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Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dal1 (Vet.)

Bu ¢aligmada, glinde bir paket sigara i¢cen (20 adet/gtin) saglikli gonulli erkek
bireylerden, abeslangla alinan dil ve yanak mukoza kazintilart materyal olarak
kullanildi. Her birinde 30’ar kisi bulunan 3545, 4655, 56 ve lzeri olmak tizere ¢
yag grubu olusturuldu.

Havada, oda sicakliginda (20°C) kurutulan frotilerden AgNOR boyamasinda
kullanilacak olanlar metanol-asetik asit karistminda (3:1), MN boyamast
uygulanacaklar ise glutaraldehid-aseton tespit sivisinda 5 dakika tespit edildi. MN
boyamasi, May Griinwald-Giemsa boyasinin modifikasyonuyla gelistirilen Wolf ve
Luepke’nin (1997) uyguladigt metoda gore gerceklestirildi. AgNOR’lar Aydin
(2004) tarafindan bildirilen giimtsleme boyama yontemiyle boyandi.

Modifiye May Grinwald-Giemsayla boyanan preparatlarda toplam 1000 adet
epitel hiicresindeki MN sayilart belirlendi ve sonuglar, 1000 hiicre bagina diisen MN
olarak ifade edildi. AgNOR boyanan preparatlardaysa, dijital goriintii analiz
programiyla her hticrenin g¢ekirdek alani, AgNOR sayis1t ve AgNOR alani belirlendi.
Elde edilen verilerden, AgNOR alaninin ¢ekirdek alani i¢indeki yiizdesi (nispi, %
AgNOR alani) hesaplandi.

Bu ¢aligma sonuglari, sigara i¢iminin, dil ve yanak mukoza epitel hiicrelerinde
genotoksik etkiye sahip oldugu hakkinda daha oOnce ileri surilen bulgulart
desteklemektedir. Sigara icenlerde, hem dil ve hem de yanak mukoza epitel
hiicrelerinin MN frekansinda 6nemli artis gozlenmektedir. Nikleus buyukligi ve
AgNOR parametrelerinde de sigara igenlerde bazi degisiklikler meydana gelmekle
birlikte, dil ve yanak mukoza epitel hiicreleri arasinda farklar vardir.

Anabhtar sozciikler: Mikrontikleus; AgNOR; Sigara; Agiz mukozast.



ABSTRACT

Project number: 9202029

LIGHT MICROSCOPIC INVESTIGATIONS ON THE MICRONUCLEUS (MN)
AND NUCLEOLUS ORGANISER REGIONS (NORs) OF ORAL MUCOSAL
EPITHELIAL CELLS OF CIGARETTE SMOKERS AND NON-SMOKER
MALES

Prof Dr. llhami CELIK
Selcuk University
Veterinary Faculty
Department of Histology and Embryology

In this study, lingual and buccal mucosal scrapings of healthy non smoking
and smoker (20 cigarettes/day) male volunteers from three age groups (3545 years,
46-55 years, 56 and elder), each having 30 people, were used as materials.

From each scrapings, smears were prepared, air dried at room temperature
(20°C) and fixed in methanol-acetic acid (3:1, v/v) for AgNOR staining, some of
them fixed in glutaraldehyde-acetone for MN staining, for 5 minutes. MNs were
stained by a modified May Grinwald-Giemsa stain (Wolf and Luepke 1997).
AgNORs were stained by means of a silver impregnation method reported by Aydin
(2004).

In modified May Grinwald-Giemsa stained specimens, MNs were carefully
counted under light microscope in 1000 epithelial cells for each smaple, and the
results were expressed as MN frequency, MN number/1000 cells. Digital images of
AgNOR stained specimens were analysed by an image analysing software, and
nuclear area, AgNOR numbers and AgNOR area of 200 cell for each sample were
determined. Relative AgNOR area (% area of total AgNOR area in each nuclear
area) were calculated from the data.

The results were in accordance with previous findings showing that smoking
had genotoxic effects on the epithelial cells of both lingual and buccal mucosae.
Smokers had increased MN frequencies in lingual and buccal epitheial cells. Nucleus
size and AgNOR parameters were also affected by cigarette smoking, although there
were some differences between the lingual and buccal epithelial cells.

Key words: Micronucleus; AgNOR; Cigarette; Oral mucosa.
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ONSOZ

Gunluk hayatta sagligimizi tehdit eden pek ¢ok fiziksel ve kimyasal zararl
ajanlara maruz kalmaktayiz. Bunlarin pek c¢ogu kumilatif etkilidir. Bilim ve
teknolojide saglanan gelismeler sayesinde bu etkenlerin muhtemel zararli etkilerinin
onceden belirlenebilmesi amaciyla bazi testler gelistirilmistir. Bunlarin énemli bir
kisminda geligmig ekipman ve uzman ekibe ihtiya¢ duyulurken; daha pratik, ucuz ve
givenilir sonuglar veren bazi sitolojik testler de gelistirilmistir. Giiniimiizde,
mikrontkleus (MN) testi ve hicre ¢ekirdek¢igindeki giimiisle boyanan proteinlerin
olusturdugu bolgelerin (AgNOR’lar) bazi parametreleri de maruz kalinan toksik

ajanlarin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde 6énemli bir yer tutmaktadir.

Sunulan bu ¢alismada, sigara i¢en erkelerde yassi hiicreli karsinomun en fazla
gorildagt dil mukoza epiteli ile yanak mukoza epitel hiicrelerinin MN frekansi ile

bazi AgNOR parametrelerinin belirlenmesi amaglanmigtir
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1. GIRiS

Diinyada yilda yaklagik 274,000 kisi, 6onemli bir kism1 sigara ve titiin Grini
kullanmayla bagintili olan agiz i¢i kanserlerine yakalanmaktadir (DeMarini MD.
2004). En fazla sigara i¢enlerde goriilen yassi hiicreli karsinom (Squamous cell
carcinoma, SCC), 40 yas uizeri erkeklerde daha sik gorilir ve timoérin yerlesimi
cogunlukla alt dudak, dilin kenarlari ve agiz tabanidir. Sigara dumani, gigla
mitojenik etkileri olan pek ¢ok toksik madde igerdiginden, sigara i¢imi, SCC i¢in en
onemli risk faktort olarak kabul edilmektedir. Diinyada en fazla rastlanan 10 kanser
tipi arasinda olan yassi hiicreli karsinom, agizda gelisen malignansilerin %90’ nindan
fazlasindan sorumlu olup (Remmerbach ve ark 2003), pek ¢ok genetik bozuklugun
birikimiyle (akiimiilasyonu) ortaya ¢ikar. Bu nedenle SCC’da timoér hiicreleri
kromozomal delesyonlar, translokasyonlar ve diger yapisal anomalileri de igeren
kompleks karyotipler sergiler. Erken teshis olduk¢a oénemli olup, eksfolyatif sitoloji
teshiste basit ve ucuz olmasi ve kantitatif degerlendirmeye imkan tanimast nedeniyle
tercth edilen bir metottur. Bu nedenle, yiksek oral neoplastik lezyon riski olan
bireylerin makroskobik lezyonlar gelismeden de sitolojik yontemle izlenmesi son
derece onemlidir.

Agiz boslugu tavani, dilin ventrolaterali, yumusak damak kompleksi,
vestibulum labiale ve yanak kutan mukozayla kaplidir. Epitel hicreleri, saglikli
mukozada dokunti (eksfolyatif) hiicreler halinde kendiliginden atilir. Eksfolyatif
bukkal hicreler farklilasmanin son evresindeki hiicrelerdir ve nadiren mitoz
gosterirler. Mikroskobik incelemeler igin bukkal epitel hicreleri agzin farkli
bolgelerinden alinabilir. Bu bolgeler kanserin en sik gorildigi yanak, dilin dorsal,
lateral ve ventral yuzleri, yumusak ve sert damakla orofarenkstir. Mukozal kazinti
orneklerinde, alinan hiicrelerin hemen tamami1 bukkal epitel hiicresidir. Az sayida da
olsa yasst keratinize hiicrelerle notrofillere de rastlanir. Bazi durumlarda derin
katman htcreleri ve alyuvarlar gorialirse de bu durum agresif bicimde ornek
alindigina isaret eder. Epitel hiicreleri iri ve buna bagli olarak yiksek

sitoplazma/cekirdek oranina sahip olmalari, yasst ve koseli gorinimleri yaninda



cekirdeklerinin merkezi yerlesime sahip olmasi gibi ozellikleriyle kolay taninirlar
(Wuve ark 2004).

Bazi kromozomlar veya kromozom fragmanlari, mitoz bolinmenin anafaz
evresinde kromatidlerin ayrilmasindaki hatalara bagli olarak hiicrenin kutuplarina
cekilemez ve yeni olusan cekirdeklerin yapisina katilmaz. Boyle yapilar hiicre
sitoplazmasinda mikrontkleuslar (MN) olarak gozlenir. Agiz mukoza epitel
hiicrelerindeki MN artis1, hicrelerin klastojenik bir etkiye maruz kaldiklarin
gosterir.

Hiicre ¢ekirdekgegini olusturan ¢ekirdek organize bolgeleri (Nucleolus
Organiser Regions, NORs) ise interfazdaki hiicre wniikleusunun niikleolus
bolgelerinde lokalize olurlar. Bu yapilar bir 151k mikroskobik gimusleme boyama
yontemi olan AgNOR teknigiyle yapilan boyamada, hiicre ¢ekirdeginde lokalize olan
siyah nokta/lekeler halinde goriiliirler. Insanda 13, 14, 15, 21 ve 22 numaral
akrosentrik kromozomlarda AgNOR’lar bulunur. Niikleustaki AgNOR sayisinin
tRNA transkripsiyon seviyesi, hiicre proliferasyon hizi ve DNA ploidisiyle bagintili

oldugu tespit edilmig ve timor siniflamasinda yararlanilmigtir.

1.1. Hiicre Cekirdeginin Fonksiyonel Elektron Mikroskobik Y apis1

Cift birim membrandan (init membrandan) olusan g¢ekirdek zarfiyla gevrili
olan hiicre ¢ekirdegi; kromatin ve c¢ekirdek¢ik (miikleolus) ile bunlarin arasini
dolduran ¢ekirdek sivisindan (karyolenf) olusur. Interfazdaki hiicre ¢ekirdeklerinde
RNA ve bununla iligkili proteinlerin lokalize olduklan, farkli sayida wniikleolus
bulunur. Niikleoluslar, ribozom alt birimlerinin sentezlendigi ¢ekirdek bolgeleridir ve
rRNA genlerini (rDNA) tasiyan kromozomlarin ilgili bolgeleri tarafindan
olusturulurlar (Schwarzacher ve Wachtler 1993 ). Bu nedenle de DNA’nin, rRNA
genlerini tasiyan ve mniikleoluslar: olusturan bolgeleri niikleolus organizer bolgeler
(Nucleolar Organizer Regions, NOR) olarak adlandirilmistir (Aydin 2004).

Protein senteziyle direk iligkileri oldugundan, yiikksek hizda ribozom treten
hiicrelerde wniikleoluslar ir1 ve kompleks yapili olduklari halde, dusik aktiviteli

hiicrelerde kiigiik ve basit yapilidirlar (Aydin 2004). Bir niikleolusta elektron



mikroskobuyla t¢ temel yapisal bolge ayirt edilir. Bu bolgeler; fibriler merkez
(fibrillar center, FC), diffuz fibriler komponent (diftuse fibrillar component, DFC)
ve graniiler komponent (granular component, GC)’dir (Jordan 1979).

FC’ler elektron mikroskopta, diisik kontrast veren 4-8 nm kalinligindaki ince
ipliklerden kurulu bir agdan olusurlar. Dugtik aktiviteli hicrelerde, ozellikle de tek
cekirdekgikli hiicrelerin niikleoluslarmin merkezinde FC bulunur. FC’ye sahip olan
niikleoluslara “yuzuk sekilli niikleolus” adi verilir. Yiksek aktivite gOsteren ve
“kompakt mniikleolus” olarak da isimlendirilen iri ¢ekirdekgiklere sahip olan
hiicrelerde, farkli buytiklikte birkag FC bulunabilir. Niikleolusunda FC bulunmayan
hiicrelere de rastlanmaktadir (Aydin 2004). FC’ler, uygun sartlarda gimus tuzlariyla
boyanirlar (Ellinger ve Wachtler 1980), yani argirofilik 6zellik gosterirler.

Diffuz fibriler komponent (diffuse fibrillar component, DFC), elektron
mikroskobunda yogun bigimde paketlenmis ve koyu boyanan ince iplik demetleri
halinde gortnir ve niikleolonema da denen 0,05-0,1 um’lik bir ag olusturur. Yiuzik
sekilli ¢ekirdekg¢iklerde DFC, tek bir FC’yi ¢evrelerken; kompakt ¢ekirdekg¢iklerde
her FC, aralarinda uzanan DFC aginin igersine gémiilmis durumdadir. FC’ler her
zaman dizenli olarak DFC’lerle ¢evrili olmadigindan, siklikla graniiler component
(GC) veya kromatinle direk temas halindedirler. Bir baska cekirdekgik tipinde ise
cekirdeke¢igin merkezi bolgesi tamamen DFC’lerden olusan agla kaplidir. FC’ler ara
bolgede dagilmig haldedirler. Boyle c¢ekirdekgikler “agimsi (retikiler)” ya da
“niikleolonemalr” ¢ekirdekgikler olarak adlandirilir. DFC’ler de FC’ler gibi giimiis
tuzlariyla boyanabilirler ve bu ikisinin 1g1tk mikroskobuyla ayrimi olduk¢a zordur
(Ellinger ve Wachtler 1980).

Grantler component (GC), 10-15 nm arasindaki ¢apa sahip olan graniler
yapilardan olusur. Bunlar yer yer kisa zincirler olusturabilirler. GC, ¢ekirdekgigin
periferinde lokalize olur ve bu yiizden de ¢ogunlukla DFC’nin digindadir. DFC ve
GC arasinda, fibrilo-graniler komponent olarak da tanimlanan ve bu iki komponentin
birbirine karigtig1 bir gecis bolgesi de gozlenir. GC, gimusleme metoduyla bazen ¢ok
zayif boyanabilir. Ote yandan, GC’de riboniikleoproteinlerin (RNP’lerin) fazla
miktarda bulunmalari nedeniyle, bazik boyalarla kuvvetli bigimde boyanir

(Pischinger 1926). Cekirdekgikte yukarida agiklanan yapilardan bagka, kromatin



iplikleri de bulunabilir. Bu kromatin iplikleri DFC ya da FC’lerle baglantilar
olustururlar (Ellinger ve Wachtler 1980).

Cekirdekeigin, ¢ekirdek iskeleti (“niikleer matriks” veya “niikleus iskeleti”) ile
de baglantist vardir. Cekirdekgikteki ipliksel yapilar ( DFC ve FC ) ve bunlarin
parcalari, DNA transkripsiyonu sonucu olusan transkriptin iglenmesini saglayan
faktorler icin destekleyici rol ustlenirler. Ozellikle FC’ler, gekirdek iskeletinin bir
parcasidirlar ve niikleolusun, niikleer iskelete yapisan temel elementlerini olusturarak
bu fonksiyonu yerine getirirler. Cekirdek¢ikte elektron mikroskobunda O,1-1um
capinda bos alanlar gorilmektedir ki, bunlara ¢ekirdek¢ik vakuolleri (niikleolar
vakuoller) adi verilmigtir. Bununla birlikte, s6z konusu vakuollerin bolgelerin kendi

baglarina bir olusum olup olmadiklart kesin degildir (Ellinger ve Wachtler 1980).

1.2. Niikleolustaki Giimiisle Boyanan Proteinler (AgNOR-proteinler)

Gumugsleme boyama teknigi uygulanarak hazirlanan 151tk mikroskobu
preparatlarinda, cekirdekgiklerin belli bolgeleri gimiis tuzlartyla spesifik olarak
boyanmaktadir. Bu konudaki ilk bilgiler 1889'da Ruzicka tarafindan ortaya
konmustur. Elektron mikroskobik incelemelerde, giimiisle farkli derecelerde pozitif
reaksiyon veren bolgelerin FC ve DFC'lerle buralardaki asidik proteinler oldugu
gosterilmistir. Bu asidik proteinlere AgNOR-proteinleri de denmektedir. Giimiis
tuzlari, gimis spesifik niikleolar proteinler yaninda bagka proteinleri de agiga
cikarir.  Ancak; gimigleme boyamast sonuglarniyla  spesifik  proteinlerin
immunohistokimyasal yontemlerle saptanan lokalizasyonlart her zaman uyumlu
degildir. Bunun nedeni, niikleolusun tonksiyonlari sirasinda séz konusu proteinlerin
lokalizasyonlarinda ortaya ¢ikan modifikasyonlar olabilir. Giimiig-pozitif niikleolar
proteinlerin 6nemli bir kismi, NOR'lara yapisik olarak bulunurlar ve mitotik
kromozomlardaki AgNOR’larin giimiusle boyanmasindan sorumludurlar (Aydin
2004).

Niikleoluslarda tDNA’min transkripsiyonu, iglenmesi, olgunlastirilarak ribozom

alt birimlerinin bir araya getirilmesi ve preribozomal partikiillerin sitoplazmaya



transportu, spesifik nukleolar proteinlerin araciligiyla gergeklesir. Bu nedenle

niikleolus proteinlerinin ¢ogu enzim 6zelligi gosterir (Tablo 1.2.1)

1.2.1. Niikleolar proteinler, bulunduklar1 bdlgeler, gorevleri ve molekiiler

agirhiklar:

Bu konudaki bilgi asagidaki tabloda verilmigtir.(gizelge 1.2.1.1)

Cizelge 1.2.1.1. Niikleolar proteinler, bulunduklar1 bolgeler, gorevleri ve molekiiler
agirliklari (Aydin 2004’°ten alinmistir).

Protein Kisa adi | Bulundugu Gorevi Molekiil
bolge agirhg

RNA Polimeraz I RP 1 FC ve rRNA sentezinde -

DFC’ler
DNA Topoizome | DFC ve FC DNA sarmallarinin Topoizo
Topoizomerazlar: raz I dekondensasyonu. meraz II:
Topoizomeraz I, | Topoizome 180 kDa
Topoizomeraz 11 raz I1
Fibrillarin Fibrillarin DFC, FC rRNA islenmesi. -
ve GC’ler
Niikleolin C23 DFC, FC ve rRNA islenmesi ve pre- -
GC ribozom yapim hizinin
ayarlanmasi, rDNA
transkripsivonu.

Upstream binding UBF DFC ve FC Transkripsiyvonun 88-92
factor hizlandirilmasi. kDa
Ki-67 Ki-67 Cekirdek Cekirdek matriksi ve -

matriksi perikromozomal kiliflarin
vapisina girmek.
Ribograniilin Ribograniil GC Preribozomlarin 52kDa
in birlestirilmesindeki rRNA
iglenmesi.
Numatrin B23 GC.FCve Preribozomal RNP yapinu -
FC’deki ve preribozomlarin
giimiisle sitoplazmaya taginmalari.
boyanan
fraksiyonlar
AgNOR proteinler AgNOR FC ve DFC C23 (niikleolin), B23, -
proteinler AgNOR proteiniRP I,
rDNA

Gumugsleme yontemiyle, aktif olarak transkripsiyon yapan NOR’lar ve sonugta

da rDNA (Wachtler ve ark 1986) iceren bolgeler boyanir. Bu nedenle AgNOR




sayilarinin kismen hticre ploidisini de gosterebilecegi (Trent ve ark 1981) ve aktif
olarak ¢ogalan hiicrelerde NOR bolgelerindeki genlerin ekspresyonlarmda da énemli
bir artiy olugmast nedeniyle asirt ¢ogalan hiicrelerde de AgNOR’larin sayilarinin
fazla oldugu bilinmektedir (Aydin 2004).

Yukaridaki bilgilere dayanilarak giimiis-pozitif proteinler veya giimiig-pozitif
NOR proteinleri (AgNOR’lar), rDNA transkripsiyonunda ihtiya¢ duyulan faktorlerin
ve tRNA olusumunun erken safhalarindaki proteinlerin bazilarim igerdikleri
sonucuna varilabilir. Bu nedenle, s6z konusu proteinleri kodlayan aktif rRNA
genleriyle yakin lokalizasyon gosterirler. Bu proteinlerin aktif olmayan veya
aktivitesi dugik olan NOR'lara yakin bulunmalari, rRNA transkripsiyonunda ve
ribozomal biyogeneziste hizli bir sekilde aktif hale gecebilecek durumda

depolandiklan seklinde yorumlanmaktadir (Aydin 2004).

1.3. Niikleolus ve AgNOR’larn Say, Sekil ve Cekirdekteki Lokalizasyonlariyla
Bunlar Uzerinde Etkili Faktorler

Her mniikleolus organizer (NOR) kromozomunun bir adet niikleolus
sekillendirecegi kabul edildiginde, bir hiicre ¢ekirdeginde o hiicredeki NOR
kromozomu sayis1 kadar niikleolusun bulunmasi dogaldir. Diploid bir insan somatik
hiicresi ¢ekirdeginde 13, 14, 15, 21 ve 22 numarali kromozom ¢iftlerinin her birinde
2’serden toplam 10 adet NOR kromozomu bulundugundan, bu hiicrelerde 10 adet
niikleolus bulunmasi beklenir (Henderson ve ark 1973, Goodpasture ve ark 1976,
Pathak 1979, Schwarzacher ve Wachtler 1993) ise de, bu nadiren boyledir; aksine
birgok insan hiicresindeki wiikleolus sayist bunun altindadir. Bu durumun iki sebebi
olabilir; ilki, bir hiicrenin sahip oldugu NOR’larin tamami ayni1 anda aktif durumda
degildir, ikincisi de bir miikleolusun sekillenmesinde birden fazla NOR is
gormektedir. Her iki durum da mimkiindur.

Niikleoluslar, ¢ogu bitki ve hayvan huicresinde genellikle ¢ekirdek zarina yakin
yerlesimli ya da onunla temas halindedir. Hizl1 bolinen ve fazla miktarda ribozom
ithtiyact olan hicrelerin niikleoluslarmin lokalizasyonu bu sekildedir. Niikleoluslarin

bu tarz (periferal) yerlesimi, ¢ekirdekteki NOR krozomlarinin periferal yerlesimine



ve preribozom partikiillerinin sitoplazmaya transportunda kolaylik saglamaya
yonelik bir fonksiyonel adaptasyondur.

Turler arasinda kromozom sayist bakimindan farklar oldugu gibi NOR’lari
tagtyan kromozom sayisi bakimindan da farklar vardir (Aydin 2004). Bir bireyin
farkli doku hucrelerindeki AgNOR sayilari da farklidir. Her ne kadar Smith ve
Crocker (1988), her niikleus basina disen AgNOR sayisi, AgNOR kiimesi sayist ve
her kimedeki ortalama AgNOR sayisinin kesin olarak belirlenebilecegini ileri
surmiigse de Giri ve ark (1989), kiumelerdeki AgNOR sayisimin kesin olarak
tespitinin zor oldugunu ve bu nedenle de her kiimenin tek bir AgNOR olarak kabul
edilmesi gerektigini ileri siirmektedirler. Ozellikle, aktif olarak g¢ogalan tiimor
hiicrelerinde durum boyledir. Interfaz hiicrelerinin mitotik hiicrelerden daha yogun
AgNOR agma sahip olmast (Manuelidis 1984), ribozomal DNA (rDNA)
transkripsiyonunun interfazda arttigint ortaya koymaktadir. Nitekim inaktif
hiicrelerden olan spermatozoonlarda AgNOR goézlenmemektedir.

Gumiusleme boyama yontemiyle boyanan kesitlerdeki hiicre ¢ekirdeklerinde
gozlenen gimugs-pozitif niikleolus materyali miktarinin, hiicre ¢ogalmasi ve ¢zellikle
koti huylu timorlerin malignitesi ile bagintili oldugu ileri surilmustir (Hubbell ve
Hsu 1977, Reeves ve ark 1982, Arden ve ark 1989, Derenzini ve ark 1989, Kodousek
ve Dusek 1991, Kanitakis ve ark 1992, Hoyo ve ark 1993). Zira bir hiicredeki rDNA
transkripsiyonu ile ribozomal biyogeneziste onemli rol oynayan gimus-pozitif
proteinler hiicrenin ribozom sentezi aktivitesiyle bagintili oldugundan, bunlarin
hiicredeki miktarlar1, hiicredeki protein sentez aktivitesinin iyi bir gostergesi olabilir.

AgNOR boyama yontemiyle boyanan kesitlerde mniikleoluslarin lekeli
gorinmesinin sebebi, argirofil proteinlerin FC’ler ve bunlara komsu DFC’lerde
lokalize olmalaridir. Bu nedenle giimiig-pozitif leke sayisi, aktif rRNA sayist veya
rRNA genlerinin gruplagsmalaniyla iligkilidir. Hizli ¢ogalan hiicreler yavas
cogalanlardan daha fazla ribozoma ihtiyag duyacaklarindan, gimiis pozitif
proteinlerin miktar1 ve giimusg lekelerinin sayistyla hiicrenin ¢ogalma hizi arasinda da
bir bagintinin oldugu kabul edilmektedir (Kanitakis ve ark 1992).

Farkli dokulart olugturan hiicrelerdeki AgNOR sayilart farklidir. Ayni
zamanda, bir hicre ¢ekirdegindeki AgNOR alani ile ¢ekirdek alani/AgNOR alani

oranlart da hiicreler arasinda 6nemli farkliliklar gosterir (Zaczek ve ark 1992, Aydin



2004). NOR sayilari, hiicrenin protein sentez ihtiyaci ve ¢evre sartlarina bagli olarak
da degisiklik gosterir (Goodpasture ve ark 1976, Mikelsaar ve ark 1977, Alberts ve
ark 1989). Tumor hicrelerinde AgNOR’larin sayilart yaninda g¢ekirdek igindeki
lokalizasyonlar1 ve sekillerinde de onemli degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir.
AgNOR’larin  ¢ekirdek i¢indeki lokalizasyonlarinin  degismesi, ¢ekirdegin
ultrastrikturiinde ¢ok koklu degisikliklerin olustugunu ve bunun da neoplastik
transformasyonun bir pargast oldugu digiinilmektedir (Raska ve ark1983).

Schwint ve ark (1992), X-isinlarinin;, Severgnini ve ark (2002) ile Garcia-
Moreno ve ark (2001), kronik alkolizmin; Cancado ve ark (2001) ile Orrea ve ark
(2001), sigaranin, Mateus ve Taboga (2001), agligin; Godoy ve ark (2001) ile Leek
ve ark (1991) doku yaralanmasi ve rejenerasyonunun;, Canet ve ark (2001), farkli
sicakliklarin; Khanna ve Dutta (2002), enrofloksasinin; Hara ve ark (2000),
tekrarlayan mekanik uyarimlann farkli doku hucrelerinin  degisik AgNOR
parametreleri tizerindeki etkilerini belirlemislerdir. Su ve Delany (1998) buytime
performanslarinin gelistirilmesi yoniinde gelistirilen et¢i tavuk irklari tzerinde
caligmiglardir. Aydin (2004) ise, et¢i ve yumurtact tavuk irklarinin degisik doku
hiicrelerinin AgNOR parametrelerinde embriyonik ve kulugka sonrast dénemlerde
olusan farkliliklar incelemistir.

Insanlarda NOR’lar iizerinde yapilan ¢alismalar ¢cogunlukla kanser hiicreleri
tizerinde gerceklestirilmistir (Hubbell ve Hsu 1977, Reeves ve ark 1982, Arden ve
ark 1989, Boon ve ark 1988, Derenzini ve ark 1989, Suarez ve ark 1989, Duchrot
1990, Merot ve ark 1990, Kodousek ve Dusek 1991, Kanitakis ve ark 1992, Biilbiil
ve ark 1993, Hoyo ve ark 1993). Calisma sonuglart (Hoyo ve ark 1993, Duchrot
1990, Merot ve ark 1990, Kanitakis ve ark 1992), genel olarak koti huylu timérlerin,
iyt huylulardan ve koken aldiklart normal dokudan daha fazla AgNOR’a sahip
olduklarint gostermis olmakla birlikte; bazt uyumsuz sonuglar da elde edilmistir
(Hoyo ve ark 1993, Hubbell ve Hsu 1977). Rosa ve ark (1990), mide kanseri ve
bunun 6n evrelerindeki AgNOR aktivitesi artiginin kanser Oncesi evrenin son
donemindeki (border-line) lezyonlarin degerlendirilmesinde AgNOR boyama

tekniginin yararli olabilecegini bildirmislerdir.



1.4. Mikroniikleolus (MN) Olusumu ve Bu Olusumu Etkileyen Faktorler

Bir mikroniikleus, mitoz bolinmenin metafaz/anafaz gecisi asamasinda, ya
angjenik bir olay sonucu kromozomun tamamen kayb1 veya kromozom kirigina yol
acan (klastojenik) bir olay sonucu olusan asentrik (sentromersiz) bir kromozom
parcasinin yeni olusan hiicre g¢ekirdeklerine dahil olamamalari sonucu sekillenir
(Fenech ve ark 1999).

Sadece, telofazda yeni olugan hiicre ¢ekirdeklerinden ayrilan asentrik pargalar
(asentrik fragmanlar, AF) MN’lant olusturabilir. Bu ylizden gorilmeleri igin hiicre
bolinmesi gerekli bir sarttir ve gorilme frekanslarinin, kromozom kirigina yol agan
ajanla muameleyi takiben artmast beklenir. Zira mitoz bolinmeyle gittik¢e daha fazla
saytda kusurlu hicrenin olugmast beklenir. Teorik olarak; bolinmeyen, ya da ¢ok
yavag boliinen hiicre popiilasyonunun genotoksik bir etkene maruz kalmasi halinde
ya da hiicre boliinmesini durduran bir etkenle muamele durumunda hemen hemen hig
MN gozlenmeyecektir. AF’lar hiicre siklusunun S-fazinda, diger genlerin
duplikasyonuyla birlikte duplike olur ve bu da ikinci MN toplulugunu olusturur ki,
bu da MN gorilme frekansinin artmasina yol acar. Yukarnidaki nedenlerle bir
hiicrenin MN frekansi 4 faktorce etkilenir (Savage 2000). Bunlar; a. MN olugumuna
yol acan faktorler, b. Olusan AF’lerin kaderi, ¢. Hiicre kinetigi faktorleri, d. Zaman
ve yer degisimi faktorleridir.

MN frekansinin, gerek in vivo ve gerekse de in vitro yontemlerle belirlenmesi,
genotoksik hasarlarin tespitinde onemli ipuglart vermektedir. Bu sayede cesitli
mesleki ve ¢evresel ortamlarda, ya da yasam stilinin bir parcasi olarak genotoksik
ajanlara maruz kalan insan populasyonlarinda kromozom hasarinin olup olmadig ve
derecesi hakkinda onemli bilgiler elde edilebilmektedir (Bonassi ve ark 2001).
Ayrica bu yontemle mukoza epitel hiicreleri de incelenebildiginden yontem, ¢esitli
kimyasal ve fiziksel ajanlarin sitogenetik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
eksfolyatif sitolojide de yaygin bigimde uygulanan bir teknik haline gelmistir.
Yontemi uygulayan Elavarossi ve ark (2002) mobilya endiistrisi is¢ilerindeki genetik
hasart belirlemek i¢in lenfositlerde kardes kromatidler arasindaki parga degisimi

(sister chromatide exchange, SCE) frekans: ile MN frekansini tespit etmislerdir. Bu
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is¢ilerdeki MN frekanst %17,2 oldugu halde, sigara igmeyen ve havasi temiz
ortamda yasayan kontrollerde %7,54 olarak bulunmustur. Arastiricilar (Elavarossi ve
ark 2002), MN frekansindaki degisikliklerin genetik hasarin tespitinde yararli bir
kriter oldugunu ve odun tozunun genetik hasara yol ac¢tigini vurgulamiglardir.
Levario-Carillo ve ark (2005), farkli ¢evrelerde yasayan annelerin bebeklerinin
gobek kordonu lenfositlerindeki MN frekanslarini  belirlemiglerdir. Konopacka
(2003) vyanak mukoza hicrelerinde, sigara icenlerde MN frekansinin
icmeyenlerdekinin 3 kati fazla oldugunu (igenlerde 1,50-0,47%, igmeyenlerde 0,55—
0,32%) bildirmistir. Yag ve cinsiyetin MN frekansi tizerinde etkisi bulunmamistir.
Sato ve Temita (2001) sagliklt kisilerdeki MN’lerin kromozom kiriklart ve mitoz
mekigi hasarlarindan kaynaklandigini bildirmiglerdir. Bu arastiricilara gore MN
frekansi sigara igenlerde igmeyenlerin 2 katidir. Alkol kullanimi, cinsiyet, yas, aci ve
sicak gida tiketimi, kirik dis, dis firgalama, agiz i¢i antiseptikleri ve agiz
enfeksiyonlariyla MN frekansi arasinda korelasyon bulunmamigtir. Sigara i¢enlerin
en fazla etkilenen anatomik bolgesi agiz tabanidir.

In vitro kosullarda perifer kan lenfositlerindeki (PBL) kromozom hasarlarinin
bir gostergesi olarak mikrontikleus (MN) indiiksiyon testinden yararlanilabilecegi ilk
kez Countryman ve Heddle (1976) tarafindan ileri sirilmts ve takiben de
karyokinezi takiben sitokinezin bloke edilmesiyle olusan iki g¢ekirdekli hticrelerde

MN sayim1 yontemi gelistirilmigtir.

Orijinal MN induksiyon testi in vifro kosullarda gergeklestirilir ve genotoksisite
ile sitotoksisite hakkinda énemli bilgiler saglar. Bu teknikte dikkate alinan kriterler;
kromozom kiriklari, kromozom kaybi, kromozomlarin igyapilarinin yeniden
tertiplenmesi, gen amplifikasyonu, nekroz, apoptozis ve sitotoksisite ve/veya hiicre
cogalmasidir. MN indiiksiyon testi; ozellikle kanser riskinin belirlenmesinde,
kromozom ve genom mutasyonlarinin saptanmast veya genotoksik ajanlarin
belirlenmesinde, gerek in vivo ve gerekse de in vitro olarak uygulanmaktadir. Sonug
olarak MN indiksiyon testi, mitozla bolinen hiicrelerde olusan genotoksik
degisikliklerin ortaya konmasinda glvenle uygulanabilen bir tekniktir. MN
induksiyon testi, yeni gelistirilen bir¢ok etken maddenin pazara sunulmadan 6nce
zararlt etkilerinin belirlenmesi amacina yoénelik olarak gegmesi gereken test

grubundaki testlerden biridir. Bu test, ¢evresel kirleticilerin mutajenik etkilerinin
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belirlenmesi alaninda ¢alisan laboratuarlar arasinda oldukca popiilarite kazanmistir
(Bonassi ve ark 2001) ve yayginlagsmasinin iki sebebi vardir: 1- PBL-MN testi
kromozom kirik ve kayiplart hakkinda daha az maliyetle giivenilir bilgi saglar, 2-
Sitokinezisin bloke edildigi MN testi (CBMN), hiicre boliinmesinin genotoksik
etkilerin belirlenmesini zorlagtiran bazi olumsuzluklarint ortadan kaldirmigtir
(Bonassi ve ark 2001).

MN sayimi, lenfosit ve fibroblast kultiirleri ile epitel hiicresi dokuntiilerinde
yapilabilmektedir. Hatta doku kesitlerinde de MN sayimi yapilan ¢aligmalar vardir.
Gunimizde MN indiiksiyon testi, genetik toksisite belirleme (genotoksisite)
caligmalarinda standart sitogenetik testlerden biri haline gelmistir. Standart MN
induksiyon testinde; etkisi incelenecek olan madde hiicre kiiltirine ilave edilir.
Takiben, mitojen (6rnegin fitohemaglutinin, PHA) ilavesiyle mitoza sevk edilen
hiicreler, mitozun karyokinez asamasini tamamladiktan sonraki kritik bir evrede,
hiicre kultirt vasatina sitokinezi (kardes hiicrelerin g¢ekirdeklerinin sekillenmesini
takip eden sitoplazma boliinmesi) durduran bir maddenin (Ornegin; cyto chalacin-B,
Cyt-B) ilave edilmesinden sonra iki ¢ekirdekli (dikaryotik) hiicreler olusturulur.
Boyle hucrelerde yapilan incelemede olusan MN’lar daha kolayca taninabilirler.
Sitogenezis blok MN (CBMN) testiyle kromozom kiriklari, kromozom kayiplari,
non-disjunction, nekroz, apoptozis belirlenmektedir. Test, OECD (Organization for
Economic Cooperation and Development), ICH (International Conference on
Harmonisation) ve EU (European Union) tarafindan bilimsel bir yontem olarak kabul

edilmistir.
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1.5. MN’larin Morfolojik Ozellikleri

Fenech ve ark (2003), hazirlanan preparatlardaki MN’larin tanimlanmasinda
bazi 6nemli kriterler belirlemiglerdir; 1. MN’un ¢apinin ana ¢ekirdegin 1/4’den daha
az olmasi gerekliyse de insan /enfosit MN’leri ekseriya ana ¢ekirdegin 1/16-1/3’u
buyuklige ve ana ¢ekirdegin 1/256—1/9’u arasinda bir alana sahiptir. 2. MN’ler ana
niikleuslara bagli degildirler veya ona tutunmazlar, 3. MN’ler yuvarlak ya da oval
sekillidirler, 4. MN’ler boya partikiillerinde oldugu gibi refraktil degildir ve bu
nedenle artefaktlardan kolayca ayrilabilirler, 5. MN ana wniikleuslara dokunabilir
fakat ustiine oturmamalidir ve MN sinir1 (zar1) ana niikleusun sinirindan belirgin
olarak ayrilmig olmalidir, 6. MN’larin boyanma yogunluklart (tonlar1) ana
niikleuslarinki gibi ise de ¢ogunlukla daha koyu boyanirlar.

Bu caligmada, farkli yaslardaki sigara i¢cen ve i¢gmeyen saglikli gonillilerin
yanak ve dilin dorsal yiiz mukoza epitel hiicrelerindeki MN sayilart ve bazt AgNOR
parametreleri belirlenmis ve sigara igenlerle igmeyenlerin verileri yas gruplarn da
dikkate alinmak suretiyle karsilastirilarak, sigara igmenin incelenen MN ve AgNOR

parametreleri Gizerindeki etkileri belirlenmigtir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

o Barrera ve ark. (1998), sigaranin bukkal hiicrelere etkisi bas/boyun kanserleri
tizerine etkisini sigara kullanan ve daha hi¢ kullanmamig denekler tizerinde
caligtlmig, FISH testi sonuglari, sigara igenlerde igmeyenlerden daha fazla
kromozomal hasar oldugunu ortaya koymustur.

o Belowska ve ark. (2004), sigaranin larenks timortyleriyle iliskisini incelemis,
sigara kullanan, daha once kullanmis ve hi¢ kullanmamis deneklerde yanak
epiteli caligilmig, larenks timorli hastalarda MN frekansinda artig tespit
etmistir.

o Benner ve ark. (1994), sigaranin bukkal hicrelere etkisi, klinik veri, oral
lokoplak varligt ve alkol kullantmini incelemis, sigara kullanan, daha once
kullanmis ve hi¢ kullanmamig deneklerde 6zefagus epiteli tizerinde ¢aligilmisg,
normal gorinimli mukoza epitelyum hiicrelerinde de yiksek MN frekansi
tespit etmistir. Lokoplakiyadan korunma ameciyla «- tokoferol alanlarda MN
frekansini dusiik tespit etmistir.

o Besarati ve ark. (2000), Sigaranin bukkal hiicrelere etkisi polisiklik aromatik
hidrokarbon (PAH)-DNA adductlart tzerine, sigara kullanan ve daha once
kullanmis deneklerde g¢alisilmis, sigara igenlerde PAH-DNA adduct olusumu
arttigr adduct sayisi, giinde igilen sigaranin katran miktariyla bagintili oldugu
tespit edilmistir.

o Broberg ve ark. (2005), sigaranin bukkal hiicrelere etkisini, sigara kullanan ve
daha once hi¢ kullanmamis deneklerde c¢alisilmig, kanserlilerde bukkal
hiicrelerin telomer uzunlugu kontrollerden onemli derecede azdigi, sigara
kullanimi dikkate alindiginda risk 6 kat fazla bulundugu tespit edilmigtir.

o El Ahmer ve ark. (1999), Sigaranin bukkal hicrelere etkisi, bakteriyel
patojenler, solunum yolu enfeksiyonlar1 tizerine, sigara kullanan ve daha 6nce
hi¢ kullanmamis denekler tzerinde calilmig, Sigara igenlerde epitele bakteri
tutunmasinda artig gorulirken, sigara dumani ekstraktinda bu etki disik

bulundugu tespit edilmigtir.
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Elahi ve ark. (2002), sigaranin bukkal hiicrelere etkisi, DNA tamiri ve
orolaringeal kanser, alkol kullaniminda, sigara kullanan ve daha oOnce hig
kullanmamis deneklerde calisitlmig,  PCR analiziyle yapilan inceleme
orolaringeal kanserle sigara icimi arasinda baginti ortaya koymamustir.

Elahi ve ark. (2003), sigaranin bukkal hiicrelere etkisini (polimorfizm ve
orolaringeal kanser), sigara kullanan, daha 6nce kullanmis ve hi¢ kullanmamig
denekler tizerinde ¢aligilmis, sadece 6 hi¢ igmeyen oldugundan varilan sonuglar
yeterli degildir.

Gordon ve ark. (2002), sigaranin bukkal hiicrelere etkisi ve bakteri tutunmast
tizerine uzerinde calisilmis, bakterilerin sigara igenlerin bukkal hicrelerine
igmeyenlerinkinden daha fazla tutundugu saptanmigtir. Staphylococcus
aureus’un tutunmast, igilen sigara katraniyla bagintili oldugu, Sigaranin, ani
yeni dogan 6limi sendromu igin risk faktori oldugu sonucuna varilmigtir.

Hsu ve ark. (1997), sigaranin bukkal hicrelere etkisi, PAH-DNA ve 4-
aminobifenil adductlan tzerine, sigara kullanan ve daha hi¢ kullanmamig
denekler caligilmis, sigara igenler, igmeyenlerin 2- 3 katt PAH-DNA ve 4-
aminobifenil adductina sahip oldugu tespit edilmistir.

Konopacka ve ark. (2003), sigaranin bukkal hiicrelere etkisini yas ve cinsiyeti
dikkate alarak incelemis, sigara kullanan, daha oOnce kullanmig ve hig
kullanmamis deneklerde caligilmig, ortalama bukkal MN frekansi sigara
icenlerde (%1,5) i¢gmeyenlerden (%0.5) 6nemli derecede yiiksek bulmus.
Sigara igen bayanlarin MN frekansi (%1,54) igen erkeklerinkinden (%1,31)
onemli derecede yiksek bulnmamistir. Sigara igenlerde yas ve cinsiyet MN
frekansini etkilememistir.

Koppikar ve ark. (2005), sigaranin bukkal hiicrelere etkisi, oral kanser, virusler,
ciklet ¢igneme ve alkol kullanimdaki etkisini, sigara kullanan ve daha 6nce hig
kullanmamis deneklerde, agiz mukoza dokusu itizerinde calisilmig, agiz
kanserlerini 102’sinden 32’sinde insan papilloma viriisii belirlenmistir.

Li ve ark. (1999), Sigaranmin bukkal hicrelere etkisi, prekanseréz lezyonlar ve
tedavi Uzerine, sigara kullanan deneklerde c¢alisilmig, Cift-kor klinik

deneylerde, oral mukoza lokoplagi olanlara karigik-cay tiriinti verilmis. Sigara
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icenlerde lokoplaktaki MN frekansi yiiksek bulunmusg. Tedavi edilenlerde
lezyon kugtildii ve MN frekanst dustigu belirtilmisgtir.

Liede ve ark (1998), sigaramin bukkal hiicrelere etkisi, lokoplak ve
vitanminlerin tizerine ¢alisilmis, sigara igimiyle, bukkal epitel hicrelerinin 3-
karoten konsantrasyonu ve oral displazi arasinda istatistiksel baginti
bulunamamugtir.

Liu ve ark. (1997), sigaranin bukkal hucrelere etkisini incelemis ve sigara
igmenin methylguanine-DNA metiltransferazi inhibe ettigi gosterdigini tespit
etmistir.

Montero ve ark. (2003), sigaranin bukkal hiicrelere etkisini incelemis, sigara
kullanan, daha 6nce kullanmis ve hi¢ kullanmamig deneklerde ¢aligiimisg, diigik
dizeyde sigara kullananlarda MN frekansinda degisiklik olmadigini tespit
etmistir.

Moore ve ark. (2004), sigaranin bukkal hiicrelere etkisini (polimorfizm ve idrar
kesesi kanseri), sigara kullanan ve daha 6nce hi¢ kullanmamis deneklerde
caligtimig, butiin genotiplerde sigara i¢menin idrar kesesi kanseri riskini
artirdig belirtilmigtir.

Morabia ve ark. (2000), sigaranin bukkal hiicrelere etkisi, menopoza girmis
bayanlar ve meme kanseri olanlarda, sigara kullanan ve daha 6nce kullanmig ve
hi¢ kullanmamig deneklerde c¢alisilmig, sigara igmeyle meme kanseri arasinda
bagint1 bulunmustur.

Munoz ve ark. (1987), sigaranin 6zefagus epiteline etkisi, klinik veri, ozefagus
kanseri Uzerinde, sigara kullanan, daha once kullanmis ve hi¢ kullanmamisg
deneklerde ¢alisilmig, ¢ift-kor klinik deneylerde riboflavin, retinol, ve
¢inkonun, ozafagusun prekanserdz lezyonlarinin azaltilmasinda etkili oldugu
tespit edilmigtir. Uygulama oncesi ve sonrasi bukkal epitelin Mn frekansi
degismedigini. Placebo grubunda Mn frekansi distiigiinii. Ancak, her grupta
sadece 2 veya3 sigara igen bulundugunu belirmektedir.

Niederman ve ark. (1983), sigaranin agiz, burun ve soluk borusu epitel
hiicrelerine etkisini, sigara kullanan ve daha once hi¢ kullanmamig denekler
tizerinde, Trachea epitelinde calisilmig, sigara i¢en ve i¢meyenler arasinda

epitele bakteri tutunmasinda fark gorilmedigi tespit edilmigtir.
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OBwald ve ark. (2003), sigaranin bukkal hiicrelere etkisi, kromozom hasari
tizerine, sigara kullanan ve daha hi¢ kullanmamis deneklerde galigilmigtir.
Comet testiyle sigara igen ve igmeyenler arasinda oOnemli fark tespit
edilmemigtir.

Orrellana-Bustos ve ark. (2004), sigaranin bukkal hicrelere etkisi, patoloji ve
oral hastaliklar Uzerine etkisini sigara kullanan ve daha hi¢ kullanmamig
denekler tizerinde galisilmig, Sigara igenlerde mukoza normal goriinmesine
ragmen, keratinizasyon artigt ve akrosentrik kromozomlarla alakali AgNOR
aktivitesindeki artis da dahil olmak tzere onemli sitolojik degisiklikler
sergiledigini tespit etmistir.

Piatti ve ark. (1997), Sigaranin bukkal hucrelere etkisi ve oral enfeksiyon
tizerine, sigara kullanan ve daha once hi¢ kullanmamig deneklerde caligilmisg,
Sigara igenlerde epitele bakteri tutunmasinda artig gérilmiistiir.

Piyathilale ve ark. (1995), sigaranin bukkal hiicrelere etkisini yas, cinsiyet, irk
ve gidanin etkilerini incelemis, sigara kullanan, daha 6nce kullanmig ve hig
kullanmamis deneklerde caligilmig, sigara i¢enlerde MN frekansi artmistir.
Beyaz irkta MN frekansi siyah irkin iki kat1 fazla bulunmustur. Yas ve cinsiyet
de MN frekansina etkili faktorlerdir. Bukkal hiicre MN frekansi tzerinde
gidanin etkisi bulunmamstir.

Phillips (2002), sigaranin bukkal hicrelere etkisi DNA adductlant tzerine
calismiglar, DNA’ya baglanarak onun yapisint degistiren maddelerle DNA’nin
olusturdugu molekiillere ( DNA adducts) sigara i¢enlerde daha fazla
rastlanmigtir.

Romano ve arrk. (1997), sigaranin bukkal hucrelere etkisi, DNA adducts
tizerinde ¢alismiglar ve sigara i¢enlerde DNA adduktlarinin sayisinin arttigini
tespit etmiglerdir.

Romano ve ark. (1999), sigaranin bukkal hucrelere etkisi, PAH-DNA
adductlan tzerine, kullanan ve daha once kullanmis deneklerde caligilmus,
ginde icilen sigara sayisiyla PAH-DNA adductlart arasinda baginti tespit
edilmistir.

Rojas ve ark. (1996), sigaranin bukkal hiicrelere etkisi bag/boyun kanserleri

etkisi Uizerine, sigara kullanan ve daha hi¢ kullanmamis deneklerde ¢aligilmas,
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DNA kol kiriklari sigara i¢enlerde igmeyenlerden onemli derecede yiiksek
bulunmustur.

Sarto ve ark. (1987), sigaranin bukkal hucreler etkisi ve alkol kullanimini,
sigara kullanmadan 6nce ve hi¢ kullanmamig deneklerde iizerinde ¢aligilmisg,
sigara igenlerde kromozomal kiriklara bagli MN frekans: iki kat yuksek
bulunmustur.

Suhas ve ark. (2004), sigaranin bukkal hicrelere etkisini ve oral patolojisini
incelemis, sigara kullanan, daha 6nce kullanmig ve hi¢ kullanmamis deneklerde
calistlmis, bukkal mukoza ve damak epiteli MN frekans: sigara igenlerde
artarken, dil epitelinde degismistir. Yasla MN frekansi degismemisgtir.

Stone ve ark. (1995), sigara ig¢iminin ve bukkal hicereler tizerindeki etkisi,
mukoza 6rnegi ve biyopsilerde DNA adductlart tizerine, sigara kullanan ve
daha hi¢ kullanmamis deneklerde ¢aligmiglar, sigara i¢cenlerde adduct seviyeleri
icmeyenlerden yiiksek seviyede oldugunu tespit etmiglerdir.

Stich ve ark. (1983), sigaranin bukkal hicrelere etkisini incelemis, sigara
kullanan, daha once kullanmis ve hi¢ kullanmamig deneklerde ¢aligilmis, dil ve
yanak epitelinde Mn frekansi artist sadece sigara ve alkoli birlikte
kullananlarda artmigtir. Tek basina alkol veya sigara kullananlarda fark
gorilmemigtir.

Stich ve ark. (1988), sigaranin bukkal hiicrelere etkisi lizerine ¢aligmiglar ve
MN frekansinin, degerlendirmede iyi sonug verdigi bildirilmiglerdir.

Stone ve ark. (1995), sigara i¢iminin ve bukkal hicereler tizerindeki etkisi,
mukoza 6rnegi ve biyopsilerde DNA adductlart tizerine, sigara kullanan ve
daha hi¢ kullanmamis deneklerde ¢aligmiglar, sigara i¢cenlerde adduct seviyeleri

icmeyenlerden yiiksek seviyede oldugunu tespit etmiglerdir.

Sweeney ve ark. (2000), sigaranin bukkal hiicrelere etkisi, polimorfizmler ve
oral kanser iizerine, sigara kullanan ve daha once hi¢ kullanmamis deneklerde,
ag1z mukozasinda calisilmig, patolojik dokularda 490 hastanin 9’unda bukkal
hiicre testleri yapilmistir.

Wrubel ve ark. (1961), sigaranin bukkal hiicrelere etkisini ve oral patolojisini

incelemis, sigara kullanan deneklerde calisilmig, sadece 11 sigara igen



18

incelenmig, sigarayr birka¢ hafta birakmakla agiz i¢i keratininde dizelme
meydana gelmedigi tespit edilmigtir.

Wu ve ark. (2004), sigaranin bukkal hiicrelere etkisini incelemis, sigara
kullanan, daha once kullanmis ve hi¢ kullanmamig deneklerde ¢aligilmig, MN
frekansi sigara tiryakiligiyle artti§in1 tespit etmistir.

Zhang ve ark. (1995), sigaranin bukkal hucrelere etkisi, PAH-DNA adductlan
lizerine, sigara kullanan ve daha hi¢ kullanmamis deneklerde caligsmislar, sigara
icenlerde PAH-DNA adduct seviyesi i¢meyenlerin 3 katt oldugunu
belirtmislerdir.

Zhang ve ark. (2002), sigaranin bukkal hicrelere etkisi, malondialdehit-DNA
adductlan tzerine, sigara kullanan ve daha o6nce kullanmig deneklerde
caligtimig, malondialdehitin modifiye ettigi DNA adductuna sigara igenlerde

fazla miktarda rastlanmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Ag1iz Mukoza Epitel Kazintilarinin Alinmasi ve Frotilerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, sigara igmeyen ve giinde bir paket sigara igen (20 adet/giin)
saglikli gonullu erkek bireylerden, abeslangla alinan dil ve yanak mukoza kazintilar
materyal olarak kullanildi. Gonilltlerin yas, meslek ve sigara kullanim sireleri
kendilerine sunulan bir anket formuyla belirlendi. Her birinde 30’ar kisi bulunan 35—
45, 46-55, 56 ve uzeri olmak Ulzere Gi¢ yas grubu olusturuldu. Her bireyden, ¢cesme
suyuyla agizlarini ¢alkaladiktan sonra dil ve yanak olmak tizere kazint1 6rnegi alindi
ve her kazint1 6érneginden 4’er sirme preparat (smear, froti) hazirlandi. Havada, oda
sicakliginda (20°C) kurutulan frotilerden AgNOR boyamasinda kullanilacak olanlar
metanol-asetik asit karisgtminda (3:1, v/v) 5 dakika siireyle tespit edildi (Levario-
Carillo ve ark 2005). MN boyamasi uygulanacaklar ise glutaraldehid-aseton tespit
stvisinda tespit edildi. Havada kurutulan frotiler boyanincaya kadar buzdolabinda
muhafaza edilerek S.U Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Arastirma

Laboratuarina getirildi.

3.2. MN Boyamasi

MN’lerin boyanmasit amaciyla hiicre ¢ekirdegini boyayan ve ozellikle de
DNA’ya spesifik olarak baglanan boya maddeleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kan frotilerinin bu amagla boyanmasinda ise kan boyalar1 (Romanowsky boyalar)
tercth edilmektedir. Wright boyasi (Lavario-Carillo ve ark 2005) kullanildigr gibi,
modifiye May Griinwald-Giemsa boyama yontemini tercih eden arastiricilar (Wolf
ve Luepke 1997) da bulunmaktadir. Daha detayli ¢alismalarda, acridine orange gibi
flioresan DNA boyalari ve bir DNA demonstrasyon yontemi olan Feulgen
reaksiyonu (Feulgen-fast green) yaninda, bu amag i¢in gelistirilmis 6zel problar da

kullanilmaktadir. Feulgen-fast green parafin kesitlere de uygulanabilen pratik bir
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yontemdir (Vanhauwert ve ark 2001). Bu ¢alismada MN boyamasi, May Griinwald-
Giemsa boyasinin modifikasyonuyla gelistirilen Wolf ve Luepke’nin (1997)
uyguladigi metoda gore gerceklestirildi. Onceden tespit edilen frotiler deiyonize
distile suyla 3 kez yikanarak, stizge¢ kagidindan stzilen May Griinwald (Merck
1424, Germany) boyasiyla 3 dakika boyandi. Sure sonunda, frotilerin tzeri boya
dokilmeden 0,1 M disodyum sitrat/NaOH tampon soliisyonuyla (pH 5,2) kaplandi.
Bes dakikayr agmayacak siire beklenerek frotilerin Uzerinde metalik parilti
olusuncaya kadar beklendi. Daha sonra lamlar tizerindeki boya-tampon karigimi
dokiilerek distile suyla 3 kez yikanan frotiler, 0,1 M disodyum sitrat/NaOH
tamponunda (pH 5,2) hazirlanan Giemsa solisyonuyla 20 dakika siireyle boyandi.
Boyama sonunda deiyonize distile suyla iyice yikanan frotiler havada kurutuldu ve
dehidrasyonu takiben ksilen serilerinden gegcirilerek sentetik resinle (Entelan, Merck,
Germany) lamelle kapatildi. Sayimda, hiicre zarn ve miikleus butinligi korunan,

sagliklt hiicreler sayima dahil edildi.

3.3. MN Sayimm

Preparatlar Leitz Laborlux 12 model laboratuar mikroskobuyla incelenerek,
onceki arastiricilarin (Wolf ve Luepke 1997, Fenech ve ark 2003) kriterleri esas
alinarak degerlendirildi (Sekil 3.1.). Tipik dil ve yanak mukoza epitel morfolojisine
sahip, butinligt korunmus ve tipik nikleer kromatin dagilim paternine sahip
hiicreler sayimlara dahil edildi. lleri derecede dejenere olmus, niikleusu pargalanmis,
soluk boyanmis ve piknotik hiicreler sayima dahil edilmedi. Her 6rnekte toplam 1000
adet epitel hicresi sayilarak, bunlardaki MN sayilari belirlendi ve sonuglar, 1000
hiicre bagina diisen MN olarak ifade edildi. Gerekli gorilen bolgelerin dijital
goruntileri, dijital fotograf makineli (Nikon DS Camera Control Unit DS-L1 with
DS Camera Head DS-5M) 151k mikroskobu (Nikon Eclipse, E-400) ile kaydedildi.
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3.4. AgNOR Boyamasi ve AgNOR Parametrelerinin Belirlenmesi

AgNOR boyama soltiisyonu hazirlanirken, once jelatin-formik asit soliisyonu
hazirlandi. Bu amagla 2 gr jelatin (Merck) 100 ml %1’lik formik asit (Merck) i¢inde
cozduruldi. Bu iglem, jelatinin formik asitte tamamen c¢oziinmesini saglamak
amaciyla 58-60°C’ lik etiivde gercgeklestirildi. Takiben, soliisyon oda sicakligina
kadar sogutuldu. Gimus nitrat ¢ozeltisi ise, 50 g kristal giimiig nitrat 100 ml distile
suda c¢ozdirilerek hazirlandi. Boyama soltiisyonu, taze hazirlanan jelatin-formik asit
soliisyonu ile giimus nitrat ¢ozeltisinin kullanimdan hemen 6nce karistirilmasiyla
hazirlandi. Bu amagla; 1 hacim jelatin-formik asit soliisyonuyla 2 hacim %50’lik
glimiig nitrat soliisyonu karistirildi. Frotiler, taze hazirlanan boyama soliisyonunda,
oda sicakliginda (20°C) ve karanlikta 30 dakika bekletildi (Aydin, 2004). Sire
sonunda frotiler distile suda 3 kez yikandi ve dehidre edilip sentetik resinle (Entelan,
Merck) kapatildi.

Hiicre ¢ekirdegindeki farkli sekilli ve kahverengi-siyah lekeler halinde boyanan
yapilar AgNOR’lar olarak kabul edildi. Her oérnekte 200 epitel hiicresi incelenerek
her hiicrenin ¢ekirdek alani, ¢ekirdekteki AgNOR sayist ve AgNOR alani belirlendi.
Elde edilen verilerden, bir ¢ekirdekteki AgNOR alaninin g¢ekirdek alani igindeki
yuzdesi (nisbi AgNOR alani) hesapland.

3.5. Boyanan Frotilerin incelenmesi ve Dijital Goriintiilerin Analizi

Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda X40 ve X100 biyitmelerde
incelenerek, gerekli gorilen bolgelerin dijital gorintileri kaydedildi. Kaydedilen
gorintilerin analizi, bir gorinti analiz programi ( BS200 PRO) kullanilarak

gerceklestirildi.
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3.6. Istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler her grup i¢in grup ortalamasi + standart sapma (+SD) olarak
ifade edildi. Veriler, SPSS 10.0 istatistik programi kullanilarak tek yonli varyans
analiziyle analiz edilerek gruplar arasi farklarin 6nem dereceleri hesaplandi ve

P<0.05 degerleri istatistiksel yonden 6nemli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

Hazirlanan preparatlarda, dil ve yanak mukozasi epitel hiicreleri ¢ogunlukla
gruplar halinde bulunmakla birlikte, bireysel hiicreler de gozlendi (Sekil 4.1, 4.1.1,
421 ve 422). Preparatlarda bakterilere ve bitki hiicresi kalintilarina siklikla

rastland1 (Sekil 4.1). Alyuvar ve norrofillere rastlanmadi.
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Sekil 4.1. Otuz bes-kirk bes yas grubundan bir bireyin, dil
mukozast sirme preparati. Hiicre gekirdeklerinde kahverengi-
siyah boyanmis farkli sayidaki AgNOR’lar (oklar) ve ¢ok
sayida bakteri (ok baslari) goruilmektedir. AgNOR boyast,
Biytitme ¢izgisi: 100 pm.
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4.1. MN Sonuclari

Fenech ve ark’nin (2003) tanimladigt sekilde mononiikleer veya biniikleer
epitel hiicrelerinde; c¢api ana g¢ekirdeklerin ¢apinin 1/4’iin den daha az olan, ana
cekirdeklere bagli olmayan ona tutunmamis, yuvarlak yada oval sekilli olan,
refraktilite gostermeyen ve boyanma yogunluklar (tonlar1) ana ¢ekirdeklerinkiyle

ayni veya biraz koyu boyanan yapilar MN olarak kabul edildi (Sekil 4.1.1).

Sekil 4.1.1. Otuz bes-kirk bes yas grubundan sigara i¢en bir
bireyin dil mukoza epitel hiicreleri. Cift ¢ekirdekli bir hiicredeki
2 adet MN (oklar) dikkati ¢ekmektedir. MN boyasi, Buyiitme
cizgisi: 100 pm.

Yapilan MN sayim sonuglarina gore sigara igmeyen bireylerin hem dil ve hem
de yanak mukoza epiteli MN frekansinda yagla birlikte, istatistiksel 6neme sahip
olmasa da belirgin bir artis gozlendi (Cizelge 4.1). Sigara igenlerin hem yanak ve
hem de dudak epiteli MN frekansinda ¢ok keskin ve istatistiksel oneme (P<0.05)
sahip bir artig tespit edildi.
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4.2. AgNOR Sonuclari

Cekirdekteki AgNOR'’lar dil mukoza epitelinde sigara igmeyenlerde ortalama
4,7-6,4 adet arasinda, yanak mukoza epitelindeyse biraz daha yiksek ve 5,7-6,3
arasinda degisen sayilarda, genellikle eksantrik ve en az biri nikleer zarfa komsu
durumda lokalize olan koyu, oval-yuvarlak sekilli, kahverengi-siyah yapilar halinde
gorilda (Sekil 4.2.1). Sigara igenlerde ise dil mukoza epitelinde 10,2-15,17 ve yanak
mukoza epitelinde ise 5,0-7,7 arasinda degisen sayillarda AgNOR gozlendi.
AgNOR’larin lokalizasyon ve boyanma ozelliklerinden dil ve yanak mukoza epitel

hiicreleri arasinda belirgin fark gozlenmedi (Sekil 4.2.1 ve 4.2.2).

Cizelge 4.2.1. Gruplarin dil ve yanak mukoza epitel hiicrelerinin MN frekansi (1000
hiicre bagina diigen MN sayis1) ve bunlarin istatistiksel analiz sonuglari.

Gruplar
N=30 Dil mukoza epiteli Yanak mukoza epiteli
Sigara Sigara i¢en Sigarai¢meyen | Sigaraigen
igmeyen X£SD X£SD X£SD
X+SD
35-45 yas 2,28+0,8 10,742.4° 2,72+1,8 13,82+2.9"
grubu
46-55 yas 2,45+12 14,6422 2,57+1,6 15,97+3,2"
grubu
56 yas ve 2,88+1,6 15,543,7 2,85+1,2 15,26+5,8
lizerl yag
grubu

* Sigara icen gruplarin MN frekansi igmeyenlerden 6nemli derecede (P<0.05) yiiksek

bulunmustur.




Sekil 4.2.1. Otuz bes-kirk bes yas grubundan sigara igmeyen
bir bireyin dil mukoza epitel hiicreleri. Hiicre ¢ekirdeginde
kahverengi-siyah boyanmis farkli sayidaki AgNOR’lar (oklar)
gorilmektedir. AgNOR boyasi, Biyiitme ¢izgisi: 100 um.

Sekil 4.2.2. Elli alt1 ve iizeri yag grubundan bir bireyin, grup
halindeki yanak mukoza epitel hiicreleri. Hiicre gekirdeklerinde
kahverengi-siyah boyanmis farkli sayidaki AgNOR’lar (oklar)
gorilmektedir. AgNOR boyasi, Biyiitme ¢izgisi: 100 um.
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Sigara igmeyenlerin dil mukoza epitel hiicrelerinin ¢ekirdek alaninda tedrici
fakat onemsiz (P>0.05) bir artis gozlenmistir. Sigara igen 35-45 yag grubu en dugiik
cekirdek alanina sahipken, bu deger 46—55 yas grubunda en yiksek degere ulagmig
ve 56 yas ve uizeri grupta tekrar diigmustir. Sigara igenlerin ¢ekirdek alani, butiin yag
gruplarinda igmeyenlerden daha dustk bulunmustur ve fark, 35-45 yag grubuyla 56
yag ve lzeri grupta istatistiksel 6neme sahiptir (P<0.05). Sigara igmeyen 35-45 ve 56
yag ve uzeri gruplarin dil mukoza epiteli ¢ekirdek alani, sigara igenlerden 6nemli
derecede fazla iken, 46—55 arasi yag grubunda sigara igen ve igmeyenler arasinda
fark bulunmamigtir. Hem sigara icen ve hem de i¢meyenlerin ¢ekirdek alaninda
bireysel farkliliklar belirgindir (Cizelge 4.2.1).

Sigara i¢meyenlerin yanak mukoza epitel hiicre ¢ekirdek alani 35-45 yag
grubunda en yiiksek degere sahipken, 4655 yas grubunda azalmig ve 56 yag ve lzeri
grupta tekrar yiikselmigstir. Sigara i¢enlerde yanak mukoza epitel hiicre ¢ekirdek alant
yagla birlikte tedrici bir artig gostermistir. Cekirdek alani degerlerinde bireysel
farkliliklar oldukga fazla olup, yas gruplan arasindaki farklar énemsiz bulunmustur.
Sigara igen ve igmeyenlerin yanak mukoza epiteli c¢ekirdek alani degerleri
karsilastirildiginda, butin yas gruplarinda sigara igenlerin énemli derecede daha
dustuk ¢ekirdek alanina sahip oldugu dikkati cekmistir (Cizelge 4.2.2).

Sigara i¢meyenlerin dil mukoza epitel hiicrelerinin AgNOR alaninda yagla
birlikte diizenli bir artis gézlenmis, sigara igenlerde ise tersine bir seyir tespit edilmis
ve yagla birlikte AgNOR alan1 azalmistir. Sigara igen elli altt yag ve iizeri grupta
AgNOR alanindaki dusts oldukga belirgindir ve bu yag grubunda sigara i¢enlerin
AgNOR alanindaki azalma istatistiksel oneme sahiptir (Cizelge 4.2.1).

Farkli yag gruplarindaki sigara igmeyenlerin yanak mukoza epitel hiicrelerinin
AgNOR alami birbirine yakin degerlere sahipti. Sigara icenlerden 35-45 yag
grubuyla 46-55 yas grubunun AgNOR alanlar birbirine olduk¢a yakinken, 56 yas ve
tizeri yag grubunda AgNOR alani keskin bir artig gosterdi. Sigara igmeyenlerin nispi
AgNOR alan1 35-45 yas grubunda %5,9 iken, 46-55 yas grubunda artarak %8,5°¢e
ulagmig fakat 56 yas ve Uzeri yas grubunda %7,2’ye gerilemistir. Tum yas
gruplarindaki sigara igenlerin yanak mukoza epiteli AgNOR alan degerleri sigara

igmeyenlerden 6nemli derecede (P<0.05) yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2.2).
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Dil mukoza epitel hiicrelerinin nispi AgNOR alan1 sigara igmeyenlerde tedricen
artarak, 56 yag ve tzeri grupta %8,3’e ulasti. Biitiin yag gruplarinda sigara i¢enlerin
nispi AgNOR alan1 i¢gmeyenlerinkinden o6nemli derecede yiksek (P<0.05)
bulunmustur (Cizelge 4.2.1). Yanak mukoza epitel hiicrelerinin nispi AgNOR alani
sigara igmeyen 35-45 yas grubunda %7,2 iken, 46-55 yas grubunda yiikselerek
%7,4’e ¢ikmig, 56 yas ve uizeri yas grubunda %8,3’e ¢ikmigtir. Sigara igenlerdeyse,
35-45 yas grubunda %9,9 olan nispi AgNOR alani, 56 yas ve iizeri yas grubunda
%29,9’a gtkmigtir. Sigara igen yas gruplarinin tamaminin, sigara igmeyenlerden
onemli derecede (P<0.05) daha yuksek nispi AgNOR alanina sahip oldugu dikkati
cekmistir (Cizelge 4.2.2).

Sigara igmeyenlerin dil mukoza epitel hiicrelerinin ortalama AgNOR sayist
yasla birlikte tedricen artarak, 35-45 yas grubunda 4,7 iken, 56 yas ve Ulzeri yas
grubunda 6,4’e ulasti. Sigara igenlerde butiin yas gruplarimin dil mukoza epitel
hiicrelerinin AgNOR sayis1 igmeyenlerden 6nemli derece (P<0.05) yiksek bulundu
(Cizelge 4.2.1). Yanak mukoza epitel hicrelerinin AgNOR sayisinda sigara igmeye
bagli énemli degisiklik gozlenmemistir (Cizelge 4.2.2).
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Cizelge 4.2.1. Gruplarin dil mukoza epitel hiicrelerinden elde edilen niikleus ve
AgNOR verileri.

Incelenen
parametre

Sigara
kullanimi

Yas gruplar: N: 30

35-45 yas grubu

46-55 vag grubu

56 ve lizeri yag
grubu

Cekirdek alam
pm?

Sigara
igmeyen
X£SD

97479,6+25889 9%

99230,3+56572.6

106956,7+34850,2*

Sigara
igen
X+SD

69429 4+32615.9

81007,0+28787.5

77788.2+42241.6

AgNOR alani
pm?

Sigara
igmeyen
X£SD

7088.5+5266.6

7364,4+6281.,6

8920.4+5627.6*

Sigara
igen
X+SD

6883.4+5273.4

6605,9+6187.3

23271.2427466.6

Nispi AgNOR
alani (%)

Sigara
igmeyen
X£SD

72411

74£15

8,3+2.0

Sigara
igen
X+SD

9,041 2%

8,11 4%

29,043 8%

AgNOR sayisi
(Adet/cekirdek

Sigara
igmeyen
X£SD

4.7+1.4

6,3£1,5

6,4+1,9

Sigara
igen
X+SD

10,242 5%

15,043,8%

15,142,6*

e Sigara icen ve i¢meyenlerin niikleus ve AgNOR degerleri arasindaki fark
istatistiksel oneme sahiptir (P<0.05).
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Cizelge 4.2.2. Gruplarin yanak mukoza epitel hiicrelerinden elde edilen niikleus ve

AgNOR verileri.
Incelenen Sigara Yas gruplar: N: 30 :
parametre kullanimi 56 ve tizerl yag
35-45 yas grubu | 46-55 yas grubu grubu
Sigara igmeyen
Kirdek al X+SD
Ce “menza an 126910,0+4462,2% | 83807.6+9586.1% | 100190,3+£3695 4%
Sigara i¢en
X+£SD
67454,0+7286.3 | 76843,7+6036.8 | 87968,5+9657.8
Sigara igmeyen
X+£SD
AgNOrlzzalam 7548372069 | 71968458950 | 7311.6+5676.7
u
Sigara i¢en
X+£SD
9864.8+£8106.0% | 9870,1+8014.8* | 20012.2+3468,0%
Sigara igmeyen
X+£SD
Nispt AgNOR 5,9+0.9 8,5+2.2 72419
alan1 (%)
Sigara i¢en
X+£SD
11,042,6* 12.8+3,0% 22.7+4 8*
Sigara igmeyen
X+£SD
AgNOR sayisi 6,1+2.4 6,3+3,0 5,7+1.9
(Adet/cekirdek
Sigara i¢en
X+£SD
5.0+0.9 5.742.1 7.743.5

* Sigara igen ve igmeyenlerin wniikleus ve AgNOR degerleri arasindaki fark
istatistiksel oneme sahiptir (P<0.05).
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5. TARTISMA

MN frekansinin gerek in vivo ve gerekse de in vifro yontemlerle belirlenmesi,
genotoksik hasarlarin tespitinde onemli ipuglart vermektedir. Bu sayede cesitli
mesleki ve ¢evresel ortamlarda, ya da yasam stilinin bir parcasi olarak genotoksik
ajanlara maruz kalan insan poptlasyonlarinda kromozom hasarinin olup olmadig: ve
derecesi hakkinda onemli bilgiler elde edilebilmektedir (Bonassi ve ark 2001).
Ayrica bu yontemle mukoza epitel hiicreleri de incelenebildiginden yontem, ¢esitli
kimyasal ve fiziksel ajanlarin sitogenetik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
eksfolyatif sitolojide de yaygin bigimde uygulanan bir teknik haline gelmistir.

Literattr taramasinda saglikli kigilerin MN frekanst degerleri hakkinda oldukga
farkl1 bildirimlere rastlanmistir. Bolognesi ve ark. (1999), saghkli kisi
lenfositlerindeki MN frekansinin %2,7-4,0 arasinda degistigini bildirmislerdir.
Martinez ve ark’nin (2005), kontrol grubu bireyler i¢in verdigi deger Bolognesi ve
ark’nin (1999) bildirimine yakindir ve bu arastiricilar (Martinez ve ark 2005),
saglikli bireylerde MN frekansini 2,74/1000 hiicre olarak tespit etmis, Arsenikle
kontamine su i¢enlerde ise artarak 3,14/1000 hiicreye ulagtigin1 bildirmistir. Neri ve
ark (2005) 12 kontrol laboratuarinin perifer kan lenfositleri i¢in bildirdigi kontrol
grubu (baseline) MN frekansi ortalamasinin 4,48-5,70 MN/1000 hiicre arasinda
degistigini bildirmislerdir. Cavusoglu ve ark (2008) ise sigara igmeyenlerin yanak
mukoza epitel hiicrelerinde ortalama MN frekansini erkeklerde 2,60 bayanlarda ise
2,65 olarak bildirmis, erkek ve bayan MN frekanslan arasindaki farkin istatistiksel
oneme sahip olmadigint (P>0.05) vurgulamiglardir. Sunulan bu g¢aligmada, sigara
icmeyenlerin dil mukoza epiteli MN frekansi 2,2-2,88/1000 hiicre, yanak mukoza
epitelinde ise 2,57-2,85/1000 hiicre arasinda bulundu. Yasla birlikte MN frekansi
artsa da artigin istatistiksel oneme sahip olmadigi tespit edilmistir. Bu sonuglar
yukaridaki arastiricilarin bulgulariyla uyumludur. Bununla birlikte, Joseph ve ark
(2004) perifer kan lenfositlerindeki genel popilasyon MN frekansint erkeklerde
8,7/1000 hiicre, bayanlardaysa 8,3/1000 hiicre gibi olduk¢a yiiksek duzeylerde

oldugunu bildirmislerdir. Lewijska ve ark (2007), bakir eritme iggileri lizerinde
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yaptiklant ¢alismada, kontrol grubunun perifer kan /lenfositlerindeki MN frekansini
0.50/1000 olarak bildirmislerdir.

Farkli genotoksik etkenlere maruz kalan hiicrelerde MN frekansinda 6nemli
degisiklerin ortaya ¢iktig1 tespit edilmigtir. Bu konuda ¢alisan arastiricilardan
Elavarossi ve ark (2002) mobilya endiistrisi is¢ilerindeki genetik hasari belirlemek
icin lenfositlerde kardes kromatidler arasindaki parga degisimi (sister chromatide
exchange, SCE) frekansi ile MN frekansini tespit etmiglerdir. Bu is¢ilerdeki MN
frekansinin %17,2 oldugu halde, sigara igmeyen ve havasi temiz ortamda yasayan
kontrollerde %7,54 olarak bulunmustur. Arastiricilar (Elavarossi ve ark 2002), MN
frekansindaki degisikliklerin genetik hasarin tespitinde yararli bir kriter oldugunu ve
odun tozunun genetik hasara yol agtigin1 vurgulamiglardir. Levario-Carillo ve ark
(2005), farkli ¢evrelerde yasayan annelerin bebeklerinin gobek kordonu
lenfositlerindeki MN frekanslarini belirlemislerdir. Cavusoglu ve ark (2008) sigara
icen erkeklerin yanak mukoza epitel hiicresi MN frekansin1 15,90, bayanlarinkini ise
15,95 olarak bildirmiglerdir. Sigara i¢enlerin MN frekansi igmeyenlerden 6nemli
derecede (P<0.05) yiiksek bulunmustur. Joseph ve ark (2004), sigara igenlerdeki MN
frekansin1 i¢meyenlerinkinden olduk¢a yiiksek oldugunu (9/1000 hiicre) tespit
etmistir. Lewijska ve ark’nin (2007) bulgulart da sigara igen bakir is¢ilerinin perifer
kan lenfositlerinin MN frekansinin daha yiiksek oldugunu (0,99/1000 hicre) ortaya
koymaktadir. Konopacka (2003), sigara igenlerde MN frekansinin igmeyenlerdekinin
3 kati fazla oldugunu (igenlerde 1,50-0,47%, i¢meyenlerde 0,55-0,32%)
bildirmigtir. Yag ve cinsiyetin MN frekansi tizerinde etkisi bulunmamugtir. Sato ve
Temita (2001) saglikli kisilerdeki MN’lerin kromozom kiriklari ve mitoz mekigi
hasarlarindan kaynaklandigini bildirmiglerdir. Bu arastiricilara gére MN frekansi
sigara igenlerde igmeyenlerin 2 katidir. Alkol kullanimi, cinsiyet, yas, act ve sicak
gida tiketimi, kirik dis, dis fircalama, agiz i¢i antiseptikleri ve agiz enfeksiyonlariyla
MN frekans: arasinda korelasyon bulunmamaistir. Sigara i¢enlerin en fazla etkilenen
anatomik bolgesi agiz tabanidir. Sunulan bu c¢alismada yukaridaki c¢aligma
sonuglartyla uyumlu bigcimde sigara igenlerin hem yanak ve hem de yanak epiteli
MN frekansinda ¢ok keskin ve istatistiksel oneme (P<0.05) sahip artiglar tespit
edilmigtir. Dil ve yanak mukoza epiteli MN frekanslar1 arasinda énemli fark yoktur.

Bu sonuglar da sigara dumaninda bulunan pek ¢ok genotoksik maddenin dil ve yanak
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mukoza epitel hiicresi genomunda 6nemli hasarlara yol agtigint ve bu durumun da
MN frekansindaki artigla tespit edilebilecegini gostermektedir. Fenech ve ark (2007)
MN testinin non-invaziv tabiatinin, bu testi popuilasyon veya bireysel bazda
gerceklestirilecek biyo-izleme c¢aligmalarinda populer bir test haline gelmesini
sagladigini bildirmiglerdir. Bununla birlikte, boyamada dikkat edilmesi gereken ¢ok
onemli noktalar vardir; keratohiyalin grantlleri, hiicre zarina tutunan bakteriler
yanlis sonuglara neden olabilmektedir. Spesifik DNA boyalarinin kullanilmast,
keratohiyalin graniillerinin boyanmasin1 engellese de bakterilerde de DNA
bulunmasi, ozellikle koklar s6z konusu oldugunda, durumu zorlagtirmaktadir.
Bununda 6tesinde sayimin sadece bazal hiicre katmanlarinda m1 yapilmasi gerektigi,
yoksa yuzlek hucrelerin de sayima dahil edilip edilmemesi hususu agikliga
kavugsmamaistir.

Bu caligmada, sigara igmeyen 35-45 ve 56 yas ve Uzeri gruplarin dil mukoza
epiteli ¢ekirdek alani, sigara igenlerden onemli derecede fazla iken, 4655 arasi yas
grubunda sigara igen ve i¢meyenler arasinda fark bulunmamistir. Sigara igen ve
igmeyenlerin yanak mukoza epiteli gekirdek alani degerleri karsilastirildiginda ise,
butiin yag gruplarinda sigara i¢enlerin 6nemli derecede (P<0.05) daha diisiik ¢ekirdek
alanina sahip oldugu dikkati ¢ekmistir. Dil mukoza epitel hiicresi AgNOR alan
sigara igenlerde azalmigtir. Sigara igen elli alt1 yas ve tizeri grubun AgNOR alaninda
onemli derecede dusis (P<0.05) ortaya ¢ikmistir. Sigara igenlerin yas gruplarinin
tamaminin dil mukoza epitel hiicrelerinin nispi AgNOR alan1t ve AgNOR sayist
icmeyenlerden 6nemli derecede yiksek bulunmustur. Butiin yas gruplarinda sigara
icenlerin yanak mukoza epitel hiicrelerinin AgNOR alani1 ve nispi AgNOR alani
onemli derece artarken, AgNOR sayisinda sigara igen ve igmeyenler arasindaki fark
onemsizdir. Paiva ve ark (2004) sigara igenlerin agiz tabani epitel hiicre
cekirdeklerinin ortalama AgNOR alaninin dil kenarlari ve alt dudaginkiyle
karsilastirildiginda daha yitksek oldugunu bulmuslardir. SCCun agiz tabaninda sik
gorilmesi nedeniyle orneklerin agiz tabanindan alinmasinin daha uygun oldugunu
ileri siiren Usta ve ark (2008), parafin kesitlerde tespit edilen AgNOR sayilarinin
smearlardakinden daha diisiikk olabilecegine dikkati ¢ekmisglerdir. Cangado ve ark
(2004) dil kenar1 mukoza epitel hiicrelerinde niikleus bagina AgNOR sayisin1 1,94;

agiz tavani mukoza epitelinde ise ortalama 2,07 AgNOR bulmuslardir. Sigara
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icenlerde anatomik bolgeler arasinda ¢ekirdek bagina ortalama AgNOR sayisinda
onemli farklar bulunmustur (Cangado ve ark 2004). Sigara igen grupta cekirdek
bagina 3 adetten fazla AgNOR’a sahip birey sayist % 14-53 arasinda, U¢ ve daha
fazla AgNOR bulunan g¢ekirdeklerin nispi AgNOR alan: dil kenarinda %25,16, agiz
tavaninda %30,51°dir (Cangado ve ark (2004). Sunulan bu ¢alismada da gorialdugi
gibi nispi AgNOR alan1 da bolgeler arasinda énemli faklar gostermektedir (Cangado
ve ark 2004). Gunde i¢ilen sigara adedinin, dilin yan yiiz mukoza epitelinin AGNOR
say1st ve nispi AgNOR alani tizerinde 6nemli etkisi bulunmamistir (Cangado ve ark
2004). Arastiricilar (Cangado ve ark 2004), dil kenart ve a8z tavani bolgelerindeki
AgNOR sayistyla, igilen sigara sayisi arasinda baginti bulunmamakla birlikte; icilen
sigara sayisiyla agiz tavant bolgest AgNOR miktart arasinda siki bagintt bulundugu
sonucuna varmiglardir.

Dil mukoza epitel hiicrelerinin ¢ekirdek alani, sigara igen 3545 ve 56 ve uizeri
yag gruplarinda 6nemli derecede artarken; yanak mukoza epitel hiicrelerinde sigara
icen yas gruplarinin tamaminda 6nemli derecede artmaktadir. Sigara i¢cenlerde hem
dil ve hem de yanak mukoza epitel hiicrelerinin MN frekansi, sigara igmeyenlerle
kargilagtirildiginda, onemli derecede yukselmektedir. Yanak mukoza epitel
hiicrelerinde de benzer durum gozlenmektedir. AgNOR parametreleri dikkate
alindiginda ise, dil mukoza epitel hiicrelerinin nispi AgNOR alan1 ve AgNOR sayist
sigara igenlerde onemli derecede yiiksek iken; yanak mukoza epitel hiicrelerinde
AgNOR alan1 ve nispi AgNOR alani sigara igenlerde onemli derecede yuksek

bulunmustur.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calisma sonuglari, sigara igmenin dil ve yanak mukoza epitel hiicrelerinde
genotoksik etkiye sahip oldugunu bildiren bulgulari desteklemektedir. Sigara
icenlerde, hem dil ve hem de yanak mukoza epitel hicrelerinin MN frekansinda
onemli artig gozlenmektedir. Niikleus buyukliugi ve AgNOR parametrelerinde de
sigara igenlerde bazi degisiklikler meydana gelmekle birlikte, dil ve yanak mukoza
epitel hiicreleri arasinda farklar vardir.

Yukaridaki bulgulara ragmen, bir hiicredeki AgNOR sayisi, AgNOR
buyukligi ve bunlarin yapilariyla, hiicrenin ¢ogalma ozellikleri arasinda kesin
bagintt oldugu hakkinda genel bir yargiya varmanin iki sakincast vardir: 1-
Cekirdekgiklerdeki AgNOR’larin yap1 ve buyiiklikleri, yani gimus-pozitif lekelerin
buyuklik ve sayilari, sadece ribozom biyogenezisinin aktivite diizeyi hakkinda bilgi
verebilir. Cogu hiicre, yitksek oranda ribozoma ihtiyaglari olmasina ragmen yavas
boliiniir veya hi¢ boliinmezler (6rnegin; sinir ve bez epitel hiicreleri). Bu hiicrelerin
giimiig-pozitif materyali de kapsayan cekirdekg¢ikleri, ribozom miktarindaki artiga
paralel olarak son derece irilegir ve sayilart da artar. Diger bir 6rnek ise boliinmeleri
engellenen uyarilmig lenfositlerdir. 2-Giimiig-pozitif proteinler rRNA genlerinden
farkli ya da inaktif, yani transkripte edilmeyen genlere de bagli olabilirler. Bu
duruma rRNA genleri icermeyen MN’ler, uyarilmamig lenfositlerdeki giimiig-pozitif
niikleoluslar ve mitoz sirasinda kromozomlara tutunan gimus-pozitif niikleolar
materyal ornek verilebilir. Bunun da otesinde sadece malignant ve hizli ¢ogalan
hiicreler yaninda malignant olmayan, normal ¢ogalan hiicreler de benzer ¢ekirdekgik
irilesmeleri ve gimus-pozitif nikleer materyal artisi sergileyebilirler. Bu yiizden
gimiigleme yontemiyle boyanan preparatlardaki c¢ekirdek¢ik morfolojisinin
yorumlanmasinin dikkatle yapilmasi gerekmektedir. Bu yapildig: takdirde iy1 bilinen
hiicre popiilasyonlart ya da timorlerde giimiisleme boyamasi; g¢ekirdekgiklerin
morfolojisi, buyiklugi ve sayilarinin incelenmesinde oldukga yararlt bir yardimer bir
metottur (Aydin 2004). AgNOR bulgularinin MN frekansindaki degisikliklerle

birlikte dikkate alinmast sonuglarin giivenilirligini artirabilir.
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8. EKLER

EK. A: BILGILENDIRILMIiS ONAY FORMU

Asagidaki konularda hastaya gerekli tiim bilgiler verilmelidir. Hazirlanacak

olan HASTA ONAY FORMUNUZ ayrintih olarak asagidaki siralamaya ve

calismamizin niteligine uygun bir sekilde hazirlanarak calisma dosyaniza

konulacaktir.

a- Arastirmanin amaci, gerekgesi, uygulanacak yontemler, yararlar, varsa
riskler ve arastirma ile ilgili her tirli bilgi,

b- Yerlesmis standart alternatif tedaviler,

c- Arastirma suresi,

d- Yapilacak tetkik ve tahlillerin hastaya herhangi bir mali yiik getirmeyecegi
bilgisi,

e- Kimligin gizli tutulacag ancak bilgiler ve bulgularin kullanilabilecegi,

f- Saglik Bakanligindan izin alinmasi gerekli olan yeni ila¢ aragtirmalart igin
olusabilecek zararlarin tazmin sekli,

g- Arastirmada yer alacak gonilli sayist,

h-Calisma sureci i¢inde herhangi bir nedenle bagvurulacak doktorun, adi-
soyadi, telefon numarasi,

1- Aragtiricinin hangi kosullarda gontilliyi arastirma dist birakabileceg,

i- Gonullinin  katilmayr reddetme veya herhangi bir zamanda
ayrilma/vazge¢cme hakkina sahip oldugu,

j- Gebelikle ilgili ¢caligmalarda esin onayinin alinmast,
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Yukarida goniilliye aragtirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sézli agiklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z
konusu Klinik Aragtirmaya kendi rizamla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi1 soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon/faks no.):

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin.

Adi soyadi, imzasi (varsa telefon/faks no.):

Aciklamalar yapan arastiricimin Adi soyadi, Imzast:

Saglik Memuru Ferhat Dogan

Herhangi bir nedenle basvurulacak doktorun Adi soyadi, Imzas: (varsa telefon/faks

no.)

Riza alma iglemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kisinin.

Adi1 soyadi, Imzasi, Gorevi:



EK. B: GONULLULERE UYGULANAN ANKET FORMU

1. Asagidaki hangi yas grubundasiniz?
a) 35-45
b) 46 - 55

c) 55 veiizeri

2. Mesleginiz nedir?

5. Dis fircalama sikliginiz nedir?
a) Gunde 1-3 defa
b) Haftada birkag defa
¢) Ayda birkag¢ defa

6) Kag yildir sigara kullantyorsunuz?
a) 5-10
b) 11-20

c) 21 veizer

7) Gunlik tikettiginiz ¢ay miktar1 ne kadar?
a) 1-10
b) 11-20

c) 20 veizeri

KATILDIGINIZ iCIN TESEKKUR EDERIM
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