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KISA OZET

Obezite, viicutta fazla miktarda yag dokusunun olmasi sebebiyle gelisir ve o6zellikle
gelismis iilkelerde ¢ok yaygin olan bir saglik problemidir.

Bu caligma ile obez hastalarin (n=83) ve normal beden kitle indeksine sahip bireylerin
(n=35) periferik kan lenfositlerinde sitokinez bloke mikronukleus sitom (Cytokinesis-
Block Micronucleus Cytome; CBMN cyt) yontemi kullanilarak, beden kitle indeksi
(BKI) ve yas ile CBMN cyt yontemi parametreleri arasinda bir iliski olup olmadig1
arastirilmustir. Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji Poliklinigine basvuran,
obez hastalarda periferal kan Ornekleri alinmis ve Kkiiltire edilmistir. Sitokinezi
durdurmak ig¢in, kiiltiirlere 44. saatte 3 pg/ml son konsantrasyonda sitokalazin B (Cyt-B)
eklenmis ve 72. saatte Kkiiltiirler sonlandirilmistir. Obez kisilerin Mikroniikleus
(Micronukleus; MN), Niikleoplazmik Koprii (Nucleoplasmic Bridge; NPB) ve Niikleer
Bud’ lu (nuclear bud; NBUD) iki ¢ekirdekli (biniikleat; BN) hiicre sayilarindaki artis,
kontrol Kkisilerinki ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(strastyla, p < 0.001, p < 0.005 p < 0.001). Bu sonug, obez kisilerde Deoksiriboniikleik
Asit (DNA) hasarinin arttigimi ortaya koymaktadir. Obez kisilerdeki nekrotik ve
apopitotik hiicre frekansinin (%), kontrol kisilere gore istatistiksel olarak anlamlh
sekilde arttig1 gosterilmistir (p < 0.001). Obez kisilerin BN hiicre frekansi ile Niikleer
Boliinme Frekansi (Nuclear Division Index; NDI) degerleri kontrol kisilerin BN hiicre
frekans1 ile NDI degerleri ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunamamistir (p > 0.05).

Sonug¢ olarak MN, NPB ve NBUD gibi artan DNA hasar1 parametreleri, obezlerde
gelisebilecek olas1 kanser riski ile iliskili olabilir. Ancak karsinogenez ¢ok basamakli ve
multifaktoriyel bir siirectir. Boylece obez kisilerin kanser riski agisindan takip
edilmesini Onerebiliriz.

Anahtar Kelimeler: BKi; BKO: Mikronukleus; Sitom yontemi; Obezite.
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ABSTRACT

Obesity occurs due to more body fat accumulation than normal levels and it is very
widespread health problem especially in developed countries. It implicates with many
factors in the etiology and it needs to treatment.

In this study, it is to evaluate whether there is a relationship between the body mass
index (BMI) and age and the parameters of Cytokinesis-Block Micronucleus Cytome
(CBMN cyt ) assay, in peripheral blood lymphocytes of obese patients (n=83) and
individuals with normal body mass index (n=35) by using CBMN cyt assay. Peripheral
blood samples were obtained and cultured from obese patients admitted to the
University of Erciyes Faculty of Medicine, Clinic of Endocrinology. To block
cytokinesis, at 44 h of incubation, cytochalasin-B (Cyt-B) was added to cultures to give
a final concentration of 3 pg/ml, and harvested cells at 72 h. The increase in the number
of cells in biniikleat (BN) with Micronukleus (MN), NucleoPlasmic Bridges (NPB) and
nuclear buds (NBUDs) of obese subjects was found to be statistically significant
compared with their of control subjects (p < 0.001, p < 0.005 p < 0.001, respectively).
This result shows that Deoksiriboniikleik Asit (DNA) damage increased in obese
subjects. The frequency of apoptotic and necrotic cells (%) in obese subjects were found
to be statistically significant higher than that in control subjects (p<0.001). No
statistically significant differences in the frequency of BN cells (%) and Nuclear
Division Index (NDI) values were observed in between obese and control subjects (p >
0.05).

As a result, increased DNA damage parameters such as MN, NPBs and NBUDs values
in obese subjects may be associated with a possible risk of cancer may develop.
However, carcinogenesis i1s a multistep and multifactorial process. Thus, we may
suggest that in obese subjects be followed up for cancer risk.

Key Words : BMI; Cytome assay; Micronucleus; Obesity; WHR.
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1. GIRIS VE AMAC

Obezite, Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization; WHO) tarafindan viicut
kompozisyonunda insan sagligii olumsuz sekilde etkileyecek diizeyde yag miktarinin

artis1 olarak tanimlanmustir (1).

Obezite hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerin en onemli saglik sorunlari
arasinda yer almaktadir. Yetigkinlerde sinirsel, hormonal, kimyasal ve fiziksel
mekanizmalarla viicut agirhigi belirli bir diizeyde tutulmaktadir. Bu mekanizmalarin bir
veya birkag¢indaki bozukluk bu dengeyi olumsuz yonde etkilemektedir. Dengenin
bozulmasi beden agirliginin degismesi ile sonuclanir (2). Obezite basta kardiovaskiiler
ve endokrin sistem olmak iizere viicudun tiim organ ve sistemlerini etkileyerek c¢esitli
bozukluklara ve hatta 6liimlere yol acabilen 6nemli bir problemdir. WHO tarafindan en
riskli 10 hastaliktan biri olarak kabul edilen obezitenin, son arastirmalarda kanserle
yakin ilgisi oldugu da belirlenmistir. Son yillarda bir¢ok endiistri iilkesinde obezite ve
fazla kilolu olma siklig1 artmakta ve bu olay bir¢ok popiilasyonu etkileyen bir sorun

halini almaktadir (1).

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de obezitenin prevalansi giderek artmaktadir (3).
Obezite prevelansina cesitli faktorler etki etmekte olup bunlarin baslicalar1 yasanilan
cografi bolge, yas, cinsiyet, rk, etnik koken, sosyoekonomik diizey, fiziksel inaktivite
olarak sayilabilir (4). Asir1 obezite 6zellikle kalp damar hastaliklari, diyabet ve bazi

kanserler icin yiiksek mortalite oranina sahiptir (5).
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Sitokinez-bloke mikronukleus sitom (Cytokinesis-Block Micronucleus Cytome; CBMN
cyt) yontemi, ¢esitli memeli hiicrelerine ve periferik kan lenfositlerine uygulanabilen ve
bu hiicrelerde kromozomal DNA hasarini, hiicre béliinme durumunu ve hiicre canliligini

sitolojik olarak degerlendirmek i¢in kullanilan bir genotoksisite yontemidir (6-11).

Yapilan literatiir aragtirmasmna gore, CBMN cyt yontemi kullanilarak eriskinlerde
obezite ile kromozomal DNA hasarmi arastiran herhangi bir caligmaya rastlanmamustir.
Calismamizda, obez hastalarin ve normal beden kitle indeksine (BKI) sahip bireylerin
periferik kan lenfositlerinde DNA hasar1 ve diger CBMN cyt yontemi parametreleri
degerlendirilerek, BKI ve yas ile CBMN cyt yontemi parametreleri arasinda bir iliski

olup olmadig1 arastirilmastir.

Calismamizda, obez hastalar ve kontrol kisilerin periferik kan kiiltiirleri yapilarak,
hazirlanan preparatlarda mikronukleuslu (Micronukleus; MN), niikleoplazmik kopriilii
(Nucleoplasmic Bridge; NPB) ve niikleer budlu (nuclear bud; NBUD) biniikleer
(biniikleat; BN) hiicreler sayilip, gozlenen metafaz sayilar1 da kaydedilecek ve ek olarak
1000 tane bir ¢ekirdekli (mononiikleer) hiicre sayilirken aym1 zamanda iki ¢ekirdekli , tic
cekirdekli, dort cekirdekli (biniikleer, triniikleer ve tetraniikleer) her bir hiicre
kaydedilmis ve Niikleer Boliinme indeksi (Nuclear Division Index; NDI) oranlari
hesaplanmustir. 1000 tane bir ¢ekirdekli hiicre sayilirken ayn1 zamanda apopitotik yada
nekrotik hiicre sayilar1 da kaydedilmistir. Elde edilen CBMN cyt yontemi parametreleri
kullanilarak, obezitenin insan kan lenfositleri {izerindeki olas1 genotoksik ve sitotoksik
etkileri arastirilmistir. Boylece calismamizin sonunda, bulunacak olan kromozomal
DNA hasar1 ve diger CBMN cyt yontemi parametrelerini, BKI ve yas acisindan obez
hastalar ile normal BKI’ ne sahip bireyler arasinda karsilastirarak, obezitenin bu acidan
bir risk faktorii olusturup olusturmadigina iliskin literatiire yeni bilgiler kazandirmak

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1.0BEZITENIN TANIMI VE SINIFLANDIRILMASI

Giiniimiizde diinyanin en yaygin ve en eski hastali§i olarak bilinen obezite WHO
tarafindan viicut kompozisyonunda insan sagligini olumsuz sekilde etkileyecek diizeyde
yag miktariin artig1 olarak tanimlanmistir. WHO’ niin verilerine gore diinya niifusunun

onda birinden daha fazlasi obezdir (1).

Biitiin obez bireylerde enerji alimi ile tiiketimi arasinda bir dengesizlik vardir.
Hastalarin yeme aligkanliklar1 ve fiziksel aktiviteleri enerji dengesini etkilemektedir.
Etnik ve sosyal kimlik bazi 6zel yeme sekilleri ve gidalarla iliskili olarak obezite
gelisimine katkida bulunabilir. Yas, cinsiyet, dogum sayisi, evlilik, sigaray1 birakma,
alkol tiiketimi, teknolojik gelisimle birlikte sedanter yasam, fast-food tarzi hizli ve
yilksek kalorili gidalarin tiiketiminin yayginlagsmasi obezite gelisimini etkileyen

cevresel faktorler arasinda sayilabilir (12).

Giiniimiizde obezite ¢ocukluk caginin en sik goriilen kronik hastaliklardan biri olarak
kabul edilmektedir. Cocukluk c¢agi obezitesinin yetiskinlik obezitesine yol actig1 ve pek
cok kronik hastalik i¢in zemin olusturdugu diisiiniildiigiinde obezite ile miicadeleye

cocukluk ¢aginda baslamanin ne kadar 6nemli oldugu acik¢a goriilmektedir (13).



2.2. OBEZITENIN TANIMLAMASINDA KULLANILAN OLCEKLER
2.2.1. Antropometrik ve Pikometrik Olciimler

Antropometri (anthropometry), insan viicudunun boyutlari, agirlik, uzunluk, segment
uzunluklari, viicut ¢evreleri ve oranlar1 Olgiimleri ile pikometri (pikometry) ise deri
kivrim kaliliklar: 6l¢iimii ile viicut bilesiminin belirlenmesinde kullanilmaktadir (14).
Tiirkiye’ de ¢ocuklarla ve adelosanlarla (6 ve 17 yaslar1 arasinda) yapilan bir ¢calismada
Tiirk cocuklarimin ve adelosanlarinin antropometrik parametreleri ile ABD Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi referans degerleri arasinda karsilastirma yapildiginda
onemli Olgiide farklar bulunmustur. Bu yiizden Tiirkiye’ de yasayan cocuklarin ve
adelosanlarin  biiyiimelerinin degerlendirilmesinde ulusal biiyiime cizelgelerinin

kullanilmasi gerektigi vurgulanmistir (15).
2.2.1.1. Viicut Agirhg1 Ve Boy Uzunlugu

Boy uzunlugu genelde viicut ve iskelet yapisinin temel gostergesidir. Viicut agirhg;
basit ancak o6nemli bir morfolojik gostergedir, biiylime hizi, obezite ve yetersiz
beslenmenin saptanmasinda kullanilir. Tiim viicut diizeyinde viicut agirligi; bas, boyun,
govde, alt ekstremite, {ist ekstremite agirliklarindan olusur. Viicut agirhgi; viicuttaki

yag, protein, su ve kemiklerin toplamidir (16).
2.2.1.2 Beden Kitle indeksi (BK1)

BKI obeziteyi degerlendirmek igin kullanilan en yaygin yontemdir. BKI bireyin viicut
agirhgmm (kg), boy uzunlugunun (m) karesine (BKi=kg/m?) bolinmesiyle elde edilen
bir degerdir ve WHO’ niin obezite siniflandirmasinda genellikle BKI esas alinir (Tablo

2.1) (17).



Tablo 2.1.Yetiskinlerde BKi’ne gore zayiflik, fazla kiloluluk ve obezite siniflandirmast (17)

Smiflandirma BKIi (kg/m?)
Temel kesisim noktalar1 Gelistirilmis kesigim noktalari
Zayif (duisiik agirlikln) <18.50 <18.50
Asir1 diizeyde zayiflik <16.00 <16.00
Orta diizeyde zayiflik 16.00 - 16.99 16.00 - 16.99
Hafif diizeyde zayiflik 17.00 - 18.49 17.00 - 18.49
Normal 18.50 - 24.99 18.50 - 22.99
23.00 - 24.99
Toplu, hafif sisman, fazla kilolu |{>25.00 >25.00
Sismanlik 6ncesi (Pre-obez) 25.00 - 29.99 25.00 - 27.49
27.50 - 29.99
Sisman (Obez) >30.00 >30.00
Sisman I. Derece 30.00 - 34-99 30.00 - 32.49
32.50 - 34.99
Sisman II. Derece 35.00 - 39.99 35.00 - 37.49
37.50 - 39.99
Sisman III. Derece >40.00 >40.00

2.2.1.3 Bel cevresi, Bel-kalca oran1 (BKO):

Viicut yaglarinin tiimii esit ozellikte degildir. Santral yada visseral-abdominal obezite
(elma bi¢imli obezite, erkek tipi obezite) gluteal-femoral obezite (armut bicimli obezite,
kadin tipi obezite)’den metabolik profil ve kardiyovaskuler risk faktorleri acisindan
daha anlamli iligki gostermektedir. Bu nedenle viicut yag dagilimimi yansitan

belirteclerden BKO ve bel cevresi ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. BKO’ nun
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kadinlarda 0.9’un erkeklerde 1’in iizerinde olmasi durumunda santral obeziteyi isaret

eder (Tablo 2.2) (18).

Tablo 2.2. Yetiskinlerde obeziteye bagli hastalik olusma riski ve bel ¢evresi 6l¢iimiine gore hastalik

olusma riski (19)

Cinsiyet Risk (Uyar1 simir1) (=BKI>25) Yiiksek risk (Eylem sinir1) (=BKI>30)
Erkek >94 >102
Kadin >80 >88

BKO o6zelikle jeneralize obezitesi olan kisilerde oran normal olacagindan giiniimiizde
cok kullanilmamakta, bunun yerine bel cevresi 6l¢iimii daha yaygin kabul gormektedir

(18).
2.2.1.4. Deri Kivrim Kalinhgmn Olciilmesi:

Obezite ve subkutan adipoz yag dokusu dagiliminin belirlenmesinde kullanilan basit bir
yontemdir. Olciim olarak genellikle triseps ve subskapular deri kivrim kahnlig:
Olciimleri kullanilir ve hem yetiskin bireylerde hem de c¢ocuk ve genglerde

kullanilmaktadir (16).
2.2.2.0bezitenin Tanimlamasinda Kullanilan Laboratuar Yontemleri
2.2.2.1.Su alt1 kilo dl¢iimii:

Viicut kompozisyonunun en hassas ol¢ciimlerinden birisidir. Tiim yontemler arasinda
gecerliligi ve giivenilirligi yiiksek olan yontemlerden biridir. Bu nedenle pratik saha

yontemleri gelistirmek icin yapilan ¢aligmalarda en sik kullanilan yontemdir (20).
2.2.2.2. Potasyum 40 izotopu ile dl¢iim:

Viicudun potasyum miktar1 radyoaktif sayimla ortaya ¢ikarilmakta, bu calismalarda
yagsiz agirhgin kilogram viicut agirligit basina 2.66 potasyum 40 icerdigi kabul
edilmektedir (2).

2.2.2.3. Bilgisayarh Tomografi (BT) ve Manyetik Rezonans Teknigi (MRI):

BT tiim viicut bilesimi, taranan kesitlerin ara degerinin bulunmasi ile olciilmektedir.

MRI birey giiclii bir manyetik alana yerlestirilir ve radyo frekanslarina maruz birakilir.
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Sinyal siddeti, incelenen dokulardaki su ve yagin derisim ve gevseme Ozellikleri
tarafindan belirlenir. Yag dokusu, diger dokulara gore, cok daha kisa gevseme zamanina

sahiptir ve bu sekilde kesin olarak belirlenmektedir (20).
2.2.2.4. Dual enerji X 151n absorbsiyometrisi (DEXA):

DEXA gibi yOntemler kemik mineral igeriginin saptanmasi ic¢in tasarlanmig
girisimlerdir. Bununla beraber, viicudun yumusak doku icerigi hakkinda fikir verebilir

(20).
2.2.2.5 Biyoelektrik impedans Analizi (BIA):

Viicut kompozisyonunun belirlenmesinde biyoelektrik impedans hesaplanmasi, sahada
kullanilan yagsiz doku kitlesi ile yag dokusunun elektriksel gecirgenlik farkina dayali
bir yontemdir (21).

2.3.0BEZITENIN EPIDEMIiYOLOJiSi

Obezite prevalansi pek c¢ok iilkede belirgin bir sekilde artis gostermekte ve bir epidemi
halini almaktadir (22). Diinya genelindeki obezite sikligi 1980°’den beri iki katina
cikmistir. 2008°de 20 yas ve iizeri 1.5 milyar yetiskinde kilo fazlali1 vardir ve yaklasik
200 milyon erkek ve 300 milyon kadin da obezdir. Yine yapilan hesaplamalarda 2010
yilinda 5 yas alt1 yaklasik 43 milyon ¢ocukta kilo fazlaligi saptanmistir (1).

Tiirkiye'de obezite prevalansi gelismis batili iilkelerden asagi kalmamakta, 6zellikle
kadinlarda %30 gibi belirgin yiiksek oranlara ulagsmaktadir. Tiirkiye Diyabet,
Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans Calismas1 (TURDEP);
Istanbul Universitesi T1p Fakiiltesi Metabolizma ve Diyabet Birimi, Obezite Arastirma
Unitesi, Basbakanlik Devlet Istatistik Enstitiisii (DIE) ve TC Saghk Bakanlig1r’nin
ortaklasa calismalariyla, uluslararast prevalans oOrneklem secim kriterlerine gore
belirlenen 24.788 (Kadin: 13.708, %55.3; Erkek: 11.080, %44.7) yetiskin (>19 yas)
birey {izerinde yapilmistir. TURDEP caligmasimin sonuglar1 degerlendirildiginde
kadinlarda %30, erkeklerde %13, genelde ise %22.3 diizeylerinde obezite prevalansi
tespit edilmistir. Yas dagilimi incelendiginde obezite sikliginin 30'lu yaslarda arttigi,
45-65 yaslar1 arasinda pik yaptig1 goriiliir. Obezite prevalansi kentsel alanda %?23.8 iken
kirsal alanda %19.6 olarak tespit edilmistir. Ulke geneli, degerlendirildiginde dogu

bolgelerinde daha az obeziteye rastlanmistir. Santral obezite (bel cevresi kadinda >88,



8

erkekte >102 cm) prevalansi kadinlarda %49, erkeklerde %17 genelde %35 olarak tespit
edilmistir (23).

Bu caliymadan 12 yil sonra yapilan TURDEP-2 calismasinda ise Tiirk eriskin
toplumunda obezite sikliginin1998°de %22.3’ten %40 artarak 2010°da %31.2°ye
ulastig1 goriilmiistiir. Kadinlarimizda obezite siklig1 %44, erkeklerde ise %27’ dir ve son

12 yilda kadinlarda obezite %34, erkeklerde ise %107 artmstir (24).

Ulkemizde yapilan bir diger calisma olan 3681 kisiyi kapsayan Tiirkiye’de Eriskinlerde
Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri Calismasi’nin (TEKHARF) 1990'dan 2000 yilina
ilkemizde obezite prevalansinin kadinlarda %36, erkeklerde %75 oraninda arttigimi
2000 yilinda obezite prevalansinin eriskin kadinlarda %43, erkeklerde ise %21.1 oldugu
gosterilmistir. Ayn1 calismada bel cevresi >102 cm olan erkeklerin oran1 %17, bel

cevresi >88 cm kadinlarin orani ise %56 olarak bulunmustur (25).

Tiirkiye'de kadinlardaki obezite prevalansinin diinya ortalamalarina gore yiiksekligi
sagirticidir. Bu konuda kadinlardaki yiiksek dogum sayisinin ve diisiik egitim diizeyinin

obezite iizerinde etkili oldugu anlasiimistir (26).

Ulkemizde 5 yilda bir tekrarlanan 15-49 yas grubu kadinlarin caliyma kapsamina
alindig Tiirkiye Niifus ve Saglik Arastirmasi (TNSA) sonuglar1 incelendiginde de kadin
niifusta obezitenin giderek arttig1 goriilmektedir. Bu arastirma sonuglarina gore, 15-49
yas grubu kadmlarda fazla kiloluluk (BKI = 25-29 kg/m?) siklig1 1998 yilinda %33.4,
2003 yilinda %34.2 ve obezite (BKI> 30) siklig1 ise 1998 yilinda %18.8 ve 2003 yilinda
%?22.7 olarak bulunmustur (27).

Tiirkiye’de yapilan Metabolik Sendromu olusturan komponentlerin goriilme siklig ile
ilgili bir ¢calismada, hipertansiyon %76.3 ve abdominal obezite %84.4 oraninda tespit

edilmistir (28).

Akdeniz bolgesinde yapilan metabolik sendrom prevelansinin degerlendirilmesi ile ilgili
baska bir calismada ise Metabolik Sendrom kriterleri arasinda degerlendirilen obezite

ve abdominal obezite oranlari sirasiyla %44.1 ve %56.8 olarak bulunmustur (29).

Ulkemizde cocuk ve adolesanlarda obezite sikligini arastiran ulusal bazda yapilmis bir
calisma mevcut olmamakla birlikte lokal ve bdlgesel diizeyde yapilan cesitli calismalar

bulunmaktadir. Kayseri’de 6-10 yas grubunda 1032 ve 11-17 yas grubunda 2671 olmak
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izere 6-17 yas grubunda toplam 3703 cocukta yiiriitiilen bir calismada, ¢ocuklarin %

10.6’smin kilolu ve % 1.6’smin obez oldugu bulunmustur (30).
2.4.0BEZITENIN ETYOLOJiSi VE PATOGENEZI

Obezitenin giderek epidemi halini almasinda, sedanter yasam sekline bagli aktivite
azalmasinin yaninda, asir1 enerji alimi ve fast food benzeri yanlis beslenme

aliskanliklarinin artmasi1 6nemli rol oynar (31).

Olgularin ¢cok azinda obezite icin 6zgiil bir neden saptanir. Bir¢ogunda patogenez
bilinmemektedir. Son goriisler obezitenin ¢ok nedenli (multifaktoriyel) bir sorun oldugu
yoniindedir (32). Tiim diinyada 6zellikle ¢ocukluk c¢agi obezitesindeki artisin sadece
genetik yapidaki degisikliklerle aciklanamayacak derecede fazla olmasi nedeniyle,
obezitenin olusumunda c¢evresel faktorlerin roliiniin 6n planda oldugu kabul

edilmektedir (13).

Obezite enerji alimi ve tiiketimi arasindaki dengenin enerji alimi lehine bozulmasi
sonucu ortaya ¢ikar (33). Eger bu, denge halinde olursa kiloda belirgin bir degisiklik
olmaz. Altta yatan baska bir hastaligin olmadigi bu tip obezite, “eksojen obezite” olarak

adlandirilir ve obezlerin ¢ogu bu gruba girer (31).

Obezitenin gelismesinde dikkat edilmesi gereken faktorlerden biri de yasamin ilk
yillarindaki beslenme seklidir. Yapilan caligmalarda, obezite goriilme sikliginin anne
siitii ile beslenen ¢ocuklarda, anne siitii ile beslenmeyen cocuklara gore daha diisiik
oranlarda oldugu, anne siitii verme siiresinin, tamamlayici besinlerin tiirli, miktar1 ve

baslama zamanlarinin obezite olusumunu etkiledigi bildirilmektedir (34,35).

Endokrin nedenler, obezite etiyolojileri icinde en az rastlanilan nedenler olmakla
birlikte altta yatan bozuklugun tedavisi obezitenin de diizelmesine yol actig1 i¢in dnem
tasir. Hayvan caligmalarinda hipotalamusun ventromedial bélgesindeki lezyonlarin,
hiperinsiilinizm, hiperfaji ve obeziteye neden oldugu gosterilmistir. Insanlarda bu
bolgenin tiimor, travma, iltihap gibi lezyonlardan etkilenmesi hipertrofik tipte bir

obeziteye neden olmaktadir (36).
Obezite ile birlikte goriilen endokrin sendromlar sunlardir (37):
e Cushing Sendromu

e Hipotiroidizm
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o Insiilinoma
e Kraniofaranjioma
e Turner Sendromu
e Erkek Hipogonadizmi
o Insiilin Rezistans1
e Diabetes Mellitus
e Polikistik Over Sendromu
e Psodohipoparatroidizm

Kilo artis1 yaygin kullanilan bir ¢ok ilacin sik fakat genellikle gozden kacan bir yan
etkisidir (Tablo 2.4). Duyarl kisilerde kilo artis1 klinik olarak anlamli obeziteyle ve
iligkili komorbiditeleri ile sonuclanabilir. Kortikosteroidler, trisiklik antidepresanlar ve
psikotik bilesikler, tedavisinde kullanildiklar1 bir¢ok hastada kalici sorun olusturan

belirgin viicut agirhigina neden olurlar (38).

Tablo 2.4.0beziteye neden olan ilaglar (38)

Antipsikotikler Biitiin alt gruplar1

Antidepresanlar Trisiklik antidepresanlar, Lityum, MAO inhibitorleri
Antikonviilzanlar Valproat, Karbamazepin

Antimigren Kriptoheptadin, Flunarizin, Pizotifen

Antihistaminikler

Antidiyabetikler Sulfoniireler, insiilin, Glitazonlar

Glukortikoidler Farmakolojik dozlar1

Beta blokerler Non spesifik (6rnek: Propranolol)

Seks hormonlari Ostrojen (yiiksek doz), megestrol asetat, tamoksifen

Diger Bazi antineoplastik ajanlar




11

2.5.GENETIK

Obezite hem cevresel hem de genetik etkilesimlerin bir arada bulundugu ¢ok faktorlii
bir problemdir. Epidemiyolojik [I¢aligmalar viicut agirhgindaki %30-70 oranindaki
varyasyonlarin genetik faktorlere bagl oldugunu gostermistir. Obeziteye neden oldugu
diisiilen 200’ den fazla aday gen vardir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar da monogenik
(tek gen mutasyonuna bagli) sendromlar disinda mutlaka obezite ile sonuglanan tek bir
genetik defekt veya mutasyon ortaya konmamistir. Diger bir deyisle obezite ¢ok
karmagsik bir yapiya sahip olan poligenik bir hastaliktir. Bu genlerden en 6nemlileri,
Melanokortin-4 reseptor geni, Proopiomelanokortin, Leptin ve Leptin reseptor

genleridir (39).

Tek gen mutasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan obezitenin, kendiliginden olusarak ileri
derecede yaglanmaya yol acgtigi baglanti analizi ¢alismalar1 ile ortaya konmustur.
Baglant1 analiz caligmalari, hastalik icin aday genlerin tespiti ve hastalik gen

lokuslarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Tablo 2.5.) (40).

Insan obezite gen haritas1 Rankinen ve arkadaslarinin ¢calismalari ile ortaya konmustur.
Farkli etnik gruplardaki biiylik ¢capli bazi ¢alismalarda obezite lokuslar1 belirlenmistir.
Mevcut literatiir incelendiginde obezite iliskili fenotiplerdeki degisikliklere aracilik

eden birkag¢ temel gen bulunmaktadir (41).

Tiirk Obezite Genom Projesi 1997 yilinda Profesér A. Donny Strosberg (Cochin
Institute, Paris) ile ortak bir ¢alisma olarak baslamis ve ilk asamada Tiirk obezlerde
beta3 adrenerjik reseptor, uncoupling protein-1 ve lipoprotein lipaz gen polimorfizmini
ve metabolik komplikasyonlarla iligkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu arastirma
sirasinda akraba evliliklerinin ¢ok sik oldugu bir Tiirk ailesinde leptin gen mutasyonu
saptanmig ve "Nature Genetics" dergisinde 1998 yilinda dergisinde rapor edilmistir

(42).



Tablo 2.5.0beziteye aday genler (12)
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Lokus iliski (i) veya| Calisilan Fenotip
Baglant1 (B)
B3-adrenerjik reseptor I Insiilin direnci, viseral yag, agirlik artisi
Lipoproteim Lipaz I Obezitede hipertrigliseritemi
Apolipoprotein D | Obezite, hiperinsiilinemi, NIDDM
Apolipoprotein B | Viseral yag, BKI
LDL reseptorii | Hipertansiflerde obezite
Dopamin D2 reseptorii | Obezite
Insiilin geni hvr I Hiperinsiilinemi, viseral yag
Tiimor nekroz faktor B Obezite
Glukokortikoid reseptorii I Hiperinsiilinemi
Uncoupling protein 1 I Agirlik artis1
Uncoupling protein 2 B Dinlenme sirasindaki metabolik hiz
Acyl tastyici protein-1 B Obezite
Hiicre kan grubu B Viicut yagi
Adenozin deaminaz gen B Obezite
Ob geni B Ekstrem obezite
Insiilin reseptorii substrat-1 I Obezitede insiilin direnci

2.6.0BEZITEDE TIBBi KOMPLIKASYONLAR

Obezite ve fazla kilo kiiresel oliimler i¢in besinci sirada gelen risk faktoriidiir. En az 2.8

milyon yetigkin fazla kilolu veya obez olmanin sonucu olarak yagamim yitirmektedir.

Artan BKI, kardiovaskiiler hastaliklar, diabet, kas-iskelet sistemi hastaliklar1 ve bazi
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kanserler (endometrium, meme, colon) gibi bulasici olmayan hastaliklar i¢in dnemli bir

risk faktoriidiir (1).

Kardiyovaskiiler hastalik icin risk olusturan faktorlerin bir arada olmasi ile karakterize
olan metabolik sendromun patogenezinde insiilin direnci ve santral obezite Snemli
etkilere sahiptir. Obezite, 0zellikle viseral obezite hem lipolitik aktivitesinin yiiksek
olmas1 hem de salgiladig1 sitokinlerle metabolik sendromun patogenezinde primer
olarak etkilidir (43). Lee CY, Koren G. Maternal obesity: effects on pregnancy and the role of pre-conception
counselling. J Obstet Gynaecol. 2010; 30(2): 101-10612-19 yas arasinda olan adelosanlarla yapilan bir
caligmada ise obezite ve fazla kilonun Metabolik Sendromun gelisimi iizerinde 6nemli

etkisi oldugu vurgulanmistir (44).

Obezite uzun donemde, tip 2 diyabet, hipertansiyon, dislipidemi ve koroner arter
hastaliklarina ek olarak; solunum disfonksiyonu, uyku apnesi, karaciger yaglanmasi,
0zofajit reflii, osteoartrit, iiriner inkontinans, meme kanseri, endometrium kanseri, kolon

kanseri ve over kanseri gibi sonuglar1 vardir (43).

Yapilan bir caligmada obez olmayan 100 kadinin hi¢birinde depresyon, migren ya da
hipertansiyon saptanmamustir. BKI yiiksek olan kadmlarda depresyon oranlari
incelendiginde; I. derecede obez kadinlarda %13, II. derecede obez kadinlarda %21, III.
derecede obez kadinlarda %10 depresyon saptanmistir. Migren oranlar1 sirasiyla %S5,

977, %14 bulunurken; hipertansiyon oranlar1 %18, %12, %19’dur (45).

Obezlerde infertilite ve amenore yayginlig1 yiiksek olup, infertilite tedavisini takip eden

diisiik riskinde de artis oldugu belirtilmektedir (46).

Obez kadinlarda menstrual bozukluklarin ve hirsutizmin insidansi yiiksektir. Ayrica
polikistik over sendromu (PCOS), obez kadinlarin 6nemli sorunlarindan birisidir.
PCOS, kadinlarin %6-7’sini etkilemektedir. PCOS olan hastalarin %50’si obezdir ve
9%35-46’s1inda insiilin direnci ve metabolik sendrom gelisebilmektedir. Obez kadinlarda
da obez erkekler gibi SHBG diizeyi diisiiktiir. Bu durum kadinlarda serbest testesteron

diizeylerinin artisina neden olur (47).

Geng ve orta yas grubu kadin ve erkeklerde mortalite riski BKI ile direkt iliskili
bulunmustur. Asir1 kilolularda BKI ile olum riski arasindaki iliski net olmamakla
birlikte, pek ¢ok calisma geng ve orta yas grubu obez bireylerde riskin arttigini
bildirmektedir (48).



14

2.7. TEDAVIi

Obez kisilerin ¢ogu hizli ve kolayca zayiflamay: isterler. Kilo verilmesi ve verilen
kilonun korunmasi uzun sureli davrams degisikligi, dengeli ve saglikli beslenme ve
fiziksel aktivitenin artirilmasina baghdir. Bu amaca yonelik olarak tedavide ana nokta
enerji aliminin azaltilmasi ve enerji harcanmasinin artirilmasidir. Obez ve toplu kisilerin
en uygun tedavi icin klinisyenlerin, tibbi beslenme uzmanlarinin, egzersiz
fizyologlarinin, psikiyatristlerin ve bariyatrik cerrahi girisim yapan cerrahlarm isbirligi
yapmalar1 gerekir. Viicut agirhiginda %10 kadar bir azalma bile obeziteyle iligkili risk
faktorlerinde cok Onemli oranda azalma saglamaktadir. Bu nedenle giincel tedavi
Onerileri hastada %10’luk kilo kaybina odaklanmis olup, ayni zamanda amag kilo

kaybinin uzun siire idamesinin saglanmasidir (22).

Obezite tedavisinde kullanilan yontemler 5 grup altinda toplanmaktadir (19):
1.T1ibbi beslenme (diyet) tedavisi

2. Egzersiz tedavisi

3. Davranis degisikligi tedavisi

4. Tlac tedavisi

5. Cerrahi tedavi

2.8.DNA HASARI

Hiicre cekirdeginin icinde, yasayan organizmalar1 olusturmak igin gereken genetik
bilgiyi tasiyan madde DNA (deoksiriboniikleik asit) bulunur (49-51). DNA; baz cifti
veya niikleotid olarak adlandirilan tekrarlanan yap1 birimlerinden meydana gelmis uzun
zincirlerdir. DNA molekiiliinde birbirlerinin etrafinda sarilarak donen iki niikleotid
zinciri, DNA’nin burgulu bir merdiveni andiran ¢ift sarmal yapisin1 olusturur.
Merdivenin uzun kenarlar1 seker (deoksiriboz) ve fosfat gruplarindan yapilmis olup
basamaklar da adenin (A), timin (T), sitozin (C) ve guanin (G) baz ciftlerinin
kombinasyonlarindan olusmustur (49-51).

Genetik bilgiyi tasiyarak, nesilden nesile aktarilmasmi saglayan DNA kolay zarar

gorebilen bir molekiildiir ve iizerinde siirekli olarak hasar olusmaktadir. Hasar, normal

DNA'nin kimyasal ve fiziksel yapisindaki bir degisimdir. Olusan hasar DNA onarim
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sistemleri tarafindan tamir edilmekle birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu veya tamir
sistemlerinin yetersiz kaldig1 durumlarda DNA iizerinde olusan hasar hiicre oliimiine
kadar varan etkilere neden olur. DNA hasarinin yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, immun sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku fonksiyonlarinin
bozulmasi1 ile ortaya cikan hastaliklarin etyolojisinde 6nemli rol oynadigi ileri

siiriilmektedir (52,53).

Genomik DNA’nin biitiinliigli, farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole, X-
isinlar1, kimyasal bilesikler gibi cevresel ajanlar ile de siirekli tehdit altindadir.
Hiicresel metabolizmanin yan iiriinii olarak {iiretilen serbest radikaller gibi endojen
ajanlar da DNA hasarina neden olmaktadir (54). Hiicre tiim bu DNA hasarlarina farkh
metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA hasarlar1 hiicrenin apopitoz yolunu aktive
ederek hiicreyi 6liime gotiiriir. Hiicre, DNA hasarlarint DNA tamir mekanizmalar1 ile
tamir edebilir. DNA hasar1 replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonu¢
olarak genomik kararsizliga neden olur. DNA’da bircok 6zgiin degisimi i¢ine alan

genomik kararsizlik, hem kanserin hem de yaslanmanin onemli bir belirtisidir (55).

Canlilarin DNA’larinda meydana gelen hasarlar; Ames testi, in vivo memeli fare kemik
iligi kromozom aberasyon testi, in vivo memeli eritrosit mikronukleus testi, in vitro
memeli hiicre gen mutasyon testi, bakteri kullanarak yapilan geri mutasyon testleri ile
belirlenmektedir. Kromozom aberasyon (KA: CA) testi, kardes kromatid degisimleri
(Sister Chromatid Exchange; KKD) testi ve MN testi, in vitro olarak memeli
hiicrelerindeki DNA’da meydana gelen hasarin ve genotoksik etkilerin sitogenetik

acidan arastirilmasinda kullanilan genotoksisite yontemleridir (56).
2.9.MiKRONUKLEUS TESTI

MN, hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan,
tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan olusumlar olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 2.1). Bu olusumlar, genellikle hiicre siklusunu kontrol eden
genlerdeki eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin

diger parcalarindan ve kromozomal hasarlardan kaynaklanmaktadir (57,58).

MN sayisindaki artig sitotoksik veya genotoksik ajanlarin hiicrede olusturdugu sayisal
ve yapisal degisikliklerin gostergesidir (59). MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde

kromozom hasarmnin 0Olgiilmesinde, 1970’lerde hayvan hiicrelerindeve daha sonra
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Haddle ve arkadaslar1 tarafindan kiiltire edilmis insan lenfositlerinde kimyasal

karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir (59, 60).

Jak

MD0T4 9-NISVIVHOOLAD

L

Sekil 2.1. MN olusumu. (a) Mikroniikleuslar, anafaz’da geri kalan kromozomlar ve asentrik kromozom
parcalarindan orjin alir. (b) Sentromerleri ile hiicrenin karst kutuplarina c¢ekilen disentrik
kromozomlardan niikleoplazmik koprii olusumu; ve asentrik kromozom parcasindan es zamanli olarak
mikroniikleusun olusumu. Sitokalazin-B (cyt-B), biniikleer evrede hiicre boliinmesini bloke eder. Bu
sema, sadece 2 cift kromozomlu bir hipotetik hiicre 6rnegini gostermektedir (8).

MN’lar ana niikleus yaninda kii¢iik kromatin partikiilleri halinde goriilen, sekil ve
boyama bakimindan ana niikleusa benzeyen yapilardir. Biiyiikligli ise ana ¢ekirdegin

capmin 1/16-1/3’1 kadardir (11).

MN test yontemini sitogenetik anormallikleri belirlemede etkili bir metod yapan; farkh
hiicre tiplerinde in vitro sartlarda yaygin uygulanabilirligi ve sayim kolayligidir. Ayrica
elde edilen verilerin ¢ok sayida olmasi istatistiksel dayanaginin gii¢lii olmasini saglar

(61).
2.10.SiTOKINEZ BLOKE MiKRONUKLEUS SiTOM (CYTOME) YONTEMi

Sitokinez bloke mikronukleus (CBMN) testi, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri
olan sitokalazin-B (cyt-B) ile mitoz geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina
dayanmaktadir. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle,
ilk  niikleus  boliinmesini  tamamlamig, ancak  sitoplazmik  bolinmesini
gerceklestirememis BN hiicreler kolaylikla tanmarak sayilabilmekte ve MN bulunduran

hiicrelerin oran1 saptanabilmektedir (6).

CBMN genotoksitite testi, insanda kolayca uygulanabilecek bir tekniktir (61). Bu

yiizden insanda ve/veya memeli hiicrelerinde kiiltiire edilmis MN 0Ol¢ciimil icin tercih
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edilen bir metottur. Ciinkii sayim ozellikle bir kez boliinmiis BN hiicreler (MN
olusturabilen hiicreler) iizerinde yapilir. CBMN testinde bir kez boliinmiis BN hiicreler,
cyt-B ile durdurulduktan sonra kolaylikla tanmnir. BN hiicreler igindeki MN’larm
sayimi seklindeki 0zel sayim bi¢cimi, standardin altindaki (suboptimal) veya MN
olusturmayan boliinmeyen ve boliinen hiicreler i¢in, degistirilmis hiicre boliinme

kinetiklerinin sebep oldugu yaniltici etkileri 6nler (11).

CBMN yonteminde, MN’lar skorlanirken kromozom yeniden diizenlenimlerine isaret
eden biniikleer hiicrelerdeki cekirdekler arasindaki niikleoplazmik NPB'sayilmasi da
onerilmektedir. NPB’ler hiicre anafazdayken disentrik kromozomlarin sentromerleri zit
kutuplara cekilirken olusur. Nadir durumlarda, niikleer membran olugsmadan ©nce
disentrik anafaz kopriileri gozlenebilir. Ciinkii hiicreler anafaz ve telofaz boyunca hizla
ilerler ve sitokinezle iki yavru hiicre ayrilirken bu NPB’ler kirilabilir. Ancak CBMN
yontemi, NPB’leri olan BN hiicrelerinin sayilmasina olanak saglar. Ciinkii sitokinez
durdurulmustur ve niikleer membran kromozomlarin etrafinda olusturulmustur. Bu da,
anafaz kopriisiiniin NPB olarak gozlenmesine olanak saglar. Cesitli mekanizmalar,
DNA iplik kiriklarinin hatali tamirini takiben NPB formasyonuna yol acabilir. Tipik
olarak, asentrik kromozom parcast MN olusumunda ve disentrik kromozom NPB
olusumunda sonuglanabilir. DNA iplik kiriklarmin hatali tamiri, disentrik halka
kromozom ve birbirine bagli halka kromozom olusumuna (ayn1 zamanda NPB’ye de
neden olan) yol acabilir. Disentrik kromozom ve NPB olusumu icin bir alternatif
mekanizma da telomer kisalmasiyla olusan (telomer cap proteini kaybi veya telomer
yapisma defekti sonucu) telomer uc birlesmesidir. Ancak bu durumda NPB’niin bir
asentrik kromozom parcasiyla veya bir MN ile beraber olmasi gerekmez. NPB’lerin
saymminin 6nemi goz ardi edilemez ¢iinkii DNA iplik kiriklarinin hatali tamirinden veya

telomer ug birlesmelerinden sonuglanan genom hasarmin direkt delilidir (11).

Son yillarda, CBMN yontemi, kromozom kiriklari, DNA hatali tamirleri, kromozom
kayiplari, kromozom ayrilamamasi (non-disjunction), nekroz, apopitoz ve sitostazi
Olciimii i¢in kapsamli bir metot olarak gelistirilmistir. Bu yontem simdi, DNA yanlis
tamiri ve/ya da telomer ug birlesimlerinin igareti olarak NPB’leri ve amplifiye DNA’ nin
(gen amplifikasyonunun) ve/ya da DNA tamir komplekslerinin eliminasyonunun isareti
olarak NBUD’ lar1 6l¢mek icin de kullanilmaktadir. Kabul goren “Cytome (Sitom)”

kavrami, sitolojik olarak hiicrelerin canlilik durumu i¢in (nekroz, apopitoz), mitotik
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durumu i¢in (bir-, iki- ve ¢ok cekirdekli hiicreler) ve kromozom hasar1 veya instabilitesi
icin (MN, NPB, NBUD) skorlanmasini ifade eder. Bu nedenle CBMN yOntemi ig¢in,
CBMN Sitom (CBMN cyt) yontemi demek daha uygundur (11).

Sonu¢ olarak CBMN metodu, DNA hasar1 ve yanlis tamiri, kromozomal instabilite,

mitotik anormallikler, hiicre 6liimii ve sitostaziyi gosteren etkili bir “cytome (Sitom)”

yontemi olarak gelistirilmistir. CBMN cyt yontemi, dogrudan ve/veya dolayli olarak

asagida siralanan cesitli hiicresel ve niikleer bozukluklarin 6l¢timiinde kullanilir (11):

1.

Tamir edilmemis kromozom kiriklari, DNA yanlig tamirleri, asentrik kromozom
parcalar1 ve asimetrik kromozom yeniden diizenlenmeleri (asentrik kromozomal

parcalardan orijin alan MN veya MN’un eslik ettigi NPB),

Telomer ug¢ birlesmeleri (kOpriiniin ortasinda telomer sinyalleri olan NPB ve

muhtemelen MN’ un eslik etmedigi NPB),

Ig ipligi yada kinetokor defektlerine veya hiicre dongiisii kontrol noktasi
bozukluklarina bagli olarak olusan kromozom yanlis ayrilmalar1 (tiim
kromozomlar1 iceren MN veya BN hiicrelerin ¢ekirdegindeki kromozom

spesifik sentromer sinyallerinin asimetrik dagilimi olmasi),

Amplifiye DNA ve/veya DNA tamir komplekslerinin niikleer ayrimi
(NBUD’lar),

Kromozomal instabilite fenotipi ve kirilma-birlesme-koprii dongiileri (MN, NPB

ve NBUD’larin ayn1 anda ortaya ¢ikmasi),

DNA hipometilasyonu (1., 9. ve 16. kromozomlar1 iceren MN sikliginin spesifik

olarak artmasi),
Mitotik aktivitedeki degisim ve/veya sitostazi (NDI),

Nekroz veya apopitoz sonucu hiicre oliimii (nekrotik ve apopitotik hiicrelerin

orani).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Demirbas Malzemeler

1. Etiiv (Heto/ Cell Hause 200)

Su banyosu (Thermal)

Vorteks (Janke & Kunkel VF2)

Mikroskop (Nikon Labophot 2 ve Zeiss Primo Star model)
Santrifiij ( ALC PK 110 ve Niive NF 815)

Hassas terazi (Kern S 2000 ve Ohaus Pioneer)

L e

Derin dondurucu

8. Buzdolab1

9. Dengeleme terazisi

10. Otomatik pipet

11. Fotomikroskop (Leica DM 2500 )
Sarf Malzemeler

1. Hazirr Medyum, (Biological Industries, B-01-198-1B) Peripheral Blood
Karyotyping Medium (Complete culture medium w/o phytohemagglutinin),

2. Fitohemaglutinin (Biological Industries, B1-12-006-1H)
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Sitokalazin-B (Sigma, C-6762)

Dimetil siilfoksit, DMSO (Merck)

Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayi)
Giemsa (Merck, 5400512)

N o AW

KH,PO,4 (Merck, 9021622)

8. Na,HPO.2H,0 (Merck, K1690176)

9. Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)
10. Metanol (Merck, 502K05275408)

11. Ksilol (Merck, 207K037553)

12. Entellan® (Merck, 640171987)

13. Immersiyon yagi® (Merck, 09403569)

14. KCL (Merck, 340TA611835)

15. Alkol (%96’ ik Tekel)

16. Distile su

17. Tuplik

18. Cesitli cam malzemeler

19. Konik tabanli 10mlI’lik steril kiiltiir tiipii
20. Enjektor

21. Cesitli ebatlarda puarlar

22. Pastor pipeti

23. Filtre Kagidi (Whatman Filter Papers 125 mm)
24. Lam (Isolab, 76x26 mm)

25. Lamel (Isolab, 24x32 mm)

3.2. YONTEM
Calisma Grubu

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji Poliklinigi ve Kayseri Egitim ve
Arastirma Hastanesi Endokrinoloji Polikiligine bagvuran, obez hastalarda BKI’leri goz

Oniine almarak 20-70 ve lizeri yas araliginda 36 erkek ile 47 kadin olmak iizere 83 obez
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kisiden, ve 16 erkek ile 19 kadin olmak iizere 35 saglikli kontrol kisiden (toplam 118
kisiden) kan Ornekleri alinmistir. Kan ornekleri alinirken kisilerin kilo, boy, bel ve

kalga olciileri de alinmagtir.

Obez ve kontrol kisiler, az miktarda (1-3 fincan) cay icen, son alt1 ayda siddetli
enfeksiyon yada viral hastalik gecirmeyen, herhangi bir ila¢ kullanmayan, bilinen
genotoksik kimyasal bir ajana maruz kalmamis olan, farkli bir beslenme aligkanligi
olmayan, hipertansiyon, diyabet, kalp, kanser gibi herhangi bir hastaligi olmayan ve
ailede kanser Oykiisii olmayan kisilerden secilmistir. Calismaya katilan Kkisilere
caligmanin amaci anlatilmig ve yazili onaylar1 alinmistir. Calisma protokolu Erciyes

Universitesi T1p Fakiiltesi Etik kurulu’nca kabul edilmistir ( EK 1; No: 2011/06).
Sitokinez Bloke Mikronukleus Sitom (Cytome) Yontemi

Sitokinez bloke mikroniikleus sitom (CBMN cyt) yontemi, periferik kandan
kromozom analizi yapmak ic¢in kullanilan yontemin (kiiltiir ortaminin hazirlanmasi,
orneklerin alinmasi, ekim yapilmasi) aynist olup sadece ¢ikarim ve preparat
hazirlama islemlerinde farkliliklar vardir. Ayrica 44. saatte sitokalazin-B (cyt-B)

eklenmektedir (8).

1. Kiiltiir Ortaminin (Besiyerinin) Hazirlanmasi
Kullanilan malzemeler ve miktarlari;

Malzeme Miktan

Hazir Medyum 100 cc ( complete culture medium)
Fitohemaglutinin 2.5 cc

Besiyeri, steril ortamda 100 cc’lik hazir medyum i¢ine fitohemaglutinin eklenip, elle
yavas bir sekilde bir ka¢ kez karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan medyum yine steril
ortamda 5’er cc olmak {iizere steril vidali kapakl konik tabanli kiiltiir tiiplerine
boliinlip, 10-15 dakika laboratuarda bekletildikten sonra kan Orneklerinin ekimi

yapildi.
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2.Kan Orneklerinin Alinmasi

Herhangi bir ek problemi olmayan obez ve kontrol kisilerin yazili onaylar1 alindiktan
sonra, heparinle yikanmis enjektorlere 5 ml periferik kan 6rnekleri alinmistir. Ayrica
obez ve kontrol kisilerin aclik kan sekeri (AKS), TSH, HDL kolesterol, LDL kolesterol,
AST, ALT, serbest T4, BUN, kreatinin, total kolesterol, trigliserit ve tam kan sayimi1
olciimleri Erciyes Universitesi Merkez Labaratuar1 Biyokimya Boliimii’nde hizmet

alimiyla yapilmistir.
3. Kiiltiir Teknigi

Onceden 37 °C’ye getirilmis olan 5 cc medyum iceren Kkiiltiir tiiplerine steril
ortamda, alinan kan Orneklerinin 3-4 damlas1 disar1 atildiktan sonra 12 damla (0.4
ml) kan ilave edildi. Tiiplerin {izerine kisi ad1 yazild1 ve her bir kisi i¢in 2 tiipe ekim
yapildi. Tiipler hafifce karistirilarak 37 °C’ lik etiivde 44. saatte biniikleer hiicre elde
etmek i¢in cyt-B eklenmek kosuluyla 72 saat kiiltiire edildi.

1 mg cyt-B (Sigma, 6762), 1 ml dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢ozdiiriildii ve total 5 ml
olacak sekilde medyumla sulandirilarak hazirlandi. Cikarimin 44. saatinde kiiltiir
tiipleri etiivden ¢ikartilarak steril ortamda her bir tiipe 75 ul (final konsantrasyonu:

3ug/ml) cyt-B ilave edilerek tekrar etiive konuldu.
4. Cikarim Islemleri

MN elde etmek icin kullanilan Fenech (8, 11) metoduna gore ve baz1 modifikasyonlarla

(62,63) cikarim islemleri yapildi.

0.1 M hipotonik soliisyonu, 1.864g KCL tartilip distile su ile 250 ml’ye

tamamlanarak hazirland:.

1. 72 saat inkiibasyondan sonra Kkiiltiir tiipleri etiivden ¢ikartilarak 1200 rpm’de 6

dakika santrifiij yapild1.
2. Dipte 0.6-0.7 ml kalincaya kadar iistteki siipernatantlar atildi.

3. Daha sonra hiicrelere laboratuvar isisinda beklemis olan 0.1 M hipotonik

solusyonundan 6 ml eklenerek 4 dakika laboratuvar 1sisinda bekletildi.



4. Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 6 dakika 1200 rpm’de

santrifiij edildi.

5. Siipernatantlar1 atilip ilizerine taze hazirlanmis soguk fiksatiften 6 ml (3:1,
metanol: glasial asetik asit) yavasca damla damla ilave edilip bekletmeden 6

dakika 1200 rpm’de santrifiij yapildi.

6. Siipernatantlar1 tekrar atilip iizerine aym fiksatiften 6 ml ilave edilip, 6 dakika

1200 rpm’de santrifiij edildi.

7. Dipte 0.7 ml fiksatifli hiicre birakilarak siipernatantlar1 tekrar atildi ve bir giin

buzdolabinda (+4 °C) bekletildi.

5. Preparat Hazirlama

Lamlar temizlenerek icinde %70’lik metanol bulunan saleye yerlestirilip
soguyuncaya kadar buzdolab1 buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden ¢ikarilan
lamlar iyice kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre iceren kiiltiir tiiplerine pipetaj
yapilarak hiicre siispansiyonundan pastor pipeti yardimiyla lamlara yakin mesafeden
(1- 2 cm yukaridan) 9-10 damla damlatildi. Lamlara hafifce iiflenerek hiicrelerin lam
tizerine iyice dagilmasi saglandi ve kurumaya birakildi. Her bir kisi i¢in, bir kiiltiir
tiiptinden 2 tane olmak iizere toplam 4 preparat hazirlandi. Her kiiltiir tiipii i¢in ayr1

pastor pipeti kullanilarak farkli preparatlar hazirlandi ve lamlar ayr1 ayr1 kodlandi.
6. Preparatlarin Boyanmasi ve Saklanmasi

Sorenson boya tamponu (pH=7.0):

23

Sorenson boya tamponu 5.26 g KH,P0s ve 8.65 g Na,HP04.2H,0 tartilip distile su ile

1000 ml'ye tamamlanarak hazirlandi.

94 ml Sorenson boya tamponu iizerine 6 ml giemsa boyasi eklenerek giemsa boyasi

hazirlandi. Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan %6’lik giemsada 8 dakika

boyandiktan hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan

preparatlar ksilolden gecirildikten sonra kanada balsami (entellan) damlatilarak lamelle

kapatild.
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7. Lamlarin incelenmesi

CBMN yontemi, sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli gostergesi
olarak, organizmay1 etkileyen cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin sitogenetik etkilerini
belirlemek icin yapilabilecek biiyiik capli tarama calismalarinda giivenle

kullanilabilmektedir (8).

CBMN yontemi, son yillarda iyilestirilmis ve CBMN cyt yontemi olarak gelistirilmistir
ve bu yontem DNA hasari, sitostazi ve sitotoksisite Ol¢iimii i¢in detayli bir sistem
olmustur (11). Bu sistemde; DNA hasar1 olaylari, skorlanan biniikleer hiicrelerde
kromozom kirik ve/veya tiim kromozom kaybinin isareti olarak mikroniikleuslari, DNA
yanlis tamiri ve/ya da telomer ug birlesimlerinin isareti olarak NPB, amplifiye DNA’nin
ve/ya da DNA tamir komplekslerinin eliminasyonunun isareti NBUD icermektedir.
Sitostatik etkiler, 1000 tane tek ¢ekirdekli (mononiikleer) hiicre sayilirken ayn1 zamanda
BN, ii¢ cekirdekli (triniikleer), ve dort cekirdekli (tetraniikleer) her bir hiicrenin
kaydedilmesi NDI oranlarinin hesaplanmasi ile ve sitotoksisite ise, nekrotik ve

apopitotik hiicre oranlari ile 6l¢iilmektedir.
8.CBMN CYT YONTEMi PARAMETRELERININ DEGERLENDIRILMESIi

MN’larm sayisi, en azindan 1000 BN hiicrede sayilmalidir ve 1000 BN hiicre basina
MN frekans1 hesaplanmalidir. BN hiicrede MN’larin sayilmasinda kullanilan kriterler

detayl bir sekilde asagida ag¢iklanmistir (11).

1. MN’ lu BN hiicrelerinin frekansi, en azindan 1000 BN hiicrede bulunmalidir.
2. 1000 BN hiicresinde NPB koprii frekanst hesaplanmalidir.

3. 1000 BN hiicresindeNBUD frekans1 hesaplanmalidir.

4. 1000 BN hiicresinde metafaz frekansi hesaplanmalidir.

5. 1000 hiicre basina tek cekirdekli, iki c¢ekirdekli, {i¢ ¢ekirdekli ve dort cekirdekli
hiicrelerin orani1 hesaplanmalidir. Bu bilgiye dayanarak Niikleer (¢ekirdek)

boliinme indeksi olusturulabilir.

6. Canli ya da apopitoz veya nekrozdan dolay1 6len hiicrelerin sayisi, ayni1 preparat
tizerinde 1000 hiicre basmna tek-, iki- ve cok-cekirdekli hiicreler sayilirken

sayilabilir.
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Hiicreyi tanimlayamadigimizda sayilan hiicrelere dahil etmeden gegebiliriz.
9.Sitokinezi Bloke Edilmis Biniikleer Hiicreleri Tanimlama Kriterleri:

MN frekans1 degerlendirilecek olan sitokinezi bloke edilmis BN hiicreler asagidaki

kriterleri icermek zorundadir (Sekil 3.1.) (11).
1. Hiicreler iki ¢ekirdekli (biniikleer) olmalidir.

2. BN hiicredeki iki cekirdegin boyutu yaklasik olarak ayni olmali ve yogun

boyanmalidir.

3. BN hiicredeki iki c¢ekirdek niikleoplazmik bir koprii ile baglanabilir. Bu

niikleoplazmik koprii ¢cekirdek capinin % ‘iinden biiyiik olmamalidir.

4. BN hiicredeki iki cekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak birbirinin
iizerine cikmamis olmalidir. ki cekirdegi iist iiste ¢tkmis olan bir hiicre eger her

bir ¢ekirdegin ¢ekirdek sinirlar1 ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

5. BN hiicrenin sitoplazmik sinir1 ya da zar yapist bozulmamis olmali ve komsu

hiicrelerin sitoplazmik sinirindan agikca ayirt edilebilmelidir.

H

(@) (b) (©) (d)

Sekil 3.1. Sitokinezi bloke edilmis BN hiicreleri segme kriterleri. (a) ideal BN hiicre; (b) Cekirdekleri
birbirine degen BN hiicre; (c) Dar bir NPB ile birbirine bagli BN hiicre; (d) Genis bir NPB ile
birbirine bagli BN hiicre (11)
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10. DNA hasar1 ( MN, NPB ve NBUD) icin;
MN Sayma Kriterleri

MN’lar morfolojik olarak cekirdek ile ayni ancak cekirdekten daha kiiciiktiir. MN
ozellikleri asagida belirtilmistir (Sekil 3.2.) (11).

a) Insan lenfositlerindeki MN’larmn capi, genellikle ana cekirdegin ortalama capinin

1/16 ve 1/3’1i arasinda degigsmektedir.

b) MN’lar kirilgan olmamalidir ve boylece boyanan partikiiller gibi artefaktlardan
kolayca ayirt edilebilir.

¢) MN’lar ana cekirdekle birlesmis veya baglantili olmamalidir.

TPee

(a) (b) (c) (d)

Sekil 3.2. BN hiicre i¢indeki MN’nin morfolojik goriintiisii. (a) MN’larin ¢ap1 ana
cekirdegin ortalama ¢apimin 1/16 ve 1/3’ii arasinda degisebilir; (b) Ust iiste binmemis, BN hiicreye
temas eden MN’ler; (c) Iki MN iceren bibirine NPB ile bagli BN hiicre; (d) Farkli boyutlarda alti MN
iceren BN hiicre (11)

d) MN’lar ana cekirdege temas edilebilir ancak {istiine binmis olmamalidir ve

mikroniikleer sinir ¢cekirdek sinirindan ayirt edilebilir olmalidir.

e) MN’lar genellikle ana cekirdekle ayni yogunlukta boyanmalidir, ana c¢ekirdek
bazen daha yogun (koyu) boyanabilir.

f) Hiicrelerin 6 tane MN’dan daha fazlasini icermemesi gerekir.
NPB Sayma Kriterleri

NPB’ler, BN hiicrenin i¢inde cekirdek ile bagimli ve DNA igeren bir yapidir.

NPB’ler, yanlis tamir edilmis DNA kiriklarmin veya telomer u¢ birlesmelerinin



sonucu olusan disentrik kromozomlardan orijin alir. Bu sentromerler anafaz boyunca

kars1 kutuplara ¢ekilir. NPB’ler asagidaki 6zellikleri igerir (11).

a) NPB’lerin genisligi cok 6nemlidir ancak hiicredeki ¢ekirdegin boyutunun %’ iinii

gecemez.

b) NPB’ler ayn1 zamanda ana cekirdek ile ayn1 boyanma 6zelliklerine sahiptir.
¢) Nadiren bir BN hiicrede birden fazla NPB gozlenebilir.

d) NPB iceren bir BN hiicre bir ya da daha fazla MN icerebilir.

e) Bir yada daha fazla NPB iceren BN hiicre, MN icermeyebilir.

NPB iceren BN hiicre 6rnegi Sekil 3.1. (c) ve (d) de gosterilmistir.

NBUD Sayma Kriterleri

NBUD’lar, amplifiye DNA ve DNA tamir komplekslerinin eliminasyonunun

isaretidir ve asagidaki karakteristik 6zellikleri icerir (11).

a) NBUD’lar, MN’lara benzer goriiniimdedir, ancak farki NBUD’un ¢apindan daha

dar bir koprii veya ¢ok daha ince bir koprii ile cekirdege bagh goriinimde olmasidir.
b) NBUD’lar, genellikle MN ile ayn1 boyanma yogunluguna sahiptir.

c¢) Nadiren NBUD’lar c¢ekirdekle bitisik bir vakuol icinde yerlesmis olarak
goriinebilir. Cekirdege degen bir MN’dan NBUD’u aymrmak zor olsa da bu NBUD
olarak kabul edilir.

Cekirdekte bir niikleer materyal ¢ikintisi1 varsa ve ¢ekirdekten acik bir ayirimi yoksa
NBUD olarak smiflandirilamaz. Bu olusumlara niikleer bleb adi verilir. Bunun

onemi bilinmemektedir.

NBUD iceren BN hiicre 6rnegi Sekil 3.3. (¢)’ de gosterilmistir.
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(d)

Sekil 3.3. Bazi durumlarda BN hiicreler MN’yi andiran yapilar icerebilir ama her durumda kromozom
kayb1 veya kromozom kirigindan kaynaklanan MN olarak sayilmaz. (a) Hiicre bir triniikleer hiicredir.
Diger cekirdeklerin capindan yaklasik 1/3’tine kadar daha kiigiik olabilir; (b) sitoplazmanin belli bir
bolgesinde yogun boyanma olabilir; (c) bir MN gibi goriinen ama dar bir niikleoplazmik baglanti ile ana
cekirdege bagli NBUD; (d) ana ¢ekirdekten agik bir ayrimi olmayan ve ¢ekirdekten niikleer materyal
cikintist olan niikleer bleb (11)

Metafaz sayisi:

Her bir kiiltiir icin 1000 BN hiicrede MN, NPB ve NBUD sayilar1 kaydedilirken

goriilen metafaz sayilar1 da kaydedilmistir.

Prometafaz ve metafaz evresindeki bir, iki, tic ve dort ¢ekirdekli hiicreler de, metafaz

olarak kaydedilmistir.
11.Sitostatik etkiler icin;

Bir- (mononiikleer), iki- (biniikleer), ii¢c- (triniikleer) ve dort- (tetraniikleer)

cekirdekli hiicreleri Sayma Kriterleri

Mononiikleer, biniikleer, trinukleer ve tetraniikleer hiicrelerin frekans: sitostatik
etkileri ve mitotik boliinme oranimi (niikleer boliinme orani, niikleer boliinme indeksi
kullanilarak hesaplanabilir) belirlemek igin Ol¢iiliir. Bu hiicre tipleri asagidaki

ozellikleri icerir (11):

a. Bir-, iki-, ii¢c- ve dort- ¢ekirdekli hiicreler, biitiinliigiinii koruyan bir sitoplazma ile
normal ¢gekirdek morfolojisi gdsteren canli (viable) hiicrelerdir. Bu hiicreler, sirasiyla

bir, iki, li¢ veya daha fazla cekirdek igerir.

b. Duruma gore iki ¢ekirdekli veya ¢ok cekirdekli hiicreler bir veya daha fazla NPB
icerebilir veya icermeyebilir. Yine bu hiicreler bir veya daha fazla MN veya NBUD

icerebilir veya icermeyebilir.



Nekrotik ve apopitotik hiicreler canli hiicreler arasinda sayilmazlar.

Nadir olarak, dort cekirdekten daha fazla cekirdek iceren hiicreler eger hiicre
dongiisii zaman1 normale gore ¢ok kisaysa veya sitokinez blok zamani ¢cok uzunsa

gozlenebilir.
NDI Hesaplanmasi

NDI canli hiicrelerin boliinebilme durumunun 6l¢iimiinii saglar. Bundan dolay1 NDI,
sitostatik etkilerin gostergesidir ve lenfositlerde ayn1 zamanda immun fonksiyonun
belirteci olan mitojenik yanitin Olctimiinii saglar. NDI, Eastmond ve Tucker’in

metoduna gore hesaplanir (64).

1, 2, 3 ve 4 cekirdek iceren hiicrelerin frekansi belirlemek i¢in 500/1000 canli hiicre

sayilir ve formiil kullanilarak NDI hesaplanir.
NDI= M1+ 2 M2+ 3 M3+ 4 M4 / N)

MI1- M4; 1-4 cekirdek iceren hiicrelerin sayisini belirtir ve N, hesaplanan toplam
canli hiicre sayismi belirtir (nekrotik ve apopitotik hiicreler hari¢). NDI lenfositlerin
mitojenik  yanmit1 ve c¢alismada kullanilan ajanlarin  sitostatik etkilerinin
karsilagtirilmasinda kullanmigh bir parametredir.En diisiik NDI degeri olasilikla
1.0’dir. Sitokinez-blok periyodu siiresince boliinme basarisiz olursa ve bundan dolay1
tamam1 mononiikleer kalirsa bu durum olusur. Eger tiim canli hiicreler bir niikleer
boliinmeyi tamamlar ve bundan dolay1 hepsi biniikleer olursa NDI degeri 2.0’dur.
Eger sitokinez-blok fazi boyunca birden fazla niikleer boliinmeyi tamamlayip ve
bundan dolay1r 2’den fazla cekirdek iceren canli hiicrelerin orami fazlaysa, bu
durumda NDI degeri 2’den fazla olabilir. Ornegin, eger canli hiicrelerin %50’si iki

cekirdekli, % 10’u ii¢ cekirdekli ve % 10’u dort cekirdekli ise NDI degeri 2.2’dir
(11).
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(a) (b) (c)

bir ve gok gekirdekli : ;
hiicreler aponiotik hiicre  nekrotik hiicre

@® @ ¢

Sekil 3.4. CBMN testinde gozlenen degisik tiplerdeki hiicreler (BN hiicreleri hari¢). Bu hiicre tipleri MN
frekans1 hesaplanmasinda kullanilmaz. (a) Canl1 bir-, li¢- ve dort- ¢ekirdekli hiicreler; (b) kromatin
yogunlagmasi gézlenmis fakat niikleer membrani parcalanmamis erken evre apopitozdaki mononiikleer
ve BN hiicreleri ve saglam sitoplazmali, ¢ekirdek icermeyen, sitoplazmasinda apopitotik kromatin
cisimcikleri iceren gec evre apopitotik hiicreler; (c) vakuolizasyon, sitoplazmik membran parcalanmasi ve
saglam bir ¢ekirdege sahip ancak sitoplazma kayb1 gosteren erken evre nekrotik hiicreler ve sitoplazmasi
kismen veya tamamen kaybolmus ve niikleer membrani agik¢a hasarlanmis ve niikleer materyali geride
kalan cekirdekten sizmaya baslamig ge¢ evre nekrotik hiicreler (8).

12.Sitotoksisite icin;

Apopitotik ve Nekrotik Hiicreleri Sayma Kriterleri

Apopitotik lenfositler, programlanmis hiicre 6liimii gegiren hiicrelerdir. Bu hiicreler

asagidaki ozelliklere sahiptirler (11).

a) Erken apopitotik hiicreler, cekirdek i¢inde kromatin yogunlagsmasinin varhgi ve

biitiinliigiinii koruyan sitoplazma ve ¢ekirdek membrani ile ayirt edilebilir.

b) Gec¢ apopitotik hiicreler, biitiinliigiinii koruyan sitoplazma ve sitoplazmik

membran i¢inde daha kii¢iik niikleer cisimcikleri olustururlar.

c¢) Her iki apopitotik hiicrede bu niikleer cisimciklerin, sitoplazmanin ve ¢ekirdegin
yogun boyanmasi, diger tiim canl hiicrelere nazaran genellikle daha ¢ok gozlenir

(Sekil 3.4).



Nekroz alternatif bir hiicre 6liim seklidir, ve hiicresel membranin, organellerin
ve/veya hiicrenin yasamini devam ettirmesi i¢in gereken enerji metabolizmas1 gibi
kritik metabolik yollarin hasarina bagh olarak olustugu diisiiniilmektedir. Nekrotik
lenfositler asagidaki 6zellikleri igerir (11) :

a) Erken nekrotik hiicreler, soluk sitoplazmalari, ¢ok sayida vakuol bulunmasi
(genellikle sitoplazma iginde ve bazen c¢ekirdek icinde), hasarli sitoplazmik
membraninin olmast ve hemen hemen saglam cekirdeginin bulunmasi ile ayirt

edilebilir.

b) Gec¢ nekrotik hiicreler, sitoplazma kayb1 ve hasarli/diizensiz ¢ekirdek membrani,
kismen saglam cekirdek yapilar1 ve siklikla ¢ekirdek materyallerinin pargalar halinde

cekirdekten ¢ikmasi ile ayirt edilebilir.

¢) Her iki nekrotik hiicrede, cekirdek ve sitoplazmanin boyanma yogunlugu diger

canli hiicrelere gore genellikle daha az gozlenir (Sekil 3.4.).
13. Mikroniikleus Sayim

Lamlar en iyi 1000X’lik biiyiitmede incelenir. Lamlar 151k veya floresans
mikroskopta bakilabilir. Lamlar analizden 6nce numaralandirildi. Her bir duplike
kiiltirden hazirlanan lamlar 400X biiyiitmede 151k mikroskobunda incelendi.
Hiicrelerin net goriilmedigi durumlarda lamlar, 1000X’lik biiyiitmede incelendi.
Sitoplazmas1 dagilmayip sinirlar1 belli olan ¢ekirdekler belirlendi ve sadece bunlar

sayildi.

Obez ve kontrol kisilerden hazirlanan preparatlarda 1000 BN hiicre sayildi ve
MN’lar, NPB’ler, ve NBUD’lar kaydedildi. Ayrica her bir kigide, 1000 tane tek
cekirdekli hiicre sayilirken ayni zamanda iki c¢ekirdekli, {ic c¢ekirdekli, ve dort
cekirdekli her bir hiicre kaydedildi ve NDI oranlar1 hesaplandi. Ayn1 zamanda, 1000
tane tek cekirdekli hiicre sayilirken nekrotik ve apopitotik hiicre sayilar1 da

kaydedildi.
14. Istatistiksel Degerlendirme

Normal kilolu, kilolu, total normal kilolu+kilolu ve obez kisilere ait CBMN cyt

yontemi parametreleri (MN, NPB ve NBUD degerleri, apopitotik ve nekrotik hiicre
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sayilari, metafaz hiicre sayilari, biniikleer hiicre yiizdeleri ve NDI degerleri)
istatistiksel olarak nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi ve Kruskal-
Wallis testi ile karsilastirildi. Aynca normal kilolu, kilolu, total normal kilolu+kilolu
ve obez kisilere ait CBMN cyt yontemi parametrelerinin, yas, BKI ve BKO ile
iliskisi Pearson korelasyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalamazstandart

sapma olarak verildi. P degeri < 0.05 oldugunda anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

36 erkek ile 47 kadin olmak iizere 83 obez ve 16 erkek ile 19 kadin olmak iizere 35
kontrol kisiden (toplam 118 kisiden) alinan kan ornekleri materyal ve metotta
belirtilen yontemlere gore hazirlanan kiiltiir ortamlarina ekilmis ve kiiltiir sonunda
hazirlanan preparatlarda 151k mikroskobu yardimiyla CBMN cyt yontemi

parametreleri degerlendirilmistir.

Elde edilen preparatlar mikroskopta incelenerek, DNA hasari belirlemek i¢in, 1000
kadar BN hiicreler sayilmis ve MN’lu, NPB’li ve NBUD’lu BN hiicreler
kaydedilmistir. Ayn1 preparatlarda BN hiicreler sayilirken, gozlenen metafaz sayisi
da kaydedilmistir. Sitostatik etkileri belirlemek icin, 1000 tane bir ¢ekirdekli hiicre
sayilirken ayn1 zamanda iki ¢ekirdekli (M2), ii¢ cekirdekli (M3), dort ¢cekirdekli (M4)
her bir hiicre kaydedilmis ve NDI oranlar1 da hesaplanmistir. Ayrica, sitotoksisiteyi
belirlemek i¢in, 1000 tane bir ¢ekirdekli hiicre sayilirken apopitotik ve nekrotik

hiicre sayilar1 da kaydedilmistir (Resim 4.1.).



Resim 4.1. a.Bir cekirdekli hiicre; b. Tki ¢ekirdekli (BN) hiicre; c. Ug cekirdekli (M3) hiicre; d. Dort
cekirdekli (M4) hiicre; e. Bir MN’lu BN hiicre; f. NPB’lii BN hiicre; g. NBUD’lu BN hiicre; h. Metafaz
hiicresi; i. Apopitotik hiicre; j. Nekrotik Hiicre (100X).

Calismamiza katilan kisilerin baz1 demografik 6zellikleri ve antropometrik olgtimleri ile
AKS ve TSH (ortalama +SS (SD)) degerleri Tablo 4.1' de verilmistir. Buna gore
caligmaya katilan kontrol grubundaki BKI 18.5-29.9 arasinda olan 35 kisinin (total
normal kilolu/kilolu ); 21'i normal kilolu (BKI: 18.5-24.9 aras1), 14' ii ise kilolu (BKI:
25-29.9 arasi) olarak degerlendirildi (17). Normal kilolu olan kisilerin 14'u erkek, 7 'si
kadindir. Kilolu olan kisilerin 5' i erkek, 9' u kadindir. BKI 30.0 ve iizerinde olanlar ise
obez olarak kabul edildi (17). Calismaya katilan 83 obez kisinin 47' si erkek, 36' s1
kadindur.

Normal-kilolu kisilerin yas ortalamalar1 34.81+11.56 ve kilolu kisilerin yas ortalamalar1
42.00£10.79’dir. Obezlerin yas ortalamalar1 37.95+10.52'dir. Total normal kilolu/kilolu
olarak degerlendirilen kontrollerin yas ortalamasi 37.69+11.66'dir. Calismaya katilan
tiim kisilerin yas ortalamasi 37.87+10.82'dir (Tablo 4.1).
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Normal kilolu kisilerin BKI (kg/mz) ortalamas1 22.38+1.72’dir. Kilolu kisilerin BKI
ortalamas1 25.86+0.95'dir. Obezlerin BKI ortalamas1 37.98+7.46'dir. Total normal
kilolu/kilolu kisilerin BKI ortalamasi1 23.7742.25°dir. Calismaya katilan tiim kisilerin
BKI ortalamasi 33.76+9.11'dir (Tablo 4.1).

Normal kilolu kisilerin BKO ortalamas1 1.11+1.58'dir. Kilolu kisilerin BKO ortalamasi
0.8940.11'dir. Obezlerin BKO ortalamast 0.91£0.11'dir. Total normal kilolu/kilolu
kisilerin BKO ortalamasi 1.02+1.22'dir. Calismaya katlan tiim kigilerin BKO ortalamasi
0.94+0.67'dir (Tablo 4.1).

Normal kilolu kisilerin AKS (mg/dl) ortalamas1 84.86+6.32 (mg/dl)' dir. Kilolu kisilerin
AKS ortalamas1 89.86+7.86 (mg/dl)'dir. Obezlerin AKS ortalamasi1 92.54+7.48 (mg/dl)'
dir. Total normal kilolu/kilolu kisilerin AKS ortalamasi 86.86+7.30 (mg/dl)' dir.
Calismaya katlan tiim kisilerin AKS ortalamas1 90.86+7.84(mg/dl)' dir (Tablo 4.1).

Normal kilolu kisilerin TSH ortalamasi 2.13+0.62 (mlU/L) 'dir. Kilolu kisilerin TSH
ortalamas1 1.70+0.63 (mlU/L)" dir. Obezlerin TSH ortalamasi1 1.94+1.06 (mlU/L)'dir.
Total normal kilolu/kilolu kisilerin TSH ortalamas1 1.96+0.65 (mlU/L) 'dir. Calismaya
katlan tiim kisilerin TSH ortalamasi 1.95+0.96 (mlU/L)' dir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Calisilan populasyonda agirlik durumlarina gore gruplandirilmis demografik karakterler, bazi
antropometrik ol¢ctimler, AKS ve TSH serum diizeyleri (ortalama#S.S.).

Agirhk Durumlari
Normal kilolu Kilolu . Total normal kilolu/
(BKi:18.5-24.9 | (BKi:25-29.9 03'(’)"; l((Bgllgg)z kilolu (BKi:18.5- Total
kg/m?) kg/m®) ) 29.9 kg/m®)
Kontrol 21 14 83 35 118
(n)
Erkek 14 5 47 19 66
(n)
Kadm 7 9 36 16 52
(n)
2;‘;‘15) 34.81211.56 | 42.00210.79 | 37.95+10.52 37.69+11.66 37.87+10.82
BKi
b | 22384172 25.86£0.95 | 37.9847.46 23.7742.25 33.7649.11
(kg/m”)
BKO 1.1141.58 0.8940.11 0.91£0.11 1.0241.22 0.9440.67
AKS
84.8646.32 80.8647.86 | 92.5447.48 86.8647.30 90.86+7.84
(mg/dl)
TSH 2.1340.62 1.7040.63 1.9441.06 1.9640.65 1.9540.96
UL 1320, 700, 9441, 960, 950,

Obez ve kontrollerdeki BN hiicrelerdeki total MN sayisi, BN hiicrelerdeki MN frekansi
(%), NPB’lii BN hiicre sayisi, NBUD’lu BN hiicre sayisi, apopitotik hiicre frekansi (%),
nekrotik hiicre frekansi (%), metafaz sayisi, BN hiicre frekansi (%), NDI degerleri,
ortalamatSS olarak Tablo 4.2.°de verilmistir. Bu degerlerin istatiksel olarak
karsilagtirilmasi, non-parametrik testlerden Kruskal Wallis Testi ve Mann-Whitney U

Testi kullanilarak yapilmistir (Tablo 4.2).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin yaslar1 Kruskal Wallis Testi ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0.130). Obez kisiler ile
total normal kilolu/kilolu kisilerin yaslar1 Mann-Whitney U Testi ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.786).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin BKI degerleri Kruskal Wallis Testi ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001). Obez kisiler ile
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total normal kilolu/kilolu kisilerin BKIi degerleri Mann-Whitney U Testi ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin BKO degerleri Kruskal Wallis Testi ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < .001). Obez kisiler ile
total normal kilolu/kilolu kisilerin BKIi degerleri Mann-Whitney U Testi ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.005).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin BN hiicrelerdeki MN sayis1 Kruskal
Wallis Testi ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001).
Obez kisiler ile total normal kilolu/kilolu kisilerin BN hiicrelerdeki MN sayis1t Mann -
Whitney U Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <
0.001).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin MN frekans1 (%) Kruskal Wallis Testi ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001). Obez kisiler ile
total normal kilolu/kilolu kisilerin MN frekans1 (%) Mann-Whitney U Testi ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin NPB’lii BN hiicre sayis1 Kruskal Wallis
Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.005). Obez
kisiler ile total normal kilolu/kilolu kisilerin NPB’lii BN hiicre sayis1 Mann-Whitney U
Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.005).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin NBUD’lu BN hiicre sayis1 Kruskal Wallis
Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001). Obez
kisiler ile total normal kilolu/kilolu kisilerin NBUD’Iu BN hiicre sayis1 (%) Mann-
Whitney U Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <
0.001).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin apopitotik hiicre frekansi (%) Kruskal
Wallis Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001).
Obez kisiler ile total normal kilolu/kilolu kisilerin apopitotik hiicre frekansi (%) Mann-
Whitney U Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmugstur (p <
0.001).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin nekrotik hiicre frekansi (%) Kruskal
Wallis Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001).
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Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin nekrotik hiicre frekans1 (%) Mann-
Whitney U Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <
0.001).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin metafaz sayisi (%0) Kruskal Wallis Testi
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001). Obez kisiler
ile total normal kilolu/kilolu kisilerin metafaz sayist (%0) Mann-Whitney U Testi ile

karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin BN hiicre frekansi1 (%) Kruskal Wallis
Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.005). Obez
kisiler ile total normal kilolu/kilolu kisilerin BN hiicre frekansi (%) Mann-Whitney U
Testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p= 0.207).

Obez kisiler, normal kilolu ve kilolu kisilerin NDI degerleri Kruskal Wallis Testi ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.01). Obez kisiler ile
total normal kilolu/kilolu kisilerin NDI Mann-Whitney U Testi ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p= 0.373).

Normal kilolu ve kilolu kisilerin CBMN cyt yontemi parametreleri Mann-Whitney U
Testi ile karsilastirildiginda, kilolu kisilerde sadece NBUD’lu BN hiicre sayisinin arttigi
(p < 0.05), nekrotik hiicre sayisinin (p < 0.01), BN hiicre frekansmin (%) (p < 0.01), ve
NDI degerlerinin (p < 0.01) azaldig1 bulunmustur.
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Table 4.2. Normal kilolu, kilolu, total normal kilolu/kilolu ve obez kisilerde, CBMN cyt yontemi
parametleri sonuglar1 (ortalamazS.S.).

Agirhk Durumlar: P value P value
Parametreler Normal ) Total Kruskal Mann -
Kilolu Kilolu Obez ldlnlornl]:iill 1 Total Wallis Whitney
olu/ kilolu Test) U Test)
Yas (y1l) 34.81+£11.56 42.00+10.79 37.95+£10.52 37.69+11.66 37.87£10.82 0.130 0.786
BKi (kg/mz) 22.38+1.72 25.86+0.95 37.98+7.46 23.77£2.25 33.7629.11 <0.001 <0.001
BKO 1.11£1.58 0.89+0.11 0.91+0.11 1.02+1.22 0.94+0.67 <0.001 <0.005
BN
hiicrelerdeki 7.05+5.08 8.50+£3.98 12.3624.54 7.63+4.67 10.96%5.05 <0.001 <0.001
MN sayisi
1(\% Frelanst | 71,051 0.85+0.39 1.2440.45 0.77+0.46 1.09+0.50 <0.001 <0.001
NPB’lii BN
. 18.62+8.99 20.64+8.89 30.41£17.69 19.43+8.88 27.15£16.36 <0.005 <0.005
Hiicre sayisi
NBUD’lu
BN Hiicre 7.24+3.39 10.64+4.89 16.35+8.43 8.60+4.33 14.05+8.24 <0.001 <0.001
Sayisi
Apopitotik
Hiicre 1.21+0.65 1.31+0.82 2.38+1.42 1.25+0.72 2.05+1.35 <0.001 <0.001
Frekansi (%)
Nekrotik
Hiicre 3.65+1.34 2.35+0.95 6.88+4.08 3.13%£1.35 5.77+3.89 <0.001 <0.001
Frekansi (%)
Metafaz
Sayisi 81.24+29.00 89.86+33.64 62.27+24.55 84.69+30.76 68.92+28.34 <0.001 <0.001
(%)
BN Hiicre
29.76+11.55 18.46+8.21 29.29+13.03 25.24+11.65 28.09+£12.72 <0.005 0.207
Frekansi (%)
NDI 1.28+0.09 1.194£0.09 1.26+0.08 1.24+0.10 1.26+0.09 <0.01 0.373

BKi: Beden kitle endeksi; BKO: Bel/kalga orani; BN cells: Biniikleer hiicreler; MN: Mikronukleus;
NBUDs: Niikleer buds, NPBs: Niikleoplazmik koprii, NDI = Niikleer boliinme indeksi; S.S.: Standart

Sapma (S.D.).
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DNA hasan icin Pearson korelasyon analizi sonuclari:

Normal kilolularda, yas, BKI ve BKO ile MN frekansi, NPB ve NBUD’lu hiicre sayilari
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir iliski bulunamamistir (p > 0.05,
Tablo 4.3).

Kilolularda yas, BKI ve BKO ile MN frekansi ve NPB’lii hiicre sayisi
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir iliski bulunamamistir (p > 0.05,
Tablo 4.3). Yas ve BKO ile NBUD karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir
iliski bulunamazken (p > 0.05), BKIi ile NBUD’lu hiicre sayis1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligski bulunmustur (p < 0.01, r: 0.674; Tablo 4.3).

Kontrollerde (total normal kilolu/kilolu) yas, BKI ve BKO ile MN frekans1 ve NPB’lii
BN hiicre sayis1 karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel bir iliski bulunamamustir (p >
0.05, Tablo 4.3). BKI ve BKO ile NBUD’lu hiicre sayis1 karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak bir iligki bulunamazken (p > 0.05), yas ile NBUD’lu hiicre sayisi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p < 0.05, r: 0.393; Tablo
4.3).

Obezlerde yas, BKi ve BKO ile MN frekansi, NPB ve NBUD’Iu hiicre sayilar1
karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir iligki bulunamamustir (p > 0.05,

Tablo 4.3).

Total kontrol ve obezlerde yas ile MN frekans1 ve NBUD’Iu hiicre sayis1 arasinda
herhangi bir iliski bulunamazken (p<0.05), yas ile NPB’lii hiicre sayis1i arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (p<0.05, r: 0.183). BKI ile MN
frekans1t NPB ve NBUD’lu hiicre sayilar1 karsilastirildiginda aralarinda bir istatistiksel
olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p < 0.01; sirasiyla, r: 0.338; r: 0.341, 1:0.383 ).
Total tiim kisilerdeki BKI ile MN frekans1 arasindaki korelasyon Sekil 4.1°de
gosterilmistir.  BKO ile MN frekansi, NPB ve NBUD’lu hiicre sayilari
karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir iligki bulunamamistir (p > 0.05,
Tablo 4.3).
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Sekil 4.1. Total obez ve kontrol kisilerdeki BKI ile MN frekans1 arasindaki korelasyon (p <
0.01; r: 0.338).

Sitoksisite icin Pearson korelasyon analizi sonuclar

Normal kilolularda, BKI ve BKO ile apopitotik ve nekrotik hiicre frekanslaru
karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir iligki bulunamamistir (p > 0.05,
Tablo 4.3). Yas ile apopitotik hiicre frekansi karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel
bir iliski bulunamazken (p > 0.05) , yas ile nekrotik hiicre frekansi arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p < 0.05; r: -0.533, Tablo 4.3).

Kilolularda yas, BKI ve BKO ile apopitotik ve nekrotik hiicre frekanslari
karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir iligki bulunamamistir (p > 0.05,
Tablo 4.3).

Kontrollerde (total normal kilolu/kilolu) BKO ile apopitotik ve nekrotik hiicre
frekanslar1 karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel bir iliski bulunamamistir (p > 0.05,
Tablo 4.3). Fakat yas ve BKI ile apopitotik hiicre frekans: arasinda bir iliski
bulunamazken (p > 0.05), yas ve BKI ile nekrotik hiicre frekans1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski bulunmustur (p < 0.05; sirasiyla, r: -0.412, r:-0.424; Tablo 4.3).
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Obezlerde yas, BKI ve BKO ile apopitotik ve nekrotik hiicre frekanslari
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir iliski bulunamamistir (p > 0.05,
Tablo 4.3).

Total kontrol ve obezlerde yas ve BKO ile apopitotik ve nekrotik hiicre frekanslari
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir iliski bulunamamistir (p>0.05,
Tablo 4.3). Ancak BKI ile apopitotik ve nekrotik hiicre frekanslar1 karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p < 0.01; sirasiyla, r: 0.307,
r: 0.323; Tablo 4.3). Total tiim kisilerdeki BKI ile apopitotik hiicre frekans1 arasindaki
korelasyon Sekil 4.2’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Total obez ve kontrol kisilerdeki beden kitle indeksi (BKI) ile apopitotik hiicre
frekansi arasindaki korelasyon (p < 0.01; r: 0.307).

Sitoztazi icin Pearson korelasyon analizi sonuclar

Normal kilolularda BKI ve BKO ile NDI ve BN hiicre frekans1 arasinda istatistiksel
olarak iligki bulunamazken (p > 0.05), yas ile NDI ve BN hiicre frekans: arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (p < 0.05; sirasiyla, r: -0.435, r: -0.486;
Tablo 4.3).
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Kilolularda BKI ve BKO ile NDI arasinda istatistiksel iliski bulunamazken (p > 0.05),
yas ve NDI arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p < 0.05, r: -
0.586; Tablo 4.3). Kilolularda yas, BKI ve BKO ile BN hiicre frekansi arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamamistir (p > 0.05).

Toplam kontrollerde (normal kilolu ve kilolularda) BKi ve BKO ile NDI ve BN hiicre
frekans1 arasinda istatistiksel olarak iliski bulunamazken (p > 0.05), yas ve NDI ve BN
hiicre frekansi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p < 0.01,

strastyla, r: -0.552, r: -0.540; Tablo 4.3).

Obezlerde BKO ile NDI arasinda istatistiksel olarak iligski bulunamazken (p > 0.05), yas
ve BKI ile NDI arasinda istatistiksel bir iliski bulunmustur (swrastyla, p < 0.01, r: -0.382;
p < 0.05, r:-0.238; Tablo 4.3). Obezlerde yas, BKI ve BKO ile BN hiicre frekansi

arasinda istatistiksel olarak anlaml1 iligki bulunamamustir (p > 0.05).

Total kontrol ve obezlerde BKi ve BKO ile NDI BN hiicre frekans: arasinda istatistiksel
olarak bir iligki bulunamazken (p > 0.05), yas ile NDI ve BN hiicre frekansi arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir iligki bulunmustur (p<0.01, sirasiyla, r: -0.440, r;-0.289;
Tablo 4.3).

Normal kilolularda, kilolularda, toplam kontrollerde (normal kilolu ve kilolularda),
obezlerde yas, BKI ve BKO ile metafaz hiicre sayis1 arasinda istatistiksel olarak bir
iliski bulunamamustir (p > 0.05). Total kontrol ve obezlerde yas ve BKO ile metafaz
hiicre say1s1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamazken (p > 0.05), BKi
ve metafaz hiicre sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur

(p<0.01, r: 0.278; Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Pearson korelasyon analizine gére normal kilolu, kilolu, total normal kilolu/kilolu ve obez
kisilere ait CBMN cyt yontemi parametrelerinin, yas, BKI ve BKO degerleri ile korelasyon sonuglar.
Normal kilolu (n=21), kilolu (n=14), total normal kilolu/kilolu (n=35), obez kisiler (n=83) ve total

(n=118).

MN NPB’lii | NBUD’lu | Nekrotik | Apopitotik | Metafaz BN
Frekans: BN BN Hiicre Hiicre hiicre Hiicre NDI
?,7 s Hiicre Hiicre Frekans: | Frekansi Sayist Frekansi
o)
sayisi Sayisi (%) (%) (%0) (%)

Normal kilolu
Yas (y1l)
r 0.056 0.091 0.331 -0.533 -0.056 -0.026 -0.486 -0.435
P 0.808 0.696 0.143 0.013* 0.811 0.911 0.025* 0.049*
BKi (kg/m?)
r 0.284 0.029 0.198 -0.082 -0.100 -0.012 0.073 0.090
P 0.212 0.900 0.389 0.723 0.667 0.959 0.753 0.697
BKO
r -0.112 -0.294 0.214 -0.239 -0.081 0.352 -0.256 -0.287
P 0.627 0.196- 0.353 0.297 0.728 0.117 0.263 0.207
Kilolu
Yas (y1l)
r 0.257 0.492 0.306 0.175 -0.348 0.067 -0.443 -0.586
P 0.374 0.074 0.287 0.551 0.223 0.821 0.112 0.028*
BKi (kg/m?)
r -0.185 -0.289 0.674 -0.171 -0.107 0.262 0.249 0.193
P 0.526 0.316 0.008%* 0.559 0.716 0.366 0.391 0.510
BKO
r 0.436 -0.061 -0.482 0.258 0.299 0.020 0.216 0.133
P 0.119 0.837 0.081 0.372 0.300 0.945 0.459 0.649
Total normal Kilolu/kilolu
Yas (y1l)
r 0.162 0.263 0.393 -0.412 -0.149 0.054 -0.540 -0.552
P 0.352 0.127 0.020* 0.014* 0.392 0.758 0.001** 0.001**
BKi (kg/m?)
r 0.240 0.054 0.247 -0.424 -0.006 0.148 -0.309 -0.280
p 0.165 0.760 0.153 0.011* 0.972 0.396 0.071 0.104
BKO
r 0.096 -0.239 -0.181 -0.132 -0.051 0.242 -0.145 -0.164
P 0.583 0.166 0.298 0.450 0.772 0.162 0.406 0.345
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Tablo 4.3. Pearson korelasyon analizine gére normal kilolu, kilolu, total normal kilolu/kilolu ve obez
kisilere ait CBMN cyt yontemi parametrelerinin, yas, BKI ve BKO degerleri ile korelasyon sonuglar.
Normal kilolu (n=21), kilolu (n=14), total normal kilolu/kilolu (n=35), obez kisiler (n=83) ve total

(n=118).
MN NPB’lii | NBUD’lu | Nekrotik | Apopitotik | Metafaz BN
Frekans: BN BN Hiicre Hiicre hiicre Hiicre NDI
?,7 s Hiicre Hiicre Frekans: | Frekansi Sayist Frekansi
o)
sayisi Sayis1 (%) (%) (%) (%)

Obez
Yas (y1l)
r 0.102 0.182 0.144 0.047 0.006 -0.076 -0.195 -0.382
P 0.359 0.099 0.195 0.672 0.959 0.495 0.078 0.000%*
BKi (kg/m?)
r 0.030 0.191 -0.110 0.027 0.051 -0.060 -0.163 -0.238
P 0.787 0.084 0.323 0.806 0.647 0.591 0.141 0.030%*
BKO
r -0.066 0.130 0.149 0.100 -0.077 -0.080 0.125 0.091
P 0.553 0.242 0.179 0.368 0.489 0.474 0.259 0.416
Total
Yas (y1l)
r 0.114 0.183 0.170 -0.006 -0.016 -0.030 -0.289 -0.440
P 0.218 0.048* 0.066 0.949 0.860 0.743 0.002%* | 0.000%*
BKi (kg/m?)
r 0.338 0.341 0.383 0.323 0.307 0.278 -0.012 -0.065
P 0.0007%* 0.0007%* 0.0007%* 0.0007%* 0.001%** 0.002%* 0.900 0.486
BKO
r -0.087 -0.076 -0.066 -0.046 -0.053 0.159 -0.067 -0.102
p 0.350 0.414 0.481 0.623 0.566 0.085 0.473 0.270

BKi: Beden kitle endeksi; BKO: Bel/kalga orani; BN cells: Biniikleer hiicreler; MN: Mikronukleus;
NBUDs: Niikleer buds, NPBs: Niikleoplazmik koprii, NDI = Niikleer boliinme indeksi.

**Korelasyon, 0.01 seviyesinde anlamli, * Korelasyon, 0.05 seviyesinde anlaml1 (2-tailed).




5. TARTISMA VE SONUC

Obezite, sadece asir1 yemek yemek olarak tanimlanamayacak kadar karmasik etyolojik
nedenlere sahiptir. Genetik ve cevresel etkilesimler, davranis bozukluklari, metabolik ve
endokrin bozukluklar obezite etyolojisinde i¢ ice girmis bir rol sergilerler. Genetik ve
noroendokrin etkenler oldukca seyrek karsilagilmasina ragmen cevresel faktorler

obezite etyolojisinin temelini olusturmaktadir (65)

Kiiresel boyutta hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde obezite sikligi her
gecen giin artis gostermektedir (1). Obeziteyle baglantili komorbitide nedeniyle yilda
2.5 milyondan fazla insan hayatim kaybetmektedir. Beklenen yasam siiresi obezite
nedeniyle azalmaktadir. 25 yasinda obez bir birey, normal saglikli bir bireyle
karsilagtirildiginda beklenen Omiir siiresi % 22 azalmakta ve yasamimin 12 yilm

kaybetmektedir (66).

Obezitenin ¢esitli hastaliklarla iligkisi bilinmekte olup, morbidite ve mortalitede artisa
neden olmaktadir. Hi¢ sigara igmemis 45-54 yas aras1 yaklasik 100.000 kadin ve 25.000
erkekte yapilan bir arastirmada BKI >29 olanlarda kardiyovaskiiler mortalitenin 2 kat,

BKI >32 olanlarda ise 4 kat arttig1 bildirilmistir (67).

Obezite, hiicrelerin biiylimesi, farklilasmasi ve apoptozisi ile iligkili pek ¢ok hormon ve
biiylime faktoriiniin metabolizmasinda degisikliklere neden olarak kanser riskini

artirabilir. Pek cok vakada obezitenin kanser riskini nasil bir mekanizma ile artirdig:
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konusu tartismalidir. Obezite kanser riski agisindan sigaradan sonra ikinci en onemli

onlenebilir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. (68).

Obezite ve artan BKI ile bir¢ok kanser arasinda iliski oldugu belirlenmistir. Obezite ile
0zofagus ve kolorektal kanser arasinda diger gastrointestinal sistem kanserlerine gore
daha giiclii bir iliski oldugu belirlenmistir. Obeziteyi azaltmak ve/veya tedavi etmek i¢in
gosterilen cabalar gelecekte bazi kanserlerin hem mortalitesinde hem de insidansinda
azalmaya neden olabilecektir (69). BKI’ nin meme kanseri ile iliskisinin meta-analizi ile
degerlendirildigi bir calismada ise, BKI’ nin premenopozal dénemdeki meme kanser
oram iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1, ancak postmenopozal donemde BKI’deki
artisgin meme kanser riskini az oranda da olsa artirabilecegi vurgulanmistir (70). Yeni
tan1 konmus kanserlerin erkeklerde yaklasik %3.2’si ve kadinlarda %8.8’i, artnus BKI
ile iliskilidir. Ancak, bircok ¢alisma BKO ile kanser arasinda BKI” ye gére daha anlamli
bir iligki oldugunu gostermektedir (71).

Obezite kanseri artiran bir etmendir. Zararsiz oldugu, kolesterol icermedigi soylenen
yagh gidalarin (zeytinyagi veya kuru yemis de dahil olmak {iizere) cok miktarda
alimmasiin obeziteye yol acgabilecegi unutulmamalidir. Fazla kalori alimmasi ve
obezite; pankreas, safra yollari, kolon, renal hiicreli kanser ve 6zellikle postmenopozal
donemde meme, endometriyum ve servikal kanser riskini artirmaktadir (71-74). Ayrica,
beslenme ve yasam tarzi gibi faktorler, fazla yag doku ile birlikte obesitenin gelisimini
baslatabilir, boylece hormonlarin {iiretimi, sitokinler ve diger faktorler kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini tetikleyebilir (73,75). Yag dokunun yayilimi adipokinler ve
sitokinler olarak bilinen endokrin faktorlerin kompleks bir etkilesimini icine alir.
Sitokinlerin ¢ogu, obez yag dokuda kontrollu olmayip kanser kok hiicrelerin kendi
kendisini yenilemesini stimiile edebilir. Obez yag dokuda artan sitokin olusumu, timor

hiicrelerinin metastatik potansiyelini artirabilir (75).

MN olusumunun temelini, DNA hasar1 olusturmaktadir. Organizmanin cesitli
mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalmasi sonucunda DNA’da
harabiyet meydana gelmektedir (7). MN 'lar ¢ekirdek boliinmesi tamamlandiktan sonra
olustugu icin, hiicre dongiisiiniin biniikleer (iki ¢ekirdekli, BN) sathasinda ideal olarak

Olciiliir (6).

MN testi baslica; kromozomlar: etkileyebilecek fiziksel etkenlerin (UV ve irradyasyon

gibi) ve her tiirlii kimyasal maddenin genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin
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tespitinde, ilaglarin piyasaya siiriilmeden ©Once toksik etkilerini ve giivenilirligini
arastirmada, kanserden korunmada ve kanserin izlenmesinde bir biyoizlem testi olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (76,77). Ayrica, MN testi genotoksik, sitotoksik ve
karsinojenik ajanlarin hiicre genomu ve viabilitesi iizerine etkilerinin analizinde

basariyla kullanilmaktadir (76,77).

Bugiin, pek cok kanser tipi ile spesifik kromozom diizensizlikleri arasinda baglanti
oldugu bilinmektedir. Bu amagla kanserli olgularda mikroniikleus testi yapilmakta ve

anlamli sonuclar elde edilmektedir (78-80).

Calismamizda kullanilan CBMN cyt yontemi, insan periferal kan lenfositlerinde genom
instabilitesi ve DNA hasarmin, hiicre boliinme durumunun ve hiicre canliliginin ayni
zamanda sitolojik olarak degerlendirilmesine imkan saglayan bir yontemdir. Boylece,
CBMN cyt yontemi ile ayn1 preparatlarda, DNA hasar1 (MN, NPB, NBUD’Iu BN hiicre
sayilar1), sitotoksisite (apopitotik ve nekrotik hiicre sayilar1) ve sitostazi (NDI oranlar1)

Olciilebilmektedir (81).

Bu calismada, obez ve normal-kilolu ile kilolu bireylerden olusan toplam kontroller
icin; DNA hasarin1 belirlemek iizere, 1000 kadar BN hiicre sayilmis ve MN’lu, NPB’lii
ve NBUD’Iu BN hiicreler kaydedilmistir. Buna gore obez kisiler, normal kilolu, kilolu
ve total normal kilolu/kilolu kisilerin MN, NPB ve NBUD’lu BN hiicre sayilar1
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Bu sonug, obez
kisilerde DNA hasar1 ve genom instabilitesinin yaklasik olarak 2 kat arttiginin bir
gostergesidir. MN siklig1 kotii beslenme, mesleksel veya cevresel maruziyet, genetik
polimorfizm, yasam tarzi, sigara, cay ve kahve tiiketimi gibi diger faktorler ile de iliskili
olabilir ve bu faktoérler MN, NPB ve NBUD’Iu BN hiicre sayilarim artirabilir (81-84).
Ancak, MN sikligini ve diger NPB ve NBUD sayilarini etkileyebilecek (artirabilecek)
tezin gere¢ ve yontem kisminda belirttigimiz gibi, mesleksel veya ¢evresel maruziyeti
bulunan, hipertansiyon, diyabet, kalp, kanser gibi herhangi bir hastalif1 olan ve ailede
kanser Oykiisii olan kisiler, sigara, asir1 cay ve kahve aliskanligi olan kisiler
calismamizin disinda tutulmustur. Ayrica MN sikligmi etkileyen yasin, calistigimiz
obez ve kontrol kisilerde benzer olmasina Ozellikle dikkat edilmistir. DNA hasar1
sonuclarimizla tutarl olarak, bizim ¢alismamizda kullandigimiz yonteme benzer sekilde
CBMN yonteminin kullanildig1 ¢ocuklar iizerinde yapilan bir calismada, kilolu ve obez

cocuklarda kontrollere gore DNA hasarinin kilolularda 2.5 ve obezlerde 2.7 kat arttig1
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gosterilmistir (85). DNA hasarmi O6lgmek i¢in farkli bir yontem olarak comet
yonteminin (alkaline Single Cell Gel Electrophoresis assay; SCGE) kullanildig1 baska
bir ¢alismada ise, bizim sonu¢larimizi destekleyen yonde, obez kisiler ile saglikli
kontroller karsilastirildiginda genom instabilitesinin yaklasik olarak bes kat arttgi
gosterilmistir. Ayni calismada, obezlerdeki artan bu DNA hasarinin erken donemde
kansere neden olabilecegi ve gerekli onlemlerin alinmas: gerektigi de vurgulanmistir

(86).

Ayrica, sitotoksisiteyi belirlemek iizere, 1000 tane bir c¢ekirdekli hiicre sayilirken
apopitotik ve nekrotik hiicre sayilar1 da kaydedilmis ve istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Calismamizda, obez kisiler, normal kilolu, kilolu ve total normal
kilolu/kilolu kisilerin apopitotik ve nekrotik hiicre frekanslar1 arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Obez kisilerde artan apopitotik ve
nekrotik hiicre frekansi, bu kisilerde artan DNA hasar1 ile agiklanabilir. Ciinkii bir
hiicrede DNA hasarinin artmasi, o hiicrede apopitozu indiikleyebilir. Eger DNA
hasarmin arttig1 bu hiicreler, apopitoz ve nekroz yolu ile yok edilmezse, bu kisilerde
DNA hasarli hiicrelerin birikimi ile sonug¢lanabilir. Bu da kanser gelisimine dogrudan
katkida bulunabilir. Diger taraftan, beslenme, mitokondri ve apopitoz arasindaki
iligkilerin degerlendirildigi bir derlemede, beslenmeye bagh yiiksek kalori aliniminin
mitokondride fonksiyon bozukluguna yol agtifi ve sonu¢ olarak obez Kkisilerin

adipositlerinde mitokondriye bagli apopitozun arttig1 ortaya konmustur (87).

Aym preparatlarda sitostatik etkileri belirlemek iizere, 1000 tane bir cekirdekli hiicre
sayilirken ayni zamanda iki cekirdekli (M2), ii¢ ¢ekirdekli (M3), dort cekirdekli (M4)
her bir hiicre kaydedilmis ve NDI oranlar1 da hesaplanmistir. Obez kisiler, normal
kilolu, kilolu ve total normal kilolu/kilolu kisilerin NDI degerleri karsilastirildiginda,
aralarindaki fark anlamli bulunmustur. Ancak, obez kisiler ile kontrol (total normal

kilolu/kilolu) kisilerin NDI degerleri arasindaki fark anlaml bulunamamustir.

Yapilan literatiir arastirmasina gore, eriskinlerde obezite ile kromozomal DNA hasarint,
apopitotik ve nekrotik hiicre frekanslarmi ve NDI oranlarmi arastiran herhangi bir
caligmaya rastlanamamistir. Calismamizda, obez ve kontrol kisilerin periferik kan
lenfositlerinde CBMN cyt yontemi kullanilarak bu kisilerde DNA hasar1 (MN, NPB,
NBUD’lu BN hiicre sayilari), sitotoksisite (apopitotik ve nekrotik hiicre sayilar1) ve
sitostazi (NDI oranlar1) degerlendirilerek, bu parametreler ile yas, BKI ve BKO
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arasindaki iligkiler de ortaya konmustur. Bu yOniiyle calismamiz, literatiire yeni bilgiler

kazandiracaktir.

Diger taraftan, MN, NPB ve NBUD'n iceren niikleer anomalilerin olusumu
karsinogenezin erken donemlerinde goriilebilen olaylardir (81). Bu nedenle obezlerde
gozlemledigimiz MN, NPB ve NBUD gibi artan DNA hasar1 parametreleri, obezlerde
gelisebilecek olas1 kanser riski ile iliskili olabilir. Ancak karsinogenez cok basamakli ve
multifaktoriyel bir siirectir. Bunun icin obez kisilerin kanser riski agisindan takip

edilmesini Onerebiliriz.
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OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER

Adi, Soyadr: Fatma Sahin

Uyrugu: Tiirkiye (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 19.05.1986, KAYSERI
Medeni Durumu: Bekar

e-mail: fatmasahin_86 @hotmail.com

EGITIM

Derece Kurum

Tarihi

Lise Behice Yazgan Kiz Lisesi
Lisans E.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji
YABANCI DiL

Ingilizce

Mezuniyet

2004

2009



