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OZET

Kayis1 basta olmak iizere islenmis gidalarin pek ¢ogunda koruyucu madde
olarak kullanilan kukdrt dioksit (SO,), toksisitesi bilinen genel bir hava kirleticisidir.
Malatya ve yoresinde kayisi tarimi ve isletmesi ile ugrasan insanlar SO, gazina
maruz kalmaktadir. SO, maruziyetinin solunum yollar1 hastaliklarina, kansere hatta
yuksek dozda 6lime neden oldugu bilinmektedir. Bu g¢alismada, SO,’nin olasi
genotoksik etkileri, insan lenfosit kromozomlarinda, kromozom aberasyonlari (KA),
kardes kromatid degisimleri (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri kullanilarak
arastirildi. SO; 0.05, 0.50 ve 1.00 ppm olmak {izere ii¢ farkli dozda uygulandi. SO,
uygulanan tiim konsatrasyonlarda KA olusumunu tetikledi. Ayn1 sekilde uygulanan
maksimum ve orta dozlarda KKD ve MN frekanslarinda anlamli bir artis gozlendi.
SO, tim uygulama gruplarinda hiicre biiyiime ve proliferasyon kinetiklerinden
mitotoik indeksi (MI) ve replikasyon indeksini (RI) azaltti. Sonug olarak SO, in vitro
sartlarda uygulanan dozlarda mutajenik etki gostererek malignansiye yol agabilecek

hasarlara neden oldu.

Anahtar Kelimeler: Kiikiirt dioksit, kardes kromatit degisimi, kromozom

aberasyonlari, mikrontikleus, genotoksisite
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF SULFUR DIOXIDE

Sulfur dioxide (SO2) which used as food preservative in apricot sulfurization and
several fabricated foods is a common air pollutant. Workers involved in apricot
sulfurization inhale SO, gas during the sulfurization processes. It is known that
exposure to SO, gas cause diseases of pulmonary, cancer and also mortality at high
dosage. In this study, possible genotoxic effects of SO, were evaluated on human
lymphocyte chromosomes using chromosome aberrations (CA), sister chromatide
exchanges (SCE), micronucleus (MN) and cell growth kinetics as parameters. SO,
treated three different concantrations as 0.05, 0.50 and 1.00 ppm dosage. SO,
induced CA at all concantrations. Similary there was a significant increase in the
frequency of SCE and MN in middle and high dosage groups as compared to control
group. SO, decreased mitotic index and replication index at all concantrations. In
condution, SO, has potent mutagenity and it can cause genetic damage leading to a

malignancy.

Key Words: Sulfur dioxide, sister chromatide exchanges, chromosome aberrations,

micronucleus, genotoxicity



vii

ICINDEKILER

ONAY SAYFASI ..o i
TESEKKUR ..ottt sttt \Y
OZET ettt bbbttt \%
ABSTRACT ..o vi
ICINDEKILER ....oocviiiiiiiicisiiesice e vii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ......cccoooviiiiiiieece e, X
SEKILLER DIZINI.....cociiiiitieecceeeeeeeeee ettt Xi
TABLOLAR DIZINT ...ooiiiiiiiiiiiieie e Xiii
Lo GIRIS oottt ettt 1
2. GENEL BILGILER ..........co.coooiiiiiiiiiiss s 3
2.1, KGKUGE TN TATTIGEST «veeuvviiiiieiiie ittt 3
2.2. Kiikiirt’iin Kimyasal OZelliKIETi...........ccovvvevercreiieeiescreieceeiesesee e 3
2.3. KUKUrt DIOKSIt (SO2) GAZL....cviveiiiiiiieieisieieiee et 6
2.3.1. Kiikiirt ve Kiikiirt dioksit’in Kullanim Alanlart...........ccoccoviiiiiiiniiiciee, 6
2.3.2. Kiikiirt Dioksit’in Toksik EtKileri.........cccooviiiiiiiiiiciiiciceee e 8
2.4. Malatya’da Kiikiirt dioksit Kullanimi ...........cccoooiiiiiiiecc 15
2.5. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) .......ocoiiiiiiiiii e 17
2.5.1. Kardes Kromatid Degisimi Analiz YOntemleri..........cooeeverveniieiieiieenieeiene 18
2.5.2. Kardes Kromatid Degisimi Yo6ntemini Etkileyen Faktorler .............ccccooeeee. 20
2.6. Replikasyon Indeksi (RI) ......ccccvvvieeriueveiiiieeieieeseccete e, 22
2.7. Kromozom Aberasyonlart (KA) .......cccoiiiiiiiii e 24
2.8. MItOtiK Indeks (ML) .......cocuveriieceeieieieececee ettt 26
2.9. MIKronUKIEUS (M) .....couiiiiiie et ereas 26
3. GEREC VE YONTEM .....cocooiitiiiiectee ettt 29
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlart .............cccoovviieninnnnnn 29
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ............ccocoiiiiiiiiiiiicec e 29
3. LLL. KUKUI DIOKSIE. ... 29
3.1.1.2. Siklofosfamid (Cyclophosphamide) ..., 29
3.1.1.3. Kromozom MEAYUMU ........ccueiuiriiiiiieieiesie ettt 29

00 O I T (] 1 131 o PP 30


Nihal%20SON3.doc#_Toc294251916#_Toc294251916
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251917#_Toc294251917
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251918#_Toc294251918
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251919#_Toc294251919
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251920#_Toc294251920
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251921#_Toc294251921
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251922#_Toc294251922
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251923#_Toc294251923
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251924#_Toc294251924
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251925#_Toc294251925
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251926#_Toc294251926
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251927#_Toc294251927
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251928#_Toc294251928
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251929#_Toc294251929
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251930#_Toc294251930
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251931#_Toc294251931
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251932#_Toc294251932
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251933#_Toc294251933
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251934#_Toc294251934
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251935#_Toc294251935
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251936#_Toc294251936
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251937#_Toc294251937
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251938#_Toc294251938
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251939#_Toc294251939
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251940#_Toc294251940
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251941#_Toc294251941
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251942#_Toc294251942
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251943#_Toc294251943
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251944#_Toc294251944
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251945#_Toc294251945

viii

3115, HIPOONIK ..ot 30
L1, FIKSALIT ... 30
3.1.1.7. 5-Bromo-2'-deoxyuriding (BrdU)..........cccceiverriiiiieeieeie s 30
3.1.1.8. SOrensoN TaMPONU ....cccuveeiiieieiieieiieeesiieesieeesbee e e e ineessee e 30
3.1.1.9. SSC (Standart Saline Sitrat) EriyiZi.......cccoovriviriiiiiiiiiiiienieneee e 31
3.1.1.10. PBS (Phosphate Buffered Saling) ...........ccoovviiiiiieniiiiieneee e 31
BLLLL. 1L GUBIMISA. ..ttt bt 31
B LL22 ENTEIIAN o 31
3.1.1.13. CYtOChAIASIN B ... 32
UL L LA THIPSIN ettt bttt bbbt 32
3.1.2. Kullanilan Deney EKipmanlari..........c.cccooviiiieiiiniiiiicicc e 32
3.1.2.1. Analytik Jena Multi EA UV Dedektorii Kiikiirt Tayin Cihazi.............ccoc.eee. 32
3.1.2.2. HASSAS TEIAZI ..c.vvevienieiiieiee sttt bbbt 32
312,30 SANIITTUJ ...t 32
3.1.2.4, MIKIOSKOP ..ottt ettt re e te e e nre s 32
I T (7)1 Vo) o 32
3.1.2.6. Flow Kabin (Steril Kabin) ..o, 33
3 127, SU BANYOSU ...ttt 33
3128 PH MELIE .o 33
B.L.2.9. WOITEKS ...ttt 33
3.2, Cal1SMA PLANT ..ooiuviiiiiii i 33
3.3. SO, Uygulanmasi ve doz belirlenmesi...........cccovviiiiiiiiiiee, 34
3.4, KU 1S1EMICTT ..o 34
3.5. Besi Yerlerinde Kiikiirt Dioksit Konsantrasyonlarinin Olgiilmesi ..................... 34

3.6. Kardes Kromatid Degisimini ve Kromozom Aberasyonlarin1 Saptamak

Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire Ilave

Edilmesi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler ...... 36
3. 6. 1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi1 ve Preparatlarin Hazirlanmasi ... 36
3.6.2. KKD Preparatlarinin Boyanmast ..........cccccevieiiiiiiiiiieiiieeccsee e 37
3.6.3. KA Preparatlarinin Boyanmast ...........cccooveiiiiiiiiiciiccseeee e 38
3.6.4. Mikroskobik INCEIEME. .........cevrvieirivereiiiiicie e, 38

3.6.4.1. KKD ve Replikasyon Indeksi (R1)'nin Saptanmast.............cccceuevevevrecrennnn. 38


Nihal%20SON3.doc#_Toc294251946#_Toc294251946
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251947#_Toc294251947
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251948#_Toc294251948
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251949#_Toc294251949
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251950#_Toc294251950
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251951#_Toc294251951
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251952#_Toc294251952
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251953#_Toc294251953
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251954#_Toc294251954
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251955#_Toc294251955
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251956#_Toc294251956
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251957#_Toc294251957
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251958#_Toc294251958
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251959#_Toc294251959
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251960#_Toc294251960
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251961#_Toc294251961
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251962#_Toc294251962
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251963#_Toc294251963
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251964#_Toc294251964
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251965#_Toc294251965
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251966#_Toc294251966
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251967#_Toc294251967
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251968#_Toc294251968
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251969#_Toc294251969
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251970#_Toc294251970
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251970#_Toc294251970
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251970#_Toc294251970
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251971#_Toc294251971
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251972#_Toc294251972
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251973#_Toc294251973
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251974#_Toc294251974
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251975#_Toc294251975

3.6.4.1.1. KKD Sayisinin Saptanmasl...........ccceveerrieniririeiennnieseesree e 38
3.6.4.1.2. Replikasyon Indeksi (R1)'nin Saptanmast ...........ccccevevevevererrererereneceeeenennnes 39
3.6.4.2. Kromozom Aberasyonlarinin ve Mitotik Indeksin Saptanmast.................... 41
3.6.4.2.1. Kromozom Aberasyonlarinin Saptanmast ..........cceeeerveerrveeniiessinnesnineennns 41
3.6.4.2.2. Mitotik Indeks (M1)'in Saptanmast ............ccevevevrirerercrersneresiesesesesesennns 41

3.7. Mikroniikleus (MN) Sikligin1 Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire Ilave Edilmesi, Preparatlarin
Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler.............cocoovvvvvvrvivineensnennnn, 42

3.7.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire ilave Edilmesi ve

Preparatlarin Hazirlanmast.........c.cooviiiiiiiiicice e 42
3.7.2. Preparatlarin BOYanmast .........ccooviiieiiiieiieiiiesiee e 43
3.7.3. Mikroskobik INCEIEME ...........ccovviviiiiieircieriiceccieie e 43
3.7.3.1. MN Say1Sinin Saptanmast..........ccceerreereerrienernneeseesreesee e see e ssnee e 43
3.8. IStatiStiKSEl ANALIZ......cvvviviiecicicee ettt 44
4. BULGULAR ..o 45
4.1. Besiyerlerinde SO, miKtart deZiSimi......cererverirerisininieiese e, 45
4.2. SO, nin Kardes Kromatid Degisimi Uzerindeki EtKileri........ocooovvevevrvrrevennnnne, 46
4. 3. SO,’nin Kromozom Aberasyonlar1 Olusumu Uzerindeki Etkileri..................... 48
4. 4. SOy’ nin Mikroniikleus Siklig1 Uzerindeki BtKileri..........coocovevevivriceivererinnnne, 53
4. 5. SO, nin DNA Replikasyonu ve Mitoz Béliinme Uzerindeki Etkileri ............... 55
5. TARTISMA ..o 56
5.1. SO, nin Hiicre BOIUNMEST UzZerinNg EtKISi.....cvoveveeeeeeieeeeeeeeeeeee e eeen s 58

5.2. SO2’nin insan Lenfosit Hucrelerinde Kromozom Aberasyonu, Kardes Kromatid

Degisimi ve Mikroniikleus Olusumu Uzerine Etkileri...........................c.o.... 58
6. SONUC VE ONERILER.............c.cooiiiiiieceeee e, 62
KAYNAKLAR ettt et st b e te e sneeanbeennee s 63

(0746321014 (ST 73


Nihal%20SON3.doc#_Toc294251976#_Toc294251976
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251977#_Toc294251977
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251978#_Toc294251978
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251979#_Toc294251979
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251980#_Toc294251980
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251981#_Toc294251981
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251981#_Toc294251981
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251981#_Toc294251981
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251982#_Toc294251982
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251982#_Toc294251982
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251983#_Toc294251983
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251984#_Toc294251984
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251985#_Toc294251985
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251986#_Toc294251986
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251987#_Toc294251987
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251988#_Toc294251988
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251989#_Toc294251989
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251990#_Toc294251990
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251991#_Toc294251991
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251992#_Toc294251992
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251993#_Toc294251993
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251994#_Toc294251994
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251995#_Toc294251995
Nihal%20SON3.doc#_Toc294251996#_Toc294251996

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BrdU : 5-Bromo-2 deoxyuridine

Cyt-B : Cytochalasin B

FAO/WHO : Gida Katki Maddeleri Ortak Uzmanlar Komitesi

KA : Kromozom Aberasyonu
KKD : Kardes Kromatid Degisimi
MI : Mitotik indeks

MN : Mikronukleus

RI : Replikasyon Indeksi

SO, : Kikurt dioksit

UNEP : Birlesmis Milletler Cevre Koruma Ajansi



Xi

SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Kiikiirt Dioksit Konsantrasyonu ile Akciger Hastalar1 Arasinda iliski ..... 10
Sekil 2.2. Taylor ve arkadaslarina gore radyoaktif timidin varliginda DNA
FEPITKASYONU . ..ttt bbbt 18
Sekil 2.3. Deoxytimidi ve Bromodeoxyuridin'in halkasal yapilari .............cccceene..n. 19

Sekil 2.4. BrdU' nun DNA yapisina girmesi ile 1. 2. ve 3. mitoz bdliinmeyi gegiren
hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi . ..........cccocoeeiiiiiiiiiiiiinnnnn, 24
Sekil 2.5 Mikroniikleus olusumu a) Anafazda geri kalan kromozomlarin olusturdugu
MN b) Asentrik kromozom fragmentlerinden kdken alan MN ve sentromerleri ile
hiicrenin kars1 kutuplarina g¢ekilen disentrik kromozomlardan niikleoplazmik kopri
OJUSUIMIUL . .ttt sttt e e bt e e b e e e bb e e s be e e e nbneeenes 28
Sekil 3.1. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak
(0TI T ] g T=T] SRS 399
Sekil 3.2. Birinci Mitoz Boliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlan . ... 40
Sekil 3.3. ikinci Mitoz Béliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari . .... 40
Sekil 3 4. Ugiincii Mitoz Boliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari . . 41

Sekil 4.1. Minumum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde 1

Kromatit KITIZL .ooveeirieeccec s 499
Sekil 4.5 Orta dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromatit

Sekil 4.6. Maksimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
Kromatit KITIZ1 .ooveiieieeeiee e 50
Sekil 4.7. Minimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde

dISENITK OIUSUIN ....eiiiiiieciiic et e e aa e e aene e 511



Xii

Sekil 4.8. Orta dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde disentrik

Sekil 4.9. Maksimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
LIRS 41 o) 10 ] ' o SRR USRRRR 522
Sekil 4.10. Maksimum dozda SO; ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
PONIPIOIA .. 52
Sekil 4.11. Orta dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
MikronUkleuslu iceren binUKIEEr NUCIe . ......ccovviieiieececee e 544
Sekil 4.12. Maksimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde

iki Mikrontkleuslu igeren biniikleer hiicre ..............ocoiiiiiiiiiiii i o4



Xiii

TABLOLAR DIZINI

Tablo 2.1. Kikirt elementinin periyodik cetvelde gosterimi ...........cccccvvvevveieieennnn, 4
Tablo 2.2. Kiikiirt Dioksitin insan Saglig1 Uzerine EtKisi .........ccccooevervirererierernieennnn. 12
Tablo 2.3. Kiikiirt dioksitle lgili Sinir Degerleri.......ccovvvriirerrirereriresieiereeeisseaens 13
Tablo 3.1. CaliSMa Plani .........cccveiiiiieiieie e 33
Tablo 4.1. Farkli dozlarda uygulanan SOj;’nin Analytik Jena Multi EA UV
Dedektorlii Kiikiirt Tayin Cihazinda OIGHIMES ......c..ccvvvvevevieiierieeieieceeeeie e, 45

Tablo 4.2 Degisik dozlarda SO;’nin 72 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde hiicre basina diisen ortalama KKD Sayis1. .......ccceovvriieiieiiienienieenne 46
Tablo 4.3. Degisik dozlarda muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KA
(Y10 70 [T S PS 49
Tablo 4.4. Degisik dozlarda 72 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
MN'li binUKIEEr RUCIE. ....c.oviiiiiiic s 53

Tablo 4.5. Degisik dozlarda muamele edilen insan periferal lenfositlerinde RI ve MI


Nihal%20SON3.doc#_Toc294252596#_Toc294252596
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252597#_Toc294252597
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252598#_Toc294252598
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252599#_Toc294252599
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252600#_Toc294252600
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252600#_Toc294252600
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252601#_Toc294252601
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252601#_Toc294252601
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252602#_Toc294252602
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252602#_Toc294252602
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252603#_Toc294252603
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252603#_Toc294252603
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252604#_Toc294252604
Nihal%20SON3.doc#_Toc294252604#_Toc294252604

1. GIRIS

Malatya ve yoresi kayist yetistiriciligin onemli merkezidir. Kayisilarda
kuruma sirasindaki renk kararmalarini Onleyerek tabii rengini korumak, kuruma
stiresini kisaltmak, boceklenmeyi 6nlemek ve muhafaza siiresini artirmak amaciyla
kiikiirtleme (islimleme) islemi yapilmaktadir. Islimleme genellikle kayis1 bahgelerine
insa edilen, iyi izole edilmis kiikiirtleme odalarinda (islim odasi1) gergeklestirilir. Bu
islem sirasinda kayisilar 8-10 saatlik bir siire boyunca SO,’e maruz birakilir. islem
bittiginde, kiikiirtleme odasinin kapist agilir ve yaklasik 30-60 dakika sureyle oda
havalandirilir. Bu siirede odanin ¢evresine yogun olarak SO, gazi1 yayilr.
Kiikiirtleme islemi her y1l temmuz ay1 boyunca yapilir. Bunun yani sira kayisi isleme
ve paketleme fabrikalarinda is¢iler yilin her déneminde kiikiirt ve SO, gazina maruz
kalmaktadir (1).

Kiikdirt ve kiikdirt tiirevleri havaya karigarak akut ya da kronik zehirlenmelere
neden olmaktadir. Bazi is kollarinda ¢alisan is¢ilerin maruz kaldiklar irritan bir gaz
olan SO, ayn1 zamanda hava kirliligi olusturan gazlardan birisi olmasi nedeniyle ¢ok
daha fazla sayida insani etkileyebilme potansiyeline sahiptir. Kiikiirt goz, solunum ve
sindirim mukozalari i¢in irritandir. Yogun maruz kalmalarda karin agrilari, kusmalar
ve diyare olusur. Seyrek olarak methemoglobinemi ya da metabolik asidoz olusturur
(2). Bununla birlikte konjonktivit, korneal hasar, katarak, sinuzit, amfizem,
trakeobronsit, bronsektazi gibi semptomlar gorulir (3). SO, gibi suda gok ¢ozunir
gazlar, genellikle burundan daha uzaga gecemediklerinden toksisiteleri diisiiktiir.
Buna karsin, partikiiler ve aerosoller iizerine absorbe oldugunda, nazofarenks bolgeyi
asip akciger derinliklerine ulasarak zararli etkiler olusturabilmektedir (2).
Epidemiyolojik c¢aligmalar akciger kanseri de dahil olmak iizere solunumla ilgili
bir¢ok hastaligin SO, ile iligkili oldugunu gostermektedir (4,5).

Genotoksisite testleri, etki mekanizmalarina gére in vivo veya in vitro olmak
uzere iki grupta incelenmektedir (6,7). Genotoksisite testleri molekdiler ve kromozom
dizeyinde olabilmektedir. Molekdler dizeydeki genotoksisite ¢alismalarinda; DNA
hasarimin direkt belirlemek i¢in yapilan Komet testi, tamir edilebilir DNA hasarinin
belirlenmesinde Programlanmamis DNA Sentezi (UDS), Ames testi ve Drosophila

testleri kullanilmaktadir. Kromozom diizeyinde genotoksisite arastirmalarinda ise



sitogenetik testler olan kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom aberasyonlari
(KA) ve mikroniikleus (MN) analiz metotlar1 kullanilmaktadir. KKD, DNA ¢ift
zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon ile onarilmasini gosteren, kardes
kromatidlerin  homolog lokuslar1 arasinda DNA replikasyon iiriinlerinin
degisimidir (8). Kromozom aberasyonlarinin ortaya ¢gikmasina DNA diizeyindeki bir
hasar neden olabildigi gibi DNA'daki ¢ift zincir kiriklarinin onarilamamasi ya da
yanlis onarilmasina neden olabilmektedir (9). Genetik materyalde olusan hasar, MN
olusum siklig1 ile degerlendirilmektedir. MN'ler, hiicrenin mitoz boliinmesi esnasinda
olusan, esas c¢ekirdege dahil olmayan, sentrik veya asentrik kromozom
fragmentlerinden koken alan olusumlardir (10,11).

SO, ’nin birgok in vitro ve in vivo olarak genotoksik ve sitotoksik olabilecegi
test sistemleri kullanilarak gosterilmistir (4, 12-18).

Bu caligmada Malatya ve yoresinde kuru kayisi iiretiminde yaygin olarak
kullanilan SO, gazinin fakli konsantrasyonlarda insan lenfositlerine olasi genotoksik
etkileri, in vitro sartlarda, KKD, MN, KA, MI ve RI gibi sitogenetik parametreleri

kullanarak arastirilmasi1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kiikiirt’iin Tarihcesi

Kikdrt eski zamanlardan beri bilinen kimyasal bir maddedir. Pagan
kabilelerinin, seytan ruhlarmi kovmak ig¢in kikiirt yaktiklart bilinmektedir (19).
Kiikiirdiin  kimyasal bir element oldugu 1777'de Lavoisier tarafindan ortaya
atilmigtir. 1810'a dogru Gay Lussac ile Thenard tarafindan deneysel olarak
dogrulanmistir. Uzun bir siire Fransiz bir sirket, Sicilya’daki kiikiirt yataklarindan
kiikdirt iiretimi yaparak diinya kiikiirt ticaretinde dnemli bir rol oynamistir. 1914’den
once Amerika’da Gulf bolgesinde kiikiirt yataklart bulunmasina ragmen kiikiirt
yataklarmin iizerinde bulunan kum tabakalar1 dolayisiyla kiikiirt yataklarini isletmek
giic olmustur. SO’ nin tiirevi olan siilfiirik asit (H2SO,) 1914°den dnce ABD’de
piritin kavrulmasiyla ve bakir hanelerden elde edilen SO;’den iiretilmistir. Louisiana
ve Texas yataklariin isletilmesi Frasch prosesi sayesinde olmustur (19). Bugiin
diinyadaki kiikiirt tiretiminin biiyiik oran1 Frasch prosesi ile Lousiana ve Texas’dan

yapilmaktadir (19).

2.2. Kiikiirt’iin Kimyasal Ozellikleri

Kiikiirt tatsiz, kokusuz bir katidir, 1s1 ve elektrigi iyi iletmez. Kiikiirt
isitildiginda 113° C dereceye dogru eriyerek agik sar1 bir sivi verir, 220°C dereceye
dogru kararir ve akigkanligini yitirir. Suda ¢éziinmemesine karsin benzende hafifce
¢oznlr ama en 6nemli ¢ozlcus karbon sulfurddr.

Kikdrt kimyasal olarak oksijenle birgok benzerlik gosterir ve bilesmelerde
oksijenin yerine geger. Ancak daha az elektronegatiftir. Metaller, oksijenle oldugu
gibi kiikiirt buharinda yanarak siilfiirleri meydana getirir. Demir talas1 ve kiikiirt
cicegi hafifce 1sitildiginda akkor hale gelerek yapay demir siilfiirline doniisiir.
Kikdrt, oksijen ve halojenlere kars1 elektropozitiftir. Reaksiyon verme kabiliyeti
oldukea iyi olup soy gazlar hari¢ diger elementlerin hepsi ile reaksiyon verir. Kiitle

numaralar1 29 ile 38 arasinda degisen dokuz izotopu vardir.



Tablo 2.1. Kikdrt elementinin periyodik cetvelde gosterimi
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Kiikiirt dogada yaygin olarak bulunan bir elementtir. Bir kismi elementel
halde; bir kism1 ise bilesik halindedir. Yerkiirenin % 0.052’sini olusturur. En 6nemli
kiikiirt yataklariin bulundugu Sicilya, Louisiana ve Japonya'da eski volkanlarin
yakininda, al¢1 tas1 ya da kire¢ tast katmanlar1 arasinda dogal halde bulunur.
Elementel halde, Tiirkiye’de, Amerika’da, Italya ve Ispanya’da bulunur.
Yurdumuzdaki en 6nemli kiikiirt yatagi Keciborlu’dadir.

Cogunlukla metallerle birlesmis olarak goriiliir; demir, bakir, kursun, ¢inko
stlfurler ve kalsiyum sulfat bu metallerin en dnemli cevherleridir.

Maden komiirlerinin destilasyonu sirasinda olusan hidrojen siilfir (H,S)
oksijen ile reaksiyona girerse elementel kiikirt elde edilir:
2H; S+0O, ® 2H,0+2S

Pirit (FeS;) onemli bir kiikiirt kaynagidir. Piritten elde edilen kiikiirt dioksit
hidrojen sulflr ile reaksiyona girerse serbest kikurt elde edilir:
SO, +2H, S ® 35+2H,0

Kukdrt dioksit, karbon monoksit ile reaksiyona sokulursa yine kuikurt elde
edilir:
SO, +2CO ® S+2CO;

Kiikiirt oda sicakliginda sadece flour ve civa ile reaksiyon verebilir. En
onemli bilesigi siilfat asidi (H,SO,4)’dir. Kiikiirt dioksitin su ile reaksiyonundan sulfit
asidi elde edilir:

SO, +H, 0 ® H, SO3

Silfit asidi; yogunlugu 1,03 g/cm3 olup suda ¢dzlinen ve kendisine has bir
kokusu olan renksiz bir sividir. Kararsiz olup hava ile okside olarak H,SO,’e
doniisebilirken SO, fazlalig1 nedeniyle bozunabilir. Organik bilesiklerin sentezinde,
analitik kimyada, saman ve kumaslarin agartilmasinda, kagit sanayinde beyazlatici
olarak, metalurjide, meyve ve yiyeceklerin saklanmasinda, parafinlerin

rafinasyonunda ve sulfit bilesiklerinin elde edilmesinde kullanilir.



Kakirt monoklorir (dikukartdiklorur) formali S,Cl, olan, iyi bir kikurt
halojen bilesigidir. Erimis kiikiirt i¢inden klor gazi gegirilerek elde edilir. Sarimsi-
kirmiz1 renkte olup, keskin pis bir kokusu vardir. -82°C’de donar ve 138°C’de
kaynar. Su ile kolayca ¢6ziinebildigi gibi organik ¢oziiciilerde de ¢oziiniir. Organik
maddelerin ve bazi yaglarin klorlandirilmasinda, mobilyada kullanilan kuruyan
yaglarin elde edilmesinde, yaglarin ve kaugugun soguk vulkanizasyonunda, silah
yapiminda, bocek 6ldiiriicii olarak ve sekerin saflastirilmasinda kullanilir.

Tiyonil klorur; kukurt oksiklorir olarak da bilinir, formilia SOCI,’dir.
Organik sentezlerde Kklorlama vasitasi olarak, A vitamininin, antihistaminiklerin,
boyalarin elde edilmesinde kullanilir. Renksiz ya da kirmizi sividir. Deriyi yakar ve

su ile bozunur. Buhari da saglik i¢in zararhdir.

2.3. Kukurt Dioksit (SO2) Gazn

Kiikiirt dioksit ise; renksiz, bogucu ve asidik bir gazdir. Kimyasal formuli
SO, olup, molekuler agirligr 64.054 g/mol, yogunlugu 2.551 g/L, erime noktas1 -72,4
°C (200,75 K), kaynama noktas1 -10 °C (263 K), suda ¢oziintirliigii 9.4 g/100 mL ve
asitligi (pKa) 1.81°dir.

Suda bol miktarda ¢ozunerek sulfit asidini meydana getirir. Alkol ve eterde
¢cozlnlr. 0°C’ de spesifik giavitesi 1,43’tiir. Sivi SO, elektrik akimi iletmez.
Atmosfer basincinda -10°C’ de kaynar ( 20).

Atmosferik SO, ’nin yaklasik yarisi dogal emisyonlardan kaynaklanmaktadir
(UNEP,1994). SO,; komur ve fuel-oilin yapisinda dogal olarak bulunan kikirt
bilesiklerinin yanmasi, endiistriyel prosesler, 1sitnma amacl kullanilan evsel yakatlar,
termik santraller ve belli bir miktar da dizel yakith tasitlarin kullanim1 sonucu agiga
ctkmaktadir. SO, ' nin atmosferik konsantrasyonlari, evsel 1sitma amaciyla komiir
kullaniminin yaygin oldugu sehirlerde ve endiistriyel alanlarin ¢evresinde yiiksektir
(21).

2.3.1. Kiikiirt ve Kiikiirt dioksit’in Kullamim Alanlar

Kiikiirdiin yaygin bir kullanim alani1 vardir. Ham kiikiirdiin biiyiik bir kisma,
kikart dioksit gazi, sulfirik asit, karbon sulfur, tiyosulfat vb. tiretiminde kullanilir.

Siilfiirik asit tiretiminde yilda tonlarca kiikiirt kullanilmaktadir (22).



An kiikiirt, kara barut, havai fisek ve Kkibrit yapiminda, kaugugun
kikurtlenmesinde, ebonit Uretiminde, baglarda goriilen killeme hastaligina karst
yapilan kiikiirtleme ile deri hastaliklarinin tedavisi i¢in hazirlanan pomat ve
sampuanlarin yapiminda kullanilir. Kiikiirt, hem dahilen hem de haricen kullanilan
bir halk ilacidir. Uyuz ve egzamada mangal kiiliiyle karistirilan kiikiirt, zeytinyagiyla
karistirilarak hasta bolgeye siirtiliir. Alerjiye karsi toz kiikiirt, leblebi unu ya da balla
karistirtlarak hastaya yedirilir. Yaniklarda bir miktar kiikiirt kirecle karistirilip pomat
haline getirilerek deriye surullr. Kulak hastaliklarinin tedavisinde ve ayrica gebeligin
sonlandirilmasinda kullanilmaktadir. Ayrica Anadolu'nun bazi yorelerinde hayvan
uyuzunda ve hayvanlarin mide bagirsak parazitlerini = disirmede de
yararlanilmaktadir.

Doérde bir oraninda kiikiirt ve kursun asetat karistirilarak olusturulan madde,
bitkisel parazitlere ve hasarata karsi kullanilir. Tipta ilag yapiminda kullanilan
kiikiirt, lastik endiistrisinde lastiklerin sertlestirilmesinde dnemli bir yer tutar (22).
Distan siiriildiigli zaman (losyonlar, merhemler) asalaklari 6ldiiriicti, seboreyi
giderici ve keratin eritici 6zellikler gosterir. Bircok maddenin molekdlerinde bir ya
da bircok kiikiirt atomu bulunmasi bu maddelere bakteri oOldiiriicii 6zellikler
kazandirir.

Kisi basma diisen yillik kiikiirt tiiketimi Amerika’da 45 kg, Avrupa’da
ortalama 32 kg, Hindistan’da 0,9 kg’ dir. Uretilen kiikiirdiin % 86’s1 siilfat asit
tiretiminde, bu asidin de % 47’si giibre imalatinda kullanilir. Celik ve petrol
sanayindeki islemlerde, kaucuk iiretiminde, boyalarda, sentetik fiber iiretiminde,
katalizOr olarak deterjan, sentetik regine birgok organik ve anorganik maddelerin
yapiminda kullanilir. Ziraatta bocek ve mantar 6ldiirmede ve radyoizotop olan S-35
birgok  bilimsel arastirmada kullanilir (23). Yaglarin ve yiyeceklerin
beyazlatilmasinda, etlerin saklanmasinda, kimyasal maddelerin elde edilmesinde,
kagit tiretiminde, sogutmada ve camlarin tavlanmasinda kullanilir (23).

SO, ilk caglardan beri koruyucu madde olarak kullaniimaktadir. Kuru
meyveler, meyve sulari, bazi sarap tiirleri, recel ve marmelat gibi meyve iiriinlerinde
kullanilan en énemli koruyucu maddedir. Gidalarda koruyucu katki maddesi olarak
kullanilir ve numarasi E 220’dir. Gidalardaki renk bozulmasi reaksiyonlarini engeller

(0zellikle kayis1 ve seftali kurulan siilfiir dioksit ile dogal renklerini korurlar) ve



mikroorganizmalarin iiremesini Onler. Asitli gidalarda etkinligi en fazladir. Notr
pH'ta etkisizdir. C vitamini kaybini engellerken, B1 ve E vitaminlerini oksitlenmeye
bagli olarak azaltir.

Hammaddeye eklenen siilfiir dioksit, daha sonra iirliniin igslenmesi esnasinda
1s1l islemlerle iiriinden gaz olarak ayristirilir. Boylece son iirlinde siilfiir dioksit orani
yasa ve tiiziiklerde izin verilen diizeyde kalmaktadir. Fazla alindiginda toksik etki
yapar ve eklendigi gidanin tadimi etkiler, bu nedenle gidalarda kullanimi gida
cesitlerine gore sinirlandirilmistir (24). Sucuk, sosis, salam gibi et Grtnlerinde
bakteriyel tiremeyi onlemek i¢in kullanilir. Cig et ve tavuk etinde kullanimi ¢ogu
tilkede yasaktir. Sirke, tursu, salamuralar, patates cipsi, asitli meyve suyu
uretimlerinde de stlfur dioksit koruyucu olarak kullanilir (24).

Ilag¢ endiistrisinde de kullanilmaktadir; bazi aerosol ilaclar ile bulantt ve
kusmalarda kullanilan metoklopramid (metpamid) ampulleri bilesiminde siilfiir
dioksit mevcuttur. Sogutma sistemlerinde sogutucu olarak kullanilir.

Dezenfektan gaz olarak, bocek ve mantar élddricu ilag iceriklerinde, stlftrik
asit ve diger kimyasallarin tiretiminde, kagit liretiminde beyazlatici madde olarak ve

tekstilde liflerin agartilmasinda kullanilir (24).

2.3.2. Kiikiirt Dioksit’in Toksik Etkileri

Fizyolojik sinirda kiikiirt molekiilleri; Bag dokusu, deri, tirnak {iretimi, kan
sekeri seviyesinin kontrolii, viicudun zehirlerden arinmasi, safra tiretimi, saglikli sag
ve cilt igin gereklidir. Oksijen dengesinin korunmasina yardimc olur, bu da beyin
fonksiyonlart i¢in ¢ok Onemlidir. Ayrica B-grubu vitaminlerinin islevlerini yerine
getirmesine ve karacigerde safranin salgilanmasina yardimei olur.

SO;y; hava kirliligi olan yerlesim bolgelerinde, sanayi bolgelerinde, yanardag
cevrelerinde, SO, kullanilan gida sanayinde ve laboratuar sartlarinda solunum
yoluyla da insanlar etkilemektedir. SO, az miktarda dahi keskin kokusuyla
hissedilen bir gazdir. Insanlarin gaz olarak SO,’ye tepkisi farklidir (25.26). Kis
aylarinda atmosferde SO, artigiyla birlikte akut astim ataklar1 basta olmak {izere
solunum sistemi sikayetleriyle hastaneye bagvuranlarda artis goriilmektedir (27,28).
KOAH sebebiyle olugan mortalite verileri ile hava kirliligi parametreleri arasinda

korelasyon gozlenmektedir (27,28). Sehirlerde 1sinmada katt ve sivi  yakit



kullanilmasi, hava kirliliginin artmasi, partikiil madde ve kiikiirt dioksit
konsantrasyon artis1 ile solunum yollarina iliskin sikayetler hatta buna bagl 6lim
olaylar1 arasinda ciddi bir iligki vardir (29).

SO, asidik ve suda cozlnebilen bir gaz olup nemli burun mukozasi ve
solunum yollarindan ¢ok hizli bir sekilde absorbe edilir. Mukoza yiizeyi ile temas
ettiginde hizla kiikiirde ve siilfirik aside doniisiirek solunum sistemindeki sinirlere
hasar verir. Bu hasar sonucu refleks oksrik krizleri, gogiis sikismasi1 meydana gelir.
Ozellikle astim, kronik akciger hastaligi bulunan kisilerde solunum yollarmin
daralmasia ve kronik solunum hastaligina neden olur (29). 10 ppm’den yiiksek
yogunlukta gbz, burun, bogaz irritasyonu ve gogiis agris1 sikayetlerine yol acarken
daha yiiksek yogunlukta korneada yanik, iist solunum yollarinda ciddi irritasyon ve
alveolar hemorajiye sebep olmaktadir (30, 31, 32). SO;’nin atmosferdeki
konsantrasyonu 357 ug/m3 (saatlik deger) lizerine ¢iktiginda astiml kisilerde gogiis
daralmasi, Oksiirme ve akciger fonksiyonunda semptomlar goriiliirken,
konsantrasyonun pik noktasina ulasmasiyla gegici solunum giigliigii goriliir.
Havadaki 0.25 ppm (655 pg/m®) SO,’¢ 10 dakika maruz kalinmasi durumunda ise
solunum sistemi hasarmin olustugu ve nefes alma kapasitesinde onemli diisiisler
meydana geldigi tespit edilmistir.

Tavsanlarda yapilan bir calismada, SO, absorbsiyon oraninin, siilfiir dioksit
konsantrasyonundan da etkilendigi goriilmiistiir. Kopeklerde yapilan deneylerde SO,
tutulumunun en fazla trakea, akcigerler, bobrek ve 6zefagusta oldugu respiratuar
sistemdeki bu silfitin haftalarca kaldigi ve yavas yavas idrarla atildigr gériilmiistiir
(33). SO, gaz1 ve siilfitler bronkokonstriksiyon yaparak solunum sistemi
semptomlarina neden olmaktadir (27). Viicuda alinan serbest siilfit, karacigerde siilfit
oksidaz enzimi ile siilfata cevrilip idrar yolu ile kolayca atilmaktadir. Insanlarda
inhale edilen SO, nin %12-%15’1 solunumla, primer olarak ise idrarda silfat olarak
atilir. Kopeklerde ve insanlarda SO, verildiginde idrarla atilan siilfat miktarinin
arttigr goriilmiistiir (33).

Istanbul’da yapilan bir calismada, kiikiirt dioksit ve partikiill madde
konsantrasyonlari ile akciger ve solunum yollar1 rahatsizliklar: sebebiyle hastanelere

yapilan miiracaat sayis1 arasindaki korelasyon Sekil 2.1°de verilmistir. Goriildiigii
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gibi, SO, konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak akciger ve solunum yollar

hastaliklarinda artis gdzlenmistir (29).

300
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Sekil 2. 1. Kiikiirt Dioksit Konsantrasyonu ile Akciger Hastalar1 Arasinda iliski (29)

SO; gecmiste c¢ok yiiksek konsantrasyonlarda insan oOlimlerine neden
olmustur. 1930 yilinda, Belgika’da Meuse vadisinde yasayan insanlar bolgedeki
celik, ¢inko, cam fabrikalarinin neden oldugu 2600 mgtr/ m® yogunlugundaki SO;’e
ic glin boyunca maruz kalmasi sonucunda (34) 63 kisi dlmiistiir. 26 Ekim 1948’de
Pennsylvania eyaletindeki Donora kasabasindaki benzer bir olayda ise 23 kisi
hayatin1 kaybetmistir (35).

5-8 Aralik 1952°de Londra’da ii¢ giin boyunca 38030 mgr/ m® SO, konsantrasyonuna
maruz kalan 4000 kisi 6lmiistiir (33). Bu olay sonucu Ingiltere’de temiz hava kanunu
yaymlanmis ve 1sinmada kullanilan yakit 6zelliginde ve yakma sistemlerinde ciddi
iyilestirmeler yapilmistir. Insan saghigini bu kadar olumsuz etkileyen SO, gazi ile
ilgili olarak pek cok c¢alisma yapilmistir. Yapilan ilk caligsmalarda ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda SO, gazi kullanilmistir. Bu c¢alismalarda SO;’nin refleks
bronkokonstriiksiyona ve hava yollarinda hiicresel hasara yol agtigi sonrasinda ise

goblet hiicrelerinde proliferasyona neden oldugu goriilmiistiir. Buna gore SO;’nin
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yiiksek dozlarda (500 mgr/ m* den yiiksek) laboratuar hayvanlarinda bronsit ve hava
yollar1 hasarina yol actig1 belirlenmistir (36).

Yiksek konsantrasyondaki SO’e kisa siireli de olsa maruz kalinmasi hayati
Oonem tagimaktadir. Bakir madenlerinde calisan ve sigara igmeyen is¢ilerde, madende
patlama sonucu burun ve bogazda yanma, nefes almada zorluk, agir hava yolu
obstriiksiyonu goriilmiistiir. Epidemiyolojik c¢aligmalar yogun hava kirliligine kisa
siireli maruz kalinmasi durumunda bile mortalitenin arttifin1 gostermektedir (33).
SO, gaz1 akcigerler disinda nasal mukoza ve konjunktivaya da toksiktir. SO, gazina
uzun sureli maruz kalma ile nasal mukozada epitelyum dejenerasyonu, mukus
glandlarinda azalma ve nasal hava yolu direncinin arttig1 gosterilmistir (27,37).

SO, gazinin direk toksik etkisiyle gozde irritasyon olusturdugu bildirilmistir
(27). SO, immiin sistem fonksiyonlarini da etkilemektedir. Borska ve arkadaslar1 (38)
3 saat boyunca 400 ppm SO,’ye maruz kalmanin akcigerde makrofaj aktivitesini
kaybetmedigini gosterirken, Sandstrm ve arkadaslari (39) 4ppm SO;’ye uzun siire
maruz kalinmasi ile alveolar makrofaj aktivitesinde ve sayisinda artisa neden
oldugunu gostermistir. Buna karsilik dinlenim ve egzersiz durumunda SO;’ye
maruziyetin makrofaj endositoz aktivitesini azalttigini belirtilirken, Jakab ve ark.lar
da (40) SO, ihalasyonunun alveolar makrofaj fagositoz aktivitesini azattigini
gostermislerdir.

SO, kana gectigi ve sistemik etkisinin de oldugu gosterilmistir (41). Bununla
birlikte lokal etkisinin yani sira sistemik olarak da immiin sistemi etkiledigini ve
baskilayici etkisinin diyabete gore daha fazla oldugunu gostermektedir.

Yapilan bir calismada SO; konsantrasyonunun artmasiyla kalp atim hizi
degisimini arttirdigt (42) ve SO;‘ye maruz kalinmasi durumunda plazma
viskositisinde de gilinliik degisikliklere yol actigi bildirilmistir (33). Bu bulgular
havadaki artmis SO, ’nin hemodinamik bozukluklara bunun sonucunda
kardiyovaskiiler ve inme gibi diger dolasimsal hastaliklara neden olabilecegini
gostermektedir. Akut iskemik inme mortalitesinde SO, maruziyetinin anlaml etkileri
oldugu saptanmustir (43).

Konsantrasyon degisiminin maruz kalma siiresine bagli olarak insan sagligi

tizerinde yaptig1 olumsuz etkiler Tablo 2.2°de verilmistir (29).
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Tablo 2. 2. Kiikiirt Dioksitin Insan Sagligi Uzerine Etkisi

SO, Maruz Kalma | Etkileri

(ppm) Siresi

0.037- Yillik ortalama | 185 pg/m® duman konsantrasyonu ile birlikte,

0.092 solunum yollar1 ve akciger hastaliklarinda artiglar.

0.007 Yillik ortalama | Yuksek partikil  konsantrasyonu ile  birlikte,
cocuklarda solunum yollar1 hastaliklarinda ilerleme.

0.11-0.19 | 24 saat Diisiik partikiil konsantrasyonunda, yash kimselerde
solunum yollar1 hastaliklarinda arts.

0.19 24 saat Biiyiiklerde kronik solunum yollar1 hastaliklarinda
ilerleme.

0.19 24 saat Diistik partikiil konsantrasyonunda, 6liim oranlarinda
artig goriilebilir.

0.25 24 saat 750 ug/m° duman konsantrasyonu ile birlikte, giinliik
olim oranlarinda artis  goriilebilir  (Ingiltere).
Hastalanmalarda ani arts.

0.5 10 dakika Astim hastalarinda egzersiz  (hareket) halinde
solunum direncinin artmasi.

5 24 saat Saglikli kimselerde solunum direncinin artmasi.
10 10 dakika Bronkospasm.
20 GOz tahrisi, 0ksiirme

Gidalarla alinan SO, yillardir gida katki maddesi olarak kullanildigr i¢in
zararli etkileri detayli bir sekilde arastirilmistir (25,44). FAO/WHO Gida Katki

Maddeleri Ortak Uzmanlar Komitesinin arastirmalarina gére SO, igin gunluk

alabilir kabul diizeyi 0.7 mg/kg/giindiir. Viicut agirligir 70 kg olan bir kisi i¢in 49

mg kadar SO; alinabilecegi belirtilmektedir (45).

SO, duyarliligr bireylere gore degismektedir. Viicut agirligina gore 13-14

mg/kg’ dan fazla alinan siilfitlerin bogaz ve mide yanmalari, bas agris1 ve kusma gibi

toksik etkiler olusturabildigi gériilmiistiir (27). Buckley ve arkadaslar1 astimlilarin %

4.6’sinda siilfit duyarliligi oldugunu gostermislerdir. Fakat kuru kayisida toplam

SO;’in ¢ok az oranda serbest siilfit igermesi bu riski azaltmaktadir (45). Besinlerdeki

siilfitin, kanserojen mikotoksinler, aflatoksin B, M ve G yaninda patulini de ortadan

kaldirma 6zelligi vardir (27,45).
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SO, ve stlfit icin saptanan LD50 (akut toksik etki gostergesidir, deneklerin
%350’sinde 6liime neden olan minimum miktar1 ifade eder) degeri 1000 mg/kg’dir
(27).

Tiirkiye, Diinya Saglik Teskilati ve A.B.’nin SO; i¢in koydugu sinir degerler

Tablo 2. 3°de verilmistir (29).

Tablo 2. 3. Kiikiirt dioksitle Tlgili Smir Degerleri

Ulkeler Koruma Ortalama | Limit Deger | Marjinal Tolerans
Gerekgesi Sire
Turkiye 24 400 pg/m*
Avrupa Insan Saghgm | 1 saat Bir yil iginde 24
Toplulugu Korumak 350 pg/m?® defadan fazla
(A.B.) olamaz
Halk sagligini | 24 saat Bir yil icinde ii¢
Korumak 125 pg/m® defadan fazla bu
deger asilamaz
Ekosistem Yilik Kis| 20 ug/m®
ay1
Avustralya 1 saat 0.2 ppm
24 saat 0.08 ppm
Yillik 0.02 ppm
Diinya Saglik 10 dakika | 500 pg/m®
Teskilat: 24 saat 125 pg/m?
(WHO) yillik 50 pg/m®
A.B.D. EPA Yillik 24 | 80pg/m®
saat 365pg/m®

Serbest radikallerin sitotoksititesi 6zellikle lipit, niikleik asit ve proteinleri
niikleik

asitlerde hasara sebep olabilir ve mutasyonu indikleyebilir. Bu da nuikleik asitlerin

okside edebilmesinden dolayidir. SO, nin olusturdugu serbest radikaller,

hiicrede reaktif oksijen radikalleri tarafindan hedef alinan énemli bir makro molekiil
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kalitsal bilgiyi tasiyan deoksiribonikleik asidin
(DNA) temel tasi olan niikleotidin yapisinda yer alan purin ve pirimidin bazlari,
serbest radikallerin etkilerini gosterdigi bélgelerdir. Ozellikle guanin bazinin bu
radikaller araciligi ile hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliniin yapisi

degismekte ve mutasyona neden olmaktadir. Beyindeki temel makro molekiiller
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genetik yapilarin hasar1 nedeniyle kretin kinaz (CK), tubulin, néron spesifik enolaz
(NSE) gibi beyin proteinlerinin sentezinin azaldig1 ortaya konmustur (33). Dahasi, bu
radikaller proteinlerle tepkimeye girebilir ve peptidlerin yapisinda sulfitolisise sebep
olabilir. Bunun sonucunda membran proteinleri degisebilir. Bu radikaller aym
zamanda lipitlerle de tepkimeye girebilir ve bircok dokuda lipit peroksidasyonuna
yol agabilir (15). Yapilan birgok c¢alismada SO, inhalasyonunun fare beyin ve
eritrositlerinde  lipit peroksidasyonunu arttirdigi  goriilmiistir (33). Lipid
peroksidasyonun biyolojik membranlarin 6nemli bir bileseni olan ansatura yag
asitlerinin peroksidasyona ugramasi sonucu; biyolojik membrandaki fonksiyonel ve
yapisal bozulmalarin meydana gelmesine sebep olabilir. Dolayisiyla reseptorlere ve
hiicre membranindaki iyon kanallarina hasar verebilir (33). Bunun yani sira
yaslanma, diyabet ve norodejeneratif hastaliklar gibi pek ¢ok hastalifin ortaya
¢ikmasina sebep oldugu bilinmektedir (33,46).

SO;’e maruz kalan farelerde enfeksiyon sikligi ve siddetinin artmis oldugu
goriilmistiir. Bu etki bakterilerin 6ldiirilme mekanizmasinda rol alan antioksidan
iretiminin azalmasina bagli oldugu diistintilmiistiir.

SO, ve invivo turevleri olan bistlfit-sulfitin santral noral hicrelerde toksik
oldugu diisiiniilmektedir (46). Cin’de Beijing’de annenin ii¢lincii trimestirda maruz
kaldig: siilfiir dioksit ya da havadaki partikiiller ile bebek dogum agirligi arasinda
anlaml bir iligski gOriilmiistiir (47). Hong Kong’da nitrojen dioksit, siilfiir dioksit,
ozon ve 10 mikrometreden kiiciik partikiiller olan dort hava kirleteni ile yapilan bir
calismada, solunum sistemi hastaliklar1 ve kalp damar hastaliklar1 nedeniyle saglik
sorunlar1 yasayanlar arasinda pozitif bir baglant1 oldugu belirlenmistir (48).

Kanser, gen mutasyonlar1 veya epigenetik mekanizmalar ile hiicre biiyiime,
boliinme ve farklilagsma proseslerinin bozulmasi sonucu olusan kontrolsiiz hiicre
boliinmeleridir. Kromozom aberasyonlari ile kanser olusumu arasinda yakin iliski
bilinmektedir (49). Siilfiir dioksitin akciger kanserinde rol oynayabilecegi de bazi
calismalarda One siirtilmistiir (33).

SO; inhalasyonu farelerin kemik iligi hiicrelerinde kromozomal kiriklara ve
mikronukleuslara yol acabilmektedir (50). SO, ve invivo tirevleri ayrica insan
lenfositlerinde  kardes  kromatit degisimine, kromozomal kiriklara ve

mikroniikleuslara neden olmaktadir (51). Bu c¢alismalarin 1s1ginda, SO, in
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kromozomal aberasyon olusumunu indiikleyen mekanizma ile ilgili birkag olas1 yol
distiniilmektedir.  Birincisi; SO, nin  ylksek konsantrasyonlarda memeli
hlcrelerindeki enzim kataliz yolu olarak bilinen sitozinin urasile deaminasyonu ve
DNA’nin modifikasyonuyla kromozomal hasar meydana getirmesidir. Ikinci
muhtemel mekanizma; SO’3, SO°4, ve SO’s gibi kukurt ve oksijen merkezli serbest
radikallerin olusumuyla ya da bisiilfitin otoksidasyonu veya oksidasyonu

katalizleyen enzim tarafindan kromozomal hasar meydana geldigi disiiniilmektedir
(15).

2.4. Malatya’da Kiikiirt dioksit Kullanima

Malatya ili; cografyasi, toprak yapist ve iklim Ozellikleri agisindan bir¢ok
tarimsal faaliyetin yapilmasina uygun bir ¢evreye sahiptir. Malatya ekonomisinin
temeli biiyiik oranda kayisi iiretimine dayanmaktadir. Ulkemizde ticari olarak
uretilen kuru kayisi iiretiminin baslica kaynagi, bu iiretimin hemen hemen tamamini
gerceklestiren Malatya ilidir. Ayrica, ekolojik 6zelliklerinden dolay: renk, tat, aroma
ve kuru madde bakimindan diinyanin en inlii kayisilari Malatya ve cevresinde
yetistirilir. Malatya’da Ttretilen kayisilarin yaklasik %90-95°1 hasat, kiikiirtleme,
kurutma ve ¢ekirdek ¢ikarma islemlerinden gectikten sonra Malatya’da bulunan ¢ok
sayidaki entegre kayisi isleme tesislerinde islenmekte ve basta baz1 Avrupa iilkeleri
olmak {izere 70’den fazla iilkeye ihra¢ edilmektedir. Bu ihracatta ilk sirayr ABD ve
Avrupa Birligi iilkeleri almaktadir (52).

Kiikiirtleme odas1 2.5 m en ve boyda, 2.2 m yiikseklikte olup duvarlar1 30 cm
kalinlikta beton veya tugladan yapilir. Kiikiirt odasinin kapist 110 em genislik, 200
cm yulkseklikte, contali ve hava gegirmez olmalidir. Kiikiirtlemede kullanilan
kiikiirdiin saflik derecesi yeterli olmadigindan yanmasi i¢in bir kapta 1sitilmasi
gerekir. Isitma igleminde kullanilmak amaciyla oda kapisinin tam karsisinda duvarin
tabanla birlesen orta yerinde bir kiikiirt ocaginin yapilmasi gerekir. Ocagin tabanla
ayn1 seviyede olmasi kiikiirt gazinin odaya homojen yayilmasini saglar.

Toz kikirdiin ertildigi madeni kap 25-30 cm ¢apinda ve 5-6 cm derinliginde
olmalidir. Boyle bir kapta yarim kilo kiikiirt otuz dakikada, bir kilo kikuirt elli
dakikada, iki kilo kukirt doksan dakikada yanmaktadir. Raflara dizilen yas meyveler
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kiikiirt odasina yerlestirildikten sonra ocak tizerinde bulunan ¢inko veya madeni kaba
belirli bir miktarda kiikiirt konularak ocak yakilir. Ocagin yanmasi ile birlikte
klkurdiin erimesi igin bir tahta ile kaptaki kiikiirt karigtirilir. Kiikiirt eriyip mavi renk
alinca erimis kiikiirt tutusturulur. Kiikiirt yanmaya baslayinca disar1 ¢ikilarak odanin
kapist kapatilir. Kiikiirtleme siiresi kayist ¢esidi, meyve olgunlugu, meyvenin biitiin
veya ikiye boliinmiis olmasi ve ortam sicakligi etkilemektedir. Yas meyvenin
kiikiirdiin yaklagik yarisini birinci saatte aldigi saptanmustir. Meyvenin kiikiirt
absorbe hizi ilerleyen saatlerde azalmaktadir (53).

Tiik Standartlart Enstitlisiince 01/08/1993 tarihinde yiiriirliige giren TS/485
Kuru Kayist Standard: ile yalniz ihracata yonelik olarak kiikiirt ve nem oranlar
%0.25 ve %25 olarak belirlenmistir (54,55).

Kuru kayist ithal eden iilkelerin de kendilerine 6zgii standartlar1 vardir. Bazi
ulkelerin kuru kayisi ithalatinda kabul ettikleri maksimum SO; oranlart ppm olarak
asagidaki gibidir (56).

Almanya :2000 ppm
Ingiltere :2000 ppm
Italya :2000 ppm
Fransa : 2000 ppm
Avustralya : 3000 ppm

Malatya ve yoresinde yapilan kiikiirtleme isleminin tam bir standardi
olmadigindan kayisidaki SO, miktar1 da ayarlanamamaktadir (25). Kayisi
kikdrtlenmesinde kikurt yakma yerine alternatif kikirtleme yontemi olarak; direk
SO, gazi kullanimi ve sodyum metabisiilfit soliisyonuna bandirma islemi ile de
kiikiirtleme yapilabileceginin bildirilmesi ile Malatya’da Meyvecilik Arastirma
Enstitiisii  kurulmustur.  Kurum biinyesinde ve tretici diizeyinde kiikiirtleme
isleminin standardisazyonu ve alternatif yontemler i¢in ¢alismalar devam etmektedir
(26,45).

SO,, antimikrobiyal, antioksidan ve enzimatik olmayan esmerlesmenin
Onlenmesi, renk agartma gibi nedenlerle yalnizca kayis1 degil bircok besinde de

vazgecilmez bir gida katki maddesidir.
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Kayis1 i¢in vazgecilmez koruyucu madde olmasinin nedenleri;
Ucuz ve kolay elde edilir,
Uygulamasi kolaydir,
Kayis1 kuruma stiresinin kisaltir,
Kayisinin dogal renginin korunmasini saglar,
Raf 6mriinilin uzatilmasini saglar,
Antioksidan 6zelligi vardir,
Muhafaza slresini arttirir,

Fumigant 6zelligi nedeniyle kayisida boceklenmeyi 6nler (57).

2.5. Kardes Kromatid Degisimi (KKD)

Kromatid degisimi (KKD), genotoksik ajanlarin in vivo ve in vitro kosullar
altinda DNA'da meydana getirdigi hasar1 kromozom diizeyinde belirlemeyi saglayan
yontemlerden birisidir (58). Kardes kromatidler, boéliinmekte olan hicrelerde,
interfaz sathasinda, DNA replikasyonu sonucu iki katina ¢ikan genetik materyalin
sentromer bolgeleri ile birbirlerine tutunarak olusturduklari, genetik olarak es olan
kromatidlerdir (59). KKD' nin molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilamamuistir.
Ancak DNA'daki her kromatidde ayni bolgede kiriklarin olusabildigi, DNA
zincirinde degisimin olabilecegi ve olusan bu kiriklarin tamir edilebilecegi
bildirilmistir. Bu slire¢ hiicre siklusunun S fazinda meydana gelmektedir. Fiziksel
ve kimyasal etkenler ise KKD sikligin1 arttirmaktadir (60).

KKD mutasyon orant bir ¢ok mutajen ve karsinojenlerin genotoksik
etkisinin belirlenmesinde kullanilan basit ve duyarli bir yontemdir (58,61,62).
DNA’da meydana gelen her hasar KKD' ye neden olmamaktadir, genellikle DNA ile
kovalent baglantilar yapan veya DNA tamiri mekanizmalarini etkileyen maddeler
KKD’yi arttiran etkenlerdir. KKD, kimyasal ajanlarin genotoksisititesini
belirlemek amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bu yontem hem laboratuar
hayvanlarinda hem de insan populasyonlarinda ¢alisilabilir (63). KKD’nin Bloom
sendromu ve Xeroderma pigmentosum gibi kromozom instabilitesi sendromlarinda

sayisinin artmasi tanimlayici olarak kullanilmasini saglar (61). Ayrica bazi kanser
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hastalarimin lenfositlerindeki spontan KKD oraninin saglikli insanlara gore daha

yiiksek oldugu bildirilmistir (62).

2.5.1. Kardes Kromatid Degisimi Analiz Yontemleri

Kardes kromatid degisimi alaninda ilk calisan arastirmact Taylor ve
arkadaslar1 olmustur (64). Taylor ve arkadaslari, 1957 yilinda, bitki mitotik
kromozomlarinda yaptig1 otoradyografik ¢alismalarda KKD’yi gézlemlemislerdir.
Bitki hucrelerine ait kromozomlarin radyoaktif timidin (3H-deoksi-Timidin)
varliginda birinci mitozda replikasyonuna izin verilmis, ikinci replikasyon ise
izotopsuz ortamda gergeklestirilmistir (Sekil 2.2). DNA'nin semikonservatif
replikasyonuna bagli olarak otoradyografik yontemle her kromozomun bir kromatidi
isaretlenerek, kromozomlarin uzunluklart boyunca radyoaktif isaretlerin yer
degistirdikleri gbzlenmis ve bu degisimler Taylor ve arkadaslari tarafindan kardes

kromatid degisimi olarak adlandirilmistir (64).

Isaretl tinidin e 1 Metafaz fsareth truidinsty - Mztafar

duptkasyon duplikasyon

Sekil 2. 2. Taylor ve arkadaglarina gore radyoaktif timidin varliinda DNA
replikasyonu (64).

Taylor ve arkadaslarindan sonra 1972 yilinda Zakharov ve Egolina, Cin
Hamster hiicre kiiltiirlerine, timidin analogu olan 5-Bromo-2 deoxyuridine (BrdU)

ilave etmisler ve elde ettikleri preparatlar1 giemsa ile boyayarak kardes kromatidlerin
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farkli boyandigimi gostermislerdir (Sekil 2. 3). BrdU' nun yeni sentez edilen DNA'ya
girmesi, ilk S fazi sirasinda olmaktadir. Replikasyon sirasinda timidin yerine

BrdU’yu alan zincir parlak boyanirken, diger kardes kromatid daha koyu

boyanmaktadir (65).
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Sekil 2.3. Deoxytimidi ve Bromodeoxyuridin'in halkasal yapilari (66).

Latt ismindeki arastirici ise 1973 yilinda, kiiltiir ortamina BrdU eklemis
ve florosan boya bisbenzamid (Hoechst 33258) ile kromatidlerin farkli boyandigini
gostererek, bisbenzamid boyasmin floresans: azalttigini rapor etmistir. Hoechst
33258 boyasi normalde deoksi adenin-deoksi timin baz ¢iftine (dA-dT) baglandiginda
siddetli floresan verirken, dA-BrdU ile baglandiginda boyanin floresani soner.
Boylece iki tane BrdU zincir iceren kromatid acik renk, biri timin ve digeri BrdU
iceren kromatid koyu renk olarak gozlenir (65).

1974'te DNA'nin yapisina giren BrdU' nun, Giemsa boyasiin kromatinlere
olan etkisini azalttigit Peny ve Wolff tarafindan One siiriilmistiir. Bu bilgiler
dogrultusunda Floresans Plus Giemsa (FPG) ydntemi gelistirilmistir (65). Insan
kromozomundaki KKD bdélgeleri, G band1 alan ve almayan bolge siirinda veya G
bandi almayan bdlgelerde yer almaktadir. KKD dagilimi kromozom gruplarinda
farklilik gostermektedir A, B, C ve D grubu kromozomlarindaki KKD dagilimi E, F,

G grubu kromozomlarindan daha fazladir. Kromozomlardaki bu dagilim rastgele
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olup nedeni bilinmemektedir. En az KKD, G grubu kromozomlarinda
g6zlenmektedir. KKD' nun kromozom uzunlugu ile arttig1 da belirtilmektedir (67).

2.5.2. Kardes Kromatid Degisimi Yontemini Etkileyen Faktorler

Temel olarak iki bélumde incelenir (68).

1. Kiiltiir Kosullan Tle Tlgili Faktorler: In vitro kosullarda lenfositlerin biiyiimesi
ve ¢ogalmasiyla olan kiiltiir faktorleridir ve bu faktorlerin kontrol altina alinmasi

mimkun olmaktadir (69).

a. Besiyeri: Farkli besiyerlerinde iiretilen insan lenfositlerinde farkli KKD sikligi

gozlenmistir (69).

b. Mitoz Uyarici: In vitro kosullarda mitotik ajanlar kullanilarak mitoz artirilabilir.
TPP  (tUberkiilin piirifiye protein), konkanavalin A, PWM (Pokeweed mitojen) ve
PHA (Fitohemaglutinin) giinimuizde kullanilan mitotik ajanlar olup en cok
kullanilan PHA'd1r (68).

c. Serum: Besiyerine eklenen serumun konsantrasyonu KKD olusumunu etkiler (69).

d. BrdU: Konsantrasyonu: Kendisi de bir KKD indikleyicisi olan BrdU memeli
kromozomlarinda kromozom kiriklarina ve yeniden diizenlenmelerine yol agar.
Yiksek dozda hicre kilturtne eklendigi takdirde, mitotik indekste azalmalara ve
KKD frekansinda artiglara neden olmaktadir. Bu nedenle kullanilacak BrdU
dozunun minimum olmas1 onerilmistir. BrdU konsantrasyonu %10 arttirildiginda

KKD frekansinin %50 kadar arttig1 gosterilmistir (70).

e. Kiiltiir Ortaminin Sicakhgi: Kiltir ortami igin en uygun 1s1 37 °C’dir. 36-38°C
araligina kadar tolerans gorulirken 39 °C’nin  istiindeki 1silarda kiltiirdeki
hiicreler oliir. Sicakligin gegici diismesi hiicreleri 6ldiirmez fakat kiiltiirleri
yavaglatarak harvest zamaninda yeterli mitotik indeks eldesini engeller ve

preperatlarin kalitesini dUstiriir (69, 71).
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f. Karanhk Ortam: Kiiltiir siiresince hiicrelerin florasan 1s1ga maruz kalmalar1 BrdU
iceren DNAnmn fotoliz olmasina bunun sonucunda hareketli alkali gruplarin
olusumuna sebep olur. Guanin ile reaksiyona girerek DNA'nin depurine olmasina
yol agan bu olusum, tek sarmalda kirilmalara neden olur ve KKD olusumunu
indlkler. Bu nedenle de KKD analizi i¢in kullanilacak kiiltiirlerin 1siktan

korunmas1 gerekmektedir (68).

g. Kolgisin Konsantrasyonu: Mitotik mekik inhibitori olan Kolgisin,
kromozomlarin metafaz evresinde kalmalarini saglar. Kolsisinle muamele siiresi ile
metafaz indeksinin sayisi birbiri ile orantilidir. Ancak uzun siireli maruziyet

kromozom boylarinda kisalmaya neden olur. Bu nedenle siire iyi ayarlanmalidir (72).

h. Hipotonik Cozelti: Hipotonik ¢ozeltilerdeki tuz yogunlugunun sitoplazmik tuz
yogunlugundan daha diisiik olmasi ¢ozelti icerisindeki suyun hiicre zarini asip
hiicreye girmesini ve hicreleri sisirerek eritrositlerin patlatilmasini saglar. Hipotonik
ile muamele stresi kritik bir 6neme sahiptir. KCI, kromozomlarda en az hasara neden

oldugu i¢in en ¢ok tercih edilen hipotonik ¢ozeltisidir (72).

1. Fiksasyon: Fiksasyon amaci ile taze hazirlanmig 3:1 oraninda alkol ve glasial
asetik asit kullanilir. Bu oranin degismesi kromozom morfolojisini olumsuz yonde
etkiler. Asetik asitin bu orandan yiiksek olmasi erken hiicre zar1 yirtilmasina yol
acarak kromozom kayiplarma neden olur. Ik fiksasyon uygulamasi esnasinda
kiiltiirii siirekli karistirmak gerekir. ilk fiksasyonla ortamda geriye kalmis olan
eritrositlerin hemoliz olmas1 saglanir. Fiksasyon uygulamasindan sonra kirmizi
renkli olan hemoglobin koyu kahve renkli hematine doner. Yeterli karistirma
yapilmamissa, koyu kahve renkli c¢okeltiler gozlenirken mitotik indeks diiser ve

preparatlarin kalitesiz olmasina neden olur (72).

2. Biyolojik Faktorler: Bireylerin genotipleriyle birlikte, genel saglik durumlari

veya yasam tarzi ile ilgilidir (69).
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a. Sigara Kullanimi: Sigara kullanimi KKD sikligint biiylik oranda etkiledigi ve
KKD’yi arttigi kanitlanmistir (73).

b. Cinsiyet: Cinsiyete géore KKD frekansinin disilerde daha yiiksek oldugu
gbzlenmigtir. 10-14 yaslarinda disilerde goriilen KKD frekansindaki fazlaliginin o
donemde salgilanan hormonlardan kaynaklanabilecegi bildirilmis, kadinlarda ise
KKD' nin mensturasyon sonunda maksimuma ulastigi, ovulasyon siresince en

aza indigi gézlenmistir (68).

c. Yas: Yasin KKD degisimi {iizerinde bir etkisi olmadigi seklinde yapilan
calismalarin yan sira cocuklarda KKD sikliginin yetiskinlere gore daha az oldugunu

gosteren ¢aligsmalar da yapilmustir (67,68).

d. Genetik Faktorler: Monozigotik ve dizigotik ikizlerde insanlar arasindaki
farkliliklarin genetik faktorlere bagli olup olmadigini belirlemek amaciyla lenfosit
kilturlerinde KKD diizeyleri aragtirilmigtir. Pedersen ve arkadaglar1 yapilan bir
calismada genetik faktorlerin KKD sikligi ve kromozomlara dagilimi Uzerine

onemli bir etkisinin olmadigini1 géstermislerdir (74).

e. fla¢ Kullanmim: Pek ¢ok ilag KKD sikligmi tetiklemektedir (69).

2.6. Replikasyon indeksi (RI)

Replikasyon indeksi veya proliferasyon indeksi, metafaz hiicreleri tarafindan
tamamlanan replikasyon sayisidir. KKD preparatlart kullanilarak yapilan Rl
hesaplamalar1, bu esnada belirlenen birinci, ikinci ve g¢uncu metafaz devresindeki
hiicrelerin sayisinin hesaplanmasiyla belirlenir (75, 76).

Birinci, ikinci ve ti¢lincii metafaz plaklari su sekilde ayirt edilir: BrdU,
deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin anologu olan bilesiklerdir.
BrdU, dT ve dU arasindaki tek fark tagidiklari heterosiklik benzen halkasindaki
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besinci C atomuna baglanan gruplarin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Besinci
G atomuna baglanan grup dT' de CH3, BrdU' de Br ve dU'de H atomudur.

DNA'nin yapisinda bulunan timin bazlarinin anologu olan BrdU, Kkultlr
ortamina eklendiginde hiicrelerin DNA'larin1 replike ettikleri birinci S fazinda yeni
sentezlenen poliniikleotid ipliginde timin ile ortamda bulunan BrdU yer
degistirecektir. Kromozomlar1 boyanan bdyle hiicrelerin bir kromozomun her iki
kromatidi de (dT/BrdU:dT/BrdU) homojen koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler
birinci mitoz boéliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 2.4A). Birinci mitoz bolinmeyi
geciren hiicrelerden olusan yavru hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdU' lu
ortamda ikinci S fazi) timin igeren poliniikleotid ipligine komplementer olarak
sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdU’lu iplik¢ik mevcut olacaktir. Bu iki
poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini (dT/BrdU)
olusturacaktir. BrdU igeren iplige komplementer olarak sentezlenen yeni iplige de
BrdU gececektir ve bir kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipliginde BrdU
bulunacagindan (BrdU/BrdU) bu kromatid, aynt kromozomun ag¢ik boyanan
kromatidini olusturacaktir. Iste bu hiicrenin metafaz evresinde kromozomlar
boyandiginda tiim kromozomlarin kromatidlerinden birisi koyu digeri acik renkte
boyanacaktir (dI/BrdU;BrdU/BrdU). Bunlarda ikinci mitoz bolunmeyi gegiren
hiicrelerdir (Sekil 2.4B). Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde ikinci mitozda agik
boyanan kromatidden tum polintkleotid ipliklerine BrdU girmis olan bir
kromozom olusacaktir ve bu kromozomun her iki kromatidi de agik boyanacaktir
(BrdU/BrdU: BrdU/BrdU). Ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise, bir
kromatidin her iki ipligi BrdU'lu ve diger kromatidinin bir ipligi BrdU'lu diger ipligi
timinli olan bir kromozom olusacaktir. Bu kromozomunda boyanmasi ile bir
kromatidi koyu renkte, diger kromatidi agik renkte olacaktir (d17BrdU:BrdU/BrdU).
Hiicrenin metafaz devresinde preparati yapilan bu hiicre kromozomlariin her iki
kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarin ise bir kromatidi acik diger kromatidi
koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler de tiglincii mitoz bolinmeyi geciren hticrelerdir
(Sekil 2.4C) (66, 77).
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Sekil 2.4. BrdU' nun DNA yapisina girmesi ile 1. 2. ve 3. mitoz bélinmeyi gegiren
hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi (66).

2.7. Kromozom Aberasyonlari (KA)

Kromozom aberasyonlarr, hiicre boliinmesi sirasinda sponton olarak veya
indiiklenerek olusan hatalar sonucu meydana gelebilmektedir. Kromozom
aberasyonlarmin mutajen ve Xkarsinojen ajanlar tarafindan indiiklenebildigi ve
aberasyon frekansmin kanser riski tasiyan gruplarin tespit edilmesinde Onemli

oldugu belirlenmistir (78). Bu metotla kromozomlar sayisal ve yapisal anomali
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agisindan degerlendirilmektedir. Asagida belirtilen sekilde kromozomal

aberasyonlar gozlenmistir (66).

1) Kromozom Kirigi: Bir kromozomun her iki kromatidinde ayni noktada olusan

kirilma sonucu hiicrelerin her ikisi de defisiyensli kromozom bulundurur (79).

2) Kromatid Kirigi: Bir kromozomun iki kromatidinden yalnizca birinde kirilma

sonucu olusmaktadir (66).

3) Fragment: Kopmus olan kromozom pargalaridir ve metafaz plaginda kopmus

oldugu kromozomdan ayri yerlerde bulunurlar (66).

4) Disentrik Kromozom: Iki kromozomda, u¢ kismindan kromozom kirig: tipinde
bir kirilma ile sentrik fragmentlerin kopuk olan uglarimin birbirleriyle birlesmesi

sonucu meydana gelir (66).

5) izokromozom: Kromozomal bir kopma sonucu primer bogumda meydana gelen,
kardes kromatidlerin birlesmesiyle olusan ve kromozom kollarinin her ikisinin de

birbiriyle ayni oldugu kromozomlardir (80).

6) Kromatid Degisimi: Iriradyal(ii¢lii) quadriradyal (dortlii) sekillerde biiyiik ve
kiiciik submetasentrik kromozom kollarinin yan yana gelmesiyle ve kromatidlerin

birbiriyle degismesiyle olusur (66).

7) Kardes Kromatidlerin Birlesmesi: Kromozomda meydana gelen kirik sonucu iki
hasarli kardes kromatidlerin kirik olan uglarinin birlesmesidir. Mitozun anafazinda

bu kromatidler zit kutuplara ¢ekilirken kromozom kopriisii olustururlar (66).

8) Translokasyon: Kromozomal bir kopma sonucu, kopuk olan bir uca homolog
olmayan kromozomlardan bagka bir kopuk par¢canin yapismasidir. Kromozom

pargasi yer degisimleri, tek tarafli veya karsilikli (resiprokal) olabilir (80).
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9) Inversiyon: Bir kromozomun icinden kopan parcanm 180° ters donerek tekrar
aym yere yapismasidir. Inversiyon sonucunda kromozomdaki genlerin dizilis

sirasinda degisme meydana gelir (81).

10) Halka kromozomu: Bir kromozomun iki ucunda da meydana gelen
kromozomal kopma sonucu olusan kirik uglarin birlesmesi ile meydana gelen

kromozomlardir (81).

11) Endoreduplikasyon: Bazi durumlarda boliinmeyen hiicrelerin DNA's1 tekrar
replike olur ve bunun sonucunda 6nceki kromozomun her bir kromatidinden iKki
kromatidli birer kromozom meydana gelir. Birbirinden ayrilmayip bir arada kalan
kromozomlar metafaz plaginda iki kromozom ve dort kromatitden olusmus olarak

goriilen yapilar olusturur. Bu yapilara endoreduplikasyon ad1 verilir (82).

12) Poliploidi: Bir hiicrenin ikiden fazla kromozom takimi bulundurmasidir (82).

Kromozom aberasyonlar1 bantlama, floresans, otoradyografi ve FISH gibi

metotlarla belirlenebilmektedir (82).

2.8. Mitotik Indeks (MI)

Incelenen toplam hiicre igerisinde mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerin toplam
hiicreye yiizde cinsinden oranina mitotik indeks denir. MI, hiicre kulturiine ilave
edilen test maddesinin, hucre bolunmesi Gzerindeki etkisini incelemek amaciyla
kullanilir (66).

2.9. Mikronukleus (MN)

Mikronikleus (MN) genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde
kullanilan sitogenetik yontemlerden biridir (11). MN yontemi ilk kez 1976 yilinda,
X 1sinlarmin neden oldugu genotoksisiteyi arastirmak i¢cin Countryman ve Heddle

tarafindan ileri striilmistir (83). Daha sonra Fenech ve Moiley adi verilen
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arastiricilar tarafindan sitokinez-bloklama MN metodunun gelistirilmesiyle, niikleus
bolinmesini tamamlamis hiicrelerdeki MN'lar incelenmeye baslanmistir (84).
MN, hicre sitoplazmasi iginde ana niikleusdan ayri, onunla aymi sekil, yap1 ve
boyanma 6zelligi gosteren kiigiik kiiresel bir yapidir. Bu yapilar anafaz
evresinde geri kalan kromozomlar, asentrik kromozom fragmentleri veya yavru
nikleusa girmeyen kromozomlarin yogunlagsmasiyla olusmaktadir. Bu nedenle
MN, kromozomal fragment veya tiim bir kromozom igerebilmektedir (85,86).

MN igeren hiicrelerin diger hiicrelerden ayrilmasinda giigliikler yaganmas1 ve
genetik hasar hakkinda net bilgiler verilememesi nedeniyle "Sitokinez-Blok"” MN
(Cytokinesis-Block Micronucleus Technique; CBMN) teknigi gelistirilmistir
(87). Bu metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan Cytochalasin-B (Cyt-
B) ile bir nlkleer bolinmeyi tamamlayan hicrelerde sitokinezi durdurma esasina
dayanmaktadir. Cyt-B, sitokinez sirasinda kardes niikleuslar arasindaki
sitoplazmay1 daraltan mikrofilament halkanin olugmasi igin gerekli olan aktin
polimerizasyonun bir inhibitéridur. Standart lenfosit  kdltirlerine  uygun
konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, g¢ekirdek boliinmesini tamamlamis, ancak
sitoplazmik bolunmesini gergeklestirememis ¢ift ¢ekirdekli hiicreler kolaylikla
taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani saptanabilmektedir
(Sekil 2,5) (10). Kilture edilen insan lenfositleri icin gelistirilmis olan bu yontem
giinimiizde solid timor ve kemik iligi hiicreleri gibi ¢esitli hucre tiplerine de
uygulanabilmektedir (88).

MN testi sitogenetik hasarin belirlenmesinde, kromozom analizine gore kolay
uygulanabilen, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha
anlamli sonuglar elde edilmesini saglayan genis bir alanda kullanilmasi miimkiin
olan bir testtir (10). MN yontemi ile hem klastojenik hem de andjenik etkiler
belirlenebilmektedir. Bonassi ve arkadaslarimin yapmis olduklar1 ¢aligmalarda
periferal kan lenfositlerindeki MN frekansinin yliksek olmasi insanlarda kanser riski
gosterdigini belirtmislerdir. Fenech ve arkadaslarinin, uluslararas: isbirligi ile
yaptiklar1 insan mikroniikleus projesindeki bulgulari, MN ile kanser arasindaki
iliskiyi agikga desteklemistir (88).

MN olusumunda, mitoz sirasindaki mitotik ig ipliklerindeki hatadan veya

anafazdaki kompleks konfigiirasyonlardan kaynakli biitliin bir kromozomun kayba,
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mitotik asentrik fragmentlerin kaybi, kromozomal kirk ve degisimlerin mekanik
sonuglarindaki ¢esitlilik ve apoptozis olmak iizere dort ¢esit mekanizma vardir

(87).
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Sekil 2.5 Mikroniikleus olusumu a) Anafazda geri kalan kromozomlarin olusturdugu
MN b) Asentrik kromozom fragmentlerinden kdken alan MN ve sentromerleri ile
hiicrenin kars1 kutuplarina g¢ekilen disentrik kromozomlardan nuikleoplazmik kopri

olusumu (88).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada 25-30 yaslarinda, sigara i¢cmeyen, kronik, metabolik ve
genetik hastalig1 olmayan saglikli dort erkek donérden 5er ml periferik kan 6rnegi
almmis ve tam kan hticre kultlrl yapilmistir. Kiiltiir ortamina degisik dozda kiikiirt

dioksit uygulanarak olasi genotoksik etkileri arastirilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlar:

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Kukart Dioksit
Acik Formul:

O‘*’?E;\\];\ﬂ.l pmi

115

Bilinen adlari: Kikuirtli anhidrit, Kikdrt (1V) oksit
Kapal Formiilii: SO,

Molekiil agirh@: 64.06 g mol™

Safhigi: %99

3.1.1.2. Siklofosfamid (Cyclophosphamide)
Siklofosfamid bu ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanildi. Steril saf suda
hazirlanarak + 4°C' de saklandi. Kiltlr tuplerine 160 ng/ml'lik dozda ilave edildi.

3.1.1.3. Kromozom Medyumu
Bu calismada Peripheral Blood Karyotyping Complete Medium (Bio Ind, 01-
201-IB), hiicre kiiltiirii i¢in kullanildi. Bu medyum steril olan kiltur tiiplerine,

her tiipte 5 ml olacak sekilde paylastirilarak kullanildi.


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Sulfur-dioxide-2D.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Sulfur-dioxide-2D.svg
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3.1.1.4. Kolsisin
Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik iplik inhibitérii olarak

kolsisin (Sigma, G9754) kullanildi.

3.1.1.5. Hipotonik

Hipotonik olarak 0,056 M' ik KC1 kullanildi. Her preparasyondan yaklagsik 2
saat 6nce taze olarak hazirlanip kullanim amacina gére 37 °C' deki inklbat6rde ya da
+4 °C' de bekletildi.

3.1.1.6. Fiksatif

KKD ve KA i¢in kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asitin 3 kisim
metanol ile karistirilmasi sonucu hazirlandi. MN igin ise farkli iki sekilde fiksatif
hazirland. ilk fiksatif 1 kisim glasial asetik asitin 5 kistm metanol ile karistirildiktan
sonra 1/1 oraninda %0,9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanirken diger fiksatif ise
NaCl eklenmeden hazirlandi. Fiksatif, her seferinde preparat yapim isleminden iki

saat once hazirlanip +4°C' de saklandi.

3.1.1.7. 5'-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)

BrdU (sigma, B 5002) eriyigi steril distile su i¢erisinde hazirlandi, daha sonra
0,2 ml ¢apindaki membran filtre ile steril edildi. Bu eriyikten KKD Kkiiltiir tiipleri
icerisindeki kromozom medyumuna son konsantrasyon 10 pg/ml olacak sekilde
eklendi.

3.1.1.8. Sorenson Tamponu

KKD preparatlari, preparat yapimi esnasinda Sorenson tampon igerisine
konularak UV lambasi ile isinlandirildi. Ayn1 zamanda %5'lik Giemsa boyasi
hazirlanmasinda da bu tampon kullanildi. Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B
olmak iizere iki stok ¢ozelti halinde hazirlandi ve bu ¢ozeltiler calismanin amacina

uygun olarak birbirleriyle farkli miktarlarda karistirilarak kullanildi.
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Hazirlanisi:
Tampon A: 11,34 gr KH,PO,4 250 ml saf su icinde eritildi (pH=4, 8).
Tampon B: 14,83 gr Na,HPO,4 12H,0 250 ml saf su icinde eritildi (pH=9,3).

3.1.1.9. SSC (Standart Saline Sitrat) Eriyigi

Bu eriyik 1simnlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini
artirmak i¢in kullanildi. SSC eriyigi; 11,05 gr trisodyum sitrat (CgHsNazO; 2H,0)
ve 21, 9 gr NaCl kullanilarak hazirlandi. Bu iki madde ayri ayr kaplarda bir miktar saf
su icerisinde ¢0ziildli, daha sonra ayni kaba aktarilarak birbirleriyle karistirilip,
uzerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi. Hazirladigimiz bu stok eriyik
5xSSC buzdolabinda saklandi. Calismamizda bu stoktan 20 ml alip tizeri 100 ml

oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak elde edilen | x SSC kullanildu.

3.1.1.10. PBS (Phosphate Buffered Saline)
KA preparatlarinin boyanmasi sirasinda tripsinin etkisini ndtralize etmek

amactyla kullanildi.

Hazirlanisi:
8 gr NaCl, 0,2 gr KC1, 0,92 gr Na;HPO, ve 0,2 gr KH,PO, 1 It distile su icinde

eritilerek stok halinde hazirland.

3.1.1.11. Giemsa
Giemsa boyasi (Merck, 9204) distile su iginde %5'lik boya eriyigi olarak

hazirland1 ve preparatlarin boyanmasinda kullanildi.

3.1.1.12. Entellan
Preparatlar daimi hale getirilirken lam ve lamelin birbirlerine

yapistirilmasinda kullanilan (Merck, 7961) preparat kapatma sollisyonudur.
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3.1.1.13. Cytochaiasin B
Cytochalasin B (Serva, 18015) MN testinde, hiicre bdliinmesi sirasinda
sitokinezi engellemek ve iki niikleuslu hiicreler olusturmak amaciyla kullanildi.

Kultur tiplerinde 6 mg/ml olacak sekilde distile su igerisinde hazirlandi.

3.1.1.14. Tripsin
KA preparatlarin boyanmasi sirasinda kullanilan tripsin soliisyonu histon dis1
ve kromozomal proteinlerin denatiire edilmesi ve kromozomlarin daha net

goriinmesini saglamak amaciyla kullanildi. %0,12'lik eriyik halinde hazirlandi.

3.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlari

3.1.2.1. Analytik Jena Multi EA UV Dedektorii Kiikiirt Tayin Cihaz
Besi yerinde kiikiirt dioksit miktarint 6lgmek ic¢in kiikiirt tayin cihazi

(Analyzer multi EA3100; Win 4.05) kullanildi.

3.1.2.2. Hassas Terazi
0,001 gr hasasiyetindeki terazi (Precisa) kimyasallarin tartilmasinda
kullanildi.

3.1.2.3. Santrifuj

Rotor ¢ap1 21cm olan ve 4000 rpm'e kadar yiikselebilen devir hizi, 99dk'lik
zaman ayarlayic1 ve 28 tiip kapasiteli santrifiij (Hettich Universal) ¢aligmalarda
kullanildu.

3.1.2.4. Mikroskop
Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan binokiiler 151k mikroskobu

(Olympus) preparat incelemeleri sirasinda kullanildi.

3.1.2.5. inkiibator
Hiicrelerin 37°C' de inkiibe edilmesi icin inkiibatér (Niive EN500) kullanildi.
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3.1.2.6. Flow Kabin (Steril Kabin)

Hiicre kiiltiirii tliplerine kan ekiminin yapilmasi, test sollisyonlarinin
hazirlanmas1 ve Kkiiltiir tiiplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir ortam olarak, %
99,9 partikul tutma oOzellikli filtreye sahip, UV ve floresan 15181 olan flow kabin
(Labormed) kullanildu.

3.1.2.7. Su Banyosu
Hiicre kiiltiirii preparatlart hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlerin farkli
boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin 58-60°C' de sabit kalmasini saglamak

amaciyla 0-60 °C'ye ayarlanabilir su banyosu (Memmert) kullanild:.

3.1.2.8. pH Metre
Kimyasallarin pH degerlerini saptamak i¢in pH metre (Hanna Phep)
kullanildi.

3.1.2.9. Vorteks

Vorteks harvest isleminde hipotonik ve fiksatif asamasinda kullanildi.

3.2. Cahisma Plam

Calismamizda, herhangi bir kimyasal madde uygulanmayan negatif bir
kontrol grubu, Siklofosfamid'in (160 ng/ml) kullanildig1 pozitif bir kontrol grubu ve
degisik dozlarda SO, ’nin kullanildig1 ti¢ deney grubunun 72 saatlik uygulamalari
yapildi ( Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Calisma Plan1

Genotoksisite Gruplar Sire ( saat)
Parametreleri
KKD Negatif Kontrol 72
KA Pozitif Kontrol 72
(Siklofosfamid: 160(ng/ml))
MN Kkart dioksit
MI - 1,00 ppm 12
- 0,50 ppm 72
RI - 0.05 ppm 72
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3.3. SO, Uygulanmasi ve doz belirlenmesi

SO, uygulanmasi: % 99 saflikta SO, igeren tupten; minimal doz icin 0.05
ppm, orta doz i¢in 0.50 ppm ve maksimum doz i¢in 1.00 ppm steril sartlarda deney
grubundaki tiiplere uygulandi. Yaptigimiz literatiir taramalarinda deney modelimize
uygun insan lenfosit hicrelerine in vitro sartlarda SO; uygulamasina
rastlayamadigimiz i¢in deney Oncesi in vitro letal doz belirleme calismalar1 yaptik.
Bu 6n calismada kiiltiirdeki hiicrelerin %100’iini 6ldiiren doz 1,50 ppm ve %50’sini
6ldiiren doz 1,00 ppm olarak belirlendi. Bu verilerden yola ¢ikarak maksimum doz
LD50’ye denk gelen 1,00 ppm olarak uygulanirken diger dozlar ise bu degerin katlar

seklinde azalan degerde belirlendi.

3.4. Kiiltiir islemleri

Calismamizda in vitro lenfosit kiltirlerine minimum, orta ve maksimum
olmak ftizere ti¢ farkli doz uygulandi. Kulttirdeki memeli hiicrelerinin hucre siklusu
yaklasik 24 saat oldugu i¢in, ikinci ve {igiincli mitozlarin gézlenebilmesini saglamak
amaciyla KKD ve KA testleri i¢in inklibasyon suresi 72 saat, MN testi igin ise 68
saat olarak belirlendi. Belirlenen konsantrasyonlarda insan lenfosit kilturleri
yapildi. Besi yerlerinin periferal kan ekiminden once ve kiltirden 72 saat sonra
olmak tizere iki kez Analytik Jena Multi EA UV Dedektorii Kiikiirt Tayin Cihazinda
kiikiirt dioksit miktar1 6l¢iimleri yapildi.

3.5. Besi Yerlerinde Kiikiirt Dioksit Konsantrasyonlarmin Olgiilmesi

Sivilar i¢in kiikiirt tayin cihazinin kullanimy;

Besi yerinde SO, miktarin1 6l¢mek igin kiikiirt tayin cihazi (Jena Multi
Analyzer EA3100; Win 4.05) kullanildi. Numunenin sivi kismindan alinan 2 ml’lik
ornek biay adi verilen cam tiiplere transfer edidi. Tiipler otamatik samplere
yerlestirildi ve cihaz bilgisayardan agildi. Cihaz firinmin 1050°C' ye gelmesi
beklendi. Argon ve Oksijen gazlarinin cihazdan gecisi dakikada 200 ml olacak
sekilde gaz tiipleri acildi. Cihazin 1050°C sicakliga ulasmasiyla samplere
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yerlestirilen 6rnek numuneden cihaz tarafindan otomatik olarak 10 pl cekilir.
Numuneden 10 pl alinmadan 6nce siringa ii¢ kere numuneden ¢ekti ve atik kabina
bosalti. Daha sonra {i¢ kere pompa yapti ardindan hava boslugu kalmayacak
sekilde 10 pl sivi ¢ekti. Bu siviyr yatay tiipe bagli olan quarts bota bosaltti ve
icinde 6rnek bulunan quarts bot yavas yavas firmma gonderildi. Ani alevlenmelere
karst bir alev sensorii oldugu i¢in numunenin firina gonderilmesi oldukca
kontrollii olarak yapildi. Numunenin firina ulasmasiyla ilk yanma gerceklesti ve
yanan numunenin icerdigi kiikiirt ortamdaki oksijen ile birleserek SO, ‘e doniistii.
Olusan SO, UV dedektorii tarafindan okundu. SO; okundugu anda bilgisayar
ekraninda, SO, miktarinin yiikselmesine bagli olarak alani genis bir pik olustu. Daha
sonra cihaz, stiriikleyici gaz olarak kullanilan argon gazini keserek yerine O, gazi
gecirmeye basladi ve bdylece ikinci yanma gergeklesti. Bu kez bilgisayar ekraninda
ilkine gore daha kigiik bir pig alaninin olustugu goézlendi.

Her bir numune i¢in en az iki en ¢ok ii¢ tekrarli sistem uygun goriildi.
Birbiri ile tutarli olan ve aralarindaki farkin %3 kadar oldugu iki degerin ortalamasi
bir deger olarak kabul edildi. Sapmis olan deger (digerinden uzak olan deger)
ortalamaya dahil edilmedi. Pig alanindan yola ¢ikilarak SO, miktar1 hesaplandi var
olan SO, ile kiikiirt arasinda birebir kiitle iliskisi olmasi nedeniyle SO,_S
doniisimii yapildi ve numunedeki kiikiirt miktar1 g/kg cinsinden belirlendi. Her
bir deger 3 dl¢iimden olustugu icin islem ortalama 45 dk devam etti. Normalde
numuneden 20 ul alinarak yapilir ancak hacmi 10 ul’ ye diisiirmemizin nedeni
kalibrasyon araliginda kikart 6lgtlebilmesidir.

Kullanilan oksijenin kalitesi olduk¢a onemlidir. Bu cihazda kullanilan
oksijen, Avrupa oksijen saflik derecesindedir. Saflik derecesi sonuglarm kiil
birakmamasi ve net sonuglarin elde edilmesi i¢in gereklidir.

Kullanilan bu cihaz kiikiirt bakimindan akredite bir cihaz olup giivenirliligi

diinya ¢apinda kanitlanmistir.
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3.6. Kardes Kromatid Degisimini ve Kromozom Aberasyonlarin1 Saptamak
Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire flave

Edilmesi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik incelemeler

3. 6. 1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli ve sigara igmeyen 25-30 yaslarinda goniillii dort erkek dondrden
alan 1/10 oraninda heparinize edilmis 0,4 ml kan 6rnekleri 5'er ml'lik kromozom
medyumlarina steril sartlarda ekildi. Ekim sirasinda, KA c¢alisilacak tiiplere
herhangi bir kimyasal madde uygulamasi yapilmazken KKD c¢alisilacak kiiltiir
tiiplerinin her birine daha once hazirladigimiz BrdU eriyiginden her tiipe son
konsantrasyon 10 u.g/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice karistirildi ve hiicre
kalturd inkibat6rde 37 °C' de 72 saat igin inkiibasyona birakild1 (89).

SO, etkisini incelemek icin kiiltiir sirasinda maksimum, orta ve minimum
dozlar kiltir taplerine ilave edildi. 72 saatlik muamele sirelerinde pozitif kontrol
olarak Siklofosfamid kullanildi. Siklofosfamid tiiplere 160 ng/ml olacak sekilde
verildi. 72 saatlik kultir sonunda KKD ve KA i¢in ayni hasat islemleri uygulanarak
preparatlar boyanmaya hazir hale getirildi. Kiiltiir siiresinin bitiminden 1 saat 6nce
(kultdrun 71.saatinde) her tiipe hazirlanan kolsisin eriyiginden ilave edildi (0,04
ml) ve tiipler hafif¢ce sallanarak iyice karistirildi. Hucreler 1 saat stresince 37°C'de
kolgisin ile muamele edildi. 72. saatin sonunda kultur tupleri 1600 rpm'de 10 dk
santrifiij edildi, sipernatant atildi. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 ml'lik
stvi iyice karistirildiktan sonra tlplere, 37°C'de etlvde bekletilen hipotonik
eriyiginden 8 ml olacak sekilde damla damla ve vorteks ile karistirilarak ilave edildi.
Daha sonra tiplerin agzi kapatilarak 20 dk oda 1sisinda bekletildi. Siirenin
sonunda tiipler 10 dk 1600 rpm'de santrifiij edildi, siipernatant atildi. Hipotonikte
oldugu gibi yavas yavas ve karigtirarak her tiipe 6 ml soguk fiksatif ilave edildi.
Hicreler 1600 rpm'de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildiktan sonra tuplere
tekrar fiksatif ilave edildi. Bu islem 3 kere tekrarlandi. Son fiksatif
muamelesinin sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriildii. Eger sivi
berraklasmamissa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekir. Her fiksatif

ilavesinden sonra tiipler santrifiij edilerek iistteki sivi atildi. Son santrifiijden sonra
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dipte 0,5-0,7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat yapma
islemine gecildi. Tipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak
homojen hale getirildi. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sckilde bu hiicre
suspansiyonundan ¢ekildi. Pasteur pipetinden, daha 6nce temizlenmis ve saf su
icerisinde buzdolabinda saklanmig lamlarin tizerine 50-75 cm yulkseklikten farkl:
alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre siispansiyonu damlatilarak (her lama 3-4
damla) hiicrelerin ve dolayisiyla, kromozomlarin lam {izerinde yayilmas1 saglandi.
Hiicre siispansiyonunun lamlara damlatilmasi sirasinda damlalarin {ist iiste
diismemesine dikkat edildi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat

oda sisinda bekletildi (89).

3.6.2. KKD Preparatlarinin Boyanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak
amaciyla bir gilinliik preparatlar 1ginlama kabina konarak tizeri bir film gibi ortiilecek
seklide Sorensen tamponu ile kapatildi. 5 ml tampon A, 5 ml tampon B'den
alinarak hazirlanan 1sinlama eriyigi, distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak
hazirland1 (pH=6,8). Isinlama eriyiginin fazla veya az olmasi kardes kromatidler
arasindaki kontrast farkinin 6nemli derecede etkiledigi goriildii. Bu sekilde ince bir
tabaka halinde 1ginlama eriyigi ile Ortiilen preparatlar, karanlikta 15 cm ytikseklikten
30W'lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen ultraviyole lambasi ile 30 dk 1sinlandi.
Isinlama bittikten sonra preparatlar IxSSC eriyigi icerisinde 58-60°C arasindaki
sicakliklarda 60 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk énce %5 lik
Giemsa boya eriyigi hazirlandi (65, 90).

% 5'lik Giemsa'min Hazirlanmasi: 5 ml tampon A 5 ml tampon B ve 5 ml
Giemsa karistirilarak iizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlandi (pH=6,8).
Ardindan boya dik bir sale icine filtre kagitlar1 ile siiziildii. Inkiibasyon siiresinin
sonunda preparatlar IXSSC sollisyonundan alinarak direkt olarak boya igerisine
konuldu ve yaklasik olarak 25 dk boya igerisinde bekletildi (kardes kromatidler
arasindaki en iyi kontrast farki bu siirede saglanmistir). Bu siirenin sonunda
preparatlar boyadan ¢ikarildi, i¢ ayr1 kaptaki saf su i¢inden gecirilerek preparatlar

Uzerindeki fazla boyanin akmasi saglandi. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette
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konularak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi
hale getirildi Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlar da mikroskobik

incelemeler yapild1 (66, 90).

3.6.3. KA Preparatlarimin Boyanmasi

KA preparatlarinin boyanmasinda GTG (Giemsa-Tripsin-Giemsa) bantlama
yontemi kullanildi. Bunun i¢in, i¢inde sirasiyla tripsin (%0,12), PBS tamponu ve
%b5'lik giemsa boya solusyonlar1 bulunan ii¢ sale hazirlandi. 24 saat oda 1sisinda
bekletilmis olan preparatlar 2-3 saniye tripsin ile muamele edildikten sonra
tampondan gecirildi. Tripsinden gecirme preparatin yaslanma siiresi ile iliskilidir.
Uzun siire yaslandirilan preparatlarin tripsin ile daha uzun sire temas ettirilmesi
gerekebilir. Preparatlar tampondan gegirildikten sonra 5 dakika %5'lik giemsa
boyasinda bekletildi. Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarildi, li¢ ayri
kaptaki saf su i¢inden gecirilerek preparatlar iizerindeki fazla boyanin akmasi
saglandi. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya birakild.
Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan

sonra bu daimi preparatlar da mikroskobik incelemeler yapildi.

3.6.4. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar binokiiler 151k mikroskobunda immersiyon

objektifi ile incelendi.

3.6.4.1. KKD ve Replikasyon Indeksi (Rl)'nin Saptanmasi
3.6.4.1.1. KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her bireyin kan kiiltiirline ait preparatlardan iyi dagilmis ve
ikinci mitozu gegiren 25 hiicrede (4 kisiden toplam 100 hiicrede) belirlendi. KKD
sayist bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin
veya koyu boyanmis kromatidindeki agik boyanmis parcalarin sayilmasiyla
hesaplandi. Ortadan bir parc¢a degisimi olmus ise bu iki KKD olarak degerlendirildi,

uctan parca degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak sayildi. Ancak bu incelemeler



39

esnasinda kromatidlerin primer bogum boélgelerinden doniim yapip yapmadiklarina

dikkat etmek gerekir Bu durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3 1) (66).

J

A |2 I
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Sekil 3.1. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak
gosterilmesi (66).

3.6.4.1.2. Replikasyon indeksi (R])'nin Saptanmasi

SO2’in DNA replikasyonu iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile RI
hesaplandi. Bunun i¢in KKD preparatlarinda tesadiifi secilmis 100 hiicre
incelendi. Bu incelemeler sirasinda gdézlenen birinci (Sekil 3.2), ikinci (Sekil 3.3) ve
tiglincli (Sekil 3.4) metafaz devresindeki hicrelerin sayist saptandi. Bu verilerden
yola ¢ikarak RI su sekilde hesaplandi (76):

RI= 1xM1+2xM2+3xM3
100

MI: 1. Mitozdaki hiicre say1s1
M2: 2. Mitozdaki hiicre sayis1
M3: 3. Mitozdaki hiicre sayist
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Sekil 3. 2. Birinci Mitoz Boéllinmeyi Gegiren Hicrelerin Metafaz Kromozomlan
(x1000).

Sekil 3. 3. Ikinci Mitoz Boliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari
(x1000).



41

Sekil 3. 4. Ugiincii Mitoz Boliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari
(x1000).

3.6.4.2. Kromozom Aberasyonlarinin ve Mitotik Indeksin Saptanmasi
3.6.4.2.1. Kromozom Aberasyonlarimin Saptanmasi

Dort dondrden elde edilen KA preparatlarina ait iyi dagilmis kromozomlara
sahip 100 metafaz alan1 (4 kisiden toplam 400 metafaz) incelendi. Inceleme
sirasinda, bu hiicrelerde gézlenen kromozomal ve kromatid tipi yapisal aberasyonlar
ile sayisal kromozom diizensizlikleri kaydedildi. Saptanmis olan kromozom
aberasyonlarindan hiicre basina diisen anomali belirlenerek, anormal hiicre yuzdesi

hesaplandi.

3.6.4.2.2. Mitotik indeks (Ml)'in Saptanmasi

SO7’in mitoz boliinme iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile her bir

bireye ait KA i¢in hazirlanmis preparatlarda toplam (¢ bin hicre incelendi ve
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bunlar arasinda mitoz bdéliinme gegiren hiicrelerin sayisi1 kaydedildi. 3000 hiicre
icinde mitoz geciren hiicrelerin orani asagidaki formiile gore hesaplanarak yilizde

cinsinden MI belirlendi (66).

M= Metafazdaki hiicre sayis1 (M) x 100
N

N: Toplam hiicre sayisi

3.7. Mikroniikleus (MN) Sikhgim Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltire Ilave Edilmesi, Preparatlarin

Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler

3.7.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire ilave Edilmesi

ve Preparatlarin Hazirlanmasi

MN sikligin1 saptamak icin, saglikli ve sigara igmeyen 25-30 yas aras1 dort
erkek dondrden alinan, 1/10 oraninda heparinize edilmis kan orneklerinden
kromozom medyumlarina steril sartlarda 0,2 ml ekildi. Hiicre kiiltiirii 37°C'de 68
saat icin inkube edildi. SO;’in etkisini incelemek i¢in daha once belirlenmis olan
konsantrasyonlar (1.00, 0.50, 0.05 ppm) kultir tiplerine ilave edildi ve hiicrelerin
68 saat boyunca SO, ile muamele edilmeleri saglandi. Iki niikleuslu hiicre
olusumunu saglamak i¢in de kiltirin bitimine 24 saat kala (44. saatte) bitiin tiplere
son konsantrasyon 6 ug/ml olacak sekilde sitokalasin B ilave edildi. Ayrica
pozitif kontrol olarak Siklofosfamid kullanildi, Siklofosfamid tiiplere 160 ng/ml
olacak sekilde verildi. Kiltlr siresi olan 68 saatin bitiminde kiltlr tipleri 1000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi, siipernatant atildi. Dipte kalan ve hiicreleri i¢eren 0,5-
0,7 ml'lik s1v1 iyice karistirildiktan sonra tiiplere, +4 °C'de tutulan soguk hipotonik
ilave edildi. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve vorteks ile karistirarak yapildi.
Hiicreler 5 dk hipotonik eriyikte +4 °C de muamele edildi. Siirenin sonunda tiipler 10
dk 1000 rpm’de santrifiij edildi. slipernatant atildi. Hipotonik eriyik ilavesi gibi
yavag yavas ve karistirarak her tiipe 6 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edildi.

[k fiksatif 1 kisim asetik asit 5 kisim metil alkol karisiminin 1/1 oraninda %0,9
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NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlandi. Oda sicakliginda 15 dk fiksatif ile muamele
edilen hiicreler 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildiktan sonra
tiiplere tekrar fiksatif ilave edildi. Bu islem 2 kere tekrarlandi ve ilk fiksatiften farkl
karigimlar kullanildi (1 kisim asetik asit 5 kisim metil alkol). Son santrifiijden sonra
dipte 0,5-0,7 ml s1v1 kalacak sekilde silipernatant atildiktan sonra preparat yapma
islemine gecildi. Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak
homojen hale getirildi. Daha 6nce temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda
saklanan lamlarin lizerine farkli alanlara 1 'er damla olmak {izere hiicre siispansiyonu
damlatilarak (her lama 4-5 damla) hiicrelerin lam iizerinde yayilmasi saglandi. Bu

sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda isisinda bekletildi (91).

3.7.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar %5'lik giemsa boyasi ile 10 dakika boyunca boyandi.

%>5'lik Giemsa'min Hazirlanmasi: 5 ml Giemsa 100 ml oluncaya kadar saf su ile

tamamlandi.

3.7.3. Mikroskobik inceleme

Daimi hale getirilmis olan preparatlar binokiiler 151k mikroskobunda 40'lik
objektif ile incelendi (x400). Bu incelemeler sirasinda her bir bireyden hazirlanan
preparatlardan toplam 1000 biniikleer hiicre sayildi, bubiniikleer hiicrelerden

mikroniikleuslu olanlar belirlendi. Bu verilerden MN %'si saptandi (88).

3.7.3.1. MN Sayisinin Saptanmasi

MN ayirimi Fenech (92) tarafindan belirlenen kriterlere gore yapildi. Bu
kriterlere gore;
1) Ana niikleus ve MN, niikleus zariyla ¢evrili yuvarlak ya da oval olmalidir,
2) MN'ler ana niikleusun 1/3'inden kiigiik ve 1/16'sindan biiyiik olduklarinda
degerlendirilmelidir,
3) MN'ler ana niikleus gibi boyanmalidir.
4) MN'ler ana niikleustan acik bir sekilde ayrilmis olmalidir.
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Sitokinez bloklama yonteminin en Onemli yarari, bdliinen hiicre
populasyonunda niikleus boliinmesinin ilerleyisini ve ¢ogalmasimi 6lgebilmesidir. Bu
durum, Cyt-B ilavesinin ardindan olusan bir niikleuslu, iki niikleuslu, multiniikleuslu

(>2) hicrelerin sayilmasiyla yapilir.

3.8. istatistiksel Analiz

Bes grubun KKD, KA, MI, RI, MN parametrelerine ait verilerin istatistiksel
olarak degerlendirmelerinde Windows for SPSS Veision 16.0 yazilim programi
kullanildi. Bu bes grubun KKD, KA, MI, RI, MN degiskenleri agisindan
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis H testi kullanildi. Coklu karsilastirilmalar
Conover testi ile yapildi. P< 0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi (Veriler
Median ( Min- Max ) olarak sunuldu).
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4. BULGULAR

4.1. Besiyerlerinde SO, miktar1 degisimi

Tim gruplarda kaltirden 6nce ve sonra iki kez SO, miktari 6l¢giimii yapildi.
Buna gore tim gruplarda SO, miktar1 arttt (Tablo 4.1). Baslangigta lenfosit
kiltiirlerini yapmak icin kulladigimiz besiyeri miktar1 5 ml idi. Ekim islemi yapilarak
72 saat inkiibasyona birakilan besi yeri ortaminda kan hiicrelerininin {iremesi
saglandi. Amino asitler, minaraller, tuzlar ve diger maddelerle zenginlestirilmis olan
besi yeri kan hiicreleri tarafindan ¢ogalabilmek icin inkiibasyon siiresince kullanildi.
Dolayisiyla 0. saatte 5 ml olan besi yerini hiicreler tarafindan kullanilirken, hiicre
sayisinin baslangictaki hiicre sayisina gore artmasi besi yeri miktarinin ise azalmasi
beklenir. Bu siire esnasinda bir takim reaksiyonlarin meydana geldigi buna gore
azalan kiitle miktarma karsilik ortamin SO; bakimindan zenginlestigi
diistiniilmektedir.

Tablo 4. 1.’de goriildiigi gibi uygulanan tim dozlarda 0. saatte 6lgulen SO,

degeri ile 72.saatteki deger arasindaki artigin birbirine yakin degerler oldugu goriildii.

Tablo 4. 1. Farkli dozlarda uygulanan SO;’nin Analytik Jena Multi EA UV
Dedektérlii Kiikiirt Tayin Cihazinda Olgiilmesi

Konsantrasyon Konsantrasyon
Gruplar 0.saat (mg/kg) 72.saat ( mg/kg)
Kontrol 890,3 9215
Minumum 848,6 910,4
8 Orta 9249 979,7
Maksimum 955,1 1,02 (g/l)
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4.2. SO,’nin Kardes Kromatid Degisimi Uzerindeki Etkileri

SO2’nin 72 saatlik muamele sonrasinda kullanilan tiim konsantrasyonlarda
KKD'in kontrol grubuna gore arttig1 gézlendi. Bu artis pozitif kontrol, maksimum
ve orta doz uygulanan gruplarda istatiksel olarak anlamli bulunurken, minimum doz
uygulanan grupta kontrol grubuna gére az da olsa bir artis gézlenmesine ragmen bu
artig istatiksel olarak anlamli bulunmadi. (P< 0.05).

KKD’deki en fazla artis maksimum doz uygulamasi yapilan grupta
gozlenirken bu artis diger tiim gruplara gore istatiksel olarak anlamli bulundu (Tablo

4.2) (P< 0.05).

Tablo 4. 2 Degisik dozlarda SO;’nin 72 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde hiicre basina diisen ortalama KKD sayisi.

Gruplar Sire  Konsantrasyon KKD
(saat) Median (Min-Max)
Kontrol 72 0 0,85 (0,76- 1,00)
Pozitif Kontrol 72 160 (ng/ml) 1,66 (1,52 - 3,40) a
(Siklofosfamid)
Minimum 72 0,05 ppm 0,74 (0,60-2,08)
S Ora 72 0.50 ppm 2,28 (1,24- 4,08) *
Maksimum 72 1.00 ppm 4,62 (4,24 -6,40) ®

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli. P< 0.05

*: Toplam 100 hicre
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Sekil 4. 1. Minumum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde 1
KKD

{4
WS
“9 -':.

Sekil 4. 2. Orta dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde 1 KKD
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Sekil 4. 3. Maksimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
KKD

4. 3. SO,’nin Kromozom Aberasyonlar1 Olusumu Uzerindeki Etkileri

SO, ile 72 saat boyunca maksimum, orta ve minimum dozlarda muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde kromozom aberasyonlu hiicre oraninin pozitif
kontrole gore arttig1 gozlenirken (Tablo 4. 3) bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulundu. KA sayisindaki en fazla artisin maksimum SO; uygulanan grupta oldugu
g6zlendi. KA minimum, orta ve maksimum doz uygulanan gruplarda orantili bir
sekilde art1 ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P< 0.05).

SO2’nin insan periferal lenfositlerinde kromozom aberasyonlar1 arasinda
en ¢ok kromatid kirigi, kardes kromatid birlesmesi, kromatid degisimi, disentrik
olusum ve poliploidiye neden oldugu gozlendi ( Sekil 4. 4, Sekil 4. 5, Sekil 4. 6, Sekil
4.7, Sekil 4. 8, Sekil 4. 9, Sekil 4. 10).



49

Tablo 4. 3. Degisik dozlarda muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KA
yuzdesi

Gruplar Stre Konsantrasyon  Median (Min-Max)
(saat) KA
Kontrol 72 0 0
Pozitif Kontrol 72 160( ng/ml) 1,50 (1,00-3,00)
(Siklofosfamid)
Minimum 72 0,05 ppm 7,00 ( 4,00-10,00) ®
s o 2 050 ppm 50 (6,00-10,00) ®
@ Maksimum 72 1.00 ppm

9,00 (4,00-12,00) ®

a: Pozitif Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli. P< 0.05

...}-*
,QAv \

*: Toplam 400 hicre

~ 7 _:"
s LY

Sekil 4. 4 Minumum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
kromatit kirigi
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Sekil 4. 5 Orta dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromatit
kirigi

Sekil 4. 6. Maksimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde

kromatit kirig1
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Sekil 4. 7. Minimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
disentrik olugum

Sekil 4. 8. Orta dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde disentrik
olusum
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Sekil 4. 9. Maksimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
disentrik olugum

Sekil 4. 10. Maksimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
poliploidi
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4. 4. SO,’nin Mikroniikleus Siklig1 Uzerindeki Etkileri

SO,’in 72 muamele siiresinde tiim konsantrasyonlarda, insan periferal
lenfositlerinde MN'li biniikleer hiicre sayisinda artis gézlendi (Tablo 4. 4). Kontrol
grubuna gore pozitif kontrol, maksimum ve orta dozda SO, ile muamele edilen
gruplardaki artis istatiksel olarak anlamli bulunurken SO;’in minumum uygulandig:
gruptaki artis1 istatiksel olarak anlamli bulunmadi (P<0.05).

MN sayisindaki en fazla artis pozitif kontrol grubunda gozlenirken bu artis
diger biitiin gruplara gore istatiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05). Yapilan
mikroskobik incelemelerde bir mikroniikleuslu (Sekil 4.11) ve iki mikroniikleuslu

(Sekil 4. 12.) hiicrelere rastlandi.

Tablo 4. 4. Degisik dozlarda 72 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
MN'li binukleer hicre.

Gruplar Stre Konsantrasyon ~ Median (Min-Max)
(saat) MN
Kontrol 72 0 1,50 (1,00-2,00)
Pozitif Kontrol 72 160( ng/ml) 9,50 (8,00-12,00) ®
(Siklofosfamid)
Minimum 72 0,05 ppm 2,00 (1,00-4,00)
8N Orta 72 0,50 ppm 4,50 (3,00-5,00)
Maksimum 72 1.00 ppm 5,50 (4,00-8,00) @

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli. P< 0.05

*: Toplam 1000 hucre
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Sekil 4. 11. Orta dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
Mikrontkleuslu iceren binlkleer hiicre (x1000).

Sekil 4. 12. Maksimum dozda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
iki Mikronukleus iceren bintkleer hiicre (x1000).
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4.5. SO,’nin DNA Replikasyonu ve Mitoz Boliinme Uzerindeki Etkileri

SO,’nin DNA replikasyonu {iizerindeki etkisi RI’nin, mitoz bdliinme
tizerindeki etkisi ise MI’in hesaplanmas1 yoluyla saptandi. Biitiin dozlarda SO, 72
saatlik muamele siiresinde RI” ni kontrole gore diisiirdii. RI’deki bu diisiis en fazla
pozitif kontrol grubu ile maksimum dozda SO,’ye maruz kalan gruplarda gézlendi.
Kontrole gore RI’deki azalma biitiin gruplarda istatiksel olarak anlamli bulundu
(Tablo 4.5) (P< 0.05).

SO; doza bagli olarak tiim konsantrasyonlarda MI'i diislirdii. Kontrole gore
minimal dozda MI’da fark goriiliirken bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi
(P< 0.05). MI Uzerinde en etkili dozun maksimum SO, dozu oldugu goézlendi.
Maksimum doz ile diger tim gruplar arasinda fark gorultrken bu fark istatiksel
olarak anlamli bulundu ( Tablo 4.5) (P< 0.05).

Tablo 4. 5. Degisik dozlarda SO, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
Rl ve Ml

Gruplar Sire Konsantrasyon MI* RI**
(saat) Median (MinMax)  Median (Min-Max)
Kontrol 72 0 13,10 (9,30-17,57) 2,515 (2,48 -2,56)

Pozitif Kontrol
(Siklofosfamid) 72 160 (ng/ml ) 8,54 (4,21-12,28)* 1,42 (1,41-1,49) °

« Minimum 72 0,05 ppm 8,58 (7,08-11,76) 2,25 (2,18 -2,34)
3 orta 72 0,50 ppm 7,76 (6,98 -7,92)* 2,15 (1,69-2,33)2
Maksimum 72 1.00 ppm 4,02 (3,54 -4,31) 2 1,37 (1,30-1,52) @

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli. P< 0.05
*. Toplam12000 hiicre
**: Toplam400 hiicre
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5. TARTISMA

Bu c¢alisma, farkli dozlarda SO,’nin insan lenfosit hicrelerinde olasi
genotoksik ve sitotoksik etkilerinin sitogenetik parametreler kullanilarak arastirilmasi
tizerine kurgulanmistir. SO hava kirliligi olusturan gazlardan birisi olmasi sebebiyle
¢ok sayida insami etkileyebilme potansiyeline sahiptir. Epidemiyolojik c¢alismalar
akciger kanseri de dahil olmak iizere solunumla ilgili bir¢ok hastaligin SO, ile iligkili
oldugunu gostermektedir (93, 94, 95). Solunum yoluyla alinan SO, kolayca bisulfit
ve sulfite tirevlenebilen sulflrik asite hidrate olabilmektedir. Nemli viicut ortaminda
SOz’den hizla olusan bu metabolitler kan yoluyla tiim viicuda tasinmaktadir.
Bisiilfit/siilfit tiirevleri ayrica yiyecek, igecek ve ilaglar ile de viicuda alinmaktadir.
SO,’nin ve tirevlerinin toksik etkileri ise pek ¢ok biyolojik sistemde gosterilmistir
(94, 95, 96, 97).

Malatya ve yoresi kayisi iiretiminde en onemli merkezlerden birisidir.
Kayisilarda renk kararmasii onlemek, kuruma siiresini kisaltmak, boceklenmeyi
onlemek ve muhafaza siiresini uzatmak amaciyla kayis1 hasadindan sonra ve kayisi

entegre fabrikalarinda yogun kiikiirtleme yapilmaktadir.

Calismamizda, insan periferal lenfositleri in vitro olarak maksimum doz igin
1.00 ppm, orta doz icin 050 ppm ve minimal doz icin 0.05 ppm
konsantrasyonlarinda SO, ile 72 saat muamele edildi. Bu dozlar bir ¢ok sehirdeki
standart atmosferik SO, konsantrasyonlarina (0,1-10 ppm) yakin degerlerdir (95).
Kayis1 entegre fabrikalarinda ve tarim is¢ilerinde maruz kalinan SO; miktar1 tam
bilinmemekle birlikte atmosferik degerin ¢ok iizerinde olacagi aciktir. Koksal ve
arkadaslar1 islimleme odalarinda kiikiirtleme sonrasi kapi acilir acilmaz havaya
dagilan SO, miktari1 manual konduktimetrik cihazi kullanarak 107-721 ppm
araliginda bir degerde bulmuslardir (5). Isciler bu dozlardaki SO,’e yaklasik bir saat
siire ile maruz kalmaktadir. Ancak bu konsantrasyonlardaki atmosferik SO,’in blyik
kismu agik havada ¢evreye yayilacak, konsantrasyonu belirlenemeyen bir oran1 ancak
kisilere ulasacaktir. Ayrica gaz maruziyeti kisisel farklilik gosterebilecegi gibi
solunan gaz hizla viicut iginde metabolize olacaktir. Yaptigimiz literatiir
taramalarinda deney modelimize uygun insan lenfosit hiicrelerine in vitro sartlarda

SO, uygulamasina rastlayamadigimiz i¢in deney oncesi in vitro letal doz belirleme
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calismalar1 yaptik. Bu 6n calismada kiiltiirdeki hiicrelerin %100’lini 6ldiiren doz
1,50 ppm ve %50’sini 6ldiiren doz 1,00 ppm olarak belirlendi. Bu verilerden yola
cikarak LD50’ye denk gelen 1,00 ppm maksimum doz olarak uygulanirken diger

dozlar ise bu degerin azalan katlar1 seklinde belirlendi.

Kimyasallarin olast genotoksik etkilerinin sitogenetik parametrelerle
belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda, uygulanan kimysallarin maruziyet stresi hlicre
siklusu dikkate alinarak 24, 48 veya 72 saat olarak belirlenir (98). Bu calismada
kilturdeki memeli hiicrelerinin hiicre siklusu 24 saat oldugu igin, ikinci ve tglinci
mitozlarin gozlenebilmesi icin KKD ve KA testlerinde 72 saat inkiibasyona
birakilirken, MN testinde ise 68 saat inkiibasyona birakildi. Bunun yani sira higbir
kimyasalin kullanilmadig1r negatif bir kontrol grubu ve Siklofasfamid eklenmis

pozitif kontrol gruplar1 kullanildi.

Tim gruplarda kulturden 6nce ve sonra SO, miktari son derece hassas kiikiirt
tayin cihazi ile 06l¢iildi. Buna gore tim gruplarda SO, miktar1 artti. Baglangicta
lenfosit kiiltiirlerini yapmak i¢in kulladigimiz besiyeri miktar1 5 ml idi. Ekim iglemi
yapilarak 72 saat inkiibasyona birakilan besi yeri ortaminda kan hiicrelerininin
tremesi saglandi. Amino asitler, minaraller, tuzlar ve diger maddelerle
zenginlestirilmis olan besi yeri kan hiicreleri tarafindan ¢ogalabilmek i¢in
inkiibasyon siiresince kullanildi. Dolayisiyla 0. saatte 5 ml olan besi yeri hiicreler
tarafindan kullanilirken, hiicre sayisinin baslangictaki hiicre sayisina gdre artmasi
besi yeri miktarinin ise azalmasi beklenir. Bu siire esnasinda bir takim reaksiyonlarin
meydana geldigi buna gore azalan kiitle miktarina karsilik ortamin SO, bakimindan
zenginlestigi diisliniilmektedir.

Siklofosfamid insanlarda ve hayvanlarda karsinojenik olarak rol
oynamaktadir. Aktif bilesenleri Akrolein ve Fosforamid olup (99), bu bilesenler
DNA’ya kovalent bag yaparak DNA sentezi icin ihtiyag duyulan proteinleri
(transkripsiyon faktorlerini) inaktif hale getirmekte ve hiicrelerin gelisimini
yavaglatmaktadir (99, 100). Siklofosfamid’in genotoksik etkileri ¢ogu arastirici
tarafindan in vitro ve in vivo olarak test edilmis ve birbirini destekleyen tutarli
sonuclar elde edilmistir. Bir¢ok kanser tedavisinde kullanilan Siklofosfamid ve diger
baz1 kemoterapik ajanlarin, tedavi sonrasi somatik hiicrelerde gen mutasyonlarina,

kromozom aberasyonlarina ve andploidilere yol a¢tig1 gosterilmistir (99).
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5.1. SO,’nin Hiicre Bolunmesi Uzerine Etkisi

SO; gazina maruz birakilan deney gruplarinin tiimiinde mitotik indeks
kontrole gore dnemli dl¢iide azaldi. Hatta maksimum doz uygulanan grupta bu diisiis
pozitif kontrolden bile daha fazla olmustur. Bu durum SO;’in antimitotik etkisinin
bariz gostergesidir. SO’in sitotoksik etkisi bir¢ok ¢alismada degisik yonleriyle rapor
edilmistir (12—18). SO, ’nin norotoksisitesini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada,
SO2’nin sican hipokampusunda protein oksidasyonunu, DNA-protein etkilesim
oranini ve apoptik protein ve enzimlerin ifadesini arttirdigi birdirilmistir (101). Yun
ve ark. bir hafta sure ile 7, 14 ve 28 mg/m(3) SO, inhalasyonunun si¢an kalp ve
akcigerlerinde pro-apoptik ve pro-inflamator genlerin ifadesini artirarak oksidatif
stresi artirdigini, DNA hasar1 yaptigini ve membran kanal fonksiyonlarini
degistirdigini bildirmislerdir (102). Bu sonuclar SO,’in mitotik bir inhibitor
olabilecegini gostermektedir. Bu duruma yol agan olasiliklardan biri; SO,‘nin
kromozomal aberasyonu tetiklemesi, sitozinin urasile deaminasyonu ve DNA
modifikasyonu yoluyla kromozomal hasar1 indiiklemesi iken bir diger olasilik SO;’e
bagli kromozomal hasar, katalizlenmis enzim oksidasyonu veya SO, , SOs
SO; gibi oksijen merkezli serbest radikaller olabilir (14). Bisilfit ve tek elektron
oksidasyon bir peroksil radikal formu molekiiler oksijen ile hizla reaksiyona girerek
stlfur trioksit radikal anyonu dretir. SO, tarafindan olusturulan serbest radikaller
nikleik asitlere zarar verebilir ve mutasyonu indukleyebilir (36). SO, maruziyeti
sonucu serbest radikal olusumuna karsi radikal siiptiriicii antioksidan enzimlerin

aktivitesinin arttig1 da rapor edilmistir ( 103).

5.2. SOy’nin insan Lenfosit Hucrelerinde Kromozom Aberasyonu, Kardes
Kromatid Degisimi ve Mikroniikleus Olusumu Uzerine Etkileri

Calismamizda SO, gazi, uygulama dozuna bagli olarak KA, KKD ve MN
sikliginda 6nemli artisa neden oldu. Calisma verilerine dayanarak SO,’nin kuvvetli
klastojenik etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz. SO, DNA molekiiliiniin seker fosfat
omurgasindaki fosfodiester baglarmi koparmasi yoluyla yapisal kromozom
anormalliklerine, ayrica ig ipligi zehri gibi davranarak ig ipligi mikrottbullerinin
olusumunu engellemesi yoluyla sayisal kromozom anormalligine sebep olmaktadir.

Bundan dolayr da SOy’nin genotoksik risk tasiyabilecegi sdylenebilir. In vitro
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sartlarda SO;’in kromozomal diizeydeki genotoksik etkilerine iliskin yeterli bilgiye
ulasilamamustir. Ancak bir ¢alismada in vitro olarak kiiltiire edilmis insan kan
lenfositlerinde SO, tiirevlerinin (sodyum bisiilfit ve siilfit) doza bagli olarak
mikrontikleus, kardes kromatit degisimi ve kromozamal aberasyonlar1 arttirdigl ve
mitotik indeksi ise azalttigi bildirilmistir (14,15). Daha oOnce yapilmis bazi
arastirmalarda c¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglart destekleyici veriler
bulunmaktadir. Ornegin Meng ve Zhang (12,13) kronik olarak SO, gazina maruz
kalan fabrika is¢ilerinin lenfosit hiicrelerinde kromozom aberasyonu ve kardes
kromatid degisimi sikliginin kontrole gore c¢ok arttigini bildirmislerdir. Ayni
arastiricilarin bir bagka c¢aligmalarinda ise SO; inhalasyonunun fare kemik iligi
hiicrelerinde izokromozom ve kromatit kiriklar1 gibi yapisal kromozom
aberasyonlarinda artisa neden oldugu rapor edilmistir.

Bizim ¢alismamizda da  SO2’nin  biitin  dozlarinda  kromozom
aberasyonlarinda kontrole gore artig gozlenmistir. Calismamizda en ¢ok kromozom
kirig1, kardes kromatitlerde birlesme, disentrik olusumlar ve poliploidi goriilmiistiir.
Bu sonuglar SO,’nin klastojenik ve genotoksik bir ajan olabilecegini gostermektedir.
Gorildigi gibi SO2’nin genotoksik etkileri asir1 doz ve uygun olmayan kullanim
metotlarindan da kaynaklanabilmektedir. Bu ¢alismada ¢ok diisiik dozlarda bile SO,

yapisal kromozom anormalliklerini artirmistir.

Genotoksitenin belirlenmesinde kullanilan bir yontem de kardes kromatid
degisimi sikligimin o6l¢iilmesidir. KKD’nin normalden yiiksek olmasi, kimyasal
ajanlarin klastojenik etkisinin bir gostergesidir. KKD, yeni eslesmis kromatid ve
bunun kardes kromatidi arasinda karsilikli degisim olup, S faziyla ilgili bir tamir
islemidir. Kullanilan kimyasala bagli olarak KKD frekansindaki artis, onun
replikasyon mekanizmasini etkileyerek DNA hasari olusturabildiginin kanitidir (60).
Arastirmamizda KKD’nin belirlenebilmesi i¢in 2.mitoz (M2) boliinmeyi gegiren
toplam 100 hiicre incelenmistir. Orta ve maksimum SO; doz uygulamalarinda KKD
frekansinda artis olusturdugu belirlenmistir.  Meng ve Zhang, kronik olarak SO,
gazina maruz kalan fabrika is¢ilerinin lenfosit hiicrelerinde KKD frekansinin yiiksek

oldugunu rapor etmislerdir (13).

Calismamizda kullanildigimiz bagka bir genotoksite testi ise mikroniikleus

testidir. MN, oldukga guvenilir olan bir mutajenite testitir. Her bir hiicredeki nikleus
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sayist, cytochalasin-B ilavesi ile niikleer bolinmelerin sayisin1 gostermektedir. Bu
testte yalnizca biniiklear (iki ¢ekirdek iceren) hiicreler sayilmaktadir ¢ilinkii bu
hiicreler sadece bir kez hiicre boliinmesi ge¢irmis hiicre grubudur. Kukurt iceren
izotiyosiyanatlar (ITCS) turpgiller ailesinde bulunan temel olarak kuikirt iceren
metabolitlerdir. ITCS’lerden bazilariin yiiksek proliferatif kanser hiicrelerinin hiicre
dongusu ilerlemesinin modile edilmesinde, apoptozisin indiklenmesinde ve farkli
tiimor hiicre tiplerine karsi kimyasal Onleyici olarak rol oynadigina ait veriler
mevcuttur. Ayrica benzil ITC ve fenil ITC gibi baz1 ITCS i¢in kanserojen ve ya
genotoksik etkileri bildiren ¢alismalar da vardir. Saglikli hiicreler i¢in genotoksite
yoklugu ve yeni kimyasal onleyici ajanlar i¢in oncelikle gerekli olmasindan dolayi
insan  T-lenfosit kiiltiiriindeki ITCs karistmi  sulforaphane, 4-(metiltiyo)
butylisothiocyanate (MTBITC) ile apoptozis indiiksiyonu ve mikroniikleus olusumu
arastirllmistir. MTBITC, sulforaphane ve ITCS karisimi mikronukleusa neden
olmadigin1  gdstermektedir. Ayrica sulforaphane test edilen en yiiksek
konsantrasyonda (30 uM) apoptik hiicrelerin cogunda doza bagl olarak artisa neden
olmustur (104). Arastirmamizda, SO, uygulanan tim konsatrasyonlarda, insan
periferal lenfositlerinde MN’li biniikleer hiicre sayisin1 kontrole gore arttirmistir.
Minumum uyguladigimiz doz disindaki tiim gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmistiir. Maksimum dozda pozitif ve negatif kontrol grubu ile minimum doz
uyguladigimiz grup arasinda anlamli bir fark gozlenirken orta doz ile anlamli bir fark

saptanmadi.

Meng ve arkadaglari, SO, tiirevlerinin diyet olarak verildigi farelerde ¢esitli
doku hiicrelerindeki DNA hasarin1 tek hiicre elektroforez teknigi (SCGE) ile
arastirmiglar ve DNA hasarlarinin daha ¢ok tek zincir kiriklari, alkalin isaretli
hasarlar ve tamir bolgelerinin eksilmesi seklinde oldugunu bildirmislerdir (105).
Bakteriyel ve memeli hicrelerinde SO, ve tiirevlerinin DNA hasart ile ilgili degisik
test sistemleri sonucu elde edilmis bilgiler olmasina kargin mekanizma tam olarak
bilinmemektedir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda SO, tiirevlerinin DNA’nin
alkali-sensitif bolgelerde veya tamir bolgelerinde sitokinleri urasile donistiirerek
veya guanin-adenin transversiyonu yaparak DNA hasarina yol actigi prokaryotik

hiicre modellerinde gosterilmistir (106).
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Yiiksek frekanstaki kromozomal anomaliler ile kanser riski arasinda anlamli
bir iligki oldugu yapilan ¢alismalarda gdsterilmistir (78). SO’nin kanser baslatici,
tiimor gelistirici ve ilerletici potansiyelinin olabilecegi bir¢cok ¢alismada bildirilmistir
(107). SO.’nin reaktif elektrofilleri ya da glutatyon konjugasyonunun enzimatik
inhibisyonu yoluyla ksenobiyotik bilesiklerin detoksifikasyon mekanizmasini
etkileyerek kansere neden olabilecegini bildirmislerdir (108). Burada glutatyon
konjugasyonunun akcigerde benzopiren epoksitlerin eliminasyonunda ana yolak
olduguna dikkat etmek gerekir. insan ve deney hayvanlarinda akciger kanseri
insidansi ile SO, maruziyeti arasinda gii¢lii korelasyon gézlenmistir (93).

Son yillarda yapilan calismalarda multipl hiicre dongiisii diizenleyici
proteinlerin sentezi ve ifadesinde genetik ve epigenetik etkilesimler sonucu olusan
degisikliklerin SO, toksisitesinde kilit rol oynadigi gosterilmistir. SO, karsinojenik
etkilerini iki sekilde yapmaktadir.

1. Dogrudan kanser ile iliskili genlerde (onkogen, tiimdr supressor genler,
apoptik genler veya metabolitik enzim genleri) dogrudan mutasyon yaparak veya bu
genlerin ifadesini degistirerek hiicre transformasyonunu baslatmaktadir.  SO;
protoonkogenlerin (c-fos, c-jun, c-myc, ve Ki-ras), apoptik genlerin (kaspaz -3,
kaspaz-8 ve kaspaz-9) ve kanserle iliskili metabolitik genlerin (CYP1Al, CYP1A2)
ekspresyonunu artirirken tiimor supressor genlerin (p53, Rb ve p16) ekspresyonunu
baskilamaktadir (107, 108, 109). Bu genlerin hiicre bilyiime, bolinme, farklilasma ve
apoptozunda kilit rol oynadiklar1 bilinmektedir.

2. Hiicre i¢i serbest radikalleri artirarak oksidatif hasar yoluyla DNA hasari
yapabilmektedir. Klonotif hiicre boliinmeleri sonucunda biriken DNA hasarlari
ayrica DNA tamir mekanizmasinin bozulmasi ile karsinojeniteyi baslatmaktadir
(102,105).

SO;’nin g¢esitli hiicrelerde yapisal hasarlara yol agarak histopatolojik etkiler
gosterdigi elektron mikroskobik analizlerle gosterilmistir (97).

Bu bilgiler ve yaptigimiz ¢aligmalar dogrultusunda SO, nin doza bagl olarak
genetik materyalde hasar meydana getirdigini ve kanser basta olmak iizere DNA
hasar1 ile iligskili pek ¢ok hastaliga neden olabilecek potansiyele sahip oldugunu

sOyleyebiliriz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada maksimum, orta ve minumum olmak tizere 72 saatlik siireler
ile insan periferal lenfositlerine SO, uygulamasi yapildi. Cesitli sitogenetik testler
kullanilarak olusabilecek genetik hasarin tespitinde SO,’nin genotoksik etkilerinin
cok yonlii arastirilmas1 amaglandi. Sonugta, SO, uygulamasi doz artisina bagl olarak

kullanilan tiim testlerde belirgin genotoksisite ve sitotoksisite gosterdi.

Daha o6nce yapilan calismalardan ve bizim buldugumuz sonuglardan yola
cikarak SO’ nin sitotoksik ve genotoksik bir gaz olma riski tasidigini sdyleyebiliriz.
Yiiksek konsantrasyonlara maruz kalindigr takdirde ciddi genetik hasar
olusturabilme, buna bagli olarakta hiicre proliferasyonunu etkileyerek kansere neden
olma olasilig1 yiiksektir. SO, nin genotoksisitesi hakkinda daha fazla bilgiye sahip
olunmasi i¢in farkli dozlarda in vitro c¢alismalarin yani sira Ozellikle Malatya
yoresinde SO, toksisitesine maruz kalan tarim is¢ilerinde in vivo galismalar1 da

yapilmasi gerekmektedir.

Aragtirmamizin sonuglarina gére, SO,’nin genotoksik risk potansiyeline sahip

bir ajan oldugunu soyleyebiliriz.
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