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Giris ve Amag

Insanlarin saglarmni renklendirmesiyle ilgili tarihi siireg incelendiginde sa¢ boyamasinin en az
4000 y1l oncesine kadar kullanildigi goriilebilir ancak su anda piyasada bulunan sa¢ boyama
tiriinlerinden kina ve kursun asetat diginda higbirinin 100 yildan fazla bir gegmisi yoktur(1).
Ustelik gergeklestirilen ¢alismalardan elde edilen veriler sonucu bu sa¢ boyama iiriinlerinin
icerdigi bazi kimyasallar Avrupa Komisyonu tarafindan insan sagligina zararli olarak
tanimlanmistir(2). Giiniimiiz toplumunda estetik kaygisiyla kullanimi garpici bigimde artan sag
boyalarinin ¢ok genis bir yas araliginda kullanilmasi da konunun halk saglig1 agisindan 6nemini
vurgulayan dikkat ¢ekici bir noktadir.

Bu arastirmada Canakkale ilindeki kuaforlerde kullanilan sa¢ boyalarinin c¢alisanlar {izerinde
genotoksik etki birakip birakmadigi arastirilmistir. Genotoksisite ¢ogunlukla hiicre iginde
onarilamayan mutasyonlara neden oldugundan(3) ve bu mutasyonlar dogum defektleri, kanser,
yaslanma, infertilite, baz1 genetik veya multifaktoryal hastaliklara yol acabildiginden dolay:
muhtemel risklerin tanimlanarak en diisiik seviyeye indirilebilmesi halk sagliginin korunmasi
icin 6nemlidir(4).

Kuaforlerde sa¢ renklendirilmesinde; etonol, izopropil alkol, amonyum persiilfat, toluen
daimin, p-fenilen daimin, hidrojen peroksit, bizmut sitrat, tiyoglikolik asit, persiilfat tuzlari, o-
toluidin, rezorsinol (5)gibi ¢ok sayida kimyasal kullanilmaktadir. Kullanicilarda irritan, alerjik
veya toksik potansiyeli olan bu sa¢ boyasi ve kimyasallarin korunmasiz profesyonel
maruziyetlerinin meslek hastaliklarina sebebiyet vermemesi adina gerekli 6nlemlerin alinmasi
ve ilgili meslek grubunda biling diizeyinin arttirilmasi gerekmektedir. Bu gerekceyle oncelikli
olarak mevcut durumun analizin yapilmasina ve kuaforlilkk mesleginde kullanilan sag
boyalarina maruziyetlerin toksik etkisinin belirlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu arastirmanin kisa vadeli amaci, Canakkale il merkezinde c¢alismakta olan kuafor
calisanlarimin, boyalara bagli olarak genotoksisite seroprevelansi ve iliskili faktorlerin
arastirilmasidir.

Uzun vadeli amaci, arastirma bulgularinin kuafor ve benzeri sektorlerde ¢alisan ve kimyasallara
maruz kalan ¢alisanlarin uzun donemde ilgili hastaliklardan korunmasi ile ilgili calismalara yol
gostermesidir.

Rapor Doneminde Yapilan Cahismalar

Proje kabul edildikten sonra oncelikle Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulundan onay alindi. Ardindan deneyde kullanilacak olan malzemeler
temin edildi ve laboratuar ortami saglandi.

Arastirmada eksfoliatif oral mukoza hiicrelerinde smear yontemi kullanilmistir. Hiicrelerin
toplanmasi igin agiz mukozasindan standart abeslang, swap ve kiigciik abeslang ile 6rnek
alinmustir.

Genotoksisite analizi i¢in orsein, giemsa ve metilen mavisiyle sitotoksisite analizi i¢in fenol red
ile deneme yapilmistir. Orsein(6) mikroniiklei analizinde halihazirda tercih edilen bir boyadir.
Rutinde de oral mukozadan smear incelemesinde kullanildigi i¢in denenmistir. Arastirma



onerisinde B plan1 olarak belirtilen pap boyasi temin edilemedigi i¢in giemsa kullanilmistir.
Giemsa literatiire daha ¢ok periferik kan smear 6rneklerinde denenmekle birlikte oral mukoza
smear incelemesinde de kullanildigi i¢in(7) bu arastirmada da denenmistir. Metilen mavisinin
oral eksfoliatif smearde kullanimina literatiirde rastlanmamamistir. Ancak hayvan doku
hiicrelerinde ve kan kiiltiirii 6rneklerinde kullanildig1 i¢in bu arastirmada denenmistir. Fenol
red boyamasi hiicrelerde canliligi gostermek i¢in tercih edilmistir.

Resim 1: Orsein ile boyama Resim 2: Giemsa ile
10x biiyiitme, 151k boyama 10x biiyiitme, 151k
mikroskobu mikroskobu

Yapilan denemelerde metilen mavisinde boyama gézlenmemistir. Giemsa ve orsein ile yapilan
boyamalarda benzer boyanma gbézlenmis ancak her iki boyada da fazlaca artefakt goriilmiistiir.
Daha sade bir fiksasyon siireci oldugu i¢in giemsa ile devam edilmistir. Artefaktlar1 6nlemek
icin boya filtre edilmis ve kapatma Oncesinde metil alkol damlatilmistir. Yeterli boyanmay1
gbérmek i¢in 5, 10,15,25 ve 30 dakika boyada tutulan 6rnekler denenmis ve 15 dakikalik olan
tercih edilmistir. Swap ile alinan 6rneklerde hiicre sayisi yetersiz oldugu ve standart abeslang
ile alinan 6rneklerde hiicre yaymasi yeterli yapilamadigi i¢in 6rnek alma materyali olarak kiigiik
abeslang tercih edilmistir. Ayni1 katilimcidan hem sitotoksisite hem genotoksisite analizi i¢in
yeterli hiicre toplanmakta sorun yasanmistir. Bu sebeple sitotoksisite analizi ¢ikarilmas,
genotoksiste bulgularini desteklemek i¢in sitomorfoloji incelemesi yapilmaistir.

Yapilan denemeler sonucu optimize edilen boyama prosediirii su sekildedir:

Son yarim saatte bir sey yememis ya da igmemis katilimcidan agzini suyla ¢alkamasi istenir.
Kiigiik abeslang ile agiz iginden eksfoliatif hiicreler kazinir. Alinan siiriintii lama yayilarak
kurutulur, 3 dakika metil alkolde bekletilir ve distile suyla yikanir. 15 dakika giemsa boyasinda
tutulur. Ardindan 6nce su sonra metil alkol ile yikanir. Oda sicakliginda kurutulduktan sonra
entellan ile kapatilir.



100 um

Resim 3: Optimize edilmis boyama prosediirii sonucu Zeis programi
yardimiyla elde edilen goriintii, 10x biiytlitme

Arastirmaya sitomorfoloji incelemesi eklendigi icin yeniden literatiir tarandi ve sonuglari
etkileyebilecek diger faktorler belirlenerek kuaforlere uygulanacak anket formu revize edildi.
Literatiire gore sigara kullanimi, alkol kullanimi, Tip 2 diyabet, liken planus, 16koplaki,
inflamasyon ve periton diyalizi sitomorfolojiyi etkileyen etmenlerdir.(8)

Uygulanacak adimlar netlestirildikten sonra Canakkale Berberler ve Kuaforler Odasi
Bagkanligi ziyaret edildi. Calisma hakkinda bilgi verilerek, sozli izin alindi ve ¢alismanin
uygulanmasi i¢in destek istendi. Canakkale ilindeki kuaf6rler ve ¢alisanlar1 hakkinda bilgi
alindi. Daha sonraki asamada Oda Bagkanliginin da belirledigi bir takvimle kuaforler yerinde
ziyaret edildi ve goriismeler yapildi. Kuafor galisanlarina bilgi verildi, yazili onam alindiktan
sonra veri toplama asamasina gegildi. Once yiiz yiize goriisme teknigi ile anket formu
uygulandi. Anket formunda yer alan sorular Ek-1’de goriilmektedir.

Ardindan suyla agzini ¢alkalamasi istenen kuaforleden kiigiik abeslang yardimiyla 6rnek
alinarak belirlenen prosediirlere uygun olarak giemsa ile boyandi. Toplanan oral eksfolyatif
hiicreler Comiidam arastirma merkezinde bulunanan ZEN blue edition yazilimli ve Axiocam
503 color kamera atagmanli Zeiss Scope Al 1s1k mikroskop ile 10X biiyiitmede incelendi ve
fotograflar ¢ekildi. Ayn1 hiicrenin iki kez sayilmasini 6nlemek i¢in lama sol {ist koseden saga
ve asagiya hareket ettirilerek asamali olarak bakildi. Fotograflanan hiicrelerden her katilimci
icin 1000 adet hiicre profillemesi yapildi. Yapilan analizlerde mikroniiklei skorlamasi i¢in
Tolbert ve ark.(9)’in kriterleri kullanildi. Bu kriterlere gore sayilacak hiicrelerin dahil
edilmesinde kullanilan parametreler:

(a) Hiicrenin saglam sitoplazmali ve nispeten diiz konumlu olmasi

(b) Komsu hiicreler ile ¢ok az ya da hi¢ bitismemesi

(c) Hig ya da ¢ok az kalint1 igermesi

(d) Normal, saglam piiriizsiiz ve yuvarlak bir niikleer ¢evresinin olmasi
Mikroniiklei tanimlamak i¢in kullanilan kriterler:

(a) Piirlizsiiz ve yuvarlak ¢evre igermesi

(b) Ana gekirdegin gapinin tigte birinden daha az ¢apa sahip olmasi

(c) Renk, doku, yogunluk olarak ¢ekirdege benzer gériiniim igermesi

(d) Cekirdekle ortiisme veya baglantisinin olmamasi



olarak belirlendi. Cift ¢cekirdekli, niikleer tomurcuklu ve anafaz kopriisii igeren hiicreler de
ayrica skorlandi. Bu skorlamalardan elde edilen verilerle MN ortalamalar1 ve anomali oranlari
hesaplandi. MN ortalamasi hesaplanirken MN igeren hiicre sayisi toplam hiicre sayisina
boliindii. Diger anomalilerin hesaplanmasinda da benzer formiiller kullanildi. Kiimelenmis ya
da katlanmis ¢ekirdek veya sitoplazmaya sahip olan hiicreler atlanarak, belirgin hatlar1 olan
hiicreler dlgiime dahil edilmedi. Toplanan gériintiiler, Image J Fiji version 1.54i progami
kullanilarak analiz edildi. Program araciligiyla hiicre niikleuslarina ait niikleer ¢evre (NC),
minimal ¢ap (Capmin), maksimal ¢ap (Capmax), niikleer/sitoplazmik ¢ap (NCD) ve ortlama,
minimum, maksimum sitoplazmik cap degerleri hesaplandi. Ortalama degerler mikrometre
(um) cinsinden kaydedildi.
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Resim 4: Deney grubundaki farkli preperatlardan anomali 6rnekleri, 40x biiyiitme. a.coklu
mikrontiklei, b.tekli mikroniiklei, c.¢ift ¢gekirdekli hiicre, d.anafaz kopriisii, e.niikleer
cikinti.

Deney grubu i¢in Canakkale il merkezinde faaliyet gostermekte olan 5 kuaf6ér salonundan
goniilliiliik esasina gore secilmis 20 katilimcidan 6rnek toplandi. Kuaforlik mesleginde 5
yildan daha az ¢alismis olan 5 katilimcinin, polikistik over hastasi olan 1 katilimcinin, diabet
hastas1 olan 1 katilimcinin ve gut hastasi olan 1 Katilimcinin 6rnekleri istatistiklerin yaniltici
olmasini 6nlemek i¢in degerlendirilme dis1 birakildi. 1 katilimecinin 6rnekleri degerlendirmek
icin yeterli netlikte olmadig1 igin elendi. Her katilimcidan biri sag digeri sol yanaktan olmak
tizere minimum iki siiriintii 6rnegi alindi. lyi drnek toplanamadig diisiiniilen katilimcilarda
ornek alma islemi tekrarlandi. Degerlendirmeye alinan 11 kisilik deney grubuna ve 11 kisilik
kontrol grubuna ait toplam 48 preperat iki farkli arastirmaci tarafindan incelendi.

Elde edilen tiim veriler SPSS 27.0 programina aktarildi. Veri kontrolii ve analizi bu program
tizerinde yapilmistir. Tanimlayici degiskenlerin sunumunda yiizdelik, ortanca, minimum ve
maksimum degerler kullanilmistir. Denek sayilar kiigiik oldugundan ve asir1 uglar nedeniyle
ortalama standart sapma kullanilmamistir. Gruplardan birinde asir1 u¢ deger cok yiiksek
oldugundan (Kontrol grubu sigara igmeyen 1 kisi, Cok mikroniikleili hiicre orani: %0439,83)
degerlendirmeden ¢ikarilmistir. Gruplarda karsilastirilan kisi sayilari ¢ok az oldugundan (sigara



icen 7 kisi igmeye 4 kisi) normal dagilima uymadig1 varsayilarak Mann-Whitney U testi
kullanilmistir. Istatististiksel anlamlilik i¢in p<0,05 kabul edilmistir.

Resim 5: a.Yazili onam alinmasi, b.anket formunun uygulanmasi, c.6rnek toplanmasi,
d.boyama prosediiriiniin uygulanmasi, e.mikroskopta goriintii toplanmasi, f.toplanana
goriintiilerin skorlanmasi

Sonuc¢

Canakkale il merkezindeki kuafor salonlarinda caligmakta olan minimum 5 yil sa¢ boyasi
yapmis kuaforlerden olusan deney grubunun tamami erkektir. Grubun yas ortalamas1 34,18+
9,47(Ortanca: 34, min: 21, maks:49 )’dir. Kuaforlerin meslekteki ¢alisma siireleri ortalamalari
20,73+11,59(0Ortanca: 23,min:5 ,max:37)yildir. Katilimcilarin tamaminin asir1 olmayan alkol
tiketimi vardir. Higbirinin agzinda yara bulunmamaktadir. Bilinen herhangi bir kronik
hastaliklar1 yoktur. Kuaforliik disinda bir meslek yapmamaktadirlar. Katilimcilarin 7 tanesi
sigara i¢mektedir. Sigara icen katilimcilarin giinlik sigara tiiketimi ortalamasi 30,71+
10,96(Ortanca: 30, min:20, max:50) adettir. Sigara i¢cmeyen 4 katilimci vardir. Deney
grubundaki tiim katilimcilardan 4’iin en son bitirdigi okul ilkokul, 3’tin ortaokul, 3’iin lise,
L’nin ise Universitedir. Kuaforlerin mesleklerindeki islemlere ayirdiklari ortalama siireleri
gosteren veriler tablo 1°de yer almaktadir.



Tablo 1: Kuaforlerin, kuafor salonlarinda yapilan islemlerde caligma siirelerine gére dagilimlari
Giinde 5 Giinde Gilinde Ayda  Yilda Sadece

Saatten 3-5 0-3 Birka¢  Birka¢ Bir/Birkag  Hig
Fazla Saat Saat Kez Kez Kez Calisan
Calisan Calisan Calisan Calisan Calisan  Calisan  Kuafor
Kuafor Kuafor Kuafor Kuafor Kuafér — Kuafor Sayist
Sayisi Sayist ~ Sayist1  Sayisi  Sayisi Sayisi
Oreal ile Sag 7 5 1 1 0 0 0
Ac¢ma
Sa¢ Boyama 5 5 0 1 0 0 0
Keratin
Bakim 4 3 1 3 0 0 0
Defrize 1 1 0 2 0 0 7
Brezilya Fonii 3 2 1 1 1 0 3
Perma 4 1 1 2 0 0 3
Ombre veya
Réfle 7 3 0 1 0 0 0
Mizample 3 1 0 1 0 2 4

Tip fakiiltesi akademisyenlerinden ve ¢alisanlarindan olusan kontrol grubunun tamami erkektir.
Kontrol grubunun yas ortalamasi 43,10+ 11,08(Ortanca: 44,5, min:25, max:59)’dir. Tamaminin
asir1 olmayan alkol tiiketimi vardir. Higbirinin agzinda yara bulunmamaktadir. Bilinen herhangi
bir kronik hastaliklar1 yoktur. 7 tanesi sigara igmektedir. Sigara igen katilimcilarin giinliik sigara
tiketimi ortalamasi 24,29+ 9,75(Ortanca: 20, min:10, max:40) adettir. Sigara igmeyen 4
katilime1 vardir.

Hiicrelerde genotoksisite analizi i¢in toplanan oral eksfolyatif hiicreler giemsa ile boyandi ve
her katilimci i¢in 1000 adet hiicre profillemesi yapildi. Normal, mikroniikleus i¢eren, ¢oklu
mikroniikleus igeren, niikleer ¢ikint1 igeren Ve ¢ift ¢cekirdekli olan hiicrelerin kontol ve deney
gruplarinda goriilme oranlarina yonelik ortalamalar tablo.2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Deney ve kontrol gruplarinin anomali oranlari

%o
%o %0 NBC
0,
Gruolar Of;nCE\IC/II\iIn- MUCMN Ortn. %0 BNC Ortn. AC‘)NrtBnC %o toplam anomali
P ) Ortn. (Min- (Min- (Min-Maks) .' Ortn. (Min-Maks)
Maks) Maks) Maks) (Min-
Maks)
52,98(20,55- | 49,11(2,00- | 0,96(0-
KGE 83,00) 273.97) 1,98) 0,977(0-13,70) | 0(0-0) | 106,150(45-308,220)
36,38(8,78- | 64,57(2,93- ) 3,91(0,98- 0(0- 129,740(13,660-
DGE 78.28) 235,76) | 0(0-11,98) 15,86) 1,96) 257,74)
P 0,142 0,749 0,671 0,224 - 0,848
23,85(11,56- | 19,88(12,72- ) ) ) 43,737(27,750-
KGM 37.12) 30,37) 0(0-1,16) 0(0-2,31) 0(0-0) 67.490)




39,15(18,74- | 24,90(13,51- | .~ 3.11(0,90- _ 79.635(35,140-
DGM 78.40) 143.98) | 20099 10,36) 0(0-0) 206,810)
0 0,480 0,480 0,659 0,154 : 0,289

KGE: kontrol grubu sigara igenler, KGM: kontrol grubu sigara igmeyenler, DGE: deney grubu sigara i¢cenler, DGM: deney grubu sigara igmeyenler.
N:toplam hiicre, CMN: tekli mikroniikleus igeren hiicre, MUCMN:¢oklu mikroniikleus i¢eren hiicre, NBC:niikleer ¢ikinti i¢eren hiicre, BNC: ¢ift
cekirdekli hiicre, ANBC: anafaz kopriisii igeren hiicre

Fotograflanan hiicrelerden rastgele se¢ilen kisi basi 60 hiicre sitomorfoloji analizleri i¢in
degerlendirilmistir. Degerlendirilen hiicrelerden elde edilen niikleer ¢evre (C), niikleer
minimal ¢ap (Capmin) ve niikleer maksimal ¢ap (Capmax) niikleer/sitoplazmik ¢ap (NCD)
verilerinin mikrometre (um) cinsinden ortalamalar1 ve bu ortalamalarin deney — kontol
gruplarma gore degisimi tablo.3’de goriilmektedir.

Tablo 3: Deney ve kontrol gruplarinin sitomorfoloji

Gruplar NC+SD Cmint Cmax+ NCD+  SC+SD Smint Smax+SD
SD SD SD SD
KGE  10,0:80,6 6,5:0,9 14,4+12 0,17+0,03 59,9+7,4 355451 87,2+13,4
DGE  9,6+0,6 63+0,5 13,5£1,2 0,16+0,01 60,9+4,0 357+3,0 91,6+16,2
p 0338 0482 0,180 0,325 0,749 0,655 0,949
KGM  104+1,9 6,1+0,8 17,5+8,8 0,16+0,03 635+10,9 351+7,8 102,2+13,5
DGM  9.5+0,9 63+12 13,6+1.4 0,19+0,04 54,1498 33,0496 91,8+3,7
p 0,724 0,724 0,724 0,212 0,157 0,480 0,157

KGE: kontrol grubu sigara i¢enler, KGM: kontrol grubu sigara icmeyenler, DGE: deney grubu sigara igenler, DGM:
deney grubu sigara igmeyenler. N:toplam hiicre, NC: ortalama niikleer ¢ap, Cmin: minimum ¢ekirdek ¢api, Cmax:
maksimum ¢ekirdek ¢ap1, NCD: niikleer/sitoplazmik ¢ap, SC: ortalama sitoplazmik ¢ap, Smin: minimum sitoplazmik ¢ap,
Smax: maksimum sitoplazmik cap

Hiicre yapisindaki ve genetik materyaldeki atipik durumlarin tespiti, klinik a¢idan tehlikeli bir
tabloya varmadan once muhtemel kanserojenik risklerin belirlenmesi i¢in dnemlidir.
Biyoizleme yontemlerinin ¢iktilar1 dogrudan kanser sonucuna gotiirmemekle birlikte riskli
durumlara isaret eder. Bu caligmada genetik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir
biyoizleme yontemi olan buccal smear yontemi bir halk sagligi caligmasina entegre edilmistir.
Canakkale il merkezinde ¢alisan kuaférden toplanan eksfoliyatif oral hiicreler MN analizi ve
sitomorfoloji 6lgimler i¢in kullanilmigtir. Bu 6l¢timler sonucunda elde edilen MN degerleri
literatiire kiyasla oldukga yiiksek (6)iken sitomorfoloji 6l¢iimleri biraz yiiksektir(10). Bu
farkin olusmasinda c¢alisma grubunun ileri yas grubundan olmasi, sigara icen kuafor sayisinin
cogunlukta olmasi ve aragtirmanin kesitsel tipte planlanmasi etken olabilir. Arastirmanin daha
biiyiik gruplarla tekrarlanmasi aragtirma bulgularini destekleyecek bulgular elde edilmesini
saglayabilir.

Ciktilar
Bu rapor tiibitaka sunulduktan sonra elde edilen verilerle arasgtirma makalesi yazilacak ve
ogrenci kongresinde sunulacaktir.



Harcama Kalemeleri

Calisma biitgesiyle temin edilen sarfiyat malzemeleri: lam, lamel, fenol red, pasteur pipet,
abeslang, thoma lami, orsein. Pap boyasi biit¢ce dahilinde temin edilememistir. Yerine
arastirmacilarin biit¢esiyle giemsa alinmistir. Bunlar disindaki malzemeler arastirmacilarin
halihazirda elinde bulunmaktadir. Proje kapsaminda arastirmacilara verilen biit¢ce 4.000tl,
proje kapsamindaki toplam harcama 4667,27 tI’dir. Yapilan harcamalar1 gosteren fatura EK-
2’de yer almaktadir.
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