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OZET

Cevresel Sigara Duman1 Maruziyetinin Cocuklarda Oksidatif Stres Durumuna Ve Apoptozis

Belirteci Olan Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 aktivitesine EtKisi

Dr. Riimeysa URKUP
Cocuk Saghg ve Hastaliklar1 Anabilim Dalh Uzmanlhik Tezi

Amag: Cevresel sigara dumani maruziyeti hem yayginligi hem de 6nlenebilir olmas1 halk
sagligt bakimindan olduk¢a Onemlidir. Risklerini tanimlamak ve sigara karsit miidahalelerin
yararlarin1 saymak i¢in pasif sigara i¢iminin kesin biyokimyasal 6l¢timlerine gerek vardir. Oksidatif
hasara ve DNA hasarina neden oldugu bilinen sigara maruziyetinin apoptozisle iligkisi yeni
caligmalarla incelenmektedir. Bizde c¢alismamizda daha once ¢alisilmamis bir parametre olan
kaspaz 3 ve kaspaz 7 yi seviyelerini tespit ederek bu cocuklarda olusan etkileri gostermeyi

amaclamaktayiz.

Yontem: Cevresel tiitiin dumanma maruz kalan 0-5 yas arast 30 adet cocuk ve tiitlin
dumanina maruz kalmayan ayni yas grubu 30 hasta toplandi. Anket dolduruldu ve ¢ocuklardan
serum ve idrar Ornekleri toplandi. Uygun ortam ve sicaklikta saklanan numuneler biyokimya

laboratuarinda calisildi. Istatistiksel analizler yapildi ve p<0,05 olmasi anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular: Cevresel tiitlin dumani1 maruziyeti olan grupta anne ve babalarin egitim seviyesi
kontrol grubuna gore anlamli olarak disiiktii. Cevresel maruziyet olan grupta idrarda
kotitin/kreatinin seviyesi, kaspaz 3 ve kaspaz 7 seviyesi anlamli derecede yiiksekti. (p<0,05)
Cevresel tiitin maruziyeti olan grupta oksidan seviye kontrol grubuna gore belirgin yiiksek

bulundu.

Sonu¢: Sonug¢ olarak c¢evresel tiitlin dumani maruziyeti olan cocuklarda kotinin ve
kotinin/kreatinin seviyesi, oksidatif stres ve kaspaz 3 ile kaspaz 7 seviyesi arttifi saptandi.
Calismamizda cevresel tiitin dumaninin apoptozisi arttirdig1 gosterilmistir. Bu durum malignite

riskine kars1 vucudun kendini savunmasi ve maligniteyi 6nleme cabasi olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cocuk, Sigara, Oksidatfi Stres, Kaspaz 3, Kaspaz 7



SUMMARY

Effect of Environmental Tobacco Smoke Exposure on Caspase 3 and Caspase 7 Activity

Indicating Oxidative Stress and Apoptosis in Children

Riimeysa URKUP, MD
Specialty Thesis, Department Of Child Health and Diseases

Objective: Environmental cigarette smoke exposure is very important for public health
because it is both prevalent and preventable. . Precise biochemical measurements of passive
smoking are required to identify risks and to count the benefits of non-counter-interventions. The
association of cigarette exposure, known to cause oxidative damage and DNA damage, to apoptosis
has been studied with new studies. In our study, we aimed to demonstrate the effects of apoptosis in
these children by detecting caspase-3 and caspase-7 levels, which were previously untreated

parameters in children with environmental cigarette smoke exposure.

Methods: 30 children aged 0-5 years who were exposed to environmental tobacco smoke
and 30 children of the same age group who were not exposed to tobacco smoke were collected. The
questionnaire was filled in and serum and urine specimens were collected from the children. The
samples stored in the appropriate environment and temperature were studied in the biochemistry

laboratory. Statistical analyzes were performed and it was accepted that p <0.05 was significant.

Findings: In the group with environmental tobacco smoke exposure, the education level of
the parents was significantly lower than the control group. Oxidative stress, levels of cotinine /
creatinine, caspase-3 and caspase-7 levels were significantly higher in the group with environmental

tobacco smoke exposure (p <0.05).

Conclusion: As a result, in children with environmental tobacco smoke exposure, it was
determined that the exposure determined by questionnaire should be proved by level of cotinine and
cotinine / creatinine. In children with environmental tobacco smoke exposure, oxidative stress and
caspase-3 and caspase-7 levels were found to increase, and exposure has been shown to increase
apoptosis. This has been considered as an attempt to defend the body against malignancy risk and to

prevent malignancy.

Key Words: Children, tobacco, smoke, Oxidative stress, Caspase 3, Caspase 7



1. GIRIS ve AMAC

Sigara dumani1 maruziyeti, hem yaygimligi hem de dnlenebilir olmasi nedeniyle oldukca
onemli saglhik sorunudur (1). Sigara diinyada ve Tirkiye’de gorillen en yaygm madde
bagimliligidir. Sigara igilmesi, yalniz i¢cene degil, ayn1 ortamda bulunanlara da zarar vermektedir.
(2). Kendisi sigara igmedigi halde evde, isyerinde, insanlarin toplu olarak bulunduklar1 kapali
ortamlarda sigara icen kisilerin dumanina maruz kalarak bu dumanda bulunan tiim zararh
maddelerin solunmasina pasif igicilik denir. Bu durumdan en ¢ok etkilenenler ¢cocuklardir (3, 4).
Cocukluk caginda, sigara dumaninin igerdigi ¢ok sayida toksine bagli olarak, alt solunum yollar
enfeksiyonlari, siniizit, orta kulak iltihabi, bronsial astim ataklarinin siklig1 ve ataklarin siddeti
artmaktadir (5, 6). Aktif sigara igicilerinde ve sigara dumanina maruz kalmis sigara igmeyen
kisilerde kotinin nikotinin en 6nemli ve en giivenilen biyomarkiridir (7). Sigara dumani ile ¢ok

sayida serbest radikal ve reaktif oksijen liriinleri agiga ¢ikmaktadir (8).

Cocuklarda pasif sigara igiciligi; yol actigi diger saglik sorunlarinin yani sira,
genotoksisiteye bagli potansiyel kanserojen etki bakimindan da hayati 6nem tasir (9). Sigara igimi
veya sekonder maruziyetinin irdeleyen ¢alismalar yapilmis olup, sigara dumaninin aktif igicilerde
ve pasif igiciligine bagli ¢ocuklarda DNA hasarina yol agtig1 kesin olarak gosterilmistir (10).
Sigara i¢imi veya sekonder maruziyetinin olusturdugu agir DNA hasarlar1 sonucunda hiicrenin
apoptozis dogal siireci degisebilir. Hiicredeki DNA hasar1 tamir edilemezse kalici mutasyona ve
sonug olarak genomik kararsizliga, dogal yaslanma siirecinin degismesine Ve illeride neden kanser
olabilir. Hasarlanmig DNA’nin onarim siirecinin tam olarak saglanamamasi malignansi

patogenezinde ¢ok dnemli bir faktordiir (11, 12, 13).

Apoptozis - DNA’sinda hasar olusmus, diizensiz gelismis, yaslanmis, islevini yitirmis ve
kontrolsuz ¢ogalan hiicrelerin emniyetli bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik
olarak aktarilan, programlanmis hiicre olimiidiir. Apopitozisi tetekleyen esas faktor hiicre igi
sistein  proteazlarin (kaspazlarin) ¢esitli uyaranlar ile aktive olmasidir. Apoptozisin
gerceklesmesi intrensek ve ekstrensek adi verilen 2 yolla olusmaktadir. Intrensek
(mitokondrial) veya tip | yolda membran gecirgenligi bozulmus olan mitokondrilerden sitokrom
c’ler salinarak Apaf 1 ve baslatict kaspazlardan olan kaspaz 9 ile birleserek apoptozom
olugsmaktadir. Apoptozom baglangigta inaktif halde bulunan sonlandirici kaspazlardan olan
prokaspaz 3 ile birlestikten sonra prokaspaz 3, kaspaz 3 formuna doniiserek aktiflesmekte ve

sonug olarak apoptoz gerceklesmektedir. Ekstrensek yolda ise (transmembran) veya tip2 yolda
1



hiicre dig1 sinyallerle CD95 ligandina (Fas ligand= CD95L) baglanan tiimdr nekrozis faktor- alfa
(TNF-alfa) tarafindan uyarilmaktadir. Bu baglanma, reseptorde ATP’den bagimsiz degisikliklere
neden olarak 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusumuna nedenolur. CD95 adaptor
molekiil Fas reseptorii iligkili 6liim tinitesi (FADD) ile FADD da prokaspaz-8 ve prokaspaz-10
ile birleserck DISC kompleksini olusturmaktadir. Bu sonraki adimda prokaspaz-8 aktifleserek,
kaspaz-3’ten proteoliz ile kii¢iik alt tinitenin ayrilmasina ve boylece enzimin aktiflesmesine neden
olmaktadir. Bu yolak kaspaz - 3 aktivasyonu iizerinden mitokondriyal yolak ile birleserek

apopitoz sinyalini gii¢clendirmektedir.

Kaspaz molekiilleri, apoptotik siirecte anahtar gorev olan esas proteinlerdir (14).
Kaspazlar, sitoplazmada normalde inaktif proenzimler olarak bulunur. Fakat proteolitik
par¢alanmadan sonra aktif hale gegerler ve boylece kaspaz aktivasyon zinciri baglar. Kaspaz
tirleri 3’e ayrilmaktadir. Bunlar: Baslatic1 kaspazlar, etkili (efektor) kaspazlar ve enflamatuvar
kaspazlardir. Bizim ¢alismamizda efektor kaspazlar olan kaspaz 3 ve kaspaz 7 diizeyi calisilarak

apoptozis durumunu saptanmaya ¢alisilmistir.

Bu c¢alismada amacimiz g¢evresel tiitiin dumanina maruziyeti ile apoptozis siirecinin
belirtegleri olan kaspaz 3 ve kaspaz 7 arasindaki iliskiyi belirleyip, bu iliskiyi total oksidan ve
antioksidan kapasite ile baglantisi olup olmadigini belirlemektir. Boylelikle cevresel tiitiin
dumanina maruz kalmanin oksidan kapasite ile iligkisini ortaya koymak ve apoptozis siirecini

etkileyip etkilemedigini tespit etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diinya’da ve Tiirkiye’de Sigara

Sigara kullanimi1 6nemli saglik problemi ve 6liim nedenlerinden birisidir. Giliniimiizde
yaklasik 1 milyar erkek ve 250 milyon kadinin sigara kullandigi tahmin edilmektedir. 2000
yilinda sigara kullanimi nedeniyle diinya genelinde 3.84 milyon erkek, 1 milyon kadinin hayatini
kaybettigi, 2008 yilinda ise bu saymin 5 milyondan fazla oldugu, sigara kullaniminin bu sekilde
devam etmesi halinde bu saymin 2025 yilinda erkek ve kadinlarin toplaminin 10 milyonu
gececegi tahmin edilmektedir. Sigara, diinyada her yil 4 milyon kisinin, giinde 11 bin veya diger
bir ifade ile her saniyede bir kisinin dliimiinden sorumludur. Sigara igme egiliminde bir degisiklik

olmamasi halinde 2020-2030'lu yillarda sigara her y1l 10 milyon kisinin 6liimiine neden olacaktir

).

Sigara diinya ilizerinde en yaygin goriilen madde bagimliligidir. Yiiksek gelirli bazi
iilkelerde erkekler arasinda sigara kullanim prevalansinda diisme goriilmektedir, ancak geng
niifusta ve kadimlar arasindaki kullanimi yayginlasmaktadir (2). DSO’ye gore sigara insan

saglhigimi tehdit eden en 6nemli 10 sebepten birisidir (15).

Ulkemizde 2003 verilerine gore ortaokul ve lise Ogrencilerinde toplam %10— 43,
iniversite oOgrencilerinde %21,2—48,2’sinin sigara ictigi saptanmaktadir. Gilinlimiizde eriskin
sigara igicilerinin %380'inden fazlas1 18 yasindan Once sigaraya baslamaktadir. Bu ylizden
ergenlerin sigaraya baslamasinin Onlenmesi en Onemli saglik politikalarindan birini

olusturmaktadir (16).

Ulkemizde 2010 verilerine gore 15 yas alt1 6grencilerde sigara kullanim siklig %0.9-9.1
arasinda ve 17 yas alt1 6grencilerde siklig1 %15.9-41.2 arasinda bulunmustur (17). Siagara i¢imi
sadece igeni hasta edip 6ldiirmemektedir, sigara igmeyenler de gevresel tiitiin dumani ile kirlenen
havay1 soluyarak hastalik ve 6liim riski altinda kalmaktadirlar. Pasif sigara i¢imi; kisilerin sigara
icilen bir ortamda istemsiz olarak tiitiiniin yanma {riinlerini soluyarak maruz kalmasi olarak
tanimlanmaktadir (18). Pasif sigara i¢imi; ¢evresel tiitiin duman1 maruziyeti, ikinci el sigara i¢imi

ya da edilgen sigara i¢imi olarak da isimlendirilmektedir (19,20).



Tirkiye’nin de bulundugu, c¢ok sayida gelismekte olan {ilkelerde sigara dumanina
maruziyetini Onlemek ve sigara tliketimini azaltmak amaciyla bir takim yasal diizenlemelere
gidilmistir. Ornegin, ilkemizde 4207 Sayili Kanun geregince, “kapali mekanlarda tiitiin ve tiitiin
mamullerinin i¢ilmesi yasaklanmis olup, 5326 sayili Kabahatler Kanunu'nun 39. Maddesine gore
kamu hizmet binalarinin kapali alanlarinda tiitiin mamulii tiiketen kisiye idari para cezasi

verilmesi” hitkkme baglanmistir (21).

Giin gegtikce bu konudaki girisimlerin boyutu da giderek artmaktadir. S6z konusu diger
diizenlemeler ile birlikte, 4207 Sayili Kanunun kapsami daha da genisletilerek, okul, dershane ve
kurslarin agik alanlar1 ile lokanta, kahvehane, kafeterya gibi yerlerde sigara i¢imini yasaklayan
"5727 Sayili Tiitiin ve Tiitiin Mamullerinin Zararlarmin Onlenmesine Dair Kanunda Degisiklik
Yapilmas1 Hakkinda Kanun" Resmi Gazete’nin 19 Ocak 2008 sayisinda yayimlanmistir. Kanun,
yayim tarihinden itibaren 4 ay sonra yirirliige girmis; lokanta, kahvehane, kafeterya gibi

yerlerdeki sigara yasaginin uygulanmasi ise 18 ay sonra baglamistir (22).

2.1.1. Cevresel Tiitiin Dumanin Tanimlanmasi ve Bilesenleri

Pasif igicilerin maruz kaldig: sigara dumanina “cevresel tiitiin dumani” denilir. Cevresel
tiitlin dumaninin 4000°’den fazla bilinen 6gesi vardir ve eksojen etken olarak viicutta yiiksek
miktarda serbest radikal olusumuna neden olmaktadir (23). Cevresel tiitiin dumaninin bilesimi,
sigaranin hammaddesi olan tiitiinlin bilesimiyle ayni degildir. Bu, tiitiinlin yanmas1 sirasinda
icerdigi kimyasallarin kismen ya da tamamiyla baska bilesiklere dontigmesi ile iliskilidir. Cevresel
titin dumanin bilesimi, sigaramin filtreli olup olmamasina, sarildigi kagidin hammadde
ozelliklerine, kagit ve tiitiinlin nem derecesine, sarilma teknigine, nefes c¢ekme sikligina,
derinligine, yanma hiz1 ve sicakligina ve benzeri ¢ok sayida faktore bagl olarak degisir. Sigara
dumanmnin 4 6nemli bileseni; nikotin, karbonmonoksid, katran fazindaki 5 karsinojenik madde ve

bu fazdaki irritanlar olmak iizere tiitiiniin toksisitesinde 6n plana ¢ikmaktadir (24).

Nikotin, Nicotiana tabacum bitkisinin tiitiin olarak bilinen kurutulmus yapraklarinda
bulunan bir cesit alkaloiddir. ilk kez Amerika kitasinda yetistirilmesinden sonra 16. Yiizyilda
Avrupa kitasina ve daha sonra diinya lizerindeki diger cografyalara yayilmistir. Sigara icin
kullanilan tiitiin % 0,5- 3 oraninda nikotin ihtiva eder. Kimyasal yapisi; N- metil pirolidin halkasi

ve piridin halkasindan olusur (25, 26).



Cevresel tiitiin dumam iki ana bilesenden olusur;

1. Sigara igenin nefesiyle ortaya ¢ikan duman - “ana akim”

2. Yanan bir sigaranin ucundan ¢ikan ve pasif igicilerin en ¢ok maruz kaldiklar1 duman -
“yan akim” Sigara dumanina maruz kalan bir pasif i¢ici kansere yol agan 250'den fazla maddenin
yani sira ireme ve gelismeye karsi toksik etkili en az 6 maddeye de maruz kalmaktadir. Sigara
dumaninin yarattigi hava kirliligi dizel motorlu bir aracin yarattigi hava kirliliginden 10 kat daha
fazladir. Bilimsel kanitlar ¢evresel tiitiin dumanina maruziyetin giivenli herhangi bir seviyesi
olmadigini kesin olarak gostermistir. Sigara dumanindan %100 arindirilmamis bir ortam ¢ocuktan

eriskine maruz kalan herkeste ciddi hastaliklara yol agmaktadir (27).

Islem gorme agisindan ana akim, biri duman-gaz faz1 digeri de tanecikli madde (Katran)
olmak tizere iki kistmdan olugmaktadir (28).Yan akim dumani (YAD) olusurken yanma isis1 daha
diisiik oldugu ig¢in YAD'nda ana akim dumanina (AAD) gore ¢ok daha fazla kimyasal madde
Mmevcuttur, Ornegin  hayvanlar i¢in  karsinojenik oldugu kesin  gosterilmis  olan
nitrosodimetilamin’in yan akim dumaninda ana akim dumanina gore 20-100 kat daha fazla
bulunmaktadir (29). Yapilan ¢alismalar sigara dumaninda YAD'nin AAD'na gore daha tehlikeli
oldugunu gostermektedir. AAD ve YAD nikotin bilesikleri de farklidir. AAD'nda nikotin partikiil
fazindayken, gevresel sigara dumaninda (CSD) siv1 fazdadir. Diger bir 6nemli fark ise CSD'nda
partikiillerin boyutunun (0,01-1,0 um) ana akim dumanina (0,1-1,0 um) gdre daha ufak olmasidir
(30).

Cevresel tiitiin dumaninda nikotin, nem ve karbonmonoksid hari¢ geri kalan maddelerin
timiiniin belirgin karsinojenik etkileri vardir. Cevresel tiitin dumanin katran fazi 6 olarak
adlandirilirlar ve igeriginde aromatik nitrozaminler, aromatik aminler, polisiklik hidrokarbonlar
gibi ¢ok sayida bilesim bulunur. Bu tiir maddelerin igerisinde kanserojenik etkisinin belirgin
oldugu iyi bilineni, sigara i¢ilmesi sirasinda yanma sonucu olustugu diisiiniilen ve tiitlinespesifik
N-nitrozaminler olarak adlandirilan N-nitrozonornikotin ve metilnitrozamin piridil butanon gibi
bilesimlerdir. Bunlarin disinda da kanserojenik etkileri cok iyi bilinen ve sigara dumaninda
bulunan baska maddelere 6rnek olarak radyoaktif polonyum 210, siyanur, nikel, arsenik, akrolein,

fenol bilesikleri gibi daha bir ¢ok maddeyi saymak miimkiindiir (25, 26, 31).

Cevresel tiitlin dumanindaki malignitelerle iligkili maddelerden bazilar1 sunlardir:

Arsenik, Benzen, Krom, Nikel, Vinilklorur, 4-aminobifenil, Benzo(a)piren, Kadmiyum,
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Formaldehit,  Ortotoluidin,  N-Nitrozodietilamin,  Asetaldehitdibenzopiren,  Parakrezol,
NNitrozometiletilamin, N-Nitrozonornikotin, N-Nitrozopiperidin, N-nitrozopirolidin  (32).
Cevresel tiitin dumaninin maligniteefektidisindaki diger hasarlayici etkilerine yol acan maddeler:

Nikotin, Karbonmonoksit, Azotoksitler, Amonyak, Hidrojensiyanur, Akroleindir.

2.1.2. Sigara Dumaninin Cocuklarda Neden Oldugu Saghk Sorunlar

Sigara dumani baslica goz, burun ve bogaz gibi organlarda zararli olabilecek maddeleri
igerir. Sigara dumanina maruz kalma sonucu siliar hareketler bozulur, solunum yollarinda fazla
miktarda mukus birikimi olur. Bu o6zellikle alt solunum yollar1 enfeksiyonlart ve kulak
enfeksiyonlarina zemin hazirlar (33). Sigara dumanina maruz kalan ¢ocuklarda bronsiolit ve
pndmoni gibi alt solunum yolu enfeksiyonlar1 siklig1 artmaktadir. Bu artig 6zellikle hayatin ilk
yilinda daha belirgindir. Annesi sigara i¢en ¢ocuklarda bu enfeksiyonlarin gelismesinde dozcevap
iligkisi mevcuttur. Her iki ebeveyn de sigara ictigi zaman solunum yolu enfeksiyonlart %72
oraninda artmaktadir. Hayatin erken doneminde gegirilen bu enfeksiyonlar hayatin ileriki

donemlerinde kronik obstriiktif akciger hastaligina yol agabilmektedir (34).

Sigara dumanina maruz kalan ¢ocuklarda nazofarenjit ve siniizit gibi tist solunum yolu
enfeksiyonlarmin sigara dumanmma maruz kalmayan c¢ocuklara gore daha fazla oldugu
gosterilmistir. Oksiiriik, hiriltili solunum, nefes darlig: gibi kronik solunum yolu hastalik belirtileri

ebeveynleri sigara i¢en ¢ocuklarda daha sik goriilmektedir (29-32).

Sigara dumanina maruz kalan c¢ocuklarda kronik orta kulak effiizyonlarinin sikliginin
artmasina neden olmaktadir. Pasif icicilik hem akut otitis media sikligini arttirir, hem de hastalik

sliresini uzatir (33-35).

Sigara dumanina maruz kalan ¢ocuklarda fizyolojik akciger voliimiinde azalma, gelismis
alveol sayisinda azalma, parankimal elastik dokuda azalma, intersitisyum dansitesinde artma,
elastin ve kollajenin gelisiminde azalma goriilmektedir. Sigara dumanina maruz kalma, 6zellikle
ilk bes yasta akciger fonksiyonlarin1 bozmaktadir. Pasif sigara iciciligine bagli olarak akciger

fonksiyonlarda belirgin azalma goriilmektedir (36, 37).

Sigara dumanina maruz kalan cocuklarda hem astim ataklarmin sikliginda artis

goriilmekte hem de astim ataklar1 daha agir seyretmektedir. Bu konuda dozcevap iliskisi
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mevcuttur. Kapali ortamlarda daha az sigara i¢ildigi zaman astim semptomlari daha hafif

olmaktadir. Ozellikle cocugun yasi kiiciildiikge bu etkinin daha da arttig1 bilinmektedir (36-38).

Pasif sigara iciciligi ile erken dogum, diisiik dogum agirhig ve ABOS arasinda iliski
mevcuttur. Hamilelikte sigara icen kadinlarin erken dogum yapma riski sigara igmeyen kadinlara
gore daha yiiksektir. Hamilelikte diisiik dogum agirlikli bebeklerin olma riski 3 kat daha
yiiksektir. Bu iligski, dogum agirligi ile gestasyonel yastan bagimsizdir. Hamilelik déneminde
sigara kullanimimin etkileri bebeklik doneminde de devam etmektedir. Annesi sigara igen
bebeklerde ABOS riski iki kat fazladir. Evde icilen sigara miktar arttik¢a bu iliski daha belirgin
hale gelmektedir. Hamilelikte hem annenin hem de babanin sigara igmesi halinde bebekte ani
oliim siklig1, her ikisinin de igmeme durumuna gore sekiz kat artmaktadir. ABOS’den olan

oliimlerin %25’ nin sigaraya bagli oldugu diistiniilmektedir (10, 27,30).

Sigara dumaninda kanser yapici 6zelligi olan formaldehit, vinilklorid, arsenik, amonyum
ve hidrojen siyanid gibi maddeler sorumlu tutulmaktadir. Sigara dumanina maruz kalan
cocuklarda goriilen kanserler arasinda baglanti olduguna iligskin kesin kanitlar olmamakla birlikte,
bazi calismalar anne ve babanin sigara igmesinin 6zellikle annenin gebelik doneminde sigara
icmesinin ¢ocukta beyin tiimorleri, 16semi ve rabdomyosarkom riskinin artmasina neden oldugunu
gostermektedir. On yasindan Once annesi sigara icen cocuklarda, eriskin donemde, 16semi,
lenfoma goriilme riskinin arttig1 gosterilmistir. Sigara igilen evlerde biiyiiyen c¢ocuklarin ileriki
yaslarda akciger kanseri olma risklerinin, sigara i¢ilmeyen evlerde biiyliyen ¢ocuklara gore ii¢ kat
daha fazla oldugu tespit edilmistir (38-40). Adolesan yas grubunda pasif igiciligin serum lipit
profilini bozdugu gosterilmistir. Adolesan yas grubunda yapilan ¢alismalarda yiiksek plazma
kotinin seviyesine sahip grupta total kolesterol/HDL kolesterol orani yiiksek olarak bulunmustur.
Bu durum pasif igicilerde artmis koroner kalp hastaligi riskini agiklamaktadir (41). Pasif sigara

iciciligi, 6zellikle adolesan ve eriskin donemde, koroner kalp hastaligi riskini arttirmaktadir (42).

Annenin emzirme doneminde sigara kullanmasi prolaktinin azalmasina neden olur.
Prolaktinin azalmasi, anne siitiinlin azalmasina ve bebegin daha az anne siitii almasina neden olur.
Sigara dumanina maruz kalan ¢ocuklarin hastaneye yatmay1 gerektiren ciddi enfeksiyonlarin daha
stk oldugu gosterilmistir. Pasif igicilige bagli pndmoni ve bronsiolit sonucu hastaneye yatirilma
siklig1 da artmistir (31). Sigara dumanina maruz kalan ¢ocuklarda psikiyatrik bozukluklar daha sik

goriilmektedir, dikkat azlig1 ve hiperaktif olma olasilig1 artmaktadir (43).



2.1.3. Cevresel Tiitiin Dumam Maruziyetinde Tani

Sigara dumaninin i¢ ortam havasindaki yogunlugu igilen sigara miktarina, oda hacmine
ve oda havalandirmasma bagli olarak degisir. Cinsiyet, yas, agirlik ve karsilasma sirasindaki
aktivite de etkilidir. Ayrica sigara dumaninin alim, dagilim ve metabolizmasindaki bireysel

farkliliklar da doku ve sivilardaki biyolojik aktif maddelerin yogunlugunu etkiler (44,45,46,47).

Cocuklardaki pasif sigara igiciligi ile ilgili yayginlik saptamalari, sozlii bildirimlerin
yanisira nikotinin ana metaboliti olan kotininin sag, tiikiiriik, serum ve idrar 6rneklerinde dlgiimii

ile yapilmaktadir (48,45,49,50).

Sigaranin en etkili Giriinleri nikotin ve onun asil metaboliti olan kotinindir. Bunlar pasif
icicilikte temel olarak bakilan biyolojik iriinlerdir. Nikotinin yar1 émrii yaklagik iki saat olup,
birkag saat Once sigara ile kasilasma ve etkilesimi gosterir. Yarilanma Omrii daha uzun
oldugundan arastirmalarda kotinin diizeyine bakilmasi Onerilmektedir. Plazma ve tiikiiriikte
kotinin diizeyleri birbirine benzerken, idrar degerleri plazma degerinin 5/6’s1 kadardir. idrardaki
kotinin degerleri; kifliler arasinda, yasa bagl olarak degisirken bobrek islevleri, idrar akimi ve
idrar pH’sindan etkilenir. Seyreltme etkisindeki farkliliklar da goz oniine alindiginda idrar kotinin
diizeylerinin nanogram/mg kreatinin olarak Ol¢iilmesinin daha dogru oldugu bildirilmektedir.
Kotininin biyolojik sivilardaki (idrar, serum, tiikiirik) yart omrii 15-19 saat kadardir; yakin
zamandaki (son 2-3 giin) pasif sigara ile karsilasimi gdsterir, ancak bu siire nikotine gére daha
uzundur. Kotininin siit gocugu ve daha biiyiik cocuklardaki yarilanma dmrii erigkinden yiiksektir;
yenidoganda 65 saat, 18 aymn altindaki siit ¢ocugunda 60 saat, 18 ayin istiindeki gocuklarda
yaklasik 40 saattir. Serum, tiikiirik ve sa¢ gibi gesitli sivi ve dokularda bakilmasina karsin,
yayilgan olmamasit ve gorece daha uzun siireli etkilenim gostermesi agisindan o6zellikle
epidemiyolojik aragtirmalarda idrarda kotinin olgiimii se¢ilmektedir. Kotinin en fazla annenin

sigara igiminden etkilenir (48,51-52,49).

Literatiirdeki calismalarda idrarda kotinin dl¢iimlerine dayali pasif sigara karsilasiminda
belirtilen kesim degeri (cut-off) i¢in genellikle Henderson’un (54) okul dncesi ¢ocuklarda yaptig
caligmasinda belirttigi 30 ng/mg kreatinin degeri kaynak gosterilmektedir. Bununla birlikte
Tiirkiye gibi aktif ve pasif sigara iciciliginin yiiksek oldugu iilkelerde sigaranin doza bagl
olumsuz saglik etkilerini géstermede 60 ng/mg ve iizeri gibi daha yiiksek kesim deger lizerinden

icicilik sikliginin belirlenmesi bize gore daha gergekci bir yaklasim olacaktir. Epidemiyolojik
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arastirmalar pasif sigara ile karsilasma sikligin1 belirlemede sozlii bildirimlerin nicel 6l¢iimlere

gore daha az gilivenilir oldugunu gostermektedir (53,50).

2.2. Apoptoz

2.2.1. Apoptozun Tanimi ve Tarihgesi

Immiin sistemin hemostazinin ve maturasyonunun temel bir baslangic1 olan apoptoz,
biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz bir bi¢imde ortadan
kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre Slimidir (14,55).
Apoptoz terimini ilk olarak 1972’de Kerr, Wyllie ve Currie, Yunanca da apo (ayrilan) ve ptosis
(diisen) terimlerini birlestirerek ‘agagtan dokiilen yapraklar’ anlamindaki ‘apoptosis’ terimiyle

aciklamiglardir (56,57).

Wyllie 1984’de apoptotik hiicrede morfolojik degisimlerin yaninda birgok karakteristik
biyokimyasal marker oldugunu gozlemlemistir (58). Bunlardan en oOnemlisi agaroz jel
elektroforezi yontemi ile DNA’da mono ve oligoniikleozomal (180-200 bg) birimlerin merdiven
gibi belli araliklarla kiriklar gostermesinin niikleer kromatin fragmantasyonu olarak bilinmesidir
(56).

1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hiicreleri iizerine
etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozu se¢gmedigini, hiicre Oliimiine
neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptoza yonlendirdigini bildirmistir. Boylece

apoptozun genler tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikmistir (59)

2.2.2. Apoptozun Genel Ozellikleri

Organizma siirekli bir denge halindedir. Bir taraftan yeni hiicreler sentezlenirken, diger
yandan var olan hiicrelerin bir kismi hiicre 6liimii ile ortadan kaldirilmaktadir. Boylece denge
korunmaktadir. Hiicre 6liimiiniin iki tipi vardir. Bunlar; apoptoz ve nekrozdur (60,61). Nekroz;
hipoksi, asir1 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi hiicre disindan gelen cesitli fiziksel ve kimyasal
etkenler sonucunda gelisen travmatik hiicre Sliimiidiir. Apoptoz ise yaslanmis, fonksiyonunu
yitirmis, fazla tretilmis, diizensiz gelismis veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma igin

giivenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre
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olimiidiir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptoz ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla
olusabilir (14,55,61).

Nekroz hiicredeki asir1 travma ya da hasarin bir sonucu olarak gelismektedir ve akut
islevsel bozukluga bagl olarak hiicrenin 6liimii gergeklesir. Hiicrede iyon akisinin kontrolii hizla
kaybedildigi icin pasif ve yikici bir siire¢ olarak degerlendirilmektedir. Iyon akis kontroliiniin
kaybedilmesi hiicre igerisine fazla miktarda su girisine, hiicre ve organellerin enerji harcamasina
gerek kalmadan siserek sitolize ugramalarma neden olmaktadir. Olen hiicre iceriginin
ekstraseliiler alanlara akmasi ve proenflamatuvar hiicrelere infiltrasyonu ile komsu hiicrelerin

6lmesi ve doku hasarinin yayginlasmasi meydana gelmektedir (62).

Apoptozda morfolojik degisimler; niikleer kondensasyon, hiicre biiziilmesi, membran
sismesi gibi degisimleri kapsarken, fizyolojik degisimler; spesifik endoniikleazlarla DNA’nin 80-
200 bazlik oligoniikleotid fragmentlerine parcalanmasi, kaspazlarin aktivasyonu sonucu

proteinlerin sindirilmesini kapsamaktadir (62,63).
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Tablo-1: Apoptoz ve Nekroz Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Ozellik

Nekroz

Apoptoz

Yol agan nedenler

71 Iskemi
Hipertermi
Hipoksi
Litik viral enfeksiyon
Toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlari
Siddetli oksidatif stress

[ Biiylime faktorii eksikligi

[ Hiicre yaslanmasi “'Senescence”

[ HIV

[] Kanser ilaglar1

[J Radyasyon

[ Yiiksek doz glukokortikoid

[ Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
aktivasyonu

[ Sitotoksik T lenfositler

[ Cok siddetli olmayan oksidatif stres

Morfolojik 6zellikler

[ Hiicre membrani biitiinliigliniin kayb1
[ Kromatin “flocculation™u
[ Hiicre sismesi
Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun dilatasyonu
Biiyiik vakuollerin olusumu
Hiicre lizisi

7] Intakt hiicre membram fakat
membranda “bleb”lerin olusumu

[ Kromatinin niikkleer membran civarinda
toplanmasi ve yogunlasmasi

['] Hiicre kiigiilmesi

[ Organellerde disintegrasyon yok

[ Hiicrenin intact mitokondri, ribozom,
nukleus parcalar1 ve diger

organelleri iceren membranla kapli
apoptotik cisimciklere pargalanmasi

Biyokimyasal 6zellikler

| Bozulmus iyon hemostazisi

] ATP gerekmez (pasif siirec)

[ +4 C’de gergeklesebilir

1 DNA rastgele parcalanir (agaroz jel
elektroforezinde “smear” goriintiisii)

U] Postlitik DNA fragmentasyonu (=6liimiin
gec sathasinda)

"] Iyi kontrollu, bazi aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaklarin olmasi

[l ATP gereklidir (aktif siirec)

[1 +4 C’de gergeklesmez)

[] DNA interniikleozomal alanlarda 180
kb ciftinin katlar1 olacak sekilde kirilir
mono ve oligonukleozomlara ayrilir
(agaroz jel elektroforezinde merdiven
patterni = apoptozun en 6nemli belirteci)
[ Prelitik DNA fragmentasyonu
(=erken evrede gerceklesir)

Diger 6zellikler

Hiicreler gruplar halinde 6liir

Fizyolojik olmayan (patolojik) etkiler
sonucu gergeklesir

Lizozomal enzimler salinir

Inflamasyona neden olur

[] Hiicreler tek tek veya birkag1 birarada
olir

[ Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir
[1 Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

"] Inflamasyon gériilmez

Apoptozisda ana morfolojik olay, niikleusun yogunlagsmasi ve daha sonra parcalara

ayrilmasidir. Immun elektroforez yapildiginda ‘ladder pattern’ olarak isimlendirilen merdiven

seklinde bir goériiniim olusur. Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken,

apoptozda yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi tam yapilamaz (64,65).

Apoptoz islevi intrauterin donemden itibaren baslar. Fizyolojik ve patolojik bir¢ok olayda dnemli

bir rol oynar. Apoptoz, homeostazinin korunmasinda embriyonik donemde ekstremitelerin ve ici

bos organlarin olusumunda, disi fetiisde Wolf ya da erkek fetiisde Miiller kanallarinin kdrelmesi

sirasinda ve merkezi sinir sistemi gelisiminde ndron sayisinin diizenlenmesinde yer alarak;
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dogumdan sonra T ve B lenfositlerin se¢ciminde temel bir islev yiiriitmektedir. Ayrica viriisle
enfekte olan ya da DNA’s1 agir hasar géren hiicrelerin Olimiinii saglayarak temel bir rol
iistlenmektedir (66,67). Biiylime faktorlerinin ortamdan ¢ekildigi kosullarda (emzirme sonunda
meme bezinin, dogum sonrast uterusun) organlarda gerceklesen kiiciilmenin de temel

mekanizmasi, ilgili organlardaki hiicrelerin apoptozisidiir (14).

Bunlar diginda; embriyonik ve fotal donemde; immiin sistemin ve sinir sisteminin
gelismesinde apoptozis énemli role sahiptir. Intrauterin donemde, immiin sistemin maturasyonu
esnasinda, santral lenfoid organlardaki otoreaktif lenfositlerin ortadan kaldirilmasini saglar.
Boylece periferal lenfoid ve myeloid kompartmanlarin asir1 biiylimesi kisitlanir. Sinir sistemi
gelisirken; aksonlar1 hedef organlara ulasamayan noronlarin ortadan kaldirilmasini ve néronlarla

hedef organlar arasinda olusan baglanti hatalarinin onarilmasini saglar (14,55,68).

Dokularda hiicre hemostazinin saglanmasinda, bagirsaktaki kript epitellerinin siirekli
yenilenmesinde, immiin reaksiyonlarda; viral hepatitte karacigerde olusan apoptotik hiicrelerde
(Concilman cisimcikleri ) veya graft versus host reaksiyonlarinda, hiicrelerin herhangi bir nedenle
hasarlanmalar1 durumunda veya yaglilikta; 6rnegin 1s1, radyasyon, antikanser ilaglar, hipoksi gibi

durumlarda apoptoz mekanizmasi devreye girmektedir (14,55).

Apoptoz ¢ok hiicreli canlilarin gelisimi esnasinda da goriiliir. Cok hiicreli canlilarin
normal ve dogru gelisimleri segilmis bazi hiicrelerin apoptozla 6lmesine baghdir. Ornek olarak 1
mm uzunlugunda transparant bir kurtcuk olan Caenorhabditis elegans’in baglangigta 1090 olan
hiicre sayis1 tam olarak apoptozla 131 hiicre azalir ve bdylece hermafroditik formdan yetiskin
forma dontisiir (64,69). Kurbagalarin metamorfozu esnasinda kuyruklarinin kaybolarak eriskin
forma gegmeleri apoptozla gerceklesir. Boylece yetiskin forma gegerler. Kuyruktaki hiicreler
apoptozla dlerek kaybolur. Insan embriyosunun el parmaklari arasinda bulunan perdeleri olusturan

hiicreler apoptoz sonucu kaybolarak parmaklar daha islevsel hale gelmektedir (70,71).
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Sekil-1: Kurbaga, C. elegans ve insanda apoptoz (75).
2.2.3. Apoptozun Gerc¢eklesme Asamalar: ve Molekiiler Mekanizmasi

Apoptoz, belirli uyarilarla baslatilan molekiiler olaylarin enerjiye bagimli dongiisiiniin
son noktasidir ve dort ardigik basamagi vardir.

Bunlar:

1. Ekstra ve intraseliiler sinyallerle apoptozun baglatilma faz.

2. Kontrol ve diizenlenme faz1: Intraseliiler pozitif ve negatif diizenleyici molekiillerle
apoptozun stimiilasyonu veya inhibisyonu s6z konusudur.

3. infaz fazi: Genel final faz1 ve fiili 6liim programindan olusur ve bu faz ¢ogunlukla

proteazlarin kaspaz ailesi tarafindan gerceklestirilir.

4. Fagositoz fazi: Fagositoz ile 6l hiicrelerin temizlenmesidir.
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. Bityiime faktérii . FADD . Kaspazlar - Birgok hiicre proteini
eksikligi . TRADD - DNA

JAdezyonun kaybh . FLIP

. Oliim reseptorleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komsu hiicreler veya

. Radyadyon . p33 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm?2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Sekil-2: Apoptotik Siirecin Gosterimi

Apoptozun Baslatilma Fazi: Hiicrenin apoptoza gidebilmesi i¢in ilk dnce, ilgili genetik
mekanizmay1 harekete gecirecek bir sinyalle karsilagsmasi gerekir. Bu sinyal hiicre i¢inden
(intrinsik) veya hiicre disindan (ekstrinsik) gelebilir (65,69).

Hiicre Dis1 Sinyaller

[] Cevresel yasam sinyallerinin ve bliylime faktorlerinin yetersizligi

[J Oliim reseptdrlerinin aktivasyonu

[1 FAS — FAS Ligand aracili apoptoz

[1 TNF aracil1 apoptoz

[ Sitotoksik T lenfosit aracilt apoptoz

[1 Koloni uyarici faktorler (CSF)

[1 Noron biiytime faktorii (NGF)

[J Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF)

[J IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi

[1 Glukokortikoidler

[] D1s etmenler (Iskemi, toksinler, radyasyon, ilaclar, cesitli antijenler) dir
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Hiicre Ici Sinyaller

[J Hiicre i¢i Ca++ diizeyi artist

[J Hiicre i¢i pH azalis1

[] Metabolik ve/veya hiicre sikliis bozukluklar1 (80).

(1 Sitokinler,

[J] Tiimor Nekroz Faktor (TNF),

[J DNA hasar1 nedeniyle bir tiimor siipressor gen olan p53°iin aktive olmasi,
[ Viral-bakteriyel enfeksiyonlar

[J Onkojenler dir

Apoptobic substrates
*Hengartner MO (2000) The Sochemistry Of Apoptosts Nature | Vol 407'den uyarianmgtr

Sekil-3: Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi (68).

Organizmada apoptozu uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir.
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Tablo-2: Apoptozu Baskilayan ve Apoptozu Tetikleyen Genler

Apoptozu Baskilayan Genler Apoptozu Indiikleyen Genler
"1 Bel-2 grubundan; BHRL-1, bel-xl, bel-w, bfl- | [ Bel-2 grubundan; Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, bik,
1, brag-1, mcl-1, Al Hrk1
[l c-abl geni c-myc
"1 ras onkogeni 7 p53, p21
[1 ¢Oziinebilir fas 1 fas (CD95/APO1)
11 p35 FADD/MORT, RIP, FAST
1 A20 " Interldkin doniistiiriicii enzim benzeri proteinler
(ICE)
LOH (MTS1/CDK41)

2.2.3.1. Apoptozu Baskilayan Genler ve Apoptozu indiikleyen Genler.

DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artis, hiicre i¢i pH degisiklikleri ve hiicre
siklus bozukluklar1 hiicreyi apoptoza gotiren hiicre 6liim sinyallerini baslatir. Oliim
reseptorlerinin hiicre yilizeyinde spesifik ligandlarina baglanmasi sonucu hiicre i¢i proteazlar yani
kaspazlar aktive olur. Aktive olan kaspazlar hedef proteinleri yikarak, hiicre i¢i degisikliklere
neden olur. Apoptotik siire¢ ilerledikge hiicrelerde sitoplazmik ¢ikintilar olusur. Hiicre daha sonra
membranla ¢evrili kiiciik pargalara boliintir. Bunlara “apoptotik cisim” adi verilir. Apoptotik
cisimler c¢evredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite edilerek yok edilir

(14,72,73,74).

Apoptoz; hiicre yiizey ve 6liim reseptorlerine gereksinim duyan ekstrinsik yolak (6lim
reseptorleri yolu) ve mitokondriyal kaynakli intrinsik yolak (mitokondriyal yol) olmak iizere iKi

ana yolla ger¢ceklesmektedir (75 - 78).

2.2.3.1.1. Ekstrinsik Yolak (Oliim Reseptorleri Yolu).

Bu yolda Fas (APO-1, CD95) ve timor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1) gorev
almaktadir. Fas ve TNFR-1’in ilgili ligandlar ile etkilesime girmeleri sonucu apoptoz indiiklenir.
Bu hiicre yiizey reseptorleri membranda bulunur ve TNFR ailesinin tiyeleridir (75,79). Apoptozda
rol alan membran reseptorleri i¢inde en 6nemli grup ‘tumor necrosis factor receptor (TNFR)’
ailesidir. Bu reseptor grubunun en az 19 iiyesi vardir. Ancak en 6nemlileri Fas ve TNFR-1’dir.

Fas’1n ilgili ligandina Fas ligandi1 (FasL) denir (79,80).
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TNFR-1’inde aymi sekilde isimlendirilen ligandi mevcuttur. Fas lenfoid hiicrelerde,
hepatositlerde, bazi tiimor hiicrelerinde ve akcigerlerde bulunur. FasL, tiimor nekroz faktor (TNF)

ailesinin bir iyesidir. FasL sitotoksik T lenfositlerinde ve “natural killer” hiicrelerinde bulunur
(81,72,80).

Fas ve TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyaris1 almis olduklarindan bir seri
protein: protein interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagli bulunan ve
oliim efektor domain (DED: “death domain”) bdlgeleri adi verilen TRADD (“TNFR-1 associated
death domain”) ve FADD (“Fas associated death domain”) ile interaksiyona girerler. Boylece
oliim indiikleyici sinyal kompleksi DISC (Death inducing Signalling Complex) olusur (75 - 78).
Bu kompleks ise kaspaz-8 ya da kaspaz-10’un dogrudan aktivasyonlarina onciiliik eder (73,82).

Kaspaz-8 hem dogrudan kaspaz yolunu aktive eder, hem de mitokondriyal gegirgenligi
degistiren ekstrinsik ve intrinsik yollar1 birbirine baglayan Bid’in aktif formu olan tBid’e
dontisimiinii saglar. Prokaspaz 8’in aktif hali olan kaspaz 8 (ya da kaspaz-10) diger kaspazlari
uyarir ve basta kaspaz 3 olmak iizere diger kaspazlar aktive ederek kaspazlarin kaskad tarzinda
aktivasyonlarin1 baslatirlar. Boylece apoptotik dongii baslatilmis olur ve hiicre 6liimii apoptotik

hiicrenin fagositozu ile sonlanir. (75,76,72,74).
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Pfazma membrani
' 1)

Faz ligandian

Olim domeni

Sekil-4: Ekstrinsik ve Intrinsik Yolaklar

2.2.3.1.2. intrinsik Yolak (Mitokondriyal Yol)

Mitokondri, hiicre i¢inde ATP {iiretiminin kaynagi olmasinin yam sira, hiicre i¢i ya da
hiicre dis1 yollardan gelen 6liim sinyallerinin {izerinde birlestigi bir organeldir. Mitokondri i¢ ve
dis zarla ¢evrili yapidadir, bu zarlar tipki hiicre zarinda oldugu gibi bir zar potansiyeline sahiptir.
Di1s zar gecirgenligindeki artis sonucu mitokondri zar1 potansiyelinin bozulmasi dis zarda hizli bir

sismeyi izleyerek iki zar arasinda bulunan cesitli proteinlerin hiicre sitoplazmasina ¢ikmasina yol
acar (83,68).
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Mitokondri; hiicrenin enerji deposu olmasinin yaninda, sitoplazmaya gegerek oliim
programini aktive eden faktorleri salan, boylece apoptozda biiyiik rol oynayan bir organeldir. Bu
faktorlerden en Onemlisi sitokrom c dir. Apoptozu indiikleyen mitokondride bulunan; AIF
(Apoptoz Uyarict Faktor), Sma ¢ / ENDO G adli DNaz enzimi, Omi / HtrA2, IAPs Endoniikleaz
G ve ¢ok sayida kaspaz (prokaspaz 2, 3 ve 9) tanimlanmustir (68).

Apoptozun regiilasyonu Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 iiyesi
tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitdrli yani antiapoptotik, bazilar1 ise apoptozu
uyarici ve proapoptotik genler olarak tanimlanirlar (84). Bcl-2 ve Bax genleri mitokondri dis zar
gecirgenligini ayarlarlar (85). Hiicrede antiapoptotik aile iiyeleri olan Bcl-2 ve Bcl-x, yine ayni
ailenin iyeleri olan Bad, Bim, Bmf, Bid ve BH-3 genleri gibi proapoptotik genler tarafindan
baskilanir. Ailenin proapoptotik iiyeleri normal kosullarda inaktif durumdadir, bu nedenle
mitokondriyal zar gecirgenligi Bcl-2 ve benzerlerinin etkisi sayesinde degismez. Ancak cesitli
uyarilar proapoptotik grubun aktiflesmesine yol agarlar. Ornegin; biiyiime faktoriiniin
uzaklastirilmas1 Bad’in, kalsiyum artist Bim’in, UV 151n1 Bmf’nin aktiflesmesini saglamaktadir.
Sonugta Bcl-2, proapoptotik aile tiyeleri tarafindan baskilanir. Bel-2 tarafindan inaktif durumda
tutulan ve yine ayni aileden olan Bak ve Bax proteinleri etkinleserek mitokondri dis zarinda

permeability transition porlarinin olusumuna ve zar potansiyelinin degisimine yol agar (85,86).

Bu degisim dis mitokondri zarmin gecirgenligini artirir. Gegirgenligin artmasi,
mitokondrinin iki zar1 arasinda bulunan sitokrom c¢’nin sitozole ¢ikmasina neden olur. Sitokorm ¢
bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu

kompleks ‘apoptozom’ olarak isimlendirilir (84,87).

Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baglatir. Apoptozom
sonlandirict kaspaz olan kaspaz 3’1 aktive ederek apoptoza neden olur (69,86,89). Bu proteolitik
aktivite ile sitoplazmada yapisal poteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin degradasyonu ve

hiicrenin fagositozu saglanir (74,88).
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Sekil-5. Apoptoz Sirasinda Hiicre I¢i Sinyallerle Aktiflesen Mitokondriyal Yol (61)
2.2.4. Apoptozun Saptanmasinda Kullamilan Yontemler

1972 yilinda, apoptoz terimi ilk kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore
karar verilmistir. Giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yani1 sira apoptoza 6zgii oldugu bilinen
bazi aktivasyonlarin (6rn. aktif kaspaz 3 tayini) molekiiler diizeyde belirlenebilmesiyle de apoptoz

saptanabilmektedir.

Ik kez morfolojik kriterlere gore belirlenen apoptoz, seksenli yillarin sonlarma dogru
DNA kiriklarmin saptanmasina yonelik yontemlerle saptanmaya baglamigtir. Doksanlarin
ortasinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulunmustur. Boylece, kaspaz
aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metotlarla saptanabilen apoptoz, doksanli yillarin sonuna

dogru fosfatilserin translokasyonunu belirleyen yontemlerle de saptanmaya baglamistir.
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2.2.4.1. Morfolojik Goriintiileme Yontemleri

Isik Mikroskopisi: Bu yontemde hematoksilen ve giemsa boyama yontemleri kullanilir.
Morfolojik goriintiileme yontemleri iginde en ucuz ve kolay olanit hematoksilen ile boyamadir
(HB). Hematoksilen boyasi, kromatini boyadigindan apoptotik hiicreler niikleus morfolojisine
gore degerlendirilir. Hiicrede gozlenen degisiklikler; hiicre kiigiilmesi veya sitoplazmik kiiciilme,
kromatinin kondanse olmasi ve niikleus zarinin kenarinda toplanmasi, niikleusun kiiciilmesi veya

pargalara boliinmesi seklindedir (89).

Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da oldugu gibi niikleus morfolojisi esas
alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlari hematoksilen boyamaya gore daha iyi

secilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya belirgin bir tistiinliigii yoktur (89).

Elektron Mikroskopisi: Apoptozda en degerli yontem olarak kabul edilmektedir.
Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi yontemdir. Ustelik subselliiler detaylar da

(mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ve niikleus zarmin biitlinligii) bu yontemle incelenebilir (89).

Sekil-6: Elektron Mikroskopisi Ile Niikleus Fragmantasyonunun Gozlenmesi
Faz Kontrast Mikroskopisi: Sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda "flask" veya

"plate"lerde biiylitiildiigli ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Faz kontrast mikroskopu ile apoptotik

hiicreler iizerinde gelisen cepcikler izlenebilir (89).
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Sekil-7: Faz Kontrast Mikroskopisi Gortintiileri

Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanimi: Floresan boyalar
DNA'ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayistyla niikleusu goriiniir hale gelebilir.
Eger hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda kullanilirlarsa, canli hiicre ile cansiz hiicrenin ayrimina olanak
tanirlar. Oysa hematoksilen ya da Giemsa boyamanin kullanildigi 6rneklerde hiicrelerin tamam
yontemin prensibi geregi zaten dlmektedirler. Canli ve 6lii hiicre ayrimini yapabilmek i¢in, canli
veya Oli tim hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn: hoechst boyasi) ile sadece 6li hiicreleri
boyayabilen bir bagka boya (6rn: propidium iyodur) beraber kullanilir. Bu boyama yontemindeki
prensip sudur: Bu yontemlerde canlilifin belirleyicisi, hiicrenin plazma membraninin (hiicre
zarinin) intakt olup olmadigidir. Membrani intakt olan (canli) hiicreler propidium iyodur gibi
sadece membran biitiinliigli bozulmus (6lii) hiicreleri boyayan bir boya ile boyanmazlarken,
Hoechst boyas1 gibi 6lii veya canli tiim hiicrelere girebilen boyalar ise ortamdaki tiim hiicreleri
boyayarak 6li veya canli hiicre ayrimina olanak saglarlar. Bu sekilde boyanan hiicreler bir
floresan mikroskobu ile taninabilirler. Kuskusuz bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu
anlasilabilir ama 6lii hiicrelerin apoptozla veya nekrozla 6liip 6lmediklerinin ayrim1 hematoksilen

boyamada oldugu gibi niikleus morfolojisine bakilarak yapilir (89).

2.2.4.2. Histokimyasal Yontemler

Anneksin V Yontemi: Normal hiicrelerde hiicre zarimin sitoplazmik yiiziinde bulunan
fosfatidilserinin (PS) apoptotik hiicrelerde, hiicre zarmin dis yiiziine transloke olmasindan

faydalanilmaktadir. D1s ylize transloke olan PS’ler, floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin

V kullanilarak goriiniir hale getirilir. Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur (90).
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TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase biotin — dUTP Nick End Labeling)
Yontemi: DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini sagladig: i¢in hiicre kiiltiirlerinde ve doku
kesitlerinde ¢ok duyarli bir testtir. Calismalarda testin duyarliligt % 60-90 aralifindadir.
Spesifitesi % 87 olarak belirtilmekte, nekrotik hiicre 6limiiniin indiiklenmesi ile spesifitenin %
70’lere diistiigli belirtilmektedir (91). Parafin bloklar, donmus kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon
halindeki veya "plate"lere ekilmis, ya da lameller iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozun
varligi bu metodla saptanabilir (89).

Sekil-8: TUNEL metodu uygulanmis spinal kord goriiniimii

Kaspaz 3 Yontemi: Sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz 3
immunohistokimyasal metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz 3 eksprese ettiginin
bilinmesi ya da calisilan dokuda apoptoza yol agan ajanin kaspaz 30 kirip kirmadigmin bilinmesi

gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu metotla tespit edilebilirler (89).

M30 Yontemi: M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeralin 18'in kaspazlarin
etkisiyle kirilmasi sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal yontemle
boyanmasi prensibine gére belirlenir. Sadece sitokeratin 18'i eksprese eden dokularda kullanilmasi

miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir (89).
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2.2.4.3. Biyokimyasal Yontemler

Agaroz Jel Elektroforezi: DNA kiriklarmin gosterilebildigi bir bagka yontemdir.
Apoptozda DNA, 180 baz cifti ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan (internukleozomal
bolgeler) kirilldig1 i¢in merdiven goriintiisii ‘ladder pattern’ olusur. Bu bulgu apoptozun
karakteristik 6zelligidir ve nekrozda goériilmez. O yiizden apoptozu nekrozdan ayirmada faydali

yontemlerden biridir (89).

Western Blotting Yontemi: Bu yontemle apoptoza 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarmin (bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarimin (kaspaz 3) saptanmasi miimkiindiir.
Sitokrom c¢’nin mitokondriden ¢ikip ¢ikmadigmin belirlenmesi de bu metod ile saptanabilir.
Yalniz, sitokrom c tespitinde Once alt-fraksiyonlama yapilarak hiicrelerin mitokondriyal ve
sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilir. Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi
beklenmeyen sitokrom c'nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptoza gittikleri
anlagilir (89).

Flow Sitometri Yontemi: Flow sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis
antikor kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi hiicre yiizey proteininin
saptanmast miimkiindiir. Kolay uygulanabilir olmasi, asir1 uzun zaman almamasi ve kantitatif
sonug verebilmesi agisindan klinikte apoptozun saptanmasinda kullamighdir. Ozellikle iki sekilde

apoptoz deteksiyonu yapilir.

a. Floresan bir madde olan propidium iyodur kullanilarak,
b. Anneksin V kullanilarak.

Birincisinde, kompleks bilgisayar islemlerinin kullanilarak hiicre boyutu ile igerdigi
DNA miktarinin kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin apoptoz lehine oldugu gerceginden

hareketle, apoptotik hiicre populasyonu tayin edilir (89).

2.2.4.4. immunolojik Yontemler

ELISA Yontemi: Bu yontemle gerek kiiltiirii yapilmis hiicre gruplarinda gerekse insan

plazmasinda DNA fragmantasyonunu tespit etmek miimkiindiir (89).
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Fluorimetrik Yontem: Fluorimetrik yontem kiiltiirti yapilmis hiicrelerde kaspaz
aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun
bulundugu "plate"lere hiicre lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur, sonrasinda
oriama kaspazlarin parcaladigi ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave
edilir. Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan floresans siddeti fluorimetre ile

Olciilerek kaspaz aktivitesi saptanir.

2.2.4.5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

DNA Microarray Teknolojisi: Heniiz ¢ok yeni ve pahali bir yontemdir. Kisa bir siire
icerisinde binlerce genin ekspresyon derecelerinin ve apoptoza Ozgii hiicre yiizey Olim
reseptorlerinin ekspresyon durumlari hakkinda genis bilgi edinme olanagi sunmaktadir. M30 fare
monoklonal antikorlari ile yapilan immun enzim koprii ile heniiz DNA pargalanmadan apoptoza

gidecek hiiceyi erken evrede gosterebilmektedir (89).

2.3. Kaspazlar

Kaspazlar, sitoplazmada normalde inaktif proenzimler olarak bulunur. Fakat proteolitik
par¢alanmadan sonra aktif hale gegerler ve boylece kaspaz aktivasyon zinciri baglar. Kaspazlar,
(cysteine-dependent aspartate-spesific proteases) kalsiyum bagimsiz hiicre i¢i sistein proteaz
smifinin  en Onemli bolimiinii  olustururlar ve latent intraselliiler proenzimler olarak

sentezlenmektedirler (92,93).

Kaspazlar aktif merkezlerinde sistein aminoasidi tasirlar ve hedefledikleri proteinleri
ASP (aspartat, aspartik asit) bolgesinden keserler. Kaspazlar hiicre igerisinde inaktif zimojenler
olarak sentezlenirler ve prokaspaz adini alirlar. Sitokrom c’ler prokaspaz zimogenlerini aktive
etmektedir (14). Kaspazlar apoptotik yolun cellatlaridir ve apoptozdaki Kkarakteristik
degisikliklerin en 6nemli sebebidir (68).

Kaspaz aktivasyonunun inhibitorleri, sitokrom c¢’nin mitokondriden salinimini bloke
etmez ancak ardisik kaspaz aktivasyonunu bloke ederek, hiicre 6liimiinii dnler. Sitokrom c gibi
apoptozu indiikleyen AIF’in de mitokondriden salinimi kaspazlarin aktivasyonuna sebep olur (95-
96). Baslangigta, kaspazlar mitokondride membran hasari olusturur ve bu olaylarin sonucunda; zar

degisimleri, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine yol acan hasarlar ortaya ¢ikar (14,68).
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Giliniimiize kadar 14 memeli kaspazi tespit edilmis olup hayvanlarda bulunan kaspaz 11 ve 12'nin
insandaki karsiligi hala gosterilememistir. Kaspaz 9, bcl-2 ailesi tarafindan stimiile veya inhibe
edilir. Kaspaz 2 ve kaspaz 8, TNF-a gibi sitokinler tarafindan aktive edilir. Kaspazlar apoptozu

aktive eden sinyaller tarafindan tetiklenip, apoptoz yolaklarinda aktif olarak gorev alirlar (89, 96).

2.3.1. Kaspazlarin Yapis1 ve Kaspaz Tiirleri

Kaspazlar 3 subunit igeren prokaspazlar olarak sentezlenir: Bunlar NH2 terminal subunit,
biliyiik subunit, ve kiiclik bir subunittir. Biiylik ve kiiciik alt birimler birbirleriyle etkilesime
girerek enzimin aktif merkezini olustururlar. Her prokaspaz ¢esitli uzunluklarda bir 6n bolge veya

NH2-terminal peptid bolgesi igermektedir ve bu 6n bolgeler diizenleyici olarak gorev yaparlar.

Kaspazlarin 6n bolgeleri gesitlilik gosterir. CARD ( Caspase Recruitmend Domain) ve
DED kaspazlarin 6n bolgelerinin 6zel motifleridir ve protein-protein etkilesiminde gorev alirlar.
Bu bolgeler prokaspazlar ve adaptorleri arasinda homofilik etkilesime aracilik ederek prokaspaz
aktivasyonunda Oonemli rol oynarlar. DED-DED etkilesiminde hidrofobik bir baglanti kurulur,
CARD-CARD baglantisinda yiik etkilesimi go6zlenir. Baslatici kaspazlarin kiimelenmesi ve
aktivasyonu i¢in 6liim reseptorleri ile baglanti kuran adaptor molekiiller bulunur. Bunlardan DED
kaspaz 8 ve 10 etkilesiminde, CARD ise kaspaz 9 ve Apaf-1 etkilesimde gorev alir (88,95-97).

Her bir kaspaz enziminin optimum kesme bdlgesi vardir ve bu bolge aspartik kesim
noktasinin N-terminalinde bulunan dort aminoasitlik bir motiftir. Bu motifin goérevi, kaspazin
hedef proteininin se¢imini belirlemektir. Ayrica bu motif ilgili kaspazin peptid inhibitorlerle

inaktive olmasina aracilik etmektir (95).

Aktif kaspazlarin 3 boyutlu yapisi tespit edilmis olup 2 heterodimer, 2 genis subunit
tarafindan cevrelenmis 2 komsu kiiciik subunitle karsi yonde bir tetramer olusturur. Her bir

heterodimer substratin baglanmasi ve katalizi i¢in gerekli kiiciik ve genis subunitler icerir (96).

Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu), ya hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin aktivasyonu,
ya da kaspaz 9 baglayici protein olan Apaf-1'in oligomerize olmak {izere indiiklenmesi ile
gerceklesir. Baslangic kaspazlari bir kez aktive oldugunda diger prokaspazlari aktive eder.

Proteolitik olarak birbirlerini aktiflestiren kaspazlar bir kaskad seklinde islerler (98).
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Kaspazlar biyolojik fonksiyonlarina gore 3 ana grupta incelenmektedir (88,95,99,100).

Tablo-3: Kaspaz Tiirleri

1 Kaspaz 1 (ICE)
1 Kaspaz 2 (ICH-1)

[1 Kaspaz 8 (FLICE, MACH, Mch 5)
[1 Kaspaz 9 (ICE-LAP 6, Mch 6)

1 Kaspaz 3 (CPP32, Yama, Apopain)

1 Kaspaz 4 (ICErel-ll, TX, ICH 2)

1 Kaspaz 5 (ICErel-111, TY)

1 Kaspaz 6 (Mch 2)

1 Kaspaz 7 (Mch 3, ICE-LAP 3, CMH-1)

1 Kaspaz 10 (Mch 4, FLICE 2)
1 Kaspaz 11 (ICH-3)

[1 KAspaz 12

1 Kaspaz 13 (ERICE)

[1 KAspaz 14 (MICE)

2.3.1.1. Sitokin Aktivasyonu Yapan (Enflamatuvar) Kaspazlar

Sitokin sekresyonu ve inflamasyondan sorumludurlar. Bunlar lenfokin {iretiminden de
sorumludur. Lenfokin; 6zel bir akyuvar tipi olan lenfositlerin iirettigi bir maddedir. Immiin
sistemdeki diger hiicreler lizerinde etkisi vardir. Bu gruba dahil olan kaspaz tiirleri; kaspaz 1, 4, 5,
11, 12, 13 ve 14 tiir. Ayrica kaspaz 1, 4, 5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive
olabilmektedirler (88, 101).
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2.3.1.2. Baslatic1 Kaspazlar

Baslatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara yani
ikincil kaspazlara ileten kaspaz tiirleridir. Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 baslatic1 kaspazlar grubunda yer
almaktadir. Baglatic1 kaspazlarin tic 6nemli 6zelligi vardir; farkli sekillerde gelen uyarilari, genel
bitirici faza tasirlar, yeterli miktarda bitirici kaspazin aktiflesmesini saglayarak apoptotik sinyalin
cogalmasini saglarlar, 6limiin en son basamaginda bir kontrol noktasi olarak bulunurlar.
Apoptotik Oliim iglem sirasina gore kaspazlardan ilk gorev alanlar baglatict ya da Oncii

kaspazlardir ve bunlarin uzun 6nciil bolgeleri bulunur.

2.3.1.3. Apoptozu Yiiriiten (Efektor) Kaspazlar

Efektor kaspazlar, ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana
gelmesine neden olurlar. Apoptozda sonlandirict kaspazlar olarak gorev almaktadirlar. Kaspaz 3,
6 ve 7 bu gruba dahil olan kaspaz tiirleridir. Kaspaz 3, 6 ve 7 baslatic1 kaspazlardan farkli olarak
kisa bir N-terminal peptid (23-28 aminoasitlik) bulundururlar. Substrat ve inhibitor 6zgilliigiinde
kaspaz 3 ve 7 genellikle benzerdir. Kaspaz 6 ve 7, kaspaz 3 tarafindan aktiflestirildigi i¢in bitirici

kaspazlar olarak siniflandirilirlar.

2.3.2. Kaspazlarin Aktivasyonu

Kaspazlarin en az 3 yolla aktive edilebildigi gosterilmistir: Otoaktivasyon,
transaktivasyon ve non-kaspaz proteazlari ile proteoliz (72,78). Prokaspazlar diisiik fakat
saptanabilir bir proteolitik aktiviteye ve belli kosullar altinda otoaktivasyon potansiyeline sahiptir.
Wild tip kaspazlarin asir1 salinimi ile prokaspaz 8 veya prokaspaz 9 uzun subunitleri arasindaki
protein etkilesimi araciligiyla oligomerler olusturulur. Prokaspazlarin oligomerizasyonu
otoaktivasyon i¢in gereklidir. Baslangic kaspazlar1 bir kez aktive oldugunda diger prokaspazlari
transaktive eder. Kaspaz aktivasyonu icin diger bir mekanizmada non-kaspaz proteazlari ile direk
proteolizdir. Ornek olarak sitotoksik T hiicre proteinazi, granzim-B, bir aspartat-spesifik serin
proteinazi prokaspaz 3 ve 7'nin etkin bir aktivatoriidiir. Granzim-B ayrica prokaspaz 8, 9 ve 10’un

aktivasyonunda da gorev alir (81,88,97).

Baslatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan oliim sinyallerini efektor kaspazlara

naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri aktin veya
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fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimeraz)
parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Inaktif (zimojen)
formdaki kaspazlar kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu
(dimerizasyonu), ya hiicre ylizey oliim reseptorlerinin aktivasyonu, ya da kaspaz 9 baglayici
protein olan Apaf-1'in oligomerize olmak {izere indiiklenmesi ile gergeklesir. Kaspaz ailesinin ve
kaspaz inhibitorlerinin  kesfi  apoptotik  hastaliklara  terapotik  yaklasimda  bizleri
cesaretlendirmektedir. Zira farkli kaspazlara spesifik farkli sentetik inhibitorlerin yani sira kaspaz
aktivasyonunu ya da kaspaz aktivitesini Onleyen dogal kaspaz inhibitorleri de bulunmustur

(97,102).

Kaspaz ailesi CED-3'un, Bcl-2 ailesi ise CED-9'un homologudur. Kaspazlar proteolitik
kaskad1 aktive ederek apoptozu indiiklerler. Gerek solucanlarda, gerekse de memelilerde temel
apoptoz mekanizmalari birbirine benzer. Memelilerde apoptozun farkli formlarindaki ana kontrol
noktast mitokondridir (103,104). Bu yiizden mitokondrinin aktivasyonu (Sitokrom c'nin
mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi) apoptotik siirecte irreversbl noktayr gdsterir.

Mitokondrinin aktivasyonuna yol acan en 6nemli faktor bel-2 ailesidir (91,103,104).

Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik iiyeleri olan bu ailenin iiyelerinin mitokondri
tizerindeki etkileriyle, ya sitokrom c'nin sitoplazmaya saliverilmesi gergeklesir (apoptozun

baglamasi) ya da sitokrom c'nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir (apoptozun inhibisyonu).

Kaspaz aktivasyonunun baslamasi i¢in mitokondrinin devreye girmesi gereklidir. Apaf-1
latent sitozolik bir protein olup mitokondri tarafindan salinan sitokrom c ile baglanarak kompleks

olusturur. Bu da inaktif prekursor haldeki kaspaz 9'u aktive eder (102,106).

2.3.3. Apoptozda Kaspaz 3 ve Kaspaz 7’nin Onemi

Diger kaspazlar gibi kaspaz 3 ve kaspaz 9 da prokaspaz olarak sentez edilir. Kaspaz 3 ve
kaspaz 9, kaspaz 8 ve kaspaz 10 ile birlikte aktive edilirler. Daha sonra kaspaz 3, kaspaz 6 ve 7’yi
aktive etmektedir. Kaspaz 3 apoptozun efektor fazindaki en 6nemli kaspaz roliinii Gistlenir. DNA
fragmantasyonunda, DNAase aktivasyonuna sebep olan kaspaz 3’tin direk rolii oldugu
diistintilmektedir. Kaspaz 3 geninin yeteri kadar agiga ¢ikmamis olmasiyla beraber kromozom 8
iizerinde lokalize oldugu bilinmektedir. Bu gen embriyonun 4. gilinden itibaren gelisimden

sorumludur. Kaspaz-3“teki eksiklik 3 haftalik embriyoda 6liime neden olabilmektedir (107).
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2.4. Oksidatif Stres Gostergesi Olarak TAS, TOS ve OSI

2.4.1. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan serbest
radikaller ve bunlara bagli olusan oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir antioksidan
defans sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara karst redoks ayarim
siirdiirebilmesinde kan ¢ok onemlidir. Cilinkii kan antioksidanlarin viicudun tiim bdliimlerine

tasinmasini ve dagitimini gergeklestirmektedir (108).

Total antioksidan kapasiteye en biiylik katki plazmadaki antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada biliriibin, serbest demiri toplayan transferin ve seriiloplazmin, iirik asit, E
vitamini, C vitamini gibi proteinler yaninda serbest radikalleri tutan zincir kirici antioksidanlar da
bulunmaktadir. Alblimin, {irik asit, askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan kapasitenin
%85’inden fazlasini olusturmaktadir. Bunun nedeni, kanda biliriibin, glutatyon, flavinoidler, alfa-
tokoferol ve beta-karoten gibi antioksidan sistemin komponentlerine nazaran albiimin, iirik asit ve

askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasidir (109,110).

Plazmada antioksidanlar bir etkilesim iginde bulunurlar. Genel olarak bu maddeler
sinerjist olarak c¢aligmaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina yaptiklar
etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Bu sinerjizme 6rnek glutatyonun askorbati,
askorbatinda tokoferoliin yeniden aktiflesmesini saglamasi gosterilebilir. Ayrica bir
antioksidandaki azalma digerindeki artis ile kompanse edilebilmektedir. Total antioksidan
kapasitenin 6l¢iimii, antioksidanlarin tek tek ol¢iimiinden daha degerli bilgiler vermektedir (111,

112, 113).

2.4.2. Total Oksidan Seviye (TOS)

Oksidatif stres; viicudumuzda mevcut oksidatif-antioksidatif dengenin oksidanlar lehine
bozulmasi sonucu meydana gelen patolojik durumdur. Oksidatif stresin toplam degeri, TOS olarak
ifade edilir. Bu fenomen, asir1 reaktif oksijen ve/veya nitrojen tiirlerinin iiretimi veya antioksidan
tampon mekanizmasinin eksikligi sonucu olusur. Reaktif oksijen ve nitrojen iiriinleri toksiktir ve
hiicrenin lipit, protein ve DNA gibi biyomolekiillerine zarar verir. Damar endoteli de bu

durumdan kismen etkilenmektedir.
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2.4.3. Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Total peroksitlerin, total antioksidanlara boliinmesiyle elde edilen oransal bir indekstir.

OSI’nin yiiksek olmasi oksidatif stresin arttigii gosterir. OSI (Arbitrary Unit) = TOS (umol H,O,
Equiv./L) / TAS (mmol Trolox Equiv. /L)
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3. GEREC VE YONTEM

Nisan 2016 - Eyliil 2016 tarihleri arasinda Harran Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi genel ¢ocuk poliklinigine bagvuran kronik hastaligi olmayan, ¢evresel tiitlin dumanina
maruz kalan 51 ¢ocuk (esas grup) ve ¢evresel tiitiin dumanina maruz kalmayan 28 ¢ocuk ( kontrol
grup) c¢alisma i¢in segildi. Cevresel sigara dumanina maruz kalanlar (ankette belirtilmesine gore
ailesinde giinde en az 1 adet sigara igilen veya en az 2 saat silireyle ¢evresel sigara dumanina
maruziyet olanlar) pasif i¢ici, ailesinde hi¢ sigara i¢ilmeyen ve g¢evresel sigara dumanina maruz
kalmayanlar ise kontrol grubu olarak kabul edildi. Sigara maruziyeti elirlenmesinde anket
yonteminin subjektifligi disiiniilerek c¢aligmaya katilan tiim c¢ocuklarda maruziyetin kesin

gostergesi olan idrarda kotinin diizeyi ¢aligildi.

Calisma kontrollii, kesitsel olarak planland1 ve Harran Universitesi T1ip Fakiiltesi Etik
Kurulunun onay1 alindiktan sonra baslatildi. Calismaya alinan ¢ocuklarin velilerinden
bilgilendirilmis onam alindi. Veriler arastirmacinin kendisi tarafindan, yiiz ylize goriisme teknigi
kullanilarak toplandi. Cocuklarin ebeveynlerine calisma anlatilmis, kendilerine anketle bazi
sorular sorulup, cocuklarindan kan ve idrar Ornegi alinacagi bildirilmistir. Hazirlanan anket
formunda; gorligme yapilan kisinin ¢ocuga yakinlik derecesi, ailede akraba evliligi olup olmadigi,
cocugun kardes sayisi, anne ve babanin egitim durumu, anne ve babaninisi ve ailenin ortalama
aylik geliri, annenin gebelikte sigara icip icmedigi, babanin sigara i¢ip igmedigi, i¢iyorsa miktar
ve tiirli, evde anne ve babadan bagka sigara igen olup olmadig, igiliyorsa - miktar1 ve tiirii, evde
giinde i¢ilen toplam sigara miktari, evin 1sitilmasinin sekli, cocukta ve ailesinin diger bireylerinde
stirekli kontrol gerektiren veya siirekli ilag kullanimi gerektiren bir durum var olup olmadig

soruldu.

Uygulanan anket formu Ek 1’de sunulmustur. Tiim ¢ocuklarin antropometrik o6lgiimleri
yapildi. Tiim ¢ocuklardan idrar 6rnekleri steril ve kapakli idrar kaplarina alinmistir (idrar kreatinin
ve kotinin diizeyleri i¢in). Ayni sirada heparin ile yikanmis tiiplere alinan 5’cc’lik kan 6rnekleri
apoptozis belirtegleri olan kaspaz 3, kaspaz 7, prooksidan ve antioksidan kapasite diizeyleri
calisilmak tizere alindi. Alinan kan 6rnekleri 10 dakika 3000 rpm ’de santrifiij edildi ve ayrilan

serumlar ¢alisma tarihine kadar —80 °C’de donduralarak saklandi.
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3.1.Yontemler

3.1.1. Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Ol¢iim Yéntemi

Apoptozisin bir gostergesi olarak Kaspaz-3 enzim aktivitesi serumda kantitatif olarak
Colorimetric Protease Assay Kit Yontemi ile degerlendirildi. Kaspaz-3, Caspase-3/CPP32
Colorimetric Assay Kit (Elabscience kit, USA) ile kulanim kilavuzinda agiklandigi sekilde
oOlgiildii. Yontemin prensibi, isaretlenmis substratin (DEVD-pNA) Kaspaz-3 ile kirilmasiyla agiga
¢ikan kromofor pnitroanilitin (pNA) spektrofotometrik olarak olgiimiine dayanmaktadir.
Kromofor pNA miktar1 405 nm’de mikrotiter plak okuma cihazinda (ELX 800, Biotek, Tiirkiye)
absorbans degeri tayin edildi.

3.1.2. Kaspaz-7 Enzim Aktivitesi Ol¢iim Yontemi

Apoptozisin bir gostergesi olarak Kaspaz-7 enzim aktivitesi serumda kantitatif olarak
Colorimetric Protease Assay Kit Yontemi ile degerlendirildi. Kaspaz-7, FLICE/Caspase-7
Colorimetric Protease Assay Kit (Elabscience kit, USA) ile kulanim kilavuzinda agiklandig
sekilde oOlgiildii. Yontemin prensibi, isaretlenmis substratin (IETD-pNA) Kaspaz-7 etkisi ile
kirilmasiyla agiga ¢ikan kromofor p-nitroanilitin (pNA) spektrofotometrik olarak 6l¢iim esasina
dayanmaktadir. Kromofor p-nitroanilitin (pNA) miktart 405 nm’de mikrotiter plak okuma
cithazinda (ELX 800, Biotek, Tiirkiye) absorbans degeri tayin edildi.

3.1.3. Idrarda Kotinin, Kreatinin Ol¢iim Yontemi

Idrar kotinin diizeylerinin 8l¢iimii, DPC marka Immulite 2000 model cihaz ile (Siemens,
USA) kemiliiminesan yontemiyle gergeklestirilmistir. Kotinin diizeyleri ng/ml cinsinden
hesaplanmustir. Idrarda kreatinin Architectc-8000 otoanizatdr cihazi ( Abbott Tiirkiye ) ile 6lciildi.

Elde edilen idrar kotinin diizeyleri idrar kreatinin diizeylerine gore standardize edildi.

3.1.4. Toplam Antioksidan Diizeyinin Ol¢iimii

Orneklerin  total antioksidan statusii, O. Erel tarafindan gelistirilen Rel
Assay Kit Diagnostics ticari kitler kullanilarak 6l¢iildii. Olgiim tam otomatik bir ydntem olup,

giiclii serbest radikallere kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metoddur (146). Bu
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yontemde, 6rnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS* katyonik radikalini rediiklemesi
sonucu renkli radikali antioksidan molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak
dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan

Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox Eqiv/L olarak ifade edildi.

3.1.5. Toplam Oksidan Diizeyinin Ol¢iimii

Orneklerin total oksidan diizeyi, O. Erel tarafindan gelistirilen Rel Assay Kit Diagnostics
marka ticari kitler kullanilarak 6l¢iilen, tam otomatik bir yontem olup, testin ¢alisma prensibinde
ifade edildigi lizere 6rneklerin igerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu kiimiilatif olarak ferrik

iyona oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontemdir (147).

Prensip: arastirilan 6rnekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini
ferik iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak, yaklasik {i¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar.
Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin siddeti spektrofotometrik olarak
Ol¢lilmektedir. Kalibrator olarak Hidrojen Peroksit (H20,) kullanilir. Sonuglar pumol H,O, Eqiv./L

olarak ifade edilir.

3.1.6. Oksidatif Stres indeksi (OSI) Hesaplanmasi.

Bireylerin oksidatif stres indeksi (OSI), o6l¢iilen toplam oksidan status (TOS)
diizeylerinin, elde edilen toplam antioksidan status (TAS) oranina yiizdesi olarak belirtilir (148).

Hesaplamadan once TAS testinin birimindeki mmol degeri TOS testindeki gibi mikromol
birimine ¢evrilir. Sonuglar Arbutrary Units (Tiiretilmis biiyiiklik) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya okul oncesi donem 60 ¢ocuk (0-5 yas araliginda) dahil edildi. Cocuklar, ¢evresel
tiitlin duman1 maruziyetine gore iki gruba ayrildi. Cevresel tiitin dumanina maruz kalan grup
toplam 30 c¢ocuktan olusmaktaydi (16 kiz - %53,3, 14 erkek - %46,7). Yas ortalamasi
25,46+12,04 ay idi. Kontrol grubu ise toplam 30 ¢ocuktan olusmaktaydi (14 kiz - %46,7, 16 erkek
- %53,3) ve onlarin yas ortalamasi 25,40 + 11,81 ay idi. Gruplar arasinda cinsiyet ve yas oranlari

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. (Tablo 4).

Cevresel tiitlin dumanina maruz kalan grubun kilo ortalamas1 11,65+2,19 kg idi ve kontrol
grubunun kilo ortalamas1 12,41+£2.23 kg idi. CTDMK grubunun boy ortalamasi1 84,73+9,48 cm
idi, kontrol grubunda ise 87,60+9,14 cm idi. Viicut kitle indeksleri hesaplandiginda CTDMK
grupta ortalama 15,93+0,54 kg/cm? idi, kontrol grubunda ise 15,92+0,43 kg/cm? idi. (Tablo 4).

Gruplar arasindaki yas, agirlik, boy, BMI oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

yoktu (p>0,05). Her iki gruba ait antropometrik veriler tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Cevresel tiitiin dumanina maruz kalan c¢ocuklar ile kontrol grubundaki cocuklarin

antropometrik 6l¢timlerinin karsilastirilmasi

CTDMK n=30 Kontrol n=30 P>
X+SD X+SD
Yas (ay) 25,46+12,04 25,40+11,78 0,983
Boy (kg) 84,73+9,46 87,60+9,14 0,238
Kilo (cm) 12,04+2,19 12,4142,23 0,189
BMI (kg/m?) 15,93+0,54 15,92+0,43 0,917

Calismaya alman c¢ocuklarin ebeveynlerinin egitim durumlart degerlendirildiginde;
CTDMK cocuklarin annelerin 14’1 (%46,7) okuma yazma bilmiyorlardi, 5’1 (%16,7) sadece okur
yazardi, 10’u (%33,3) ilkogretim mezunu, 1 anne (%3,3) ise lise mezunuydu. Kontrol grubunda
annelerin 3’1 (%10) okuma - yazmay1 bilmiyordi, 5’1 (%16,7) sadece okur yazardi, 18’1 (%60)

ilk6gretim mezunu, 4 anne (%13,3) ise lise mezunuydu (Tablo 5).
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CTDMK c¢ocuklarin babalarin ise 1 baba (%3,3) tiniversite mezunu, 3 baba (%10) lise
mezunu, 22’si (%73,3) ilkdgretim mezunu, 3 (%10) baba sadece okur yazardi, 1 baba (%3,3) ise

okuma yazmay1 bilmiyordu. Kontrol grubundaki ¢ocuklarin ise 3 babasi (%10) liniversite mezunu,

8 baba (%26,7) lise mezunu ve babalarin 19°u (%63.3) ilkogretim mezunuydu (Tablo 6).

Tablo 5: Calismaya alinan annelerin egitim durumu.

Grup Okur - yazar ~ OKur - [kogretim Lise Universite
degil yazar mezunu mezunu mezunu
CTDMK 14 (%46,7) 5 (%16,7) 10 (%33,3) 1 (%3,3) 0
Kontrol 3(%10) 5 (%16,7) 18 (%60) 4 (%13,3) 0
Tablo 6: Calismaya alinan babalarin egitim durumu.
Grup Okur - yazar ~ Okur - yazar  Ilkogretim  Lise mezunu  Universite
degil mezunu mezunu
CTDMK 1 (%3,3) 3 (%10) 22 (%73,3) 3 (%10) 1 (%3,3)
Kontrol 0 0 19 (%63,3) 8 (%26,7) 3 (%10)
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Grafik 2. Cevresel tiitiin dumanina maruz kalan ile kontrol grubundaki ¢ocuklarin babalarinin

egitim diizeyi.
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Babalarin egitim diizeyleri irdelendiginde CTDMK c¢ocuklarin babalarinda kontrol
grubuna gore egitim seviyesi daha diistiktii ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p < 0,010)
Annelerin egitim diizeyleri arastirildiginda CTDMK g¢ocuklarin annelerinde kontrol grubuna gore
egitim seviyesi hem daha disiiktii ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p < 0,023)

CTDMK grupta idrar ile atilan kotinin ortalamasi 1,72+0,21 idi, kontrol grubunda ise
0,75+0,27 idi. Calismamizda CTDMK grupta idrar ile atilan kotinin miktar1 kontrol grubundaki
miktara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p < 0,002). CTDMK grupta
idrardaki kotinin/kreatinin oran ortalamasi 41,08+15,36 idi, kontrol grubunda ise bu oran
ortalamas1 20,13+9,01 idi. Calismamizda c¢evresel tiitiin dumanina maruz kalan c¢ocuklarin
idrarinda kotinin/kreatinin diizeyi kontrol grubundaki rakamlara gore istatistiksel olarak anlamli

derecede yiiksek bulundu (p < 0,001) (Tablo 7).

Tablo 7. Cevresel tiitlin dumanina maruz kalan ¢ocuklar ile kontrol grubundaki ¢cocuklarin idrarda

kotinin ve kotinin/kreatinin oranlari.

CTDMK n=30 Kontrol n=30 P<
X£SD X£SD
Idrarda Kotinin (ng/ml) 1,72+0,21 0,75+0,27 0,002
Kotinin / Kreatinin (ng/mg) 41,08+15,36 20,13+9,01 0,001

CTDMK grupta TAS ortalamas1 1,16+0,28 idi, kontrol grubunda ise 1,58+0,23 idi.
Calismamizda CTDMK grupta TAS diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik bulundu. (p<0,001) CTDMK grupta TOS ortalamast 14,74+3,64 iken kontrol
grubunda 10,70+1,94 idi. Calismamizda CTDMK grupta TOS diizeyi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. (p<0,002) (Tablo 8)

CTDMK grupta OSI ortalamas: 1,28+0,38 iken kontrol grubunda ise 0,67+0,15 idi.
Calismamizda ¢evresel tiitiin dumanina maruz kalan grupta OSI diizeyi kontrol grubuna gére

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. (p<0,001) (Tablo 8)
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Tablo 8. Cevresel tiitiin dumanina maruz kalan c¢ocuklar ile kontrol grubundaki cocuklarin

oksidatif stres oranlari

CTDMK n=30 Kontrol n=30 p<
X+£SD X+SD
TAS (mmolTro.Eqv./L) 1,16+0,28 1,58+0,23 0,001
TOS (umolH202Eqv./L) 14,74+3,64 10,70+1,94 0,002
OSI (AU) 1,28+0,38 0,67+0,15 0,001

CTDMK grupta kaspaz 7 ortalamasi 0,64+0,19 iken kontrol grubunda 0,37+0,16 idi.
Calismamizda CTDMK grupta kaspaz 7 diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulundu. (p<0,001) Cevresel tiitiin dumanina maruz kalan grupta kaspaz 3
ortalamasi 0,66+0,21 iken kontrol grubunda 0,35+0,10 idi. Calismamizda cevresel tiitiin dumanina
maruz kalan grupta kaspaz 3 diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek bulundu (p<0,001) (Tablo 9).

Tablo 9. Cevresel tiitlin dumanina maruz kalan ¢ocuklar ile kontrol grubu ¢ocuklarin kaspaz

3 ve kaspaz 7 diizeyi karsilastirilmast

CTDMK n=30 Kontrol n=30 p<
X£SD X£SD
Kaspaz 7 (ng/ml) 0,64+0,19 0,37+0,16 0,001
Kaspaz 3 (ng/ml) 0,66+0,21 0,36+0,10 0,001
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Grafik 4. Cevresel tiitiin dumanina maruz kalan ¢ocuklar ile kontrol grubu ¢ocuklarin serum

kaspaz 3 ve kaspaz 7 diizeyi karsilastirilmasi
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Grafik 5. Cevresel tiitiin dumanina maruz kalan ¢ocuklar ile kontrol grubu ¢ocuklarin oksidatif

stres parametrelerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Pasif sigara igiciligi, tibbi sonuglarindan, sosyolojik ve hukuki boyutlarina kadar ¢ok
degisik yonleriyle giinlimiizde oldukc¢a fazla tartisilan konulardan birisidir. Bu konu, ¢ocuklarin
maruziyeti bakimindan ele alindiginda genellikle sigara kullanan yakin aile bireyleri yiiziinden
cocuklarin pasif i¢ici konumuna diistiikleri gézlenmektedir. Pasif igiciligin derecesine gore
cocuklarda ¢ok cesitli saglik sorunlart ortaya cikabilmektedir. Bu sorunlarin basinda bebeklerde
IUGG, diisiik dogum agirligi, perinatal ve neonatal o6liim oraninda yiikselme, akciger
fonksiyonlarinda azalma, bronsit, pnédmoni, astim, otitis media gibi solunum yollar1 hastaliklarina
yatkinlik , norogelisimsel gecikmeler, davranig problemleri, okul basarisinda azalma ve ani bebek

oliimlerin sikliginda artma gelmektedir (114 - 118).

Bununla beraber genel popiilasyonda pasif igiciligin insan geneteginin iizerine olan
olumsuz etkisi merakla takip edilmektedir. Sigara icen ve pasif igici erigkin bireylerde yapilmis
cok sayida arastirma, bu kontaminant maddenin hiicre DNA’s1 yapisin1 bozarak genotoksik
etkilere yol actig1 tartisilmaktadir (119, 11, 13, 120, 121). Gelisen genotoksik etkilerin ileride
maligniteye zemin hazirlanmasi bu konunun klinik 6nemini daha da artirmaktadir. Benzer
risklerin ¢ocuklarda da bulunduguna deginen aragtirmalarin oldugu da dikkate alindiginda,
cocuklarda pasif i¢iciligi; yol agtigi diger saglik sorunlarmin yani sira, genotoksisiteye bagli
potansiyel kanserojen etkisi bakimindan da hayati 6nemdedir (122, 123). Her ne kadar ¢ocuklarda
pasif i¢iciligi azaltmak i¢in ciddi tedbirler alinmaya calisilsa da yakin bir gelecekte bu maruziyeti
ortadan kaldirma olasiligi diigiik goriiliiyor. Dolayisiyla bu sorunun daha uzun yillar devam
edecegi diisiiniilebilir. Bu durumda cocuklarin pasif icicilikten ne oranda etkilendiklerinin
aydinlatilmas1 6nemlidir. Glin gectikce bu genotoksik etkilerin daha hassas bir sekilde erken tespit
edilmesi ve endise duyulan kanserojen etkinin rutinde tespitine yonelik kullanilabilecek bir

marker1 olup olmayacag: tartisilmaktadir (118, 123, 124, 125).

Sigara dumanindan kaynaklanan bir¢ok prooksidan ve serbest radikalin oksidatif hasari
baslattig1 veya artirdigr ve malignensi dahil ¢esitli ciddi pulmoner ve kardiyovaskiiler hastaliklara
yol actig1 tespit edilmistir (126, 127). Sigara dumant ile iligkili artmis reaktif oksijen iirlinlerinin
tiretimi antioksidan savunma sistem kapasitesini asarak proteinler, lipidler ve DNA’da oksidatif
hasara yol actig1 bilinmektedir (128 - 131). Her ne kadar sigara dumani maruziyeti ile ilgili

patolojilerde gorevli altta yatan patogenetik mekanizmalar hakkinda tam bir fikir birligi olmasa da
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sigara dumani ile ilgili bozuklarin bircogunun patogenezinde serbest radikallerce olusturulmus

oksidatif hasarin rolii oldugu 6ngoriilmiistiir.

Calismamizda g¢ocuklarin pasif sigara maruziyetini degerlendirmek icin ebeveynleriyle
anket ve cocuklarin idrarlarinda kotinin seviyelerinin dl¢iimii yapilmustir. Olgiilen spot idrarda

kreatinin diizeyi ile idrarin kotinin/kreatinin diizeyine gore kotinin standardizasyonu saglanmustir.

Cesitli aragtirmalarda ebeveynlerin c¢ocuklarin sigara dumani maruziyeti konusunda
verdikleri bilgilerin, ¢cocuklarin idrarinda 6Slgiilen kotinin diizeyi ile korele olmadigi, bu nedenle
bu bilgilerin tek basina giivenli olamayacag: bildirilmistir (132,133). A. Karadag ve ark. astim
atagi ile bagvuran c¢ocuklarin ebeveynlerine uyguladiklari ankete verilen cevaplarla, ¢ocuklarin
idrarinda o6l¢iilen kotinin diizeyinin uyumlu olmadigini, dolayisiyla ¢ocuklarin sigara maruziyeti
konusunda ebeveynlerden alinan bilgilerin fazla giivenilir olmadigint vurgulamislardir (133).
Bizim caligmamizda da yaninda sigara i¢ilmedigi bildirilen ¢ocuklardan alinan idrar 6rneginde
kotinin diizeyinin yiiksek bulunmasi oldukg¢a disiindiiriiciidiir. Bu oran %10 olarak tespit
edilmigtir. Sonuglar ve istatistikte anlamli bir degisiklik olusturmamistir. Bu sonuglar ¢ocuklarda
pasif igicilik oranlart belirlenirken ailelerin verdigi bilgilerle birlikte objektif bir kriter olan

kotinin seviyesinin ¢alisilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Cobanoglu N. ve ark.’nin 9-12 yas c¢ocuk grubunda yapmis olduklar1 bir ¢alismada
babalar1 sigara i¢cen Ogrencilerin idrar kotinin diizeyleri babalar1 sigara igmeyen cocuklarda
saptanmis kotinin diizeyine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksekti (134). L.
Irvine ve ark. ¢ocuklarda evde icilen sigara sayis1 ve evde sigara icen kisi sayisi ile kotinin
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptamis (135). Bizim ¢alismamizda da sigara dumanina
maruz kalan grubun idrar kotinin ve idrar kotinin/kreatinin diizeyleri, sigara dumanina maruz
kalmayan gruba gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu sonuglar daha once yapilmis benzer
caligmalarla uyumluydu. (133, 134, 135).

Zalata A. ve ark. 1-8 yas arasindaki ¢ocuklarda yaptiklar1 klinik bir ¢alismada, sigara
dumani maruziyetinin oksidatif stresi arttirdigini, bunun da DNA hasarina neden oldugunu
gostermislerdir (9). Kosecik M. ve ark.’nin yaptig1 klinik bir ¢alismada ise pasif sigara igicisi olan
cocuklarda total lipid peroksidasyonunun arttigi gosterilmistir. Bunun da eriskin yaslarda ortaya
cikabilecek, patogenezinde ateroskleroz siireci olan 100’¢c yakin hastaligin sebebi oldugu

diistiniilmiistiir (136). Ayrica Bagkaran S. ve ark. yaptiklari bir bagka deneysel ¢aligmada da sigara
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dumani maruziyetinin, lipid peroksidasyonunu arttirdigi gosterilmistir (137). Bizim daha 6nceki
calismamizda da sigara dumanina maruz kalan grubun TOS ve OSI diizeyleri, sigara dumanina
maruz kalmayan gruba goére anlamli derecede yiiksekti. Sigara dumanina maruz kalan grupta
TOS ve OSI diizeylerinin sigara dumanindan etkilenmeyen gruba gore anlamli derecede yiiksek

olmasi bize artmis oksidatif stresin DNA hasarii tetikledigini diistindiirdii. (138)

Tiim oksidan maddeler direk ve indirekt olarak serbest radikallerin olusmasina neden
olur. Giiglii oksidan seviyenin olmasi antioksidan sisteminde asir1 tiikketimlere neden olur. Diigiik
antioksidan seviyenin olusmasi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Plazmada
bir¢ok antioksidan madde bulunmaktadir. TAS’ nin antioksidan sisteminin hepsini temsil ettigi
bildirilmistir (131,139). Aygigek A. ve ark. yaptiklari bir c¢alismada pasif sigara igici

konumundaki anneler ile onlarin bebeklerinde TAS nin diisiik oldugunugdsterilmistirdir (140).

Yilmaz G. ve ark. yaptiklart bir caligmada nonenzimatik antioksidan sistemin en 6nemli
ogelerinden olan vitamin A, vitamin C ve vitamin E seviyelerini, annesi sigara i¢en bebeklerde
icmeyenlere gore anlamli diizeyde diisiik saptamislardir (141). Jendryczko A. ve ark. sigaraya
maruz kalan okul ¢ocuklarinda yaptiklar1 bir ¢alismada, plazma vitamin E seviyeleri degismezken,
askorbik asit seviyeleri, sigaraya maruz kalan ¢ocuklarda belirgin olarak diisiik bulunmustur.
Plazma vitamin E seviyesi degismemesine ragmen sigaraya maruz kalan ¢ocuklarin eritrositleri,
sigaraya maruz kalmayanlara gore in vitro ¢cok daha kolay oksitlenmeye meyilli bulunmustur; bu
durum disaridan vitamin E verilmesiyle diizeltilebilmistir (142). Yildirim F. ve ark.’nin yaptig1 bir
calismada da cevresel tiitiin dumam maruziyetinde TOS ve OSI artmis bulunurken TAS diisiik
bulunmustur. (143). Bizim ¢alismamizda da ¢evresel tiitlin maruziyeti olan ¢ocuklarda antioksidan

savunmanin gostergisi olan TAS anlamli olarak diisiik bulunmustur.

Gilinlimiizde tiitlin tirinlerinin her kesimden insan tarafindan yaygin kullanimi vardir ve
bu durum bir pandemi olarak degerlendirilmektedir. Oksiiz A. ve ark ‘ nin yaptiklar1 calismada
cevresel tiitlin dumanina maruz kalan cocuklarin babalarinin kontrol grubuna gore egitim
seviyeleri anlamli oranda diisiik bulunmus (144). Bizim ¢alismamizda g¢evresel tiitiin dumanina
maruz kalan ¢ocuklarin baba ve annelerinin egitim diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik bulunmustur. Egitim seviyesi diisiik ebeveynlerin ¢ocuklarinin yaninda
daha sik sigara igtigi saptanmistir. Sigara kullaniminin toplumda hem egitimli ve hem de egitimsiz
kesimde yaygin oldugu disiiniildiigiinde egitim diizeyi yiiksek ebiveylerinin gocuklarin

bulundugu ortamdan daha uzakta tiitiin kullandiklar1 yorumu yapilabilir.
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Apopitoz embriyogenez asamasinda yanlis sekillenen hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
ve dokunun yeniden sekillendirilmesinde; daha sonraki asamalarda gelisim, homoestazin
saglanmas1 ve yaglanmada, tiim yasam siireci boyunca hasar gormiis, transformasyona ugramis,
enfektif olmus ve yasam siiresini doldurmus hiicrelerin elimine edilmesinde fonksiyon goren

programlanmis hiicre 6limiidiir.

Embriyolojik donemde el ve ayak parmak taslaklarinin arasindaki ara dokunun ortadan
kalkmasi, merkezi sinir sisteminin sekillenmesi, kan damarlarinin sayisinin azaltilmasi, fotusun
sexsual gelisimi sirasinda duktus sisteminin cinsel gerilemesi apoptoz ile gergeklesir. Postnatal
hayatta menstruel siklus sonunda korpus luteumun involusyonu, siitten kesilen disilerin meme
bezlerinde glandiiler dokunun kiigiilmesi apoptozis ile gergeklesir. Bunlarin diginda diyabet,
Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, bagisiklik sistemi hastaliklari, follikiiler atrezi, viral
enfeksiyonlar, tiimoér olusumu, AIDS, aterosklerozis, miyokard infarktiisii, organ
transplantasyonlari, oksidatif stres, alkolizm, X 1smlar1 ve radyasyona maruz kalma da canlida

apoptoza neden olan patolojik stire¢lerdir (145).

Apoptozis viicut dengesinin korunmasinda 6nemli bir yer olusturur. Tetiklenmis apopitoz
organ yetmezligine neden olurken, engellenmis apopitoz hiperplazi ve malignansi olusumu olarak
kendini gostermektedir. Programli hiicre Oliimiiniin aksamasi gelisimsel, otoimmun ve
norodejeneratif hastaliklarda ve kanser siirecinde biiyiik 6neme sahiptir (146). Apoptotik siirecte
anahtar rol oynayan esas proteinlerden kaspaz molekiilleridir. Kaspazlar, sistein proteazlardir ve
aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Hiicrede inaktiftirler, ancak proteolitik olarak
birbirlerini aktiflestirirler. Takriben 100 farkli hedef protein yapisini etkilereyek apoptoza neden
olurlar. DNA tamiri ve replikasyonu i¢in gerekli enzimleri inaktive edebilirler ve hiicre iskeletini

olusturan proteinlerinin morfolojisini etkilereyek hiicreyi 6liime gotiiriirler.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda bazi kanser hiicre hatlarinda kaspaz 3'iin belirlenebilir
limitlerin ¢ok altinda sentezlendigi ortaya konulmustur. Yapilan bir ¢alismada bunun nedeninin
kaspaz 3 genindeki (CASP-3) parsiyal delesyondan kaynaklandigi ortaya konulmustur (147).
Kanserin olusum nedenlerinden biri apoptozisi kontrol eden genlerin mutasyonu ve sonucunda da
kaspazlarin sentezinde azalma ya da hi¢ sentezlenememesidir. Olas1 kanser terapotik ajanlarinin

gelistirilmesi, bu enzimlerin sentezlerinin uyarilabilmesinin saglanmasi esasina dayanir.
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Sun H. ve ark. tarafindan hepatoselliiler karsinom hiicreleri ile yapilan ¢alismada, kaspaz
3 enzim aktivitesi olgiilmiis ve kanserli dokularda normal karaciger dokusuna oranla kaspaz 3
aktivitesinin diigik oldugu bildirilmistir. Kaspaz 3 ifadesindeki azalmanin hepatoselliiler
olusumunda etkili oldugu sonucuna varilmistir (147). Kismali G. ve Sel T. yaptiklar1 ¢alismada
hepatoselliiler karsinom hiicreleri paraquat ile oksidatif strese maruz birakilmis ve zamanla artan
kaspaz seviyelerini ve sonucunda olusan apoptozisi gozlemlemislerdir (148). Oksidatif stres ve

DNA hasari varliginda kaspaz kaskadi aktivlesmesi ile apoptozis artmaktadir.

Apoptozis siireci viicutta kanser 6nleyici bir mekanizma oldugu gibi kanser tedavisinde
kullanilan ilaglarin da etki mekanizmasinda yararlanilan bir durumdur. Kanser tedavisinde
kullanilan kemoterop6tik bir ajan olan etoposit DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda gorev
yapan topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek ¢ift zincir DNA kiriklar1 olusturur. Bu hiicrelerin
apoptozis mekanizmasi ile ortadan kaldirilmast malignansi tedavisinin bir pargasini

olusturmaktadir ( 149).

Sigara dumanindaki bilesenler oksidatif stresi arttirdigit ve DNA kiriklarimi tetikledigi
cesitli calismalarda gosterilmisdir. Akinct N. ve ark’1 yaptiklari bir ¢alismada pasif sigara igimine
maruz kalan c¢ocuklarda periferal kandaki lenfositlerden Comet yontemiyle DNA hasarini
arastirmiglar ve DNA hasariin arttigini tespit etmislerdir (150). Kilic M. yaptigi c¢alismada
cevresel tiitiin dumanina maruz kalan ¢ocuklarin periferik kan lenfositlerinde Commet assay
yontemi ile arastirdignt DNA hasar1 kontrol grubuna gore yiiksek bulmusdur (151). Pek ¢ok
caligmada sigara maruziyetinde gosterilen DNA hasar1 sonucunda artmis apoptozis beklenen bir
slirectir.  Sigara maruziyetinin  brongiyal epitel hiicrelerinde, fibroblastlarda, alveolar
makrofajlarda, plasentada ve endotel hiicrelerinde apoptozisi arttirdigt pek cok calismada

gosterilmistir (152-155).

Gilizel B. yaptig1 bir calismada cevresel tiitiin dumani maruziyeti olan c¢ocuklarda
apoptozis belirteci olan M30 ve M65 proteini ¢alismis. Cevresel tiitiin dumanina maruz olan
grupta M30 proteinin seviyesi diisiik bulunurken, M65 proteinin miktarinda iki grupta anlamli
fark bulunmamistir.M30 proteinin sadece apotozisi gosterirken M65 proteini apoptozis ve
nekrozisten sorumludur. Cevresel tiitin dumani maruziyetinde apoptozisin baskilandigindan

bahseden bu ¢alisma bizim ¢alismamiz sonuglari ile gelismektedir. (156)

46



Ozan E. ve ark.’nin bir ¢aligmasinda g¢evresel sigara duman1 maruziyeti olan gruptaki
bireylerinin trakea limeninde epitelyal hiicre dokiilmelerine, trakea epitelinde apoptozise giden
hiicrelere, aktive olmus graniillii hiicrelere rastlamiglardir. Sigara dumaninin yol agtig1 hipoksiye
bagl olarak epitel tabakasindaki graniillii hiicrelerin aktivasyonunu ve epitelyal hiicrelerdeki
apoptozisin indiiklendigini saptamislardir (157). Diindar S. ve ark’nin yaptiklar1 ¢alismada
cevresel sigara dumani maruziyeti olan ratlarin retina ve koroid dokusunda kaspaz 3 diizeyi
anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Boylece sigara dumaninin makula dejenerasyonu ve diger
retinal hastaliklarda risk faktorii oldugundan bahs ediyorlar (158). Yapilan bir baska ¢alismada ise
Wang ve arkadaslar1 sigara dumaninin endotel hasarina neden oldugunu, bunun sonucunda p 53
yolagi ile kaspaz 3 diizeyinin arttigini 6lgmiislerdir. Olusan endotel hasarinin damar duvarinda
vaskiiler kdkenli pek cok hastalik olusmasinda zemin hazirladig gibi aterosklerozu da arttirdigin
gostermiglerdir (159). Wu-Hsien kuo ve ark.‘nin yaptigi baska bir ¢alismada sigara dumanina
maruz kalan deney farelerinin akciger dokusunda apoptozisin artmis oldugunu tespit etmislerdir
(160). Sigaranin maruziyetinde artan apoptozis maligniteyi onleme amagli oldugu gibi kronik

stirecte akciger dokusunda harabiyete yol agarak hasari arttirdigini tahmin etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda g¢evresel tiitiin dumanina maruz kalan grupta kaspaz 3 ve kaspaz 7
seviyeleri sigara dumanina maruz kalmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu. Tiitlin dumanina maruz kalan grupta kaspaz 3 ve kaspaz 7 sevilerinin anlaml
derecede yiiksek olmasi apoptozisin DNA hasar1 olusmus hiicreleri ortadan kaldirmak amaciyla
arttigina isaret ediyor. Artan oksidatif stres ve DNA hasarinin neden oldugu malignite riski

tastyan hiicrelerinin apoptozis ile ortadan kaldirilmaya ¢aligilmasini anlamli buluyoruz.

Sonug¢ olarak g¢aligmamiz bildigimiz kadariyla bugiine kadar sigara dumanina maruz
kalan ¢ocuklarda apoptozis siirecini kaspaz 3 ve kaspaz 7 belirteglerini kullanarak degerlendiren
ilk ¢aligmadir. Sigara dumanina maruz kalan c¢ocuklarda kaspaz 3 ve kaspaz 7 belirteclerinin
anlaml1 diizeyde yiiksek bulunmasi, viicudun cevresel tiitiin dumanina maruziyetine karsi kendini
savundugunu gostermektedir. Cocuklarin cevresel tiitiin dumanina maruziyetinin objektif bir
gostergesi olan kotinin ve kotinn/kreatinin seviyesi de tespit edilen etkilerin giivenirligini
saglamas1 agisindan degerlidir. Bununla birlikte, bu konuda, uzun dénemli ve daha genis ¢cocuk

popiilasyonlu farkli yontemler ile caligmalara gereksinim oldugunu kaanatinday1z..
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6. EKLER

6.1. Anket Formu

Goriisme Yapilanin Arastirmaya Katilacak Cocuga Yakinlik Derecesi:
Anne Baba Diger Ebeveyn (ise agik¢a belirtiniz: ..................... )
Adi ve Soyadu:

Cocugun Ad1 ve Soyadi:

Gorisme Tarihi: Telefon:
Boy: Kilo:
Akraba evliligi: 1. derece 2. derece 3. derece Yok

1- Cocugun yast:

2- Cocugun cinsiyeti:

3- Kardes sayist:

4- Annenin 6grenim durumu: 1. Okur-yazar degil 4. Ortaokul mezunu
2. Okur-yazar 5. Lise mezunu
3. llkokul mezunu 6. Universite-yiiksekokul mezunu

5- Babanin 6grenim durumu: 1. Okur-yazar degil 4. Ortaokul mezunu
2. Okur-yazar 5. Lise mezunu
3. Ilkokul mezunu 6. Universite-yiiksekokul mezunu

6- Annenin isi: 1. Ev hanimi 2. Gelir getiren bir iste ¢alistyor

7- Babanin isi:

8- Ailenin aylik ortalama geliri kag TL?

1- 500 veya altinda 2-501-1000 TL 3-1001-1500 TL
4-1501-2000 TL 5- 2000 ustu
9- Cocuga hamile iken sigara igme durumu: 1. Hi¢ igmemis 2. Diizenli kullanmig

3. Yaninda siirekli sigara i¢ilmis 4. Ara sira igmis
10- Yasanilan evin tipi: 1. Apartman dairesi 2. Gecekondu
11- Evde yasayan kisi sayist:
12- Cocugun bulundugu ortamda sigara igme durumu: 1. Kesinlikle i¢ilmez
2. Araswraigilir 3. Balkonda ya da evin diger boliimlerinde sigara aciliyor
- Sadece anne: ....tane/giin
- Sadece baba: ....tane/giin
- Her ikiside: ....tane/giin
- Diger: ....tane/giin
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14- Evinizin 1sitma sistemi nedir?

1- Komiir sobast ~ 2- Odun sobasi 3- Dogal Gaz 4-Elektrikli 1s1tic1

5- Merkezi Kalorifer 6- Kat Kaloriferi 7-Diger (belirtiniz.................... )
15- Sizce ¢ocugunuz herhangi bir sekilde sigara dumanina maruz kaliyor mu?

1- Evet 2- Kesinlikle hayir 3- Bilmiyorum/ herhalde oluyordur
16- Cocugunuzun siirekli kontrol gerektiren veya siirekli ilag kullanimi1 gerektiren bir

hastaligr var m1?  1- Yok 2-Var oo
17- Cocugun anne, baba ve kardeslerinde siirekli kontrol gerektiren veya siirekli ilag ku

kullanim1 gerektiren bir hastaligi var m1? 1- Yok 2-Var...........................
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