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OZET

Gazalt1 kaynagi ucuz ve kaliteli kaynak yapabilmeyi saglamasi nedeniyle bir¢cok endiistriyel
alanda yaygin bir sekilde kullanilan metodlardan biridir. Bu g¢alismada, 23 kaynake¢i ve 25
kontrol denegin periferal kan lenfositleri sitotoksisite i¢in izlendi. Deneklerin yaslari, sigara ve
alkol aliskanliklari, gazalt1 kaynagina maruz kalma siireleri ve ila¢ kullanimlari ile ilgili bilgiler
kaydedildi. Arastirma sonuglarina gore kaynakcilarin mitotik indeks, replikasyon indeksi ve
mikroniikleus oranlar1 gazalt1 kaynagina maruz kalmayan kisilere gore oldukca yiiksek bulundu.
Mitotik indeks ve mikroniikleus oranlarinda bu artis istatistiksel olarak onemlidir (P < 0.05).
Genelde gazalti kaynag1 gazlarina maruz kalma siiresinin ve sigara kullaniminin artig1 ile beraber
mitotik indeks, replikasyon indeksi ve mikroniikleus oranlar1 da artig gosterdi. Yasin artisi ile
beraber replikasyon indeksi oranlar1 azalma gosterirken, mikroniikleus oranlari artma
gostermistir. Mitotik indeks sikligi ve yas arasinda kaynakgilarda pozitif korelasyon, kontrol
grubunda ise bu iki deger agisindan negatif korelasyon gozlendi. Elde edilen sonuglara gore
gazalti kaynagi gazlarmin olusturdugu risk sebebiyle bu isle ugrasan kaynakgilar

bilgilendirilmeli ve koruyucu 6nlemler alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Gazaltt kaynagi, mitotik indeks, mikroniikleus, kaynak¢i, replikasyon

indeksi.
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ABSTRACT

The gas metal arc welding is a widely used method for a lot of industrial areas as a cheap and
qualified weld supply. In this study, peripheral blood lymphocytes of 23 welders and 25 non-
exposed subjects were monitored for cytotoxicity. The informations regarding the subject's
age, smoking habits, alcohol consumption, duration of exposure and medicine usage were
recorded. According to the research results, mitotic index, replication index and
micronucleus rates of the welders were quite higher than non-exposed subjects. This increase
is significant as statistically in mitotic index and micronucleus (P < 0.05). In generally, the
rates of mitotic index, replication index and micronucleus were increased accompanied by
the increasing of exposure time to metal arc welding fumes and smoking. While replication
index rates were decreasing accompanied by the increasing of the age, micronucleus rates
were increased. It was observed that there was a positive correlation between mitotic index
frequency and age at welders and there was a negative correlation between mitotic index
frequency and age at non-exposed subjects. According to obtained results it should instructed
welders who work with gas metal arc welding because of risk caused metal arc welding

fumes and taken protective measures.

Keywords: Gas metal arc welding, mitotic index, micronucleus, welder, replication index.
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1. GIRIS

Gazalt1 kaynagindan ¢ikan gazlara maruz kalan kisilerin periferal kan
lenfositlerindeki  mitotik  indeks, replikasyon indeksi ve  mikroniikleus

parametrelerinin degerlendirilmesi bu tez ¢alismasinin konusunu olusturmaktadir.

Bu calismada gazalti kaynagindan cikan gazlara maruz kalan kisilerin kan
orneklerinden hazirlanan periferal lenfosit hiicre kiiltlirlerinde hiicre boliinmelerini
onleyici, genotoksik, sitotoksik, mutajenik ve karsinojenik etkilerini gérmek igin,
hiicre kiiltiirler1 lizerinde mitotik indeks, replikasyon indeksi ve mikroniikleus

parametrelerinin arastirilmasi amag¢lanmastir.

Maniiel metal gazalti kaynagi kullanan kaynakgilar toksik ajanlara maruz
kalmaktadir. Bununla ilgili yeterince arastrma yapilmamustir. Kaynakcilar hem
toksik ajanlara maruz kaldiklarmin hem de maruz kaldiklar1 ajanlarin tipleri ve
miktarlarimin farkinda olamayabilirler. Bu nedenle kaynakgilarin neye maruz
kaldiklar1 konusunda bilgilendirilmeleri ve egitilmeleri gerekmektedir. Mesleksel
olarak maniiel metal gazalt1 kaynagi kullanmanin, uzun siire toksik gazlara maruz
kalmaya neden olacaginin ve potansiyel tehlike tasidiginin egitimlerle kaynakgilara
aktarilmasmin yani sira nasil koruyucu 6nlemeler alinabileceginin de aktarilmasi bir
gereklilik haline gelmistir. Bu calisma ile mesleki agidan toksik etmenlere maruz
kalmanin genotoksik etkilerinin bilimsel ¢alismalarla desteklenmesinin gerekliligi bir

kez daha ortaya ¢ikmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gazalt1 Kaynag

Son zamanlarda, Ostenitik paslanmaz c¢eliklerin Ozellikle endiistride
kullannminin hizla artmasi sonucu, bu tiir ¢eliklerin kaynakl birlestirilmeleri daha
onemli hale gelmistir. Paslanmaz celikler, Tungsten Inert Gaz (TIG) ve Metal Inert
Gaz (MIG) gibi gazalt1 kaynak yontemleri ile kolaylikla kaynak edilebilmektedir.
Ozellikle ince kesite sahip paslanmaz geliklerin birlestirilmesinde TIG kaynagi en
uygun yontem olup, yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, Ostenitik
paslanmaz celiklerin gazalt1 kaynak yOntemleri ile birlestirilmesinde kullanilan
koruyucu gazlarin, birlestirilen paslanmaz ¢elik pargalarinin mikro yap1 ve mekanik
ozelliklerine etkisi, literatiir bilgileri 1s18inda incelenmistir. Koruyucu gaz olarak
kullanilan argon (Ar) gazi igerisine karistirilan hidrojen (H;), karbondioksit (CO;) ve
azot (N2) gazlari, kaynak metalinin mikro yapisina dolayisiyla mekanik 6zelliklerine

cok onemli bir sekilde etki eder [1].

Gazalt1 kaynagi, kaynak i¢in gerekli 1smnin, tiikenen bir elektrot ile is parcasi
arasinda olusan ark sayesinde ortaya c¢iktigi bir ark kaynak yontemdir. Kaynak
bolgesine siirekli sekilde siiriilen, masif haldeki tel elektrot ergiyerek tiikendikce
kaynak metalini olusturur. Elektrot, kaynak banyosu, ark ve is parcasmin kaynaga
yakin bdlgeleri, atmosferin zararli etkilerinden kaynak torcundan gelen gaz veya
karistm gazlar tarafindan korunur. Gaz, kaynak bolgesini tam olarak
koruyabilmelidir, aksi takdirde cok kiigiik bir hava girisi dahi kaynak metalinde

hataya neden olur [2].

Gazalti kaynagmin kullaniminin avantajli olmasinin nedenlerini su sekilde
siralayabiliriz: Gazalt1 kaynagi Ortiilii elektrot ark kaynagma gore daha hizli bir
kaynak yontemi olmasindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii tel seklindeki kaynak
elektrotu kaynak bolgesine siirekli beslendigi i¢in kaynakei oOrtiili elektrot ark
kaynak yonteminde oldugu gibi tiikenen elektrotu degistirmek i¢in kaynagi
durdurmak zorunda degildir. Ciiruf olugsmadig1 i¢in ortiilii elektrotlardaki gibi her

paso sonrasi cliruf temizligi islemi yoktur ve kaynak metalinde ciiruf kalintis1 olusma



riski olmadigindan, daha kaliteli kaynaklar elde edilir. Ortiilii elektrot ark kaynagina
gore daha diisiik capli elektrotlar kullanildigindan, ayni1 akim araliginda yiiksek akim
yogunluguna ve yiiksek metal yigma hizina sahiptir. Gazalt1 kaynag: ile elde edilen
kaynak metali diisiik H> miktarina sahiptir. Bu, 6zellikle sertlesme 6zelligine sahip
celiklerde 6nemlidir. Gazalt1 kaynaginda derin niifuziyet saglanabildigi i¢in bazen
kiiciik kose kaynaklar1 yapmaya izin verir ve ortiilii elektrot ark kaynagma gore daha
diizgiin bir kok penetrasyonu saglar. Ince malzemeler cogunlukla TIG kaynak
yontemi ile ilave metal kullanarak veya kullanmadan birlestirilse de, gazalt1 kaynagi
ince malzemelerin kaynagna ortiilii elektrot ark kaynagindan daha iyi sonug verir.
Hem yar1 otomatik hem de tam otomatik kaynak sistemlerinde kullanima g¢ok

uygundur [2].

Gazalti kaynaginin bazi dezavantajlari da bulunmaktadir. Bunlardan en &nemlisi,
gazalt1 kaynak ekipmanlari, Ortiilii elektrot ark kaynagi ekipmanlarina gore daha
karmasik ve daha pahalidir ve ayrica tasinmalar1 da daha zordur. Gazalt1 kaynak
torcu i pargasina yakin olmasi gerektigi icin Ortiili elektrot ark kaynagi gibi
ulagilmasi zor alanlarda kaynak yapmak kolay degildir. Sertlesme 6zelligi olan
celiklerde gazalti kaynagi ile yapilan kaynak birlestirmeleri c¢atlamaya daha
egilimlidir. Ciinkii ortiili elektrot ark kaynaginda oldugu gibi kaynak metalinin
soguma hizini diisiiren bir ciiruf tabakasi yoktur. Gazalt1 kaynagi, gaz korumasini
kaynak bolgesinden uzaklastirabilecek hava akmmlarmma karst ek bir koruma
gerektirir. Bu nedenle, ortiilii elektrot ark kaynagina gore acik alanlarda kaynak

yapmaya uygun degildir [2].
2.1.1. Koruyucu Gaz Kaynaklan

2.1.1.1. Koruyucu Gaz Kaynagimin Tanimi

Kaynak yerinin bir gaz atmosferi ile korunarak yapilan ark kaynagina koruyucu
gaz kaynagi denir. Ar ve He gibi soy gazlar kullanilarak MIG kaynak teknikleri ile
cesitli metallerin de kapan kullanilmadan, fazla deformasyona ugramadan kaynak
edilmeleri miimkiindiir. TIG, MIG ve MAG kaynak teknikleri ile celik, paslanmaz
celik, bakir, nikel (N1), aliiminyum, magnezyum ve bunlarm alagimlar1 rahatlikla

kaynatilabilmektedir [3].



2.1.1.1.1. MIG-MAG Kayna@

Koruyucu gaz kaynaklari icerisinde 6nemli bir yer tutan MIG-MAG kaynak
yontemleri, kullanilan gaza gore gruplandirilirlar. MIG kaynagi, Metal Inert Gas
kelimelerinin ilk harflerinin karsiligidir. MIG kaynaginda He ve Ar asal gazlar1 veya
He-Ar karisimi kullanilir. MAG kaynagi ise Metal Active Gas kelimelerinin bas
harflerinin karsilig1 olarak gelmektedir. MAG kaynak tekniginde koruyucu olarak
aktif bir gaz olan CO; gaz1 kullanilir. MIG ya da cubuk ile paslanmaz celik maniiel
metal gazalti kaynaginda kaynak gazlar1 solunmasi daha tehlikeli olan Cr ile Ni

partikiillerini igerir [3].

2.1.1.1.2. TIG Kaynag

Elektrik arkimnin etkisiyle tungsten (volfram) elektrotun olusturdugu yiiksek 1s1
ile yapilan kaynak yontemidir. Kaynak, tungsten elektrotun erimeksizin olusturdugu
1s1 ile gergeklestirilir. Tungsten yerine karsiligi olan volframin sdylenildigi

durumlarda TIG kaynagmin ad1 VIG kaynagi olarak anilir [3].

2.2. Toksikoloji

Zehirli maddelerin insan saghigma verdigi zarar tarithin c¢ok Onceki
devirlerinden bu yana bilinmektedir. ilk ¢aglarda insanlar zehirli maddeleri ok ucuna
siirerek diismanini veya tehlikeli bir hayvani yok etmede kullanmiglardir. Tokson, ok
ucuna siriilen, okla ilgili zehir anlamindadir. Logos ise, bilimi anlatir. Bu
kelimelerden tiireyen toksikoloji zehir bilimi demektir. Toksikoloji yani zehir-bilim,
kimyasallar ile biyolojik sistem arasindaki etkilesimleri, zararli sonuglar1 yoniinden
inceleyen bilim dalidir. Ya da kimyasallarin zararsizlik limitlerini belirleyen bilim

dahdir [4].

2.2.1. Toksikolojinin Tarihcesi

Toksikoloji denilince akla 1ilk olarak Paracelsus gelir. 16. yiizyilda
Paracelsus’un zehiri tanimlarken kullandigi “her madde zehirdir, zehir olmayan
madde yoktur, zehir ile ilac1 aymran dozdur” seklindeki ifade, bugiinkii modern
toksikolojinin de c¢ikis noktasidir. Toksikoloji alaninda 18. ylizyilda da onemli

gelismeler olmustur. Ramazini 1700°de yayinladigi “Diseases of Workers” isimli



eseri ile mesleki toksikolojinin kurucusu olarak kabul edilir. Modern toksikolojinin
kurucusu olarak ise Ispanyol Orfila kabul edilir. Orfila 1915 yilinda yaymladig1 “A
general system of toxicology or, a treatise on poisons, found in the mineral,
vegetable and animal kingdoms, considered in their relations with physiology,
pathology and medical jurisprudence” isimli eserinde toksikolojiyi bir bilim olarak

ayirmig ve tanimlamistir [5].

2.2.2. Toksikolojinin Alt Dallarn

Toksikoloji lic ana alt dala sahiptir: Bunlardan sanayi toksikolojisi, hava ve
sudaki kimyevi kirleticilerin zararlh etkilerini inceler. Bunun yaninda ¢alisma ve ev
ortaminda mevcut olanlar1 da konu alir. Ekonomik toksikoloji ise ilaclarda,
yiyeceklere ilave edilen maddelerde, kozmetik, giibre ve veteriner ilaglarindaki
kimyevi maddelerle mesgul olur. Adli toksikoloji de Ozellikle 6liim veya ciddi

yaralanmayla sonuglanan vakalarin tibbi yoniiyle mesgul olur [6].

2.2.3. Toksikoloji Calismalarmin Genel Simirlari ve Toksisitenin Ol¢iilmesi

Toksikoloji caligmalarinin genel smirlar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir.
e Toksik maddelerin arastirilmasi
e Toksik maddelerin ortaya ¢ikarilmasi
e Toksik maddelerin 6zellikleri
e Toksik maddelerin etkileri

e Toksik maddelerin diizenlenmesi

Toksisitenin dl¢iilmesi, derecesinin belirlenmesi karmasik bir olaydir. Toksisite
akut veya kronik olabilir. Ol¢iim iizerinde toksik maddenin etkisi yaninda; yas,
genetik (kalitsal) faktorler, cinsiyet, diyet, fizyolojik kosullar gibi bazi faktorlerde
etki gosterebilir [5].

Toksisitenin 6lgiilmesinde ilk asamada hayvanlar iizerinde deneyler yapilarak,
kimyevi maddelerin toksisite derecesi belirlenmeye calisilir. Bu maksatla pek ¢ok
hayvan kullanilir. Fareler bu is i¢in kullanilan kii¢iik; maymun ve ¢iftlik hayvanlar1
biiylikk  hayvanlar arasindadir.  Hayvanlar iizerinde yapilan deneylerin

tamamlanmasindan ve sonucun insanlar uzerindeki etkisi tahmin edildikten sonra



simirlt sayida deneyin insan iizerinde yapilmasiyla makul bir emniyet elde edilir.
Buna kimyevi maddelerin insan derisi iizerinde etkisinin arastirilmasi misal
gosterilebilir. Eger kimyevi maddelerin hastalik veya Oliime sebebiyet verdigi
zannedilirse, 6liiniin kani, idrar1 ve kas parcalar1 adli toksikolojiye analiz i¢in verilir.

Yapilan deneylerle, zararli kimyevi maddeler ve miktarlari tespit edilebilir [6].

2.2.4. Toksik Maddenin Etki Mekanizmasi

Zehirli maddeler canli organizmaya girmedik¢e zararsiz olup, canh
organizmaya girdiklerinde aktivite kazanirlar ve zehirlenme dedigimiz klinik tablolar
ortaya c¢ikar, canli varligin fonksiyonlar1 kaybolur, 6lim meydana gelebilir.
Zehirlenme; yeterli miktarda verildiginde zehir gibi davranabilecek bir kimyasal

maddenin dokularda yol actig1 hasarin klinik belirtileridir [4].
Bir toksik maddenin etki mekanizmasi, farkl sekillerde kendini gosterebilir.

e Karsinogenesis: Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen hasarlar kanser
olusumunda en 6nemli faktordiir. Bu hasarlarin biiyiik bir kismi oksidatifdir.
Tipik bir insan hiicresinin her giin yaklagik 10000 kez bu oksidatif reaksiyonlara
maruz kaldig1 saptanmistir. DNA’nin enzimleri bu hasarlarm biiyiik cogunlugunu
onarrr. Ancak onaramadiklari zaman igerisinde birikerek kanser riski olusturur.
Sayet hasarli hiicre DNA’s1 onarilmadan 6nce boliiniirse, karsinogenesis olarak
tanimlanan ilk adim yani genetik degisim meydana gelir. Karsinogenesise kisaca

kanser olusum siireci ad1 da verilir.

e Mutagenesis: Canlilarin DNA’larinda depolanan kalitsal bilgilerin degisime
ugramasi siirecine mutagenesis; mutagenesis veya mutasyona neden olan
etkenlere ise mutajenik etkenler adi verilir. Bir¢cok kanserojen etkenlerin ayni

zamanda mutajenik etkilerinin de oldugu anlagilmistir.

e Teratogenesis: Hamilelik sirasinda teratogenlere (bebekte anomali yaratan
etkenler) maruz kalan anne adaylarinin bebeklerinde ¢esitli anomaliler gelisebilir.

Bu siirece teratogenesis adi verilir.

e Organ Toksisitesi: Organ fonksiyonlarini etkileyen toksik etkilerdir [5, 7-10].



Kanserogenesis, mutagenesis ve teratogenesis yapan maddeler DNA yapisini
bozmak veya DNA sentezini inhibe etmek ya da mitoz esnasinda igcik olusmasimni
bozmak suretiyle genotoksik etki yaparlar. Mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
etki gibi esas itibariyle hiicre ¢cekirdegi diizeyinde olusan ve genellikle kalic nitelikte
olan toksik etkiler aralarindaki benzerlikler nedeniyle genotoksik etkiler basligi

altinda siniflandirilirlar [8].

2.2.5. Genotoksik Etmenler [7].

1. Kromozomal ve Genetik Etmenler
2. Cevresel Etmenler
a. Enfeksiyon Ajanlar
e Virlsler
e Parazitler
e Bakteriler
b. Fiziksel Etmenler,
e Radyasyon ve Yiiksek Enerjili Isinlar (UV, X, a, B, y 1smlar1)
c. Kimyasal Maddeler
e Anorganik Kimyasallar
e Organik Kimyasallar
d. Keyif Verici Etmenler
e Alkol
e Tiitiin ve Sigara
e Uyusturucu Maddeler
e. Bazi Farmakolojik Ajanlar
f. Pestisitler
g. Dogal Etmenler
e Bitkiler

2.3. Genetik Toksikoloji

Organizmalari genetik yapisinda kalitsal bir farklilasma olusturan maddelere

genel olarak “Genetik Zehirler” denir. Genetik zehir gonadlarin gamet hiicrelerini



etkileyerek gametlerin sayica azalmasma neden olur veya gametlerdeki genetik
bilgiyi degistirir. Boylece bu gametlerden olusan zigot (d6llenmis yumurta) 6lmezse

anne ve babadan farkli déller olusur [11].

2.3.1. Genotoksisite Testleri

Toksik etmenlerin mutajenik ve genotoksik etkilerinin arastirilmasinda
prokaryotik ve oOkaryotik sistemler kullanilmaktadir [12]. Toksik maddeler deney
hayvanlarinda in vitro ve in vivo olarak yaygm sekilde incelenirler. Deney
hayvanlarinda yapilan genotoksisite incelemelerinin insanlarda da ayni etkiyi
ongdrme ihtimali yiiksektir [8]. In vivo ve in vitro yaygm olarak kullanilan

genotoksisite testleri sunlardir. [13].

e Ames Testi

e Gen Mutasyonlar1

e Mitotik indeks (MI)

e Replikasyon Indeksi (RI)

e Comet Testi

e Kromozom Anomalileri (CA)

e Kardes Kromatid Degisimi (SCE)
e Mikroniikleus Testi (MN)

2.3.1.1. Mitotik indeks (MI)

Ayni cins hiicrelere ait populasyonundaki biitiin hiicrelerin, hiicre siklusu
siireleri tam olarak ayni degildir. Birgok degisik ve karmasik faktorlere bagl olarak,
bu hiicrelerin hiicre siklusu siireleri arasinda oldukca biiyiik varyasyonlara rastlanir.
Bir hiicre populasyonundaki hiicrelerin hiicre sikluslar1 ile ilgili kantitatif verilerin
elde edilmesi amaci1 ile c¢esitli Olclimler yapilabilir. Bunlardan birisi de,
populasyondaki mitoz bdliinme yapan hiicrelerin sayisinin saptanmasi ve bu saymin
tiim hiicrelere oraninm hesaplanmasidir. Bu degere mitotik indeks (Mi) ad1 verilir.
Eger bir populasyondaki hiicrelerin tiimiiniin bolindiigiini, hepsinin aymi hiicre
siklusu siiresine sahip oldugunu ve biitiin hiicrelerin hiicre siklusunun ¢esitli fazlarma

homojen olarak dagildigini diisiiniirsek, Mi degerinden, MiI = Ty / T esitliligini



cikarabiliriz. Burada, Ty mitoz fazinin siiresini, T¢ ise hiicre siklusunun toplam

siiresini belirlemektedir [14].

Kromozom morfolojilerinin ve bantlanmalarinin ideal olmasi nedeniyle daha

¢ok insan periferal kan hiicreleri iyi bir Mi elde edilebilmesi tercih edilir.

Normal bir insanin kaninda lenfositler ¢ok az bir oranda spontan mitoz
gostermektedir. Bu miktar, kromozom calismalar1 i¢in yeterli degildir ve kandan
kromozom analizi yapilabilmesi i¢in lenfositlerin suni olarak mitoza sokulmasi
gerekmektedir. Insan lenfositleri mitojenler ile muamele edildiginde, hiicrelerde
DNA sentezi baslamakta ve sonunda mitoz bolinme meydana gelerek hiicre

sayisinda artis saglanmaktadir [15].

2.3.1.2. Replikasyon Indeksi (RI)

Replikasyon indeksi (RI) hiicre bdliinme kinetiginin dlgiilmesidir. Her bir doz
veya ornek i¢in en azindan 400 hiicre sayilarak ve 1, 2, 3 veya daha fazla niikleus
iceren hiicrelerin ylizdelikleri belirlenerek hesaplanmaktadir. Bazi hiicreler ¢ekirdek
boliinmesi gecirmekte fakat sitoplazma boliinmesi gecirmemektedir. Bunun sonucu
olarak bir kez boliinme geciren hiicreler 2 niikleusa, 2 boliinme geciren hiicreler 3
veya 4 niikleusa sahip olmaktadir. Heniliz bir boliinmesini tamamlamamis mitoz
indiikleyici ile uyarilmaya cevap veren hiicreler sadece bir niikleusa sahiptir. Mitoz

indiikleyiciye maruz kalmayan hiicreler sayima dahil edilmemektedir [16].

2.3.1.3. Mikroniikleus Teknigi (MN)

Bir mutasyon tarama testi olan MN teknigi ile dokularda meydana gelen
morfolojik  bozukluklar, kromozom kiriklari, premalign degisiklikleri ve
karsinojenlere maruz kalmis bireylerde artmis kanser riski ortaya konabilmektedir.

[17, 18].

2.3.1.3.1. Mikroniikleus Tekniginin Gelisimi

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6l¢iilmesinde, 1970’lerde
hayvan hiicrelerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya

baslanmustir [19].



Lenfosit kiiltiirlerindeki ¢alismalara paralel olarak MN teknigi, eksfolyatif
hiicrelere 1982 yilinda ilk defa Stich ve arkadaslar1 tarafindan uygulanmistir [20]. Bu
teknik sayesinde agiz, burun, brons ve iirotelyal eksfolyatif hiicrelerde kimyasallarin
ve enfeksiyonlarin etkilerini degerlendirmek miimkiin olmustur [17]. Hizla ¢cogalan
bu epitelyal dokular gevreleriyle siirekli temas halindedir ve epitelin yiizeyel
tabakasini olusturan eksfolyatif hiicreler kolaylikla elde edilebilmekte, dolayisiyla
ugradiklar1 genotoksik hasar da kolaylikla gosterilebilmektedir. Boylece bu hiicreler
ait olduklar1 dokularda meydana gelen morfoloji bozuklugunu, kromozom kiriklarima,
premalign degisiklikleri ve kanseri gosterebildiklerinden bir biyomarker olarak
degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz kalmis bireylerde artmis kanser
riskini gostermek amaciyla kullanilabilmektedir [17, 18]. MN testi sigara, pestisid ve
parazitik enfeksiyonlar gibi ¢evresel ve mesleki etkileri degerlendirebilmek igin

kolaylikla kullanilmaktadir [18].

2.3.1.3.2 Mikroniikleus Tekniginin Kullanim Alanlan

1980°den sonra oOzellikle deney hayvanlariyla gerceklestirilen caligmalarda,
kimyasal ve fiziksel ajanlarin sebep oldugu sitogenetik harabiyetin giivenilir bir
gostergesi olarak kullanilan MN calismalarinin sayist ¢ok hizli bir sekilde artmistir

[21].

Fiziksel ajanlarin etkileri deneysel MN ¢alismalar1 yaninda, 13 Eyliil 1987°de
Goiania’da (Brezilya) meydana gelen radyolojik kazanin genetik materyalde
olusturdugu hasar1 belirlemek i¢in kullanildi. MN sikliginda iyonize radyasyonun
dozuna bagli ¢cok anlamli bir artis gézlendi ve MN testinin biyolojik dozimetre olarak
kullanilmas1 6nerildi. Ayrica Goidnia kazasina maruz kalan insanlardaki sitogenetik
degisiklikler iyonize radyasyon ile yas ve hayat tarzi (alkol tiikketimi, sigara kullanimi1
vs.) gibi faktorlerin etkisi birlikte ele alinarak degerlendirildi [22]. Daha sonra bu
konuda yapilan cesitli arastirmalar iyonize radyasyonun ve mikro dalga isinlarin
klastojenik etkisini agik¢a ortaya koydu ve ayrica mikro dalga i1slarm, andploidi
uyaran bazi kimyasallarin, karakteristik mutajen Ozelliklerine de sahip oldugu

gosterildi [19, 23].



2.3.1.3.3. Mikroniikleus Olusumu

MN prosediirii, anafaz sathasindaki kromatin dagiliminin bozulmasi sonrasinda
olugsmus mitotik hiicrelerin incelenmesi temeline dayanir. Telofaz sathasindan sonra,
bu yer degistirmis kromatin, yavru hiicre sitoplazmasi i¢inde ¢ekirdekten ayri, tekli
veya ¢oklu MN olarak gozlenir. MN goriilmesindeki siklik kromozom kirilmalarina
veya kayiplarma ve hiicre boliinme oranina baglidir [24]. Hiicre boliinmesi sirasinda
meydana gelen kromozom anomalileri ya uzunlamasina bodliinen kromozomlarin
birbirlerinden ayrilmayarak ayni kutba gitmesi (nondisjunction) (Sekil 2.1) ya da
kromozomlarmm anafazda geri kalmasi (anafaz lagging) (Sekil 2.2) seklinde

olmaktadir [25].
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1. Meiosis | starts normally. 2. Then one set of 3. Meiosis Il occurs 4. All gametes have an abnormal
Tetrads line up in middle of cell. hemologs does not normally. number of chromosomes—eithel
separate (= nondisjunction). one too many or one too few.

Sekil 2.1: Nondisjunction [26]

MN anafazda kromozom ya da kromozom parcalarinin geri kalmasindan olusur. Bir
membran i¢inde kromatin materyali iceren MN, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur
ve normal hiicre niikleusundan ayrilir [27]. Kromozomlarn anafazda geri
kalmalarnin nedeni, sentriollerden olusan mikrotiibiillere sentromerlerinden
baglanamamalaridir. Herhangi bir sebepten dolayr kromozomlardaki bir kirilma
sonucu olugsan kromozom pargalar1 sentromerden yoksun olabilirler ve bundan dolay1

mikrotiibiillere baglanmalar1 miimkiin olmayabilir [28].



Sekil 2.2: Anafaz lagging [29]

Kromozomlarin anafazda geri kalmasmin diger bir nedeni de sentromerin 6zel
bir bolgesinde meydana gelen nokta mutasyonu sonucunda, kinetokorun
fonksiyonunun degismesidir. Bu degisiklik sonucunda kromozomlar mikrotiibiillere
baglanamaz. Sentromer i¢inde yer alan bu bolgede CCG bazlarindan olusan zincir,
ozellikle kinetokor fonksiyonu i¢in Onemli bir bolgedir. Anafazda geri kalan
kromozomlar, hiicre boliinmesi sonunda sitoplazmada membranla cevrili MN’lar1
olustururlar. MN’lar kromozom pargalar1 igerdikleri i¢in niikleus boyalar1 ile
boyanabilmektedir. Eritrositler olgunlasirken hiicre ¢ekirdegi ile MN’lar atilmazlar,

sitoplazmada kalicidirlar [30].

Hiicrede spontan olarak da MN olusabilir. Spontan MN sayis1 hiicre
boliinmesinin ve asentrik kromozom parcalarinin olusma sikligina baghdir [31].
Spontan MN olusumuna iki tip mutasyon neden olmaktadir. Bunlardan birincisi,
kinetokor proteinlerinde, sentromerde olusan mutasyonlar ve anafazda kromozom
kaybt ya da esit olmayan kromozom dagilimina yol agan ig iplik¢iklerindeki

mutasyonlardir. Ikincisi ise, asentrik kromozomlarm olusumuna neden olan, cevresel



mutajenlere maruz kalmanm bir sonucu olarak tamir edilemeyen DNA zincir

kiriklaridir [32].

Antimitotik maddelerle yapilan bazi c¢alismalar, hiicrelerin mikrotiibiilleri
olusturamamasi sonucu meydana gelen kromozom sayisindaki artiglarin  ve
hiicrelerin endomitoz gec¢irmesinin MN olusumuna neden oldugunu gdstermistir

[33].

2.3.1.3.4. Mikroniikleus Frekansi

MN frekansi, ilk olarak bitkilerdeki meristem hiicrelerinde, X 1sinlarinin neden
oldugu kromozom hasarlarinin bir gostergesi olarak kullanilmistir [34]. MN frekansi,
genel olarak tiim interfaz hiicrelerinde ideal olarak da bir kez boliinme gegiren
hiicrelerde hesaplanabilir [35, 34]. Boliinmeyen bir hiicrede kromozom hasarlart MN
olarak ifade edilemez. Kiiltiirii yapilan insan lenfositlerinde olusan spontan MN
frekansi, lenfositlerin hayat siliresi boyunca olusan genetik hasar birikiminin bir
gostergesini verir. Spontan MN frekansi, ¢evresel ya da mesleksel olarak cesitli
mutajenlere maruz kalmadan gozlenen MN oramidir. Bu nedenle, bilinen bir
mutajene maruz kalmadan Once ve maruz kaldiktan sonra degerlendirilen MN
frekanslar1 bir mutajenite gostergesidir [32]. MN sayisindaki artig, ¢esitli ajanlarin
hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt
gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer
boliinme hatalarina ve ig iplikciklerinde fonksiyon bozukluklarma yol acgarak;
klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida

bulunmaktadirlar [36].

Lenfositlerde MN frekansin1 etkileyen pek cok faktdr vardir. Bunlar yas,
cinsiyet, sigara ve alkol tiikketimi, X ve gamma 1ginlar1 gibi faktorlerdir [37]. Kadinlar
ve erkekler MN frekansi agisindan karsilastirildiginda, yas ve MN arasidaki iliski
kadinlarda erkeklere gore daha yiliksek bulunmustur [34]. Yenidogan bebeklerde ve
18-25 yas grubu bireylerde yapilan iki ayr1 ¢calismada MN frekansmin erkek ve disi
cinsiyete baglh bir farklilik gostermedigi saptanmustir [38, 39]. Ancak yaslilarda
yapilan bir diger calismada kadinlarda MN sikliginin yaslanma ile artis gosterdigi
anlasilmis; ayrica Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi ile MN olusturan



kromozomlarm kimligi belirlenerek; yash kadinlarda X kromozomlarmin otozomal
kromozomlardan daha sik olarak MN olusumuna katildig1 gosterilmistir. X
kromozom kaybi, ayni zamanda monozomik hiicrelerde karyotip analizleriyle de
dogrulanmistir. Bu c¢alisma, MN olusumu ile karyotip analizlerinde saptanabilen
kromozom diizensizlikleri arasindaki paralelligi acikca ortaya koymaktadir [40]. Baz1
calismalar ile sigara kullanan kisilerde MN frekansinin arttigi gosterilmistir [41, 42].
Yine aymi sekilde gamma 151n1 dozuna fazla miktarda maruz kalan kisilerde de MN

frekansi artig gostermektedir [43].

2.3.1.3.5. Mikroniikleus Elde Edilen Hiicre ve Dokular

MN boliinme yetenegine sahip olan biitiin hiicre ve dokularda meydana
gelebilir. MN’lar genel olarak birkag tip hiicrede goriiliirler [44]. Bunlar
miyeloblastlar, miyelositler ve eritrositlerdir. Az sitoplazmali ve biiyiik niikleuslu
olan miyeloblast ve miyelositlerde MN’lar kolay ayirt edilemedigi i¢in, bu hiicreler
tercih edilmezler [45]. MN analizi i¢in en uygun hiicre grubu, ¢ekirdegini yeni atmis
geng eritrositlerdir [46] Olgun eritrositlerden biraz daha biiylik olan bu hiicreler,
retikulosit veya polikromatik eritrosit (PCE) olarak adlandirilirlar [31]. Tam olarak
olgunlasmuis eritrositler ise kirmizi kan hiicreleri veya normokromatik eritrosit (NCE)

olarak adlandirilmaktadir [47].

Cesitli caligmalarda, kemik iligi ve periferal kanin yani sira karacigerde,
fetiisde, insan yanak mukoza hiicrelerinde, keratinositlerde, spermatidlerde, solungag
ve hepatoma hiicrelerinde, degisik kimyasal ajanlarin genotoksik etkileri MN testi ile
degerlendirilmistir [29, 48-50]. Bu testin yardimi ile ¢cok sayidaki kimyasal, fiziksel

ve biyolojik faktorlerin mutajenik aktiviteleri incelenmistir [51-54].

2.3.1.3.6. Mikroniikleusun Sekli ve Sayisi

Genel olarak yuvarlak sekilde olan MN’lar bazen badem ya da hilal seklinde de
olabilirler ve bu sekilde atipitk MN olarak adlandirilirlar. Genellikle MN igeren
hiicrelerde, MN bir tane bulunmasma ragmen, kullanilan maddenin klastojenik
aktivitesine bagl olarak, hiicrede iki ya da ii¢ tanede olabilmektedir (Sekil 2.3). iki
ya da daha fazla MN bulunduran hiicrelerde MN’lar birbirlerine yapisik

olabilecekleri gibi yiizey ¢ikintilar1 da olusturabilirler. Bu yapilar ana ¢ekirdege ince



ya da kalin bag ile bagl olabilirler. Bir ya da birden fazla damla seklinde veya
sekillenmemis niiklear materyal olarak kibrit ¢opii seklinde de gézlenebilirler. Bunlar

degisik yogunluklarda yuvarlak veya biraz basik yumaklar olustururlar [55].

Lenfositler mitojenik bir uyariya karsi ayni cevabi vermezler. Lenfositlerin
iireme frekansindaki degisim, MN sayisin1 kuvvetlice etkiler. Herhangi bir mutajen

faktore maruz kalan canlilarda, mitotik veya mayotik hatalarin olusma olasilig1 artar

ve bu artisa bagli olarak MN sayisinda bir artis s6z konusu olabilir.

Sekil 2.3: Biniikleat hiicrede birden fazla bulunabilen mikroniikleuslar [56]

2.3.1.3.7. Mikroniikleus Biiyiikliigii

MN’lar ana niikleus yaninda kiigiik kromatin partikiilleri halinde goriilen, sekil
ve boyama bakimindan ana niikleusa benzeyen yapilardir. Ancak biiyikligi
tartigmalara neden olmaktadir. Kimi kaynaklara gore ana g¢ekirdegin 1/15-1/20’si
kadardir [57]. Kimilerine gore ise bu biiyiiklik ana g¢ekirdegin 0.5-0.8’i kadardir.
Fakat genel olarak MN’nin ¢ap1 ¢ekirdek ¢apmin 1/3-1/16’s1 kadardir (Sekil 2.4)
[55].



Sekil 2.4: Biniikleat hiicrede iki adet MN x 1500 [58]

MN’lar gergek c¢ekirdek ile herhangi bir baglanti yapmazlar. MN o6lgiilerine
bakilarak kromozomlarin {izerinde ne tip degisiklikler oldugunu sdylemek
miimkiindiir. Ornegin; biiyik MN olusmasi, kromozomlar1 sentromerlerinden tutan
ve kutuplara ¢eken mikrotiibiillerin bozulmasina baghdir. Bu durumda MN bir
biitiindiir veya birka¢ kromozomdan olusabilir. Kiigiik MN olusmasi ise genel olarak

kromozomun yapisal bozuklugu ile ilgilidir [59].



3. YONTEMLER

Bu arastirma; Bozok Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimi,

Sitogenetik Arastirma Laboratuarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Demirbas Malzemeler

—

O 00 3 N WD B~ W N

. COy’li Inkiibatér (HERA Cell 150)

. Etliv (Niive FN500)

. Santriftij (Niive NF800)

. Arastirma Isik Mikroskobu (Olympus BX51)

. Isik Mikroskobu (Olympus CX21)

. Dijital Fotograf Makinesi (Olympus C 5050 Z)
. Bilgisayar (LG Pentium 4)

. Derin Dondurucu (Argelik)

. Buzdolab1 (Indesit)

10. Hassas Terazi (VIBRA)
11. Otomatik Pipet (Capp 0.2-2, 5-50, 10-100 pL — Microlit 10-100, 100-1000 pL)
12. Saf Su Cihaz1 (Millipore)

3.1.2. Sarf Malzemeler

1.

Kiiltiir Medyumu (Peripheral Blood Karyotyping Medium) (Biological Industries,

Katalog Numaras1 01-201-1B)

O 00 3 O WD A~ W N

. Hiicre Kiiltiir Tiipii (Greiner bio-one CELLSTAR", Katalog Numarasi 164 160)
. Kolsisin (Biological Industries, Katalog Numarasi 12-003-1C)

. Sitokalasin-B (Sigma, Katalog Numaras1 14930-96-2)

. Potasyum Kloriir (MERCK Katalog Numarasi 104936.1000)

. Glasiyal Asetik Asit (MERCK, Katalog Numaras1 1.00063.2500)

. Metanol (MERCK, Katalog Numaras1 1.06009.2500)

. Giemsa (MERCK, Katalog Numaras1 1.09204.0500)

. Gurr Buffer Tablet (GIBCO, Katalog Numaras1 10582-013)



10. Sodyum Bisiilfit (MERCK, Katalog Numarasi 106357)

11. Bazik Fuksin (MERCK, Katalog Numaras1 42510)

12. Fast Green (MERCK, Katalog Numaras1 42053)

13. Hidroklorik Asit (MERCK, Katalog Numaras1 113386)

14. Etil Alkol (% 96’lik)

15. Immersiyon Yagi (MERCK, Katalog Numaras1 09403569)

16. Lam (ISOLAB)

17. Plastik Pastor Pipet (ISOLAB, Katalog Numarasi1 108-04-001)

18. Cam Pastor Pipet (ISOLAB, Katalog Numaras1 108-03-001)

19. Pipet ucu (Beyaz, 0.1-10 pl) (Corning Incorporated, Katalog Numarasi
10807006)

20. Pipet ucu (Sar1, 1-200 pl) (Corning Incorporated, Katalog Numarasi 00907001)
21. Pipet ucu (Mavi, 100-1000 pl) (Corning Incorporated, Katalog Numarasi
27906031)

22. Kurutma Kagidi (Macherey-Nagel, Katalog Numarasi1 751-75)

23. Enjektor (10 ml) (Set®, Katalog Numarasi C03306)

24. Cam Malzemeler (Meziir, Beher, Erlen, Sale)

25. Eppendorf Tiipii (LP Italiana SPA)

3.2. Yontemler
3.2.1. Cahismada Kullanilan Madde ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Kiiltiir Medyumunun Icerigi

Calismada kullanilan 100 mL RPMI 1640 Peripheral Blood Karyotyping
Medium; Serum (Fetal Kalf Serum - FCS), Mitoz uyarici (Fitohemaglutinin — PHA),

Antibiyotik (Gentamisin), L-Glutamin igerir.

Ticari olarak satilan medyum derin dondurucuda -20°C’de son kullanma
tarihine kadar muhafaza edilir. Derin dondurucudan ¢ikarilarak ¢dziinen medyum ise

buzdolabinda +4°C’de 10 giin saklanabilir.



3.2.1.2. Hipotonik Soliisyonunun Hazirlanmasi

2.796 g potasyum kloriir (KCI) 500 mL distile su i¢erisinde ¢ozlinir.

Elde edilen hipotonik soliisyonu (0.075 M KCI) oda sicakliginda muhafaza edilir.
3.2.1.3. ibrainov Soliisyonunun Hazirlanmasi

92 mL Distile Su

5 mL Glasial Asetik Asit

3 mL Metanol igerir.

Soliisyon her kullanimda yeni hazirlanmalidir.

3.2.1.4. Fiksatifin Hazirlanmasi

3 Hacim Metanol:1 Hacim Asetik Asit ile karistirilir.

3.2.1.5. %5’lik Giemsa Boyasinin Hazirlanmasi

5 mL Giemsa Gurr Tamponu ile 100 mL’ye tamamlanir.

3.2.1.6. HCP’nin Hazirlanmasi (5 N)

58.5 mL distile su tizerine 41.5 mL %37’lik saf HCI eklenir.

3.2.1.7. Sodyum Bisiilfit Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 g Sodyum bisiilfit
210 mL distile su
10 mL 5 N HCl igerir.

3.2.2. Periferal Kanlarin Alinmasi

Ideal olarak kan ornegi heparinli steril bir tiipe alinir ve karistirilarak
pihtilagmasi onlenir. Tiipteki heparinize kan buzdolabinda +4°C’de 5 giine kadar
bekletilebilir ve kiiltiir i¢in kullanilabilir. Ancak kanin kiiltiire edilmeden
bekletilmesi hiicrelerin canliligini etkilemekte ve dolayli olarak kimi kromozom
kusurlarina neden olabilmektedir. Bunun i¢in kanin alindig1 andan itibaren en ge¢ 24

saat i¢inde kiiltiiri yapilmali ve daha uzun stireli beklemelerden sakinilmalidir.



Calismamizda kullanilan periferal kan ornekleri ekim yapilacak giin alinarak,
ayni giin igerisinde kullanildi. Caligma kapsaminda kanlar1 alian, gazalti1 kaynagina

maruz kalan ve kontrol grubunu olusturan bireylere ait bilgiler Tablo 3.1°de

verilmistir.
Kontrol (n = 25) Kaynake (n = 23)

Yas (Ortalama + SS) 27.36 + 14.82 27.17+5.65
Sigara Kullanimi - n (%)

+ 16 (64%) 14 (60.87%)

- 9 (36%) 9 (39.13%)
Gazalt1 kaynag gazlarma | - 8.39+6.86
maruz kalma siiresi (Y1l
+ SS)
Alkol tiiketimi - -

Ila¢ kullanimi1 - -

n: Birey sayist
SS: Standart sapma

Tablo 3.1: Calisma kapsaminda kanlar1 alinan, gazalti kaynagina maruz kalan ve
kontrol grubunu olusturan bireylere ait bilgiler

Tablo 3.1°e gore caligmada 2 farkli gruba ait 48 erkek bireyin kanlari
kullanildi. Birinci grubu Yozgat’ta gazalt1 kaynaginda ¢alisan 23 kaynakc1 olusturdu.
Yaslar1 16-42 arasinda degisen bu kisilerin gaz kaynagina maruz kalma siireleri 1-20
yil arasinda degigmektedir. Tiim kaynakg¢ilar ~% 20 Cr ve % 10 Ni iceren paslanmaz
celik maniiel metal gazalt1 kaynagi kullanmaktadir (MIiG). Kontrol grubunu
olusturan 25 donor genel populasyondan secilmistir. Bu kisiler calistiklar1 ortamlarda
gazalt1 kaynag1 gazlara ve bilinen herhangi fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz
kalmayan bireylerdir. Kontrol grubunu olusturan kisilerin yaglar1 14-60 arasinda
degismektedir. Kaynak¢1 ve kontrol grubu bireyleri herhangi bir viral enfeksiyonu
olmayan, ila¢ ve alkol kullanmayan kisilerden se¢ilmistir. En az bir yil siireyle ve

gilinde 5 sigaradan fazla sigara kullanan kisiler sigara i¢iyor olarak kabul edilmistir.



3.2.3. Periferal Kan Kiiltiirii

1. Her birey i¢in 37°C’de 1sitilmis 5 mL medyum kullanildi.

2. Kiiltiir ortamlarmma heparinize 0.4 mL kan ilave edildi.

3. Tiiplerin kapagi kapatilarak altiist edildi ve 37°C’de 72 saat CO;’li inkiibatore

kaldirildi. Ekim yapilan tiipler ¢ikarim tarihine kadar giinde birkag kez altiist edildi.

4. Mikrontikleus degerlendirilmesi i¢in kiiltiirlere 44. saatte 6 pg/mL sitokalasin-B

ilave edildi.

3.2.3.1. Kiiltiiriin Sonlandirilmasi (Cikarim)

1. Ekim yapilan kiiltiir tiiplerinin her birine 70. saatte 100 pL kolsisin ilave edildi ve

altiist edilerek etlive kaldirildi. Tiipler etiivde 2 saat bekletildi.
2.2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

3. Siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.

4. 10 mL 37°C’de 1sitilmis hipotonik soliisyonu ilave edilen tiipler 4 dakika oda

1s1sinda bekletildi.
5. 2000 rpm’de 4 dakika santriftij edildi.

6. Siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.

7. Pellet lizerine oda 1s1sinda bekletilmis ibrainov soliisyonundan 5 mL ilave edildi.

8. Hemen 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

9. Siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.

10. Pellet lizerine 5 mL metanol ilave edildi.

11. Hemen 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

12. Siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.

13. Pellet {izerine derin dondurucuda bekletilmis fiksatiften 5 mL ilave edildi.

14. Elde edilen hiicreler preparasyon asamasina kadar —20°C’de bekletildi.

3.2.3.2. Preparat Hazirlanmasi

l. Cikarim igleminden sonra -20°C’de muhafaza edilen rezervler,
dondurucudan ¢ikarilarak 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

2. Siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.

derin

3. Metanol icerisinde buzlukta saklanan islak soguk lamlar alinarak, iizeri soguk

fiksatif ile yikandi.



4. Farkl yerlere gelecek sekilde 2-3 damla hiicre siispansiyonundan lam iizerine
damlatildi. 2-3 saniye beklendi ve sonra iizeri tekrar soguk fiksatif ile yikandi.
5. Hazirlanan preparat 11tk mikroskobunda incelendi. Metafaz alaninin miktar1 ve

diizglin dagilip dagilmadigi kontrol edildi.
3.2.3.3. Preparatlarin Boyanmasi

3.2.3.3.1. Mitotik indeks ve Replikasyon Indeksi Boyama Yontemi

1. Preparatlar %5°lik giemsa ile 6.5 dakika boyandi.

2. Preparatlar 2 kez saf sudan gegirilerek boyanin fazlasi alindi.

3.2.3.3.2. Mikroniikleus Boyama Yontemi

1. Preparatlar 5 N HCl icerisinde 20 dakika oda sicakliginda bekletildi.

2. Preparatlar musluk suyundan gecirildi.

3. Preparatlar karanlikta Shift ayiracinda 240 dakika bekletilerek boyandi.

4. Preparatlar 3 sale sodyum bistilfit ¢ozeltilerinin her birinde 2 dakika bekletilerek
yikandu.

5. Preparatlar musluk suyunda en az 30 dakika bekletildi.

6. Preparatlar %5’lik Fast green soliisyonunda 30 dakika boyandi.

7. Preparatlar saf sudan gegirilerek boyanin fazlasi alindi.
3.2.3.4. Mikroskop Degerlendirmesi ve Hesaplama

3.2.3.4.1. Mitotik indeks Saymm ve Hesaplanmasi

MI degerlendirmesinde 1000 hiicre sayilarak metafaza giren hiicre sayisina

oranland1. Mi (%) oranlar1 asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

MI (%) = Mitoz (metafaz) Gegiren Hiicre Sayis1 / Toplam Hiicre Sayisi
(=1000) X 100
3.2.3.4.2. Replikasyon Indeksi Sayim ve Hesaplanmasi

RI degerlendirilmesinde 500 hiicre sayilarak RI asagidaki formiile gore

hesaplanmigstir.



Ri (%) = (M1 + 2M2 + 3M3) / Toplam Hiicre Sayis1 (=500)

M1: Mononiikleat Hiicreler
M2: Biniikleat Hiicreler
M3: Triniikleat ve Poliniikleat Hiicreler [60, 61].

3.2.3.4.3. Mikroniikleus Sayim ve Degerlendirmesi

MN degerlendirmesinde, 500 hiicrenin MN sayilar1 belirlendi. Sonuglar %MN
seklinde elde edildi. MN degerlendirilmesi asagidaki kriterler dikkate alinarak yapildi.

1. MN rengi ¢ekirdek rengi ile ayni olmalidir.

2. Degerlendirilecek hiicrenin sitoplazmasi igerisinde niikleusun goriinmesi gerekir.
3. MN genellikle yuvarlak olmalidir.

4. Cekirdegi olmayan dejenere hiicreler degerlendirmeye alinmamalidir.

5. Mikroskop incelemesi 40 veya 60’lik objektif kullanilarak yapilir [62].

3.2.4. Fotograflama

Fotograflama islemi Olympus BXS51 arastrma mikroskobuna baglanabilen
Olympus C 5050 Z dijjital fotograf makinesi kullanilarak yapildi. Fotograflama
isleminde 100X objektif kullanild1.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 10.0 bilgisayar yazilim programi
kullanildi. MI, RI ve MN ortalamalar1 agisindan kontrol grubu ve kaynakcilar
arsindaki farklar P < 0.01 6nem derecesinde Student t testi kullanilarak belirlendi.
MI, RI ve MN iizerine maruz kalma siiresi, sigara kullanim1 ve yas parametrelerinin
etkilerinin istatistiksel ©Onemi tekrarli Olglimlerde varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak belirlendi. Gruplar arasindaki farkliliklar Tukey-Kramer testi ile P <

0.05 6nem derecesinde belirlendi.



4. BULGULAR

Bu c¢alismada gazalti kaynagi gazlarina maruz kalan ve kalmayan Kkisiler
arasinda genotoksik agidan fark olup olmadig: arastirildi. Her donor igin kiiltiir ve
cikarim islemlerinden sonra hazirlanan preparatlardan Mi, Ri ve MN oranlari
belirlendi. Mi degerlendirilmesinde, preparatlardaki mitoza girmis metafaz alanlari
sayildr (Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3). Preparatlardaki toplam lenfosit hiicre sayilar1 da
belirlendi (Sekil 4.2 ve 4.3). Hiicre ve metafaz sayilar1 degerlendirilerek sonuglar %
Mi seklinde elde edildi. Ri degerlendirilmesinde, preparatlardaki mononiikleat,
biniikleat ve triniikleat hiicreler (Sekil 4.4) sayilarak R verileri elde edildi. MN

degerlendirilmesinde ise MN’lar (Sekil 4.5) sayilarak toplam hiicrelere oranlandi ve

sonuclar % MN seklinde elde edildi.

Sekil 4.1: Mitoz boliinmeye girmis metafaz alani



Sekil 4.2: Mitoz boliinmeye girmis metafaz alani ve lenfositler

Sekil 4.3: Mitoz boliinmeye girmis metafaz alani ve lenfositler



Sekil 4.4: Mononiikleat (M1), biniikleat (M2) ve triniikleat (M3) hiicreler

Sekil 4.5: Biniikleat hiicrede bulunan bir MN



4.1. Mi Bulgulan

Donor (n) | yag Sigara Toplam Toplam Mi
Hiicre Metafaz (%)
1 23 + 1000 19 1.9
2 18 - 1000 8 0.8
3 26 + 1000 7 0.7
4 25 + 1000 15 1.5
5 20 - 1000 10 1.0
6 22 + 1000 25 2.5
7 14 + 1000 11 1.1
8 16 + 1000 3 0.3
9 16 - 1000 4 0.4
10 18 + 1000 10 1.0
11 21 + 1000 8 0.8
12 18 + 1000 2 0.2
13 18 + 1000 6 0.6
14 15 + 1000 4 0.4
15 18 - 1000 10 1.0
16 17 + 1000 5 0.5
17 60 - 1000 3 0.3
18 47 + 1000 7 0.7
19 57 - 1000 5 0.5
20 38 + 1000 11 1.1
21 56 - 1000 4 0.4
22 53 - 1000 7 0.7
23 23 + 1000 17 1.7
24 23 + 1000 20 2.0
25 22 - 1000 18 1.8

Tablo 4.1: Kontrol grubunu olusturan kisilere ait MI oranlar




Donor Yas | Sigara Cahisma Toplam Toplam Mi
(n) Siiresi (Y1) Hiicre Metafaz (%)
1 25 - 11 1000 38 3.8
2 35 + 16 1000 39 3.9
3 23 - 15 1000 29 2.9
4 30 + 17 1000 30 3.0
5 42 + 20 1000 35 3.5
6 24 - 15 1000 23 2.3
7 27 + 1 1000 36 3.6
8 25 + 9 1000 14 1.4
9 32 - 10 1000 36 3.6
10 38 - 20 1000 12 1.2
11 16 - 1 1000 16 1.6
12 27 + 13 1000 38 3.8
13 25 + 8 1000 42 4.2
14 24 + 3 1000 18 1.8
15 32 + 15 1000 1 0.1
16 23 - 8 1000 26 2.6
17 22 + 4 1000 2 0.2
18 27 - 1 1000 4 0.4
19 23 + 1 1000 8 0.8
20 24 + 1 1000 16 1.6
21 26 + 1 1000 12 1.2
22 27 + 2 1000 13 1.3
23 28 - 1 1000 36 3.6

Tablo 4.2: Gazalt1 kaynagina maruz kalan kaynakgilara ait Mi oranlar:




Kontrol grubunu olusturan kisilere ait MI oranlar1 tablo 4.1°de, gazalt:

kaynagma maruz kalan kaynakgilara ait MI oranlari da tablo 4.2°de verilmistir.

Kontrol grubunun Mi oranlar1 % 0.2-2.5 arasinda degismesine ragmen kaynakgilarin

MI oranlar1 daha genis bir aralik da dagilim gostermektedir (% 0.1-4.2). Gazalt1

kaynagi gazlarma maruz kalan kisilerin MI oranlari kontrol grubuna gore daha

yiiksek bulunmustur (Grafik 4.1). MIi oranlar1 bakimindan kontrol grubu ve

kaynakcilar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P < 0.01) (Tablo

4.3).
4.5
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Grafik 4.1: Kontrol grubunu olusturan ve gazalt1 kaynagma maruz kalan
kaynakgilara ait MI oranlarmin karsilastiriimasi

Donor Toplam Toplam MI (%) = SS
Hiicre Metafaz

Kontrol 25000 239 0.956 £0.616

Kaynakel 23000 524 2278 £1.325*

Toplam 48000 763 1.589 +1.209

* Student's t-test: P < 0.01 (kontrol grubundan farkli)

SS: Standart sapma

Tablo 4.3: Ml oranlar1 bakimindan kontrol grubu ve kaynakgilar arasidaki farklar



Parametre Kontrol (n = 25) Kaynake1 (n = 23)
MI (%) + SS MI (%) + SS
Sigara
+ 1.062 +0.677 (16) * 2.171 + 1.442 (14) °
- 0.766 + 0.466 (9) * 2444 +1.183 (9)°
Caligma Siiresi (Y1l)
>8 2.792 +1.239 (13)°
<8 1.610 £ 1.110 (10) °
Yas
> 30 0.616 + 0.285 (6) * 2.550 + 1.539 (6) °
<30 1.063 + 0.658 (19) * 2.182+1.280 (17) °

>P ANOVA: P <0.05
SS: Standart sapma

Tablo 4.4: Gazalt1 kaynag1 gazlarina maruz kalan kisiler ve kontrol grubuna ait
kisilerin yas, ¢alisma siireleri ve sigara aliskanliklari ile ilgili MI oranlar

Tablo 4.4.e¢ gore sigara icen ve igmeyen kisiler arasinda MI oranlari
bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P > 0.05). Aksine hem
sigara icenler hem de i¢meyenler agisindan kontrol grubu ve kaynakgilar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmustur (P < 0.05). Bununla beraber istatistiki
acidan dnemli olmasa da en yiiksek MI degerleri (% 3.8, 3.9 ve 4.2) sigara icen
kisilerde goriilmiistiir. Calisma siiresi bakimindan kaynakgilar gazalti kaynagina 8
yildan az ve 8 yildan fazla maruz kalmalarina gore iki gruba ayrilarak
degerlendirildikleri zaman, ¢alisma siiresinin artis1 ile beraber MI oranlarinda da artis
goriilmiistiir (P < 0.05). Calisma siireleri 8 yil ve daha fazla olan 13 kaynak¢inin Mi
ortalamalar1 2.792 + 1.239 bulunmasina ragmen, ¢alisma siireleri 8 yildan daha az
olan 10 kaynak¢min MI ortalamalar1 1.610 + 1.110 bulunmustur. Hem kontrol grubu
hem de kaynakgilarda yas parametresi bakimindan MI oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmamustir (P > 0.05). Kontrol grubundaki kisilerin MI oranlar1 ve
yaslar1 arasinda negatif bir korelasyon gdzlemlenmistir. Yasin artis1 ile beraber Mi
oranlar1 azalmaktadir. Aksine kaynakgilarda yas ile MI oranlar1 bakimindan pozitif

korelasyon elde edilmistir.



4.2. Ri Bulgulan

Donor (n) | yaq Sigara |Toplam| M1 | M2 | M3 Ri

Hiicre (%)
1 23 + 500 | 474 | 22 4 1.060
2 18 - 500 | 498 1 1 1.006
3 26 + 500 | 499 1 0 1.002
4 25 + 500 | 496 4 0 1.008
5 20 - 500 | 496 3 1 1.010
6 22 + 500 | 496 4 0 1.008
7 14 + 500 | 485 12 3 1.036
8 16 + 500 | 494 6 0 1.012
9 16 - 500 | 498 2 0 1.004
10 18 + 500 | 480 18 2 1.044
11 21 + 500 | 493 5 2 1.018
12 18 + 500 | 495 4 1 1.012
13 18 + 500 | 494 5 1 1.014
14 15 + 500 | 498 2 0 1.004
15 18 - 500 | 482 14 4 1.044
16 17 + 500 | 497 2 1 1.008
17 60 - 500 | 498 2 0 1.004
18 47 + 500 | 492 6 2 1.020
19 57 - 500 | 492 7 1 1.018
20 38 + 500 | 484 13 3 1.038
21 56 - 500 | 496 3 1 1.010
22 53 - 500 | 498 2 0 1.004
23 23 + 500 | 490 8 2 1.024
24 23 + 500 | 487 12 1 1.028
25 22 - 500 | 480 18 2 1.044

Tablo 4.5: Kontrol grubunu olusturan kisilere ait RI oranlar1




Donor | yag | Sigara |Calsma | Toplam| Ml M2 M3 Ri
(n) Siiresi | Hiicre (%)
(Y1)
1 25 - 11 500 495 4 1 1.012
2 35 + 16 500 496 4 0 1.008
3 23 - 15 500 497 2 1 1.008
4 30 + 17 500 498 2 0 1.004
5 42 + 20 500 495 4 1 1.012
6 24 - 15 500 492 6 2 1.020
7 27 + 1 500 495 5 0 1.010
8 25 + 9 500 499 1 0 1.002
9 32 - 10 500 498 1 1 1.006
10 38 - 20 500 481 14 5 1.048
11 16 - 1 500 492 6 2 1.020
12 27 + 13 500 485 12 3 1.036
13 25 + 8 500 496 3 1 1.010
14 24 + 3 500 474 18 8 1.068
15 32 + 15 500 487 12 1 1.028
16 23 - 8 500 492 8 0 1.016
17 22 + 4 500 483 16 1 1.036
18 27 - 1 500 472 22 6 1.068
19 23 + 1 500 476 18 6 1.060
20 24 + 1 500 485 11 4 1.038
21 26 + 1 500 494 5 1 1.014
22 27 + 2 500 480 20 0 1.040
23 28 - 1 500 483 16 1 1.036

Tablo 4.6: Gazalt1 kaynagina maruz kalan kaynakgilara ait RI oranlar




Kontrol grubunu olusturan kisilere ait RI oranlar1 tablo 4.5°de, gazalt1
kaynagma maruz kalan kaynakgilara ait Ri oranlar1 da tablo 4.6’da verilmistir.
Kontrol grubunun RI oranlar1 1.002-1.060 arasinda degismesine ragmen
kaynakgilarin Ri oranlar1 daha genis bir aralik da dagilim gdstermektedir (1.002-
1.068). Gazalt1 kaynag1 gazlarina maruz kalan kisilerin RI oranlar1 kontrol grubuna
gore daha yiiksek bulunmustur (Grafik 4.2). RI oranlar1 bakimmdan kontrol grubu ve
kaynakcilar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir (P > 0.01)

(Tablo 4.7).
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Grafik 4.2: Kontrol grubunu olusturan ve gazalti kaynagina maruz kalan
kaynakcilara ait RI oranlarinin karsilastirilmasi

Toplam
Toplam .
Donor RI =SS
Hiicre
M1 M2 M3
Kontrol 12500 12292 176 32 1.019£0.016
Kaynakel 11500 11245 210 45 1.026 £ 0.020
Toplam 24000 23537 386 77 1.022 £0.018

Student's t-test: P > 0.01 (kontrol grubu ve kaynakgilar arasinda fark yok)
SS: Standart sapma

Tablo 4.7: RI oranlar1 bakimindan kontrol grubu ve kaynakgilar arasindaki farklar



Parametre Kontrol (n = 25) Kaynake1 (n = 23)
Ri+SS Ri+SS
Sigara
+ 1.021 £0.016 (16) 1.026 £ 0.020 (14)
- 1.016 £0.016 (9) 1.026 +0.020 (9)
Caligma Siiresi (Y1l)
>8 1.016 £0.013 (13)
<8 1.039 £0.021 (10)
Yas
> 30 1.015+0.012 (6) 1.017+0.017 (6)
<30 1.020 £0.017 (19) 1.029 £0.021 (17)

ANOVA: P > 0.05 (biitiin parametreler arasinda kontrol grubu ve kaynakgilar agisindan fark yok)
SS: Standart sapma

Tablo 4.8: Gazalt1 kaynag1 gazlarina maruz kalan kisiler ve kontrol grubuna ait
kisilerin yas, ¢alisma siireleri ve sigara aliskanliklari ile ilgili RI oranlar:

Tablo 4.8.¢ goOre sigara icen ve icmeyen kisiler arasinda RI oranlari
bakimindan istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir (P > 0.05). Benzer
sekilde hem sigara icenler hem de igmeyenler agisindan da kontrol grubu ve
kaynakcilar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir (P > 0.05).
Bununla beraber istatistiki agidan énemli olmasa da en yiiksek RI degerleri (kontrol
grubu i¢cin 1.060 ve kaynakcilar i¢in 1.068) sigara icen kisilerde goOrtilmiistiir.
Caligma siiresi bakimindan kaynakcilar gazalt1 kaynagina 8 yildan az ve 8 yildan
fazla maruz kalmalarma gore iki gruba ayrilarak degerlendirildikleri zaman, RI
oranlar1 bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P > 0.05). MI
oranlarmin aksine calisma siiresinin artis1 ile beraber RI oranlarmda istatistiksel
olarak 6dnemli olmasa da azalma goriilmiistiir. Calisma siireleri 8 yil ve daha fazla
olan 13 kaynak¢min Ri ortalamalar1 1.016 + 0.013 bulunmasma ragmen, ¢alisma
siireleri 8 yildan daha az olan 10 kaynak¢mnin RI ortalamalar1 1.039 + 0.021
bulunmustur. Hem kontrol grubu hem de kaynakgilarda yas parametresi bakimmdan
RI oranlar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir (P > 0.05). Hem kontrol
grubundaki kisilerde hem de kaynakgilarda RI oranlar1 ve yas arasinda negatif bir

korelasyon gozlemlenmistir.



4.3. MN Bulgulan

Donor (n) Yas Sigara | Toplam Hiicre Mikroniikleus | MN(%)
1 23 + 500 4 0.8
2 18 - 500 8 1.6
3 26 + 500 3 0.6
4 25 + 500 6 1.2
5 20 - 500 2 0.4
6 22 + 500 2 0.4
7 14 + 500 6 1.2
8 16 + 500 12 2.4
9 16 - 500 4 0.8
10 18 + 500 3 0.6
11 21 + 500 2 0.4
12 18 + 500 4 0.8
13 18 + 500 8 1.6
14 15 + 500 8 1.6
15 18 - 500 6 1.2
16 17 + 500 16 3.2
17 60 - 500 9 1.8
18 47 + 500 1 0.2
19 57 - 500 22 4.4
20 38 + 500 9 1.8
21 56 - 500 8 1.6
22 53 - 500 12 2.4
23 23 + 500 4 0.8
24 23 + 500 2 0.4
25 22 - 500 8 1.6

Tablo 4.9: Kontrol grubunu olusturan kisilere ait MN oranlar1



Donor |y Sigara | Cahsma | Toplam |Mikroniikleus| MN(%)
(n) Siiresi (Yil) | Hiicre
1 25 - 11 500 12 2.4
2 35 + 16 500 25 5.0
3 23 - 15 500 4 0.8
4 30 + 17 500 19 3.8
5 42 + 20 500 8 1.6
6 24 - 15 500 3 0.6
7 27 + 1 500 12 2.4
8 25 + 9 500 28 5.6
9 32 - 10 500 7 1.4
10 38 - 20 500 11 22
11 16 - 1 500 2 0.4
12 27 + 13 500 15 3.0
13 25 + 8 500 29 5.8
14 24 + 3 500 4 0.8
15 32 + 15 500 17 3.4
16 23 - 8 500 13 2.6
17 22 + 4 500 3 0.6
18 27 - 1 500 6 1.2
19 23 + 1 500 4 0.8
20 24 + 1 500 2 0.4
21 26 + 1 500 13 2.6
22 27 + 2 500 9 1.8
23 28 - 1 500 3 0.6

Tablo 4.10: Gazalti1 kaynagina maruz kalan kaynakg¢ilara ait MN oranlar1




Kontrol grubunu olusturan kisilere ait MN oranlar1 tablo 4.9°da, gazalti
kaynagma maruz kalan kaynakcilara ait MN oranlar1 da tablo 4.10°da verilmistir.
Kontrol grubunun MN oranlar1 % 0.2-4.4 arasinda degigmesine ragmen,
kaynakc¢ilarin MN oranlar1 daha genis bir aralik da dagilim gostermektedir (% 0.4-
5.8). Gazalt1 kaynag1 gazlarma maruz kalan kisilerin MN oranlar1 kontrol grubuna
gore daha yiiksek bulunmustur (Grafik 4.3). MN oranlar1 bakimindan kontrol grubu
ve kaynakcilar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P < 0.01)

(Tablo 4.11).
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Grafik 4.3: Kontrol grubunu olusturan ve gazalt1 kaynagmma maruz kalan
kaynakcilara ait MN yiizdelerinin karsilastiriimasi

Donor Toplam Mikroniikleus MN (%) £SS
Hiicre

Kontrol 12500 169 1.352 +£0.978

Kaynakel 11500 249 2.165+£1.645*

Toplam 24000 418 1.741 £ 1.387

* Student's t-test: P < 0.01 (kontrol grubundan farkli)
SS: Standart sapma

Tablo 4.11: MN oranlar1 bakimmdan kontrol grubu ve kaynakg¢ilar arasindaki farklar



Parametre Kontrol (n = 25) Kaynake1 (n = 23)
MN (%) £ SS MN (%) £ SS
Sigara
+ 1.125 + 0.822 (16) ™ 2.685+ 1.842 (14)°
- 1.755 + 1.147 (9) ™ 1.355+0.847 (9) ©
Caligma Siiresi (Y1l)
> 8 2.938 +1.723 (13)°
<8 1.160 + 0.820 (10) °
Yas
>30 2.033+1.370 (6) ™ 2.900 + 1.407 (6) °
<30 1.136 £ 0.742 (19) * 1.905 + 1.682 (17) ™

>P ANOVA: P <0.05
SS: Standart sapma

Tablo 4.12: Gazalt1 kaynag1 gazlarma maruz kalan kisiler ve kontrol grubuna ait
kisilerin yas, calisma siireleri ve sigara aligkanliklar1 ile ilgili MN
oranlar1

Tablo 4.12.ye gore sigara icen ve igmeyen kisiler arasinda MN oranlari
bakimindan, kontrol grubu bireyleri agisindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark
bulunmazken (P > 0.05), kaynakgilar ag¢isindan ise istatistiksel olarak onemli bir fark
bulunmustur (P < 0.05). Kontrol grubu ve kaynakcilar arasinda sigara igmeyenler
acisindan 6nemli bir bulunmazken (P > 0.05), sigara i¢enler agisindan ise istatistiksel
olarak onemli bir fark bulunmustur (P < 0.05). En yliksek MN degerleri (% 5.8, 5.6
ve 5.0) sigara igen ve uzun siire kaynaga maruz kalan kaynakc¢ilarda goriilmiistiir.
Calisma stiresi bakimindan kaynakcilar gazalt1 kaynagina 8 yildan az ve 8 yildan
fazla maruz kalmalarma gore iki gruba ayrilarak degerlendirildikleri zaman, ¢alisma
siresinin artis1 ile beraber MN oranlarinda da 6nemli oranda bir artig goriilmiistiir (P
< 0.05). Calisma siireleri 8 y1l ve daha fazla olan 13 kaynak¢inin MN ortalamalar1 %
2.938 + 1.723 bulunmasma ragmen, calisma siireleri 8 yildan daha az olan 10
kaynak¢imin MN ortalamalar1 % 1.160 £ 0.820 bulunmustur. Hem kontrol grubu hem
de kaynakgilarda yas parametresi bakimindan MN oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmamistir (P > 0.05). Hem kontrol grubundaki kisilerde hem de

kaynakcilarda MN oranlar1 ve yas arasinda pozitif bir korelasyon gozlemlenmistir.



5. TARTISMA — SONUC VE ONERILER

Insanlar giinliik yasamlarinda veya calisma ortamlarinda genotoksik ajanlarmn
mutajenik ve karsinojenik etkileri ile karsilagsmaktadirlar. Gelisen teknoloji ile
birlikte tiretilen yeni kimyasallar, ilaglar, gida katki maddeleri, tarim ilaglar1 ve
cevreye verilen atiklar canlilarin genetik yapisinda mutasyon olusturma ihtimalini
tasimaktadirlar. Bu nedenle c¢alisma ortamlarinda genotoksik, mutajenik ve
karsinojenik maddelere maruz kalma durumunda olan kisilerin sitotoksik ve

genotoksik agidan degerlendirilmeleri 6nem kazanmistir.

Gazalt1 kaynag1 gazlar1 zararli ve potansiyel toksik gaz karisimlaridir. Bu
calismada gazalt1 kaynag1 kullanan kaynakgilarin periferal kan lenfositlerindeki MN,
MI ve RI oranlar1 belirlenerek, gazalti kaynagi gazlarma maruz kalmanin in vitro
sitotoksik ve genotoksik etkisi arastirildi. Literatiirde kaynakcilarin periferal
lenfositleri kullanilarak yapilmis birgok calisma yer almaktadir. Knudsen ve
arkadaslar1 kaynakcilarin periferal lenfositlerindeki kromozom anomalilerini ve
kardes kromatid degisimi oranlarin1 incelemisler ve kromozomal anomali
sikligindaki artis1 rapor etmislerdir [63]. Jelmert ve arkadaslar1 da bir yil arayla
yaptiklar1 iki c¢aligmalarinda gazalt1 kaynagina maruz kalma ile periferal kan
lenfositlerinde sitogenetik ve kromozomal zararlarm arttigini gostermislerdir [64,
65]. larmarcovai ve arkadaslar1 da gazalti kaynaginin genotoksik etkilerini
belirlemek i¢in, genetik polimorfizm durumlarimi arastirmislardir [66]. Bu ¢alisma
kaynake¢ilarin periferal lenfositleri ile ilgili raporlara in vitro ilave sonuglar
saglayacagi icin Onemli bir ¢caligmadir. Ayrica Tiirk populasyonunda kaynakcilar
iizerinde yapilmis in vitro herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Literatiirdeki bu

eksiklik de bu ¢alisma ile giderilmeye calisilmistir.

Mutajenik, karsinojenik ve klastojenik etkisi olan ajanlarin ve ortamlarm MN
oranmni arttirdigr bilinmektedir [67]. Literatiirde MN oranmmi etkileyen birgok
faktorden bahsedilmektedir. Yas, cinsiyet, sigara ve alkol tiiketimi, viral enfeksiyon,
X 1smlart gibi [37]. Bulgar populasyonunda yapilan bir arastirmaya gore, her iki

cinsiyetteki kisilerin lenfositlerindeki MN oranma bakilmis ve MN oranmin yasla



birlikte arttig1 gozlenmistir. Kadinlarda hem sigara kullanan, hem de sigara
kullanmayanlarda MN oraninin yasla birlikte arttig1 gozlenmistir [41]. Ayrica
kadinlar ve erkekler MN orani agisindan karsilastirildiginda, yas ve MN orani
arasindaki iligki kadinlarda erkeklere gore daha yiiksek bulunmustur [35].
Calismamizda kullanilan kanlar, alkol ve ilag kullanmayan, saglikli (herhangi bir
viral enfeksiyonu bulunmayan) bireylerden alinmistir. Bu sekilde genotoksik etkiyi
arttirabilecek bu etmenlerin ortadan kaldirilmasi amaglanmistir. Yine kanlar1 alinan
kisilere ait gazalt1 kaynaginda ¢aligsma stiresi, sigara kullanimi ve yas gibi bilgiler
ogrenilmistir.

MN sonuclarma gore (Tablo 4.11), 23 kaynak¢inin MN ortalamalar1 25 kontrol
grubu bireyinin ortalamalarmma gore olduk¢a yiiksek bulunmustur. MN oranlarindaki
bu artis kaynakgilarda genotoksisite ve karsinogenesis i¢in bir risk olabilir. Bunun
nedeninin ise c¢aligmamizdaki kaynakc¢ilarm kullandigi ve kisaca MIG olarak
adlandirilan paslanmaz ¢elik maniiel metal gazalt1 kaynag1 kaynak gazlarinda bulunan
Cr ve Ni partikiilleri olabilecegini diisiinmekteyiz. Ciinkii IARC’ye gore, kaynak
gazlar1 ve bu gazlarda biiylik oranlarda bulunan Cr ve Ni kanserojen potansiyele
sahiptir [68]. Ozellikle Cr’un akciger kanserini indiikledigi bircok ¢alismada rapor
edilmistir [68, 69]. Kaynak islemleri siirecinde Cr'un Cr'' formu meydana
gelmektedir ve bu gaz ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda solundugu zaman potansiyel
kanserojen rol oynayabilecegi belirtilmektedir [68]. Bununla birlikte biyolojik
materyallerde Cr'"”nin konsantrasyonunu &lgmek miimkiin degildir. Ciinkii okside
edici Ozelligi ile insan viicudunda bulunan birgok madde ile reaksiyona
girebilmektedir. Cr"' hiicre zarlarmdan gegebilmektedir. Bunun sonucu olarak da
hiicrenin igerigini smirlandirsa da, eritrositlere ve kanin yapisina da giris
yapabilmektedir. Hekzavalent Cr iyonunun aksine trivalent Cr iyonu hiicre
zarlarindan gegemez [70]. Trivalent ve hekzavalent Cr iyonlar1 arasindaki bu farklilik
sayesinde kanserojen ve genotoksik potansiyele sahip Cr'"’nmn konsantrasyonunu
O0lcmek miimkiin olabilmektedir. Kandaki Cr konsantrasyonunun olciilmesi ile
internal olarak kromata maruz kalma hesaplanabilir [71, 72]. Kromat iyonlarmin bu
ozellikleri ¢alisma ortamlarinda toksik etmenlere maruz kalan kisilerin biyolojik

incelemeleri acisindan ¢ok dnemlidir.



MN degerlerinin dagilim grafigine gore (Grafik 4.3), MN oranlar1 kontrol
grubunda % 0.2-4.4 arasinda degismesine ragmen, kaynakcilarda daha genis bir
dagilim aralig1 gostermistir (% 0.4-5.8). Kontrol grubu bireylerinde gozlenen en
yliksek MN degerleri % 4.4, 3.2 ve 2.4’tiir. Bu degerler yash veya sigara kullanan
bireylerden alinmistir. Kaynakgilarda ise en yiiksek MN degerleri % 5.8, 5.6 ve
5.0’dir. Bu degerlerde uzun siire gazalt1 kaynagima maruz kalan (> 8) ve sigara
kullanan kisilerden almmustir. Sigara kullanimi ve MN oranlar1 arasindaki pozitif

korelasyon daha once bir¢ok calismada rapor edilmistir [73, 74].

8 yildan az ve 8 yildan fazla c¢alisan kaynakgilarin gazalt1 kaynagima maruz
kalmalart durumu degerlendirildiginde (Tablo 4.12), ¢alisma siiresinin artis1 ile
beraber MN oranlarinda da énemli oranda bir artig goriilmiistiir. 8 y1l ve daha fazla
calisan 13 kaynak¢inin MN ortalamalar1 % 2.938 + 1.723 iken, calisma siireleri 8
yildan daha az olan 10 kaynak¢min MN ortalamalar1 % 1.160 + 0.820 olarak tespit
edilmistir. MN ortalamalarinda goriilen yaklasik % 3’liik artis gazalti kaynagma uzun
sire maruz kalmanin genotoksik ve kanserojen riski hakkinda agik bir fikir

vermektedir.

Yas parametresi bakimindan kontrol grubunda da kaynakgilarda da, MN
oranlar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Ancak her iki grupta da, MN
oranlar1 ve yas kiyaslamalarinda pozitif bir korelasyon gézlemlenmistir. Vaglenov ve
arkadaslar1 ile Fenech ve Morley c¢alismalarinda, yasa bagli olarak MN oranlarinda

yiikselme meydana geldigini belirtmislerdir [41, 35].

MN oranlarmn arttirict etki gosteren gazalt1 kaynagi gazlari, sigara ve yas gibi
etmenlerin DNA’da ¢apraz baglar yapmis olabilecegi diistiniilebilir. DNA’da olusan

capraz baglar, muhtemelen daha ¢ok MN olusumundan sorumludurlar [28].

MI ve RI hiicre boliinme oranlarinin degerlendirilmesinde kullanilan
sitogenetik testlerdir. MI mitoz fazindaki hiicrelerin oranimi verir. MI inhibisyonu ve
indiiklenmesi cesitli mekanizmalar ile aciklanabilir. MI oranindaki azalma hiicresel
olim veya hiicre proliferasyon kinetiginde gecikme ile agiklanabilir [60]. Hiicresel
olimde bazi hiicreler G1 evresinin sonuna dogru G1 fazindan ¢ikarak hicbir zaman

boliinmenin olmadig1 duruma gegebilirler. Bu evre GO olarak bilinir. Hiicre boliinme



yetenegini kaybettigi gibi S ve G2 evresine gec¢ilmedigi icin DNA sentezi de
gergceklesmez, hatta hiicreler nekroz (kimyasal ve fiziksel zarar gormeleri takiben
ortaya c¢ikan patolojik hiicre 6liimii) veya apopitoza (¢ekirdekte baslayan fizyolojik
hiicre oliimii) bile girebilir. Hiicre proliferasyon kinetigindeki gecikme mitotik
gecikme olarak da ifade edilir. Mitotik gecikme, kiiltiir siiresi icerisinde ortaya
cikabilen genetik hasarlarin tamiri nedeniyle mitoz gegiren hiicrelerin sikliginin
degisebilmesidir [75]. MI indiiklenmesi ise hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi

ve karsinogenesis ile agiklanabilir.

MI sonuglarma gore (Tablo 4.3), 23 kaynak¢inin MI ortalamalar1 25 kontrol
grubu bireyinin ortalamalarma gore oldukca yiiksek bulunmustur. Mi oranlarindaki
bu artigin kaynakgilarda genotoksisite ve karsinogenesis icin bir risk olabilecegini ve
bunun nedeninin ise MN bulgularinda da belirtildigi gibi kaynak gazlarindaki Cr ve

Ni olabilecegini diisiinmekteyiz.

MI degerlerinin dagihm grafigine goére (Grafik 4.1), MI oranlar1 kontrol
grubunda % 0.2-2.5 arasinda degismesine ragmen, kaynakcilarda daha genis bir
dagilim arahig1 gostermistir (% 0.1-4.2). Kontrol grubu bireylerinde gozlenen en
yiiksek MI degerleri % 2.5, 2.0 ve 1.9°dur. Bu degerler sigara kullanan bireylerden
almmistir. Kaynakgilarda ise en yiiksek MI degerleri % 4.2, 3.9 ve 3.8°dir. Bu
degerler hem uzun siire gazalt1 kaynagina maruz kalan (> 8) hem de sigara kullanan
kisilerden almmustir. Literatiirde sigara kullanimi ve MI arasindaki pozitif korelasyon
oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Akbas ve arkadaslar1 insan lenfositleri
ile yaptiklar1 calismada, MI oranini sigara igenlerde icmeyenlere oranla daha yiiksek

bulmuslardir [76].

8 yildan az ve 8 yildan fazla c¢alisan kaynakeilarin gazalt1 kaynagima maruz
kalmalart durumu degerlendirildiginde (Tablo 4.4), calisma siiresinin artis1 ile
beraber MI oranlarinda da énemli oranda bir artis goriilmiistiir. 8 y1l ve daha fazla
calisan 13 kaynak¢mm MI ortalamalar1 % 2.792 + 1.239 iken, calisma siireleri 8
yildan daha az olan 10 kaynak¢inin MI ortalamalar1t % 1.610 + 1.110 olarak tespit
edilmistir. MI ortalamalarinda goriilen yaklasik % 2’lik artis gazalt1 kaynagma uzun
siire maruz kalmanin, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasma ve kanser riskinin

artmasina neden olabilecegini gostermektedir.



Yas parametresi bakimmdan kontrol grubundaki kisilerin Mi oranlar1 ve yaslar1
arasinda negatif bir korelasyon gozlemlenmesine ragmen, kaynakgilarin Mi oranlari
ve yaslar1 arasinda pozitif bir korelasyon gézlemlenmistir. Sonuglarimiza gore yasa
bagl olarak Mi azalmaktadir, fakat gazalti kaynag1 gazlarma maruz kalmaya bagli
olarak MI orami indiiklendigi i¢in kaynakgilarda negatif yerine pozitif korelasyon
ortaya ¢iktigmi diisiinmekteyiz. Walker yaslanmaya bagli olarak Mi oranlarinda hizli
bir azalma meydana geldigini rapor etmis ve bunu diisiis indeksi olarak tanimlamistir

[77].

Ri sonuglarma gére (Tablo 4.7), 23 kaynak¢min Ri ortalamalar1 25 kontrol
grubu bireyinin ortalamalarina gore istatistiksel olarak onemli olmasa da yiiksek
bulunmustur. RI oranlarmdaki bu artisin  kaynakgilarda genotoksisite ve
karsinogenesis i¢in bir risk olabilecegini ve bunun nedeninin ise diger bulgularda da

belirtildigi gibi kaynak gazlarindaki Cr ve Ni olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ri degerlerinin dagilim grafigine goére (Grafik 4.2), Rl oranlar1 kontrol
grubunda 1.002-1.060 arasinda degismesine ragmen, kaynakc¢ilarda daha genis bir
dagilim aralig1 gostermistir (1.002-1.068). Kontrol grubu bireylerinde gozlenen en
yiikksek RI degerleri 1.060, 1.044 ve 1.038°dir. Bu degerler sigara kullanan
bireylerden alinmustir. Kaynakgilarda ise en yiiksek RI degerleri 1.068, 1.060 ve
1.048’dir. Bu degerler uzun siire gazalti1 kaynagina maruz kalan (> 8) veya sigara

kullanan kisilerden alinmustir.

8 yildan az ve 8 yildan fazla c¢alisan kaynakgilarm gazalt1 kaynagima maruz
kalmalart durumu degerlendirildiginde (Tablo 4.8), calisma siiresinin artis1 ile
beraber Ri oranlarinda MI oranlarinin aksine azalma goriilmiistiir. Fakat bu azalma
da istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir. 8 yil ve daha fazla calisan 13
kaynak¢mmn RI ortalamalar1 1.016 £ 0.013 iken, ¢alisma siireleri 8 yildan daha az
olan 10 kaynak¢min RI ortalamalar1 1.039 + 0.021 olarak tespit edilmistir.

Yas parametresi bakimindan kontrol grubunda da kaynakgilarda da, RI oranlar:
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Ancak her iki grupta da, RI oranlar1

ve yas kiyaslamalarinda negatif bir korelasyon goézlemlenmistir. Pastor ve arkadaslari



calismalarinda, artan yasa bagl olarak Rl oranlarinda azalma meydana geldigini

belirtmislerdir [78].

Sonug olarak, gazalt1 kaynagma maruz kalma ile MN, MI ve RI oranlarida
artis meydana gelmesi, kaynak ile g¢alisan kisilerin uzun siire bu gazlara maruz
kalmalarinin potansiyel kanser riski ile karsi karsiya kalabileceklerine bir delil
olusturmaktadir. Bu ¢alismanin sonuglari, gelecek calismalar iginde yon tayin edecek
temel sonuclar olarak diistiniilebilir. Hem bizim sonug¢larimiza gére hem de dnceki
raporlara gore, gazalt1 kaynag1 gazlar1 kaynakcilar i¢in bir risk teskil etmektedir.
Maniiel metal gazalti kaynagi kullanan kaynakeilar toksik ajanlara maruz
kalmaktadir. Kaynakgilar hem toksik ajanlara maruz kaldiklarinin hem de maruz
kaldiklar1 ajanlarin tipleri ve miktarlarmin farkinda olamayabilirler. Bunun sonucu
olarak da kaynakc¢ilarin bazi konularda egitilmelerinin ve bilgilendirilmelerinin
gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan en dnemlisi mesleksel olarak maniiel metal
gazalti kaynagi kullanmanin, uzun siire toksik gazlara maruz kalmaya neden
olacaginin ve potansiyel tehlike tasidiginin egitimlerle kaynakg¢ilara aktarilmasidir.
Diger 6nemli bir konu ise caligma sartlarinda koruyucu 6nlemlerin nasil alinacaginin
egitimin verilmesidir. Unutulmamalidir ki “mesleki maruz kalmaya karsi en iyi care

korunmadir.”
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