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OZET

IDIYOPATIK TROMBOSITOPENIK PURPURA (ITP)’LI HASTALARDA SERUM
IL-17 VE MONONUKLEER DNA HASARININ ARASTIRILMASI

Ismail DUSAK
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi

Idiopatik trombositopenik purpura (ITP, primer immun trombositopenik purpura)
trombositlere karsi olugsmus antikorlar araciligi ile dolagimdaki trombositlerin yikiminin

artmasi ile karakterize otoimmun bir hastaliktir.

ITP etyolojisi tam olarak anlasilamamasina ragmen meydana gelisinde antitrombosit

antikorlarin roli bilinmektedir. Trombositlere kars1 meydana gelen antikorlar onlarin

yikimina neden olmaktadir.

Yaptigimiz bu ¢alismada ITP’li hastalarda serum IL-17 diizeyini ve DNA hasarini
aragtirdik. Serum IL-17 diizeyleri ELISA ydéntemiyle belirlendi. Mononiikleer 16kosit DNA

hasar1 Singh ve ark. tarafindan gelistirilen Alkali Tek Hiicre Elektroforez (Comet Assay)
yontemi modifiye edilerek c¢alisildi.

Calismamuz ile ilgili kan niimuneleri, ITP tanis1 konulmus, yas aralig: 18- 35

araliginda, sigara icmeyen ve bagka bir hastalig1 mevcut olmayan 30 kisiden (16 bayan ve 14
erkek hastadan) 3 ml kan alinarak yapildi. Kontrol grubu olarak da yine yas araligi 18-35
araliginda hig sigara igmemis, herhangi bir saglik sorunu bulunmayan 30 kisiden (12 bayan
ve 18 erkek) 3 ml kan niimunesi alinarak yapildi. Istatistiksel analizler SPSS 15.0 kullanilarak

student’s t testi ile yapildi. Korelasyon analizleri i¢in pearson korelasyon testi kullanildi.

Gruplar arasinda yapilan incelemede hasta ve kontrol gruplari arasinda DNA hasar1
bakimindan anlamli sonuglar elde edilmesine karsin (p= 0,025), serum IL-17 dlzeylerinde

anlamli sonug elde edilmemistir (p=0,387).



Calismamizda serum IL-17 diizeylerinin, ITP’li hastalarda anlaml farklilik
gostermemesi, DNA hasarinin ise anlamli diizeyde artmis olmasi; IL-17 diizeyleri olmasa da
oksidatif DNA hasarinin bu hastalarimizin tani ve takibinde fikir verebilecegini
gOstermektedir. Fakat sonuglarimizin daha kapsamli ¢aligmalarla teyit edilmesi

gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Idiyopatik Trombositopenik Purpura (ITP), IL-17, DNA

hasari.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SERUM IL-17 AND MONONUCLEAR DNA DAMAGE IN
PATIENTS WITH IDIOPATHIC TROMBOCYTOPENIC PURPURA (ITP)

Ismail DUSAK
Master’s Thesis of Medical Biochemistry

Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP, primer immun thrombocytopenic
purpura) is a disease characterized by the increasing of destroyed thrombocytes in the

circulation through antibodies formed against thrombocytes.

Although the ethology of ITP has not been exactly understood, the role of anti-
thrombocyte antibodies in its occurrence is known. The antibodies occurred against

thrombocytes cause their destruction.

In this study we investigated level of serum IL-17 and DNA damage in ITP patients.
IL-17 levels were detected by ELISA. Mononuclear leucocyte DNA damage was studied by

modifying Alkaline Single Cell Electropresis Method (Comet Assay) developed by Singh et

al.

Blood samples regarding to our study have been conducted by taking 3 ml blood
from each of 30 people (16 female and 14 male patient) who has no other diseases, do not

smoke, are in the age range of 18- 35, diagnosed with ITP. As a control group 30 people (16
female and 14 male patient) who has no any diseases, do not smoke, are in the age range of
18- 35 has been taken. Statistical analyses were performed with student’s t test using SPSS

15.0 for windows program. For correlation analyses pearson correlation test was used.

Although there obtained meaningful results in terms of DNA damage in
examination carried out between patient and control groups (p=0,025), it has not been

obtained in terms of serum IL-17 levels (p=0,387).

Al



In our study, no significantly different results for the serum IL-17 levels, but
significant results for the DNA damage in ITP patient have implicated that oxidative DNA

damage, not IL-17 levels, may be used for the diagnosis and following and treatment in these

patients. However, more comprehensive study requires to verify the results.

Keywords: Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP), IL-17, DNA damage.

X1



1. GIRIS VE AMAC

Idiopatik trombositopenik purpura (ITP), dolasimdaki trombositlerin yikimimin artmas1

ile karakterize, benign seyirli, kendi kendini sinirlayan, ¢ocukluk ¢aginin en sik karsilasilan
edinsel trombositopeni nedenidir (1). Patogenez dikkate alindiginda bu hastaliga immun
trombositopenik purpura da denilmektedir. Gergek goriilme sikliginin bilinmemesine ragmen
yilda 1/10 000 gocukta goriildiigii tahmin edilmektedir. Akut ITP ve kronik TP olmak iizere
klinik olarak iki ana formda goriiliir. ITP vakalarinin %85-90’1 akut formda gériiliir. Vakalarin

%15-20’sinde trombositopeni 6 aydan uzun siirerek kroniklesir.

Amatus Lusitanus, atesi olmayan kanamali bir ¢gocukta pire 1sirigina benzer, koyu renkli

lekeleri “Morbus pulicaris absque febre” olarak adlandirarak trombositopenik purpuranin kanit

olmadan ilk klinik tanimin1 yapmustir.

ITP etyolojisi tam olarak anlasilamamasina ragmen meydana gelisinde antitrombosit

antikorlarin roli bilinmektedir. Trombositlere kars1 meydana gelen antikorlar onlarin yikimina

neden olmaktadir (2).

Bir organizmanin genetik isaretlerinde, kalitsal (herediter) bir farklilasma olusturan

maddelere genel olarak genetik zehirler denir. Genetik zehir, gonadlarin gamet hiicrelerini
etkileyerek ya gametlerin sayica azalmasina neden olur veya gametlerdeki genetik bilgiy1
(informasyonu) degistirir. Boylece iki ayni cinsiyete ait gametlerin birlesmesiyle olusan zigot

(dollenmis yumurta) 6lmezse anne ve babadan farkli déller olusur.

Kimyasal ajanlarin ya da radyasyonun gamet veya somatik hiicrelerdeki DNA iizerinde

olusturdugu kalic1 degisimlere genel olarak mutasyon ad1 verilir. Mutasyona neden olan
etkenlere ise mutajen denir. Kromozomal aberasyona neden olan ajanlara klastojen,

anoploidiye neden olanlara ise anojen denir.

Mutasyonlar somatik doku hucrelerinde de olabilir, bu takdirde diger (gelecek) nesillere

geemez. Bu degisme daha ¢ok karsinojenezise zemin olmasi agisindan 6nem tagir. Mutasyon

her zaman zararli olmaz. Ciinkii genelde mutasyon devamli degisen ¢evreye uyum saglayan bir



gelismedir. Mutasyonlarin zararli etkileri ise lireme bozukluklari, embriyojenik ve perinatal

6liim, malformasyonlar, genelde hastaliklar ve kanser seklinde goriiliir.

Son yillarda kanser ve tedavisi iizerine yapilan yogun c¢alismalar, kansere neden olan

durumlar ve risk gruplarini belirleme konusunda tesvik edici ¢alismalar incelendiginde, ¢ok

genis bir yelpazede arastirma gereksinimine ihtiya¢ duyuldugu anlasilmaktadir.

Biz yaptigimiz bu ¢aligma ile idiyopatik Trombositopenik Purpura (ITP)’li hastalarin

serum IL-17 diizeylerine ve mononiikleer DNA hasar1 diizeylerini arastirip anlamli sonuglar

yoniinden degerlendirmeyi amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Idiyopatik trombositopenik purpura (ITP)

Idiopatik trombositopenik purpura (ITP, primer immun trombositopenik purpura)
trombositlere karsi olugsmus antikorlar araciligi ile dolagimdaki trombositlerin yikiminin

artmasi ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir (3).

ITP’nin goriilme sikhig1 yilda 5,5/100 000°dir. Kadm-erkek oran1 1,7/1 olup, gériilme
siklig1 yas ile orantili olarak artmaktadir. 60 yas iistiinde 2 kat daha sik goriilmektedir (4). ITP

akut ve kronik olmak iizere iki klinik formda goriiliir. Kronik ITP 6 aydan uzun siirer, tedavi
gerektirir ve eriskinlerde daha sik goriiliir (4). Kronik ITP hastalarinda trombositopeniye;
otoimmiin yikim, komplemana bagimli trombolizis ve trombosit yapiminda bozulma gibi
mekanizmalar neden olur. Trombosit {izerine yapismis antikorlar trombositlerin mononiikleer

fagositer sistem tarafindan dalakta temizlenmesine agmaktadirlar (5).

Trombositler, kemik iliginin polipoid hiicreleri olan megakaryositlerin parcalanmasi

sonucu ortaya ¢ikan 1-4 um capinda, disk seklinde sitoplazma pargalar1 olup pihtilasmada
onemli rol oynarlar. Ortalama trombosit voliimii (MPV) 8,9 + 1,5 fl degerindedir. Cevresel
kanda bulunan trombosit sayis1 150000-450000 /pl arasinda degismektedir. Trombositlerin
Oomri 7-10 glndiir. Kemik iliginden ¢evresel kana ¢ikan trombositlerin 1/3 kadari dalakta
sekestre olduktan sonra geri kalan 2/3°{ 7-10 giin sonra siklikla dalak ve karaciger olmak iizere
retikiiloendotelyal sistem makrofajlari tarafindan ortadan kaldirilirlar. Normalde he mostaz
isleminde trombosit kitlesinin kii¢iik bir kismu1 harcanir, bu yilizden trombositler yaslanip
fagositik hiicreler tarafindan yikilana kadar dolagimda kalirlar (6). Hipokrat zamanindan beri
deride ¢ok sayida olan kanamalar purpura olarak adlandirilmistir (6). 1557°de Amatus
Lusitanus, atesi olmayan kanamali bir gocukta pire 1sirigina benzer, koyu renkli lekeleri
‘Morbus pulicaris absque febre’ olarak adlandirarak trombositopenik purpuranin kanit olmadan

ilk klinik tanimin1 yapmustir (7).

ITP etyolojisi tam olarak anlasilamamasina ragmen meydana gelisinde antitrombosit

antikorlarin rolii bilinmektedir. Trombositlere kars1 meydana gelen antikorlar onlarin yikimina

neden olmaktadir.



1951 yilinda Harrington ITP hasta serumunu saglikh kisilere transfiize ederek onlarda

trombositopeni gelistigini gormiis ve trombositopeniye neden olan antirombosit faktorii
tammlamustir. Yapilan calismalar TP hastalarinda hiicresel ve hiimoral immiinitenin

trombositopeniye sebep oldugunu géstermistir (8).

ITP hastalarinda trombositlerin yiizeyinde bulunan membran glikoproteinlerine kars

olusan otoantikorlar %75 oraninda Gp IIb-l1la ve Gp Ib-IX kompleksine karsi olusur. Ayrica
Gp la-Ila, IV ve V kompleksine karsi olusan antikorlar da tanimlanmustir (8-9). Trombositlere
kars1 olusan otoantikorlarin ¢ogunlugu IgG olup, IgA ve IgM antikorlar1 da bulunmustur (9).
Antikorlarla kapli trombositler retikiiloendotelyal sistemde, 6zellikle dalakta bulunan doku

makrofajlar1 tarafindan sunulan Fcy reseptorlerine baglanarak dolasimdan uzaklastirilirlar (10).

2.1.1. Yas ve Cinsiyet

Cocuklardaki ITP genellikle akut formudur. Kizlar ve erkekler benzer siklikta etkilenir.
Kronik ITP ise eriskinlerde daha sik olmakla birlikte cocuklarda da goriilebilir.

2.1.2. Belirti ve Bulgular

Ciltte morluklar, petesiler (ciltte ya da agiz i¢i gibi diger viicut yiizeylerinde olusan toplu

igne biiytlikliiglinde, basmakla solmayan kanamalar), durdurulamayan kanamalar, burun
kanamasi, dis eti kanamalari, yogun adet kanamalari, idrarda kan, diskida kan yakinmalari ile

hasta bagvurur.

2.1.3. Tam

Hastalikla ilgili 6ykii, fizik muayene bulgulari, kan sayimi ve periferik yaymanin

incelenmesi ile ITP 6n tanis1 konulabilir. Tani igin diger trombositopeni yapan hastaliklarin
(kemik iligini tutan kanserler, dalag: biiyiiten hastaliklar, hepatit ve benzeri) olmadiginin
gosterilmesi gerekir. Bagka bir hastalik bulunamayan bir kiside kanda trombositler diisiik iken,
kemik iliginde anormal hiicreler goriilmemesi ve megakaryositlerin bulunmas ile ITP tanis

konur.



Sekil -1: ITP hasta ornekleri (5).

2.1.4. Tedavi

ITP’li hastalarin gogunda trombosit degeri normalin altinda olmakla beraber, tedavi

vermeyi gerektirmez. Dikkatli bir izlem ile takip edilir. Olgularin %80°ni kendiliginden 4-8
hafta i¢inde diizelmektedir. Tedavi ciddi kanama bulgular1 olan hastalarda gereklidir. Bu
hastalikta tedavi i¢in trombosit sayisindan ¢ok klinik bulgular (sik, yaygin ve ciddi kanamanin
olmasi) kriter olarak alinir. Tedavinin hedefi, bagisiklik sisteminin baskilanarak trombositlere
karst antikor gelisiminin  engellenmesi ve dalakta trombositlerin  par¢alanmasinin
durdurulmasidir. Bu amagla kortikosteroid ilaclar (kortizon), intravendz immiinglobulin, Anti-
D kullanilir. Sadece hayati tehdit eden kanama durumunda trombosit slispansiyonlar1 kullanilir.
Ancak higbir tedavinin %100 garantisi yoktur. Eger bu ilaglarla kalic1 bir etki elde edilemezse
ve uzun siireli, sik, ciddi kanamasi olan olgularda bazi 6zel sartlar altinda, trombositlerin
baslica parcalandig1 yer olan dalagin ¢ikartilmasi gerekebilir (splenektomi). Genellikle (%50-
80) bu ameliyattan sonra trombosit degerleri giivenli bir diizeye yiikselir. Nadiren
splenektomiye ragmen kanamaya yol agacak kadar diisiik trombosit degerleri devam edebilir.
Bu durumda bagisiklik sistemini baskilayacak daha gii¢lii ilaglarin kullanilmasi s6z konusu

olabilir.



2.2. Sitokinler ve 1L-17

Sitokin, hayvan ve bitki hiicrelerince tretilen, hlcrelerin birbirleriyle iletisimini

saglayan protein ve peptidlerin bir grubudur. Hiicre yiizeyi sitokin reseptorleri araciligiyla
gorevlerini yaparlar. Yangi (enflamasyon) ve bagisiklik reaksiyonlarinda, aktif lenfositler,
makrofajlar, endotel, epitel ve konnektif dokular tarafindan olusturulurlar. Salinimlar1 gegicidir.
Sitokinler, hiicrelerdeki reseptorlere baglanarak hiicre ¢ogalmasini uyarirlar (11). Sitokin ailesi
baslica suda ¢oziinebilir kiigiik proteinlerin ve glikoproteinlerin (seker zinciri eklenmis
proteinler) 8 ila 30 kDa'lik birimlerini igerirler (12). Hormonlar ve norotransmitterler gibi islev
goriirler, fakat hormonlar 6zgiil organlardan kana salinir ve nérotransmitterler noronlarca
tiretilirken, sitokinler baz1 hiicre tiplerince salinirlar. Bagisiklik sistemindeki temel rolleriyle
sitokinler, ¢esitli immiinolojik, enfeksiyondz ve enflamasyon hastaliklarinda salinirlar (13,15).
Bununla beraber, tiim fonksiyonlar1 bagisiklik sistemiyle sinirlt degildir, embriyogenezde bazi
geligimsel siireglerin bazi basamaklarinda da goriiliirler. Bagisiklik sistemi bir patojenle
savasirken, sitokinler, T hiicresi ve makrofajlar gibi bagisiklik sistemi hiicrelerini sinyal verir
ve enfeksiyon bolgesine gitmelerini saglarlar (14). Uygulamada, sitokinler daha fazla sitokin
uretmeleri icin onlar1 uyararak bu hiicreleri etkinlestirirler. Her sitokin 6zgiil bir hiicre yiizeyi
reseptoriine baglanir. Sonra hiicrei¢i sinyallemenin kaskadlar hiicre fonkisyonlarini degistirir
(14). Bu, diger molekiiller i¢in reseptor yilizeylerinin sayisinin artmasi ya da donut
uyarilmasiyla kendi etkilerinin baskilanmasini, diger sitokinlerin iiretilmesiyle sonuclanan bazi
genlerin list ve/veya alt diizenlemesini ve onlarin transkripsiyon faktorlerini icerebilir.
Sitokinler, lemfokinler, interlokinler ve kemokinler gibi fonksiyonlarina, salgilamadaki
hiicrelere veya islev hedeflerindeki farkliliklara gore isimlendirilmislerdir (9). Interleukin
terimi, aragtirmacilar tarafindan 6nceleri genellikle beyaz kan hiicrelerine hedeflenen bu
sitokinler i¢in kullanilmistir. Artik genis anlamda giinden giine kesfedilen daha yeni sitokin
molekiillerinin tarifi ve bunlarin tahmin edilen islevlerindeki kii¢iik iliskileri anlatmak i¢in

kullanilmaktadir. Bunlarin ¢ok biiyiik derecesi T hiicrelerince tiretilmektedir (15).

Interlékin 17 (IL-17); Pro-inflamatuar bir sitokin olup, inflamasyonla ilgili bir cok
mediatorin eksprasyonunu indukler (16-17). IL-17 ‘nin immiin sistemin diizenlenmesindeki

onemine dair artan delillerin yani sira, inflamatuar hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve
kanserde aktif rol oynayabilecegi de bildirilmistir (18). Migrasyon inhibitdr faktor (MIF)
tanimlanan ilk sitokin olup, lenfositler tarafindan salgilanir ve makrofajlarin random

migrasyonunu inhibe eder (19). Monosit kemotaktik protein -1 (MCP-1) kemokin ya da



kemoatraktan sitokin grubundan olup, bu grup sitokinler kii¢iik protein yapisindadir ve

inflamatuar reaksiyon ve immiinite ile iliskili 16kosit aktivasyonu ve migrasyonunu kontrol
eden intraseluler haberci olarak gorev yapar. IL-17’ nin fibroblastlar, endotel hiicreleri ve

epitelyum hcrelerinde IL-6, IL-8 ve PGE2 {iretimini arttirdig1 da kaydedilmektedir.



3. GENOTOKSISITE VE DNA HASARI

Cevremizde insan saglig1 bakimindan tehlike olusturan kimyasal maddelerin sayisi

her gecen giin artmaktadir. Cesitli farmasatik iiriinler, gidalarda ve temizlik malzemelerinde
bulunan kimyasal maddeler, pestisitler, petrol iiriinleri, hava kirliligi ve sigara bunlardan
bazilaridir. Genelde oral, cilt yada solunum yoluyla maruz kalinan bu tiir toksik maddelerin yol
acti81 genetik bozukluklar ve hastaliklar, ilgili toksik etkene maruziyetin artigina paralel olarak
artmaktadir (20). Mutajen maddelerin bu tiir sorunlarin olusumuna katkis1 ve aralarindaki iligki
giiniimiizde daha iyi bilinmektedir. Giindelik hayatta siirekli kars1 karsiya geldigimiz boylesi
etkiye sahip maddelerin insanlarda olusturabilecekleri genotoksik etkinin kontrol biyik 6nem

tagimaktadir (20).

3.1. Genotoksisite Tanimi

Genetik materyalin yap1 ve 6zellikleri: Gen, canlilarin tiim 6zelliklerinin kusaktan

kusaga gecisini saglayan maddeler biitiiniidiir. Fonksiyonel olarak tanimlamak gerekirse gen,

ozgiil bir polipeptit zincirinin aminoasit sirasini belirleyen niikleotidler dizisidir (21).

Temelde canlilar prokaryot ve dkaryot olmak iizere ikiye ayrilirlar. Okaryotlar1, bakteri

gibi tek hiicreden olusan prokaryotik canlilardan ayiran en dnemli 6zellik, genetik
materyallerini olusturan kromozomlarm bir ¢ekirdek zari ile ¢evrili olmasidir. Okaryotik
hiicreler her kromozomun iki kopyasini tasidiklar i¢in diploid, tek kromozom kopyas1 tasiyan
prokaryotik hiicreler ise haploid olarak adlandirilirlar. Bir insan genomu 22 ¢ift otozomal ve bir

cift (XX ya da XY) cinsiyet kromozomundan olusur (21,23).

Okaryotik hiicrelerin genetik materyali, hiicre dongiisiiniin mitoz evresinde 1s1k

mikroskobu altinda incelenebilir. Mitotik boliinmenin amaci sitogenez ile iki yavru hiicre
meydana gelirken, yeni hiicrelere esit ve ana hiicre ile ayn1 miktar genetik materyal
aktarmaktir. Bir hiicre dongiisti G1 (gap 1), S (sentez), G2 (gap 2) ve M (mitoz) evrelerinden
olusur. Mitoz disindaki evrelerin tiimii interfaz olarak adlandirilir ve hiicre dongiisiiniin
yaklasik %90'1n1 olusturur. Genomun kendini esledigi (replikasyon) evre S evresidir. S
evresinde genetik materyal iki katina ¢ikar ve mitoz bdliinme sonucu yavru hiicrelere aktarilir.
Mitoz evresi, kendi i¢ginde profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak tizere dort evreye ayrilir.
Kromozomlarin en iyi gozlenebildigi an, hiicrede ekvatoryal plaga yerlestikleri metafaz

evresidir (22).



Niikleik asitler, kalitsal bilgi tasima yetenegine sahiptir. Proteinler gibi polimerik

yapiya sahip molekiillerdir. Proteinlerin yap1 tasi aminoasitlerdir. Niikleik asitler ise niikleotid
ad1 verilen yapi taslarindan olusur. Niikleotid, bir fosfat grubu, riboz (RNA) veya deoksiriboz
(DNA) diye adlandirilan bes karbonlu seker ve sekerlerin birinci karbonuna glikozidik bagla
tutunmus bazlardan olusur. Karbon ve azot atomu tasiyan halkasal bazlar piirin ve primidin
yapisindadir. Niikleik asitler, polimerik yapilarini sekerler arasi (li¢iincii ve besinci karbon

arasinda) fosfodiester baglari ile kazanirlar (24) .

3.2. Genetik Toksikoloji (Kimyasal Mutajenezis)

Bir organizmanin genetik isaretlerinde, kalitsal (herediter) bir farklilasma olusturan

maddelere genel olarak genetik zehirler denir. Genetik zehir, gonadlarin gamet hiicrelerini
etkileyerek ya gametlerin sayica azalmasina neden olur veya gametlerdeki genetik bilgiyi
(informasyonu) degistirir. Boylece iki ayni cinsiyete ait gametlerin birlesmesiyle olusan zigot

(dollenmis yumurta) 6lmezse anne ve babadan farkli déller olusur.

Kimyasal ajanlarin ya da radyasyonun gamet veya somatik hiicrelerdeki DNA {izerinde

olusturdugu kalic1 degisimlere genel olarak mutasyon adi verilir. Mutasyona neden olan
etkenlere ise mutajen denir. Kromozomal aberasyona neden olan ajanlara klastojen,

anoploidiye neden olanlara ise anojen denir.

Mutasyonlar somatik doku hucrelerinde de olabilir, bu takdirde diger (gelecek) nesillere

geemez. Bu degisme daha ¢ok karsinojenezise zemin olmasi agisindan 6nem tagir. Mutasyon
her zaman zararli olmaz. Ciinkii genelde mutasyon devamli degisen ¢evreye uyum saglayan bir
gelismedir. Mutasyonlarin zararli etkileri ise tireme bozukluklari, embriyojenik ve perinatal

oliim, malformasyonlar, genelde hastaliklar ve kanser seklinde goriiliir.
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Sekil-2 : Mutasyonlarin yol actig1 zararlar (23).
3.3. Genotoksisite, Genotoksik Etkiler ve Degerlendirme Yontemleri

Cevremizdeki cesitli kimyasal maddeler, ¢esitli canlilardaki hiicre DNA’sinin yapisini

bozarak genotoksisiteye bagli karsinojen etkilere neden olmaktadir. Genotoksik etki, etkilenen
hiicre tipine gore degerlendirilir. Gamet hiicrelerinde olusan genotoksik etki kalitsal 6zelliktedir
ve sonraki nesillere aktarilabilir. Somatik hiicrelerdeki genotoksik etki ise etkilenen birey ile

siirl kalir ve kalitsal 6zellik gostermez.

Genotoksisite mekanizmasinin aydinlatilmasi ve genotoksisite saptanmasi icin ¢esitli

test sistemlerinin gelistirilmesi ve genotoksisitenin insanlar i¢in olusturdugu kalitsal hastalik ve
kanser riskinin azaltilmasi i¢in yapilan ¢alismalar toksikoloji’nin en dnemli ¢alisma
alanlarindan birini olusturmaktadir. DNA’nin onarim siirecinin tam olarak saglanamamasi,
kanser olusumunda ¢ok 6nemli bir faktordiir. Bilhassa somatik hiicrelerdeki mutasyonlarin
kanser olusumuna zemin hazirlayici rollerinin bulunmasi, genotoksisitenin klinik 6nemini
artirmaktadir. (25-36)

Genotoksisite, gen hicreleri Uzerindeki etkilerine gore sitotoksik, sitostatik ve
mutajenik etkenler olmak {izere siniflandirilabilir. Sitotoksik maddeler, hiicreleri anoksi,
protein koagiilasyonu veya membran permeabilitesinin artmasina neden olarak dldiirtirler.
Sitostatik etki ise, daha ¢ok kromozom yapisi ve sayisindaki degismeleri gosterir. Genlerdeki
DNA {izerindeki degigsmeler ise "nokta mutasyonu" veya "gen lokus mutasyonu" olarak
isimlendirilir. Genlerdeki nokta mutasyonuna neden olan "mutajenik etkenler” virusler, fiziksel

etkenler ve kimyasal maddeler olabilir.
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Genotoksisite, DNA’da yapisal degisiklikler olusturarak, ya da DNA sarmalinda

kirilmalara yol agarak meydana getirilen mutasyonlardir. Genel anlamiyla genotoksisite hiicre
DNA’sinda hasara yol acabilen her tiirlii ajan i¢in kullanilabilen bir terimdir. Esasen DNA
yapisinda degisiklikler olusturabilen ya da kiriklara neden olabilen ¢esitli kimyasal ve fiziksel
ajanlarm bu yolla olusturduklari hiicresel disfonksiyonlar1 kapsar. Bu mutasyonlar siklikla
kanser gibi ¢esitli bozukluk ve hastaliklara eslik eder. Mutasyonun bir toksisite tiirii olarak
algilanmasi kimyasallara veya radyasyona normalden daha fazla dozda ve gesitlilikte yogun bir
sekilde maruz kalinmasi ve DNA ile etkilesme sonucu gergeklesir. Bu yoniiyle mutasyon,
genotoksik etki olarak da adlandirilabilir (38,139). Genotoksik etki iki kategoride
siniflandirilabilir(38,40)

1. Mikrolezyonlar
- Baz ¢ifti degisimi
- Cergeve kaymasi
2. Makrolezyonlar
- Sayisal makrolezyonlar

- Yapisal makrolezyonlar

Mutajenlerin ve karsinojenlerin olusturdugu DNA hasarinin saptanmasinda gelistirilen

kisa siireli yontemler arasinda Sister Cromatid Exchange (SCE- Kardes Kromozom Degisimi),
Kromozom aberasyonu, Comet Assay, Mikron(kleus testi, UMU test, SOS test, Ames testi gibi
testler yer almaktadir. insan kromozomlarini daha yakindan taniyabilme ve birbirinden kolayca
ayirabilme ¢abalar stirdiiriiliirken arastirmacilar tarafindan comet analiziyle, DNA hasarinin bir
gostergesi sayilan kuyruktaki DNA yiizdesi 6l¢timii teknigi, risk artig1 ve hasar konusunda

dogru tarama olanagina kavusmustur (35,36,41).

Genotoksisiteye bagli hastaliklarin veya maruziyetin degerlendirilmesinde uygun

biyogosterge kullanimi, sonuglarin dogru yorumlanmasi bakimindan hayati 6nem arz eder.
Biyogostergeler deneysel ve epidemiyolojik aragtirmalar ile saptanabilen biyomolekiiler
degisiklikler arasinda bag kurmada yardimci olan biyolojik sistemde olusan degisikliklerdir.
Biyogostergeler; maruziyet, duyarlilik ve etki biyogdstergeleri olmak iizere 3 farkli kategoriye

ayrilir.
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Karsilagilan sonuca yol agtig1 diisiiniilen (neden sonug iliskisi) maruziyet etkenlerinin

roliinii degerlendiren, maruziyet biyogostergesidir. Genetik yatkinlik veya diger etkenlere bagl
maruziyetin dogrudan muhatabi riskli bireyler ile toplumun diger kesimleri arasindaki farki ve
riskli grubun teshisini kolaylastirici olan biyogosterge, duyarlilik biyogdstergeleri olarak
tanimlanabilir. Etkinin dogrudan sonuglarini yansitanlar ise etki biyogdstergeleridir. Klasik
epidemiyolojik metotlar kullanilarak yapilan ¢aligmalar genellikle etkene maruziyetin uzun
donemli sonuglarini tespit etmek ya da degerlendirmek konusunda yardimer olurken, molekiiler
epidemiyolojik teknikler ise, hastalik olusmadan ¢ok dnce risk degerlendirmesinde yardimei
bilgiler sunar. Bu temel farklilik, molekiiler epidemiyolojik incelemelerin koruyucu sagliga
sundugu hizmet bakimindan iistiin yanini olusturur. Dolayisiyla molekiiler epidemiyoloji
glinlimiizde kanser olugum ve tespit siirecini incelemede yaygin olarak yararlanilan bir ugras

alanidir (30,35,41-43).

Genotoksisite kimyasal fiziksel veya biyolojik ajanin genetik metaryalde hasar

olusturabilme 6zelligi olarakta tanimlanabilir. Bir ajanin genotoksisitesi bircok degisik
hastalikla sonuclanabilir, ancak kanser en sik rastlanilanidir. Bir¢ok insan karsinojeninin
genotoksik oldugu, saglam verilere dayanmaktadir. Bundan dolay1 kimyasal genotoksisiste ve
karsinojenesis arasindaki iliski iyi bagdastirilmistir ve genotoksisitenin, kanser olusumunu

baslatan en 6nemli mekanizma olduguna inanilmaktadir.

Genotoksisite ve karsinojenisite arasinda ¢ok yakin bir iliskinin ve genotoksik testlerin

karsinojenleri tespit etmede etkinliginin olmasi, genotoksisite arastirmalarinin gerekliligini

ortaya koymaktadir (44).

DNA molekiiliindeki kalitsal degisme, gen mutasyonuna neden olmaktadir. Bireyin

yap1, fonksiyon ve gelismesi ile ilgili tiim genetik sifre DNA molekiilii iizerinde isaretlenmistir.
Genetik kodda herhangi bir nedenle olan degisme, DNA replikasyonu sirasinda diger
molekullere de gececektir (44).
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Sekil-3: Genotoksik maddelerin yol actig1 molekiiler degisimler (44).

DNA mutasyonlarina neden olan kimyasal maddeler dort ana grup olustururlar:

1. Baz analoglar; standart bazlara (adenin, timin, guanin, sitozin) benzerler fakat baz
eslesmesini tam yapamazlar (5-bromo urasil).

2. Alkilleyici ajanlar; bazi alkil gruplarini ekler ve boylece baz eslesmesinin dogru
olarak yapilmasina engel olurlar (nitrojen mustard, etil metan siilfat).

3. interkalasyon ajanlar; DNA molekiiliine eklemeler yaparak yapisini bozarlar
(akrolin boyalar1, proflavin, akridin, etidyum bromid).

4. Diger ajanlar; DNA molekiiliine dogrudan etkiyen ajanlardir (hidroksilamin). X
1sinlar1 nadiren nokta mutasyonuna yol acarken siklikla kromozom kiriklarina da neden olurlar.
Hasarlanmis DNA molekiiliinde onarim yapan deaminasyon, depiirinasyon gibi bir mekanizma

olmasa DNA molekiilii ¢ok kisa zamanda iglevsiz hale gelir.

3.4. Kanser Gelisiminde Rol Oynayan Risk Faktorleri

Birgok bireysel ve ¢evresel faktor kanser gelisim riskini artirir. Ancak karsinojenlere

maruz kalan veya diger risk faktorlerini tasiyan her insanda kanser gelismez (44-49).
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3.4.1. Genetik Faktorler

Genetik faktorlere bagli olarak bazi ailelerde kanser gelisme riski daha yiiksektir. Bu

risk bazi durumlarda tek bir gendeki degisime bagl iken, baz1 durumlarda ise birkag genin

etkilesimine bagli olarak ortaya ¢ikar.

Kromozom aberasyonlari da kanser gelisim riskini artirir. Ornegin 21. kromozomdaki

aberasyona bagli olarak gelisen Down sendromlu kisilerde akut 16semi gelisim riski 12-20 kat

daha fazladir (44-49).

3.4.2. Yas

Retinoblostoma ve noroblastoma gibi bazi tiimorler ¢ocuklarda goriiliir. Ancak

kanserlerin biiyiik bir kismi ileri yaslarda ortaya ¢ikar (44-49).

3.4.3. Cevresel Faktorler

Sigara dumani, hava kirliligi, ¢alisma ortaminda maruz kalinan kimyasal maddeler

radyasyon gibi bircok ¢evresel faktor gelisim riskini artirir (44-49).

3.4.4. Cografi Faktorler

Cografi faktorlerin kanser riskini neden artirdig1 ¢ok anlagilamamis olmakla birlikte,

insanin yasadig1 cografya kanser riskini arttiran bir faktordiir. Ornegin Japonya’da yasayan
Japonlarda kolon ve gdgiis kanseri gelisme riski diisiik iken Amerika’ya go¢ etmis Japonlarda

risk diger Amerikalilar diizeyindedir (44-49).

3.4.5. Beslenme

Besinlerle alman maddeler kanser riskini arttirabilir. Ornegin fazla yagh beslenme

kolon, gdglis ve muhtemelen prostat kanseri gelisim riskini arttirir. Asirt alkol tiiketenlerde
ozefageal kanser gelisme riski ytliksektir. Mangalda pisirilmis etler veya dumana maruz kalmis

yiyecekler mide kanseri gelisim riskini arttirmaktadir (44-49).
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3.4.6. Tlaclar ve Medikal Tedaviler

Bazi ilaglar ve medikal tedavi yontemleri kanser gelisim riskini arttirabilir. Ornegin oral

kontraseptifler gogiis kanseri gelisimini arttirir, ancak bu risk zamanla azalir. Menapoz
doneminde verilen dstrojen ve progestin hormonlar1 da gogiis kanseri riskini arttirir. Antikanser
ilaglarla ve radyasyonla kanser tedavisi yapilan insanlarda yillar sonra bu tedavilere bagli ikinci

bir kanser gelisme riski vardir (44-49).

3.4.7. infeksiyonlar

Birgok viriisiin insanlarda kanser gelisimine neden oldugu bilinmektedir ve daha bir¢ok

viriisiinde kansere neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Insan papilloma viriisii ( HPV)

kadinlarda rahim agzi kanserine neden olur. Hepatit B ve C viriisleri karaciger kanserine
yol acar. Mide iilserine yol agan Helicobacter pyolori mide kanseri ve lenfoma gelisim riskini
arttir. Scbistosoma baematobium paraziti idrar kesesi kanserine rol agabilir. Opisborcbis

sinensis paraziti ise pankreas ve safra yolu kanserine neden olabilmektedir (44-49).

3.4.8. inflamatuar Hastahklar

Inflamatuar bozukluklar genetik degisikliklere neden olabilen énemli faktdrlerdendir.

Ornegin iilseratif kolit kolon kanseri gelisimine neden olabilir. Ozellikle bitki iiretiminde

kullanilir. Hayvanlarda ise letal mutasyona yol agar (44-49).

3.5. Genotoksisitenin Karsinojenezisle Tliskisi

Bir maddenin genotoksik potansiyeli mutajenik kapasitesi ile yakindan ilgilidir.

Karsinojenezis baglangicinda DNA en son hedef olarak kabul edilmektedir.

Son yillarda, karsinojenik olan bir¢ok maddelerin genotoksik; benzeri sekilde genotoksik olan
bir¢ok maddelerin de karsinojenik oldugu gosterilmistir. Kimyasal maddelerin genotoksik
etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasindaki bu kuvvetli iligkinin olmasi, genotoksisite
testlerinin, kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin aragtirilmasinda, tarama testleri olarak

kullanilmasi, sonucu dogurmustur. Kimyasal maddelerin kanser olusturmasinda;

- Mutasyon ve DNA onarimi yani sira, ikinci bir etkenin hiicresel ¢ogalmay1 uyarmasi,
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- T lenfositlerinin baskilanmasi sonucunda bu T lenfositlerinin viicutta dogal olarak

gelisen kanser hiicrelerini yok etme fonksiyonlarinin bozulmasi,
- Normal hiicre ¢cogalmasina katkida bulunan biiyiime faktdrlerinin ve mitozda rol
oynayan diger etkenlerin sentezini kontrol eden genlerin aktive edilmesi gibi mekanizmalar rol

oynar.

3.6. Genotoksik Kimyasal Maddelerin Taranmasi ve Insan Sagh Acisindan

Degerlendirilmeleri

Kimyasal maddelerin insanda neden olabilecegi genotoksisitesi, kantitatif olarak

degerlendirmek ¢ok giictiir. Gergekte herhangi bir kimyasal maddenin insanda genetik defekt
olusturabilecegi heniiz gosterilememistir. Radyasyonun (kuvvetli fiziksel mutajen) bile ancak
hayvanlarda genotoksik oldugu gozlenmistir. Diger taraftan kimyasal bir maddenin veya
radyasyonun genotoksik etkisi varsa bile maruz kalan kiside degil, hatta yavrusunda da

goriilmeyebilir. Ancak ressesif (¢ekinik) bir alelin, nesiller sonra ortaya ¢ikma olasilig1 vardir.

Bugiin ¢cevremizdeki ¢ok ¢esitli kimyasal maddelerin kiiclik miktarlar1 genotoksik veya

karsinojen olabilir. Ayrica endiistride ¢alisanlar bir¢ok organik kimyasal maddelere maruz
kalmaktadir. Bugiin bu maddelerin genetik acidan zararlarini degerlendirmek heniiz miimkiin
degildir. Insanlar arasinda, genetik defektlerin de giin gectikge artmasi tipta gittikce dnem
kazanmaktadir. 2000'den fazla genetik hastalik bilinmektedir. Oldukga yiiksek insidansli bu
genetik defekt veya hastaliklar daha ¢ok spontan (kendiliginden olusan) mutasyonlara
baglanmaktadir. Ancak ¢evremizde devamli maruz kalinan ve asag1 sinif hayvanlarda mutajen
olan bir dis kaynakli kimyasal maddelerin de etkisi olabilecegi ¢ok muhtemeldir. Bu konudaki

caligmalarin ilerlemesi ile insanlara yorumlanabilmesi yapilacaktir.

Somatik hiicrelerde mutasyon olugsmasi kanser olay1 ile sonuglanir. Ddllenme

hiicrelerindeki genotoksik degismeler ise insan neslini, ilgilendirdigi i¢in daha ciddi sonuglar
dogurur. Dollenme hiicrelerindeki letal ve dominant bir mutasyon diisiiklere neden olurken,
letal olmayan bir mutasyon ise daha sonraki nesillere gecerek bireylerde istenmeyen fenotipler
seklinde ortaya ¢ikmasia neden olabilir. insanlarin mutajenlere maruz kalmast ile etkileri
arasinda uzun bir siire vardir. genotoksisite sonucu olusabilen karsinojenezis i¢in latent bir
donem vardir. Genotoksisite sonucu olusacak diger etkilerin ise daha sonraki nesillerde

gorulmesi ise daha uzun siireyi gerektirir.
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Kimyasal maddelerin insan tizerindeki etkilerini degerlendirmede, ¢evrede dogal olarak

olusan fiziksel ve kimyasal genotoksik maddeleride tanimak gerekir. Radyasyon giinliik
yasantida karsilastigimiz 6nemli bir fiziksel genotoksiktir, glines 15181 baslica kaynaktir.
Kimyasal maddelerin tam yanmamasi ile olusan benzo (a) piren gibi genotoksikler, besinlerin
islenmesi  veya pisirilmesi sirasinda, sularin  klorlanmast  sonucu birgok kimyasal
genotoksisitelerin olustugu gosterilmistir. Bugiin endiistride Gretilen kimyasal maddelerin

say1s1 60 000 '1 gegmistir. Her y1l da 1000-2000 tanesi bu sayiya eklenmektedir. Boylece gerek
giinliik kullanimdaki bu kimyasal maddeler ve gerekse ¢evrede olusan diger maddelerin
toksikolojik etkilerini bilmek gerekir. Bu nedenle de toksikolojik profil analizlerini yaparak,
potent advers etkileri olanlarin iizerinde daha ¢ok durulmalidir. Ozellikle kimyasal

genotoksiklerin taninmasinda ¢abuk, pahali olmayan tarama testlerine gereksinim vardir.

Organik Yapih Maddeler Inorgank Maddeler
PAHIar Nitrozaminler Arsenik
‘ Bamanwrasen tirevier| . N-nitrozonomikotin Krom
Metilkolantren Alkil nitrozaminler Kadmiyum
‘ Berzo(ajpiren . Nirr ozopiperidin Nikel
Krizen Dimetilnitrozamin Berilyum
Perllen Azo boyalan Kobale
Polidoriu bifeniller (PCB) A Dimetilamincazobenzen . Demir
‘ Aromatik Aminler o-Amincazotwluen Kurgun
Anilin . Alkilleyici Ajanlar ' Titanyum
Berzidin . Antikanser ilaglar Cinko
2-Naftilamin . Mustard gan V
Toluen2 4-diamin . Dogal Bilegikler
o-Tcluidin Pirolizidin alkaloidler
2. Antramin Aflatoks inler
Sakarin . Serbest Radikaller

Sekil-4: Baz1 Onemli Genotoksik Kimyasal Karsinojenler (47).
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4.GENOTOKSIK ETKININ BELIRLENMESINDE BiYOGOSTERGELER

Biyogosterge, ksentobiyotiklerin hiicresel ya da biyokimyasal olusumlarin yapilarinda

ya da fonksiyonlarinda olusturdugu ve biyolojik sistemde ya da 6rnekte olgiilebilen
degisikliklerdir. Biyogostergeler biyokimyasal ve molekiiler degisimleri yansittiklarindan
deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalar arasindaki boslugu dolduran bir koprii gorevi goriirler.
Genotoksik kimyasal maddeler ile temasi olan kisilerde genotoksik riskin belirlenmesinde

biyogostergeler oldukga yararhdirlar (50).

Insan verileri kullanildiginda karsinojenite igin gii¢lii kanitlar saglayan epidemiyolojik

calismalar, bazen incelenen ajan ile etki arasindaki veri eksikliklerinden kaynaklanan “yanlig
negatif sonuglar” verebilirler. Bu durumun nedenleri olarak etkinin belirlenmesinde karsilasilan
guclikler, maruz ve kontrol grubunun uygun seg¢ilmemesi ve etkinin ortaya ¢ikabilmesi igin
uzun siireye gereksinim olmasi sayilabilir. Halbuki molekiiler yontemler sayesinde hastalik

ortaya ¢ikmadan risk degerlendirilmesinin yapilabilmesi olasidir.

Biyo gostergeler; maruz kalmanin biyo gostergeleri, duyarliligin biyo gostergeleri ve

etkinin biyo gostergeleri olarak siniflandirilabilir. Maruz kalmanin biyo gdstergeleri bir
ksentobiyotigin ya da metabolitinin ya da ksentobiyotik ile hedef molekiil/hiicre arasindaki
etkilesim sonucunda olusan iiriinlerin bir organizmada 6l¢iilmesini icerir. Genel olarak
maruziyetin gostergeleri bir birey tarafindan alinan dozun belirlenmesini ve bu dozun herhangi

bir hastaligin olugsmasina neden olan degisikliklerle iliskisini kavramak i¢in kullanilir.

Duyarliligin biyo gostergeleri, genetik 6zelliklerden ya da diger yatkinliklardan

kaynaklanan ve genel popiilasyona gore daha biiyiik risk altinda olmasina neden olan bireylerin
belirlenmesinde kullanilir. Bu biyo gostergeler, kimyasal maddelerin aktivasyonunda ya da
detoksifikasyonunda yer alan enzimlerin aktivitelerini ya da bazt DNA hasarlar1 i¢in onarim
kapasitesini icerebilir. Etkinin biyogostergeleri ise bir organizmada meydana gelen ve siddetine
bagli olarak potansiyel bir hastaligin habercisi kabul edilen 6lgtlebilir biyokimyasal, fizyolojik
ve diger degisikliklerdir. Etkinin biyo gostergeleri toksisitenin, karsinojenezisin ya da
hastaligin olusundaki erken etkileri belirleyebilmemizi saglar (51).

Kanser olusumunda genotoksik hasarin en 6nemli faktdr oldugu bilindiginden risk

grubundaki farkli DNA hasarlar1 kontrol grubu ile karsilastirilir. Bu amagla uygulanabilen pek
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cok genotoksisite testi bilinmektedir. Bu testler, genotoksik ajanlara maruz kalmayla olusan

riskin belirlenmesinde kullanilan sitogenetik biyogdstergelerdir.

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve

genotoksik potansiyelleri arasinda iliski kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak kullanilan
standart in vitro ve in vivo genotoksisite testleri; Kromozom aberasyonlari testi, Comet Assay

testi, Ames testi, Kardes Kromatit degisimi testi ve Mikroniiklus testidir.

4.1. Kromozomal Aberasyon

Kromozomal aberasyonlar, genotoksisite ¢calismalarinin validasyonu i¢in gelistirilmis

yontemlerden birisidir. Bu yontemin sonuglarinin dikkate alinmasi kanser riskinin erken
tanisina yardimci olabilir. Teknik tim genomdaki hasarin izlenmesine imkan tanimasi ve
maruziyetin degerlendirilmesinde biiylik 6l¢iide uluslararasi gegerli standartlara erigsmis olmasi
bakimindan 6nemlidir. Karl Sax tarafindan 1930 yilinda somatik hiicrelerdeki mutasyonun
kansere neden olabilecegi belirtilmistir. Bu tespitin ardindan mutojenezisin yol actig1 sorunlar
ayrintili olarak aragtirtlmaya ¢alisiimistir. Etkene maruziyetin kromozomal anomaliye yol agma
riskinin saptanmasinda, kimyasallarin klastojenik aktivitesinin degerlendirilmesinde ve biyo
gosterge calismalarinda kromozomlarda goriilen degisiklikler olduk¢a 6nemlidir (29,52,53,54).
Nitekim Hagmar L. ve arkadagslarinin yapmis oldugu ¢alismalarda yiiksek siklikta kromozomal
aberasyonlu kisilerde kanser gelisme riskinin daha fazla olmasi arasinda iliski oldugu

gosterilmistir (55).

Kiiltiire alinmig periferal kan lenfositlerindeki kromozomal aberasyon sikliginin

incelenmesi ve genotoksik hasarin boyutunun tespiti, kromozomlarin en rahat gézlenebildigi
metafaz evresinde yapilir. Bu agamada hiicrelerin tutulabilmesi i¢in hiicre kiiltlirline kolsemid
eklenir ve kromozomlardaki makrolezyonlar ve yapisal kromozomal degisiklikler

degerlendirilebilir.
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Sekil: Normal Insan kromozomu (55).

En sik rastlanan kromozomal aberasyonlarin; kromatid agikli1 (gap) kromatid kirigi
(break), asentrik ve disentrik fragment, ring kromozom, kromatid degisimi, inversiyonlar ve
translokasyon seklinde oldugu sdylenebilir DNA sarmal kirilmalar1 veya baz degisiklikleri
onarim kusurlarina bagl olarak kromozomlarda goriilen primer hasarlardir. DNA kirilmalari

tek sarmali veya birbirini tamamlayan ¢ift sarmali ayn1 anda etkileyebilir (54,56).

Kromozomlara katilma, eksilme veya farkli siralama sonucu olusan ve 151k mikroskopu

ile gorilen lezyonlara "klastojenezis™ denir.
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Sekil: Didentrik Kromozom (55).
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Kromozomda DNA kayb1 sonucu oldugu diisiiniilen bosluklarin (akromatid lezyonlar)

boyutu degisebilir. Kromatid uglarinin kirtlmasi ile olusan kirilmalar yer degistirir ve halen
metafaz donemini kapsar. Bloom sendromu ve Fanconi anemisi gibi genetik hastaliklar
kromozom kirilmalari ile ilgilidir. Ancak bu kirtlmalarin m1 hastaliga neden oldugu, yoksa

hastaligin semptomu olarak mi ortaya ¢ikan mekanizmalar oldugu belli degildir.

Iyonizasyon radyasyonu, alkillendirici etkenler gibi bircok kimyasal maddelerin

kromozom kirilmalarina neden oldugu gosterilmistir. Kromozom kirilmalarinin diizensiz ve
yanlig kaynamasi (birlesmesi.) sonucu olan degismelere "kromozomal mutasyonlar" denir. Bu
degismeler, baslica ¢ikartma, yer degistirme, ikiye katlatma veya ters donme seklinde olabilir.

Kromozomlarin esitsiz boliinmeleri ve sonucta hiicredeki kromozom sayisinin normale gore

artmasi veya eksilmesi ile bircok anomaliler goriiliir. Bircok genetik hastaliklar kromozomlarin

diizensiz béliinmeleri sonucudur. Ornegin Down sendromu (mongolizm) kromozom 21'in
trisomisi ile ilgili; yani kromozom 21'in 2 yerine 3 tane olmasi), Klinefelter sendromu (XXY
cinsiyet kromozomu konsititlisyonu; 47 kromozom) ve Turner sendromu (XO cinsiyet
kromozomu konsititliisyonu; 45 kromozom) gibi genetik hastaliklar anormal ¢ocuklarin

dogumuna neden olur.

Sekil: Down sendrmu (54).
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Bazi kimyasal maddelerin poliploid'i (temel haploid sayilarinin katlan) indiikledikleri
gosterilmistir. Ornegin kolisin spesifik bir "spindle" zehirdir. Spindle protein tubiline
baglanarak polimerizasyonu inhibe eder. Bdylece kolisin mitozis olayin1 metafaz sathasinda
durdurur, kromozom materyali agirlikca ikiye katlanir ve sonugta "poliploid" hiicre olusur.

Vinca alkaloidleri (vincristine ve vinblastin) de kolsisin gibi poliploidi indiikler.

4.2. Comet Assay Teknigi (Single Cell Gel Electrophoresis Technique) ve Kullanim
Alanlari

Insan popiilasyonlarinin genetik biitiinliigii, kimyasal ve fiziksel genotoksinlere maruz

kalmayla sonuglanan endiistriyel etkinliklerden dolay1 giderek artan bir tehdit altindadir.
Genetik hasan etkileyen diger faktorler ise yasam bi¢imi, ¢esitli ilaglarla uygulanan tedaviler
ve iklim degisiklikleridir. Genlere hasar veren ajanlarin etkilerini ortaya koymak igin kolay test
yontemleri aranmistir. Sitogenetik yontemler mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan
topluluklarin biyolojik izlenmesinde genis dl¢lide kullanilmaktadir. Metabolizma tiriinleri
mutajen ve karsinojen olabileceginden ayrica ¢esitli drneklerde biyotransformasyonlari farkl
oldugundan inhalasyon ajanlar1 veya diger potansiyel mutajenik ajanlar i¢in kullanilacak testler

insan hiicrelerinin analizi seklinde olmalidir ( 57).

Biyoizleme ¢aligmalarinda giderek artan sekilde sitolojik yontemler kullanilmaktadir.

Insan galismalarinda sitogenetik olarak gelinen son asamalardan biri de insan lenfositlerinin

incelenmesidir (59,60).

DNA hasarini arastirmada insan hiicrelerinin kullanildig1 testlerden en sik bagvurulan
Sister Chromatid Exchange (SCE) ve Microgel Electrophoresis (MGE) olarak da adlandirilan

Comet Assay yontemidir. Bu yontemlerle DNA sarmal kiriklarinin saptanmasi hassas, hizli ve
giivenilir bir sekilde gerceklestirilebilmektedir (60,63). Genotoksik taramalarda comet yontemi
giderek daha fazla kabul géormektedir. Comet yonteminin, yaglanmadan, genetik toksikoloji ve

molekiiler epidemiyolojiye kadar pek ¢ok toksikoloji alaninda uygulamalar1 vardir (60).

DNA kiriklarinin tayini prensibine dayanan bu yontem, pek ¢ok fiziksel ve kimyasal

mutajenin 6zellikle insanlarda yol actigt DNA hasarinin tayininde, kanser hastalarinda DNA
hasarinin derecesini ve tamirini tespit etmede, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda, bazi

hastaliklarda artmig DNA hasarimi belirlemede kullanilan bir biyoizlem testidir (61,62,79).

Comet yontemi asagida belirtilen avantajlara sahiptir (63,64,65);
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- Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir.

- Hizl bir yontemdir, ¢abuk sonug alinir.

- Hassas ve glvenilir bir yontemdir.

- Hiicrelerdeki DNA kiriklarini gorsel olarak ortaya koyar.

- Maliyeti duigiiktiir.

- Arag-gereg gereksinimi azdir.

Comet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike sahip
DNA molekillerinin elektriksel alanda farkli gé¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Bu yonteme
gore, hiicreler veya ¢ekirdekgikler dncelikle agaroza yerlestirilmekte, daha sonra lizis ve alkali
elektroforez tamponunda yiiriitme ve ndtralizasyon islemlerinden gegirilerek floresan boya ile

boyanmaktadir.

Floresan mikroskop ile incelenen preparatlarda zarar gérmemis DNA’lar comet

(kuyruk) olusturmazken, hasar gérmiis DNA molekiillerindeki fragmentler farkli molekiiler
agirliklarina ve farkli elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli hizlarda
hareket ederek cekirdekten disar1 dogru gog¢ etmekte ve kuyruklu yildiz gériiniimii

olusturmaktadirlar (Sekil 5a ve Sekil 5b).

Undamaged

Damaged

Sekil-5a: Comet yontemi ile hasarli, az hasarli ve hasarsiz hlcre drnekleri (63).
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Sekil -5b: Comet yontemi ile “hasarli” hiicre érnegi (63).

Bu goriinlim nedeniyle bu teknige "Comet" ad1 verilmistir. Comet testi ile DNA

hasarinin kantitatif olarak saptanmasinda; kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yiizdesi ve

kuyruk uzunlugu gibi parametreler kullanilmaktadir.

Ik defa 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal kiriklarinin

Ol¢iilmesi amaciyla kurulan, daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilen
teknik notral pH’daki lysing sartlarinda uygulanarak DNA ¢ift sarmal kiriklarini tayin etmede
kullanilmigtir. 1988 yilinda Singh ve arkadaslar tarafindan protokolde birtakim degisiklikler
yapilarak yontem alkali lysing kosullarinda uygulanmigtir. Singh ve arkadaglarinin comet
yontemi protokolii bugiin kiigiik degisikliklerle diinya genelinde en yaygin kullanilan
protokoldiir. Yontemin en dnemli avantajlarindan bir tanesi de ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinde

calisma olanagi saglamasidir (30,31,66).

Comet yonteminde hiicreler izole edildikten sonra agar igine gomulerek mikroskopik

lamlara yayilirlar. Lysing agsamasindan sonra elektroforeze birakilip floresan boya ile
boyanmak suretiyle degerlendirilirler. Comet teknigi ile DNA hasarinin kantitatif olarak tayin
edilmesinde gozle degerlendirmenin yani sira kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki
DNA yiizdesi en yaygin kullanilan parametrelerdir. Kuyruktaki DNA yiizdesinin belirlenmesi
ve sonuclarin gozle degerlendirilmesi diger parametrelere gore doz cevap iligkisini daha 1y1

yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir (30,41,66).

4.2.1. Comet Yonteminde DNA Hasarmin Degerlendirilmesi

Comet yonteminde hasarsiz hiicrelerin (lenfosit) incelemesinde yuvarlak, kenarlar1 daha

az yogun olmak iizere ortasi parlak bir 151k goriiniimii (¢ekirdek) vardir. Bu hiicrelerin
goriiniimii nonmigration (NM) olarak degerlendirilir. Eger DNA hasari olusmaya baslamigsa,
normalde diizgiin kenarli olan goriintii DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina gogiiniin de baglamasi
nedeni ile diizensiz kenarli bir goriiniim alir (strech ya da yeni adi ile low migration). Hasar

arttikca lenfositler kuyruklu y1ldiz (comethigh migration) seklini alirlar. Son asama ise
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apoptozistir. Hasarin siddetine gére merkezden kenara dogru uzama olur. Bu comet (kuyruk)

uzunlugu hasar ile dogrudan iligkilidir. Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin

derecesi ile paralellik gosterir (64).

Comet yonteminde lamlarin degerlendirilmesi comet goruntt analiz sistemi (comet

software) ile yapilabilecegi gibi gozle degerlendirme gibi farkli yontemlerden de

yararlanilabilmektedir.

Gozle degerlendirmede hiicreler hasarli ve hasarsiz olarak ayrilirlar. Hasarli hiicreler ise

hasar seviyelerine gore farkli kategorilere ayrilabilir. Bazi ¢alismalarda hiicreler; hasarsiz, az
hasarl1 ve ¢ok hasarli olarak {i¢ sinifa ayrilabildigi gibi, Kobayashi ve arkadaslari hiicreleri daha
detayli bir sekilde degerlendirerek 5 kategoriye ayirmislardir. Ayrica mikroskobun okiilerine
yerlestirilen mikron seviyesinde 6l¢iim yapabilen bir cetvelden de yararlanilabilir (44). Gozle
degerlendirme; 5 dakikada 1 000 hiicre sayilabilecek kadar hizli oldugundan ve bilgisayar
programi gerektirmediginden ucuz ve kolay bir yontemdir. Bu konuda yapilan
degerlendirmeler, gozle degerlendirmenin software kullanimi kadar etkili ve kullanilabilir

oldugunu gostermektedir (67).

Hasarin degerlendirilmesinde “Tail Moment” denilen bir bagka 6l¢iim yonteminden de

yararlanilmaktadir. “Tail Moment” kuyruk uzunlugu ve kuyruk i¢indeki toplam DNA oran1
olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemde “Tail Moment” kuyruktaki DNA yogunlugunu
g6stermektedir (64).

Comet yontemi pek cok tipte memeli hiicresinde ¢esitli ajanlarin indiikledigi DNA

hasar1 ve onarim bozuklugunun saptanmasini amaglayan in vivo ve in vitro ¢alismalarda

kullanilmaktadir.

DNA kiriklarinin saptanmasi ilkesine dayanan bu yontem, pek ¢cok DNA hasarinin ve

onariminin saptanmasinda biyoizlem ¢aligmalarinda ve genetik toksikolojide yaygin olarak
kullanilmaktadir. DNA hasarinin indiiklendigi ¢calismalar, comet yontemi ile gesitli hiicre
tiplerinde ve hedef organlardan alinan hiicrelerde yapilabilmektedir. Comet yontemi, duyarliligi
ve DNA hasarimi tek hiicre seviyesinde dl¢gmeye olanak saglamasi nedeniyle genotoksik etkisi
merak edilen bilesiklerin toksisitelerini hizli olarak 6nceden belirlemede kullanilan bir yontem

olmustur. Bu yontem ayni1 zamanda DNA onariminin belirlenmesini amaglayan ¢aligmalarda da
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uygulanmaktadir. Bu amagla Gedik ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, hiicreler 6nce DNA

hasari olusturan kimyasal maddeye maruz birakilmis daha sonra da onarim basamagi inhibe
edilerek, onarim1 gergeklesemeyen bolgelerde olusan kiriklar araciligi ile hiicresel onarim

kapasitesi hakkinda bilgi edinilmistir (65).

Comet yontemi, bazi patolojik kosullarin ya da kimyasal maddelere terapdtik olarak

maruz kalmanin ardindan olusan sonuglarin aragtirilmasi amaciyla pek ¢ok klinik ¢aligmaya
uygulanmistir. Bu ¢aligmalarin sonucunda; kotii beslenme, parazitik enfeksiyonlar, diyabet,
mesane kanseri, diisiik yapma gibi etkenlerin DNA hasarin1 anlamli olarak artirdigi

bulunmustur (69,70,71). Ayrica radyoterapi ya/ya da kemoterapi alan hastalarda, anestezik

ilaclara maruz kalanlarda, siklofosfamid ve sisplatin alan meme kanseri hastalarinda bu yéntem

ile anlamli olarak artmig DNA hasar1 saptanmistir. Comet yontemi ile yapilan ¢alismalar sadece

somatik hiicrelerle sinirli kalmamus, infertil olan ve olmayan erkeklerin spermlerinde DNA

hasart aragtirildiginda anlamli bir artig bulunmamistir (69).

Comet yonteminin diisiik hasar seviyelerinde de duyarli oldugu gésterildikten sonra,

mesleksel, yasamsal ve cevresel maruziyetlerin biyoizlenmesinde kullanilmaya baglanmistir.
Pestisitlere, benzene, anestezik gazlara, radyasyona ve sitirene maruz kalan bireylerde DNA
hasarmin arttig1 gosterilmistir. Ek olarak sigara icenlerde ve cocuklarda da DNA hasarini
belirlemeye yonelik arastirmalar gergeklestirilmistir. Hava kirliliginin DNA hasar1 yapip
yapmadiginin aragtirildigi bir caligmada ise lenfositlerin disinda, bukkal ve nazal epitelyum

hiicreleri ¢alisilmistir (72).

Comet yontemi ile DNA ¢apraz baglari da belirlenebilmektedir. Bu amacla uygulanan

yontemin temel prensibi, DNA capraz bag sayisinin artmasi sonucunda, DNA migrasyonunun
engellenmesidir. Collins ve arkadaslarinin gelistirdigi bir diger yontem ise oksidatif DNA
hasarinin spesifik enzimler kullanilarak belirlenmesi olmustur (70). Comet yontemi; diisiik
hasar diizeylerini bile saptayabilen duyarli bir yontem olmasi, az miktarda hiicre 6rnegi
gerektirmesi, her tiir 6karyotik hiicreye uygulanabilmesi, hizli, basit ve ucuz olmasi, kolay
uygulanabilir oldugu icin genis popiilasyonlara uygulanabilmesi gibi nedenlerle yaygin olarak

kullanimi giderek artmaktadir.
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4.3. Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi

Ames testi olarak da adlandirilan Salmonella/mikrozom mutajenite testi, kimyasal

maddelerin mutajenik etkilerinin arastirilmasinda kullanilan, test parametreleri ag¢isindan en 1yi
standardize edilmis ve mutajen/karsinojen etkisi en iyi bilinen kimyasallarla gegerliligi en fazla

kabul edilmis bakteriyel test sistemlerinden biridir.

Ayrica hizli, ucuz ve uygulanabilirliinin kolay olmasi nedeniyle ¢ok yaygin bir

kullanim alanina sahiptir. Bu test, insanlarda ve deney hayvanlarinda tiimdr olusumunda
somatik hiicrelerin timdr baskilayict genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlarin
saptanmasinda ve kimyasallarin DNA ile etkilesimlerini onleyerek mutajenik ve karsinojenik

etkilerini ortadan kaldiran antimutajenik ve antikarsinojenik maddelerin tayininde de siklikla

kullanilmaktadir (73-75).

Ames testinde, histidin operonunun degisik bolgelerinde cesitli mutasyonlar igeren

Salmonella typhimurium’un mutant suslart  kullanilmaktadir. Bu testin  temeli, S.
typhymurium’un yapay mutasyonla olusturulmus olan histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis suslarinin, sitokrom P-450 enzimlerini iceren memeli karaciger post mitokondriyal
stpernatant (S9) varliginda veya yoklugunda, test bileseni ile muamele edildikten sonra ikinci
bir mutasyon gecirip histidini sentezleyebilen ve histidinden bagimsiz ortamda ¢ogalmasi

€sasima dayamr.

possible
mutagen a high number of
revertants (his- to hiss)
suggests the mutagen
rat liver o causes mutations
extract plate incubate
- -~ - - —_ —_-_ > :'
‘ < >
media with
minimal histidine
~ plate incubate
Saimonella strain S— - S

(requires histidine}

control plate
(natural revertants)

Sekil 6: Histidinsiz ortamda tlireyebilmelerine yol acan kendiliginden geri mutasyona

ugrayan koloniler sayilarak mutajenite belirlenmektedir (74).
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Ortamda pozitif mutajen bir kimyasal madde varsa, geri mutasyonla ¢ogalan bakteri
koloni sayisi istatistiksel olarak anlamli artmaktadir (73,75-78).

4.4. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

KKD, kardes kromatitlerin homolog lokuslar1 arasinda DNA replikasyon iiriinlerinin

simetrik degisimidir ve DNA ¢ift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon yoluyla
onarilmasini gostermektedir. Ayrica KKD’ler nokta mutasyonlarin indiiksiyonu, gen
amplifikasyonu ve sitotoksisite ile yakindan iliskilidir (79,84). Bu test, ¢esitli ajanlarin
mutajenik ve karsinojenik etkilerinin, 6zellikle kromozomlarda olusan yapisal degisimlerin

arastirtlmasinda 6nemli bir yere sahiptir.

Mutajen ve karsinojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan hiicrelerde ve kromozom

kirilganlig1 ve yatkinlig ile karakterize edilen ¢esitli kalitsal hastaliklarda KKD frekansinin
arttig1 ve artmig KKD frekansi ile tiimdr olusumu arasinda lineer bir iligkinin oldugu
saptanmistir (82,84,85,88,89). KKD testi ile 6zellikle DNA eklentileri olugturan veya DNA

replikasyonu ile etkilesime giren mutajen bilesikler saptanmaktadir.

KKD testinde, DNA kiriklarin1 goriiniir hale getirmek i¢in hiicre kiiltiirlerine DNA’da
timin analogu gibi davranan Bromodeoksiiiridin (BrdU) maddesinin eklenmektedir ve bu
maddenin hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin arasina girmesi saglanarak homolog

kromozomlardaki DNA parcalarinin karsilikli degisimi gosterilmektedir.

Kiilttirlerdeki hiicreler ¢ogalirken DNA’larin replikasyonu sirasinda yeni sentezlenen

polintikleotid ipligine ortamda bulunan BrdU i¢eren bromurasil niikleotidleri gegmektedir.
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Ultraviyole lambasi ile 1s1nlanmaya maruz birakildiginda DNA igine yerlesmis olan BrdU daha

acik renkte boyanmis bolgeler olarak goriilmektedir (Sekil 7a).

Kromatidlerin farkli boyanmasina neden olan bu boyanma farki ile DNA’da kardes
kromatidler arasinda olusan degisimler gozlenebilmektedir (Sekil 7b) (81,84,89-91).
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Sekil 7a: Kardes kromatid degisimleri (81.84) . Sekil 7b: Kromatidler arasinda olusan
degisimler (81.84).

4.5. Mikronukleus (MN) Testi

Mikroniikleus, asentrik kromozom parcalarinin olugsmasina neden olan yapisal

kromozom hasarlarindan (Sekil 7) veya tam bir kromozom kaybina neden olan mitotik
hedeflerdeki hasardan olusan (Sekil 8), hiicrenin ana ¢ekirdeginden ayri, biiyiikliigii ana
cekirdegin 1/3-1/16’s1 arasinda degisebilen olusumlardir. Mikroniikleuslar1 olusturan
kromozom parcalari, DNA’da dogrudan ¢ift zincir kirilmalari, tek zincirdeki kiriklarin hiicre
replikasyonundan sonra ¢ift zincir kiriklarina doniilmesi veya DNA sentezinin inhibisyonu

sonucu ortaya ¢ikabilir. Kromozomdaki kiriklarin yanlis tamir edilmesi, bir disentrik

kromozom ve bir asentrik kromozom pargasinin olustugu asimetrik kromozom

diizenlenmelerine neden olabilir. Genel olarak bir hiicre i¢inde bir MN olusmasina karsin,

genotoksinin etkisine bagl olarak bazen bu say1 iki ya da daha fazla olabilir (92-94).
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Sekil-7: Asentrik kromatid parcasi igeren mikroniikleuslu hiicrenin olusumu. Asentrik kromatid pargasinin
olusumu ile sonuglanan interfaz evresindeki (a) yapisal kromozom hasarinin uyarilmasi, kromozomlar mitozun
metafaz evresinde (b) yogunlastigi zaman gozlenebilir. Kromatid parcasinin etrafinda ¢ekirdek zarinin yeniden

olusmasi ile hiicrenin boliinmesinden (e) sonra ortaya ¢ikan yavru hiicrelerde bir mikroniikleus (c) gozlenir (74).
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Sekil -8: Tam bir kromozom igeren mikroniikleuslu hiicrenin olusumu. Mitotik aygit: hasarli bir hiicre,
mikrotiibiillere baglanamamis tam bir kromozom igerebilir (b). Hiicre boliindiigii zaman, bu krozom anafaz
sirasinda geri kalacaktir ve yavru hiicre ¢ekirdegine diizgiin bir sekilde ayrilamayacaktir. Bu geri kalan
kromozomun etrafinda ¢ekirdek zarinin da olusmasi ile yavru hiicrelerden birinde ortaya ¢ikacak olan (e)
mikroniikleus meydana gelir (c). Sentromerler igin 6zel boyama teknikleri, bu mikrontkleustaki sentromerin
varligini tanimlamada kullanilabilir. Bu durum, asentrik bir kromatin par¢asindan olusan mikroniikleus (Sekil 6)

ile tam bir kromozomdan (sentrik par¢a) olusan mikroniikleus arasindaki farki ifade eder (74).

Mikronukleus, hiicre dongiisti boyunca meydana gelen hasar nerede olursa olsun (DNA

hasar1 veya mitotik hedeflerdeki hasar), hiicre boliinmesi siiresince olusur. Aksine, kromozomal
aberasyonlar, hiicre dongiisii agamalarinin herhangi birinde meydana gelebilir ve metafazda

gozlenen kromozom aberasyonlarinin 6zel tipleri, DNA hasarinin GO/G1 (kromozom tipi
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aberasyonlar) veya S/G2 (kromatid tipi aberasyonlar) fazinda ortaya ¢ikis1 hakkinda bilgi verir
(94).

MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal

kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. MN’lar ya
klastojenlerin neden oldugu kromozom kirig1 sonucu asentrik kromozom fragmentlerinden, ya
da aneujenlerin neden oldugu sentromer bdliinme hatalart ve ig ipligi fonksiyon bozuklugu
sonucu anafaz sirasinda geri kalan tam bir kromozomdan olusurlar (95,96). Mikronukleus
analizi i¢in mutajen muamelesi gérmiis hiicrelere sitokalasin—B uygulanarak sitoplazma
boliinmesi engellenir ve bu yolla 2 yavru niikleusun birlikte bulundugu iki niikleuslu hiicreler

ve bu hiicrelerin sitoplazmalar1 i¢inde yer alan mikrontikleuslar degerlendirilirler.

Sitokalazin B, bdliinen hiicrenin ikiye ayrilmasini uyaran mikroflamentleri olusturacak

aktin polimerizasyonuna neden olan plazma membranindaki molekiil agirlig1 biiyiik yapilara
baglanarak sitokinezi inhibe eder. Cekirdekli hiicrelerdeki mikroniikleuslarin sayilmasi ile
arastiricilar hiicrenin bir kez boliinmiis oldugunu ispatlamis olurlar. Mikroniikleus iceren iki
cekirdekli hiicreler/iki ¢ekirdekli hiicrelerin orani, mikroniikleuslu hiicrelerin frekansinin dogru
Ol¢iilmesini saglar. Frekans sOyle hesaplanabilir: mikroniikleus igeren hiicreler/toplam hiicre

say1s1 (boliinmemis ve MN olusturma olasilig1 olmayan hiicreleri igerir) (94).

Anoploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarina ve ig iplikciklerinde

fonksiyon bozukluklarina yol acarak; klastojenler ise kromozom kiriklari olusturarak MN

olusumuna katkida bulunmaktadirlar.

MN’li hiicrelerin frekansini etkileyebilecek faktorler:

1. MN’1i hiicrelerin daha fazla bdliinmesi. Yavru hiicrelere MN ayrilmasi rastgele
oldugu i¢in, bir MN bulunduran ana hiicrenin béllinmesi ile sadece bir yavru hicre
mikrontikleusu alacaktir ve diger yavru hiicre bir MN alamayacaktir. Bu da MN’li hiicrelerin
frekansini diistirecektir. Aksine, ¢ok sayida MN iceren ana hiicre varsa, her iki yavru hiicre de

MN alacaktir, bu da MN igeren hiicrelerin frekansini artiracaktir.
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2. MN yapisindaki DNA, hiicresel fonksiyonlar i¢in esansiyel ise, MN’1i hiicrelerin

tekrar tekrar boliinmesi 6ldiiriicii olabilir. Hiicre 6liimleri de gézlenen hasarin frekansini
diisiiriir.

3. Mikroniikleusun ana g¢ekirdekle yeniden birlesmesi, sonraki boliinmeler slresince,
MN’den kromozom veya kromozom pargalarinin sonraki telofaz boyunca ana ¢ekirdek ile

birlesme olasilig1 vardir. Bu da popiilasyondaki MN’li hiicre frekansini diigiiriir.

4. Bir hiicreden mikroniikleusun ¢ikarilmasi. Bazt MN’ler, 6zellikle tam bir kromozom
iceren daha biiyiik MN’ler, hiicreden ¢ikarilabilir; bu da MN frekansini diigtirtir. Cogalan DNA

iceren MN, hiicreden uzaklastirilabilir. Bu faktoérlerden dolay1i, MN’li hiicrelerin frekansi,
metafazdaki aberasyonlu hiicrelerin frekansindan daha az bulunabilir. Bu durum, metafaz

testleri ile MN testlerinin sonuglari karsilagtiriimak istendiginde 6nemli bir sorun ortaya ¢ikarir

Giiniimiizde, hizl1 endiistrilesmeye bagl olarak ¢evresel kirliligin giderek artmasiyla,

canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla gii¢lii toksik,
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktdrlerin olumsuz etkilerini tespit etme ve énlemler
alma ihtiyaci kaginilmaz olmaktadir. Bu nedenle MN testi sitogenetik harabiyetin tespitinde,
kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve
istatistiksel yonden daha anlamli sonuclar elde edilmesi avantaji saglamasiyla yaygin kullanim

alan1 bulan bir teknik olmustur.

4.5.1. Mikroniikleus tekniginin gelisimi

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin ol¢iilmesinde, 1970’lerde

hayvan hiicrelerinde ve daha sonra Haddle ve arkadaslari tarafindan kiiltiire edilmis insan
lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya

baslanmustir.

Bazi aragtirmacilar gelistirdikleri modifiye metotlarla andploidiye yol acan ajanlar ile

klastojenleri birbirinden ayirmada MN biiyiikliik farkindan yararlanmislar; klastojenlerce
uyarilan MN’lerin asentrik kromozomal fragmanlar iceren kii¢iik, anojenlerce uyarilan

MN’lerin tam kromozomlar igeren daha biiyiik ebatli oldugunu gostermislerdir.

Eastmond ve Tucker ayn1 amagla antikinetokor antikorlar1 kullanarak kinetokor pozitif

MN’lerin tam bir kromozom, kinetokor negatif MN’lerin ise asentrik kromozom fragmani
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icerdigini ve bu yontemin andploidi uyaran ajanlari klastojenlerden ayirmada daha kesin bir yol

oldugunu vurgulamislardir.

Daha sonralar1 Fenech ve Morley gelistirilen Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-Blocked)

Metodu, baz1 kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve teknigin uygulanmasindaki
giivenirligin artmasini saglamistir. Bu metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan
Cytochalasin-B (Cyt-B) ile  mitoz gegiren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina

dayanmaktadir.

Standart lenfosit kilturlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, ¢ekirdek

boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik boliinmesini gerceklestirememis ¢ift ¢ekirdekli
hucreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hicrelerin  orani
saptanabilmektedir. Incelenen alanda, kiiltiir siiresi icinde ikinci boliinmesini tamamlamis 4
cekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir; ancak MN sayiminda Heddle ve Countryman’in
kriterleri kullanildigindan bu hiicrelerde goriilen MN’ler degerlendirme dis1 birakilmaktadir.

Heddle ve Countryman’in kriterlerine gore:

1. MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiiclik olmast;
2. Boya alma yogunlugunun esas c¢ekirdek ile ayn1 olmast;

3. Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi esas

alinmaktadir

(Sekil 9, 10 ve 11).

Sekil 9. Sitokinezi bloke edilmis Sekil 10. Sitokinezi bloke edilmis iki Sekil 11. Mitoz bolinmede niikleuslarindisinda
bir mikroniikleus mikronikleus bulunan hiicre bulunan kalan ve mikroniikleus olusturmaya aday
hiicre (94). iki kromozom gorilen hiicre (94).
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4.5.2. Mikroniikleus ve Kanser Iliskisi

MN frekansi ile kanser gelisimi arasindaki direk iliski bir¢ok bulgu ile
desteklenmektedir. Cheng vd. 1996’da, Duffaud vd. 1997°de yaptiklar1 ¢aligmalara gore; kanser

hastalarinda periferik lenfositlerde oldugu gibi hedef dokuda da MN frekans1 artmaktadir (95).
Rudd vd. 1988’te, Rosin ve German 1985°teki bildirilerine goére; Bloom sendromu veya ataxia
telangiectasia gibi hastaliklardan etkilenen bireyler, yiiksek MN frekans1 ve kanser riski
tasimaktadirlar (96). Sorsa vd. 1992 yilinda yaptiklar1 arastirmaya gore; bazi ajanlar insan ve
hayvanlarda MN frekansini arttirabilmekte, kanserojenite ve genotoksisite arasinda bir iligki
bulunmaktadir ve bu ajanlar; iyonize radyasyon, benzen, sigaradir (96). Fenech ve Rinaldi
1995°te, Fenech vd. 1997°de, Blount vd. 1997°de, Fenech vd. 1998’de, MN’un kandaki vitamin
ve folate konsantrasyonu ile cok kuvvetli iligkisi bulundugunu, bunlarin azlig1 bazi kanser
tiplerinde artisa neden oldugunu bildirmislerdir (96). Bu bulgular agikga MN ve kanser
arasinda bag oldugunu gostermektedir. KA ile kanser siklig1 arasinda anlamli iligki vardir.

Ancak bu iligki KKD de bulunmamistir. MN i¢in heniiz veriler yeterli sayida degildir (96).

4.6. Metaryal ve Yontem

4.6.1. Kan Numunelerinin Alinmasi

Calismamiz ile ilgili kan 6rnekleri, idiyopatik Trombositopenik Purpura (ITP) tanisi

konulmus, yaslar1 18- 35 arali§inda, sigara igmeyen ve baska bir hastali1 mevcut olmayan 30
kisiden (16 bayan ve 14 erkek) ve kontrol grubu olarak da yine yas aralig1 18-35 aralifinda hig
sigara igmemis, herhangi bir saglik problemi bulunmayan, sosyo-ekonomik durumu hasta
grubu ile esdeger 30 kisiden (12 bayan ve 18 erkek) 5 ml vendz kan 6rnegi alindi. Alinan kan
orneklerinin 1 mL’si Comet Assay analizi i¢in, geri kalan miktar ise IL-17 calisiimak iizere

santrifiij edilerek serum 6rnekleri depolandi.

4.6.2. Kullanilan malzemeler

Harran Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya Anabilim dalindaki olanaklardan
yararlanilmaistir.

1. Elektroforez diizenegi
2. Invert mikroskop
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. Manyetik karistirici

. Sogutmali santrifiij

. Hotplate

. Hassas Terazi

. -20 ve -80 derece derin dondurucu
. +4 derece buzdolabi

. Distile ve Deiyonize Su sistemi
10. Elisa washer

11. Elisa Reader

12. Multipipetler

13. Horizontal Shaker

14. Etlv

15. RayBio marka Human IL-17 ELISA Kiti.

O oo N O bW

4.6.3. DNA Hasar1 Yontem Prensibi

Mononiikleer 16kosit DNA hasar1 Singh ve ark. (97) tarafindan gelistirilen Alkali Tek
Hiicre Elektroforez (Comet Assay) yontemi modifiye edilerek calisildi. Yontemin prensibi,
alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiikiine sahip DNA molekiillerinin
elektriksel alanda farkli uzakliklara go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Tek hiicreler agaroz
jele yerlestirilir ve lizisten sonra zarar gormemis DNA'lar tasinma sirasinda comet (kuyruk)
olusturmayacak sekilde yiiriirler. Oysa DNA zincirinde herhangi bir nedenle kirilmalar
olugsmugsa farkli molekiiler agirliklara ve farkl elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan,
elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar.
Elektroforezden sonra DNA molekiilleri, DNA spesifik floresan boyalar ile boyanip floresan
mikroskopla incelendiginde boyanmis DNA’lar gézle veya kinetik okuma programlari ile

degerlendirilebilir.

4.6.3.1. Yontemin Uygulamisi

4.6.3.1.1. Slaytlarin Hazirlanmasi

% 1,0'lik normal melting point (NMP) agaroz jel hazirlanip eritildikten sonra 80 pl
alinarak kenarlar1 buzlanmig lam {izerine damlatildi. Lamlarin iizeri lamel ile kapatilarak

buzdolabinda (2-4 0C) 5 dakika bekletildikten sonra lameller kaldirildi. Hazirlanan lamlar
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nemli kutularda bekletildi. PBS tamponu ile mm3 te 104 hiicre olacak sekilde diliie edilmis
mononiikleer hiicrelerden 10 il alinarak 80 il %0,6'lik low melting point (LMP) agaroz jel
(370C) ile karistirilarak birinci tabaka {lizerine tabakalandirildi. Daha sonra lamel ile
kapatilarak buzdolabinda donmasi i¢in 5 dakika bekletildi ve ardindan lameller kaldirilarak

slaytlarin hazirlanma iglemi tamamlandi.

4.6.3.1.2. Lizis asamasi

Hazirlanan slaytlar 50 dakika yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren soguk

lizing soliisyonunda bekletildi.

Hiicre zarlarinin pargalanmasi i¢in 6nce 2,5 M Sodyum kloriir, 100 mM EDTA ve 10
mM trizma base distile suda ¢oziilerek stok lizing soliisyonu hazirlandi (pH=10).Calismadan
hemen 6nce stok lising soliisyonuna %1 oraninda Triton X-100 ve %10 oraninda DMSO

eklendikten sonra slaytlar 50 dakika bu taze soguk lizing soliisyonunda bekletildi.

4.6.3.1.3. Elektoforez tamponu

Elektrforezde yiirtitiilmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi i¢in slaytlar alkali

elektroforez tamponunda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Alkali elektroforez tamponu 1mM

Na2EDTA ve 300 mM NaOH’tan olusmaktadir (pH <13).

4.6.3.1.4. Elektroforezde yuritme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu

tampon ¢ozeltisi icerisinde 300 mA, elektrik akiminda ve 5-25 0C’de 30 dakika yiiriitiildii.
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4.6.3.1.5. Notralizasyon

Elektoroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali elektroforez tampon
¢ozeltisini ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dakika siire ile 3 kez notralizasyon tamponu

(0.4 M Tris-HCI, pH 7.4) ile yikandi.

4.6.3.1.6. Boyama

Notralizasyon isleminden sonra boyama yapilarak cometler sayildi. Boyama iglemi
icin floresan bir boya olan etidyum bromit boyasi (5 pg/ml) kullanildi. Her bir slayt igin 80
uL boya slayt iizerine damlatildiktan sonra lamel ile lizeri kapatilarak 20 biiyiitmeli floresan
mikroskop ( Olympus CKX41 Japan) ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580 nm) 100
adet DNA goriintisii degerlendirildi. Degerlendirme islemi icin DNA’lar hasar diizeyine gore

5 evreye (0, 1, 2, 3 ve 4) ayrildi(Sekil 12).

Sekil -12: DNA ‘nin hasar diizeyine gore siniflandiriimasi (66).

4.7. Interlékin 17 Diizeyinin Ol¢iimii

Hasta ve kontrol gruplarinin serum interlokin diizeyleri RayBio marka (Cat. No:
ELH-IL 17-001) Human IL-17 ELISA Kitiyle 6l¢iildii. Sonuglar pg/mL olarak ifade edilmistir.
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4.8. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) Versiyon
11.5 (SPSS Inc. Chicago, IL, United States of America (USA)) bilgisayar programi kullanilarak

gerceklestirilmistir.  Gruplardaki ~ verilerin  dagilimi ~ Kolmogorov — simirnov  testi ile
degerlendirilmis, DNA hasarinin dagilimi1 normal olmamasindan dolay1 nonparametrik testler,
IL-17 testi icin parametrik testler kullanilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel iliski Mann-
Whitney U testi ve Student’s t testi ile arastirilmistir. P<0,05 degerleri istatistiksel olarak

anlamli1 kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

Tablo-1"de ¢alisma gruplarinin demografik verileri incelendiginde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 bulunmustur (Tablo -1).

Hasta (n=30) Kontrol (n=30) p
Yas(yil) 22,15+1,80 26,55+1,80 0,338
| Cinsiyet(E/K) 14/16 18/12 0,656
Boy (cm) 161,18+1,20 156,42+1,20 0,415
' Kilo (kg) 75,45 64,68 10,219

_—nm
MeanzStandart Deviation

Tablo-1: Calisma gruplarinin karakteristik ve demografik 6zellikleri

Hasta ve Kontrol gruplar1 karsilastirildiginda, DNA Hasar1 bakimindan anlamli sonuglar

elde edilmistir (p=0.025) (Tablo-2). IL-17 diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli kabul
edilebilecek sonuglar bulunmamistir (p=0,387). (Tablo-3)

Hasta (n=30) Kontrol (n=30) p

DNA Hasarn, AU ‘ 1,0+ 8,00 0,0£2,00 0,025 \

Median+Interquartile range

Tablo-2: Hasta ve Kontrol gruplarinin DNA Hasari Diizeyleri

Hasta (N=30) Kontrol (N=30) p

IL-17, pg/mL 116,83 + 19,50 106,50 + 72,50 0,387
Mean + Standart Deviation

Tablo-3: Hasta ve Kontrol gruplarin IL-17 Diizeyleri

39



30
201

101

DNA, Arbutrary Unit

-10

IT'P Ko nt'rol

Grafik 1: Hasta ve kontrol gruplarinin DNA Hasar1 diizeylerinin arasindaki fark ve
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Grafik 2: Hasta ve kontrol gruplarinin IL-17 diizeylerinin arasindaki fark, dagilim ve

standart sapmalari



\"“\\__\\ 1L-17 WBC RBC HGB PLT
SBR[ 050 | -266  |-308 | -042 |16l
p 792 155 098 826 395
IL-17 r 190 110,089 093
p 314 562 640 625
WBC r 250 181 132
p 182 338 488
RBC r 635 -,096
p 000 613
HGB r 059
p 758

Tablo — 4: Hasta grubunda DNA hasar1, IL-17 ve hematolojik parametreleri arasindaki
korelasyon tablosu

r: Pearson korelasyon katsayisi

p: Istatistiksel Snem

Hasta grubunda DNA hasari, IL-17 ve hematolojik parametrelerin korelatif iligkileri
yukaridaki tabloda gdsterilmektedir. Tablodan da goriildiigii gibi DNA hasar ile IL-17, WBC,

RBC ve HGB degerleri arasinda negatif, PLT arasinda pozitif bir korelasyon bulunmasina
karsin, istatistiksel olarak anlamli degildir. IL-17 diizeyi ile RBC diizeyleri arasinda negatif bir

korelasyon tespit edilmisken, diger hematolojik parametreler arasinda pozitif bir korelasyon

bulunmustur. Fakat istatistiksel olarak anlamli degildir. Hasta grubunun klinigi geregi kan RBC

degerleri ile HGB degerleri arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur ve istatistiksel olarak

anlamhdir (p<0,001).
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6.TARTISMA

Idiopatik trombositopenik purpura (primer immiin trombositopenik purpura) (ITP)
cocuk ve erigkin yas grubunda akkiz olarak goriilen, klinik bulgu olmadan sadece
trombositopeni ile seyreden, diger trombositopeni nedenlerinin ekarte edilmesiyle tani

konulabilen bir hastaliktir.

ITP’de trombositopeninin bilinen sebebi trombositlerin erken yikilmasidir. Trombosit

yiizeyine kars1 otoantikor olusumu, bu otoantikorlarla kapli trombositlerin retikiiloendotelyal
sistemin makrofajlari tizerindeki Fc reseptorleri tarafindan taninmasi ve fagositoz ile ortamdan

uzaklastirilmasi ITP nin bilinen temel fizyopatolojisidir. ITP ¢ocukluk yas grubunda en sik

akut trombositopeni nedenlerinden biridir. Cocuklarda goriilme insidansi eriskinlerden fazladir.

Yilda milyonda 46 yeni vaka olarak bildirilmistir. En sik goriilme yas1 2-4 yastir ve her iki

cinsiyette de esit oranda goriilmektedir.

ITP bir grup hastalikla birlikte goriilebilmektedir. Enfeksiyonlar, kollajen doku

hastaliklari, kemik iligi transplantasyonu sonrasi trombositopeni, neonatal alloimmiin
trombositopeni, posttransfiizyon purpura, ilaca baglh immiin trombositopenik purpura seyrinde
goriilen ITP, sekonder ITP olarak adlandirilmaktadir. ITP akut, kronik veya rekiirren olarak
seyretmektedir. Akut formu siklikla ¢cocuklarda, kronik formu ise geng erigkinlerde
bildirilmektedir. Cocukluk ¢aginda ITP nin %80-90 akut seyrettigi, gecici bir kanama epizodu
oldugu, bir kag giin ile alt1 ay i¢inde diizeldigi bilinmektedir. Trombositopeni alt1 aydan uzun
surerse kronik ITP olarak adlandirilmaktadir. Cocuklardaki kronik ITP eriskinlerde goriilen
klinik 6zelliklere benzerlik gostermektedir.

Cogunlukla belirgin bir klinik bulgu géstermeden sinsi seyretmekte, addlesan yasta ve

kizlarda daha sik goriilmektedir. Trombositopeni ataklarinin araliklari ii¢ aydan daha uzun
siirerse rekiirren ITP olarak adlandirilmaktadir. Rekiirren TP, kronik ITP’nin bir formu olarak
diisiiniilmekte ve ITP’li gocuklarin %1- 4’{inde goriilmektedir. Kronik ITP’de trombosit
uretiminin azalmasyla (viral enfeksiyon gibi bir nedenle) veya artmis otoantikor iiretimi veya
trombosit tiiketimi gibi faktorlerin arasindaki dengenin bozulmasiyla hastalarda rekiirrens
goriilmektedir. Bununla beraber kompanse evredeki ITP’li bir annenin bebeginde neonatal

trombositopeni riski bulunmaktadir.
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Eriskinlerde trombositopeninin yaygin nedeni olan kronik ITP alt1 aydan uzun siiren

trombositopeni ve genellikle deri ve mukoza kanamalariyla kendini gésteren otoimmiin bir
hastaliktir. Ozellikle dalakta olmak iizere retikiiloendotelyal sistemde yikim sonucu kalic
trombositopeni ile karakterize bir hastaliktir (98). Trombosit otoantikorlar1 suglanan temel
patogenetik mekanizmadir. ITP’li olgularda bulunan antikorlar veya immun kompleksler
muhtemelen megakaryositlerle etkilesir. Klinik olarak eslik eden baska bir hastaligin
bulunmamasi durumunda trombositopeninin saptanmasi, periferik yaymada trombositopeninin
dogrulanmasi, gerektiginde yapilacak olan kemik iligi aspirasyonunun normal sonug¢lanmasi ile

tan1 konur (99).

Sitokin, hayvan ve bitki hiicrelerince tiretilen, hiicrelerin birbirleriyle iletisimini

saglayan protein ve peptidlerin bir grubudur. Hiicre yiizeyi sitokin reseptorleri araciligiyla
gorevlerini yaparlar. Yangi (enflamasyon) ve bagisiklik reaksiyonlarinda, aktif lenfositler,
makrofajlar, endotel, epitel ve konnektif dokular tarafindan olusturulurlar. Salinimlar1 gegicidir.

Sitokinler, hiicrelerdeki reseptorlere baglanarak hiicre ¢ogalmasini uyarirlar.

Interleukin terimi, arastirmacilar tarafindan 6nceleri genellikle beyaz kan hiicrelerine

hedeflenen bu sitokinler i¢in kullanilmistir. Artik genis anlamda gilinden giine kesfedilen daha
yeni sitokin molekiillerinin tarifi ve bunlarin tahmin edilen islevlerindeki kiiciik iliskileri
anlatmak i¢in kullanilmaktadir. Bunlarin ¢ok biiyiik derecesi T hiicrelerince liretilmektedir.
Interlokin 17 (IL-17), Pro-inflamatuar bir sitokin olup, inflamasyonla ilgili bir cok mediatoriin
ekspresyonunu indtkler (16-17). IL-17 ‘nin immdin sistemin diizenlenmesindeki énemine dair
artan delillerin yani sira, inflamatuar hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve kanserde aktif rol

oynayabilecegi de bildirilmistir (18).

Rocha ve arkadaslarinin yaptiklari calismada ITP’1i hastalarda serum IL-17 seviyesinin,

normal olan kontrol grubuna gore 5 kat arttig1 ve CD4 hiicrelerden salinan diger
interlokinlerinde saliniminda artis oldugu bildirilmistir (102). Bu ¢alismanin disinda Zhang ve
arkadaslarmin yaptiklar1 bir baska ¢alismada da ITP’li hastalarin serumunda serum IL-17
seviyesinin artti1 ve [L-17 salgilayan CD4/IL17 hiicrelerinin de seviyelerinin arttigini
gostermistir (101). Bizim yaptigimiz ¢alismada da literatiirle uyumlu olarak iTP’li hastalarda
IL-17 diizeyleri, kontrol grubuna gore yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Immiin trombositopenik purpura hastaliginin etyolojisinde antiplatelet antikorlarini {ireten

otoreaktif B lenfositler sorumlu tutulsa da otoimmun hastaliklarda IL-17 dizeylerinin
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yiiksekliginin T lenfosit aktivasyonunun ve sitokin yolagindaki diizenlenmenin bozulmasindan

dolay1 ytikseldigini diisiinmekteyiz.

Bu bulgularla klinik olarak ITP oldugu diisiiniilen hastalarda serum IL-17 diizeylerinin

Ol¢iilmesinin hastaligin tanisini i¢in yardimci bir parametre olabilecegi kanaatindeyiz. IL-17
diizeyini yiikselten mekanizmalara yonelik ileride yapilacak olan arastirilmalarin, bu hastaligin

tedavisine 6zgili yontemleri gelistirilebilecegini diisiinmekteyiz.

Canlinin her bir hiicresinde giinde onbinlerce DNA molekiilii hasara ugramakla birlikte

olusan hasar DNA tamir mekanizmalari ile tamir edilmektedir. Normalde hasar ve tamir denge
halindedir. Denge hasar lehine bozuldugunda tamir mekanizmalar yetersiz kalmakta, neticede
kontrollii hiicre 6liimii olarak nitelendirilen “Apoptozis” veya mutasyon, delesyon insersiyon,
kanser olusumu gibi DNA molekiiliinde kalic1 degisiklikler olugsmaktadir. Bazi durumlarda ise
stres faktorlerinin olumsuz etkileri ancak organizmanin hayat evresinin son asamasinda agiga
cikmaktadir. Dolayisi ile, organizmada kalic1 hiicre hasarlarin olusmadan 6nlenebilmesi igin
DNA’nin durumu hakkinda kaliteli bilgi veren bir test, kaliteli bir test olma 6zelligi
tastyacaktir. Comet analiz yontemi olarak da bilinen tek hiicre jel elektroforez yontemi son
yillarda genisleyen uygulama alani, giivenilirligi ve uygulamasi kolay olmasi bakimindan
kimyasal ve fiziksel etmenlerin canlilar iizerinde yol agtig1 genotoksik ve sitotoksik etkilerin bir

gostergesi olan DNA hasar seviyelerinin dl¢lilmesini saglayan 6nemli bir metoddur (103).

DNA gen regiilasyonu olagan gen fonksiyonlar1 ve aktivitesi i¢in dnemli bir role

sahiptir. DNA hasar1 hayat1 fonksiyonlara varan bir¢ok hastaligin temelinde varoldugu bilinen
ana mekanizmalardan biridir. Systemic Lupus Erythematosus (SLE) ve Romatid Artrid (RA)
gibi otoimmiin hastaliklarin birgogunda da DNA hasarmin rolii gosterilmistir. ITP
patogenezinde de DNA hasarinin oldugunu gosteren az sayida ¢alisma bulunmaktadir (104).
Cinli populasyonu igeren bagka bir ¢aligmada da 6zellikle bazt DNA noktalarinda hasar
saptamistir (100). Fakat bu calismalarin disinda Chen ve arkadaslarinnin yaptigi bir bagka
calismada da Cin populasyonunda ITP hastalarinda DNA hasari saptanmamistir. Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise DNA hasar diizeyi ITP hastalarinda, kontrol grubuna gore yiiksek ve

istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu saptanmustir.

Bulgularimiz 1s181nda, ITP hastalarinda DNA hasarinin kontrol grubuna gére yiiksek

diizeyde bulunmasinin trombositopeninin etiyopatogenezinde rol oynayabilecegini sdylemek
mimkiin gozilkmektedir.  ITP hastalarinda ve Kontrol grubunda DNA hasar1 ve IL-17

diizeylerini arastirmaya yonelik yaptigimiz bu ¢calismamizda, DNA hasarinin ve IL-17
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diizeylerinin birlikte degerlendirildiginde hastaligin tan1 ve takibinde hedefe yonelik tedavilerin

tespiti i¢in faydali olacagi kanisindayiz. Sonuglarimizin yeni arastirmalara 1s1k tutmast
acisindan konu ile ilgili daha fazla hasta sayisi tizerinde, molekiiler diizeyde daha ayrintili ve

daha kapsamli arastirmalar yapilmasina gereksinim duyulmaktadir.
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