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ONSOZ

Yasglanma insan yasaminda oldugu kadar biitiin varliklarin belirli bir dénemini
kapsamaktadir. Yaslanan insanda fiziksel degisimlerin yani sira metabolik ve psikolojik
yapisinda da degisimler olmaktadir. Dolayisiyla hormonal ve metabolizma yapisinda
meydana gelen degisikler yash Kkisilerde bazi saglik sorunlarini ortaya g¢ikarmaktadir.

Giliniimiizde artan kanser hastaliklar1 ise bunun baginda gelmektedir.

Yaslanma ile birlikte artan oksidatif stres, hormon degisimleri ve cesitli faktorler
DNA hasarina yol acabilmektedir. DNA hasarinin 6nlenmesi yaslanmayla beraber
meydana gelen saglik sorunlarinin en aza indirgenmesinde ve saglikli bir yasamin

surdiriilebilmesinde son derece dnemlidir.

Reproduktif ve menopoz doneminde bulunan kisilerde yaglanma, yaslanmayla artan
oksidatif stres ve estrojen, progesteron gibi ¢esitli hormon seviyelerindeki degisimler ile
DNA hasar1 meydana gelmektedir. Calismamizda hastalardan alinan kan ve servikal
yayma Orneklerinde yaslanmayla goriilebilen DNA hasarini tespit etmeye ¢alistik. DNA
hasar tespitinde hala altin standart olarak kullanilan, Mikroniikleus ve Comet testleri
maliyetinin oldukga diisiik olmasi ve kisa silirede sonucun belirlenmesi ile hastalarin erken
donemde tedavi olmalarina imkan saglamasi amaci ile kullanilmistir. Calismamizin
literatiire katki saglayacagi ve ileride yapilacak olan yeni calismalara 151k tutacagi

diistiniilmektedir.

Okan SANCER
Isparta, 2016
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1. GIRIS

Insanligin varolusundan itibaren toplumun ana unsuru kadindir (1). Bir
toplumun saglikli olabilmesi i¢in Oncelikle saglikli nesillere gereksinim vardir (2)
Genetik bilginin taginarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan Deoksiriboniikleik
Asit (DNA) tizerinde siirekli hasar meydana gelmektedir. Meydana gelen hasar DNA
onarim sistemleri tarafindan onarilmakla birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu veya
onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda, DNA sekans degisiklikleri, (3)
kromozom aberasyonlar1 ile sonuglanabilen tek veya birden fazla niikleotid
degisiklikleri ve bunlarin sonucu olarak da rekombinasyon, mutasyon, doku hasari,

yaslanma ve kanser olusabilmektedir (4).

Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak; basta
mitokondrial elektron transportu olmak ftizere, dogal uyaranlara karsi fagositik
aktivasyon, biyosentez ve yikim gibi olaylar sirasinda reaktif oksijen metabolitleri
(ROM) meydana gelmektedir. Organizmanin  yapisal ve  fonksiyonel
biyomolekiillerinin oksidatif stres altina girmesi ise ROM olusumuna yol agmaktadir.
Zaman igerisinde gesitli nedenlerden dolay: lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi
insanin her hiicresindeki DNA, giinde yaklasik 10.000 kez serbest radikal saldirisina
maruz kalmaktadir. Serbest radikaller, DNA yapisindaki deoksiriboz fosfat
iskeletinde hasara, piirin ve pirimidin bazlarin spesifik modifikasyonuna ve DNA-
protein ¢apraz baglanmalarima neden olmaktadir. Deoksiriboz iskeletinin
oksidasyonu; baz salimimini ve DNA zincir kiriklarini indiiklerken, oksidatif baz

modifikasyonlart mutasyonlara yol agabilmektedir (5).

Menopozda ilerleyen yasa bagl olarak; serbest radikal olusum miktarindaki
artls, antioksidatif savunmalardaki azalma ve zarara ugramis molekiillerin
uzaklastirilamamasi1 veya bu molekiillerin tamirindeki azalmalar, oksidatif stres
miktarinda artisa neden olmaktadir (6). Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup
sonucta doku hasarina neden olmaktadir (7). Ortalama insan émriiniin son yiizyilda

artt1igi ve menopoz yasinin sabit kaldigi goéz Oniine alinacak olursa, kadinlarin



yasaminin biiylik bir bolimiinii postmenopozal donemde gegirecegi aciktir (8).
Menopozal donemde kadinlarin sosyoekonomik durum, stresli yasam olaylar1 ve
menopoza iligkin olumsuz inanislar1 menopoz dénemini kadin i¢in daha zor hale
getirebilmektedir (9). Menopoz da hormon dengesinin degismesi sonucu overlerden
steroidlerin salgilanmasinin azalmasi, estrojen yapiminin yavas yavas azalarak
sonucta reproduktif donemde goriilen siklik kanamalarin kesilmesiyle sonuglanir.
Kadinlar reproduktif dénem boyunca estrojenin olumlu etkisi nedeniyle birgok saglik
problemlerinden korunurlar. Menopoz doneminde ovaryumda artik estrojen
yapilmamasi, hormonun etkili oldugu sistemlerde yikici etkilere yol agar. Estrojen
diizeyindeki degisim dogrudan veya dolayli olarak diger hormon diizeylerini ve
metabolizmay1 da etkiler. Estrojenin azalmasi ile birlikte vajinada alkalin pH olusur
ve vajen florast bozulur (1). Florada bulunan laktobasillerin (Ddderlein basiller)
azalmas1 sonucunda patojen mikroorganizmalarin vajende kolonizasyon riski artar.
“Bakteriyel diskordans” denilen bu olayla beraber vajinal enfeksiyon goriilebilir
(10,11).

Son yillarda tip ve biyoloji alanlarinda gelistirilen ‘Tek Hiicre Jel
Elektroforez’ / ‘Comet Analizi’ ve Mikroniikleus gibi yontemler sayesinde DNA’da
hasar olup olmadigi, varsa hasar seviyelerinin anlagilmasi miimkiin hale gelmistir
(12). ‘Tek Hiicre Jel Elektroforez’ ya da ‘Comet analizi’ tekniginde hiicreler, agaroz
jelle kapli olan lamlara gomiiliir. Bu hiicreler yiiksek tuz tamponu ve deterjanlar
tarafindan lizis edilir. Notral kosullar altinda kromatinler elektroforez yontemiyle
serbest kalir. DNA; floresan boya ile boyandiktan sonra (ethidium bromide)
“kuyruk” ve “bas” yapilarmin olusturdugu bir comet meydana gelir (13). Zincir
kirilmasiyla olusan bas ve kuyruktaki DNA miktar1 orantilidir. Bu yontem hemen
hemen tiim Okaryot hiicrelerinde 6zellikle DNA’da erken ortaya ¢ikan ya da tamir

edilememis hasarlar1 bulmaya yardimet olur (14).

Mikroniikleus analiz yontemi ise; herhangi bir mutajene maruz kalan lenfosit
hiicrelerinde meydana gelen disentrik kromozomlar, asentrik pargalar1 veya mitotik
igdeki hatalar nedeniyle kutuplara c¢ekilemeyen kromozomlarin sitoplazmada
yogunlagmasi sonucu olusan ana niikleusun disinda fakat niikleus yap1 ve boyanma

ozelliklerini yansitan kii¢iik kiiresel yapilarin belirlenmesi olarak bilinmektedir (15).



Servikal yaymalarda epitel hiicrelerinin enfeksiyon etkenleri, mikroniikleus ve diger

hiicresel degisiklikler ag¢isindan 151k mikroskobu ile degerlendirilebilmektedir (16).

Bu ¢alismada reprodiiktif donem ve menopoz doneminde olan hastalarin
servikal epitel hiicrelerinde, mikroniikleus ve diger niikleer degisikliklerin 1s1k
mikroskobik degerlendirilmesi (karyoreksiz, karyolizis, karyopiknozis vb.) ayrica
kandaki 16kosit hiicrelerinde olmast muhtemel DNA hasarmin Comet analiz

yontemiyle degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kadin Yasaminin Donemleri

Insan yasamu bir siire¢ olarak diisiiniildiigii zaman bu siire¢ belirli donemlere
ayrilarak incelenir. Clink{i her donem farkli 6zellikler gosterir ve her donemde insan

fiziksel ve duygusal gelisimler icerisindedir (8).

Déllenme, gebeligin olugmast

5 OLOM
DOGUM
Son adet kanamast
3yas (Menopoz)
Ilk adet kanamast Adetletin bozulmast
(Menars) (g yas
| |
Rahim i¢1 doflem Cinsel olguntuk dénemi Menopoz sonrast donem
\_/ (Postmenopoz)
o . Menopoz oncesi donem
Bebeklik donemi Ergenlik(Puberte) (Premenopoz)
Cocukluk donemi

KLIMAKTERIUM

Sekil 1.Kadin yasami donemleri (Aydemir IH., 2007)

Kadin hayati, kesin sinirlar1 olmamakla birlikte bes donemde incelenebilir.

A- Cocukluk Donemi 0-8 yas

Cocukluk donemi biiyiime siireci oldugu i¢in bu donemde enerji ve protein
gereksinimi yiiksektir. En hizli bliylime cagi en ¢ok enerji harcanan zamandir ve
viicut dokularmin biiylimesi siirekli protein sentezini gerektirdiginden, viicut

dokusuna en hizli gevrilebilen kaliteli proteinin saglanmasi zorunludur (8).



B- Ergenlik Donemi 9-18 yas (Puberte ve Adolesan)

Bu ¢agda, viicut bigiminde biiylik degisiklikler meydana gelir. Kizlarda, dis
genital organlarda ilk gelisme genellikle memelerde goriiliir. Bunlardan hemen sonra
bobrek listii bezinden iiretilen androjen hormonlarinin etkisiyle vulva ve pubik
killari, pesinden de koltuk alt1 killar1 olugsmaya baslar. Bu donemin en énemli olay1

menars ad1 verilen ilk menstruasyon kanamasinin olmasidir (8).

C- Cinsel Olgunluk Donemi 19-49 yas

Bu donem yaklasik 30 yili yani kadinin en iiretken ve aktif oldugu yillar
kapsar. Bu donemde 400-500 kadar ovulasyon meydana gelir. Folikiil olusmasi,
ovulasyon, korpus luteum olusumu ve menstruasyon diizenli olarak devam eder ve

anne olmanin sevinci de yine bu dénemde yasanir (8).

D- Klimakterium ve Menopoz Donemi 50-64 yas

Yas donliimii de denilen klimakterium kadinin yaslanma siireci i¢cinde lireme
cagindan, lireme sonrasi ¢aga gecisi gosteren bir evre olup 40 yas civarinda baglar ve
20 yil kadar siirer. Diger bir deyisle klimakterium, kadin yasaminin reprodiiktif
donemi ile yaslilik donemi arasinda yer alan, beynin yaslanmasi sonucunda overdeki
morfolojik ve fonksiyonel degisimlere bagli olarak hormonal dengenin farklilasmasi
sonucu ortaya ¢itkan semptomlar ile karakterize bir ge¢is donemidir (17).

Klimakterium donemi baslica ii¢ boliim altinda incelenmektedir (8).

A-Premenopoz: Bu donemde, ovariumlar artik eski ¢alisma giiciinii yavas
yavas kaybeder. Menstrual siklus diizeni kaybolur ve fertilite sans1 diiser. Diizensiz

sikluslar birkag ay veya birkag yil siirebilir (1).

B-Menopoz: Menopoz, kadnlarin iireme ¢agindan, over fonksiyonlarindaki
gerilemeye bagli lireme yeteneginin kayboldugu caga gectigi bir yasam donemidir
(18).



C-Postmenopoz: Menopozdan yaslilik donemine kadar gegen siiredir (8). Bir
kadinin postmenopozal donemde olabilmesi i¢in 12 aylik amenore periyodunu
tamamlamis olmasi1 gerekir. Bu donemde artik vejetatif ve pisisik bozukluklar

ortadan kalkar. Yasliliga bagh olarak organik hastaliklar goriiliir (1).

E-Yashhk donemi (64 yas ve iizeri)

Yaglilik organizmanin geriye doniisii olmayan bir sekilde yipranmasi ve
islevlerinin bozulmaya baglamasi seklinde tanimlamaktadir. Doku ve hiicrelerdeki
yaglanma dikkate alinarak 64 yas ve daha yukari yastaki bireylerin yaslilik
doneminde olduklart kabul edilir (1). Her donemin kendine 6zgii 6zellikleri olmasina
karsin, adolesan ve menopoz doénemleri kadin yasamindaki etkileri ile en onemli

dénemlerdir (18).

2.2. Reprodiiktif ve Menopozal Donemde Meydana Degisimler

Reprodiiktif donem kadinin en iiretken ve aktif oldugu yillar1 kapsar. Bu
donemde 400-500 kadar oviilasyon meydana gelir. Folikiil olusmasi, oviilasyon,
korpus luteum olusumu ve menstruasyon diizenli olarak devam eder ve anne olmanin
sevinci de yine bu donemde yasanir (8). Bebeklik, ¢ocukluk, ergenlik, yetiskinlik
donemlerinin kendine 6zgili fiziki ve duygusal ozellikleri oldugu gibi menopoz
doneminin de kendine 6zgii 6zellikleri bulunmaktadir (19). Viicutta degisen estrojen,
progesteron ve diger hormon diizeyleri ile ortaya ¢cikmaya baslayan sicak basmasi,
uyku bozukluklari, yorgunluk, duygu durum degisiklikleri, iiriner ve cinsel sorunlar
kadinlarin yasam kalitesini olumsuz olarak etkilemekte (2) ve bu donem, kadinlarda

yasliliga gecisin en dnemli baslangi¢ noktasini gostermektedir (19).

Menopoz, menstrual sikluslarin kesilmesinden sonraki dénemdir. Insan
yasami bir silire¢ olarak distliniiliirse "menopoz donemi" kadinlar icin mutlaka
gegirilecek olan dénemlerden birisini olusturmaktadir. Postmenopoz ise bu noktadan
sonraki yillar1 tanimlamaktadir. Menopozla beraber kadinin over fonksiyonlarindaki

gerilemeye bagli olarak lireme yetenegi kaybolur (19-20).



Tablo 1. Menopoz ve Yaslanmaya bagl olarak kadinda goriilen yakinmalar (Aydemir iH.,
2007).

Menopoza bagh yakinmalar Yashhga bagh yakinmalar

Duygu durum degisiklikleri

> Menopoz ve yaslanma ile ilgili Diyabetes mellitus
endiseler
Vazomotor yakinmalar Kas iskelet hastaliklar
> Sicak basmasi > Osteoporoz
> Gece terlemeleri > Osteoartrit
> Dejeneratif kemik ve eklem
hastaliklari
Genitoiiriner sistem yakinmalar1 Duyu organlar1 hastaliklari
> Vajinal kuruluk > Katarakt
> Uriner inkontinans > Glokom
> Cinsel islev bozukluklar1 > Isitme problemleri

Beyin ve sinir sistemi hastaliklari
Yasam kalitesinde azalma > Serebrovaskiiler hastaliklar
> Parkinson hastalig1

Uyku bozukluklari Kanserler

Kronik akciger hastaliklar
Kardiyovaskiiler hastaliklar

Kalp damar hastaliklar

Diinyada, menopoz yas1 yaklasik 45-55 yaslar arasinda iken tilkemizde 45-47
yaglarinda oldugu belirtilmektedir. 2008 yil1 Tiirkiye Niifus ve Saglik Arastirmalari
(TNSA) iilkemizde 48-49 yas grubu kadmlarin %42’sinin, menopoza girdigini
gostermektedir, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2009 verilerine gore kadinlarda
beklenen yasam siiresi 76.1 yildir. Ortalama yasam siiresindeki artisa paralel
olarak76 yil yasayacagi on goriilen bir kadin, émriiniin 1/3’lik dilimini estrojen,

progesteron ve diger ¢esitli hormonlarin yapimindan yoksun gegirmektedir (17-21).

Estrojenler, 18 karbonlu steroid hormonlardir. Estrojen kadinlarda, estradiol,
estriol ve estron olmak iizere ii¢ ana formda bulunur ve bir seri enzim reaksiyonlari
sonucu androjenlerden sentezlenmektedir. estradiol testosterondan, estron da

androstenedion'dan sentezlenmektedir. Menars ile menopoz arasinda kanda bulunan
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basglica estrojen formu estradioldiir (E;). E2 reseptorleri hem kadin iireme
organlarinda hem de vaskuler duvarlarda bulunur. Boylece bu dokular da E; igin
hedef doku olmaya baslarlar. insan uterin damarlari, safen venleri ve koroner arter
duvarlarinda bol miktarda E, reseptorleri bulunmaktadir (22). Estradioldan daha
zayif etkili olan estron, menopoz sonrast donemde daha fazla miktarda bulunur (23).
Estrojenin, DNA molekiiline baglanma yeteneginde oldugu bilgisine 1960-
1970’lerde metabolik aktivasyon mekanizmasinin ¢oziilmesinden sonra ulagilmistir.
Radyoaktif etiketli sentetik estrojenler ya da dogal hormonlar kullanilarak estrojen/

estrodioliin DNA ipliginde ve proteinlerde yer aldigi bilgisine ulasilmistir (24).

Hipotalamus-hipofiz-gonad eksenindeki degisimler premenopoza iliskin
menstruel diizensizlikten sorumludur. Bugiinkii bilgilerimize gore overler gittikce
yaslandig1 i¢in over folikiillerinden kaynaklanan steroid yapiminda azalma baslar.
Estrojen iiretiminin azalmasiyla birlikte 6nce Folikiil Stimiilan Hormon (FSH), daha
sonra da Luteinizan Hormon (LH) yiikselir. FSH yiikselmesine bagl follikiiler faz
kisalir, daha sonra overlerde foikiillerin ¢cok fazla azalmasindan dolayr FSH artti1
icin follikiiler faz uzar. Anovulatuar sikluslar artar, oligomenore gelisir veya
diizensiz kanamalar ortaya ¢ikar. Estrojenin daha da diismesi ile mensturasyon kesilir
ve postmenopozal donem baslar. Yas ilerledik¢e over folikiillerinin giderek daha da
azalmasiyla FSH’in yani1 sira LH seviyelerinde de artis baslar. Overlerdeki estrojen
liretimi menopoz sonrasi devam etmemektedir. Bununla birlikte postmenopozda
estrojen seviyeleri 6nemli dl¢iilerde olabilir, bu liretimin ana kaynagi androstenedion
ve testosteronun ekstraglanduler dokularda estrojene donitisimidir (17).
Andstenedionun estrojene ¢evirim yiizdesi viicut agirhgiyla iligkilidir. Ciinkii
androjenlerin estrojene aromatizasyonu Ozellikle yag dokuda gerceklesir. Obez
vakalarda hem yag dokuda periferik aromatizasyon ile estrojene doniisiim arttigindan
hem de seks hormon baglayict globiilin seviyesindeki diismenin etkisiyle estrojen

seviyleri rolatif olarak arttigindan endometirum kanseri daha sik goriilmektedir.
(17).

Normal metabolizma sirasinda serbest radikaller viicutta surekli olarak
tiretilmekte olup, bunun sonucunda membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu,

membran proteinlerinde, karbohidrat ve DNA molekiillerinde cesitli hasarlar



meydana getirmektedir. Estrojenlerin, serbest radikal temizleyicilerinin fenol
halkalarindan hidrojen atomunu alma giiciine sahip olmasmna bagl olarak,
membranlardaki fosfolipidlerin peroksidasyonunu ve diisiik dansiteli lipoproteinlerin
(LDL) oksidasyonunu inhibe etmesi nedeniyle, anti-oksidatif etkileri oldugu rapor
edilmistir (22). Antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya DNA onarim
mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina yol agmaktadir .
Oksidatif hasara bagl olarak DNA’da tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar, baz
modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasar1 meydana

gelebilir (25).

Estrojen, vajen epitelinin prolifere olmasimi ve epitel hiicrelerinde glikojen
depolanmasini saglamaktadir. Glikojenin toplanmasi da laktik asit olusumuyla
sonuglanmaktadir. Glikojenin enzimatik ve laktobasillerle yikimi ile ortaya g¢ikan
laktik asit vajen pH’sim1 3.5-4.5’¢ diisiirmektedir. Asidik ortam basta laktobasiller
olmak {iizere vajen florasinin gelisimini uyarmaktadir (26). Laktobasillerin vajinay1
patojenlerin  kolonizasyonundan, epitele yapismalarini engelleyerek ya da
tiremelerini inhibe eden maddeler salgilayarak koruduguna inanilmaktadir (27).
Ayrica vajinanin normal florasinda yaygin olarak bulunan laktobasiller, menopoz
sonrast donemde belirgin olarak azalmakta ve vajinada iiropatojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonu izlenmektedir. Bunun sonucu olarak patojen
mikroorganizmalara kars1 laktobasillerin bariyer gorevi ortadan kalkmaktadir. Ayrica
stiperficial hiicrelerde azalma, parabazal hiicrelerde ise artma gorilir (17-28).
Postmenopozal donemde estrdjen azligi nedeniyle vajina epiteli incedir ve pH 6-8
arasindadir. Bu durumda ozellikle bakteriyel enfeksiyonlara zemin hazirlayici bir
faktordiir. Ayrica postmenopozal dénemde vajen dokusunda olusan atrofi, vajenin
travma ve enfeksiyonlara hassas hale gelmesine neden olmaktadir (26). Cesitli
tarama yontemlerinin kullanimi sayesinde erken donemlerde displazi heniiz kansere
dontigmeden  tespit edilebilmekte ve tedavi siireci daha basit hale

indirgenebilmektedir (29).



2.3. Kadin genital organ sitolojisi

Vajina, ektoserviks, labia major ve labia mindr, ¢ok katli yassi epitelle
kaphidir ve burada bulunan epitel tabakasi da bazal membran {izerinde yerlesim
gosterir. Hormanlar tiim epitel hiicre tabakalarina 6zellikle de endometrium ve ¢ok
katli yasst, epitelin bulundugu kisimlari etkilemektedir. Cok katli yass1 epitel bazal,
parabazal, intermediate, prekornifiye ve kornifiye olmak iizere bes hiicre

tabakasindan meydana gelmektedir (30).

A) Bazal hiicre tabakasi: Bu hiicre tabakasi tek katli kiigiik kiibik hiicrelerden
meydana gelmistir. Sitoplazmalar1 bazofilik, ¢ekirdekleri oval ve iri goriinlimliidiir.
Aktif olarak mitoz boliinmenin gozlendigi bu hiicre tabakasi epitelin yenilenmesini
saglar. Bu tabakay1 olusturan hiicreler bazal membrana sikica baglandiklar1 i¢in

vajinal yaymalarda pek goriilmezler (30).

B) Parabazal hiicre tabakasi: Cok koseli hiicrelerden meydana gelmistir. Iki iic
siradan ibarettir. Hiicre ¢ekirdekleri ve ¢ekirdekgikleri belirgindir. Sitoplazma
bazofiliktir ve kiigiik vakuoller icerir. Bu hiicre tabakasinda hiicreler birbirlerine
sitoplazmik uzantilar yaparak koprii gibi yapilarla baglanirlar, bol miktarda
desmozom igeririler. Bu nedenle bu hiicre tabakasi histolojik olarak “stratum

spinosum profundum” olarak da bilinmektedir (30).

C) Intermediate hiicre tabakas1 : Bu tabakay1 bol glikojen iceren, vakuollii ve
bazofilik sitoplazmali hiicreler olusturmaktadir. Hiicreler yassilagsmis, yuvarlak

¢ekirdekli ve yiizeysel hiicrelere gore daha iridir (30).

D) Prekornifiye hiicre tabakasi : Bu hiicre tabakasi birka¢ kattan olusur.
Prekornifiye hiicreler cok siki bir sekilde bir araya gelmis ve yassilasmistir. Koyu
boyanan ve keratohiyalin olarak adlandirilan kii¢iik graniiller igeren hiicrelerdir.

Hiicre merkezi glikojence zengindir (30).

E) Kornifiye hiicre tabakas1 : “ Stratum corneum” olarak da bilinen bu hiicre
tabakasinda kornifiye hiicreleri mikroskopta sitoplazmalari ince ve eozinofilik

boyanmis, hiicre hacmi artmistir. Cekirdekleri biiziilerek kromatin detay:
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gostermeyecek sekilde kiigiilmiis olarak goriiliirler. Bu tipteki hiicre g¢ekirdekleri
“piknotik ¢ekirdek” adini alir. Bu tabakayr olusturan hiicreler yassilagmistir ve
keratohiyalin miktari, glikojen orani, hormonal durum, enfeksiyon ve pH gibi
faktorlere gore hiicre morfolojisi  degisiklik — gosterir.  Kornifiye hiicre
sitoplazmalarinda zaman zaman goriilen siyah nokta veya kahverengi graniillerin,

lipid i¢erdigi ve Gstrojene bagli oldugu belirtilmektedir (30).

Sekil 2. Epitel hiicrelerin farklilagmasi (Safi,2004).

11



2.4. DNA Hasari

Genomik DNA’nin biitiinliigli, farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole,
X-1ginlari, kimyasal bilesikler gibi cevresel ajanlar ile siirekli tehdit altindadir.
Hiicresel metabolizmanin yan lriinii olarak iiretilen serbest radikaller gibi endojen
ajanlar da DNA hasarina neden olmaktadir (31). Serbest radikaller oksijenden olusan
radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi verilmektedir. Siiperoksit
anyonu, hidroksil radikali, nitrik oksit, lipid peroksit, hidrojen peroksit bilinen
ROT’lerdir. Hiicrede oksijenin %90’1 oksidatif fosforilasyonun merkezi olan
mitokondrilerde tiiketilir. Bunlarin % 2’si ROT adim alan iiriinlere dontisiir. ROT,
DNA, protein, lipidler ve yapilardaki tiim molekiillere saldirir. DNA molekiil
oksidasyonu ile hiicre bolinmesinin durmasi, kontrolsuz biiylime, malignant
hiicrelerin olusumu, lipid peroksidasyonu ile hiicre membraninin hasar1 gergeklesir
(30). ROT’un neden oldugu 100’den fazla oksidatif DNA hasar1 tanimlanmistir (31).
Bu hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksi-2’- deoksiguanozin (8-OHdG) oldukga
duyarli ve en sik karsilasilan oksidatif DNA hasart belirtecidir (31, 32). Hiicre tiim
DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA hasarlar1 apoptoz
yolunu aktive ederek hiicreyi 6liime gotiirmesinin yani sira, hiicre DNA hasarlarini,
DNA tamir mekanizmalar1 ile onarabilmektedir. DNA hasari replikasyon sirasinda
tamir edilemezse mutasyona ve sonu¢ olarak genomik kararsizliga neden olur.
DNA’da bir¢ok 6zglin degisimi i¢ine alan genomik kararsizlik, hem kanserin hem de

yaslanmanin 6nemli bir nedenidir (31).

Bakteri, maya ve memeli hiicrelerinde zincir kiriklarini kantitatif olarak
degerlendiren noétral veya alkali sartlarda DNA hasarint dlgen bir ¢cok metod
tanimlanmustir. Notral sartlarda DNA ¢ift zincir yapisin1 korumakta ve bu nedenle
sadece c¢ift zincir kiriklar1 saptanabilmektedir. Alkali sartlara bagli metotlarda, ¢ift
zincir DNA’da acilma olay1 gerceklesmekte ve ¢ift zincir kiriklari, tek zincir kiriklar

ve alkali labil bolgeler saptanabilmektedir (33).
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2.5. DNA Hasarina Neden Olan Etkenler

A. Endojen (spontan) Etkenler

1. Yanlis eslesmeler, insersiyon/delesyonlar

2. Kimyasal degisiklikler: deaminasyon, metilasyon
3. Baz kayiplari: depurinasyon/depirimidinasyon

4. Oksidatif Hasar: 100.000 /hiicre/giin

5. Replikasyon hatalari

Deamine bir bazin onarilamamasi durumunda nokta mutasyonlar1 goriilebilir.
DNA’dan her giin yaklasik 5000 piirin bazi1 (adenin ve guanin) glikozil bazlari
hidrolize oldugu i¢in kaybolur. Bu olaya depurinizasyon ad1 verilir. Benzer sekilde
DNA dizisinde sitozinin urasile deaminasyonu giinde yaklasik 100 baz ¢iftini etkiler.

Endojen etkenlerle olusan hasar onarilmaz ise somatik mutasyonlar ortaya ¢ikar (34).

B. Ekzojen (cevresel) Etkenler

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

2. Fiziksel ajanlar: UV radyasyon, iyonize radyasyon vb (34).

2.6. Mutasyon

Mutasyon; gen ya da kromozomda meydana gelen kalict kalitilabilir
sonuglara yol acan degisikliklerdir. Herhangi bir genin, bir kromozom iizerinde
yerlestigi bolge, lokus olarak adlandirilir. Her gen, biri anneden digeri babadan gelen
ve allel olarak adlandirilan, iki alternatif kopyadan olusur. Genleri, DNA dizileri
olusturur ve siklikla protein olan {riinleri, hiicre yapisi, fonksiyonlarinin

diizenlenmesi, enzim aktivitesi ve metabolik yolaklarin kontroliinde rol oynar (35).

Mutasyonlar, somatik ve kalitsal mutasyonlar olarak ikiye ayrilir:
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Somatik mutasyonlar: Ureme hiicreleri disindaki diger viicut hiicrelerinde olusan
mutasyonlardir. Cogunlukla organizmanin yalnizca bir kesiminde goriiliir. Somatik

mutasyon kanser olusumuna zemin hazirlamasi yoniinden son derece 6nemlidir (36).

Kalitsal mutasyonlar: Kusaktan kusaga aktarilabilen ve iireme hiicrelerinde
meydana gelen mutasyonlardir (36).

Genetik materyalde meydana gelebilen mutasyonlari ti¢ ayr1 grupta ele alabiliriz:

1) Genom mutasyonlar1
2) Kromozom mutasyonlari

3) Gen i¢i mutasyonlari

1) Genom mutasyonlari: Kromozomlarin sayisal anomalisinden olusur. Bu hatalara
yol agan ii¢ farkli mekanizma vardir. Mitotik veya mayotik boéliinmenin anafaz
evresinde birbirinden ayrilmasi gereken kromozomlarin ayni anda, beraber hareket
etmesi ‘“nondisjunction (ayrilmama)” olarak bilinir. Normal bir gamet ile
fertilizasyon sonucu ortaya ¢ikan zigotun trizomik (li¢ kromozom) veya monozomik
(tek bir kromozom) olmasi nondisjunction sonucudur. Sayisal anomalilere neden
olan ikinci bir mekanizma ise “anafaz lag” sonucu kromozom kayiplaridir. Bir
kromozomun kaybi sonucu hiicreler mozaik bir yapiya sahip olur. Bir grup hiicre
normal kromozom sayisini tasirken (Oploid) diger hiicre grubu monozomiktir.
Ugiincii  bir mekanizma poliploidi olarak adlandirilir. Bu durumdaki sayisal
hatalarda, hiicrelerde tiim bir genomun kendi katsayilar1 vardir. Insanlarda triploidi
(3n=69) gozlenebilir (36).

2) Kromozom mutasyonlari: Kromozomlarin yapisal anomalilerini olusturur.
Yapisal degisiklik tek bir kromozomu igerebilir (intrakromozomal).Intrakromozomal
hatalar arasinda; parasentrik ve perisentrik inversiyonlar, ring (halka) kromozomlar,
izokromozomlar sayilabilir. Sentrik fiizyon ve resiprokal translokasyonlar ise belli
basil interkromozomal anomalilerdir. Kromozomal aberasyona neden olan ajanlar

i¢in “klastojen” denir (36).

3) Gen ici mutasyonlar: Karyotip analizi ile saptanamayacak 6l¢lide; DNA {izerinde

baz diizeyindeki mutasyonlardir. Bu mutasyonlara neden olan {i¢ farkli mekanizma
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vardir. Bunlar; baz degisimleri, delesyon (baz kaybi) ve insersiyon (baz eklenmesi)
dur. Baz degisimleri, transisyon ya da transversiyon seklinde olur. Transisyon bir
plrin bazinin diger bir piirin bazi ile veya bir primidin bazinin diger bir primidin baz1
ile yer degistirmesi sonucu olusur. Transversiyon ise bir piirin bazi yerine primidin
bazi veya pirimidin bazi yerine piirin bazi gelmesidir. Transisyon veya transversiyon
sonucunda yanlis anlamli (missense) veya anlamsiz (nonsence) mutasyonlar ortaya

cikar (36).

2.7. DNA Hasarimnin Hiicrede Olusturdugu Yamtlar

Hiicrede DNA hasari olustugunda dort 6nemli yanit olusur;

1. Hasarli DNA’nin ¢ikarilarak DNA c¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden

yapilandirilmas: [DNA onarimi],

2. DNA hasar1 kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hiicre dongiistiniin ilerlemesinin
engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin onarimina imkan saglanmasi ve

hasarli kromozomlarin genetik gecisinin dnlenmesi,

3. Hiicredeki gen transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak sekilde

degismesi [transkripsiyonel cevap],

4. Ciddi olarak hasar goérmiis hiicrelerin elenmesi [programli hiicre 6limii, apopitoz]
Bu yanitlardan herhangi birinin islev gormemesi hiicre diizeyinde genomik
kararsizlikla, organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile

sonuglanir (34).
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2.8. DNA Hasar Tespit Yontemleri

2.8.1. Comet Metodu ve Tarihsel Gelisimi

Tek hiicre jel elektroforezi DNA hasarlarinin ve onarmminin tespitine tek
asamada izin veren bir yontemdir. Bu teknik tek hiicrenin agaroza yerlestirilmesini
takip eden hiicre lizizi, elektroforez, mikroskopta inceleme ve goriintiilleme yoluyla
analizinden olusmaktadir (37). DNA’lar dairesel formdan kuyruklu yildiza benzer
forma kadar cesitli derecelerde goriintiiler olusturduklarindan yonteme “kuyruklu
yildiz” anlamina gelen “Comet Assay” adi verilmistir (38). DNA tek ve ¢ift zincir
kiriklarinin, alkali-kararsiz bolgelerinin ve kesip ¢ikarma onarim bdlgelerinin ve
zincir i¢1 ¢apraz baglarin tespiti i¢cin Comet Assay yonteminde degisiklikler yoluyla
yeni teknikler gelistirilmistir. Tek hiicre jel elektroforez teknigi DNA hasarinin
tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmaya baslayan bir metod haline gelmektedir.
Gelisimi Rydberg ve Johanson’un agaroz ile isinlanmis Cin hamster hiicrelerini
karistirarak alkali bir ¢ozeltide lizize ugratiktan sonra akridin oranj ile boyayip DNA

zincir ayrigmasinin uzayisini gézlemlemesiyle baglamistir (37).
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Sekil 3. Comet metodu basamaklari (Sahin T., 2008)

Daha sonra, Ostling ve Johanson tarafindan, hiicrelerin nétral bir deterjan
¢ozeltisinde lizize ugratilmasi ve akridin orange ile floresans degerlendirmeden 6nce
hiicrelere diisiik bir elektriksel alan uygulanmasi ile bu metod modifiye edilmistir
(37). Arastirmalar sonucunda nétral deney sartlarinin denatiirasyonu hizlandirmadigi
ve bunun sadece ¢ift bag hasarmin taninmasmna yol actigi gozlenmistir. Bu ise
genotoksisite hakkinda daha az hassas sonuglar elde edilmesine yol agmistir. Bu
nedenle konu iizerinde ¢alismalar devam etmistir. Giliniimiizde uygulanan ‘‘Comet
Assay’’ Singh ve arkadaglar1 (1988) tarafindan gelistirilmis olan, tek ve ¢ift zincir
kiriklarinin tanimlanmasina olanak saglayan yontemin alkali versiyonu bulunmustur

(39). Yeni dizayn hiicrelerde, DNA hasar biiyilikligiinin direkt olarak tespitini
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saglamaktadir (40). Zira alkali ortamda baglarin ¢6ziilmesi ve DNA molekiillerinin
denatiirasyonu daha kolaydir. Bu DNA’da tek bag hasarina neden olur. Bu nedenle

son yillarda tercih edilen yontem alkali ortamda DNA hasarini ¢alismak olmustur

(41).

Singh’in yonteminde diisiik erime noktali agaroz (LMA) igerisinde hazirlanan
hiicre siispansiyonu lam iizerine, agaroz jel ile sandvi¢ modeli olusturacak sekilde
aktarilip pH 10’da deterjanlar ve yiiksek tuz konsantrasyonlari kullanilarak
parcalama islemi gerceklestirilmektedir. Daha sonra ise alkali kosullar altinda kisa
bir siire elektroforez uygulanmaktadir. Parcalama islemi ile niikleer materyal
disindaki hiicre bilesenleri uzaklastirilmis olur. Cok kii¢iik miktardaki non-histon
protein varliginda bile DNA siipersarmal halinde iken, alkali kosullarda kiriklarin
bulundugu bolgelerden acilmaya baslar. DNA hasari yiiksek olan hiicrelerdeki DNA
gocli daha fazladir ve bu go¢ kuyruklu yildiza benzer. DNA hasarina ugramis hiicre,
kafa ve kuyruk olarak iki kisimdan meydana gelmistir. “Kafa” bolgesi ¢ekirdek
disina go¢ etmeyen, “kuyruk” ise parcalanmaya ve yapisal kayba bagli olarak
cekirdek disina go¢ etmis DNA’y1 belirtir. Belli bir bolgedeki DNA miktar1 o
bolgedeki floresan yogunlugu ile dogru orantilidir (42).

2.8.2.Comet Testinin Kullanim Alanlar:

Son yillarda gelisen Comet teknigi, ¢esitli ajanlarin yol agtigi DNA tek ve ¢ift
zincir kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan hassas, hizli ve giivenilir bir yontemdir. Tek
hiicre jel elektroforez (Single cell gel electrophoresis) teknigi olarak da adlandirilan
Comet yontemi, birgok memeli hiicresinde ¢esitli ajanlarin indiikledigi DNA hasari
ve onarim bozuklugunun tayinini amaglayan c¢aligmalarda kullanilmaktadir. DNA
kiriklariin tayini prensibine dayanan bu yontem, pek ¢ok fiziksel ve kimyasal
mutajenin Ozellikle insanlarda yol ag¢tigt DNA hasarinin tayininde, kanser
hastalarinda DNA hasariin derecesini ve tamirini tespit etmede, bazi1 kalitsal
hastaliklarin prenatal tanisinda, bazi hastaliklarda artmis DNA hasarini belirlemede
kullanilan bir biyoizlem testidir. Ayrica genotoksinleri ilk etki bdlgelerde
degerlendirebilmesi, hemen hemen tiim 6karyotik hiicrelere uygulanabilmesi, diisiik

hasar seviyesini Olgebilmesi, az sayida hiicre 6rnegi gerektirdigi i¢in hizli, basit ve
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ucuz bir yontem olmasi gibi avantajlarindan dolayr genis bir kullanim alanina
sahiptir (43). Fairbairn ve arkadaslar1 (1995), comet yonteminin biyoloji, tip ve
toksikoloji alaninda bir¢ok tahlil uygulamalarinda kullanilan genis yelpazede yararh
bir test oldugunu vurgulamislardir (44). Collins ve arkadaslari comet testinin kolay
ve duyarli olmasindan dolay1 insan biyolojik izlemelerinde biiylik miktarda farkli

veri tiirlerinin toplanabilirligini belirtmislerdir (45).

2.8.3.Mikroniikleus Teknigi ve Tarihi Gelisimi

Mikroniikleuslar, hiicre bdliinmesi sirasinda herhangi bir kromozom
parcasinin mitotik ipliklere tutunamamasi sonucu sitoplazmada asentrik kromozom
fragmentlerinden ve/veya tam kromozomlardan kdken alan kardes niikleus yapisinin
olusmasini ifade etmektedir (46). MN; ilk olarak Howell ve arkadaslar1 tarafindan
eritrosit sitoplazmasinda bulunan niikleer materyal parcalari olarak tanimlanmis ve
Jolly tarafindan tarafindan Howell-Jolly cisimcikleri olarak adlandirilmiglardir.

Mikroniikleus adini diger hiicre tiplerinde gozlendikten sonra almislardir (47,48).

Klastojenler

/

| | Asentrik kromozom fragmenti
\ et g1

f. N S sonucn olusan kiiciik
/ _’ mikroniikleus
[ '| DINA cift zmen
| kma
4 —
\ P N
\\\ ,.", Y
\ 1
@
N g
Inte-l‘hz ¥ e
Angjenler J_/ . \\
f
|
A ) Tam bir kr kayh
\ ® am bir kromozom kaybi
. P \\_q_____,7, sonucu olugan ik
e Mitotik ipliklerdeki mikroniilkleus

Anafa
rataz hata

Sekil 4. Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki MN’ler (Sekeroglu ve
ark., 2011)
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.. o Sitokalasm B 1le
Kimyasal veya fiziksel sitokinezin bloklanmasi

mutagen
» —
Y @

Interfaz Anafaz Telofaz A Ill_cr.c.mulqleu:f tagiyan
biniikleat hiicre

Sekil 5. MN igeren biniikleat hiicrenin olusumu (Sekeroglu ve ark., 2011)

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6lgiilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve daha sonra Haddle ve arkadaslar1 tarafindan
kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir
test olarak kullanilmaya baslanmistir (46). MN olusumunun temelini, DNA hasari
olusturmaktadir. Organizmanin ¢esitli mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara
maruz kalmasi sonucunda DNA’da harabiyet meydana gelmektedir. Genetik hasar
Olciimiinde, MN testinin toksikolojide, diyette, ilag sanayide, kanser riski olusumu
stiphesinde, radyoterapide 6nemi anlagilmistir. DNA hasar oraninin in vivo ve in
vitro olarak belirlenmesinde, en ekonomik ve pratik tekniklerden biri haline gelmistir
(47). Ustiiner (2011), mikroniikleus testinin kanser tedavisi sirasinda ve genotoksisite
belirlemede kullanilabilecegini, kromozom kirig1 ve apoptoz-kanser yolagindaki
mekanizmalarin aydinlanmasinda da faydali olacagini belirtmistir (47). Demirel ve
Zamani (2002), MN olusum sikligindaki artisin, genetik materyalde olusan hasarin
bir gostergesi olarak degerlendirildigine deginmistir (46). Ambroise ve arkadaslari
(2013) Papanicolaou boyama yontemine (PAP) gore boyanmis yaymalarda
mikronukleus degerlendirmesi ile elde ettikleri sonuglarin rutin servikal kanser
taramasinda ¢ok faydali bir biyobelirte¢ olduguna deginmislerdir. Bintikleuslu hiicre

sayiminin ise bu basit testin prediktif degerini arttirdiginin da altin1 ¢izmislerdir (49).

MN testinin genis bir arastirma ortami buldugu diger bir alanda yaslanmadir.
Yas artisiyla andploidi sikligr arasinda yakin bir iliski vardir. Bireyin yasam
icerisinde maruz kaldig1 c¢evresel ajanlarin etkisiyle kromozomlarin normal

boliinmeden saptig1 belirlenmistir. Her hiicrenin mitotik aktivitesi yas ilerledikce
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yavaglamakta ve mitoz bolinmede ig iplikciklerinde katalizor gorevi yapan
enzimlerde dejenerasyon olusmaktadir. Fenech ve arkadaslari ise, NPB
(NucleoPlasmic  Bridge:  Niikleoplazmik  Koprii) olusumlarinin  anafazda
kromozomlarin sentromerlerin zit kutuplarina ¢ekilmesi sirasinda gerceklestigini ve
bir ya da daha fazla NPB’lerin yanindaki 1’li veya 2’li MN’larin % 60’indan daha
fazlasinin asentrik kromozom pargasindan orijin aldigin1 gostermislerdir. Bu
Olusumlarin molekiiler mekanizmas1 ise simdiye kadar tam olarak ortaya

belirlenememistir (47).

MN yapismm
olusumu

Niikleoplazmik
koprii olusumu

©—

Sekil 6.Mikroniikleus ve niikleoplazmik koprii olusumlart (Fenech M., 2007).

MN testi insanlarda genotoksisiteyi belirlemek amaciyla ¢ogunlukla periferal
kan lenfositlerinde uygulanir. Cilinkii yapilan g¢aligmalarda, kanser hastalarindan
alian periferal kan lenfositlerindeki MN frekansinda belirlenen artis, kanser olusan

hedef dokudaki MN frekans1 kadar bulunmustur (50).
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2.8.4. Mikroniikleus Teknigi Kullanim Alanlari

MN; hiicre boliinmesi esnasinda 6zellikle mutajenik ve klastojenik etkilerle
olusan, anafazda gecikmis ve kondanse olmus kromozom fragmentlerinden
olusmaktadir. Baglangicta MN yontemi kimyasal ajanlarin kandaki etkilerini in vitro
olarak tespit etmek i¢in kullanilmaya baslamis daha sonra gelistirilen modifiye
metodlarla diger dokulardan da MN sikligi bakilmaya baslanmistir (51). 1980’den
sonra Ozellikle deney hayvanlartyla gergeklestirilen kontrollii calismalarda, kimyasal
ve fiziksel ajanlarin sebep oldugu sitogenetik harabiyetin giivenilir bir gostergesi
olarak kullanilan MN calismalarinin sayis1 ¢ok hizli bir sekilde artmistir (46). insan
periferal lenfositleri, yanak epiteli hiicreleri ve fare kemik iligi hiicreleri gibi farkli
hiicrelerle yapilabilen bir testtir. Bu nedenle yapilan genotoksik ¢alismalarda, insan
periferal lenfositlerinde MN frekansindaki artis ile kanser siklig1 arasinda pozitif bir

korelasyon oldugu gozlenmistir (52).

Genotoksisite testlerinden biri olan MN, c¢esitli mekanizmalarla dogrudan ya
da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen hasarlar1 saptamak amaciyla
gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusmaktadir. Genotoksisite testleri esas
olarak genomu etkileyebilecek UV ve irradyasyon gibi fiziksel etkenlerin, parazitik
enfeksiyonlarin, sigara, pestisitler, ilaclar, gida katki maddeleri, nanomateryaller gibi
birgok kimyasal ajanin genotoksik ve kanserojenik potansiyellerinin tespitinde,
ilaglarin hem piyasaya siiriilmeden 6nce hem de ila¢ kullanan kisilerdeki genetik
etkilerini ve giivenirliligini arastirmada, bazi hastaliklarda artmis DNA hasarinin
tespitinde, genetik hasar ile hastaliklar arasindaki iligkinin belirlenmesinde,
kanserden korunmada, kansere duyarliligin tayininde ve takibinin yapilmasinda

biyoizlem testleri olarak kullanilmaktadir (43).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar
ve Dogum poliklinigine bagvuran 30 reproduktif dénem, 30 menopozal donem
hastalarindan ve kontrol grubu i¢in saglikli 30 kisiden olmak iizere toplam 90 kisiden
olusmaktadir. Ornek alinmadan 6nce hastalarin yas, son adet tarihi, gelis sikayetleri,
ek hastaliklari, oral kontraseptif ya da hormon replasman tedavisi alip almadiklari,
gebelik- dogum ve abort sayilar1 gibi klinik bilgileri kaydedilmistir. Hastalardan
alman  rutin servikal siiriintii Orneklerinden 2 adet yayma hazirlanmistir.
Yaymalardan biri rutin degerlendirme i¢in Patoloji laboratuarina gonderilirken digeri

Mikroniikleus sayimi i¢in Tibbi Biyoloji laboratuvarina getirilmistir.

Ayrica ayni hastalardan Comet testi i¢in heparinli tiipe 2 ml kadar kan
alinmistir.  Alinan siiriintii 6rneklerinde ve heparinli tiipe alinan 2 ml kandan
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda DNA
hasar1 tespit edilmesi i¢in Ornekler 2 saat igerinde ¢alisilmis ve gerekli islemler

ardindan mikroskopta degerlendirilmesi yapilmstir.

Toplanan materyellerde, Comet Testi Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda, Mikroniikleus Testi ise Biilent Ecevit
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.
Calismamiz igin Siileyman Demirel Universitesi Rektorliigii Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu Bagkanligindan 15.07.2015 tarih ve 165 sayili karar ile etik kurulu izni

alinmustir.

3.1. Orneklerin Alinmasi

Calismamizda Comet ve Mikroniikleus Testleri olmak iizere iki farkli yontem
uygulanmistir. Comet testi i¢in heparinli tiipe alinan yaklasik 2 ml kan Ornekleri
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda 2 saat igerisinde ¢alisilmistir. DNA hasarinin tespit edilmesi igin
ornekler gerekli islemler ardindan mikroskopta degerlendirilmeye tabi tutulmustur.

Her hasta i¢in hazirlanan iki lamdan toplam 100 hiicre fotografi ¢ekilmistir. Fotografi
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cekilen ornekler Open Comet programinda degerlendirilmis ve gerekli istatistik

programlar1 IBM SPSS V20 programinda gergeklestirilmistir.

Mikroniikleus yontemi i¢in tahta spatula ve servikal fir¢a (cytobrush) yardimi
ile ektoserviks ve endoservikal kanaldan kazima ve slirme teknigi ile Ornekler
alinmig, ayr1 lamlara yayilarak saf alkolde tespit edilmistir. Lamlar Papanicolaou
boyama metoduna gére boyanmis ve lamel kapatilarak ilk sitolojik incelemeleri
yapilmustir. Tespit edilen Mikroniikleus alanlari isaretlenmis ve elde edilen bulgular

IBM SPSS V20 programinda degerlendirmek tizere kaydedilmistir.

3.2.Comet Metodunda Kullanilan Cozelti ve Lamlarin Hazirlanmasi

Fosfat Tamponu(PBS) Hazirlanisi

Fosfat tamponu tablo 2’de belirtilen kimyasallar tartilarak 1 litre distile su
icerisinde ¢Oziinmesi ile stok soliisyon hazirlanmis ve +4 °C’de saklanmistir.
Calisma soliisyonu olarak kullanilacagi zaman PBS 1:10 oraninda distile su ile

seyreltilerek kullanilmistir.

Tablo 2.Stok Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi

Kullanilan Kimyasal = Miktar (gr/L)

NaCl 80 gr
KCI 29r
KH,PO, 2qr
Na,HPO,-7H,0 29 gr
Tris HCI 32gr

Lizis Cozeltisi Hazirlanisi

Lizis ¢ozeltisi tablo 3’te belirtilen kimyasallar tartilarak 1 litre distile su
igerisinde ¢oziinmesi ile stok soliisyon hazirlanmis ve +4 °C’de saklanmistir. Stok

lizis ¢ozeltisinde once EDTA’nin ¢6ziilmesi ¢ozeltinin hazirlanmasinda kolaylik
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saglamaktadir. Calisma soliisyonu Triton X-100’den 1 ml, DMSO’dan 10 ml ve stok

lizis soliisyonundan 89 ml karistirilarak pH:10 olacak sekilde hazirlanir.

Tablo 3. Stok Lizis Cozeltisinin Hazirlanisi

Kullanilan Kimyasal ~ Miktar (gr/L)
2.5 M NaCl 73.5¢r

100 mM Na; EDTA 18.6 gr

10 MM Trizma Base 0.6 gr

Alkali Elektroforez Tamponunun Hazirlanisi

Alkali Elektroforez Tamponunun ¢ozeltisi tablo 4’te belirtilen kimyasallar
tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢oziinmesi ile soliisyon hazirlanmis taze olarak
hazirlanmis ve +4 °C’de saklanmistir. Cozeltinin kullanmilmadan 6nce soguk ve

Ph’sinin >13 olmasina dikkat edilmelidir.

Tablo 4. Alkali Elektroforez Tamponunun Hazirlanisi

Kullanilan Kimyasal ~ Miktar (gr/L)
300 mM NaOH 12 gr
1 mM EDTA 0.36 gr

Notralizsayon Cozeltisi

97 gr Trisi tizerine 1 L distile su ilave edlimesi ile hazirlanir. Hazirlanan
¢Ozelti +4’te muhafaza edilir. pH’s1 7.5 olmak {izere distile su ile 1:1 oraninda

karigtirilarak kullanima hazir hale gelmektedir.

Boyama Soliisyonu

Boyama soliisyonunda etidyum bromiir 1:100 oraninda distile su ile

seyreltilerek kullanilmigtir. Etidyum bromiir DNA’ya baglanma egiliminde olan
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kanserojen bir madde oldugu ic¢in kullanim siranda dikkatli olunmasina 6zen

gosterilmelidir. Lamlarin boyanmasi igin 20-30 pl boya yeterli olmaktadir.

Diisiik Kaynama Dereceli Agaroz (LMA) Hazirlanmasi

LMA, her lam i¢in ortalama 80-100 pl olacak sekilde %0.75- 1 oraninda PBS

icerisinde 1sitarak ¢oziinmesi gerceklestirilmistir.

Normal Kaynama Dereceli Agaroz (NMA) Hazirlanmasi

NMA, her lam i¢in ortalama 100-120 nl olacak sekilde %1-1.5 oraninda PBS

icerisinde 1sitarak ¢ozlinmesi gerceklestirilmistir.

3.3. Comet Analizi Basamaklari

3.3.1. Hiicresel Materyalin Hazirlanmasi

DNA hasar c¢alismalarinda, hiicreler histopak ile izole edildikten sonra
kullanilir. Bu islemde 1:1 oraninda olacak sekilde ilk olarak histopak {izerine
yavagea kan ornekleri ilave edilir. 20 dak. 2000 rpm’de santriifiij yapilir. Santrifiij
isleminin ardindan I6kositlerin siipernatant kisminda olusturdugu bulanik kisim
alinarak 1:1 oraninda PBS ile karistirilir ve 10 dak. 2500 RPM’de santrifiij islemi
yapilir. Daha sonra ortamdan siipernatant kisim uzaklastirilir ve ependorfta kalan
hiicreler 25-30 pl PBS ile sulandirilir. Viicut sicakligina yakin sicaklikta hazirlanan
LMA ile kanistirilan hiicreler daha once 6n kaplama yapilmis NMA jelli lamlar

lizerine yayilir.

3.3.2. Mikroskop Lamlarinin Hazirlanmasi

Calismadan once NMA, mikroskop lamlarina yayilir. Calisma esnasinda
hiicre ile siispanse hale getirilen LMA, NMA ile kaplanmis olan lamlarin {izerine
yayilir ve lizerine lamel kapatilir. Agaroz jellerin donmasi i¢in buz kasetinin lizerine
5-6 dakika birakilir. Tamamlanan siire sonunda lameller yavasca jel iizerinden

alinarak lizis asamasina hazir hale gelmis olur.
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3.3.3. Lizis

Hiicreler lam iizerinde agaroz jele gomiildiikten sonra sonra yiiksek
yogunlukta tuz ve deterjan iceren lizis ¢ozeltisinde bir saat bekletilir. Lizis sirasinda
kan ve doku oOrneklerinde mevcut olan eritrositlerin parcalanmasiyla agiga ¢ikan
demire bagli serbest radikal aracili DNA hasarin1 dnlemek igin lizis ¢ozeltisine % 10
oraninda dimetil siilfoksid eklenir. Lizis islemi sirasinda membranlar pargalanir ve
hiicre igerigi ¢ekirdekten uzaklastirilir. DNA kiigiik bir miktar nonhiston proteinlerle
birlikte yiiksek siliperkoil yapisinda kalir. Lamlar birka¢ defa uygun bir tampon ile

yikanarak hiicresel artiklar, kalan deterjan ve tuzlar uzaklastirilir (39).

3.3.4. Alkali Ortamda DNA Siiperkoil Yapisinin A¢ilmasi ve
Elektroforez

Preparatlar elektroforez oncesinde c¢ift sarmal DNA yapisinin agilmasi i¢in
yiiksek alkali 6zellikteki (pH>13) elektroforez tamponunda 15-20 dakika karanlik ve
soguk ortamda inkiibe edilir. Alkali tampon igersinde ¢ekirdekteki ¢ift sarmal DNA,
zincir kirtklarinin bulundugu noktalardan agilmaya baslar (53). Yiiritme islemi 25 V,

300 mA’de yaklasik 25 dakika siirmiistiir.

3.3.5. Notralizasyon

Elektroforez isleminden sonra, jel pH’simin noétralizasyonu icin lamlar
notralizasyon tamponu ile 5 dakika olmak ilizere 2 kez yikama islemine tabi

tutulmustur.

3.3.6. Lamlarin Boyanmasi

Boyama islemi i¢in etidyum bromiir boyast kullanilmistir. Boyama
sonrasinda floresan mikroskopta katottan anoda dogru go¢ eden hasarli DNA
parcalar1 kuyruklu yildiz seklinde goriintiilenirken, hasarsiz DNA’lar ise dagilmamis

daireler seklinde goriilmektedir.
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3.3.7.Lamlarin Degerlendirilmesi

Lamlar boyandiktan sonra her kisiden hazirlanan iki preparattan rastgele 100
hiicre segilerek x40 biiyiitmeli, Zeiss Imager Al marka floresan mikroskopta,
Anabilim Dalimizda mevcut olan bilgisayar destekli Zen (Blue edition) programi
kullanilarak incelenmis ve elde edilen veriler Excel/SPSS programi ile

degerlendirilmistir.

Comet yonteminde degerlendirdigimiz 6l¢tim parametreleri:

Kuyruk uzunlugu: DNA gégii ile olusan kuyruk yapisini ifade eder. (54).

Olgiilen Kuyruk Momenti = Kuyruk uzunlugu X Kuyruk% DNA/100 (54).
Kuyruk DNA % = DNA go¢ii sonucunda kuyrukta bulunan DNA miktarini ifade
eder (54).

kuyruk momenti
uzuniugu

Sekil 7.Comet Testinde Kullanilan Parametreler (Giinal ve Gokalp-Muranli,2013)
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Comet yonteminde DNA hasar dereceleri 0-4 arasinda siniflandirilmistir. En
yiiksek DNA hasar derecesi 4 ile en diisiik DNA hasar derecesi 0 ile belirtilmistir.
Kuyruk uzunlugunun ve yogunlugunun artmasiyla hasar derecesinde artisa paralel

olarak kuruk uzunlugu ve yogunlugunda artis goriilmektedir. Basta ise DNA

miktarinda azalma goriilmektedir.

HASAR DERECESI: 0 HASAR DERECESI: 1

HASAR DERECESI:2 HASAR DERECESI:3

HASAR DERECESI:4

Sekil 8. Comet Hasar Derecelerinin Siniflandirilmasi
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3.4. istatistiksel Analiz

Hasarsiz hiicrelerde ve floresan siddeti hiicrenin bas tarafinda yogunlastig1 icin
cekirdek daha parlaktir. DNA’da kiriklar meydana gelmesi durumunda ise floresan
cekirdekten negatif yiikiin oldugu yone dogru yayilarak hiicrenin kuyruk bolgesinde
siddetlenir. Comet testi, hasarli hiicrelerde floresanin bas taraftan kuyruga gecisini
yansittigindan DNA hasarinin kantitatif olarak tespit edilmesinde kuyruk momenti,
kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA yogunlugu oOnemli parametrelerdir (55).
Kuyruk DNA yiizdesi, olusan hasarin derecesi ile dogru orantili olup hasarin siddeti
hakkinda bilgi vermektedir (51).

Calisgmamizda Comet testi degerlendirmesinde ‘Open Comet’ programi ile
hiicrelerin kuyruk uzunlugu, kuyruk DNA yiizdesi ve kuyruk momenti parametreleri
kullanilarak DNA hasar1 olup olmadigi belirlendi. Bu parametrelerden elde edilen
veriler IBM SPSS V20 programinda One-Way ANOVA Post Hoc ve Tukey Testleri
kullanilarak karsilastirma yapildi. p<0,05 anlamli olarak degerlendirildi.

Mikroniiklenus testi i¢in ise benzer sekilde IBM SPSS V20 programi kullanilarak
Independent Sample T Test kullanilarak karsilastirma yapildi. p>0,05 anlamsiz

olarak degerlendirildi.

3.5. Mikroniikleus Yonteminde Kullamilan Boya ve Lamlarin

Hazirlanmasi

Boyama islemi asagida verilen modifiye Papanicolaou boyama metodunun
ardindan lam ile kapatildi, preparattan rastgele 1000 hiicre segilerek x40 biiyiitmeli,
Insight kameral1, Nikon marka mikroskopta sitolojik incelemeler yapildi. Preparatlar;
mikroniikleus, biniikleus, karyoreksiz ve diger niikleer anomaliler bakimindan
incelendi, siipheli goriilen alanlar isaretlendi. Bulgular SPSS programinda

degerlendirilmek {izere kaydedildi.
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Tablo 5. Papanicolaou boyama yontemi

1-Saf alkol 7-Saf alkol
2-Musluk suyu 8-Eozin asit
3-Hematoksilen- Eosin 9-Saf alkol
4-Musluk suyu 10-Saf alkol
5-Orange-G 11-Saf alkol
6-Saf alkol 12-Ksilol
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4. BULGULAR

Calismamizda kullandigimiz Comet ve Mikroniikleus testlerine ait bazi
hastalardan segilen 6rnek goriintiiler asagida listelenmistir. Kontrol ve menopoz

grubuna ait Comet goriintiileri Sekil: 9, 10, 11°de gosterilmistir.

Sekil 9. Kontrol Grubunda 66 Numarali Bireye Ait Hasarsiz Comet
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Sekil 10. Menopoz Grubunda 7 Numarali Bireye Ait 1. Derece Hasarli Comet

Sekil 11. Menopoz Grubunda 5 Numarali Bireye Ait 4. Derece Hasarli Comet
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Reprodiiktif ve menopozal gruba ait serviko-vajinal yaymalarin mikroskobik
incelemeleri sonucunda goriilen mikroniikleus, biniikleus, karyoreksiz ve Doderlein

basillerinin resimleri Sekil 12, 13,14, 15 ve 16’da gosterilmistir.

S A

Sekil 12. 17 Nolu Hastaya Ait Mikroniikleus Igeren Cok Katli Epitel Hiicresi (PAP X 40)

Sekil 13. 20 Nolu Hastaya Ait Biniikleus (BN) Iceren Cok Katl Epitel Hiicresi (PAP X 40)
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¢ -
KARYOREKSIZ .l '
<

Sekil 14. 22 Nolu Hastaya Ait Karyoreksiz (KR) iceren Cok Katl1 Epitel Hiicresi (PAP X 40)

Sekil 15. 18 Nolu Hastaya Ait Epitel Hiicresi (E) ve Doderlein Basilleri (D) (PAP X 40)
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Calismaya, yaslar1 19-68 arasinda degisiklik gosteren 60 hasta ve 30 kontrol
grubu kadin dahil edilmistir. Reproduktif donemde bulunan 30 kisinin yas ortalamasi
36,56+9 iken menopoz donemdeki 30 kadinin yas ortalamasi 57,26+5,8 ve comet
testinde kullanilan 30 kontrol grubu bireyin yas ortalamasi ise 36,03+5,94 olarak
hesaplanmistir. Calismaya dahil edilen gruplarin yas ortalamalar1 Sekil 16°da
verilmistir. Calismaya dahil olan kisilerin klinik bilgilerinden yararlanilarak Comet
ve Mikroniikleus testlerinde goriilen DNA hasar1 degerlendirmeye alinmustir.
Calisma kapsamindaki tiim hastalarin jinekolojik yakinmalar1 ve yiizdeleri Tablo

6°da, klinik bilgileri ve yiizdeleri Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 6. Calisma kapsamindaki tiim hastalarin jinekolojik yakinmalari ve yiizdeleri

JINEKOLOJIK YAKINMALAR

Akint1 Kasimti Kasik agrisi Adet Diizensizligi
VAR 2 2 2
(%3.33) (%3.33) (%3.33) (%9.33)
YOK 58 58 58
(96.6) (96.6) (96.6) (%91.66)
TOPLAM 60 60 60
Tablo 7. Calisma kapsamindaki tiim hastalarin klinik bilgileri ve yilizdeleri
KLIiNiK BILGILER
Rahim I¢i Dogum Kiirtaj Abortus Myom
Arag Kontrol Hapi
Kullanimi
VAR 10 15 21 13 6
(%16.6) (%25) (%35) (%21.66) (%10)
YOK 50 45 39 47 54
(%83.33) (%75) (%65) (%78.33) (%90)
TOPLAM 60 60 60 60 60
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Sekil 16. Calisma kapsamindaki hastalarin yas ortalamalari

Calisma kapsamindaki gruplar yas bakimindan karsilastirildiginda menopoz
grubunun diger gruplara gore, reproduktif donemin de kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Comet testi sonuglarinin  degerlendirilmesinde  farklt  parametreler
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada yaygin olarak kullanilan kuyruk uzunlugu, kuyruk
DNA yiizdesi ve kuyruk momenti parametreleri degerlendirilmistir. Kontrol,
reproduktif ve menopoz gruplarna ait comet parametreleri One-Way ANOVA Post
Hoc ve Tukey Testi kullanilarak karsilastirilmistir. Tablo 8, 9 ve 10°da her bir

grubun ortalama, standart hata, minumum ve maksimum degerleri verilmistir.
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Tablo 8. Reproduktif, Menopoz ve kontrol gruplarina ait kuyruk uzunlugu karsilastirmasi

Grup Mean Std. Minumum Maximum
Error
Kontrol 2.01 0.12 0 22
Kuyruk Reproduktif 2.16 0.08 0 14
Uzunlugu Menopoz 3.97 0.24 0 198

Kontrol, Reproduktif ve Menopoz gruplarinin  kuyruk uzunlugu
karsilastirmasi yapildiginda menopoz grubunda kuyruk uzunlugu diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0.05), kontrol ve reproduktif gruplar
arasinda benzer sonuglar elde edilmistir (p>0.05). Sekil 17°de grafik bilgileri,
gosterilmistir. Bu sonuca gére menopoz grubu, diger gruplara gore daha yiiksek

DNA hasar seviyesine sahiptir
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Sekil 17. Reproduktif, Menopoz ve kontrol, gruplarina ait ortalama kuyruk uzunlugu
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Tablo 9. Reproduktif, Menopoz ve kontrol, gruplarina ait Kuyruk DNA Yiizdesi

karsilastirmasi
Grup Mean Std. Error | Minumum Maximum
Kontrol 0.85 0.03 0 10.43
Kuyruk -
DNA Reproduktif 0.85 0.03 0.1 11.34
Yiizdesi Menopoz 1.10 0.07 0 58.64
Kontrol, Reproduktif ve Menopoz gruplarinda kuyruk DNA yiizdesi

karsilastirmasi yapildiginda kuyruk uzunlugu, menopoz grubunda diger gruplara gore

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Kontrol ve reproduktif gruplari

arasinda benzer sonuglar elde edilmistir (p>0.05). Sekil 18’de grafik bilgileri,

gosterilmistir. Istatistiki verilere gére menopoz grubu diger gruplara goére daha

yiiksek DNA hasar seviyesine sahiptir.

Ortalama Kuyruk DNA Yiizdesi
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Menopoz

Sekil 18. Reproduktif, Menopoz ve kontrol gruplarina ait ortalama Kuyruk DNA Yiizdesi
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Tablo 10. Reproduktif, Menopoz ve kontrol gruplarina ait Kuyruk Momenti karsilastirmasi

Grup Mean Std. Minumum Maximum
Error
Kontrol 0.03 0.08 0 1.46
Kuyruk -
Momenti Reproduktif 0.02 0.05 0 0.5
Menopoz 0.25 2.06 0 38.55

DNA hasarinin diger bir gostergesi olan kuyruk momenti karsilastirmasi

Reproduktif, Menopoz ve kontrol gruplarinda yapildiginda yine menopoz grubunda

kuyruk momenti diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0.05),

kontrol ve reproduktif gruplari arasinda benzer sonuglar elde edilmistir (p>0.05).

Sekil 19°da grafik bilgileri, gosterilmistir. Elde edilen verilere gére menopoz grubu

diger gruplara gore daha yliksek DNA hasar seviyesine sahiptir.

DNA hasarinin birer gostergesi olan ii¢ farkli parametre, menopoz grubunda

diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Artan yas ile

birlikte kuyruk uzunlugu, kuyruk DNA yiizdesi ve kuyruk momenti parametrelerinde

ve dolayistyla DNA hasarinda artis goriilmiistiir. Yas ile DNA hasar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu goriilmektedir (p<<0.05).
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Sekil 19. Reproduktif, Menopoz ve kontrol gruplarina ait ortalama Kuyruk Momenti.
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Mikroniikleus testi; reproduktif ve menopoz gruplari arasinda, Biniikleus(BN), Mikroniikleus(MN) ve

Karyoreksiz (KR)

frekanslart bakimindan Independent sample T test kullanilarak karsilagtirilmistir. Tablo 11.°de gruplara ait istatistiksel degerler yer

almaktadir. Her iki grupta BN, MN ve KR yapilarina rastlanmasina ragmen verilerin analiz sonucu gruplar arasinda benzer bulunmustur

(p>0.05).

Tablo 11. Reproduktif ve Menopoz gruplarina ait Biniikleus(BN), Mikroniikleus(MN) ve Karyoreksiz (KR) parametrelerine ait istatistiksel degerler

Sitomorfometrik Reproduktif grup (n=30) Menopoz grup (n=30) P degeri
parametreler  mean + SD median (min.—-max.) mean + SD median (min.—-max.)
BN 0.11+0.08 0.1(0-0.2) 0.18+0.25 0.1 (0-0.7) 0.474
MN 0.087:0.08 0.1 (0-0.2) 0.03+0.08 0(0-0.2) 0.249
KR - 0.1+0.24 0(0-0.6) 0.264
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5. TARTISMA

Yaslanma mekanizmasinin temelini olusturan faktorlerin nedeni tam olarak
bilinmese de, yaslanmada serbest radikallerin rol oynadigi genel olarak kabul
edilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri, hiicre icerisinde meydana gelerek lipid, protein
ve DNA gibi molekiillerde hasar olusmasina sebep olmaktadir (56). DNA’da olusan
bu oksidatif hasar, mutagenezisin, karsinogenezisin ve yaslanmanin gostergesidir.
DNA’y1 olusturan bilesenler igerisinde Guanin (G) en diisiik iyonizasyon
potansiyeline sahiptir ve serbest radikallerden gelen etkilere karsi kolayca
etkilenebilmektedir. Bu sebeple de ROS’un baslica hedefi haline gelerek DNA
replikasyonu sirasinda GC’den AT’ye doniisimii sonucu mutasyona egilimini

arttirmaktadir (57).

Oksidatif stress’in kanser, diyabet ve kalp hastaliklar1 basta olmak iizere pek
¢ok patolojik tablonun ve yaslanmanin patogenezi ile iligkili oldugu bilinmektedir.
Siddetli ve kalici oksidatif stres varliginda gerceklesen apoptozis, yaslanma ile
birlikte insidansi artan alzeimer, parkinson gibi benzer hastaliklara sebep olmaktadir.
(58). Postmenopozal donemde Ostrojen eksikligine bagli olarak gesitli dokularda
atrofi baslamakta ve sekonder seks karakterlerinde gerileme goriilmektedir. Uriner
sistemde de Ostrojen eksikligine bagli olarak mesane ve iiretra mukozasinda incelme
baglar. Postmenopozal donemde sik sik idrara gitme, sistit ve lriner sistem
enfeksiyonu gibi durumlarda artis gézlenmektedir (59). Meydana gelen hastaliklarin
kismen ya da tamamen Onlenebilmesi yasam bi¢cimi modifikasyonlari, risk
etmenlerinin tedavisi, primer veya sekonder koruyucu uygulamalarin diizenlenmesi

ile miimkiin olabilmektedir (58).

Arastirmamizin Comet test sonuglart da menopoz donemindeki grubun DNA
hasarinin, reproduktif ve kontrol grubu kadinlara goére daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ayrica, yaglanmayla birlikte artan oksidatif stres ve degisen hormon
diizeylerinin DNA hasarina sebep olabilecegini de ortaya koymaktadir. Yapilan
calismalarda menopozal donemde DNA hasarinin arttigin1 gdstermektedir. Ogiit ve

Atay (2012), artan yasla birlikte oksidatif stresin arttigini ve beraberinde birgok
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hastaliga sebep oldugunu (58), Giovannellia ve ark. (2003), ratlarda yaptigi
calismada Comet Testi degerlendirmesi sonucunda yaslanmayla DNA’da hasar
derecesinin arttigini belirtmistir (60). Fidan g¢alismasinda (2008), Comet testinin
hiicre diizeyinde DNA hasar tespitinde kullanilan, hizli, basit ve ¢ok hassas bir
yontem oldugunu belirtmistir (61). Ozcagli ve ark. (2005), hormon replasman
tedavisi uygulanan postmenopozal donemdeki kadinlarda DNA hasarini, Comet testi
ile degerlendirmisler ve tedavinin DNA hasarin1 azalttigini bulmuslardir (62).
Oksidatif hasar1 azaltigi bilinen karotenoidlerin (B-karoten, lutein, ve likopen)
postmenopozal donemdeki kisilere uygulandigi diger bir ¢alismada da Zhao ve ark.
(2016) hastalarin baslangigtaki DNA hasar degerlerinde bir azalma oldugunu ve
diistisiin istatistiksel olarak anlamli oldugunu bulmuslardir (63). Gogiis kanserli ve
saglikli kisilerin DNA hasarlarinin karsilastirildigi diger bir ¢alismada ise gogiis
kanseri hastalarinda artan Mikroniikleus ve Comet degerlerinin saglikli bireylere
gore, hasta bireylerde istatistiki agidan sonu¢ anlamli bulunurken, yasla ilgili olarak

anlamli bulunmamustir (64).

Yas artis1 ve gevresel ajanlarinda etkisiyle normal kromozom bdliinmesi
etkilenerek anoploidi sikliginda artis meydana gelmektedir. Yaslanma ile birlikte
hiicrelerin mitotik aktivitesi yavaslamakta, mitoz bolinmede ig iplik¢iklerinde
katalizor gorevi yapan enzimlerde dejenerasyon olusmaktadir (47). Mikroniikleus
teknigi, bu hasarlarin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Nersesyan ve ark.
(2002), yapmis olduklar1 bir calismada 10 post menopozal ve 10 sagliklt Ermeni
kadinin bukkal ve servikal epitel hiicrelerini MN ve diger niiklear anomaliler
acisindan karsilastirmis, MN frekansinda 6nemli bir degisimin olmadigin1 fakat
diger niiklear anomaliler agisindan farklilik oldugunu belirlemislerdir (65). Casella
ve ark. (2005), Hormon replasman tedavisi uyguladiklar kisilerde MN teknigi ile
DNA hasar1 arasindaki iliskiyi incelemisler ve anlamli bir sonug elde edememislerdir
(66). Postmenopozal hormonal terapinin uterin serviks yiizey hiicrelerinde genetik
hasar iizerine etkilerini ortaya koyan bir ¢alismada, Yiiksel ve ark. (2007), hormon
tedavisi alan ve kontrol grubu arasinda MN sonuglarinin benzer oldugunu

bulmuslardir (p>0.05) ( 67).
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Safi-Oz ve ark. Candida ile enfekte olmus grubun servikal epitel hiicrelerinde
mikroniikleer, niikleer anomaliler ve g¢ekirdek / sitoplazma oraninin kontrol grubuna
gore daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (16). Ustiiner (2011), mikroniikleus testinin
kanser tedavisi sirasinda ve genotoksisite belirlemede kullanilabilecegini, kromozom
ki@ ve apoptoz - kanser yolagindaki mekanizmalarin aydinlanmasinda da faydali
olacagini belirtirken (47), Demirel ve Zamani (2002), MN olusum sikligindaki
artisin, genetik materyalde olusan hasarin bir gostergesi olarak degerlendirildigini

bildirmislerdir (46).

Yapilan diger calismalarda da artan yasla birlikte MN sikliginda artis oldugu
rapor edilmektedir. Thierens ve ark. (1996) radyoloji ¢alisanlarinda yaptigi1 ¢caligmada
(68), Migliore ve ark. (1991) ,cevresel kontaminasyonlara maruz kalan tabakhane
isgilerinde MN frekankansinin yasla Dbirlikte arttigimi  belirtmislerdir  (69).
Calismamizda reproduktif ve menopoz grubunda mikroniikleus, biniikleus,
karyoreksiz gibi yapilar tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde
edilememistir (p>0.05).
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6. SONUC ve ONERILER

Yaslanma ile birlikte meydana gelen fizyolojik ve anatomik degisiklikler
hastaliklarin gelismesini ve sonucunu etkilemektedir. Yirminci yiizyilda diinyada
oldugu gibi iilkemizde de, enfeksiyon hastaliklarinin kontrolii, beslenme ve saglik
hizmet olanaklarinin gelismesi ile ortalama yasam siiresinde artis meydana gelmistir
(58). Menopozda artan yasla birlikte; serbest radikal miktarinda artis s6z konusudur.
Cinkii hem antioksidatif savunma mekanizmalarinda hem de zarara ugramis
molekiillerin tamirinde goriilen azalmalar, oksidatif stres miktarinda artisa neden
olmaktadir. Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
mekanizmas1 arasindaki ciddi dengesizlik sonucunda doku hasarina neden

olmaktadir (6-7-63).

Calismamizda, menopoz grubunda yasla birlikte artan DNA hasari, comet
testi ile degerlendirilmis ve menopoz grubunda, reproduktif ve kontrol grubuna goére
cometteki artig istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Ilerleyen yasla birlikte, artan
oksidatif stres ve hormon seviyelerindeki degisimin DNA hasari olusturdugu tahmin
edilmektedir. DNA hasar1 basta kanser olmak {izere bir¢cok hastaligin kaynagi olarak
bilinmektedir. Oksidatif hasarin yaslanma ile artist bir¢ok kaynak tarafindan
dogrulanmaktadir. Bunun Onlenmesi ya da en aza indirgenmesi igin bireylerin
beslenme ve uyku aliskanliklarinin diizenlenmesi, saglik kontrollerinin diizenli
yaptirilmasi, hatta ihtiya¢ halinde hekim kontroliinde hormon tedavisi almalar1 6nem

arz etmektedir.

Kadmnlar reproduktif donemi boyunca estrojenin olumlu etkileri ile bir¢ok
saglik problemlerinden korunmaktadirlar. ilerleyen yasla birlikte estrojen
miktarindaki azalma, bu azalmanin diger hormon diizeylerini olumsuz etkilemesi ve
hiicrelerin yaslanmasi ile DNA hasar1 olugsmaktadir. Yapilan bir¢ok ¢alisma menopoz

doneminde ilerleyen yasla birlikte MN frekansinda artis oldugu gostermektedir.

Calismamizda, yas ortalamasi 57,26+5,8 olan 30 kisiye ait menopozal donem
smear yaymalarinda, mikroniikleus ve diger niikleer anomaliler hesaplanmis ve

reprodiiktiif doneme kiyasla anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Mikroniikleus
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testinde daha kapsamli ve hassas bir arastirilma uygulanabilmesi igin menopoz ve
reproduktif grubunun drneklem sayisinin arttirilmasi, bireylerin dstrojen diizeylerinin
saptanmasi ile elde edilen verilerin paralel olarak degerlendirmesi yapilacak olan

yeni ¢aligmalar i¢in yonlendirici olmasi agisindan dikkat edilecek bir husustur.
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OZET

Reproduktif ve Menopozal Dénem Servikal Yayma ve Kan Orneklerinde DNA

Hasar Tespitinin Mikroniikleus ve Komet Testleri ile Degerlendirilmesi

Son yillarda diinyada ve iilkemizde kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
enfeksiyon hastaliklarindaki artis tartisilmaz bir gergektir. Yasla iliskili biyokimyasal
mekanizmalarda meydana gelen molekiiler degisiklikler apoptozisi hizlandirarak
oositlerin sayisinit azaltmaktadir. Menapozla birlikte oosit sayisi azalmakta ve
niikleusta daginiklik, kromozom dekondansasyonu gibi niikleus anomalileri
goriilmektedir. Menapozda oOstrojen seviyesindeki azalma ve artan yas; vaskiiler
hastaliklara, kansere ve enfeksiyon artigina neden olabilmektedir. Ozellikle post
menapozal doénemdeki kadinlarda meme, kolon, akciger kanserlerindeki artis

Olimlerin en sik nedenlerindendir.

Bu c¢alismada Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalina bagvuran hastalarda reproduktif ve menopoz
donemi arasindaki DNA hasari iligkisi arastirilmigtir. 30 reproduktif ve 30 menopoz
grubunun DNA hasar1 Comet metodu ile degerlendirilmis ve 30 kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir. Menopoz grubunda DNA hasar1 daha yiliksek bulunmustur
(p<0.05). Mikroniikleus testinde ise 30 reproduktif ve 30 menopoz déneme ait veriler

karsilagtirilmis fakat DNA hasari agisindan bir fark tespit edilememistir (p>0.05).

Anahtar Kelimeler: Comet, Mikroniikleus, DNA Hasari, Menopoz
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ABSTRACT

Detection and Evaluation of DNA Damage with Micronucleus Test and Comet
Assay in Cervical Smear and Blood Sample in Reproductive-Menopausal

Period

There is an indisputable fact that increase in cancer, cardiovascular and
infectious diseases around the world and our country in recent years. Molecular
changes that occur in age-related biochemical mechanism, through the stimulation of
apoptosis, reduces the number of oocytes. Together with menopause the number of
oocytes decrease and is seen nucleus abnormalities like nucleus clutters and

chromosome decondensation

In menopause, declining estrogen level and increasing age can cause vascular
disease, cancer and infections. Breast, colon and lung cancer increase is the leading
cause of death especially in post- menopausal period in women. In this study,
Suleyman Demirel University School of Medicine, Department of Obstetrics and
Gynecology department patients admitted to the relationship between reproductive
and menopause DNA damage was evaluated. 30 reproductive and 30
postmenopausal group‘s DNA damage was evaluated by Comet method and
compared with control group. DNA damage was higher in postmenopausal group
(p<0.05). In the micronucleus test 30 reproductive and 30 menopausal period data

were compared but not difference in DNA damage was detected (p>0.05).

Keywords: Comet, Micronucleus, DNA damage, Menopause
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