gelecekte gereksinim duydgum tibbi bakimi hicbir bicimde etkilemeyecegini
biliyorum.( Ancak arstirmacilari zor durumda birakmamak icin atirmadan cekilecgimi
Odnceden bildirmemin uygun olaganin bilincindeyim).

c. Calismanin ydruticust olan arsstirmaci/hekim, calisma programinin gereklerini yerine
getirme konusundaki ihmalim nedeniyle tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi
kosuluyla onayimi almadan beni cakma kapsamindan cikarabilir.

d. Calismanin sonuclari bilimsel toplantilar ya da yayinlada sunulabilir. Ancak, bu tdr
durumlarda kimli gim kesin olarak gizli tutulacaktir.

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

f.  Bu formun imzali bir kopyasi bana verilecektir.

Katihmci

Adi, soyadi:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

GOrigme tangi Bilgilendiren Aratirici
Adi soyadi, unvani; Adi, soyadi:
Adres: Adres:

Tel: Tel:

imza: imza:

Tarih: Tarih:
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Ek 2.

PAMUKKALE UNIVERSITES
GIRISIMSEL OLMAYAN KL INIK ARASTIRMALAR ETIiK KURULU

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR BELGES
(Saglikh kontrol grubu igin)

Dog. Dr. Age Gaye Tomatir'in sorumlu agtarmacisi oldgu, SGARA ICEN KiSILERDE
GENOTOKSK HASARIN COMET YONTEMIYLE BELIRLENMES!” isimli bir arastirma yapilmasi

planlanmaktadir.

Calismanin amaci s6z konusu mutajenik riskinsofuolismadginin tespitine yonelik olarak; son
yillarda gelitirilen ve DNA'daki ¢ok kiiclk harabiyetlerin biladsas biyogdstergesi ofglukabul edilen
ve kisa slUrede yanit alinan Comet inceleme geHeisigara icmeyen gakli kisilerle, sigara icen
kisilerin DNA hasari bakimindan kalastiriimasidir.

Bu ¢algmanin bilimsel olarak yurutulebilmesi icin, ghamaya katilan hastagder disinda, sglikli
kisilerden 5 ml kan alinmasina gereksinim vardirsByede, hastagierin verileri, siz sglkli kisiler ile

karsilastirilabilecektir.

Bu calsmaya, ‘sgglikh kontrol grubu ” olarak katilmayi kabul ederseniz, sizden istetekgey, bir

kez 5 ml kan vermenizdir.

Verecginiz kanda, DNA hasari agarilacaktir. Argtiriciniz sizden elde edilen sonuclari,shranay!

ve istatistiksel analizleri yuritmek icin kullan&ta ancak kimlginiz gizli tutulacaktir.

Bu ¢algmada yer alip almamak tamamen sizglblar. Eger katilmaya karar verirseniz bu yazili

bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz igin size verilecektir.

(Katilimcinin Beyani)

PAU TF Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda, Dog. Dr. Ag Gaye Tomatir tarafindan tibbi bir gtrema

yapilacg belirtilerek bu argtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum.
Bu kaosullarla “sglikli kontrol grubu” olarak, bir kez, 5 ml kan veeyi kabul ediyorum.
Bu formun imzali bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimct:

Adi, soyadi:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:Katihmci ile gbrigen aratirici:

Adi soyadi, unvani;

Adres:

Tel:

Imza:Tarih:
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