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OZET

Bu caligmada mesleki yagantilart geregi yogun miktarda petrol Uriinlerinden
etkilenen petrol istasyonu ¢aliganlarinda petrol ve frinlerinin  “Kromozomal
Diizensizlik Igeren Metafaz Sayist” ve “Yapisal Kromozom Diizensizlikleri”
temelinde klastojenik etkileri, “Sister Chromatid Exchange = Kardes Kromatid
Degisim (KKD = SCE) oranlan temelinde genotoksik etkileri — aragtirilmigtir.
Sigaranin da klastojenik ve genotoksik ajanlar igermesi nedeniyle deney grubu sigara
icenler ve igmeyenler olarak iki gruba ayrmlmugtir. Deney grubu ile aym yas
grubundan ancak yakin gegmislerinde bilinen bir klastojen ve ya genotoksik ajandan
etkilenmemis bireylerden sigara igenler ve igmeyenlerden olmak tzere iki ayn1 kontrol

grubu olusturulmugtur.

Elde edilen verilere gore; kromozomal diizensizlik i¢eren hiicre oranlan
agisindan kontrol ve deney grubu arasinda ve hem kontrol ve hem de deney grubunda
sigara igen ve igmeyen arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.01). Yapisal kromozom dizensizlii oranlart agisindan da kontrol ve deney
grubu arasinda ve hem kontrol ve hem de deney grubunda sigara igen ve igmeyen
arasinda anlamhi bir fark bulunmustur (p<0.01).Kardes kromatid deZisimi oranlari
agisindan kontrol ve petroliin etkisinde kalan deney gruburllda elde edilen farkin
anlaml oldugu belirlenmigtir (p<0.01). Sigara icen ve igmeyenler arasindaki farkin

anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Kromozomal diizensizlikler, kardes kromatid degigimi,

benzer, sigara, petrol.



ABSTRACT

It is investigated that the effects of petroleum on the metaphases including
chromosomal aberrations, structural chromosomal aberrations and sister chromatid
exchange rates in the workers at petroleum stations.

Because of the fact that cigarette involves in clastogenic and genotoxic
agents, exposed group was divided into two subgroups as smokers and non-smokers.
Control group was chosen from same age, who have not been exposed to benzene or
other mutagnic/and carcinogenic substance in the their near future. Control group
was also divided into two subgroup as smokers and non-smokers.

The results of these study indicated that there was a significant difference
between control and exposed group' and between non-smoker, smoker in control and
exposed group for the rates of cell including chromosomal aberrations and
chromosomal aberration frequency (p<0.01).

It is found that difference is significant between control and exposed group
for SCE frequency. A significant differences is determined between smokers and

non-smokers for SCE frequency (p<0.05).

— 5 RETTI .

Keywords: Chromosomal abeerations, sister chromatid exchange, benzene, cigarette

smoking, petroleum.
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1.GIRIS

Giniimiizde teknoloji ve bilim insanlik tarihinde gorilen en hizli gelisim
sirecini yagamaktadir.  Geg¢miste soyut olarak agiklanabilen kavramlar simdi
¢ogunlukla somut bilgiler net verilerle agiklanabilmektedir.  insanlarn sahip
olduklar olanaklar gozden gegirildiginde, en degerli olaninin saglikli yasama hakki
oldugu mutlaktir. Insanligin evreler halinde gerceklestirdigi bilimsel ve teknoloji
alamindaki geligmelerle ulastig1 bilgi birikimi, insan saglig1 sorunlarini daha anlamli

ve kesin ¢dziim yollarini dnerecek netlikte ortaya koymaktadir.

‘ Insan saghg ile ilgili sorunlar toplum yasaminda onemli bir yer tutmaktadir.
Sorunlarin ¢dziimii igin 6ncelikle sorunun kokeninin ortaya konmasi gerekmektedir.
Insanlar yasam alanlarindaki olumsuz kosullarindan biyolojik ve fiziksel olarak
etkilenmektedirler. Olumsuz kosullar iginde gevresel kirleticiler ve sanayi attklari
onemli yer tutmaktadir. Bu gcevresel etmenlerin en olumsuz etkisi: Canliligin
temelini olugturan biyomolekiiller, 6zellikle de yagsamsal olaylarm yonetiminden

sorumlu deoksiriboniikleik asit (DNA) iizerine olamdir.

Yasam ve yasamla ilgili tim aktivitelerimizin gizi DNA ad1 verilen genetik
materyalin yapisini olusturan dort bazin (Adenin, Guanin, Sitozin, Timin) sonsuz
kombinasyonda farkli dizilisi ve her dizilisin belirli bir yasamsal anlam
tagimasindadir.  Genetik biliminin dogusunda en biiyiik pay sahibi Mendel ve
arkadaslarinin uzun siren ¢aligmalardan sonra canlilara ait ozelliklerin sonraki
kugaklara aktanim kaliplar1 ortaya konmustur. Bu aktarimdan sorumlu iinitelerin de
genlerden olugtufu saptanmustir.  Genlerin canlt hiicrelerin nukleuslarinda yer alan
kromozomlar Gzerinde bulundugunun Griffit tarafindan bulunmasi, giniimiizde
genetik hastaliklarin belirlenmesinde ve tammlanmasinda 6nemli bir agamayi
olusturmaktadir. Yeryiiziinde yagayan milyonlarca canliy1 birbirinden farkli kilan en
onemli 6lgiit tire dzgii kromozom sayisi ve kromozomlar iizerindeki genlerin sayisi
ve lokalizasyonudur. Kromozomlar iizerinde normalde inaktif halde bulunan ve
onkogen ad: verilen genler bulunmaktadir. Onkogenlerin sayisy, yerleri ve hangi

kromozomlar lizerinde bulunduklan bilinmektedir [1]. Sadece 10, 13, 19, XveY



kromozomlar: uizerinde onkogen bulunmamaktadir. Onkogenler, normalde temel
hucrede gergeklesen pek ok yasamsal aktivitenin yiiriittilmesinde gérev almaktadir.
Bu fonksiyonlardan en énemlisi ise hiicre béliinmesidir. Sanayi atiklari, polisiklik
hidrokarbonlar, radyasyon, sigara zehirleri gibi gevresel kirleticilerin bir gogu bu
onkogenlerin durumunu degistirebilmekte ve degisen onkogen aktifleserek kansere
neden olabilmektedir [1].

Bu ¢aligmada petrol istasyonunda galisan sigara igen bireylerde, sigaranmn ve
petrolde bulunan ve kanserojen etkisi bilinen benzenin etkileri incelenmigtir. Bu

etkinin sigara i¢ilmesiyle artip artmadif belirlenmeye ¢aligiimigtir.

&



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Yakin zamana kadar gevresel etmenler sonucu ortaya ¢iktifina inanilan
kanserin artik genetik temelli olan bir hastalik oldugu tim giplakligiyla ortaya
konmugtur [1]. Bilinen tiim kanser olgularinin ortak bir kokeni ya da ortak bir
nedeni vardir. Biinyemizi olugturan trilyonlarca hiicrenin hepsinde nukleuslarda
degerli bir hazine gibi saklanan DNA zincirinin kimyasal yapisinin degismesi, daha
bilimsel bir deyimle mutasyona ugramasidir. Hiicre gekirdeginde iplik yumagina
benzer bigimde ve kromozom dedigimiz gruplar halinde sakli tutulan bu degerli
DNA zinciri, her canlinin varolus temelini olusturur. Insanin olgun alyuvarlan
diginda kalan butin hicrelerinde aym basim kopyalar halinde bulunan bu DNA
zinciri her hiicrenin olugjumundan oliimiine kadar tiim yasamsal aktivitelerinin
programint tagimaktadir. Adenin-A; Sitozin-S; Guanin-G; ve Timin-T olmak iizere
dort gesit niikleotidin arka arkaya siralanmasi ile olusan bu dev bilgi deposu, 100
milyar harften ya da 100.000 kitaptan olusan dev bir kiitiiphaneye benzetilebilir.
Cok 6zel islevleri olan birkag hiicre diginda, insan viicudunu olugturan milyarlarca
hiicrenin her birinde bu dev kiitiiphanenin ayni basim kopyast bulunmaktadir. Diger
bir deyisle, insan hayatini baslatan déllenmis yumurtadaki bilgiler, hiicre her
bolindiginde kopyalanmakta ve milyarlarca kez tekrarlanan bu kopyalanma iglemi

hemen hemen hig hata olugturmadan gergeklesmektedir [2].

Kopyalamada hata orami yalnizca yiiz milyonda bir goriilir. Bu ¢ok giiglii
kopyalama sisteminin en 6nemli iglevi, genetik bilgilerin stabilitesini saglamaktir.
DNA zincirindeki anahtar bilgiler yilz milyar niikleotidin arasina obekler halinde
serpigtirilmigtir. Bilim dilinde gen olarak isimlendirilen bu kimyasal bilgi dbekleri
her insanda yaklagik 100 bin civarindadir. Gen olarak isimlendirilen bilgi obekleri
yasamin her evresinde etkin olabilmektedir. Genler araciligi ile hiicre, yagam
evresinde bazen bolunerek yavrulama (hiicre gogalmasi), bazen bir islevi yerine
getirme yetenedi (salgilama yetenegi) kazanabilir, bazen de bu iglev dinlenme
olabilir. Bu bilgilerin i¢inde insam gagirtacak derecede beklenmeyenleri de vardir.
Ornegin; hiicrenin programh bir sekilde yasaminin sonlandiriimas: (apoptosis) gibi;

2]



Tum canlilar siirekli gevresiyle etkilesim halindedir. Insanin gevresiyle uyum
kapasitesi arttik¢a yagam sanst ve bagarisi artarken, uyum kapasitesinin diigmesi
yasamsal sorunlar1 daha agirlikli olarak hissetmesine hatta dliimiine neden olur. Bu
durum bunyemizde hiicreler igin de aynen gegerlidir. Ait oldugu dokuya uyum
yetenegini kaybeden, islevlerini yeterince yerine getiremeyen yipranmis ve
yaglanmig hucrelerin 6limii kaginilmaz bir sonugtur. Hiicreler gevresiyle iletigimini
hticre membran: araciligs ile saglar. Hiicre, bu membran aracilig: ile komsu hiicreler
ile dogrudan fiziksel iligki kurar ya da salgladigt ozel kimyasal maddeler
(hormonlar, toksinler,...) ile diger hicrelerle iletisim kurar. Hiicre, membran
yapislr}da yer alan alici  reseptér proteinler aracilifiyla mesajlan algilar,

degerlendirir ve ne yapmas gerektigine karar verir [1].

Kanser agisindan en onemli hiicre islevlerinden birisi; ¢evreden gelen
mesajlara gore gogalma, farklilasma ve apoptosisdir. Bu hiicre iglevleri insanin bir
biitiin olarak bir hiicreden biinye olusturabilmesi (gelisim) ve gevreden gelen zararlt
etkenlerden (viruslar, kimyasal toksik maddeler, giines iginlari vb.) kendini
koruyabilmesidir. Her hiicre ait oldugu organizmay: ayakta tutabilmek igin gereken
davramst segmek durumundadir. Bazen 6len hiicrelerin yerine (6rnegin bagirsak ya
da derideki hiicreler ) yenilerini koymak gerekebilir, bazen de fazladan hiicre yapimi
(6rnegin virlslerle savagmak icin bagisiklik hiicrelerinin gogaltimasi) gerekebilir.
Hucre yenilenmesi ya da viicudun gereksinimine gore bazi dokularda gerekli yeni
yapilanmalar (6rnegin meme dokusunun geng kizlarda gelismesi ve menapozdan
sonra kiigilmesi) igin strekli dizenlenmesi gereken gogalma-farklilagma-blim
programlari, sayilari yiziin ustinde olan degisik proteinler tarafindan
diizenlenmektedir. Bu proteinler: hiicrenin gogalmasini saglayan bir gesit yesil 151k
gorevini yapan proteinler, hiicre ¢ogalmasim durduran ve bir gesit kirmuzi 151k
gorevini yapanlar ve hiicrenin omriinii noktalayan yaglanma ve intihar proteinleri
olmak uzere tige ayrihr. Kanser olgusunun baslangict bu proteinleri kodlayan
genlerden birinin yapisindaki degisime (mutasyona ugramast) dayanmaktadir. Bazen
bu genler ana ya da babadan gocuga hatali olarak aktarilabilir. Her on kanser

olgusundan birine yol agtig1 bilinen bu tiir aksakliklar kanserin bazi kigilerde kalitim



yolu ile gegen bir hastalik olarak ortaya ¢tkmasinin temel nedenidir. Bazen ayni
genler gevredeki kanser yapan kimyasal maddeler tarafindan mutasyona ugratilabilir.
Ornegin; bilinen kot huylu kanserlerin yariya yakinini olusturan solunum yolu
kanserleri sigaradaki kanser yapan maddelerin (dzellikle benzopiren) yol agtig: gen
mutasyonlarina  baglidir. Tedavisi kolay oldugu igin sayist genellikle
kaydedilmeyen, ama insanda en sik goriilen kanser tipi olan deri kanseri
(epidermoid tipi) giinesin yaymig oldugu mordétesi ( ultraviole) ginlarin yol agtig1
gen mutasyonlarina baghdir. Cevredeki kimyasal ya da fiziksel etkenlerden kéken
alan kanserlerin oram, dokulara gore degismesine kargin, yiizde ellinin ustiindedir.
Her on kanserden ikisi de viral etmenlerden kéken almaktadir.  Kanser yapan
viruslardan papilloma viriisii de genellikle hiicre proteinlerini taklit eden viriis
proteinleri sentezleyerek diizenleyici genlerin islevlerini bozmakta ve hiicrelerin asirt
cogalmasina neden olarak kanserlesmeye yol agmaktadir. Heniiz oram tam
saptanamayan ve ozellikle yaslilarda gorilen kanserlerin kaynaginda ise hiicre
yaslanmasinin daha dogrusu yaglanma sirasinda hiicrelerde biriken toksik maddeler
nedeniyle kendiliginden olusan mutasyon birikmesinin  bulundugu tahmin
edilmektedir [2].

Kanser konusunda galigan bilim adamlarinin son yillarda sik¢a kullandigi Cell
fate terimine hiicre kaderi diyebiliriz. Hiicre kaderi ya da yasam periyodundan kast
edilen; hiicrenin dogumundan éliimiine kadar gegirecegi dort ayn evreyi belirleyen
bir genetik programin oldugudur. Her hiicre, cogalma, farklilagma, yaslanma ve
olim segeneklerini belirleyen genetik programlari yapisinda igerir. Hiicrelerin
kanserlesmesi di§ cevreden gelen etkenler araciligiyla olusabilmektedir. Bu olay

asagidaki gibi sematize edilebilmektedir [2].



Fiziksel ve kimyasal karsinojenler, Mordtesi igmlar (Giineg igmlar)
X ve Gamma ymlan (Radyoaktivite)
Benzopiren (Sigara, Cevre kicliligi)
Aflatoksin (Kilf mantar)
Oksid radikalleri (endojen

v
Kahtsal
Mutasyorlar e Somatik / '
Mutasyonlar

Kanser

Onkogenik viriisler
Hepatit B Viriisit
Hepatit C Viritsit

Epstein Barr Viriisil
Papilloma Viriisi

HIV

Sekil.2.1. Fiziksel, Kimyasal ve Biyolojik Etmenlerin Mutajenik Etki

Mekanizmalari [2]

Cogalmakta olan bir hiicrenin yagsam aktivitelerinin yliritmesi ve kendi
benzerlerini olusturmas: igin gegirdigi evrelerin timiine birden hiicrenin yasam
dongisi adi verilir. Bir yasam dongiisii sonunda bir hiicreden iki hiicre olusur ve
gereksinimler oraminda yeni olusan hiicreler yeni dongiler yaparak c¢ogalmaya
devam ederler. Hiicrenin yagsam déngiisi: Hiicrenin normal yagamsal etkinliklerini
gergeklestirdigi ve boliinme oncesi hazirhklarin yapilmasini igeren Interfaz ve

bélinmenin gergekleserek ¢ogalmanin saglandig1 mitoz olmak tizere iki agamadan



olusur. Interfaz protein ve RNA sentezinin yiiriitiildigi G, S ve G, olmak tizere u¢
evreden olusur. S (sentez) evresinde ayrica hiicre DNA’st sentezleme yoluyla
kopyalanarak iki katina ¢ikarilir. Mitoz agamasinda ise ikiye katlanmus olan DNA
iki yavru hiicre i¢in kullanilmak izere esit bigimde ikiye ayrilir, ayrilan DNA’larin
gevresinde hiicredeki diger yapilarin yine esit olarak obeklenmesi ve hiicre zarinin

ikiye ayrilmasi ile iki yeni hiicre olugur.

HUCRE YASAMINI BELIRLEYEN GENETIK PROGRAMLAR

Cogalma.___1___p Farkhlasma——3—» Yaslanma
2

4

Oliim

1. Hiicre ¢ogalmasimi durduran ve farkhilagmay: saglayan genler. Kanserli
hiicrelerde etkinliklerini yitirirler.

2. Hiicre ¢ogalmasimi saglayan genler. Etkinligi kanserli hiicrelerde artar.

3. Hiicrelerin yasama ve bélinme yeteneklerini zamanla smirh olarak
programlayan genler. Kanserli hiicrelerde etkinliklerini yitirirler.

4. Hiicre olitmiinii programlayan genler. Kanserli hiicrelerde etkinliklerini

yitirirler.

Kanserli hiicreler surekli boliinme egilimi olan hiicrelerdir. Kanserli hiicrelerdeki
bozukluklar genellikle G; evresini diizenleyen genler iizerindedir. Bugiin insan
kanserlerinde go6zlemlenen gen bozukluklarinin tamamina yakint G; evresindeki
ilerlemeyi dogrudan ya da dolayli olarak diizenleyen genler Gzerindedir. Kanser

etmeni aksakliklar tagtyan genleri de iki ana sinifa ayirmak miimkandir [2].



1. Onkogenler: 1k kesfedildigi zaman kanserin tek nedeni oldugu sanilmaktaydi.
Onkogenler hiicre gogalmasinda itici gorev yapan genlerdir. Onkogenlerin
aslinda proto-onkogenlerin (onkogen olmaya aday gen) bozulmas: sonucu ortaya
¢iktigr  yetmigli yillarin sonlarinda belirlenmigtir. Sahiplerine nobel odiiliini
getiren bu bulug kanser konusunda bir déniim noktas: olusturmugtur. Boylece,
ajan provakatorler (kanserojenler) dig kaynaklt olsa bile kanserin hiicre i¢i
hastalik oldugu yani yagami ayarlayan genetik programlarin yanhs amagh olarak

galistirilmasi sonucu ortaya giktig: anlagiimigtir [1}.

2. Tdmdr Siipressir Genler: Proto-onkogenlerin tersi islev yapan genlerdir. Bu
genler kanserin olugmasina set olusturan, asil islevi normal hiicrenin kot yola
sapmasini engellemek olan, bir gesit bekgilik odevi yaparlar. Ilk 6rnegi 1986’da
bulunan bu gen grubu etkinliklerini kaybettikleri zaman kansere neden olurlar.
Insan kanserlerinde en sik bozulmaya ugrayan onkogen ras onkogenidir, bunu
myc, siklin D, ret, erb-B, bcl2, mdm2, abl gibi diger onkogenler izler. Bu
genlerden bir kismt hiicre gogalmasim dogrudan diizenlemektedirler. Diger bir
kismi ise hiicreye siirekli gogal sinyali gonderen proteinleri sentezler. Timér
siipressor baskilayict genler i¢in p53, RBI, pl6, BRCAI, BCRA2, APC, WTl1,
VHL ornekleri verilebilir [1].

Hiicre ¢ogalmasi, her ne kadar kanserde en sik bozulan program olsa da, son
yillarda hiicre 6liimii ile kanser arasinda da ilging bir iligki ortaya ¢ikmugtir. Hiicre
olimi kaza sonucu olabildigi gibi bilerek ya da onceden programlanmig oliim
bi¢iminde de olabilir. Her hiicrede nasil ki ¢oBal ve gogalma ikilemini diizenleyen
bir denge varsa aym sekilde 6lim ve yasam ikilemini de diizenleyen bir denge
vardir. Birbirini dengeleyen terazi kefeleri bigiminde evrim sirasinda ortaya gtkan bu
sistem sayesinde, hiicre her an 6lmeye hazir durumda beklemektedir. Simdiye kadar
bu isevi yiiriiten on kadar gen belirlenmistir. Bu durumda kanser gen bozulmasi
sonucu olustufuna gore bu bozulmayi olugturan nedenler énem kazanmaktadir.
Kanser kargisinda bireyler ve toplumlar ayni sansa sahip degildirler. Bunun en
belirgin nedeni gevre ve yasam kosullarindaki farkliliklardir [2]. Karsinojenler olarak

isimlendirilen belirli ¢evresel ajanlar kansere yol agabilen mutasyonlara neden



olurlar. Bu mutasyonlar onkogenleri aktive eder ya da tiimor supresssor genleri
inaktive ederler [3].

Birgok insan populasyonu gesitli kimyasal maddelerden mesleki yasantilari
geregi ister istemez etkilenmek durumundadir. Bu maddelerin bazilarmimn mutajen ve
kanserojen olduklari bilinmektedir. Bu maddelerden bir tanesi de gunlik
yasantimizda her alanda kullanilan petroldiir. Petrol bir ¢ok diriniin ham maddesidir.
Petrol, insan ve hayvanlar igin kanserojen maddeler olan polisiklikl ve alifatik
hidrokarbonlar igerir. Bu maddeler yiksek derecede degisken kompleks bir karigim
olup igerifinde benzen ve 1-3 butadien tagir. Benzen kanserojen bir maddedir ve
ayni zamanda petroliin igeriginde de yer alir.  Benzen basta boya ve mobilya
sanayiinde kullamilan maddeler ve yapistiricilar olmak iizere pek ¢ok maddenin
yapisinda ¢oziict olarak kullamlir. Benzenin farelerde klastojenik ve insanlarda ise

karsinojenik oldugu belirlenmistir [4].

Pek gok meslekten insan populasyonu dogrudan ve dolayl olarak benzen
etkisinde kalmaktadirlar. Bunlardan birisi petrol pompa istasyonu galiganlanidir. Bu
¢aligmada, Mersin ili igerisinde bulunan petrol pompa istasyonlarinda galigan
igcilerden alinan kan 6rnekleri ile yapilan lenfosit kiiltiirlerinde, petroliin iginde
bulunan benzenin insan kromozomlarinda Yapisal Kromozom Diizensizlikleri
temelinde klastojenik ve Kardes Kromatid Degisimi (KKD: Kardes Kromatid

Degigimi) temelinde genotoksik etkileri aragtirilmustir.

2.1.GENEL BILGILER

Aromatik hidrokarbonlar igeriklerinde sadece C ve H’den olugan doymamis
yapida, karekteristik olarak giizel kokulu bilegiklerdir. Yapisinda bulunan C ve H
sayisi esittir. 1825 yilinda Faraday tarafindan benzenin gaz yagindan elde
edilmesinden sonra biitiin aromatik bilesiklerin yapilarinda benzen igerdikleri
belirlenmistir. Benzen basta petrol olmak iizere birgok organik maddenin yapisinda

bulunmaktadir. Benzen oda sicakliginda renksiz, aromatik yapida bir sividir. Iyi bir



goziicii olmasi yaninda organik goziiciilerin gogunda ¢oziinir. Suda ¢oziniirlagii gok

disiiktir. Benzenin diger kimyasal 6zellikleri gizelge 2.1.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Benzenin kimyasal 6zellikleri

Molekiil Agirlig 78.11
Donma Noktas: 55°C
Kaynama noktasi 80.1
Yoguniuk 0.879
Viskosite 0.654 mPa.s
Alevlenme Noktas: -11°C
Kendiliginden tutusma noktast 595°C

Benzen (CsHs) halkali bir bilesik olup altt karbon birbirine baglanmistir. Her karbon
sp> melezlesmesi yapmustir ve halka diizlemsel yapidadir. Her bir karbon bir
hidrojene baglidir ve halka diizlemine dik bir P orbitali tasir. Bu alt: P orbitali Pi
bagi yapmak tizere birer elektron igerir. Benzenin yapisinda yer alan alt: P elektronu

¢ Pi bag: yapar.

Benzende biitiin karbon-karbon bag uzunluklar esittir ve 1.40 A° dur. Biitiin
baglar C-C ¢ift bagindan daha uzun, C-C tek bagindan daha kisadir. Benzen halkast
eger Ug tek bagla ayrilmig lokalize ti¢ bagdan olugsaydi, bag uzunluklan farkh
olurdu. Biitiin karbon-karbon baglar esit uzunlukta oldugundan, halkada ardigik ¢ift
bag ve tek bag yoktur. Bag uzunluklarimin esit olmas: benzenin simetrik bir molekiil

olmasini ve halkadaki baglarin tamamen birbiri ile ayni olmasini saglar [5].

XIX. ylizyilin sonlarindan beri yitksek oranlarda benzenin etkisinde kalma,
ciddi hematolojik baskilanmalara neden olabilmektedir.  Benzenden etkilenmis
populasyonlarda alyuvar, akyuvar ve trombosit sayilarinda 6nemli azalmalara neden
oldugu birgok caligmada gosterilmigtir [6]. Benzenin kemik iligi depresyonu ve

losemi iizerine etkileri ilk olarak 1897-1928 yillan arasinda kesfedilmigtir. 1987
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yilinda OSHA (Occupational Safety and Health America) tarafindan benzen limiti, 8
saat ve lizerinde etki altinda kalanlar igin 10 ppm olarak duyurulmustur [7].

Benzen ugucu ve ¢oziicii ozelligi nedeniyle solunum, deri ve oral yol ile
biinyeye alinmaktadir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) genel olarak kan
zehirleri grubuna girerler. Bunlarin iginde en toksik olant benzendir. Benzenin
insanlarda leukomojenik etkisi de bir ¢ok caligma ile kanitlanmugtir. [8]. Polisiklik
aromatik karbon bilesikleri hiicresel metabolizma ile epoksitlere (siklik eterler) ya da
radikallere donistiriliirler. 3,4-benzopiren endoplazmik retikulumda sitokrom p450
katilimiyla arenoksite, arenoksit de epoksit hidrataz tarafindan bir transdihidrodiole
doniigtirilir.  Gegici kanserojen (proksimat karsinojen) olarak tamimlanan bu
kanserojenden sitokrom p450 ile yeni bir epoksidasyonla kesin kanserojen (ultikate
karsinojen) etki kazamr. Bir epoksit (trans-isomer-7, 8- diol-9, 10) olan bu son tiriin
epoksit halkasimnin pargalanmastyla Guaninin amino grubu gibi niikleofilik bazlarla
kovalent baglar kurar. Bu olaya paralel seyreden zehirsizlestirme metabolizmasina
sahip  karacier  sayesinde  yabanc kimyasal = maddelerin  oksidatif
metabolizmalarinda, kimyasal, inert kanserojenlerin kesin kanser olusturan
maddelere doniigtiirmesi de dogamin agik bir paradoksudur.  Sitokrom P450 ve
epihidrataz benzopirenlerin yikilim: ve olasi metabolitlerden gliclii kanserojenlerin

olusumunda beraberce gérev yapan enzim sistemini olustururlar [9].

Benzen Insanlarda l6semiyi indiikler ve hayvanlarda ¢oklu organ kanserlerine
neden olmaktadir. Ancak yogun aragtirmalara kargin hentiz 16semiye neden olma
mekanizmasi tam olarak aydmlatilamanustir. Karsinojen ajanlarin aksine benzen
DNA'ya zayif baglanma yetenegi gosterir. Bu alanda yapilan ¢aligmalarda,
translokasyon, kromozomlarda meydana gelen rearanjmanlar, rekombinasyon, ya da
andploidi  gibi sitogenetik degisimlerin  bu ajan tarafindan olusturulan
karsinogeneziste 6nemli bir rol oynadigi samimaktadir [4, 10, 11, 12,13]. Benzenin

en 6nemli metabolitleri fenol, katekol ve hidroquinondur.
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Sekil.2.2. Benzen metabolitleri [14]

Benzenin fenolik metabolitleri insanlarda l6semiye neden olabilmektedir.
Hidroquinon immun sistem hiicrelerine sitotoksik etki gosterir. Insanlarda
dermatosis ad1 verilen deri reaksiyonlarina neden olabilmektedir. Hidroquinonun
teratojenik bir etkisinin olup olmadig: heniiz bilinmemektedir [15]. Hidroquition
klastojenik etkisi bilinmekle beraber etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Hidroquinon'un olasi klastojenik etkisi oksijen radikalleri olugturma yetenegi ile veya
DNA'’ya kovalent olarak baglanmas: ile agiklanabilir. Ya da DNA polimeraz, RNA
polimeraz ya da DNA replikasyonunda ve transkripsiyonunda rol oynayan Ligaz ve
Topoizomeraz gibi enzimleri inhibe etme geklinde olabilir. Benzen metabolitlerinin
hem yapisal hem de sayisal kromozom dizensizliklerini olugturabildiginin
gosterilmesi benzenin neden oldugu losemiye 1sitk tutabilir.  Kromozomal
dizensizlikler belirli timorlerin neoplastik gelisiminde onemli rol oynar. Cesitli
onkogenlerin, tiimor supressor genlerin ve biyiime faktoér genlerinin kromozomal
lokalizasyonunun karsinojenik yollarla olusabilen kromozomal segment ya da
kromozomal translokasyonlar, eksilmeler ya da artiglar, potansiyel molekiiler

mekanizmay: belirlemektedir [11].
Insanlarda benzenin major metabolizmasi karacigerde olusur. Benzen en

kiigiik ve en stabil olan aromatik hidrokarbondur. Toksik olmas: i¢in benzenin ara

uriinlere metabolize olmas: gerekmektedir. Ceyitli yollarla organizmaya giren
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kimyasal maddeler enzimlerin katalitik etkisi ile kimyasal reakiyonlara girer ve
boylece aktif metabolitlere donistirler [16]. Karsinojenik kimyasallarin birgogu esas
karsinojen olarak bilinen kimyasal olarak reaktif formunun metabolik
aktivasyonundan sonra ya da kendi kendine biyolojik makromolekiillerle kovalent
bag yapabilirler. Biyolojik makromekiillerde olusan bu bag, eger duyarli olan DNA
ile yapilmis ise dogrudan kalitsal hasar olusturabilir. DNA'daki bu hasar, hiicre
boliinmesine kadar tamir edilmemigse tiimor olusumunda rol oynayan bir mutasyon

olusturabilir.

Kanserojen maddeler etki mekanizmalarina gore genotoksik ve epigenetik
kanserojenler olmak {izere ikiye ayrilir. DNA ile etkileserek kanserojen etki gosteren
kimyasal maddeler genotoksik kanserojenler olarak adlandirilirlar.  Birgok
kanserojen maddenin kendilerinin ve metabolitlerinin kuvvetli elektrofil olduklar1 ve
boylece DNA ile etkileserek degigsme yaptig1 gosterilmistir. Benzen genotoksik bir
ajandir.  Epigenetik kanserojenler ise genotoksik etki gostermeyen kimyasal
kanserojenler simfini olugturur. Epigenetik kanserojenlerin kronik doku hasari,
hormonal dengesizlik, immunolojik etkiler ve hiicrelerde genetik nedenle veya
genotoksik kanserojen maddelerin etkisi ile baglatilan etkiyi, tesvik edici mekanizma
ile kanser olusturduklar ileri siiriilmektedir. Kanserojenler sadece ¢ok duyarl bir
molekiil olan DNA'y: etkilemekle kalmaz aym zamanda gesitli RNA ve proteinleri de
etkiler. Bu makromolekiillerden bazilart hiicresel biiyiimenin kontroliinde veya
DNA replikasyonunda 6nemli rol oynar, bu da tiimér baglangig mekanizmas: igin
epigenetik olarak 6nemlidir. Bununla birlikte, DNA ile olusan karsilikli baglarin,
RNA ve proteinlerle olusturulan baglardan daha fazla timoér etkisi gosterdigi
saptanmistir [17]. Benzen ve metabolitlerinin hemaopoetik etkileri de s6zkonusudur.
Benzen ve metabolitleri kemik iligi toksisitesine ve lenfosit sayisinda azalmalara
neden olmaktadir. Benzen hepatoselliiler dokuda dejenerasyona neden olarak, hiicre
cogalmasint  kisitlamaktadir. Boylece aplastik anemiyi ve lenfopeniyi
olusturmaktadir. ~ Akut myeloid losemiye ve lenfoma gibi kanserlere de yol
agmaktadir [18].
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Benzenin biyolojik etkileri oldukga karmasiktir. Bu nedenle toksik etkilerinin
ortadan kaldirilmas: igin metabolize edilmesi gerekir. Fenol, karacigerde Sitokrom
Paso enzim sistemi tarafindan benzenin oksidasyonu ile olugturulur. Benzenin temel
metaboliti hidroquinon ve katekoldiir. Bunlardan Hidroquinon karacigerde fenoliin
hidroksilasyonu ile, katekol ise benzen dihidrodioliin dehidrojenasyonu ile
olugturulur. Hemaopoetik dokuda toksisitesi oldugu igin benzenin ve
metabolitlerinin kan tarafindan taginmasi gereklidir. Daha sonraki metabolik yol
kemik dokuda gegmektedir. Kemik iligi benzeni metabolize etmek igin sinirli bir
kapasiteye sahip olmasina ragmen dokudaki metabolitlerini 6lgmek yetersiz
gortnebilir.  Fenol hizh olarak kemik iliginde metabolize edilir. Benzenin quinon
metabolitlerinin toksik oldugu hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarla lenfoid
hiicrelerde gosterilmigtir [19, 20]. Benzen metabolizmasinda ilk adim, fenoliin
olusumudur. Bu adim, benzenin sitokrom Psso monooksijenaz metabolizmasin
kapsamaktadir. Benzen P4so IIE1 izoenzimi igin bir substrattir ve Pusg
monooksijenaz fenoliin hidroquinona ve katekole metabolize edilmesinde aktiftir.
Fenol epoksit halkasinin agilmasiyla asit katalizorliiginde benzen oksitten
olusturulabilir. Geri dontiimlii sistemlerde benzenden fenoliin olusumu sirasinda,
izoenzim Pyso IIE1'in radikal hidroksil mannitol, Dimetilsiilfoksit (DMSO), katalaz,
peroksidaz, siiperoksit dismutaz tarafindan inhibe edildigi rapor edilmistic. Bu
bulgular hidrojen peroksitten olusan hidroksil radikalleri tarafindan sitokrom Pyso'ye
bagimli fenol olusumuna aracilik ettigi iddia edilmektedir.  Sitokrom Pgsso'nin
aracilik  etmis oldugu fenol metabolizmast hidroquinon, katekol ve 1,2,4-
benzentriol'iin olusmasina yol agar. Katekoliin olugmasi igin diger bir yol epoksit
hidrolaz tarafindan benzen oksitin benzen-trans dihidrodiole metabolizmasin
gerektirir. Benzen oksit, glutatyon transferazin etkisi altinda glutatyonla reaksiyona
girer.  Hidroksile olmus aromatik benzen metabolitleri daha sonra sulfata ve
glukuronik asit bilesenlerine metabolize edilir [21]. Solunum yoluyla alinan benzen
akcigerlerden kan yoluyla karacigere tagimr. Burada fenol ve hidroquinona dénisir
(hepatik degisim). Benzenden olugan fenol ve hidroquinon burada yine kan yolu ile
kemik iligine tasiur (Metabolitlerin kemik iligine segici toplanmast hidroquinon
oksidasyonunun fenole bagl uyaricilarimin lokalize olmasi) ve burada peroksidatif

enzimlerden myeloperoksidaz (MPO) ile oldukca toksik bir madde olan 1,4 -
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benzokinon olugur. Benzenin kabul edilen genotoksisite olusturma mekanizmas

sekil 2.3’te verilmigtir .
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Sekil 2.3. Benzenin Genotoksik Etki Mekanizmas: [17]

2.1.1. Karsinojenite

Yiiksek dozda benzenden etkilenme ile Iosemi ve difer bazi hastaliklar
arasinda iliski vardir. 1977 'de akut myeloid 16seminin 54 gesidinin benzenden
etkilenme ile iligkili oldugu ortaya gikarilmis ve aplastik aneminin alt tiirleri iligkisi
belirlenmigtir. Erytrolosemi, akut monositik 16semi, kronik myeloid 16semi, akut
lenfoblastik 16semi, kronik lenfositik losemi ve myeloid metaplazia gozlenmigtir.
Bir gok tiirde geni§ olarak yapilan ¢aligmalar gostermistir ki; benzen etkisinde kalma
ile losemi arasinda bir iligki vardir. Benzene bagli 16seminin mekanizmasi
aydinlatildigmda, disiik doz benzenden etkilenme sonucu olusan l6semi aragtirilmig
ve kesin kamtlar agiga ¢ikarilmigtir.  Benzenin insanlarda ve kemiricilerde bir

kanserojen olduu genel olarak kabul edilir. Insanlarda l6semi ve lenfoma tipi
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kanserler olugmasina ragmen, kemiricilerde ise Zymbal glandlarindaki kanserler
goriilmektedir. Bireylerin benzenden etkilenme agisindan duyarlihiklan farkliliklar
gosterir. Benzenden etkilenme siiresi ve doz yaninda yas, genotip,

immiinokompetans ve yasam bigimi bu duyarhliklan etkilemektedir.

Kemirgenlerde yapilan galigmalar, benzen metabolitlerinin makromolekiillere
irreversibl olarak baglandigint géstermiglerdir. Metabolitler 6ncelikle mikrozomal
proteinlere, ikincil olarak ta RNA'ya baglamir.  Baglanma olayindan ise benzen
oksitten daha gok fenolin sorumlu oldugu gosterilmistir [19].  Benzenin
karsinogenezdeki roliinii aragtirmak, uygun bir hayvansal modelin bulunmasindaki
guglikler nedeniyle zordur. Benzenden etkilenen farelerde ve ratlarda akut ve kronik
myeloid l6semi olugturabilmektedir. Daha 6nceki savlar, karsinogenezisin olusmast
ya DNA'ya ara urlnlerin kovalent baglanmasi - ya da DNA'mn oksidatif
pargalanmasiyla olugmasi seklinde idi. Benzen ve benzen metabolitlerinin B
lenfositlerdeki immunoglobulinleri kodlayan bir genle bir protoonkogenin iligkisini
dogurmakta bu olay translokasyonla t(15;17) sonuglanmaktadir. Bunun sonucu
olarak Retinoik asit reseptdriiniin mutant geni olugmaktadir. Boylece kromozomal
diizensizlik tipleri olan sayisal ve yapisal diizensizliklerde, mikronukleus

olusumunda ve kardes kromatid degisimi oranlarinda artiglar olmaktadir [21].

Kromozomlardaki yeniden diizenlenmeler, protoonkogenlerin ve timér
siipressOr genlerin aktivasyonunda onemli rol oynarlar. Kansere genetik yatkinhigin
birgok tipi yapisal kromozom diizensizligi ile iligkilidir. Bununla beraber neoplastik
hiicrelerin butiin tiplerinde, karyotip farkliliklarina rastlanmistir ve bu farkliliklar
tanida sik olarak kullaniimaktadir [22].

Benzen insanlarda aplastik anemiye, akut myeloid losemiye (AML) ve
myelodisplastik sendrom'a (MDS) neden olan bir l6komojendir. Kromozomlardaki
sayisal artiglara neden olur. Benzen metabolitlerinden, 6zellikle, Hidroquinon ve
1,2,4 benzentriol AML'de spesifik kromozom diizensizliklerinden 5 ve 7 nolu
kromozomlarda olugan anomalilerdir. Bu iki metabolitten Hidroquinon benzen

metabolizmasinda olugan temel triindiir. Hidroquinon'un benzoquinona oksidasycnu
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ile benzenden etkilenmis bireylerde gosterilen aberasyonlarin temel nedenidir.
Benzenin neden oldufu AML'de meydana gelen kromozomal degisikliklerin
kemoterapotik ilaglarin neden oldugu kromozomal degisikliklere estir. Benzen
etkisinde kalmg bireylerde 1, 5 ve 7 nolu kromozomlarin tetrazomisinin arttig1
gosterilmigtir. Periferal kan lenfositlerinde AML'ye 6zgii duizensizliklerin saytlmast
(hesaplanmasi), benzen gibi genotoksik ajanlarin etkisiyle olugan losemi riskini ve
kromozomal hasarin olgiilmesini saglar. Kromozom 5 ve 7'nin uzun kolundaki
hasarlar gosterilen major yapisal diizensizliklerdir. Benzenin kromozom 5'in uzun
koluna etkisi, kromozom 7'nin uzun koluna olan etkiden daha fazladir. Benzene
maruz kalma bazi kromozomlarda telomer lé'aylplarma neden olur. Telomer

eliminasyonu kromozomlarda kayiplara neden olmaktadir [23].

Benzenin AML riskini arttiran bir kimyasal oldugu belirlenmistir. 8 ve 21
nolu kromozomun trizomisini kapsayan kromozom diizensizlikleri ve bu iki
kromozom arasindaki translokasyon (8;21) (q22;q22) genellikle AML'de
gorilmektedir. 8;21 translokasyonu AML'de goriilen en 6zgtn translokasyondur.
AML'nin alt tiplerinde degigik gen bolgelerinde degisiklikler olugmaktadir. AML-
M2 tipinde 21 nolu kromozom iizerindeki AML1 (CBFAZ2) gen bolgesi ve 8 nolu
kromozom tiizerindeki ETO (MTGB) gen bolgesi etkilenir.

Benzenden etkilenme kromozom 8'de kiriklarin artmasina ve 8 ve 21 nolu
kromozom ve diger kromozomlar arasindaki translokasyonlara neden olmaktadir.
Ve t(8;21) translokasyonunun, benzenden etkilenmis bireylerde 15 kat daha fazla

oldugu belirlenmistir.

Giiniimiizde iyi bilinen konu benzen ve metabolitlerinden uzun sureli olarak
etkilenme insanlarda lenfoma, 16semi ve kemiricilerde ise Zymbal glandlarinda ve
hepatoselliiler karsinoma gibi kanser tiirlerine neden olabilecegi bilinmektedir. Hem
insanlarda hem de deney hayvanlarinda kamin hicresel elemanlarinda azalmalar
goriilmektedir. Kan elemanlarindaki azalmalar lenfositopeni ve trombositopeniyi
kapasamaktadir ve ayrica aplastik anemiye neden olabilmektedir. 100 ppm’in

tizerindeki derisimlerdeki benzenden etkilenme insanlarda AML ve muhtemelen
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lenfomay1 indiikledigi bilinmektedir. Bireylerin benzenden etkilenmesi ile ortaya
¢ikan etkiler bireyler arasinda yas, genotip, yasam tarzi, immunokompetans gibi

faktorlerin farkli olmasina bagh olarak degismektedir [24].

Benzen aym zamanda, gogunlukla gap ve kinklari igeren kromozomal
diizensizliklere neden olmaktadir.  Benzene maruz kalmig bireylerde KKD
oranlarnin arttis bildirilmigtir.  Bu sonuglar, kromozomal dizensizliklerin ve
mitotik  rekombinasyonlarin  benzenin  insanlarda  l6semiyi  olusturma
mekanizmasinda temel olusturdugunu  gostermektedir. Benzen  belirli
kromozomlarda, 6zellikle, C grubu kromozomlarda sitogenetik degisimlere neden
olmaktadir. Bundan bagka C grubu kromozomlardan herhangi birinin trizomisine de
neden olmaktadir. C grubu kromzomlarinin sayisal ve yapisal degisimleri benzenin

neden oldugu 16semi olusumunda dnemli rol oynayabilir.

Benzenin fenolik metabolitlerinin, DNA problari ve gelistirilmis kinetekor
teknikleri kullamlarak kromozomal kirilmalara neden oldugu ve kromozomlarin
normal dagilimlarinin degigmesine neden olduklar1 gosterilmistir. Kromozomlarda
yanlig dagilim sonucu C grubu kromozomlarda trizomiler olugmaktadir. 1, 7 ve 9
nolu kromozomlar i¢in sentromerik problar kullanilarak yapilan Fluoresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) ¢abigmalarinda bu kromozomlarda hiperploidi oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglar kromozomlardaki kirilmalardan, artiy ve azalmalardan
benzenin fenolik metabolitinin sorumlu oldugu bildirilmigtir. Benzen
metabolitlerinin neden oldugu kromozomal etkiler ve kromozomlarin yanlg
dagilmasina neden olan mekanizma agik bir sekilde tanimlanmamustir. Ancak gok
¢esitli mekanizmalar onerilmektedir. Bu mekanizmalar, serbest radikallerin aracilik
ettigi hasar, DNA'ya kovalent baglanma ve DNA replikasyonunda ve
transkripsiyonunda iligkili enzimleri icermektedir.  Petrolden etkilenmig bireylerde

yapilan aragtirmaya gore; benzenin en etkili madde oldugu ortaya konmugtur [25].
Benzenin Metabolitlerinden olan 1,4-benzokinonun Biyolojik Etkileri

1,4-Benzokinonun biyolojik etkileri sekiz ana baglikta toplanir.
1. DNA ve ptotein baglarin: etkileme.
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Mikrotiibiil olusumunu engelleme.

DNA ve RNA sentezini engelleme.
Tek iplikte DNA kiriklarina neden olma.

in vitro olarak insan lenfositlerinde Kardes Kromatid Degisim oranlarinda artiga

h & W N

.

neden olma.
6. Hiicre boliinmesi esnasinda kromozomal pargalanmalara neden olma.
7. Metafaz srasindaki etkiler ile hiicre boliilnmesini engelleyici sonuglar olugturma.

8. Kemik iligi blastogenesisine ve agliitiinasyonuna neden olma.

Yukarida da belirtildigi gibi 1, 4-benzokinon mikrotibil olusumuna etkide
bulunarak boliinmenin seyrinde degisikliklere neden olarak poliploidi olusumuna
neden olabilmektedir. DNA ve RNA sentezini etkilemesi sonucunda da viicut igin
gerekli olan proteinler yapilamamakta, bu da organizmamn fizyolojisinde
degisikliklere neden olabilmektedir. Ayrica kemik iliginin stromal hiicrelerinin
bityiimesine engel olusu ile lenfosit tiretiminde dolayli olarak ta immiin sistemde
calisma bozukluguna neden olabilmektedir. Bunun yaninda lenfositler iizerinde
yapmig oldugu dogrudan etkiler ile onlarin tiremesine ve aglitiinasyonuna neden
olmaktadir. Bu biyolojik etkilerinden bagka DNA hasari, kromozomal kiriklar,
aneuploidi ve genotoksisiteye neden olma gibi etkileri bulunmaktadir.  Petrol ve
petrol {iriinlerinden etkilenmis MDS/AL hastalarinda daha ¢ok 5 ve 7 nolu
kromozomlarda diizensizlikler gozlenmistir. Organik solventlerde bulunan benzen,
toluen ve aromatik hidrokarbonlardan etkilenme aplastik anemiye lésemiye ve kemik
dokuda dejenerasyonlara neden olabilmektedir [26, 27]. Petrolde bulunan benzenin
ve metabolitlerinin kansere neden olabilecegi birgok ¢aliyma ile gosterilmistir.
Benzen agir bir gekilde kullanilan endiistriyel kimyasaldir ve kursunsuz benzinde
yitksek derecede bulunmaktadir. Benzenin hemotoksik, genotoksik ve karsinojenik
etkisi vardir. Benzenin toksisite olugturmasi i¢in biyoaktivasyona ugramas! gerekir.
Benzen metabolizmasinin major bolgesi karacigerdir. Benzenin primer metaboliti
fenol, sekonder metaboliti ise katekol ve hidroquinondur [14]. Petrol alanlar1 daha

bityitk mutajenik potansiyel olusturmaktadir.
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Benzenin l6komojenik potansiyeline ait ¢ok az bilgiye sahip olmamiza
ragmen benzenden etkilenmiy c¢alisanlarda 16semi gorilme sikhigi artmmgtir,
Benzenden etkilenen doku hiicrelerinde 6zellikle mitoz bolinme sirasinda
kromozomlar yanlis dagihm gostererek hiperploidiye neden olmaktadir. Bukkal
hiicrelerde yapilan ¢aligmalarda boliinen hiicrelerin nukleusunda mikronukleus
olarak adlandinlan kiigiikk nuklear partikiillerin sitoplazmada goriinmesi benzenden
kaynaklanmaktadir. Insan lenfositlerinde in vitro ve farelerde in vivo olarak yerine
getirilen FISH ¢aligmalarinda, benzen ve benzen metabolitlerinin hem klastojenik
hem de anojenik aktivitelerinin 6zellikle kromozom 9 diizensizliklerine neden oldugu

ortaya konmugtur. [12].

Benzenin metaboliti olan hidroquinonun (HQ). birgok ¢aliymada HQ'un
mutajenitesi test edilmistir. Ozellikle L5178Y fare lenfoma hiicrelerindeki kiigiik
mutant kolonilerde ve fare kemik doku hiicrelerinde HQ'un mikronukleus olusumuna
ve fare kemik doku hiicrelerinde kromozomal diizensizliklere neden oldugu
bildirilmigtir [28]. Organik kimyasal karsinojenlerin yapisal ¢esitliliginin fazlaligt
nedeniyle uzun stire karsinojenik aktivasyon anlagilamamigtir. Bugiin organik
karsinojenlerden etkilenme ile tiimér olusumundan sorumlu boliim igin gergek
kanitlar bulunmugtur. Tamor olugturma mekanizmas: Sekil 2.4’ te  6zetlenerek

sematik olarak verilmektedir [17].

2.1.2. Hematolojik Etkiler

Benzenin en 6nemli hematolojik etkisi aplastik anemiye yol agan kemik iligi
depresyonudur. Bu etki kok hiicre ve progenitor hiicre adi verilen hiicrelerde
olusturulan degisiklikler ve yap1 bozukluklaridir. Kemik iligi depresyonu ile asil
olugmas: gereken eritrositler, fibroblastlar, megakaryositler ve monositler gibi birgok
hiicre eritropoetin interleukin gibi proteinleri olugtururlar. Bu proteinler birgok
olaylarda anahtar role sahiptir. Bu hiicrelerin tretilememesi yada hatal iretilmesi
sonucunda pirimitif kan hicreleri olgunlagamaz. Bu nedenle bu bireylerde kanin
hiicresel elemanlarinda azalmalar olur ve kan hastaliklan olugur. Kan
elemanlarindaki bu azalmalar islev bozukluklarini da beraberinde getirmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda petrol istasyonlarinda c¢aligan bireylerde losemi insidansinin
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normal populasyona gore 333 kez daha yiiksek oldugu ve petroliin en tehlikeli
bilegiginin benzen oldugu belirlenmigtir [7, 26].

Benzene duyarlilik bireyler arasinda farkliliklar gosterebilmektedir ve bazi
bireylerde ailesel duyarhilik yatkinligi da olabilmektedir. Benzenin kirmizi kan
hiicrelerindeki en olasi etkisi korpuskiiler voliim olarak bilinen ortalama hiicre
biiytikliigiindeki artigtir. Ortalama korpuskiiler volimdeki artig folik asit eksikligi ve
B, vitamini eksikligi ile olugsur . Folik asit eksikligi ve B;, vitamini eksikligi

hastaliklar1 kemik ilii hiicrelerindeki DNA sentezi ile baglantilidir [17].

Cansiz bilesiklerin

Kimyasal olarak Organizmada dmyasal
Bosaitim

ahmmt olarak alinmy biieyikler

y

Reakilf metabolizmanin
enzimatik degisimi

}

Y

\j

Reaktit bllegliklerin Organizmadakl kimyasal
alintmi olarak reaktif Deakiivasyon ve bogaitim
bl bllegikler L

, DNA onanm
ONA fle kovalend bag £

l Yanlis onanm ’

Hicre SlimY

[ MUTASYON ]

l

HUCRE DEGISIMI

KIMYASAL OLARAK
TUMOR OLUSUMU

\J

Sekil 2.4. Tumoérin Kimyasal Olarak Olusumunda Temel Mekanizmalar [17].

21



Daha 6nceki ¢aligmalar benzenin tek bagina toksik bir etkisinin olmadigim
gostermekte idi. Ancak benzen metabolizmas: sirasinda olugan ve kemik iligine
giden metabolitler hepatik metabolizmas ile donigime ugramakta ve toksik etkiler
ortaya gikarmaktadirlar. Bununla beraber benzen kemik iliginde tek bagina dogrudan
aktive olamamaktadir. Benzene veya benzen igeren organik maddelerden etkilenme
siirecinde kemik iliginde benzen metabolitleri olarak katekol, fenol ve hidroquinonun

derigimleri artmaktadir.

Benzenin karacigerdeki sitokrom P4so aracilif ile benzen okside metabolize
oldugu digiinilmektedir. Bu olusan benzen oksidin biiyiik bir kismi fenole donusgur.
Fenoliin ¢ogu konjuge olur ve digar: atillir. Benzen oksitin diger kismu hidroquinonu
olusturabilir. Hidroquinon ise kendiliginden 1-4 benzoquinona oksitlenir. Benzen
oksit ayrica inaktivasyon triini fenil merkapturik asiti vermek igin epoksit transferaz
enzimi tarafindan glutatyon ile konjuge edilir. insan lenfositlerinde bulunan epoksit
hidrolazin etkisinde benzen oksit benzen glikole donustir. — Benzen glikolin
dehidrasyonu sonucunda ise katekol olusur. Katekolin kiigiik bir kism 1,2,4-
benzentriol'e doniigiirken, bilyik kismi ise disari atiir.  Benzen karacigerde
metabolize edilmekte ancak toksisitesini kemik iliginde gosterdigi i¢in benzenin kan
yolu ile transportu gereklidir. Kemirgenlerde yapilan galigmalar benzenin karaciger
DNA'sina kovalent olarak baglandigimi gostermigtir.  Benzen ve metabolitleri

makromolekiillere geriye doniisiimsiiz olarak baglanmaktadir [19].

Benzenin temel olarak iki metabolik yolu bulunmaktadir. Bunlardan biri
halkal: hidroksile olmus bilesikler olugturmast, digeri ise halka agiliml metabolik
yoldur.  Hidroksile olmus bilesikler daha sonra sulfat bilegenlerine ya da
glukuronidlere metabolize olurlar. Bu bilegikler detoksifikasyon iriinleridir ve trinle
atilirlar. Glutatyonlu konjugasyon merkapturik asitin tiriner atilimi benzenin fenole
metabolize olmas: sirasinda ilk reaktif ara iiriin olan benzen okside detoksifiye olan

diger bir yoldur.

Benzen metabolizmasinin biyiik bir kismu karacigerde gergeklesmektedir.

Benzen ¢ok kiigiik ve oldukga stabil olan bir aromatik hidrokarbondur. Toksik
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olabilmesi igin ara metabolitlere metabolize olmasi gerekmektedir. Tavganlarda
yapilan caligmalarda benzenin trinde glukuronidlere, etheral sulfatlar olarak atilan,
1, 2, 4- benzentriole, HQ'a, katekole, ve fenole hidroksile oldugiu bildirilmistir [19].
Benzen metabolizmasinda ilk agama, fenoliin olusumudur ve benzen karacigerde Faz
1 oksidasyon reaksiyonu ile fenole déniistiriilir. Benzen toksisitesinden yiksek
olasilikla benzen epoksit sorumludur. Benzen epoksit benzenin fenole donusimi
esnasinda olugan ara bir Griindiir. Bu agama benzenin sitokrom P4sy monooksijenaz
metabolizmasim igerir. Benzen Psso IIEIL izoenzimi igin bir substrattic ve Paso
monooksijenaz fenoliin HQ'a ve katekole metabolize edilmesinde aktiftir. Fenol,
epoksit halkasiin agilmasiyla benzen oksitten olusturulabilir. Geri donigiimlu
sistemlerde benzenden fenoliin olusumunda, izoenzim Psso IIE1'in radikal hidroksil,
mannitol, DMSO, katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz tarafindan inhibe edildigi

rapor edilmigtir [19].

Sitokrom Pyso'nin aracilik ettigi fenol metaboliti, HQ katekol ve 1, 2, 4-
benzentrioliin olugmasina yol agar. Katekoliin olugumu igin diger bir yol, epoksit
hidrolaz tarafindan benzenoksidin benzen-trans dihidroksile metabolize edilmesini
gerektirir. Benzenoksit, glutatyon transferazin etkisi altinda, glutatyonla reaksiyona
girer. Hidroksile olmug aromatik benzen metabolitleri daha sonra, sulfata ve
glukronik asit bilesenlerine metabolize edilir. Benzenin mikrozomal metabolizmast
trans-trans muconaldehit olugumuna neden olur. Quinon metaboliti ve
muconaldehitin genotoksik olduklar1 birgok in vivo ve in vitro caligmada
belirlenmigtir. Karacigerde metabolize olan benzen daha sonra kan yolu ile kemik
dokuda ilerler. Kemik dokuda katekol ve HQ depolamr. Kemik doku digik

diizeyde sitokrom Paso, yitksek diizeyde peroksidaz igerir.
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Sekil 2.5. Benzenin metabolik yolu [19]

Fenol, katekol ve HQ kemik dokuda yiiksek derisimde bulunan peroksidaz
olan myeloperoksidaz igin milkkemmel bir substrattirlar. ~ Myeloperoksidaz
metabolizmas: siirecinde bu fenolik metabolitler elektron oksidasyonu altindadirlar

ve proteinlere kovalent olarak baglanirlar [21].

2.1.3. Benzenin Genotoksik Etkileri

2.1.3.1. Mutajenite

Benzenin mikrobial sistemlerdeki mutajenite calismalarinda kullanilan adi
agar plak teknikleri ile yapilan ¢aligmalarda mutajen olmadigi gosterilmigtir. Bu
goriiy; Ames Salmonella testi, Maya mutajenite testi, programlanmamig DNA
sentezi, Fare lenfoma testi, Chinese Hamster V79 hicrelerinde 6-thioguanine
direnglilik testi, Chinese Hamster Over (CHO) hiicrelerinde Oubain testi ve insan
lenfoblast HGPRT ve TK testleri ile de desteklenmigtir. Ancak fare karaciger

mikrozomlarinda benzenin pozitif Ames testi gosterdigi bildirilmistir. Baz
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durumlar altinda sitokrom P-450 IIE1 veya diger sitokrom P450 benzeni metabolize
etmesine ragmen benzen metabolizmasinin hepatik basamagindan sitokrom P-450
IIE1 oncelikle sorumludur. Benzenin kemik iligindeki metabolik aktivasyonu
peroksidaz aktivitesini gerektirir. Hem karacigerdeki hem de kemik iligindeki her iki
aktive edici enzim sisteminin yoklugunda mutajenik metabolitler olusturulamayacak
ve bunun sonucu olarak ta benzen mutajenik etkiye neden olmayacaktir. S9 enzim
sistemleri caligilarak benzen metabolitlerinden trans-1, 2-benzenedihydrodiol ve
benzene diol epoksitin mutajenik oldugu bildirilmigtir.  Trans- trans-mukonaldehit
metabolitinin hiicrelere toksik oldugu birgok raporda bildirilmigtir. Trans- trans-
mukonaldehit metaboliti CHO hucrelerinde klastojendir. Boylece eger benzen belirli
bir metabolik aktivasyon altinda ise bazi metabolitleri mutajenik ozellik gosterebilir

[21, 29].
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2.1.4. Benzenin Neden Oldugu Hastaliklar

Benzenin etkisiyle, lokositopeni, trombositopeni, anemi, lenfositogis,
granulositlerin fagositik fonksiyonlarinda diisiis, glikojen olusumunda azalma,
ndtrofil peroksidaz aktivitesinda azalma, nétrofillerin B-glukuronidaz aktivitesinde
asit fosfatazda yiikselme, alkalin fosfatazda azalma, nétrofillerin lipit bilesiklerinin
olusumu, spontan rozet olusumunda azalma, serumda lokoaglutininlerin azalit
gorilebilmektedir.  Kronik benzen toksisitesindeki eozinofillerin, bazofil ve
monositlerin azaligt tartisma konusudur. Bu problem, modern tekniklerle daha da
aragtirilmast gereken bir konudur. Kronik benzen toksisitesine bagli olan diger bazi
anormallikler de bulunmugtur [8]. Cesitli kontrol analizleri, ¢oziiciilerden
etkilenilen mesleklerde, digerlerine gore 16semi oraninin gok daha yiksek oldugu
bildirilmigtir. Endiistri iggilerinde ¢oziicilerden etkilenme ile benzenin vucuda alimi
sadece soluma ile degil deriden absorbsiyon ile de olmaktadir. Farelerde yapilan
gesitli aragtirmalara gore benzenin yaklagik olarak % 1'i deriden absorbe
edilmektedir [30].

Insan somatik hiicrelerindeki sitogenetik aragtirmalarda genellikle periferik
kan lenfositleri kullamilmaktadir. Karsinogenetik iglemlerdeki kromozomal hasarlar
sitogenetik temellere dayandirilarak agtklanmaya galigilmistir. Kromozomal hasarlar
proto-onkogenlerin aktivasyonunda gok 6nemli rol oynamaktadir ve onlarin kanser
olugturmada sinergistik davranmalar1 nedeniyle dolayl etki olusturmaktadir. Birgok
kimyasal mutajenin S fazina bagli olarak olugturduklari kromatid tipi hasarlar birinci
bolinmeyi takip eden metafazda yiiksek oranda kolaylikla gorillebilecek gekilde
ortaya gikabilirler. Boylece sitogenetik kontrollerde hemen birinci bolinmedeki

metafazlar sonug i¢in kullanilabilir_[31].
2.1.5. Benzenin Kan Sistemine Toksik Etkileri:
Benzen zehirlenmesi ile olusan Aplastik anemi kan sistemi bilegiklerinin

cogunda toksik hasarlar olusturur. Losemi gelisimi ve myelotoksisite arasindaki

yakin iligkiden dolayn bu metabolitlerin de olaydan sorumlu olduklar
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bildirilmektedir. Periferal lenfosit azalist, hem insan hem de hayvan sistemlerinde
benzen toksisitesinin ilk kamt olup, aplastik aneminin 6zelliklerini tagimaktadir.
Fenol, hidrokinon ve katekol; lenfosit bilyiimesine baski yapmakta ve kemik iligi ya
da lenfoid organlarda onlarin konsantrasyonu ile in vitro olarak fonksiyonlarini
etkilemektedir. Hidroquinon ve onun oksidasyonu ile tiretilmig olan p-benzokinon,
killtiirde lektin {ireten lenfositlerde farkhlagsmaya neden olmakta ve tiremeyi
durdurucu etki gdstermektedir. Ayrica mikrotiibiil olusumunu etkilemektedir. Fenol
(PH) ve katekol sitotoksik konsantrasyonlarda lenfosit aktivasyonunu baski altinda
tutmaktadir.  Hidrokinon ve katekol in vivo olarak immin sistem hiicrelerini
etkilemektedir. Hidrokinon, B hiicrelerinde IgM iretilmesini uyaran mitojenleri ve
B-lenfositleri olugturan pre- B hiicrelerinin sayismi azaltict etki gostermektedir.
Ozetle hidroquinon (HQ) ve katekol in vivo olarak B lenfositlerinin sayisint
azaltmaktadir. Hidroquinon in vivo olarak lenfopeniyi arttirmaktadir.  Lenfosit
pregenitor  hijcrelerinin erginlesmesi ve iiremesini polipeptid lenfokinez enzimi
diizenler ki; bu da hem in vivo hem de in vitro olarak T lenfositleri tarafindan
uretilir. Benzen lenfositlerde p-benzokinon gibi metabolize olursa lenfokin Gretimini
inhibe eder. Hidroquinon ve p-benzokinon (BQ) ile yapilan ¢alismalarda sitotoksik
olmayan konsantrasyonlarda (mikromolar diizeyinde) in vitro olarak fare dalak
lenfositlerinde RNA sentezinin doza bagli inhibisyonuna neden oldugu gosterilmigtir
[28].

2.1.6. Sitogenetik Toksisite

2.1.6.1.Kardes kromatid degisimi oranlar1 iizerine etkileri

Kardes Kromatid Degisimi=Sister Chromatid Exchange (KKD=SCE) bir
kromozomun kardes kromatidleri arasinda meydana gelen resiprokal degisimlerdir.
KKD'ler kromozomun morfolojik yapisinda herhangi bir degisiklige neden olmazlar.
Bilindigi gibi bu kargiikli degisimler homolog lokiislerde olugmaktadir. DNA
kinlmalarina ve yeniden olugumlara neden olmasina ragmen, molekiiler
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. KKD'ler ya bazi maddelerin DNA'ya

kovalent olarak baglanmasi sonucu ya da DNA tamir mekanizmasina midahale
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edilmesiyle indiklenmektedir [32]. Kardes kromatid degigimleri (Sister kromatid
exchange) DNA sarmalindaki degisiklikler ile olugan kromatidlerde DNA'min
kirilmasina neden olmaktadir. Kardes kromatid degigimleri bir lokusteki kardes
kromatidler arasindaki tam kromozom morfolojisinin degisimiyle sonuglanmayan
asimetrik degigimleri igerir. KKD analizi, herhangi bir mutajen etkisinde kalma ile
olugabilecek mutajenitenin dlgiilmesinde diger sitogenetik analizlerden daha duyarli
oldugu bildirilmigtir. =~ Fakat mekanizmast tam olarak agiklanamadigi igin
kromozomal analizlerde kullanilmamaktadir. KKD analizinde kullanian boyama
yontemi ilk olarak Chinese hamsterlerinde ve bitkilerde gosterilmigtir [33, 34].
KKD analizleri birkag kalitimsal hastahigin tanimlanmasinda da kullanilmaktadir.
Bu hastaliklar Bloom sendromu, Fankoni Anemisi, Ataxia-telangiectasia and
Xeroderma Pigmentosum gibi hastaliklardir. Bu kromozom frajilite hastaliklan
KKD'yi indiikleyen ajanlara farkl yanit gosterirler. KKD’yi inditkleyen ajanlar ya
mutajenlerdir ya karsinojenlerdir ya da her ikisidirler. ~Allkillenmis ajanlar gibi
belirli bazi bilesikler KKD’yi iniikleyebilirler. Belirtilen ajanlar kromozomal
diizensizliklere neden olabildigi halde KKD’yi indiiklemeyebilirler. Bu nedenle
Mutajenik ve karsinojenik maddelerin etkilerini incelemede KKD ve kromozomal
diizensizlik yontemlerinin beraber kullanilmasmin yararl olacagt bildirilmektedir.
KKD'ler hiicre dongiisiiniin DNA sentezinin olustuu S fazinda en yiksek duzeyde
olugmaktadir ve S fazinin sonunda tamemen durmaktadir. KKD'ler DNA sarmalini
degistirmekle DNA'daki metabolizma olaylarina ya da tamir olaylarina engel
olmakta, kovalent baglar1 bozmaktadir. KKD formasyonunun molekiler
mekanizmast heniiz bilinmemektedir. Fakat KKD'lerin mutasyonel ajanlardan
kaynaklandig bilinmektedir [35, 36].

Homolog kromozomlar sinaps yapmaz ve ¢ift olusturmaz. Mitozun profaz ve
metafaz evresindeki kromozomlarin her biri iki es kromatidden olugur. Birgok
deneysel ¢alisma resiprokal degigimlerin kardes kromatidler arasinda olugan
krosingovere es oldugunu gostermigtir. Bu KKD'ler yeni allelik kombinasyonlar
olugturmazken, kanitlar bu olayin anlaml oldugu iizerinde yogunlagmigtir. KKD'nin
tammlanmast ve calisiimast bircok modern boyama yontemleri ile kolaylagmistir.

Eger hiicrelere timidin analogu olan Bromodeoxyuridine (BrdU) varlifinda replike




olmalarina izin verilirse ve daha sonra hiicreler analogdan yoksun bir besi ortamina
yerlegtirilirse kromatidler BrdU'lu ve BrdU'suz olarak ayrilabilirler. Boylece BrdU
iceren kromatid daha agik renkte gortlecektir. KKD'nin anlamhihg heniiz kesin
olarak bilinmezken, birgok gézlem bu olgunun caligtimasina neden olmustur.
Kromozom diizensizligine neden olan ajanlar (virusler, X-igini UV ve organik

coziiciiler, belirli kimyasal mutajenler) KKD say1sini artirmaktadir [37].

Kardes kromatid degisim oranlarimn belirlenmesinde  kullanilan
Bromodeoksiiiridin boyama yéntemi son yillarda gesithi genotoksik ajanlardan
etkilenen hiicrelerde, DNA hasarlarinin gosterilmesinde duyarh bir yontem olarak
kullamlmaktadr [62]. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) (Sister kromatid
exchange= SCE) DNA kirilmalarim  ve yeniden birlesmelerini kapsayan homolog
lokiislerdeki DNA replikasyon tiriinlerinin karsilikli degigmelerini yansitmaktadir. 5-
bromodeoxyiiridin (Brd-U) boyama tekniginin gelistirilmesiyle genotoksik ajanlara
in vivo veya in vitro olarak etkilendikten sonra KKD oranlarindaki degisimler birgok
alismada aragtnlmistir. Bu caligmalar mutajenlerin biyuk bir kismimn KKD
frekanstn arttirdigim gostermistir [38].  Bir maddenin genotoksik bir etkiye sahip
olup olmadiginin belirlenmesinde KKD testinin kullanilmasi, Perry ve Evans'in
bilinen mutajenlerin ve kanserojenlerin KKD olugumunu indiiklediklerini
saptamalarindan sonra baglamistir. Bu galigmadan sonra, birgok aragtirci degisik
mutajen ve kanserojenleri kullanarak yaptiklari deneylerde bu maddelerin gesitli

canh hiicrelerinde KKD'yi indiiklediklerini saptamuglardir [39].

Mutajeniteyi degerlendirmede giivenilir yontemlerden biri, kurtiire edilmis
insan lenfositlerinde kromozomlarin iki kromatidleri arasinda degisimleri saymaktur.
KKD sayisindaki bir artig mutajenlerin etkisini yansitmaktadir. Mutajenlerin etkisini
belirlemede kullamlan bir diger yontem ise mikronukleus ve kromozomal
diizensizliklerinin  belirlenmesidir Benzen mikronukleus, KKD, aneuploidi ve

yapisal kromozom diizensizliklerinin olusumuna neden olmaktadir [29, 40].

Bazi arastinicilar digiik dozda, benzen ve metabolitlerinin T lenfositlerde

hiicre dongiisa kinetigini, mitotik indeksi etkiledigini ve KKD sikliina neden




oldugunu gostermiglerdir [14, 17]. Aym aragtinicilar benzen ve metabolitlerinin de
KKD sikligindaki etkilerini gostermiglerdir:  Katekol > 1, 4- benzoquinon >
hidroquinon > 1,2,4-benzenetriol > fenol > benzen. Bu caligmalardan katekoliin
benzenden 221 kez daha fazla aktiviteye, fenole ek olarak di ve trihydroxybenzen, 2-
2'- bifenol ve 4, 4' bifenol metabolitlerinin de KKD 'nin indiiklenmesinde énemli bir
rol astlenmektedir. Morimoto ve Wolf [19] katekol, hidroquinon ve daha az boyutta

fenoliin fitohemaglutininle sitimiile edilmis lenfositlerde KKD'yi indiiklediklerini

bulmuglardir.

Benzen genig olarak kullanilan endiistriyel bir kimyasaldir. Insanlarda
l6semiyi ve hayvanlarda ise goklu organ kanserlerine neden olmaktadir. Cok genisg
aragtirmalara ragmen l6semi olusturma mekanizmast bilinmemektedir.  Diger
karsinojenik ajanlara gore benzen DNA'ya zayif baglanma kapasitesine sahiptir. Bu
sonuglar genetik degigimlerin diger tipleri olan translokasyon, delesyon,
rekombinasyon ya da anoploidinin bu ajan tarafindan olusturulan karsinogenesiste
onemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Son yillarda gelisen molekiiler ve
sitogenetik arastirmalar bu yapisal ve sayisal kromozom degisikliklerinin neoplastik
gelismede onemli bir role sahip olduklarim ortaya koymustur. Benzenin fenolik
metabolitlerinin sentromeri igeren ve igermeyen mikronukleus olusturma kapasitesi
ile ilgili galiymalar, hidroquinonun hem kromozomal kayiplara hem de kromozomal
kirilmalan olusturmasinda etkili oldugunu ortaya gikarmustir. Petrol ¢alisanlarinda
gosterilen bu kromozomal degigimlere ek olarak benzene maruz kaldiktan sonra
losemi ve myelodisplastik sendromlu hastalarda kromozom diizensizliklerinde bir
artig gosterilmigti.  Bu hastalarin arasinda kromozom diizensizligi tipleri
degismesine ragmen bu hastalarda C grubu kromozomlarin trizomisinin siklikla
olustugu rapor edilmigtic. C grubu kromozomlarindan 9 nolu kromozomun
trizomisine daha ok rastlanmaktadir. FISH: kromozoma ozgii DNA problari
kullamlarak ve son yillarda gelistirilmis molekiiler sitogenetik tekniktir. Bu teknik
insan hiicrelerinde andploidinin hizh bir gekilde tammlanmasina izin vermektedir.
Ayni zamanda bir kromozomdaki artis ya da azaliglarin hizli ve interfaz evresinde

tammlanabilmesidir [10, 41].
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2.2. SIGARA KULLANIMI VE ETKILERI

Giniimiizde insanlarin en yaygin kullandiklan zararlt maddelerin basinda
sigara gelmektedir. flk titin igiminin ilk defa 1555 ytlinda Avrupa’da basladi
bilinmektedir. 1965 yunda 20 yagin istiindeki erkeklerin %52’si, kadinlarin %34’0
sigara igmekteyken 1990’11 yillarda bu oran erkeklerde %38’e kadinlarda ise bu oran
%30’lara diigmeye baglamigtir.  Sigarada bulunan zararli maddelerin bazilarinin
kanserojenik olduklart ve akciger kanseri olusumunun % 90’min sigara
kullanimindan kaynaklandig: bilinmektedir. ~Sigara igenlerin igmeyenlere oranla
kansere yakalanma riski 5-30 kez artmaktadir. Sigara kullanim ile pankreas, mesane
ve serviks kanserine olan egilimi arttirir. Sigara bagimlilifinin ve geng kugaklarda
icme oramimn artmasi korkutucu bir gergektir. Ozellikle gelismekte olan itilkelerde
ve bizim iilkemizde bu oran daha da fazladir. Sigaranin yagam kalitesini diigtirdigi,
hamilelikte igilmesiyle erken dogumlara ve digik dogum agirligina neden oldugu,
gesitli kanser tiirleri ile dogrudan veya dolayli etkisinin bulundugu, cesitli solunum
hastaliklarina yol agtig1 artik bilinmektedir. Sigara igen yetigkinlerde 6tim oram 1.7
olarak belirlenmigtir.  Bu oran, igilen sigara miktart ve igme siiresi ile
degisebilmektedir. Olim oram geng yasta sigaraya baslayanlarda daha yiksektir.
30-35 yaslarinda ginde 2 paket (40 adet) sigara igen bir kisinin igmeyen bir yagitina

g6re dmriiniin 8-9 yi1l daha kisa olacagt olgiilmektedir [42].

Sigara igenler sigara dumam ile birlikte 4000 cesit maddeyi akcigerlerine
almaktadirlar. Sigaramin katran fazi; nikotin, nem ve CO; ¢tkinca geri kalan
maddelerin toplamina denir. Bunlarin bir grubu kanserojen (nitroz amin, diger
aromatik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar), bir grubu da irritandir
(hidrosiyanik asit, furfurak, nitritoksit, NO,, fenol bilesikleri, akrolein). Bir sigara
icimiyle bireye gegen katran ve nikotin miktari, katran ve nikotin verimi olarak
adlandirilir. Normal sigarada katran verimi 16-30 mg, nikotin verimi ise 1-2.5
mg’dir. CO, verimi ise sigaradan havaya verilen CO; oranidir. CO; sigaranin
kronik toksik etkinligine katkida bulunur [42]. Tatin kullammmn ve ozelikle
icilmesinin kanserin en 6nemli nedenlerinden biri oldugu bilinmektedir. Sigara

icilmesi ile DNA kiriklar1 arasinda dnemli iligki vardir [43]. Sigara igen bireylerde
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degisik tirde akciger kanserine yakalanma riskinin arttig1 birgok caligma ile

gosterilmigtir. [44].
2.2.1.Sigara igmenin Saglik Uzerine Etkileri

Sigara kullaniminin neden oldugu temel saglik sorunlarim siralayacak olursak;

o Kanser, ozellikle akciger ve st solunum yolu kanserleri ve aymi oranda
ozefagus, pankreas ve meme kanseri olmak tizere bazi kanser tiplerine yakalanma
rskini arttirmaktadir.  Ginde ortalama 20 sigara igen bir kiginin kansere
yakalanma riski 10 kat artmaktadir. Akciger kanseri toplam kanser olimlerinin
yanisini olugturmakta ve akciger kanserinin % 90’imn sigaradan kaynaklandig
bildirilmektedir. Sigara igmenin pipo ve puro igmekten daha fazla zararh oldugu
bildirilmektedir.  Sigaradaki nikotinden daha fazla katranmn kanser riskini
olugturdugu bilinmektedir.

e Koroner Kalp Hastahklar, giinde 20 sigara igen 55-64 yag arasindaki
erkeklerde koroner trombosisten 6litm oram sigara igmeyen erkeklere gore % 40
daha fazladir. Bu hastaliklardan bagka direkt sigara ile iligkili olan hastaliklar da
vardir. Omegin diabetik kangren. Sigaranin zararl etkilerinden sorumlu olan
maddelerin birisi nikotin digeri ise karbon monoksittir.

e Hamilelikte sigara kullamm ozellikle hamileligin son yansinda igilen sigaranin
digiik dogum agirligina ve slii dogumlara neden oldugu bildirilmigtir. Sigara
igen hamilelerde spontan abortuslarda % 30 ile % 70 arasinda bir artig oldugu

kaydedilmistir.

2.2.1.1.Sigarada bulunan toksik ajanlar:

1. Katran ve iritanlar: Sigara dumanindaki tar olarak isimlendirilen madde timor
promoterleri kadar etkili olan birgok karsinojenik hidrokarbonlar igermektedir.

2. Nikotin: Fotal geligimi etkileyerek geligimin yavaglamasina neden olmaktadir.

3. Karbonmonoksit: Sigaramin igerdigi ortalama karbon monoksit oram % 3’tiir.
CO, hemoglobin igin yiiksek bir ilgiye sahiptir. Sigara igenlerin kanindaki tahmini

karboksihemoglobin miktart % 2.5°dir. Sigara igmeyenlerde ise bu oran % 0.4’tiir.
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Agr sigara igicilerde hemoglobinin % 15°den fazlastnin karbonmonoksitle komplex
olugturdugu bilinmektedir. Bu kompleksin ratlarda fotiis gelisiminde gerilemeye
neden oldugu gosterilmisti.  Fetal hemoglobinin yetiskin hemoglobininden
karbonmonoksite kargt daha ok affiniteye sahip oldugu bildirilmistir [43].

2.3, KROMOZOM DUZENSIZLIKLERI
2.3.1. Kromozomlar Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.1.1. Kromozomlarin morfolojik 6zellikleri:

insan kromozomlar1 (2n=46) stk mikroskobu altinda, hiicrenin mitotik
boliinmesi esnasinda metafaz evresinde incelenerek tanimlanabilir [41].

Kromozomlarda goriilen temel morfolojik 6zellikier sunlardir.

1. Sentromer: Boyandiginda kromozomlarin en soluk boya alan kesimleridir.
insan genomunda bulunan kromozomlar sentromerin konumuna gore lige ayrilir.
Her kromozomda bir sentromer bulunur ve bunlar hiicre bolinmesi sirasinda
kromozomlarin ig ipliklerine tutunmalarim saglar.

a. Median (Metasentrik) kromozom: Sentromeri ortada olan ve iki kolu birbirine
esit olan kromozomdur.

b. Submedian (submetasentrik) kromozom: Sentromeri merkeze yakin ancak iki
kolu birbirine egit olmayan kromozomlardir.

¢. Akrosentrik kromozom: Sentromeri bir uca yakin olan kromozomlardir.

2. Satellit: insanda D ve G grubu kromozomlarin kisa kollarimin ucunda bulunan

yuvarlak diigme benzeri goérintiide yapilardir. Satellitler nukleolus olusumu ile

iligkilidir.

3. Sekonder Darhik: 1, 3, 6, 9, 11 ve 16 numarali kromozomlarda bulunan bir

olusumdur. Sentromerden farkli ve ayr 6zelliklere sahiptir. Satellit gibi bunlarin da

nukleolus olugumu ile ilgili olduklar belirtilmektedir [41].
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2.3.1.2. Kromozomlarin adlandirma sistemi

Tijo ve Levan'n 1956 yilinda insan kromozomlarnin tam sayisinin (2n=46)
kesin olarak belirlemelerinden sonra, tammlanan kromozomal hastaliklarin
tammlanabilmesi daha kolay hale gelmistir. Ancak yaymlar belirli bir sisteme gore
diizenlenmediginden bazi kangikliklar ortaya ¢tkmigtir. Bunun iizerine 1960 yilinda
ABD'nin Denver kentinde uluslararast olarak dizenlenmis Genetik kongresinde
kromozomlarin adlandirilmasinda baz: ortak ilkeler saptanmugtir. [45]. Daha
sonraki yillarda diizenlenen uluslar arast genetik kongrelerinde Denver
Klasifikasyonu daha da geligtirilmis ve insan kromozomlari belirli ilkeler
gercevesinde ortak bir adlandirma sistemi kabul edilmigti. ~ Bu sisteme gore
anlatilmak istenen tiim bilgi bir formiille verilebilir bir duruma gelmistir. Formiilde
énce total kromozom sayisi, daha sonra ise varsa kromozom dizensizligi
belirtilmektedir.

Denver klasifikasyonuna gore insan kromozomlari A, B, C, D, E, F ve G
olmak iizere 7 gruba ayrniimakta ve cinsiyet kromozomlar harig tutularak en
biyiikkten en kiigiige dogru 1-22 arasinda numaralandiriimaktadir [32]. Baz
genetikgiler cinsiyet kromozomlarint 22 nolu kromozomdan sonra gelecek sekilde
yerlegtirirken, bazilan X kromozomunu C grubu kromozomlara benzemesi
nedeniyle 6 nolu kromozomdan hemen 6nce veya 12 nolu kromozomdan sonra, Y
kromozomunu ise G grubu kromozomlardan sonra yerlestirmektedir. Denver
klasifikasyonunda temel olan &lgiitler esas alinarak ayrilan kromozomlar dizilerek
"karyotip" hazirlanmaktadir. A grubu kromozomlar metasentrik, B grubu
kromozomlar biiyitk submetasentrik, C grubu kromozomlar submetasentrik, D grubu
kromozomlar biyilk akrosentrik, E grubu kromozomlar kiigiik metasentrik, F grubu
kromozomlar, kiiiik submetasentrik ve G grubu kromozomlar ise kiigiik akrosentrik
kromozomlardir. Kromozomlarin tamsinda goz oninde alinan temel Slgitler:

a. Kromozomlarin toplam uzunlugu ve kollarin boy uzunlugu
b. Sentromerin kromozomdaki konumu.
¢. Kromozomdaki sekonder darhigin bulunup bulunmamasi, eger varsa konumu

d. Kromozomlann bant 6zellikleri



e. Kromozomlara ait otoradyografik bulgular’dir [41].
2.3.1.3. Kromozom diizensizlikleri

Normal bireylerin viicut hiicrelerinde daima 46 olan kromozpmlar, ya
mutajen olarak nitelendirilen maddelerin etkisiyle ya da kendiliginden say1, sekil ve
yapt bakimindan bazi degigiklikler gosterebilmektedir. Kromozomlarda olusan
sayisal ve yapisal diizensizliklerin tanimlanmas: ilk olarak 1960’k yillarin baglarnna

dayanmaktadir. Kromozomal diizensizlikler sayisal ve yapisal olmak iizere iki ana

gruba aynilir [45].

Yapisal kromozom dizensizlikleri; 1.  Dogrudan dogruya DNA’nin
hasarlanmas: 2. Hasarlanmig DNA templatinin replikasyonu 3. DNA sentezinin
baskilanmas olmak iizere temel olarak 3 sekilde meydana gelebilmektedir. Cok az
ajan dogrudan dogruya DNA’y: etkileyebilirler. Bu ajanlar hiicre dongiisiiniin Go
dénemini etkiledikleri i¢in bu ajanlar S fazina bagiml olmayan ajanlar olarak
isimlendirilirler ve bu ajanlardan in vivo etkilenme ile olugan diizensizlikler
kromozom tip diizensizliklerdir. Omegin iyonizan radyasyon. S fazi bagimh
klastojenler ise kromatid tip diizensizliklere neden olmaktadir. Bu ajanlar genellikle
2 mekanizmada daha etkili olmaktadi. DNA sentezinin baskilanmasi olarak
tammladifimiz 3.  mekanizmada in vivo S faz1 esnasinda uygun ajanlarla
(hidroksiurea) olugmaktadr. in vitro ¢aligmalarda kromozomal diizensizliklerden 3.

mekanizma sorumlu degildir [36].

Benzenin kromozomal diizensizliklere neden oldugu birgok arastirma
raporlarinda kaydedilmigtir. Kromozomal etkiler hem kemik iligi hiicrelerinde hem
de periferik kan lenfositlerinde incelenmistir. Benzenin kromozomlarda hasar
olusturdugu Pollini ve arkadaglan tarafindan ilk raporlarindan beri bilinmektedir.
Benzenin hem sabit hem de degisken kromozomal diizensizlik meydana getirdigi
yapilan ¢aligmalar tarafindan bildirilmigtir. Sabit kromozomal diizensizlik formlar
inatgidirlar ve 16semi olusumuna neden olurlar. Kiiltiire edilmis insan lenfositlerine

benzen metabolitlerinin KKD'yi etkiledigi agiktir [21].
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Periferal kan lenfositlerinde karsinojenlerin etkisinde kalmig bireylerde
kromozomal diizensizliklerin belirlenmesi ve goriintillenmesi  birkag  yildir
yapilmaktadir. 8 numarali kromozom ve 21 numarali kromozomun trizomisi ve bu
iki kromozom arasinda translokasyonun olustugu gosterilmigtir. Yiiksek diizeyde
benzenden etkilenmis bireylerde kromozom 8 ve 21'in resiprokal translokasyonunun

olustugu bildirilmistir [46].

Meslekleri yagantilari geregi benzen etkisinde kalmig bireylerde benzenin
kromozomal diizensizliklere neden oldugu, ayrica kardes kromatid degisim
oranlarinda artilara neden oldugu birgok aragtirmac tarafindan yapilan galigmalarda
gosterilmistir. Benzenden etkilenen meslek grubu iginde petrol istasyonu ve rafineri
cahsanlari 6nemli yer tutmaktadir. Benzenin dort metaboliti olan fenol, katekol, 1,4-
benzokquinon ve hidroquinonuna in vitro olarak maruz kalmus kisilerin periferal kan
lenfositlerinde yapilan galigmada, fenoliin kullamilan 50 pM dan 5000 uM'a dogru
artan konsantrasyonlarda, 1,4-benzoginonun 0.25 pM'dan 10 uM'a dogru artan
konsantrasyonlarda, katekoliin 0.5uM'dan 250uM'a dogru artan konsantrasyonlarda
ve hidroginonun 2 pM'dan 150uM'a dogru artan konsantrasyonlarda her bir
konsantrasyon icin yaklagtk olarak sayilan 1000 hiicrede konsantrasyon artigina baglh
olarak mikronukleuslu hiicre sayisinda artig oldufunu bildirmislerdir. ~ Bu
metabolitler igerisinde yitksek konsantrasyonlarda hidroginonun benzoginondan daha

genotoksik oldugu gosterilmistir [11].

Sbrana ve arkadaglar1 [47] 1993’te hidroginonun etkisinin arastmnlidifi baska bir
caligmada saglikli insanlardan alinan periferal kan drneklerinde yapilan 72 saatlik ve
96 saatlik lenfosit kiltirlerinde 6uM - 24uM arasinda hidroquinon etkisinde
birakilmis ve artan doza bagli olmaksizin hiperploid hiicrelerde artis oldugunu

belirlemiglerdir

Ciranni ve arkadaslan [28] 1991’de hidroquinonun erkek farelerin germ
hiicrelerinde klastojenik etkisinin olup olmadiginin ve kromozomal diizensizlik
olugturup olusturmadifinin belirlenmesi igin yaptiklart ¢aligmada; 80mg/kg'lik

hidroquinonla muameleden 1, 5, 9, 11 ve 12 gin sonra yapisal kromozom
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diizensizlifi iceren hiicre sayisinda artig oldufu belirlenmistir.  120mg/kg'lik
hidroquinon uygulamasindan sonra kromozomal diizensizlik sayisinda anlamh bir
artrg oldugu bildirilmistir. Buna bagli olarak Hidroquinonun erkek farelerin germ
hiicrelerinde klastojenik etkilere sahip oldugu ve aym etkileri fare kemik iligi
hiicrelerinde de gosterdigi  belirlenmigtir. Aym gekilde fare primer
spermatositlerinde  yapilan  Hidroquinonun mumelesinden sonra  sekonder
spermatositlerinde de hiperploidi olusumu gosterilmigtir. Hidroquinonun insan
lenfositlerinde de kromozomal diizensizliklere neden oldugu ve mikronukleus

olusumunu tetikledigi bildirilmigtir

Yardley-Jones ve arkadaglar1 [48] 1990°da disitk diizeyde benzen etkisinde
birakilmis 66 bireyin periferal kan lenfositlerinde yerine getirdikleri ¢aliymada
gaplari de kapsayan kromozomal diizensizliklerde 6zellikle kromozom tipi gaplarde,

artts oldugunu belirlemiglerdir.

Robertson ve arkadaglann [49] 1991°de benzenin metabolitleri olan
hidroquinon ve katekoliin sinerjetik etkilerinin arastirildig1 bir ¢aligmada, katekol ve
hidroquinonun 75uM konsantrasyonlarda, mikronukleuslu hiicrelerde 16 kattan daha
fazla artig oldugu kaydedilmigtir. Katekol ve hidroquinonun mitotik ilisklerin
olusumunu engelleyerek kromozom aynlamamasina neden olmaktadir. Bunun
sonucu olarak anoploi igeren hiicreler meydana gelebilmektedir. Bu ¢aligma ile
insanlarda  benzene bagli losemilerin olusumundan en fazla sorumlu olan
metabolitlerin katekol ve hidroquinon olabilecegi ileri siirilmugtir.  Belirli
mutajenlere maruz kalmayla iligkili kromozomlarda oluigan degisiklikleri incelemek
amaciyla basvurulan metodlardan biri de kardes kromatid degisim oranlarimn
saptanmasidir. Kardes kromatid degisimi oranlar1 belirli mutajenlere in vivo veya in

vitro maruz kalma ile degigmektedir [38].

Yardley ve arkadaslan [24] 1988’de diisiik diizeyde benzen etkisinde kalmig
petrol rafinerisi ¢aliganlarinda yaptiklart gahismada kardes kromatid degigimi
oranlarinda giinde 20 adet veya daha fazla sigara igen ve igmeyenler arasinda anlamii

bir farkin olmadig belirlenmistir. Proliferatif indeks oranlarinda ise kontrol grubuna
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gore benzenden etkilenmis gruplarda anlamli bir artisin oldugunu belirlemistir.

Kardes kromatid degigimi oranlarinda ise kugiik bir farkin olusmasina kargin anlamh

olmadig: saptanmgtir.

Yardley [24] 1988’den Sarto ve arkadaglart 1984’te disik dizeyde
benzenden etkilenmis bireyler iizerinde yaptiklari bagka bir galismada konrol grubu
ile deney grubu arasinda KKD oranlari bakimindan farkin anlamli olmadif, KKD
oranlarindaki farkin anlamli oldugu belirlemislerdir

Lakhanisky [50] 1993’de gevresel olarak aromatik hidrokarbonlara -benzen,
toluen, xylen ve ethylbenzen- Alisiklik hidrokarbonlara-metilsiklopentan, terpen,
siklohekekzan ve metilsiklohekzan-, alifatik hidrokarbonlara- n-heptan, 2,3
dimetilbutan, n-hekzan ve 2- metilhekzan- ve klorlanmig tetrakloretilen-igeren
atiklardan gevresel olarak etkilenmig 51 bireyde kontrol olarak segilmiy 52 kiside
caligma yapilmuigtir.  Segilmis 51 kigi yukarida belirtilen maddelere degisik
konsantrasyonlarda cevresel olarak maruz kalmuglardir. Kardes kromatid degisim
oranlar1 bakimindan sigara igmeyen yetigkinler ve gocuklar arasinda anlaml: bir fark
bulunmugtur. Kontrol grubunda bulunan sigara igenler, gocuklar veya sigara
icmeyenlerle kargilagtirildifi zaman sister kromatid exchange oranlarmin sigara
icenlerde daha yiiksek oldugu gosterilmigtir. Sigara igmeyenler ve eski igiciler
kargilagtirildifns zaman KKD oramt bakimindan ¢ok az bir farkin oldugu
bildirilmistir. Maruz kalmig altgruplar arasinda yapilan istatistiksel analizlerde
sigara igmeyenler ve sigara igenler veya sigara igmeyenler ve g¢ocuklar arasinda
anlamli bir farkin olmadif gosterilmistir. Maruz kalmig grup ve kontrol grubu
karsilagtinldign zaman gocuklarda, sigara igenlerde ve sigara igmeyenlerde yapilan

istatistik analizlerde farkin anlamli oldugu bildirilmigtir .

Sasiadek ve arkadaglart [S1] 1989’da mesleki olarak 10-26 yil benzenden
etkilenmis 33 calisanda yaptiklari ¢aliymada; toplam 147 metafazda % 4 oraninda
yapisal kromozom diizensizligi belirlemislerdir. Istatistiksel analizler kromozomal
diizensizliklerin dagiliminin rastgele olmadigim gostermis ve 2, 4 ve 9 numarali

kromozomlarda kiriklara iki kat duyarhiyken 1 ve 2 numarali kromozom da gaplere
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iki kat duyarhdir. Insan lenfositleri in vitro olarak degisik konsantrasyonlarda

katekol, fenol ve quinol’a maruz birakildiklarinda kardeg kromatid degisim

oranlarinda anlamh bir artig kaydedilmigtir

Hoerauf ve arkadaglari [40] 1999°da anestezik gazlardan etkilenen ve sigara
icen bireylerde KKD oranlarinin anestezik maddelerden etkilenen ancak sigara
jcmeyen bireylerde yapilan ¢alismada yiksek oldugunu ve sigara igilmesiyle KKD

oraninin arttiini saptamglardir.

Tumanin ve arkadaglari [52] 1991°de sigaranin mikronukleus {izerine etkisini
inceledikleri aligmalarmda herhangi bir mutajenden etkilenmemis sigara igen 45
saghkli bireyde mikronukleuslu hiicre sayisinda ve oraminda anlamit bir artigin

oldugunu saptamglardr.

Souza ve Puig [53] 1987°de % 2.6 benzen igeren tiner etkisinde kalmig
bireylerde sigaramin etkisinin olup olmadiginin aragtirdiklar: bagka bir galigmada; 34
kiside KKD degerleri incelenmis ve sigaramin KKD uzerinde etkisinin oldugunu

saptamuglardir.

Bolognasi ve arkadaglar [54] 1997°de benzen metaboliti olan benzoapirenden
etkilenmis trafik polislerinde yaptiklari mikronukleus galigmasinda sigara igenler ve
igmeyenler arasinda kiigiik bir farkin oldugu ancak farkin anlamli olmadigim

saptamiglardir.

Zhang ve arkadaglarn [23] 1998’de benzene, toluene ve diger aromatik
solventlerden etkilenmis 44 saghkli fabrika c¢alisanlarinda yaptiklan FISH
caligmasinda 1, 5 ve 7 nolu kromozomlarda meydana gelen dizensizlikleri
incelemisler ve benzenin 1 numarali kromozomun monozomisini etkilemedigi
ancak S ve 7 nolu kromozomlarin monozomisinin olusumuna neden oldugunu
saptamiglardir. Caligma gruplara ayrilmig ve benzenden etkilenenler
siniflandinlmiglar ve 31 ppm’den daha fazla benzen etkisinde kalanlarda 5 ve 7

numaralt kromozomlarin monomisinde anlamli (p<0.0001) olarak arttif
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bildirilmistir. Benzenden etkilenenlerin 7, 5 ve 1 nolu kromozomun triziomisinin
anlamli olarak artigim gozlemlemislerdir. Trizomilerin artigt daha ¢ok 31 ppm’den
daha yitksek dozlarda gorulmiistir. Aym calismada her i¢ kromozomda meydana
gelen diger yapisal degisimler de incelenmistir. 5, 7 ve diger kromozomlar arasinda
meydana gelen translokasyonlar, bu kromozomlardaki delesyonlar ve uzun kol
kiriklan incelenmistir. 7 nolu kromozomda meydana gelen diizensizlik oramnin
kontrol grubunda 1.54 iken benzenden etkilenen grupta 4.26 oldugu belirlemislerdir.
5 ve 7 nolu kromozom ve diger kromozomlar arasinda olusan translokasyonlarin 31
ppm’den daha yiksek benzen konsantrasyonlarina maruz kalan grupta oustugu
gozlenmistir. 5 nolu kromozom uzun kolunda meydan gelen kiriklarin sadece 31

ppm’den yiiksek olan benzen diizeylerine maruz kalan grupta olustugu belirlenmistir.

Natarajan ve arkadaglan [56]; 1993’te mutajen oldugu kuskusu tagiyan ya da
bilinen on maddeyle yaptiklar: galigmada benzenin metaboliti olan hidroquinonun
insan fibroblatlarinda ve lenfositlerinde hem yapisal hem de sayisal kromozom

diizensizlik oranlarint hem de mikronukleus olusumunu arttirdigini gostermiglerdir.

Rupa ve arkadaglart [57]; 1988°de gesitli pestisitlere maruz kalmug 25 erkek
bireyde yapmis olduklari gahgmada kromozomal diizensizlik ve kardes kromatid
degisim oranlarimin arttifint belirlemiglerdir. ~ Toplam kromozomal diizensizlik
oranini maruz kalan grupta % 6.29, kontrol grubunda ise % 1.6 olarak bulmuglardir.
Kardes kromatid degisim oranlari ise pestisitlere maruz kalan grupta 10.94/metafaz,

kontrol grubunda ise 7.65 olarak belirlenmigtir.

Bender ve arkadaglari [58]; 1988°de 30 kémir firim1 galisannin periferal
lenfositlerinde yaptii aragtrmamin sonuglarina gore ; 30 calijanda KKD ve

kromozomal diizensizlik oranlarinin arttigim belirlemistir.
Al-Sabti ve arkadaglann [59]; 1992’de komiir ocafi caligaminda yapilan

calismada sigara icen bireylerde 50 metafazda gozlenen KKD degeri 469 olarak

bulunmustur. Yapilan istatistiksel ~degerlendirmede sigara icmeyenlerle
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kargilagtinidiginda farkin anlamli oldugu belirlenmistir. Kromozomal diizensizlik

oraninin da arttifim saptamiglardir.

Brandomi ve arkadaglan [60]; 1990’da mesleki yasantilari geregi
perkloroetilen, berilyum, karbon tetraklorid, benzen ya da trikloretilenden etkilenmig
sigara igen ve igmeyen toplam 21 kigde KKD ve kromozomal diizensizlik oranlarin
inceledikleri calismada KKD ve kromozomal diizensizlik oranlarinin sigara igenlerde

icmeyenlere oranla daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Stillman ve arkadaglari [48]; 1997’de yiiksek derigimlerde kronik olarak
benzen etkisinde kalan kigilerin myelodisplastik sendroma (MDS) ve akut myeloid
losemiye (AML) yakalanma riskinin yiksek oldugunu ve hidroquinonun 42, 49 ve
26 uM dozu etkisinde kalan kisiler ile AML ve MDS arasinda dogrudan bir iligki
oldugunu saptamigardir. Bu dozlardaki HQ’un interfaz nukleuslarinda FISH
caligmalantyla 5, 7 ve 8 nolu kromozomlarda degisikliklere neden olabilecegi
gosterilmistir. Bu amagla dort prob kullanilmigtir. Digoksigenin ile isaretlenmis
kromozom 7 igin Ozellegmis alfa satellit DNA probu (D7Z1), biotin ile igaretlenmis
kromozom 8 igin 6zellegmis alfa satellit DNA probu (D8Z2), biotin ile igaretlenmis
5p15.2 probu ve digoksigenin ile isaretlenmiy 5q31 probu kullanilmugtir. Sonugta;
kullanilan probla 5 nolu kromozomda kism: kaytp, 7 ve 8 nolu kromozomda
tamamiyla kayiplara yol agan HQ’un etkileri aragtirilmigtir.  Olusan kromozomal

kayiplarinin anlamli oldugunu saptamiglardir.

Yardley-Jones ve arkadaglan [24] 1988’de yapmig olduklari bir galigmada
benzen ve benzen metabolitlerinden etkilenmis populasyonda AML riskinin arttigini
rapor etmislerdir. 66 petrol rafinerisinde g¢alisan benzenden solunum yolu ile
etkilenen kisilerde periferal lenfositlerde mitotik bolinmeyi arttirict ekiye sahip olan

fitohemaglutinine karg1 yantin azaldigin1 gozlemislerdir.
Hedner ve arkadaglan [62] 1983’te yapmig olduklar bir galigmada gesitli

genotoksikanlardan etkilenen 91 bireyde KKD ve kromozomal diizensizlik oranlan

incelenmigtir.  Herhangi bir maddeye maruz kalmayan ve sigara igen bireylerde
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yapilan KKD ve kromozomal diizensizlik oranlar ile sigara igmeyen gruptaki oranlar
arasinda herhangi bir fark bulunmamustir. Fark sigara igen ve herhangi bir maddeye
maruz kalan gruptaki bireylerle herhangi bir genotoksik ajana maruz kalmayan ve

sigara igmeyen bireyler arasinda bulunmustur .

Benzenin metaboliti olan hidroquinon (HQ) hem kromozomal kayiplarda
hem de kinlmalarda etkili bir ajandir. HQ'un anéploidi ve kromozomlarda kirilma
yapma yetenegi in vivo ve in vitro calismalarda gosterilmistir. Mitotik ve mayotik
hiicre bolinmesi sirasinda kromozom yapisinin korunmast hiicre organellerinin ve
nitkleer ipliklerin fonksiyonuna ve bu ipliklerin tizerinde kromozomlarin hareketine
baghdir. Bu fonksiyonlarda herhangi bir aksama oldugu zaman kromozomal yapida
da degisiklikler olabilmektedir. Bu degisim kromozom sayisinda olabilecegi gibi
yapisinda da olabilmektedir. Hidroquinonun memeli htcrelerinde l¢semi insidansint
arttiran ve kromozomal yapida degisikliklere neden olabilen temel benzen

metabolitidir [64].

Meng ve arkadaglari [63] 1990°da siilfiir dioksite maruz kalmig bireylerde
kromozomal diizensizliklerin ve kardes kromatid degisim oranlarinin arttifim rapor

etmiglerdir.

Fastmond ve arkadaglari [10] 1994’te hidroquinonun neden oldugu
hiperploidiyi saptamak igin, insan periferal lenfositlerine 25’ten 125uM dogru arian
hidroquinon uygulamuglardir. 10-125 pM arasindaki konsantrasyonlarda 3 ya da
daha fazla hibridizasyon bolgesi saptamig ve doza bagh olarak kromozom
diizensizliklerinde bir artis oldugunu saptamuslardir. Kromozomal dizensizlikler

icinde 6zellikle 9 numarali kromozomun trizomisini anlamh bulmuslardir.

Pitarque ve arkadaglari [65] 1997°de petrol istasyonu galiganlar tzerinde
yaptiklari galigmada; petrol istasyonu aliganlan ile kontrol grubuna ait KKD ve
kromozomal diizensizlik oranlarini kargilagtirdiklarinda farkin anlamls olmadigini,
sigara igmeyenlere oranla sigara igen ve petrole maruz kalan bireylerde KKD ve

kromozomal diizensizlik oranlarinda ise arti oldugunu saptamiglardir.
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Zhang ve arkadaglan [25] 1996°da ortalama 31 ppm diizeyindeki benzenden
etkilenmig 43 iggi ve kontrol grubundaki 44 kigiden alinan lenfositler iizerinde
yaptiklani FISH ¢aligymalarinda; trizomi 9 benzenden kaynaklanan en Onemli
hiperploidi tipi oldugunu saptamuglardir. Benzenin hematotoksisitesinin belirleyicisi

olarak, etkilenmig bireylerde, lenfosit sayisi ve hiperploidi arasinda anlamit bir iligki

oldugunu saptamslardir.

Ward ve arkadaglarn [6] 1996°da 34 ppm’lik dozda benzenden etkilenen
lastik fabrikas: ¢alisanlarinda losemi riskinin arttit ve maruz kalma ile beyaz kan

hiicreleri sayisinda dgtis arasinda anlaml bir iligki oldugunu gostermiglerdir.

Clare ve arkadaslan [66] 1984’te 1200 galon benzeni gemiye yukleme
sirasinda benzenden etkilenmis 10 gemi iggisinde yaptiklari ¢alismada KKD ve
kromozomal diizensizlikler arastirmuglardir. Yapilan aragtirmaya gore kromatid
kirik, izokromatid kirik tipi dizensizlikler kaydedilmistir. KKD oranlarinda da artig

saptamuglardir.

Tompa ve arkadaglan [4] 1994’te benzenin sitotoksik etkilerini aragtirdiklar
caligmalarinda; Aragtirma populasyonunu; Konrol I, kontrol II, 0-2 yil benzenden
etkilenen, 2-10 yil benzenden etkilenen ve benzenden 10 yilin tzerinde etkilenen
rafineri galisanlan olmak iizere bes gruba ayirmuglardr. KKD ve kromozomal
diizensizlik oranlar1 agisindan toplam 262 bireyi inceledikleri bu g¢aliymada
benzenden etkilenen ii¢ grupta da bulunan KKD oranlar1 kontrol gruplarinkinden
daha yiksek oldugunu saptamiglardir.  Kromozomal diizensizlik ve yapisal
kromozomal diizensizlik oranlarininda da kontrol grubu ile benzenden etkilenen
gruplara ait bulgular kargilagtirildiinda benzenden etkilenen gruplarda daha yiiksek
oldugunu saptamuslardir. Bu c¢aligmanin sonucuna gore kromozom tipi
diizensizlikten ¢ok kromatid tip diizensizliklerin daha agulkh oldugunu

gozlemiglerdir.

Turkel ve Egeli [67] 1994’te uzun siire benzenin etkisinde kalan ayakkabi
imalathanesi isgileri iizerinde yaptiklari g¢aligmada kromozomal duzensizlik

oranlarimn benzenden etkilenen grupta daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.




Ancak benzenden etkilenme siiresi ile kromozomal diizensizlik oranlar1 arasinda bir
iligki olmadigint saptanuglardir. Sigara kullanilmasinin  ise kromozomal

diizensizliklere etkisinin olmadig saptarmglardir.

Karacic ve arkadaslar1 [68] 1995°te ayakkab: fabrikast caliganlar Gizerinde
1987 ve 1992 yillarinda aym bireyler iizerinde yaptiklani galigmada, KKD ve
kromozomal diizensizlikleri incelemiglerdir. Kromozomal diizensizliklerden
ozellikle disentrik kromozom frekansimn  ve KKD degerlerinin 1987°de yapilan

analizlerde daha yiiksek oldugu belirlemislerdir.

Pendzich ve arkadaglan [69] 1997°de komir ocaklarinda ¢aligan 45, koémur
oca@ gevresinde yasayan 38 ve kontrol olarak segilen 64 sigara igen ve igmeyen
toplam 147 bireyden yaz ve kig aylarina ait kan omekleri iizerinde yaptigt KKD
analizinde;, Her bir gruptaki sigara icen bireylerde KKD frekansinin  sigara
igmeyenlere gore daha yiiksek oldugunu saptammslardir.

Carere ve arkadaglari [70] 1995°te petrol istasyonunda 20 yil ve izerinde
caligan sigara igmeyen 23 kisi ve kontrol grubu olarak segilen 24 kigi tizerinde
yaptign KKD, kromozomal diizensizlik oranlar ve mikronukleus’lar inceledikleri
caligmada; Petrol etkisinde kalan grupta KKD ve kromozomal diizensizlik oranlari
ve mikronukleus oranlarnda ¢ok az bir arti§ oldugunu saptamalarina karsin

istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 belirlemiglerdir.

Smith ve arkadaglan [46] 1998’de yapmus olduklan ¢aligmada benzenden
etkilenmig bir grupta 8 ve 21 numaral kromozomlarda translokasyon ve bu
kromozomlarin andploidisini gostermiglerdir. Benzen etkisinde kalmig 44 fabrika
iggisi ve ayni yas grubundan 44 kisilik kontrol grubunda yaptig FISH ¢aligmasinda:
Benzenden etkilenme ile 8 ve 21 numarali kromozomlarin sayilarinda artis oldugunu
saptamiglardir.  Aym  sekilde benzenden etkilenmis bireylerde 8; 21
translokasyonunun kontrol grubuna gore 15 kat daha fazla oldugunu saptamuslardir.
Kromozom 8 ve 21°de olugan diizensizlikleri, kromozom kiriklan, delesyonlar ve

translokasyonlar olmak lizere i¢ grupta incelemiglerdir. Translokasyonlar: ise kendi




i¢cinde; 8 ve 21 nolu kromozom arasindaki translokasyonlar {t (8;21) }, 8 nolu
kromozom ve tanimlanmamug bir kromozom arasindaki translokasyonlar {t (8;7)} ve
21 nolu kromozom ve tammlanmamiy baska bir kromozom arasindaki
translokasyonlar {t (21;?)} olmak tzere i¢ baslik altinda degerlendirmisler ve tim

translokasyon tiplerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu belirlemiglerdir.

Zhang ve arkadaglan [13]; 1999’da benzenle birlikte diisiik dozda toluenden
etkilenmig bireyler iizerinde yaptiklar ¢aligmada, Hematotoksisiteye neden olmayan
benzen dozunun kromozomal degisikliklere neden oldugunu saptamiglardir. Hem 31
ppm’den diisiik ve yiksek dozlarin 7 numaral kromozomun anoploidisine neden

oldugunu belirlemislerdir.

Léonard ve arkadaslan [71]; 1984’da nikleer enerji ve petrol alanlarinda
ahgan kigilerde kromozomal diizensizlikleri inceledikleri galigmada; asentrik ve
disentrik kromozomlar ve fragment oranlarinda arti oldugunu saptamglardir.
Ayrica diizensizlik igeren hiicre oranlarinin: niikleer alanlarda galiganlarda - petrol

alanlarinda galisanlara oranla daha digik oldugunu belirlemislerdir.

Kasuba ve arkadaslan [20], 2000’de sigara icen ve igmeyen ayakkabi
tamircilerinde benzenin sitogenetik etkilerini inceledikleri ¢aligmada; disentrik
komozom oranlarmin her iki grupta kontrollere gore daha yitksek oldugunu
saptamuglardir. KKD oranlarinda kontrol grubu deney grubu arasinda fark

belirleyememiglerdir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL
3.1.1.Arastirma Populasyonu

Caliyma populasyonu yaslani 25-40 arasinda degisen saghkli erkek
bireylerden olugmustur. Tim bireylerin yakin gecmiglerinde viral enfeksiyon
gegirmemis, rontgen filmi gektirmemis, ilag kullanmamus, alkol ve benzeri bagimhlik
yapict madde kullanmayanlardan secilmesine ozen gosterilmistir. ~ Caligma
populasyonu yukaridaki olgiitler kapsaminda iki kontrol iki de deney grubu olmak
{izere 4 alt gruptan olugmustur: 1. Grup sigara igmeyen (kontrol I), 2. grup sigara
icen (kontrol IT), 3. grup sigara igmeyen petrol istasyonu caliganlari (deney I) ve 4.
grup sigara igen benzin istasyonu galisanlarindan (deney II) olusmustur. Bu ¢aligma
her grupta 15 olmak iizere toplam 60 erkek bireyde gergeklestirilmistir. Caliyma 4
grupta incelenmistir. Caligma populasyonunu olusturan tiim bireylerden iki ml
venodz kan alinarak iki farkli lenfosit kiiltiira hazirlanmugtir.  Kiiltirlerin bir tanesi
normal kromozom analizi prosediiriine gore, digeri ise kardes kromatid degigimi

oranlart analizinde kullanilmak iizere KKD prosediiriine gore hazirlanmigtir.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

3.1.2.1. Besi yerinin hazirlanmast

Kan doku elemanlarindan olan lenfosit hiicrelerini steril ortamda tiretebilmek

i¢in L-Glutaminli besi ortamina gereksinim vardir. Besi yeri ortaminin kimyasal

icerigi:

Besiortami .........c.oceeeeieieiecieieenen, 100 ml (Ham's F 10, Sigma)
FCS (Feutal Calf Serum) ................... 18.5 ml (Sigma)
L-Glutamin ..........cccooeeoiiereieiieeee 2 ml (Sigma)

Penisilin ......coooovveeeirieeie e 0.2 ml
Streptomisin ..........ccoceeeiveirecreirieiein, 0.1ml
Fitohemaglutinin (PHA) ............ccocooue.. 4 ml (Seromed)




3.1.2.2.Cozeltiler

a) Kolsisin (Colchicine) Cizeltisi

0,4 mg colchicine+100 ml bidistile su

b) Hipotonik Cézeltisi

5.592gr KC1 1000 bidistle su igerisinde ¢ozilir. (0.075 M KCI)

c) Tespit Cozeltisi (fiksati
3 hacim metano! +1 hacim glcial acetic asit (Merck)

d) Penisilin Cozeltisi
1.000.000 U penicilin G-potasium+ 10 ml steril bidistile su

¢) Streptomicine Cozeltisi

1 gr streptomycine sulfate+ 10 ml bidistile su

f) Phytohemaglutinin Cézeltisi

5 mg Phytohemaglutinin L ( seromed) + 5 ml steril bidistile su
g) Sorenson Tampon Cizeltisi

11.88 gr Na2HPO4 2H20+ 1000 ml distile su + 9.8 gr KH2PO4 + 1000 ml

distile su. Iki soliisyon birbiriyle kargtirtlir. pH 6.8'e ayarlamir

h) Boya Cozelfisi

I. 5 ml Giemsa + 95 ml distile su

II. 5 ml Giemsa + 95 ml sérensan tampon soliisyonu
1) BrdU Cozeltileri

6.5 mg BrdU (Sigma), 12.5 ml besi ortaminda ¢ozilir. Stok olarak
hazirlanan bu soliisyon kapakli bir tiipe konup iizeri aluminyum folyo ile kaplanir Qe

+4°C'de buzdolabinda buzluk kisminda saklamir.

i) 2XSSC Cozeltisi

1.7530 gr NaCl (Merck; 0.3 M), 100 ml distile su igerisinde ¢oziilir. 0.8823
gr NaSitrat (Merck; 0.03 M ), 100 ml bidistile su igerisinde ¢oziiliir. Iki soliisyon

birbiri ile kangtirilir. pH= 7.2 olacak yekilde sitrik asit ile ayarlanur.
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3.2. METOD

Bu ¢aligmadaki amag, gerek spontan olarak ve gerekse mutajen olan petroliin
icindeki benzenin neden oldugu kromozomal diizensizlikleri ve kardes kromatid
degisimi oranlarini saptamak oldugu igin makro kiiltiir yontemi kullanilarak lenfosit

kultiirleri hazirlanmugtir.

3.2.1. Kromozom Elde Etme Yéntemi

Cesitli dokularda kromozomlar mitoz boliinmenin metafaz evresinde en iyi
sekilde goriiliirler. Bu nedenle kromozomlarn iyi incelenebilmesi i¢in gok sayida
metafaz plag elde etmek gerekir. Incelenecek olan insan lenfositleri normal olarak
% 1 gibi diigitk bir oranda kendiliginden (spontan) mitoz bolinmeye girerler. Bu
nedenle fitohemaglutinin adt verilen bir kimyasal madde ile hiicre kiiltarlerinde
iiretilecek lenfositlerin yapay olarak mitoza tegvik edilmeleri ve sonradan da kolsisin
adi verilen bagka bir kimyasal madde ile mitoz boliinmenin metafaz evresinde
durdurulmalar: gerekmektedir. Lenfositlerin fitohemaglutinin ile muamelesinden 24
saat sonra ikinci mitoza girdikleri bilinmektedir.Bu nedenle lenfositler kuiltar
ortamlarinda 37°C'de 72 saat siire ile bekletilirler. Bu siire igerisinde hiicrelerin
canliliklarim siirdiirebilmeleri igin esasim amino asitler, vitaminler ve minerallerin
olugturdugu heterolog insan serumu ya da dana serumu igeren kiltiir ortamlarinda
tutulmalart gerekmektedir
Caligmada, Moorhead ve arkadaslarinin geligtirmis olduklar standart ya da makro
kiiltiir yonteminin modifiye gekli olan mikroteknik ya da tiim kan teknigi olarak
bilinen yontemden yararlaniimstir [41].

Caliymanin deneysel uygulama agamalar sirast ile agagidaki gibidir.

a. Kromozomal diizensizlik oranlarinin belirlenmesi ve kardes kromatid degisim
oranlarinin belirlenmesi igin olmak iizere her bir birey igin 2 kultir tipd

kullaniimigtir.




b. Aseptik kosullarda ve steril malzeme kullamlarak hazirlanmig ve buzdolabinda
muhafaza edilmis stok kiiltiir ortami solisyonu kullanilacag! zaman buzdolabindan

¢ikarilarak her bir kiiltiir tiiptine steril bir enjektérle 5 ml aktardmigtir.

¢. Steril heparinlenmis enjektorle her bireyden alinan venoz kan aseptik kosullarda
iginde kiiltir ortami bulunan her bir tipe 12 damla olacak sekilde eklenmigtir. KKD
deneyleri igin ayrilmig tiiplere de aym islemler uygulanmig ve tiiplerin karanlikta
kalmasii saglamak amactyla aliminyum folyo ile kapatilarak 100p! BrdU
solisyonu eklenerek biitiin tiipler 72 saat sire ile 37°C'de inkiibasyona
birakilmislardir.  Tiiplerin iizerine hangi bireye ait oldugunu belirten etiketler

yapigtiriimigtir.

d. inkibasyondan 71 saat sonra etiivden gikarilan kiltir tiiplerine insiilin ignesi ile 4
damla kolsisin soliisyonu eklenip, hafifce calkalandiktan sonra tekrar etiive konarak
inkiibasyon siiresinin dolmasi beklenmigtir.

72 saatin sonunda kiltirler etiivden gikariimig ve 2000 rpm'de 10 dakika stire ile

santrifiij edilmistir.

e. Kiltir sayisi kadar pastor pipeti kullantlmig ve pastor pipetleri bireye gore
igaretlenmigtir. Santrifiij sonunda tiiplerdeki hiicre ¢okiintis iizerindeki sivi
(supernatant) atilmig geriye kalan hiicre cokuntiileri tizerine 10 ml hipotonik
soliisyondan eklenerek pipetaj yapilmig ve hiicre ve nukleus membranlarinin

pargalanmasini saglamak amaciyla 15 dakika siire ile etiivde bekletilmistir.

f. 15 dakika hipotonik muamelesinden sonra etivden gikarilan tiipler tekrar 2000
rpm'de 10 dakika siire ile santriftj edilmigtir. Ustteki stv1 tekrar atilmugtir. ‘

g. Kalan gokiinti iizerine hiicreleri bulunduklart evrede tespit etmek igin 5 ml tespit
solissyonu (fiksatif), tiip kenarindan kaydirilarak damla damla eklenip, pipetaj
yapildiktan sonra tekrar 2000 rpm'de 10 dakika stire ile santrifiij edilmisgtir.




h. Aym islem 4 kez daha tekrarlanmus, tstteki sivi atilarak, kalan hiicre ¢okiintiisi
{izerine onu ortecek kadar tespit solusyonu konarak gok hafif sekilde pipetaj yapilmisg

ve tiipteki tiim igerik pipete alinmigtir.

1. Kiiltir tiiplerinin iizerinde yazihi olan bilgilerinin aymsinin yazili oldugu temiz
Jamlar @izerine pipet yardimi ile damlatilarak yayma iglemi yapilmig ve preparatlar
havada kurumaya birakilmiglardir. Her birey iin hazirlanan preparat sayisi 8'dir. 4
preparat kromozomal diizensizlik (2 tanesi diiz giemsa boyama ve 2 tanesi ise
giemsa-tripsin bantlama olmak tizere) oranlari igin ve 4 preparat da KKD oranlarinin

belirlenmesi i¢in hazirlanmugtir.

i, Kuruma iglemi tamamlandiktan sonra kromozomal diizensizlik oranlarimn
belirlenmesi igin ayrilan preparatlardan 2 tanesi 1 numaralt giemsa boya soliisyonu
ile 20 dakika boyanmus, iizerindeki boya dokiildiikten sonra musluk suyundan
gegirilerek yeniden kurumaya birakilmustir.

Kuruyan preparatlar 10-15 saniyelik sireler ile aseton, aseton-xylol ve xylol
serilerinden gegirilmis preparat iizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatiimig ve

boylece diiz boyanmig daimi preparatlar elde edilmistir.

j- Geriye kalan 2 preparat etiivde 5 gtin bekletilerek yaslanmas: saglandiktan sonra,
37°C'de ayarlanmug tripsin gozeltisine 10-30 saniye sire ile daldirmgtr. Tripsin
gozeltisinden gikarilan preparatlar iki seri distile sudan gegirilerek II numarali
Giemsa boya solusyonunda 5 dakika siire ile boyanmig ve tekrar distile sudan
gegirilerek kurumaya birakilmiglardir. Kuruyan preparatlar 15 saniye siire ile aseton,
aseton-xylol ve xylol serilerinden gegirilmis, kurutulmus ve entellan damlatilip lamel

kapatilarak tripsin bantli olarak boyanmis preparatlar elde dilmistir.

3.2.2. Kardes Kromatid Degigimi Preparatlarinin Boyanmast

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (sister chromatid
differentation=SCD) saglamak amaciyla Fluoresan Plus Giemsa metodu modifiye

edilerek kullanilmstir Bu yonteme gére asagidaki basamaklar izlenmistir [24].




a. KKD oranlannin belirlenmesi igin ayrilmig olan preparatlar Fluoresan Plus
Giemsa metodunun modifiye sekli uygulanmak amaciyla 24 saat sire ile oda
is1sinda birakilmiglardir.  Bu siire sonunda preparatlar 1ginlama kabina birakilarak
azeri bir film gibi ortilecek sekilde Sorenson tamponu ¢ézeltisi (pH 6.8) ile
kapatilmigtir. Isinlama soliisyonunun fazla yada az olmasi kardes kromatidler
arasindaki kontrast farkini 6nemli derecede etkiledigi gorulmistir. Ince bir tabaka
halinde 1ginlama soliisyonu ile ortillen preparatlar karanlikta 15 cm yuikseklikten ve
30 W’lik 254 nm dalga boyunda 131k yayabilen tek ultraviole (UV) lambas: ile 30
dakika iginlandiriimigtir.

b. Igmnlandirilan preparatlar daha sonra hemen 58-60°C'deki etiivde bulunan 2XSSC
soliisyonu igerisinde 45 dakika sire ile tutulmuglardir. Daha sonra preparatlarin
havada kurumalari saglanmistir. Kuruyan preparatlarin II numarali Giemsa boya
soliisyonunda 26 dakika siire ile boyanmalari saglanmigtir. Boyanan preparatlarn
kurumalan saglanmigtir. Kuruyan preparatlar 15 saniye siire ile aseton, aseton-xylol
ve xylol serilerinden gegirilmis, kurutulmug ve entellan damlatilip lamel kapatilarak

KKD preparatlar: hazirlanmugtir.

3.3. DEGERLENDIRME

3.3.1.Preparatlarin Degerlendirilmesi

Degerlendirme iglemine, mikroskop altinda incelenen preparatlarda
kromozom diizensizligi igeren metafaz sayisi, kromozomal diizensizlik tiplerinin ve
KKD oranlarimin  6nceden hazirlanmig formlara kaydedilmesi ile baglanmugtir.
Preparatlarin tarama islemi kigiik bﬁyﬁfmeli (10) objektifle baglanmug, kaliteli
metafazlar immersiyon objektifi ile (100X) ayrintili bir gekilde incelenip, hazirlanmig

degerlendirme formuna gerekli kisaltma ve sembollerle kay1t edilmistir.
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3.3.2.Istatistiksel Degerlendirme

Duzensizlik igeren metafaz sayist ve toplam yapisal diizensizlik sayisi
sayimla elde edilen degerlerden olusmaktadir. KKD/metafaz degerleri ise 1 metafaz
bagina diigen KKD oramim goéstermektedir. Diizensizlik igeren metafaz sayist, toplam
yapisal diizensizlik sayisi ve KKD/metafaz sayilarak elde edilen degerler olduklar
i¢in bu degerler ag1 degerlerine dontstirilerek faktoriyel planlama yontemlerinden

varyans analizi teknigi ile test edilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

Aragtirma populasyonu; Kontrol grubu: Sigara icmeyen 15 kisi ve sigara igen 15
kisi olmak @izere 30 kigiden olugmustur. Deney grubu: Sigara igmeyen petrol
istasyonu c¢aliganlarindan 15 kisi ve sigara igen petrol istasyonu ¢alisanlarindan 15
kisi olmak tizere 30 kisiden olugmugtur. Caligilan toplam birey sayisit 60 kigidir.
Her birey igin bir tanesi normal kromozom analizi prosediiriine, digeride KKD
prosediiriine gore olmak izere iki tane lenfosit kiiltirii hazirlandigindan toplam 60

kigi igin (60 x 2) 120 tane lenfosit kiltiri caligiimagtir.

Kromozom analizi prosediiriine gore hazirlanan preparatlardan her birey i¢in 50
adet metafaz plagi Kromozomal Diizensizlik igeren Hiicreler ve Yapisal Kromozom
Diizensizlik oranlari agisindan incelenmigtir. Toplam degerlendirilen metafaz plagt
say1st 50 x 60 = 3000 dir. Kromozomal diizensizlik igeren hiicreler baghg altinda
her hangi bir yapisal kromozom diizensizliinden bir yada daha fazla sayida igeren
hiicre ve oploidi tipi diizensizliklerden endomitoz ve endorediiplikasyon kokenli
tetraploid hiicreler degerlendirilmigtir. Yapisal kromozom diizensizlikleri ise;
Kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kirik, izokromatid kirik, fragment ve diger
yapisal kromozom diizensizliklerini icermektedir. Diger yapisal diizensizlikler; ring
kromozom, delesyon, disentrik kromozom gibi az rastlanan diizensizliklerden
olugmaktadir. Kardes Kromatid Degisim oranlarim saptamak igin yine her birey igin
50 adet olmak iizere toplam 3000 adet metafaz plagt degerlendirilmigtir. Her birey
igin saptanan toplam KKD miktan metafaz sayisi olan 50°ye bolunerek KKD
oranlar saptanmstir. Kontrol ve deney grubuna ait kromozomal diizensizlik igeren
hiicre oranlari, Yapisal Kromozom Diizensizlikleri ve KKD oranlarina ait genel

bulgular gizelge 4-1, 4.2, 4.3, 4.4’te aynintih olarak verilmigtir.
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4.1.1. Kontrol Grubu Sigara Igmeyen Bireylere Ait Bulgular

Kontrol grubu sigara igmeyen bireylerin en genci 26 en yaghisi 35 olup yasg
ortalamas1 30,3’tir. Her bireyden 50 adet metafaz plag: olmak {izere toplam 750
metafazda saptanan kromozom diizensizlii tipleri ve miktarlart: kromatid gap 3,
izokromatid gap 3, kromatid kirik 5, fragment 3, endomitoz 2 ve endorediiplikasyon
2 seklindedir. Saptanmig olan toplam 16 diizensizligin 14 tanesi yapisal tip, 4 tanesi
ise oploidi tipi sayisal diizensizlikten olusmaktadir. Kromozomal Diizensizlik Igeren
Hiicre oram % 2,1, Yapisal Kromozom Diizensizligi oram % 1,8’dir (Cizelge 4.1).
S6z konusu parametreleri yasla ilintilendirdigimizde ortalama yas olan 30.3’ten
kiigiik olan 10 bireyde Kromozomal Diizensizlik [geren Hiicre orani % 2.2, Yapisal
Kromozom Diizensizlii oram % 18’dir. 30.3’den biiyik olan 5 bireyde ise
Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre orani % 2, Yapisal Kromozom Diizensizligi
orant % 2’dir. Bu gruba ait normal metafaz ve karyotip 6rnegi sekil 4.1 ve 4.2’de

verilmistir.

Kardes Kromatid Degisim oranlarini belirlemek igin her birey igin 5.tane olmak
lizere toplam 750 metafaz plag degerlendirilmistir ve toplam 3933 adet kardes
kromatid degisimine ugrayan kromozom saptanmustir. Birey bagina digen KED
oram 262,2, metafaz bagina ise 5,24’tir (Cizelge 4-1 ). KKD oramt 30,3 yasin
altindaki 10 bireyde 5.4 iken — 30,3 yastn iizerindeki 5 bireyde 4.7dur.
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Cizelge 4.1. Kontrol Grubu Sigara igmeyen Bireylerde Kromozomal Diizensizlik ve
Kardeg Kromatid Degigim Oranlarina Ait Genel Bulgular
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4.1.2 Kontrol Grubu Sigara igen Bireylere Ait Bulgular

Kontrol grubu sigara igen bireylerin en genci 26 en yaghst 38 olup yas
ortalamasi 32,1°dir. Her bireyden 50 adet metafaz plagi olmak {izere toplam 750
metafazda saptanan kromozom diizensizligi tipleri ve miktarlart: kromatid gap 10,
izokromatid gap 7 (Sekil 4.3), kromatid kirik 7, izokromatid kirik 2 (Sekil 4.4),
fragment 2, diger yapisal diizensizlikler iginde degerlendirilen disentrik kromozom 1,
endorediiplikasyon 6 (Sekil 4.5) ve endomitoz 1 (Sekil 4.6) seklindedir. Saptanmig
olan toplam 35 diizensizligin 28 tanesi yapisal tip, 7 tanesi ise oploidi tipi sayisal
diizensizlikten olugmaktadir. Kromozomal Duzensizlik fgeren Hiicre orant % 4,6,
Yapisal Kromozom Diizensizligi oram % 3,8°dir Bu degerleri kontrol grubundaki
sigara igmeyen bireylere ait bulgularla kiyasladiimizda: Sigara kullaimina bagli
olarak Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre oranlarinin % 2,1°den - % 4,6’ya,
Yapisal Kromozom Diizensizlikleri oraninin % 1,8’den - % 3,8’¢ ve oploidi tipi
diizensizlik miktarinin ise % 0,5’ten - % 0,9’a yiikseldigi goriilmektedir (Cizelge 4-
2). So6z konusu parametreleri yasla ilintilendirdigimizde ortalama yas olan 32,1’den
kiigiik olan 8 bireyin ortalama sigara kullanma siiresi 12 yil olup, Kromozomal
Diuizensizlik Igeren Hiicre oramt % 5 Yapisal Kromozom Diizensizligi oram %
4.2°dir. 32,1’den biiyiik olan 7 bireyin ortalama sigara kullanma siiresi 10 yil olup,
Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre oram1 % 4.2 iken, Yapisal Kromozom
Diizensizligi orani % 3.4’dir. Burada kromozomal diizensizlik olusumunun yagdan

daha gok sigara kullanim siiresine bagl: oldugu gériilmektedir.

Kardes Kromatid Degisim oranlarimi belirlemek igin her birey igin 50 adet
olmak iizere toplam 750 metafaz plagi degerlendirilmigtir ve toplam 4273 adet
kardes kromatid degigsimine ugrayan kromozom saptanmugtir. Birey bagina diigen
KKD oram 284,8, metafaz bagina ise 5,69’tir (Cizelge 4-2). Bu degerleri kontrol
grubu sigara igmeyen bireylere ait bulgularla kiyasladigimizda: Sigara kullanimina
bagli olarak toplam KKD miktarinin 3933’ten - 4273’e, birey bagina KKD miktarinin
262,2’den - 284,8’e¢ ve metafaz bagina KKD oraninin ise 5,24’ten — 5, 69’a
yiikseldigi gorilmektedir. Ortalama yas olan 32,1 den kiigiik olan 8 bireyin ortalama




sigara igme siiresi 12 yil olup KKD oram 5.56°dir. 32,1 yagtan biiyitk 7 bireyin
sigara kullanma siiresi 10 yil olup KKD oram 5.84'tur.

Cizelge 4.2. Kontrol Grubu Sigara Igen Bireylerde Kromozom Diizensizligi ve
Kardes Kromatid Degigim Oranlarina Ait Genel Bulgular
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Sekil. 4.3 A. Aq Kromatid Kirik B. Dq Izokromatid Gap




Sekil. 4.4. ABq Izokromatid Gap, Cq izokromatid Kirik

61




Sekil 4.5. Giemsa-tripsin Bantlama Yapilmig Bir Endorediiplikasyon Kokenli
Tetraploid Hiicre



Sekil 4.6. Endomitoz Kokenli Tetraploid Hiicre (4n=92)
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4.1.3. Deney Grubu Sigara Igmeyen Bireylere Ait Bulgular

Deney grubu sigara igmeyen bireylerin en genci 27 en yashsi 38 olup yag
ortalamast 32,8°dir. Her bireyden 50 adet metafaz olmak tizere toplam 750 metafaz
plaginda saptanan kromozom diizensizligi tipleri ve miktarlari: kromatid gap 6
(Sekil 4.7), izokromatid gap 4, kromatid kink 7 (Sekil 4.8), izokromatid kirik 4,
fragment 6, diger yapisal dizensizlikler 3 (Sekil 4.9 disentrik kromozom),
endomitoz 1 ve endorediiplikasyon 2 geklindedir. Saptanmig olan toplam 33
diizensizlifin 30 tanesi yapisal tip, 3 tanesi .ise oploidi tipi saysal diizensizlikten
olugmaktadir. ~ Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre orami % 4,4, Yapisal

Kromozom Diizensizligi orant % 4’tiir (Cizelge 4-3).

Bu degerler kontrol grubundaki sigara igmeyen bireylere ait bulgularla
kiyasladiginda: Buharlagan petrol trinlerinden biinyeye kanigan kimyasal
maddelerin etkisiyle Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre oranlarinin % 2,1°den -
% 4,4’e, Yapisal Kromozom Diizensizlikleri oraminin % 1,8’den - % 4’e yiikseldig
goriilmektedir. Oploidi tipi dizensizlik miktarinin ise % 0,5 iken - deney grubunda
% 0,4 bulunmustur.

S6z konusu parametreleri yasla ilintilendirdigimizde ortalama yas olan
32,8°den kiigiik olan 8 bireyin benzin istasyonunda ortalama galigma siiresi 7 yil
olup, Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre oram % 4.7, Yapisal Kromozom
Diizensizlifi orani %4.5°tir.  32,8’den biiyik olan 7 bireyin benzin istasyonunda
ortalama galigma siiresi 9 yil olup Kromozomal Diizensizlik iceren Hiicre oram % 4

iken Yapisal Kromozom Diizensizligi oran1 %3.4 tiir,




Sekil 4.7. A:Aq Kromatid Gap B: Aq Kromatid Kirik




Sekil. 4.8. A. Aq Kromatid Kirtk




Sekil. 4.9. Disentrik Kromozom
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Cizelge 4. 3. Deney Grubu Sigara igmeyen Bireylerde Kromozom Diizensizligi ve
Kardes Kromatid Degisim Oranlarina ait Genel Bulgular
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Kardey Kromatid Degisim Oranlarim belirlemek amaciyla her birey igin 50
adet olmak tizere toplam 750 metafaz plag degerlendirilmigtir ve toplam 4307 adet
kardey kromatid degisimine ugrayan kromozom saptanmistir (Sekil 4.10). Birey
bagina digen KKD oram 287,1, metafaz bagina ise 5,74tir (cizelge 4-3). Bu
degerleri kontrol grubu sigara igmeyen bireylere ait bulgularla kiyasladigimizda:
Sigara ve buharlagmis petrol iriinlerinden buinyeye karsanlarin etkisiyle toplam
KKD miktarinin 3933’ten - 4307’e, birey bagina KKD miktarimin 262,2’den -
287.1’¢ ve metafaz bagina KKD orammin ise 5,24’ten — 5,74%¢ yikseldigi
gorilmektedir. 32,8 yagindan kigitk olan 8 bireyin benzin istasyonunda ortalama
galigma siresi 7 yil olup, KKD oram 5.10 iken 32,8"den biiyiik olan 7 bireyin

benzin istasyonunda ortalama galigma siiresi 9 y1l olup KKD orani 5.74” tiir..

4.1.4. Deney Grubu Sigara Igen Bireylere Ait Bulgular

Deney grubu sigara igen bireylerin en genci 28 en yashsi 35 olup yas
ortalamasi 31,8°dir. Her bireyden 50 adet metafaz olmak iizere toplam 750 metafaz
plaginda saptanan kromozom diizensizlig tipleri ve miktarlari: kromatid gap 11,
izokromatid gap 4, kromatid kirik 11 (Sekil 4.11), izokromatid kirik 3, fragment 6,
diger yapisal diizensizlikler 3, endomitoz 1 ve endorediiplikasyon 3 seklindedir.
Saptanmiy olan toplam 41 duzensizligin 37 tanesi yapisal tip, 4 tanesi ise 6ploidi tipi
sayisal diizensizlikten olusmaktadir. Kromozomal Diizensizlik igeren Hiicre oram %
5,4, Yapisal Kromozom Diizensizligi oram % 5’tir (gizelge 4-4). Bu degerleri
kontrol grubundaki sigara igen bireylere ait bulgularla kiyasladigimizda: Sigara
kullanimina ek olarak buharlasan petrol uriinlerinden biinyeye kansanlarin etkisiyle
Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre oranlarinin % 4,6’dan - % 5,4’e, Yapisal
Kromozom Diizensizlikleri oranmin % 3,8’den - % 5’e yiikseldigi goriilmektedir.
Oploidi tipi diizensizlik miktariin ise % 0,9 iken — deney grubunda % 0,5
bulunmustur. S6z konusu parametreleri yagla ilintilendirdigimizde 31,8 yagindan
kiigiik olan 6 bireyin benzin istasyonunda ortalama galigma siiresi 7, sigara kullanma
siresi 10 yil iken Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre oram %5.3, Yapisal
Kromozom Diizensizli§i oram % 4.6’dir.  31,8°den biiyiik olan 9 bireyin benzin

istasyonunda ortalama caligma siiresi 10 yil, sigara kullanma siiresi 10 yil olup




kromozomal diizensizlik igeren hiicre oram % 5.5 ve Yapisal Kromozom

Diizensizligi oran1 % 5.3 tiir

Cizelge 4. 4. Deney Grubu Sigara I¢en Bireylerde Kromozom Diizensizligi
ve Kardes Kromatid Degisim Oranlarina ait Genel Bulgular

- 7 15
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46 |2 11 1 2 266 15.32 32
47 |2 1 11 {2 404 18.08 29
48 |13 (2 |1 |1 4 309 [6.18 35
49 (3 |1 {1 1 3 262 (5.24 30
S0 (2 {1 |1 2 356 (7.12 35
51 |3 |1 1 1 |3 298 1596 33
52 12 |1 1 2 363 |7.26 28
53 {5 i1 1 |1 3 {2 1328 [6.56 29
54 12 1 1 2 447 1894 30
55 |2 1 1 2 216 14.32 30
56 13 |1 2 3 256 |5.12 33
57 i3 |1 1 2 |1 {215 (430 33
58 i3 1 |1 1 (3 319 16.38 35
59 (4 1 {1 |1 3 {1 |337 16.74 32
60 12 i1 1 2 419 |8.38 33
ZX 41 11114 11113 {6 (3 {3814 (4795 {959 477
X% (54/11.4!0511.4/0.4{0.8{0.4/5.0/0.5319.6 {6.39 |31.8
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Sekil. 4.10. Kardes Kromatid Degigimlerinin Oldugu Noktalar
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Sekil: 4.11. Bq Kromatid kirik




Kardes Kromatid Degisim Oranlarini belirlemek icin her birey igin 50 tane
olmak tizere toplam 750 metafaz plag: degerlendirilmistir ve toplam 4795 adet
kardes kromatid degisimi saptanmugtir (Sekil 4.12). Birey bagina diisen KKD oram
319,6, metafaz bagina ise 6,39’dur (Cizelge 4.1.4). 31,8 yasindan kiigiik olan 6
bireyin benzin istasyonunda galigma siiresi 9 yil olup KKD oram 6.63’tir. 31,8
yagindan bityik olan 9 bireyin benzin istasyonunda ortalama galisma siiresi 10 yil,
sigara igme siiresi 10 yil ve KKD oram 6.26’dir. Bu degerleri kontrol grubu sigara
igen bireylere ait bulgularla kiyasladifimizda: Sigara kullamimu ve buharlagmus petrol
triinlerinden biinyeye kananlarinin etkisiyle toplam KKD miktarimin 4273’ten -
4795¢, birey bagina KKD miktarinin 284,8’den — 319,6’ya ve metafaz basina KKD
oraninin ise 5,69°dan — 6,39’a yitkseldigi goriilmektedir.
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$ekil 4.12  Kardes Kromatid Degisimlerinin Olugtugu Noktalar
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4.1.5. Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari

Caliymada goz 6niine alinan “Diizensizlik Igeren Metafaz Sayis”, “Toplam
Yapisal Diizensizlik Sayis1” ve “Kardes Kromatid Degigim Oranlar’na ait bulgular
sayimla elde edilen degerlerden olusmaktadir, Istatistiksel degerlendirme
yapabilmek icin bu degerler once yiizde oranlara donistiiriilmiiy ve bu degerlere
karsihik gelen ag1 degerleri (arc-sin transformasyon) alinarak varyans analizi
yontemlerinden faktoriyel diizen kullamlmugtir. Yapilan istatistiksel degerlendirme
sonuglart gizelge 4.5°te ayrintili olarak verilmigtir . Cizelge 4.5°te verilen degerler ag1

degerlerini g6stermektedir.
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Cizelge 4. 5. Kontrol ve Deney Gruplarina ait Bulgularin Istatistiksel Degerlendirme

Sonuglari
Kontrol Grubu Deney Grubu Istatistiksel Degerlendirme
Sonuglan
Sigara Sigara Sigara Sigara
Igmeyenler | Igenler fgmeyen Igen
1)) an Isciler Isciler I-II - II-Iv o-1v
(1D awv
Diizensizlik |2,14043  |4,6+1.17 4,4+1.00 |5,440.88 *or ok o o
Iceren Hiicre
Orani ( %)
Toplam
Yapisal 1,840.64 3,8+0.88 410,77 5+0.63 ok e *k *E
(%)
KKD 5.09+1.19 |5.69+1.19 [5.77+1.16 16.424+1.38 & G * *
/Metafaz/
** p<0. 01
* p<0.05

Diizensizlik Igeren Metafaz Sayistmin kontrol grubu sigara igmeyen

bireylerde % 2,1 olmasina kargin - kontrol grubu sigara igen bireylerde % 4,6’ya

deney grubu sigara igmeyenlerde % 4,4’e ve deney grubu sigara i¢enlerde % 5,4’

yiikselmigtir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda kontrol grubu sigara

igmeyen bireylere gore; kontrol grubu sigara igenlerde, deney grubu sigara igmeyen

bireyler ve sigara igen bireylerdeki oranlarin daha yiiksek oldugu saptanmistu'

(p<0.01). Kontrol grubu sigara igen bireyler ile deney grubu sigara igen bireyler
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arasinda istatistiksel olarak bir fark oldugu belirlenmigtir (p<0.05). Deney grubu
sigara icen bireylerdeki oranlar ise kontrol gruplarnin ikisinden ve deney grubu

sigara igmeyen bireylere ait oranlardan daha yiiksek oldugu saptanmigtir (p<0.01).

Diizensizlik iceren metafaz oranlan

% Oran
O A N W dH OO

Kontrol Kontrol Deney Deney
Sigara Sigaraicen Sigara  Sigaraigen
icmeyen icmeyen

Sekil 4.13. Diizensizlik Igeren Metafaz Sayisi: Oranlari

Toplam Yapisal Kromozom Diizensizlikleri orani, kontrol grubu sigara
icmeyen bireylerde % 1,8 olmasina kargn, kontrol grubu sigara icen bireylerde %
3.8’e deney grubu sigara igmeyenlerde % 4’e ve deney grubu sigara igenlerde % 5’e
yiikselmigtir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda kontrol grubu sigara
icmeyen bireylere gore; kontrol grubu sigara igenlerde, deney grubu sigara igmeyen
bireyler ve sigara igen bireylerdeki oranlarn daha yitksek oldugu saptanmistir
(p<0.01). Kontrol grubu sigara igen bireyler ile deney grubu sigara igen bireyler
arasinda istatistiksel olarak bir fark oldugu belirlenmigtir (p<0.05). Deney grubu
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sigara igen bireylerdeki oranlar ise kontrol gruplarinin ikisinden ve deney grubu

sigara igmeyen bireylerdeki oranlardan daha yiiksek oldugu saptanmigtir (p<0.01).

[l

Yapisal kromozom diizensizligi orani
6 =
5 =

% Oran
w

Kontrol Kontrol Deney Deney
Sigara  Sigaraicen  Sigara  Sigara icen
icmeyen icmeyen

Sekil 4.14. Yapisal Kromozom Diizensizlik Sayis: Oranlan

Kardes Kromatid Degisim Oranlar;, kontrol grubu sigara igmeyen bireylerde
% 5.24 olmasma karsin, kontrol grubu sigara icen bireylerde % 5,69, deney grubu
sigara igmeyenlerde % 5,74 ve deney grubu sigara igenlerde % 6,39°a yiikselmigtir.
Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda kontrol grubu sigara igmeyen
bireylere gore; kontrol grubu sigara igenlerde, deney grubu sigara igmeyen bireyler
ve deney grubu sigara igen bireylerdeki oranlarn daha yiksek oldugu
saptanmigtir(p<0.01). Kontrol grubu sigara icen bireyler ile deney grubu sigara igen
bireyler arasinda istatistiksel olarak bir fark oldugu belirlenmistir (p<0.05). Deney
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grubu sigara igen bireylerdeki oranlar ise kontrol gruplarinin ikisinden ve deney

grubu sigara igen bireylerin ikisinden de daha yiiksek oldugu saptanmigtir (p<0.01).

KKD/Metafaz sayisi
7 -
N i
£ 5-
g~
E 2
1 4
0 . . . :
Kontrol Kontrol Deney Deney
Sigara  Sigaraicen Sigara  Sigara Icen
Icmeyen Icmeyen

Sekil 4.15. KKD/Metafaz Sayisi
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4.2. TARTISMA

Gergeklestirilen bu caligma ile sigara kullanimi (kontrol II) ve petrol
triinlerinden solunum yoluyla etkilenmenin (deney I) “Kromozomal Diizensizlik
Igeren Hiicre Oranlar1”, “Yapisal Kromozom Diizensizligi Oranlar” ve “ Kardes
Kromatid Degisim Oranlarini” artirdigi ortaya konmugtur. Sigara kullanimi ve petrol
trtinlerinden etkilenmenin birlikte olmasi durumunda s6z konusu parametrelerin
etkilenmesi daha ytksek oranlarda olmaktadir. Sigara kullaniminin ve benzenin hem
stabil hem de stabil olmayan kromozomal diizensizliklere neden oldugu birgok
aragtirmaci tarafindan ortaya konmugtur. Bu ¢alismada da petroliin etkisi goz oniine
almmistir.  Petrolde belirli oranlarda bulunan benzenin istasyon galisanlarinda
kromozomal diizensizliklere, kromozom diizensizligi igeren metafaz oranlarina ve
kardes kromatid degisim oranlarinda artisa neden olabilecegi agiktir. Benzenle
beraber metabolitlerinin de hemen hemen aym oranda etkiledikleri birgok arastirmaci

tarafindan gosterilmigtir.

Caligmada sigara igmeyen kontrol grubunda kromozomal diizensizlik igeren
hiicre oram1 % 2.1, yapisal kromozom diizensizlik oram %1.8 ve kardes kromatid
degisimi oram ise 5.24/metafaz olarak bulunmustur. Sigara igen kontrol grubunda
kromozomal diizensizlik igeren hiicre oramt % 4.6 yapisal kromozom diizensizlik
orant % 3.8 ve kardes kromatid degigimi orani ise 5.69/metafaz olarak bulunmugtur.
Bu bulgular 1gifinda sigara kullanimna bagli olarak kromozomal diizensizlik igeren
hiicre oram % 2.1’den % 4.1’e yapisal kromozom diizensizlik oran1 %1.8den %
3.8’¢ ve kardes kromatid degisimi orani ise 5.24/metafaz’dan 5.69/metafaz’a

yukselmigtir.

Sigara igmeyen petrol istasyonu ¢alisanlarinda kromozomal diizensizlik
iceren hiicre oramt % 4.4, yapisal kromozom dizensizlik oramt % 4 olarak
bulunmustur.  Bu bulgulan kontrol grubundaki sigara igmeyen bireylere ait
bulgularla kiyasladigimizda: Buharlagan petrol triinlerinden biinyeye kangan
kimyasal maddelerin etkisiyle Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre oranlarinin %

2,1’den - % 4,4’e, Yapisal Kromozom Diizensizlikleri oranimn % 1,8’den - % 4’e
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yitkseldigi gortlmektedir. Oploidi tipi diizensizlik miktarin ise % 0,5 iken -
deney grubunda % 0,4 bulunmustur ve kardes kromatid degisimi oram ise
5 74/metafaz olarak bulunmus ve bu degerleri kontrol grubu sigara igmeyen grupla

karsilagtirdigimizda oran 5.24’ten 5.74’e yikselmigtir.

Sigara igen petrol istasyonu galiganlarinda kromozom diizensizligi igeren
hiicre orant % 5.4, yapisal kromozom diizensizlik oramt % 5 ve kardes kromatid
degisim oram ise 6.39/metafaz olarak bulunmustur. Bu degerleri kontrol grubu
sigara igen bireylerle kargilagtinildiginda; Sigara kullanimina ek olarak buharlagan
petrol triinlerinden biinyeye kangan kimyasal maddelerin etkisiyle Kromozomal
Diizensizlik Igeren Hiicre oranlarinin % 4,6’dan - % 5,4%e, Yapisal Kromozom
Diizensizlikleri oranmin % 3,8°den - % 5’e yitkseldigi gorilmektedir. Oploidi tipi
diizensizlik miktarimin ise % 0,9 iken - deney grubunda % 0,5 bulunmustur. Kardes

kromatid degisim oram ise 5.69/metafaz’dan 6.39/metafaz’a yiitkselmistir.
Bu ¢alisma ile parelellik gosteren bulgular;

Yardley ve arkadaglarimin [48] 1990°da yapmug olduklari calismada
benzenden etkilenmis grupta kromozomal diizensizlik oranim kontrol grubunda %

1.88 iken deney grubunda ise % 2.45 olarak bulmuslardir.

Ciranni ve arkadaslarmin [28] fare germ hiicrelerinde benzenin &nemli
metaboliti olan hidroquinonun ile yapmis olduklan galismada yapisal kromozom tipi
diizensizliklerde artig oldugu aym sekilde insan lenfositlerinde de kromozomal

degisimlere ve mikronukleus olusumuna neden oldugunu saptamiglardir.

Lakhanisky ve arkadaglart [S0] gesitli aromatik hidrokarbonlardan etkilenmig
bireylerde yaptiklari caligmada belirledikleri bulgularda KKD oranlan agisindan
kontrol grubu ile deney grubu arasinda ve sigara igenler ve igmeyenler arasindaki

farkin anlamli oldugunu bildirmiglerdir.

Sasiadek ve arkadaslari [51] mesleki olarak 10-26 yil benzene maruz kalmig

33 calisanda yaptiklari gahigmada; gap ve kirk tipi kromozomal diizensizliklerin
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goriildiigt ve toplam 147 metafazda % 4 oraminda yapisal kromozom diizensizligi
belirlemiglerdir ve kontrol grubu iile kargilagtirildiginda elde edilen farkin anlamh

oldugu bulunmustur.

Pitarque ve arkadaglarinin [65] petrol istasyonu ¢alisanlarinda sigara igen ve

igmeyenler arasinda kromozomal diizensizlik bakimindan bulunan farkin anlamh

oldugunu bulmusglardir.

Clare ve arkadaslarimin [66] 1984°’te akut olarak benzene maruz kalmig
bireylerde yaptiklari bagka bir galigmada kromozomal dizensizlik olarak
nitelendirilen kromatid ve izokromatid kirik kaydedilmistir. Bu g¢aligmada bulunan

oran ise kontrol grubunda % 1.75 deney grubunda ise % 2.75 olarak bulunmustur.

Tompa ve arkadaslarinin [4] 1994’te yaptiklar: bagka bir galigmada elde etmis
olduklary benzene maruz kalmig agir sanayi ¢aliganlarinda kromozomal diizensizlik
oram kontrol grubunda ise % 1.83, deney grubunda % 2.83 olarak bulunmustur.

Kontrol ve deney gruplan arasinda farkin anlamli oldugu bildirilmistir.

Turkel ve Egeli [67] 1994’te uzun siire benzenin etkisinde kalan ayakkabi
imalathanesi isgileri iizerinde yaptiklart ¢aliymada; kromozomal duzensizlik
oranlarinin benzenden etkilenen grupta daha yiiksek oldugunu belirlemiglerdir.
Ancak benzenden etkilenme siiresi ile kromozomal diizensizlik oranlar arasinda bir
iliski olmadigim1 saptamiglardir. Sigara kullanilmasinin ise kromozomal

diizensizliklere etkisinin olmadig: saptamuglardir.

Zhang ve arkadaslarimin [13] 1999°da benzenle birlikte toluenden etkilenmig
bireylerde yapmig olduklan g¢aligmada hematoksisiteye neden olmayan benzen
dozunun kromozomal degigikliklere neden oldugunu saptamuglardir.  Deney

grubunda 7 nolu kromozomda dgisikliklere neden oldugunu bulmuglardir.
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Léonard ve arkadaglarinin [71] 1984’te niikleer enerji ve petrol alanlarinda
calisan kisilerde yaptiklan galigmada; petrol alanlarinda galisanlarda kromozom

diizensizligi igeren hiicre oram % 1.62 yapisal kromozom diizensizligi orant % 1.42

olarak bulunmustur.

Kasuba ve arkadaglari [20] 2000’de sigara igen ve igmeyen ayakkabi
tamircilerinde yaptiklar galigmada; toplam diizensizlik oranini kontrol grubunda % 3
deney grubunda ise bu oran1 % 3.4 olarak bulmuglardir. KKD oranlari agisindan da

deney grubunda bu orannin da kontrol grubundan daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Bolognasi ve arkadaglari [54] 1997’de trafik polisleri tizerinde yaptiklan
arastirmada, egsoz gazindaki maddelerin KKD oranlarina etkilerini incedikleri
calismada;. Deney grubunda KKD oramim 7.36/metafaz kontrol grubunda ise
7.47/metafaz olarak bulunmustur.  Polisiklik aromatik hidrokarbonlardan olan
benzen metaboliti benzoapiren ihtiva eden atmosferik havaya maruz kalan trafik
polislerinde analiz edilen KKD oram ile kontrol grubu olarak belirlenen grupla
kargilastiriimast sonucunda elde edilen farkin anlamli olmadii rapor edilmigtir.
Sigara igen ve igmeyen trafik polisi gruplar: kargilagtirildiginda; sigara igen gruptaki
KKD degerlerinin sigara igmeyen gruptakilerden daha yiksek oldugunu
saptamuglardir(p<0.05).

Al-Sabti ve arkadaglari [59] sigara igen ve igmeyen komir ocad:
calisanlarinda yaptiklann galigmada deney grubunda KKD oranim 5.83 kontrol
grubunda ise bu oram1 2.43 olarak saptamiglardir. Sigara igen ve igmeyenler arasinda

KKD oranlar agisindan farkin anlamli oldugu bulunmustur.

Hedner ve arkadaslarinin [62] yaptiklari bagka bir ¢aligmada herhangi bir
maddeye maruz kalmamig sigara igen ve igmeyen gruplar arasinda KKD oranlan
arasinda bir fark bulmamiglardir. Ancak sigara igen ve herhangi bir genotoksik ajana

maruz kalmg bireylerde bu oran: 8.90 sigara igmeyen ve bir genotoksik ajana maruz
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kalmayan bireylerde ise bu orani 8.15 olarak bulunmusgtur. Bu iki grup arasindaki

farkin anlamli oldugunu saptamuglardir.

Hoerauf ve arkadaglarinin [40] anestezik gazlardan etkilenmis sigara

igenlerde KKD oranlarinin daha yiksek oldugunu saptamiglardir.

Souza ve Puig [53] yapmig olduklari galigmada % 2.6 benzen igeren tiner
caliganlarinda sigaramn KKD oraninda artisa neden oldugu bildirilmistir. Kontrol
grubunda bu oram 4.36 deney grubunda ise bu oram 4.58 olarak bulunmugtur. Tiner
calisanlarindaki KKD artigina neden olan sigaranin benzenle beraber daha etkili

oldugunu rapor etmiglerdir.

Yardley ve arkadaglanimin [24] petrol rafinerisi c¢aliganlarinda yaptiklar
caligmada deney grubunda KKD oranimm 9.44 kontrol grubunda ise bu oram 8.95
olarak bulmuslardir. Giinde 20 adet ve daha fazla sigara igen bireylerle igmeyenler

arasinda kardes kromatid degisim oranlann bakimindan farkin olmadigimn

bildirmiglerdir.

Lakhanisky ve arkadaglarmin [S0] 1993°te ¢evresel kirleticilere maruz kalmig
sigara igen bireylerde yapmis olduklar galigmada KKD oranimt kontrol grubunda ise
8.68/metafaz deney grubunda 12.20/metafaz olarak belirlemiglerdir ve aradaki farkin

anlamli oldugunu bildirmiglerdir.

Erexson ve arkadaglarinin [19] 1985’te benzenden etkilenmis isgiler Gizerinde
yapmis olduklari ¢aligmada KKD oranini kontrol grubunda 8.68/metafaz, deney
grubunda ise 9.45/metafaz olarak bulmusglardir. Ayni aragtiricilar fenole maruz
kalmig olan ¢aligsanlarinda yaptiklari ¢alismada KKD oranint deney grubunda

10.52/metafaz kontrol grubunda ise 8.68/metafaz olarak bulmuglardir.
Pitarque ve arkadaglan1 [65] petrol ¢alisanlarinda KKD oranlarint kontrol

grubunda 7.38/metafaz deney grubunda ise bu oram 7.99/metafaz olarak

belirlemiglerdir,
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Clare ve arkadaglan [66] 1984’te petro! g¢aliganlarinda yapmus olduklar
caligmada KKD oramini deney grubunda 6.53/metafaz kontrol grubunda ise

2.70/metafaz olarak bulmuglardir.

Bender ve arkadaglarmin [58] 1988’te  sigara igen bireylerde yapmug
olduklar: ¢aliymada KKD oranint 9.00/metafaz sigara igmeyen bireylerde ise bu

orant 8.10/metafaz olarak bulmuslardir.

Tompa ve arkadaglari [4] 1994’ta benzene maruz kalmig ¢aliganlarda yapmig
olduklari galismada kontrol grubunda KKD oranimi 5.76/metafaz deney grubunda ise

bu orant 6.77/metafaz olarak bulmuglardir. Farkin anlamli oldugu bildirilmigtir.

Carere ve arkadaslarinin [70] 1995°te petrol etkisinde kalmig bireylerde
yapmis olduklari ¢aliymada KKD oranim kontrol grubunda 4.48/metafaz deney
grubunda ise bu oram 4.73/metafaz olarak bulmuglardir.  Farkin anlamh oldugu

bildirilmistir.

Se-Hoon Lee [72] ve arkadaslarimin tekstil fabrikasinda ve asbest tozuna
maruz kalmis sigara igen ve igmeyen kigilerde yaptiklari galigmada kimyasallara
maruz kalmamis kontrol grubu sigara igmeyen bireylerde KKD oramini 8.16 sigara
icen bireylerde ise KKD oranini 8.34 olarak bulmuglardir. Maruz kalan grupta sigara
igmeyen bireylerde KKD oranii  8.90 sigara igen bireylerde ise 9.38 olarak
bulmuslardir. Kimyasallara maruz kalmis grupla kontrol grubu arasindaki farkin
anlamli oldugu bildirilmistir. Sigara igen bireylerle sigara igmeyen bireyler arasinda

KKD oranlart agtsindan anlamli bir fark bulunmustur.

Sigara kullamminin kromozomal diizensizlik igeren hiicre oranlar1 ve yapisal
kromozom diizensizligi oranlarimi artirdigt  geklindeki sonuglar kromozomal
diizensizlik tiplerinin oranlari agisindan kiigiik oran farklihiklari olmakla beraber
Tompal[4], Zhang[13], Yardley-Jones[48], Sasiadek [S1], Pitarque [65], Clare [66],
Leonard’in [71] yapmug olduklari ¢aligmanin bulgular ile birbirini desteklemektedir.

Oranlar arasindaki farkin yas, calismanin yapildigi mevsim, giinde igilen sigara
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sayisi ve laboratuvar kosullarindan kaynaklandifn kamsindayiz. Turkel’in [67]
yapmus oldugu ¢aliymamn bulgulan ile bizim bulgulanimiz arasinda bir fark soz
konusudur, ancak bu fark yas grubunun ve Turkel’in ¢aligmasinda cinsiyet fark:

gozetilmediginden kaynaklandigi disiiniilmektedir.

Bu galigmada sigara kullaniminin kromozomlarda  Kardes Kromatid
Degisimine neden oldugu seklindeki elde edilen sonuglar Hoerauf [40], Lakhanisky
[S0], Souza [S3], Bolognasi [S4], Bender [S8], Al-Sabti [S9], Hedner [62], ve Lee
Se’nin  [72] yapmug olduklar1 ¢aligmanin bulgular: ile birbirini desteklemektedir.
Oranlar arasinda goriilen farkliliklarin yas, ¢alismanin yapildigi mevsim ve sigaraya
ek olarak herhangi bir kimyasaldan etkilenme gibi faktorlerden kaynaklandig

distiniilmektedir.

Petrol ve yan Urtnlerinden solunum sistemi aracihifiyla etkilenme ile
kromozomal dizensizlik igeren hiicre oranlan ve yapisal kromozom duzensizligi
olusumunu  artirdigr seklindeki bulgu kromozomal diizensizlik tiplerinin oranlart
agisindan kiigiik oran farkliliklar: olmakla beraber Tompa [4], Zhang[13], Yardley-
Jones [48], Sasiadek [S1], Pitarque [65], Clare [66], Turkel [67] ve Leonard’in [71]
yapmig olduklart galigmanin bulgulari ile birbirini desteklemektedir.  Oranlar
arasindaki farkin yas, ¢alismaya dahil dilen birey sayisi, benzenden etkilenme stiresi,
etkilenme tipi ve laboratuvar kosullari, ¢aligmanin yapildidi mevsimsel zamanin

farkli olmasi  gibi etmenlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Petrol ve yan trinlerinden solunum sistemi aracilifiyla etkilenenlerde
kromozomlarda ~ Kardes Kromatid Degisim oranlarinin daha vyiksek oldugu
seklindeki bulgumuz; Tompa [4], Erexson [19], Kasuba [20], Yardley-Jones [48],
Souza [S3], Bolognasi [54], Pitarque[65], Clare [66], Carere[70] ve Lee Se’nin
[72] yapmig olduklart ¢aligmanin bulgulari ile birbirini desteklemektedir. Oranlar
arasinda bazi farkhliklar gorilmektedir ancak bu farkliliklarin yas, galigmaya dahil
dilen birey sayisi, benzenden etkilenme siiresi, etkilenme tipi ve laboratuvar
kosullari, ¢aligmanin yapildigi mevsimsel zamanm farkli olmas: gibi etmenlerden

kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Bu bulgularn 1giginda ¢alismanin sonuglari ile literatiir ¢aligmalarinin
sonuglarim kargilagtiracak olursak, Kromozomal diizensizlik oranlari bakimindan
Tompa [4], Kasuba [20], Ciranni [28], Yardley-jones [48], Sasiadek [S1], Pitarque
[65], Clare[66] ve Turkel’in [67] yapmig olduklart galismanin bulgular ile bu
¢alismanin bulgulari birbirini desteklemektedir.  Ancak elde edilen degerlerdeki
farkliliklarin ¢alismanin yaptldig1 ortam, laboratuvar kosullarindan, incelenen hiicre
sayisindan, benzenden etkilenme suresi, etkilenme gekli gibi etkenlerden

kaynaklandig1 diisimiilmektedir.

Kardes kromatid degisim oranlari bakimindan Tompa [4], Erexson[19],
Yardley-Jones[48], Hoerauf [40], Lakhanisky [50], Souza [33], Bolognasi [54],
Bender [58], Hedner [62], Pitarque [65], Clare[66], Carere’nin [70] yapmus olduklar:
¢aligmalarin bulgularindaki KKD oranlari ile bu ¢alismanmin KKD oranlari arasinda
farklhiliklar bulunmaktadir. Ancak ¢aligmalardaki kontrol ve deney grubu arsinda
anlamh farkin olmas: ve deney grubunda elde edilen yiiksek KKD oranlart bu
¢abgmada da benzer sekilde gozlenmektedir. Oranlardaki farkhiliklar incelenen
metafaz sayisi, laboratuvar kosullar1, benzene maruz kalma stiresi, maruz kalma tipi,
calismaya dahil edilen populasyonun sayis1 ve kisinin genetik  yapisindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Sekil 4.16 ve sekil 4.17°de verilmig olan grafiklerde incelenen literatiirlerle
kargilagtirma yapilmigtir. Tlgili literatiirlerde sigaranin etkisi tam olarak goz oniine
alinmadifindan yapilan karsilagtirmada bu ¢aligmanin bulgulan ile kiyaslamas: da
sigara goz Oniine alinmadan yapilmistir. Tablo 4.6°da gesitli kimyasallara ek olarak
sigaranin da etkisi ile olusan kromozomal diizensizlik iceren metafaz sayisi, yapisal
kromozom diizensizligi ve KKD/metafaz sayist sonuglari verilen literatiir bulgular

da yazilmstir. Bu ¢alismanin bulgulart da bu tabloya yerlestirilmistir.
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S.

SONUCLAR VE ONERILER

Petrol iiriinlerinden etkilenme ile “Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre
Oranlar”, “Yapisal Kromozom Diizensizligi Oranlan” ve “ Kardey Kromatid
Degisim Oranlarin” artirmaktadir. Boylece petrol triinlerinden etkilenenlerin
klastojenik risk altinda oldugu gorilmektedir. Riskin azaltilabilmesi i¢in gerekl
saghk onlemlerinin alinmasi gerekmektedir. Omegin, c¢aligma saatlerinin sekiz

saatlik vardiyah sekilde ayarlanmasi, koruyucu kiyafetlerin giyilmesi gibi ..

Sigara kullanimu ve petrol driinlerinden etkilenmenin birlikte gergeklegmesi
“Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre Oranlari”, “Yapisal Kromozom
Diizensizligi Oranlar” ve “ Kardes Kromatid Degigim Oranlarim” daha yiiksek
oranlarda artirmaktadir. Klastojenik ve genotoksik etkili bu iki ajamn birlikte

olmast riski artirmaktadir.

Sigara kullammu ve Petrol triinlerinden etkilenmenin ayn ayn etkilenilmesi
durumunda “Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre Oranlan”, “Yapisal
Kromozom Diizensizlifi Oranlan” ve “ Kardes Kromatid Degisim Oranlan”
acisindan benzer sekilde etkilenilmektedir. Bu durumda mesleki yagsantilari
geregi sigara kullanan petrol istasyonu galiganlarimin sigaray1 birakmalan halinde
karsilasabilecekleri klastojenik ve genotoksik risk sigara igmeyenlerin diizeyine

inecektir.

Sigara kullamimu “Kromozomal Diizensizlik Igeren Hiicre Oranlart”, “Yapisal
Kromozom Diizensizligi Oranlar” ve “ Kardes Kromatid Degisim Oranlarint”
artirmaktadir. Bu durum sigaranin klastojenik etkisini birkez daha

kanitlamaktadir.
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o Anoploidik ve oOploidik kromozom diizensizlik sayist istatistiksel olarak
degerlendirilecek kadar fazla olmadifindan degerlendirmeye alinmamg ve
literatiir bulgulart ile kargilagtiriimamugtir. Benzenin mikrotiibil olugumunu
engelledigi belirtilmigse de deney ve kontrol gruplarinda elde edilen degerlerin
uygulanan kolgisin miktarindan kaynaklandig dusiniilmektedir.

e Bu caligmaya destek olmas: agisindan daha sonraki caligmalarda petrol istasyonu
¢alisanlarinin kan orneklerinde benzen kalintilarinin aranmasi galigmaya 1g1k

tutacaktir.

e Aym sekilde kromozomlarda meydana gelen kink ve gap bolgelerinin

tanimlanmasimin da galigmayi destekleyecegi diisiiniilmektedir.
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