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OZET

SIGARAYA MARUZ KALAN PASIF iCIiCI DURUMUNDAKI
COCUKLARDA IDRAR KOTINININ VE APOPTOZIS BELIRTECI
OLAN SERUM M30, M65 PROTEINLERININ SEVIYELERININ
ARASTIRILMASI

Dr. Biilent GUZEL
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1 Uzmanlik Tezi

Amagc: Sigaraya maruz kalma; hem yayginligi hem de 6nlenebilir olmas: halk saglig:
bakimindan olduk¢a Onemlidir. Risklerini tanimlamak ve sigara karsit miidahalelerin
yararlarim1 saymak i¢in pasif sigara i¢ciminin kesin biyokimyasal Olglimlerine gerek vardir.
Sigaraya maruz kalmig sigara igmeyen kisilerde ve aktif sigara icicilerinde kotinin nikotinin en
onemli ve en gilivenilen biyomarkeridir. Sigara i¢imi sirasinda ¢ok sayida serbest radikal ve
reaktif oksijen iriinleri aciga cikmaktadir. Sigara icimi veya maruziyetinin DNA hasari
tizerine ¢alismalar yapilmis, sigaranin ¢ocuklarda pasif i¢icilige bagli DNA hasarina yol agtig1
kesin olarak gosterilmistir. Sigara i¢imi veya maruziyetinin olusturdugu agir DNA hasarlari
hiicrenin apoptozis siirecini degistirebilir. Apoptotik veya proliferasyon halindeki hiicrelerden
sitokeratinler (CK) salgilanir. CK-18 molekiilii kaspazlarla aspartat-238 ve aspartat-396
noktasinda boliinebilir. CK-18’in aspartat 396’da boliinmiis fragmanini taniyan antijene M30
belirteci denilir. Bununla beraber M65 belirteci genel olarak hem saglam CK-18 hemde
bolinmiis CK-18 ile iligkilidir. M30-M65 belirtegleri apoptozis siirecini gosteren markerlardir
ve bu belirtecler kantitatif olarak olgtilebilir.

Bu ¢alismada amacimiz sigaraya maruz kalan ¢ocuklarda kotinin diizeyi 6l¢iilerek
maruziyet derecesini belirlemek ve maruziyet derecesiyle apoptozis belirtegleri olan m30 ve

m65 arasindaki iligkiyi belirleyerek sigaranin apoptozis tizerindeki etkisini ortaya koymaktir.

Yontem: Calismaya toplam 79 c¢ocuk alindi. Calismada sigara maruziyetini
degerlendirmek i¢in anket ve idrar kotinin seviyelerinin tespiti yapilmistir. Cocuklarin

idrarindan kotinin kemiliiminesan yontemiyle, periferik ven6z kandan apoptozis belirteci olan
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M30 ve M65 incelemesi (ELISA) i¢in kan oOrnekleri alinacaktir. SPSS 20 kullanilarak

istatistiksel analizler yapildi. P degerinin <0,05 olmas1 anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular: Ortalama idrar kotinin diizeyi sigaraya maruz kalan grupta sigaraya maruz
kalmayan gruba goére anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,01). Serum M30 diizeyleri maruz
kalan grupta sigaraya maruz kalmayan gruba gore anlamli derecede diisiik bulundu (p=0,01).
Serum m65 degeri iki grup icin anlamli degildi (p=0,1). Ortalama kotinin diizeyi ile M30
r=0,25 (p=0,02) ve M65 1=0,16 (p=0,15) diizeyleri arasinda korelasyon bulunmadi.

Sonuc¢: Calismamizda sigaraya maruz kalan pasif icici durumundaki c¢ocuklarda
apoptozis belirteci olan M30 diizeylerinin sigaraya maruz kalmayan cocuklara gore diisiik
olmas1 sigaraya maruz kalanlarda apoptozisin inhibisyonu seklinde yorumlanabilir. M65
diizeyinin iki grup arasinda anlamli olmamasi hiicrenin nekrotik ve otofajik 6liim moduna etki
etmedigini diisiiniiyoruz. Calismamizda sigara dumanina maruz kalan pasif i¢ici durumundaki
cocuklarda maruziyet derecesinin objektif bir kriteri olan idrar kotinin diizeyi kullanilmistir.

Anahtar kelimeler: Pasif sigara, ¢ocuk, kotinin, apoptozis, M30, M65.
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SUMMARY

THE EVALUATION OF THE URINE COTININE LEVEL WITH
SERUM M30 AND M65 WHICH INDICATIVE APOPTOSIS LEVELS IN
SMOKE EXPOSED CHILDREN

Biilent GUZEL, MD
Speciality Thesis, Department of Pediatrics

Aim: Exposure to cigarette smoke important topic because of it’s prevelance and
preventability. Certain biochemical measurements are needed to identify the risks and to
count benefits of antismoking interventions. In people who have been exposed to cigarette but
not smoking and in active smokers, cotinine is the most important and most trusted
biomarker of nicotine. During smoking so many reaktive oxygen products and free radicals
are formed. Studies have been done to show smoking or cigarette smoke exposure’s effect of
DNA damage, it has been shown certainly passive smoking leads DNA damage in children.
Severe DNA damage which induced smoking or exposure of smoking lead cells to death by
activating the cell's apoptotic path. M30 and M65 proteins that are markers of apoptosis.
Severe DNA damage which is formed by smoking or exposure to cigarette can modify the
process of apoptosis. Cytokeratins are secreted by apoptotic cells.CK-18 molecule can be
divided with caspase in aspartate-238 and aspartate-396 point. CK-18 fragment that aspartate
396 divided antigen marker is called M30. However,M65 marker,in general,is associated with
both solid CK-18 and divided CK-18. M30-M65 markers indicates the progression of

apoptosis and these markers can be measured quantitatively.

In this study our aim is, measure the cotinin levels in children who exposed
cigarette, determine the degree of exposure, relationship between the degree of exposure and
m30 and m65 proteins that are markers of apoptosis and assess the effects of smoking on

apoptosis.
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Method: In this study we include 79 children. The study have been made to evaluate the
cigarette exposure and to determine the urine cotinine level. Urine cotinine level of children
studied with chemiluminescence method, serum M30 and serum M65 looked from peripheric
venous blood with an. For statistical analysis the SPSS 20 is used. The p < 0,05 were

accepted significant.

Results: Mean urine cotinine levels in the group exposed to cigarette smoke exposure
were found to be significantly higher than the other group. Serum levels of M30 (p=0,01) in
the group exposed to smoke exposure was significantly lower than the other group. M65
levels between two groups are not significan (p=0,1). M30 r=-0,25 (p=0,02) and M65 1=-0,16

(p=0,15) with average cotinine levels were not correlated.

Conclusion: In our study , m30 protein levels in children who are passive smoker is
lower than the children without cigarette exposure. This can be interpreted inhibition of
apoptosis in children with cigarette exposure. We think that no significant M65 level between
two groups is lack of effect for cell death mode. In our study urinary cotinine levels are used
which is an objective criterian of the exposure degree in children who exposed the cigarette

smoke.

Keywords: exposure to smoke, child, cotinine, apoptosis, M30, M65.
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1. GIRIS VE AMAC

Cevresel tiitiin dumani1 (CTD); her yerde karsilasilabilecek ve oldukga yiiksek oranda
insan saglig1 i¢in zararh bir kirleticidir. Cevresel tiitiin dumanina maruziyet; hem yayginligi
hem de Onlenebilir olmast bakimindan olduk¢a Onemlidir. Annenin gebeliginde sigara
kullanmasinin, gebelige bagli komplikasyonlar riskini artirmasi, intrauterin gelisme geriligi
gibi hem anne hem de ¢ocuk agisindan zararli sonug¢lar dogurdugu, sigara i¢iciliginin g¢esitli
organlarda malignitelere neden olabilecegi ve diger bir¢cok yan etkisi oldugu bilinmektedir(1).
Cevresel tiitin dumanina maruziyet diisiik diizeyde olsa bile c¢ocuklarda solunumsal
problemler (astim ve benzer hastaliklar), ani ¢ocuk 6liimii sendromu, diisiik dogum agirligs,
lipid profilinde bozulma ve hemoglobin konsantrasyonunda azalma gibi zararli etkiler
goriilebilir (2,6). Cevresel tiitiin dumaninin 4000’den fazla bilinen kimyasal bileseni tespit
edilmis ve onlar eksojen olarak yliksek miktarda serbest radikal olusumuna neden olurlar (7).
Cevresel tiitin dumanina maruz kalmis kisilerde ve aktif sigara igicilerinde nikotinin en

onemli ve en giivenilen biyomarker1 -kotininindir (8).

Cocuklarda pasif sigara igiciligi; yol agtigi diger saglik sorunlarinin yani sira,
genotoksisiteye bagli potansiyel kanserojen etki bakimindan da hayati 6nem tasir (9).
Mutajenik etkinin hassas gostergesi olan DNA hasari, ileride bu kisilerde kanser gelistirme
riskinin daha yiiksek olmasi bakimindan dikkat ¢ekicidir (10). Sigara i¢cimi veya sekonder
maruziyetinin DNA hasar1 {lizerine ¢aligsmalar yapilmis olup, sigaranin ¢ocuklarda pasif
iciciligine bagli DNA hasarina yol agtig1 kesin olarak gosterilmistir (11). Sigara i¢cimi veya
sekonder maruziyetinin olusturdugu agir DNA hasarlar1 hiicrenin apoptozis dogal siirecini
degistirebilir. Hiicredeki DNA hasar1 tamir edilemezse kalict mutasyona ve sonug¢ olarak
genomik kararsizliga, yaslanmaya ve maligniteye neden olabilir. Hasarlanmis DNA’nin
onarim siirecinin tam olarak saglanamamasi, kanser patogenezinde ¢ok 6nemli bir faktordiir

(12, 13, 14).

Apoptozis iglevini yitirmis, yaslanmig, diizensiz gelismis, DNA’sinda hasar olugsmus
ve kontrolsuz ¢ogalan hiicrelerin emniyetli bir sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik
olarak aktarilan programlanmis hiicre 6liimidiir. Bununla beraber fizyolojik hiicre 6liimii
veya hiicre intihar1 da denilmektedir. Hiicre dogar belli bir siire yasar ve sonra oliir. Bu son

mekanizmaya apoptozis denir (15).



DNA’sinda herhangi bir sebep ile hasar olusan hiicreler apoptozis yolu ile ortadan
kaldirilir. Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar malignite gelisimine potansiyel
sebep olabilecekleri i¢cin bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile o6ldiiriilmesi onemlidir
(16,17).Apoptotik veya proliferasyon halindeki hiicrelerden sitokeratinler (CK) salgilanirlar
(18).CK proteinlerinin kaspazlarla parcalanmasi hiicrede apoptotik cisimciklerin olusumunu
kolaylastirir ve apoptotik sinyalleri arttirir. Invitro ¢alismalarda CK-18’in apoptozis sirasinda
kaspaz ile sindirilmesi sonucunda olusan fragmentlerinin ekstraselliiler sahaya salindigi

gosterilmistir (19).

Apoptozis sirasinda CK-18 molekiilii kaspazlarla aspartat-238 ve aspartat-396
noktasinda boliinebilir. CK-18’in aspartat 396’da boliinmiis fragmanini taniyan antijene M30
belirtecidenilir ve bu belirte¢ kantitatif olarak Olgtilebilir. Bununla beraber M65 belirteci hem
saglam CK-18’1 hemde bolinmiis CK-18’1 6l¢mektedir. Boylece CK fragmanlarinin

antijenleri apoptotik siirecin belirtecleri olarak kullanilabilir (20,21).

Bu calismada amacimiz c¢evresel tiitiin dumanina maruziyet derecesini objektif
gostergesi olan kotinin diizeyini 6lgmek ve ¢evresel tiitlin dumanina maruziyet derecesinin
apoptozis belirtegleri olan M30 ve M65 arasindaki iligkiyi belirleyip, boylelikle ¢evresel
titin dumanma maruz kalmanin apoptozis siirecine etkileyip etkilemedigini ortaya

koymaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diinya’da ve Tiirkiye’de Sigara

Cevresel tiitlin dumanina maruz kalma; hem yayginligi hem de 6nlenebilir olmasi
bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Cevresel tiitiin dumani igerdigi zehirli maddelerin miktar ve
cesitliligi, kullanim siklig1 ve siiresinin yol agtifi sorunlarla iligkisi,bu sorunlarin halk
sagligin tehdit eden boyutlar, yaptigi bagimhilik tiirii ve tedavi segenekleri, onlenebilir
6liim nedenlerinin arasinda yer almasi, sigara kullanicis1 disindakileri de tehdit eden zararli
etkileri hakkinda ¢ok sayida ayrintili incelemeler yapilmis, yorumlarda bulunulmustur (22,
23). Bununla birlikte sadece sigara icenler hastalanip 6lmemektedir, sigara icmeyenler de
cevresel tiitin dumani ile kirlenen havayr soluyarak hastalik ve o©lim riski altinda

kalmaktadirlar.

Tiirkiye’de yetiskinler arasinda sigara i¢cim orani son yillarda 6nemli dl¢iide azalmstir.
The Global Adult Tobacco Survey (GATS) ‘in verilerine gére bu oran 2008 de % 31.2 (16
milyon) iken, 2012 yilina geldigimizde ise bu oran %27.1 (14.8 milyon)’a gerilemis. Bu hizli
azalmaya ragmen Tiirkiye’deki yetigkinlerin %25°den fazlas1 halen sigara kullanmaya devam

etmektedir (24).

Pasif sigara i¢imi; kisilerin sigara igilen bir ortamda istemsiz olarak tiitiiniin yanma
irtinlerini soluyarak maruz kalmasi olarak tanimlanmaktadir (25). Pasif sigara i¢imi; ¢evresel
tiitin dumani maruziyeti, ikinci el sigara icimi ya da edilgen sigara i¢imi olarak da

isimlendirilmektedir (26, 27).

Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) erigkinlerin %26,5'1 sigara igerken, 2 ay-11 yas
aras1 ¢ocuklarin %43'intin evinde en az bir sigara igicisinin bulundugu bildirilmektedir.
Gelismis tilkelerde sigara i¢cimi azalma egilimindeyken, gelismekte olan iilkelerde artma

egilimdedir (27).

Tiirkiye’de 2012 Aralik ayinda yapilan Kiiresel Yetiskin Sigara Arastirmasina gore, 15
yas ve ustll kisilerin %27’si sigara igmektedir. Sigara kullanimi 25-34 ve 35-44 yas arasi
insanlar da daha yaygindir; 25-34 yas grubunun %34,9°1 ve 35-44 yas grubunun ise %36,2 si
sigara ictiklerini soylemislerdir (28). Saglik Bakanligt Madde Bagimliligi Sube Midirliigii
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tarafindan yapilan "Tirkiye Kiiresel Genglik Tiitiin Arastirmasi-2003" calismasina gore, her
10 6grencinin 8’inin (%81,6) evde, %85,9’unun toplu bulunulan yerlerde sigaradumanina

maruz kaldig1 saptanmistir (29).

Avrupa Titliin Kontrolu Raporuna gore 2008-2010 yillar1 arasinda Tiirkiye’deki
yetigkin yas grubunda sigara kullanim prevalansi %31°dir (30).

Tiurkiye’nin de bulundugu, ¢ok sayida gelismekte olan iilkelerde sigara dumanina
maruziyetini 6nlemek ve sigara tiikketimini azaltmak amaciyla bir takim yasal diizenlemelere
gidilmistir. Ornegin, tilkemizde 4207 Sayili Kanun geregince, “kapali mekanlarda tiitiin ve
titin mamullerinin icilmesi yasaklanmis olup, 5326 sayili Kabahatler Kanununun 39.
Maddesine gore kamu hizmet binalarinin kapali alanlarinda tiitiin mamulii tiiketen kisiye idari

para cezasi verilmesi” hitkkme baglanmistir (31).

Giin gegtikce bu konudaki girisimlerin boyutu da giderek artmaktadir. S6z konusu
diger diizenlemeler ile birlikte, 4207 Sayili Kanunun kapsam1 daha da genisletilerek, okul,
dershane ve kurslarin acik alanlari ile lokanta, kahvehane, kafeterya gibi yerlerde sigara
igimini yasaklayan "5727 Sayili Tiitiin ve Tiitiin Mamullerinin Zararlarinin Onlenmesine Dair
Kanunda Degisiklik Yapilmas1 Hakkinda Kanun" Resmi Gazete’nin 19 Ocak 2008 sayisinda
yayimlanmigtir. Kanun, yayim tarihinden itibaren 4 ay sonra yliriirliige girmis; lokanta,
kahvehane, kafeterya gibi yerlerdeki sigara yasaginin uygulanmasi ise 18 ay sonra baglamistir

(32).

2.2. Cevresel Tiitiin Dumanin Tanimlanmasi ve Bilesenleri.

Pasif igicilerin maruz kaldig1 sigara dumanina “gevresel tiitiin dumani” denilir.
Cevresel tiitiin dumaninin 4000°den fazla bilinen 6gesi vardir ve eksojen etken olarak viicutta
yiiksek miktarda serbest radikal olusumuna neden olmaktadir (7). Cevresel tiitiin dumaninin
bilesimi, sigaranin hammaddesi olan tiitiiniin bilesimiyle ayn1 degildir. Bu, tiitiiniin yanmasi
sirasinda igerdigi kimyasallarin kismen ya da tamamiyla bagka bilesiklere doniismesi ile
iligkilidir. Cevresel tiitiin dumanin bilesimi, sigaranin filtreli olup olmamasina, sarildigi
kagidin hammadde 6zelliklerine, kagit ve tiitiiniin nem derecesine, sarilma teknigine, nefes
cekme sikligina, derinligine, yanma hizi ve sicakligina ve benzeri ¢ok sayida faktoére baglh

olarak degisir. Sigara dumaninin 4 6nemli bileseni; nikotin, karbonmonoksid, katran fazindaki
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karsinojenik maddeler ve bu fazdaki irritanlar olmak iizere tiitiiniin toksisitesinde 6n plana

cikmaktadir (33).

Nikotin, Nicotiana tabacum bitkisinin tiitiin olarak bilinen kurutulmus yapraklarinda
bulunan bir ¢esit alkaloiddir. i1k kez Amerika kitasinda yetistirilmesinden sonra 16. yiizyilda
Avrupa kitasina ve daha sonra diinya tizerindeki diger cografyalara yayilmistir. Sigara i¢in
kullanilan tiitin % 0,5- 3 oraninda nikotin ihtiva eder. Kimyasal yapisi; N- metil pirolidin

halkas1 ve piridin halkasindan olusur (34, 35).

Cevresel tiitiin dumamni iki ana bilesenden olusur;
1. Sigara igenin nefesiyle ortaya ¢ikan duman - “ana akim”
2. Yanan bir sigaranin ucundan ¢ikan ve pasif i¢icilerin en ¢ok maruz kaldiklar1 duman

- “yan akim”

Sigara dumanina maruz kalan bir pasif i¢ici kansere yol acan 250'den fazla maddenin
yani sira iireme ve gelismeye karsi toksik etkili en az 6 maddeye de maruz kalmaktadir.
Sigara dumaninin yarattig1 hava kirliligi dizel motorlu bir aracin yarattig1 hava kirliliginden
10 kat daha fazladir. Bilimsel kanitlar ¢evresel tiitiin dumanina maruziyetin giivenli herhangi
bir seviyesi olmadigin1 kesin olarak gostermistir. Sigara dumanindan %100 arindirilmamis bir

ortam ¢ocuktan eriskine maruz kalan herkeste ciddi hastaliklara yol agmaktadir(36).

Islem gérme acisindan ana akim, biri duman-gaz fazi digeri de tanecikli madde
(katran) olmak tizere iki kisimdan olusmaktadir (37).Yan akim dumani (YAD) olusurken
yanma 1s1s1 daha diisiik oldugu i¢cin YAD'nda ana akim dumanina (AAD) gore ¢ok daha fazla
kimyasal madde mevcuttur, 6rnegin hayvanlar i¢in karsinojenik oldugu kesin gosterilmis olan
nitrosodimetilamin’in yan akim dumaninda ana akim dumanina gére 20-100 kat daha fazla
bulunmaktadir (38). Yapilan g¢alismalar sigara dumaninda YAD'min AAD'ma gore daha
tehlikeli oldugunu gostermektedir. AAD ve YAD nikotin bilesikleri de farklidir. AAD'nda
nikotin partikiil fazindayken, ¢evresel sigara dumaninda (CSD) s1v1 fazdadir. Diger bir 6nemli
fark ise CSD'nda partikiillerin boyutunun (0,01-1,0 um) ana akim dumanina (0,1-1,0 um) gore
daha ufak olmasidir (39).

Cevresel tiitin dumaninda nikotin, nem ve karbonmonoksid hari¢ geri kalan

maddelerin timiiniin belirgin karsinojenik etkileri vardir. Cevresel tiitiin dumanin katran fazi
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olarak adlandirilirlar ve iceriginde aromatik nitrozaminler, aromatik aminler, polisiklik
hidrokarbonlar gibi ¢ok sayida bilesim bulunur. Bu tiir maddelerin icerisinde kanserojenik
etkisinin belirgin oldugu iyi bilineni, sigara icilmesi sirasinda yanma sonucu olustugu
distintilen ve tiitiinespesifik 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 (34, 35, 40).

Cevresel tiitin dumanindaki malignitelerle iligkili maddelerden bazilar1 sunlardir:
Arsenik, Benzen, Krom, Nikel, Vinilklorur, 4-aminobifenil, Benzo(a)piren, Kadmiyum,
Formaldehit, Ortotoluidin, N-Nitrozodietilamin, Asetaldehitdibenzopiren, Parakrezol, N-
Nitrozometiletilamin, N-Nitrozonornikotin, N-Nitrozopiperidin, N-nitrozopirolidin (40).
Cevresel tiitlin dumaninin maligniteefektidisindaki diger hasarlayic1 etkilerine yol acan
maddeler: Nikotin, Karbonmonoksit, Azotoksitler, Amonyak, Hidrojensiyanur, Akroleindir ve

digerleri...

2.3. Pasif Sigara I¢iciligi ve Cocuklarda Olusturdugu Riskler

Sigara i¢imi yalniz i¢cene degil, ayn1 ortamda bulunan diger insanlara da zarar vermesi
ve bu durumdan en ¢ok ¢ocuklarin etkilenmesi bakimindan 6nemli bir halk saglig1 sorunudur.
Kendisi sigara igmedigi halde isyerinde, insanlarin toplu olarak bulunduklar1 kapali yerlerde
ve evde sigara igen kisilerin dumanina maruz kalarak bu dumanda bulunan tiim zararh
maddelerin solunmas1 “pasif i¢icilik” olarak tanimlanabilir. Bu tanimlamanin diger bir sekli
de c¢evresel sigara dumani (environmental tobacco smoke- ETS) olarak bilinir. Sigara i¢enin
nefesini vermesiyle digariya saldigi dumana ve i¢ine ¢ekmeler arasi kiil tablasinda yanik halde
duran sigaranin kapali mekana tiiterek saldigi dumana “ikinci el duman” denir. Pasif igicilik,
filtreli ya da filtresiz duisiik katranli ya da dusiik nikotinli sigara dumanina maruz kalma,
dumanin orani, kapali yerin boyutu, solunan miktar, maruz kalma suresi gibi ¢ok degisik
faktorlerden etkilenmektedir. Pasif igicilik, aktif sigara i¢ene gore daha az siddette ama,

benzer kronik saglik sorunlarina yol agabilir (22, 34, 42, 43, 44).

Diinyadaki tiim ¢ocuklarin yaklasik %40’1(tahminen 700 milyon ¢ocuk) evde sigara

dumanina maruz kalmaktadir (45). Cevresel sigara dumaninin diinyada yilda 600 bin erken
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Olime neden oldugu sanilmaktadir (46). ABD’nde her yil sigarayla ilgili tiim olimlerin
yaklasik %11°1 (takriben 50 bin 6liim) ¢evresel sigara dumanina baglanmaktadir (47). Avrupa
Birliginde (AB) isyerinde sigara dumanina maruziyetin yilda 7600 6lime neden oldugu
tahmin edilmekte olup evdeki maruziyetin de ilave edildiginde 72100 6liime neden oldugu

bildirilmektedir (48).

ABD Saglik Bakanligi’na bagli ¢alisan Ulusal Toksikoloji Programi Kurumu 2002
yilinda yayimlamis oldugu 10. Ulusal Raporunda “ikinci el dumanin da kanserojen oldugunu”

bildirmistir (49).

Cocuklarin, anne ve babalarinin igtikleri sigaranin dumanina maruz kalisi, bazen
cocuk daha anne karninda iken baslayabilmektedir. Fetal kayip olarak tanimlanan,20 haftalik
dogum haftasindan 6nce, spontan abortus rélatif riski hamilelik esnasinda sigara i¢enlerde 1/3
oraninda fazla kaydedilmis (50). Annenin sigara i¢mesi ile birlikte olan riskler preterm
dogum, intrauterin gelisme geriligi (IUGG), diisiik dogum agirhigy, perinatal ve neonatal 6liim

orant, ani bebek 6liim sendromu (ABOS) ve muhtemelen konjenital malformasyonlaridir (51).

Sigara igenlerde icmeyenlere gore preterm dogum rolatif riski 1,2-1,6 aras1 fazladir.
Hamilelik esnasinda sigara igen kadinlardan dogan bebekler tipik olarak i¢meyenlerden
doganlardan 200-250 gram az agirlikla dogarlar (52). Annenin sigara igmesi durumunda
ABOS riski 2,3 kat, hem annenin hem babanin sigara igmesi durumunda 3,5 kat arttig1

saptanmistir. Bebegin sigara i¢en annenin yaninda yatmas1 ABOS riskini arttirmaktadir (39).

Cocukluk caginda g¢evresel tiitin dumanma maruz kalma astim, otitis media, st
solunum yolu enfeksiyonu, azalmis pulmoner fonksiyonlar, nérogelisimsel gecikmeler,
davranig problemleri ve okul basarisinda azalma riski ile beraberdir (47,48). Cevresel tiitiin
dumanina maruz kaldig1 i¢in yilda 300000-1500000 civarinda ¢ocugun alt solunum yollari
enfeksiyonu geeirdigi ve 200000-1000000 ¢ocukta da astim ataklarinin sikliginin ve
siddetinin arttig1 bildirilmistir (55).

Cevresel tiitiin dumanina maruziyet ve astim, 0-5 yaslar1 arasinda 4331 c¢ocugun
degerlendirildigi bir ¢alismada incelenmis. Anneleri giinde en az yarim paket sigara icen
cocuklarda astim goriilme riskinin toplam 2,1 kat daha fazla oldugu; ilk yasta ise bu riskin 2,6

kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada sigara kullanimi ve atopi iligkisi de
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gosterilmigtir; anneleri sigara igen cocuklarda cilt testlerinde alerjik durum daha sik
saptanmis; ebeveynleri sigara icen erkek cocuklarin kan IgE ve eozinofil diizeyleri daha
yiiksek bulunmustur (56). ABD'nde bebeklerde goriilen pnomoninin  %50'sinin nedeninin

pasif sigara dumanindan etkilenme sonucunda gelistigi tespit edilmistir (57).

Anne-babanin sigara icmesi ¢ocukta otitis media riskini artirmaktadir. Pasif igici olan
alt1 aylik bebekler ortalama 7,1 ser6z otitis media atagi gecirirken, yaninda sigara i¢ilmeyen
bebekler ise 5,8 atak gecirdigi goriilmiistiir. Ser6z otitis media, sigara dumanima maruz
kalmayanlarda 19 giinde iyilesirken pasif icicilerde ise 28 giindeiyilesmektedir (58). Cevresel
titlin dumanina maruziyet ¢ocuklarda allerjik rinit belirtilerini artirmakta, allerjik riniti

olmayan c¢ocuklarda ise burun tikanikligina yol agarak uyku kalitesini bozmaktadir.

Sigara dumanina maruziyet derecesi ile akciger fonksiyonlarinin azalmasi iliskili
bulunmustur. 21 ¢alismanin yapilan bir meta analizinde FEV1°de %1,4’liik, orta ekspiratuar
akim hizinda %5’lik ve son ekspiratuar akim hizinda %4,3’likk azalmaya neden oldugu

gortilmistiir (59).

Pasif i¢ici cocuklarda hastaneye yatmayi gerektiren ciddi enfeksiyonlarindaha da sik
oldugu gosterilmistir. Bir calismada 3-59 ay yas grubu ¢ocuklarda bu enfeksiyonlarin dort kat
fazla goriildiigii gosterilmistir (60). Ingiltere’de her yil 17000 c¢ocugun sigara dumanina

maruziyetine bagli olarak hastanelere yatirildig: bildirilmektedir (61).

Dogum oncesi sigaraya sekonder maruz kalan bebeklerde hiperaktivite, dikkat
eksikligi, heceleme, okuma ve matematik Ogrenilmesinde zorluklar gibi entelektiiel
gelisimlerin yetersizlikleri goriilebilir (62,63). Cocuklarin okul performansi ve zeka test
skorlar1 sigara dumani maruziyetine paralel olarak azalmaktadir. Baz1 caligmalarda sigara
icenlerden dogan cocuklarin digerlerine gore diisiikk zeka skorlart oldugu tespit edilmistir

(64,65).



2.4. Cevresel Tiitiin Duman1 Maruziyetinin Ol¢iimii

Cevresel tiitlin dumanina maruziyet 3 yontemle dl¢iilebilir:

1- Kisilerin maruz kaldig1 havadaki sigara dumani bilesenlerinin 6lgiilmesi (¢evresel
ol¢iim),

2- Anket veya gorlismelerde maruz kalmanin kisi tarafindan bildirilmesi yoluyla,

3-Maruz kalmis bireylerin viicudunda sigara dumani bilesenlerinin (biyomarkerlar)

konsantrasyon 6l¢timleri.

Sigara icilmesinin ve/veyagevresel tiitlin dumanina maruziyetinin kigisel bildiriminin
degerlendirilmesi ya yazili (kisinin doldurdugu anket) ya da sozli iletisim ile (kisisel
gorlisme) yapilmaktadir, bunlarin arasinda en sik kullanilan yontem anketlemedir. Anket
bir¢ok nedenden dolayr uygundur; maruz kalma bilgileri retrospektif olarak toplanabilir ki bu
durum havay1 kirleten konsantrasyonlar veya biyomarkerlarla ilgili elde 6l¢tim olmadiginda
degerlidir, uzun donemli maruz kalma ile ilgili bilgiler verebilir, fazla sayida kisiye
uygulanmasi1 pahali degildir ve bu nedenle genis c¢apli calismalar yapilabilir. Anketleme
yontemi bir¢ok sigaraya maruz kalma durumlarinin aragtirilmasinda basarili bir sekilde

kullanilmigdir (51).

Bu avantajlarina ragmen anket bilgilerine dayanilarak yapilan kisisel bildirimlerin
dogruluklar1 ile ilgili bazi1 kaygilar vardir. Bunlarin en ciddi olanlar;; dogrulama
standartlarinin  yoklugu, standartize edilmis anket yoklugu ve maruziyetin yanls
siiflandirilmis olmasidir. Anketle toplanan bilgilerde en sik yapilan hatalar; kisinin
maruziyetini dogru bir sekilde hatirlayamamasi, bilgi eksikligi, kasitli olarak yanlis bilgi
verme, pesin hiikiimli olma ve hafiza yetersizligi olabilir (70). Sosyal cazibenin fazla oldugu

durumlarda pesin hiikkiimliilik ¢ok yaygin olabilir (68).

Bebek ve c¢ocuklarda ¢evresel tiitin dumanina maruziyetin tasidigir risklerin
belirlenmesi ¢ogu zaman anne-babanin kisisel bildirimlerine dayanmaktadir (71). Annelerin
veya bakicilarin bebeklerin ya da ¢ocuklarin sigara tiiketimine maruz kaldiklarini inkar etme
veya oldugundan diisiik gosterme gayretleri cok kuvvetli olabilir (72). Anne-baba tarafindan
sigara dumanina maruziyetin gercek olandan az gosterilmesinin kullanilan yonteme

veanketlenme yapilan niifusun sosyoekonomik durumuna bagli oldugu diistiniilmektedir.



Risklerini tanimlamak ve sigara maruziyetine karst miidahalelerin yararlarim
belirlemek icin pasif sigara icimini yansitan kesin biyokimyasal ol¢timlerine gerek vardir
(36). ideal olarak sigara dumani1 maruziyetinin biyomarker: sigara yanmasina 6zel olmali ve
viicutta yar1 dmrii uzun olmalidir. Biyomarkerin diger 6zellikleri de sunlar olmalidir; 6nceki
maruziyetle iligkili olmalidir, saghga etkileri olan bir ajan olmali veya boyle bir ajanla
kuvvetle birlikte olmalidir, eser miktarlarda bile yiiksek dogrulukla tespit edilmelidir, doz

bagimli olmalidir, noninvazif metodlarla 6l¢iilmelidir ve testi pahali olmamalidir (66).

Cevresel tiitiin dumani maruziyetinin 6l¢iim aract kolay Olciilebilir olmali ve
maruziyetin biiyiikliigii, siiresi ve sikligini gostermelidir. Iyi bir 6l¢iim araci kaynagin giicii ile
degisebilmeli ve makul bir sonu¢ alinmasi i¢in basit ve dogru bir sekilde ol¢iilmelidir.
Cevresel tiitlin dumanina 6zel olmalidir. Diisiik konsantrasyonlarda bile hava veya biyolojik

numunelerde tespit edilebilmelidir (66).

Cevresel olgtimler sigara dumanindaki nikotin, partikiiller ve baz1 gazlar1 igermektedir.
Bunlar toplumsal hava 6rnekleme monitorleri ile veya kisisel 6rnekleme aletleri ile elde
edilebilirler. Bu metodlar suboptimal olup, monitdrler sadece kisa periyotlarda kullanilabilir
ve maruziyet derecesini tam yansitmayabilir. Ek olarak yapilan ¢evresel 6l¢lim viicuda ulasan
sigara dumaninin dozunu tam olarak yansitmayabilir, sigara dumanindan baska bilesiklerin

kaynaklar1 6l¢time karisabilir (67).

Biyokimyasal 6l¢timler ile kisisel bildirimleri dogrulandig1 calismalarin yapilan meta
analizinde sigara i¢ip icmemenin kisisel bildirimlerinin ¢alismalarin ¢ogunda genel olarak
dogru oldugu sonucuna varilmistir (68). Bununla birlikte bu irdelemelerde hamile kadinlarda
yapilan ¢alismalar hari¢ tutulmus, ctinkii hamile kadinlarin sigara igme durumlar1 sosyal
nedenlerle kabul edilebilir bulunmadigindan kisisel bildirimleri dogru sonuglar vermeyebilir
(69). Kisisel bildirimlerin dogrulugunu giiglendirecek diger faktorler goriismecinin uyguladigi
anketleme yoOntemi, gozlemsel c¢aligmalar, yetigkinler tarafindan yapilacak bildirimler ve

0zgiil bir biyomarker ile biyokimyasal dogrulamadir.

Yapilan c¢alismalarin ¢ogunda cocugun cevresel tiitiin dumanina maruziyetinin
ebeveynlerce bildirimleri ile idrar kotinini diizeyleri arasinda iyi uyum bulunamamistir. Anket

verileri ile c¢evresel tiitin dumani maruziyetinin prevalansi muhtemelen diisiikk tahmin
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edildiginden c¢evresel tiitiin dumanina maruziyetin objektif degerlendirilmesi gereklidir.
Bunlara ilaveten ebeveynden alinan bilgilere dayali anketlerin ¢ogu maruz kalmayan ve hafif
derecede maruz kalan ¢ocuklar1 dogru bir sekilde gostermemektedir. Ozellikle ¢cocuk niifusu
ve hamile kadinlar icin aktif ve pasif sigaraya maruziyetin daha dogru bir sekilde

degerlendirilmesi 6nemlidir (73).

Cevresel tiitin duman1 maruziyetinin biyomarkerlar1 herhangi bir viicut sivis1 veya
dokusundan sigara dumaninin icerdigi metabolitini 6lgen herhangi bir test ile belirlenir (68).
Cevresel tiitiin dumani maruziyetini 6l¢cen birka¢ muhtemel biyomarker 6ne siiriilmiis olup,
bunlar; karboksihemoglobin, tiyosiyanat, karbonmonoksit (CO), DNA ve protein

metabolitleri, nikotin ve kotinindir (75).

Biyolojik sivilarda tiyosiyanat ve karboksihemoglobin konsantrasyonlar1 sigara
dumanina maruz kalmanin ayrilmasinda yeterince spesifik veya sensitif degildir (76). MJ.
Jarvis ve ¢alisma arkadaslarinca yapilan bir ¢aligmada tiyosiyanat 6l¢timii ile sigara icenlerle
icmeyenler arasinda ayrim ¢ok zayif derecede yapilabilmis olup, en sensitif ve spesifik test ise
tim viicut sivilarinda oSlgiilebilen kotininle yapilmistir (77). Ekshale CO sigara dumanina
maruziyetin 6l¢timiinde kullanilabilir baska bir biyomarkeridir ¢linkii metabolik aktivasyona
maruz kalmaz. CO o6l¢iimii ve sigara igcmesi hakkindaki kisisel bildirimleri ile idrar kotinin
Ol¢timleri arasinda yiiksek korelasyonlar oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte ¢evresel tiitiin
dumanima maruziyetinin markert olarak CO’in bazi dezavantajlart vardir. Cevrede sigara
kaynakli olmayan CO kaynaklar1 da vardir, yar1 6mrii 4-5 saat gibi kisadir ki bu durum yakin
tarihli maruziyetin biyomarker1 oldugu anlami tasir, yanlis negatif siniflandirma sansini
artirir, diizensiz sigara i¢ilme kaliplarini tespit hassasiyeti diisiik olur, arada sigara icenlerle
hi¢ igmeyenlerin ayrilmasinda bu markerin yetenegi azalmis olur (72). Diger biyomarkirlarda
da mevcut olan benzeri problemler nedeniyle nikotin ve onun metaboliti olan kotinin sigara

dumani maruziyetinin genis oranda kullanilan biyomarker1 olarak 6ne ¢ikmuistir.

Nikotin ¢evresel tiitin dumaninin primer ve major bileseni olup,gevresel tiitiin
dumanina yiiksek oranda spesifiktir, potansiyel toksinidir (78). Nikotinin kandaki yar1 émrii
yaklagik 2-3 saattir ve idrarda tespit edilebilir (8). Tek bir sigaranin igerigi yaklasik 1 mg
nikotin sagladig1 tahmin edilmektedir. Viicutta 6l¢iilen nikotin diizeyi inhalasyon kaliplar1 ve
nikotin metabolizmasindaki bireyler arasi farkliliklardan etkilenmektedir (79). Inhale edilen

nikotinin yaklasik %5-10’u idrarla degismeden atilir; kalan1 ise karacigerde metabolize edilir.
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Nikotin metabolizmasinin ana sekli kotinine C-oksidasyondur. Nikotinin yaklasik %80°1 bu
yolla kotinine doniiglir. Nikotinin sigara dumani maruziyet biyomarker: olarak kullanimi
sinirhdir. Testi pahalidir ve viicut sivilarinda var olan miktarin diisiik olmasi nedeniyle ¢ok
sensitif olmalidir. Yar1 omriiniin kisa olmasi uzun dénemli maruziyetinin 6l¢en biyomarkeri
olmasini yetersizlestirmektedir (8). Nikotinin alim sekli, metabolizma ve eliminasyonundaki
farkliliklar nedeniyle kisiler arasi 6nemli derecede farkliliklar ortaya c¢ikabilir. Nikotin
plazma, tiikiirik ve idrarda Olglilebilmektedir ve bunlarin se¢imi planlanan ¢alismanin

ozelliklerine baglidir.

Nikotinin major metaboliti olan kotinin hem sigara dumanina maruziyet derecesinin
ol¢tilmesinde hem de sigara igme durumunu aydinlatmada secilecek biyomarkerdir. Biyolojik
stvilardaki kotinin degerleri birbiri ile son derece uyumlu oldugundan kan kotinini tiikiirtik ve
idrardaki kotininleri 6lciilerek de dogru bir sekilde tahmin edilebilir (8). Kotinin; genellikle
kan, tiikiiriik, idrar, sa¢c ve semende oOlgiiliir (80). Kotininin kanda yarilanma 6mrii yaklasik
19-40 saattir ve bu nedenle birka¢ giin onceki (2-3 giin) sigara dumani maruziyetini
gosterebilir. Kotininin yar1 6mrii bebek ve ¢ocuklarda erigkinlere gore daha uzundur. ABD
Cevre Koruma Ajansi 18 aydan kiiciiklerde kotininin yar1 émrii 60 saate kadar oldugu, 18

aydan buiytiklerde ise yar1 omriin 40 saate kadar uzadigini bildirmistir (81).

Idrar pH’smin kotinin itrah1 {izerindeki etkisi ¢ok az oldugundan kotinin &lgiimleri
nikotin 6l¢timlerinden daha tistiindiir (82). Cevresel tiitiin dumanina maruz kalanlarda kotinin
seviyeleri tespit yapilabilecek kadar yiiksek olabilir. ABD Cevre Saghigi ve Tehlike
Degerlendirme Ofisi aktif sigara i¢enlerle igmeyenler arasinda kotinin konsantrasyonlarinda
en azindan bir kat farki olmasi gerektigini bildirmektedir. Bu ofisin yaptig1 ¢alismada
maruziyeti olmayan ve sigara icmeyenlerde plazma kotinin seviyeleri 0,31 ng/ml iken maruz

kalip sigara igmeyenlerde bu deger ortalama 1,99 ng/ml olarak bulunmustur (83).

Biyolojik sivi olarak tiikiiriik ve idrar orneklerini toplanmasi kisilere aci verici
olmadiklarindan yaygin kullanilir. Tukurtgiin igerigini etkileyen bir¢ok faktdr oldugundan
sigara dumani maruziyetini net temsil edecek standart bir yontem olmas1 zordur. Ayrica diyet
gibi faktorler, sigara igme zaman ve siklig1 tiikiiriik kotinin seviyelerini etkileyebilir (84).
Tikiriikdeki kotininin plazma kotinine korelasyon orami yiiksek olup; tiikiiriik ve serum

kotinin degerlerinin hemen hemen esit oldugunu destekleyen calismalar yapilmistir.
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Bobrekte kotinin  seviyesi yogunlastigindan plazma ve tiikiiriikdeki kotinin
konsantrasyonundan idrar kotinin seviyeleri 5-6 kat daha yiiksek degerlere ¢iktig1

gosterilmigtir (85).

Cevresel sigara dumani1 maruziyetikan, tiikiiriik ve idrarda kotinin referans araliklarina
gore 3 kategoriye ayrilmaktadir; aktif igiciler, pasif igiciler ve hi¢ maruziyeti olmayanlar.
ABD Cevre Koruma Ajansi ile Bramer ve Kallungal’e gore bu kategorilerdeki kotinin
referans degerleri maruz kalmayanlarda kanda 0,09-0,7 ng/ml, tiikiiriikte 0-5 ng/ml, idrarda
<10 ng/ml; pasif icicilerde ise kanda 2-10 ng/ml, tiikiiriikte 5-10 ng/ml, idrarda 10-100 ng/ml;
aktif i¢icilerde ise kanda >10 ng/ml, tiikiiriikte >10 ng/ml ve idrarda 200 ng/ml ustiidiir (85,
86).Bir¢ok arastirici, nikotin ve kotinin konsantrasyonlar1 belirlenmesinde plazma ve tiikiiriige
gore daha kolay elde edildiginden idrar orneklerini kullanmayi tercih etmektedir (79).
Idrardaki kotinin, tamamen sigaraya 6zel ve yalmzca i¢ metabolizma diriinii oldugundan,
orneklerin toplanmasi sirasinda dig ortam sartlarinin etkisi ile kotinin diizeylerinin degisme

olasilig1 dustiktiir (87).

Biyolojik sivilarda kotinin 6l¢timii i¢in bir¢ok farkli yontem gelistirilmistir. Bunlardan
en sik kullanilanlari; kolorimetri, kromotografi, radyoimmiinoassay ve enzime bagh
immiinosorbant belirlenmesi (ELISA). Bunlarin i¢inde kolorimetri spesifik olmamasi
nedeniyle en az istenen metottur. Cesitli viicut sivilarinda kotinin belirlenmesinde bu
tekniklerden referans standart yontem igiciler i¢in gaz kromotografi-mass spektrometrisi olup;
pasif iciciler icin ise - gaz likit kromotografisidir (88). Radyoimmiinoassay’da yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliige sahip bir yontemdir; sigara dumani maruziyetini idrarda 6lgmek i¢in

uygun bir yontemdir (89).

2.5. APOPTOZIS

Apoptozis islevini yitirmis, fazla {iretilmis, yaslanmis, diizensiz gelisimi olan veya
DNA’sinda hasar olan hiicrelerin emniyetli bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimuidiir. Bununla beraber programlanmis
hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre 6limii, hiicre intihar1 da denilmektedir. Hiicre dogar belli bir

siire yasar ve sonra 6liir. Bu son mekanizmaya apoptozis denir (15).
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Tibbi literatiirde “Apoptozis” terimi ilk defa Kerr, Wyllie ve Currie adindaki
patologlar tarafindan 1972 yilinda kullanilmig ve canli dokularda hiicre sayisinin
azalmalarindan sorumlu, kendine 6zgii olan bir hiicre 6liim sekli olarak ifade edilmistir (90).
Endoniikleazlarin  yol a¢tigt DNA kiriklarinin  jel elektroforezinde Duke ve ark.
tarafindan1983 yilinda gosterilmesi ile apoptotik hiicre 6liimiiniin ilk biyokimyasal kanitina

ulagilmistir (90). Bu tarihten itibaren apoptozis ile ilgili ¢aligmalar hizlanmistir.

* Apoptozis, nekrozdan ayri, fizyolojik sartlar altinda da olusabilen ve ¢ogunlukla
doku homeostazisini saglanmasina katkida bulunan hiicre 6liimiidiir (15).

* Apoptozis, embriyolojik ve normal dokunun gelisiminin devam etmesinde kilit
rolii oynar (16). Hiicrenin yasam siklusu boyunca yapim(mitozis)-yikim(apoptozis) arasinda
kontrollii bir denge saglanir.

* Bu dengenin, apoptozis lehine veya aleyhine bozulmasi, bircok énemli hastaligin
patogenezinde rol oynar. Mesela, baz1 viral enfeksiyonlarda apoptozis engellenir ve viriis ile
infekte olan hiicrenin ortadan kaldirilmasina engel olur. Oto-reaktif lenfositlerin apoptozis ile
ortamdan uzaklastirllamamas1 veya ge¢ uzaklastirilmalari sonucu otoimmiin hastaliklar
olusabilir (16).

* Bagirsak epitel hiicrelerinin siirekli yenilenmesi, menstruasyon sirasinda uterusun
ic duvarindaki epitelyal hiicrelerin dokiilmesi, deri keratinositlerindenepidermisin stratum
korneum’u olusturmasi, timusta kisinin kendi dokularina zarar verecek T lenfositlerinin
oldiriilmesi apoptozis 6rnekleri olabilir.

* Apoptozis, organizmada hasar gérmiis veya organizma i¢in tehlikeli olabilecek
hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Viriisle enfekte hiicrelerin bu yolla ortadan
kaldirilirilmast buna 6rnek olabilir.

* DNA’s1 hasar goérmiis hiicreler de apoptozis yolu ile ortadan kaldirilir (16).
Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in
bu hasarli hiicrelerin apoptozis ile 6ldiirilmesi 6nemlidir (16, 17).

* Apoptozis, doku gelisimi esnasinda istenmeyen hiicrelerin 6ldiiriilmesinde de rol
iistlenir. Ornegin bocek ve amfibilerin metamorfozu esnasinda larva dokusunun
oldiiriilmesine sebep olur. Diger bir 6rnek de memelilerde sinir sisteminin gelisimi
esnasindaki programlanmis hiicre 6limiidiir. Fazla sayida tiretilen néronlarin %50°den fazlasi
programlanmis hiicre 6liimii yoluyla yok edilir. Ayrica akut hiicre hasari durumunda da

apoptozis siireci hizlanabilir (16).
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Apoptozis hizinin yavasladig1 veya arttigi durumlarda ¢esitli hastaliklar meydana gelir.
Viral bir enfeksiyon sirasinda, normal sartlarda virlisler enfekte ettikleri hiicrede, kendi
proteinlerini sentezletirler ve hiicrenin kendisi i¢in gerekli proteinlerin yapimini da
engellerler. Bundan dolay1 viriisle enfekte olmus hiicrede apoptozis indiiklenir ve hiicre oliir.
Boylece virilis kendisini de yok etmis olur. Fakat bazi viriisler, 6rnegin Ebstein-Barr viriisii
(EBV) veya insan papilloma viriisiit (HPV), enfekte ettikleri hiicrenin apoptozise gitmesini
engelleyen yollar gelistirmislerdir. Ornegin EBV, apoptozis sinyalini kontrol eden
regiilatorlerden biri olan bcl-2’ye benzer molekiiller salgilayarak ve ayrica enfekte ettigi
hiicrenin kendi bcl-2 molekiiliiniin {iretimini indiikleyen molekiiller iireterek apoptozisi
durdurmaktadir (91). HPV’de, kuvvetli bir apoptozis indiikleyicisi olan p53 proteinini
etkisizlestirmektedir. Viriislerin bu etkileri sonucunda, bazi hematolojik kanserlerin gelisimine
sebep olduklar1 sanilmaktadir (17). Alzheimer, Hutchinson, Parkinson, Amyotrofik lateral
skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarda, AIDS ve otoimmiin hastaliklarda sebebi sonuna

kadar tespit edilemeyen bir sekilde apoptozisin rol aldig1 diisiiniilmektedir (91).

Malign hastaliklar, klasik olarak hiicre proliferasyonunun fazlaca kontrolsiiz oldugu
hastaliklar olarak bilinir. Bunun yaninda asir1 proliferasyonla beraber azalmis apoptotik hiicre
olim hizinin da malignite gelisimine katkida bulundugu gorilmiistiir. Zaman geldiginde
normal olarak apoptozise gidemeyen, genomlarinda toplanan mutasyonlarin sonucu

beklendiginden daha uzun yasayan hiicreler malign hiicrelere dontisme potansiyeli tasirlar.

2.5.1. APOPTOZIiSIN MEKANIZMASI

Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Asamalari

-Apoptozisin baglatilmasi
- Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

-Hiicrede ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olugsmasi

-Fagositoz
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Apoptozisin Baslatilmasi (Sinyal Uretici Yollar)

Hiicrenin apoptozise gidebilmesi i¢in ilk olarak, ilgili genetik mekanizmay1 harekete

gecirecek hiicre icinden veya disindan bir sinyalle karsilasmasi gerekir (92).

Hiicre Disindan Kaynaklanan Sinyaller

I-Cevresel Yasam Sinyallerinin ve Biiylime Faktorlerinin Yetersizligi: Hiicreler
cevredeki hiicrelerden ve ekstraselliller matriksden gelen biiylime faktorlerine, yasam
sinyallerine ihtiya¢ duyarlar. Bu sinyaller yeterli miktarda degil ve diizensizse hiicreler

apoptozise giderler (92).

2-Oliim Reseptorlerinin Aktivasyonu (Reseptor-Ligand Etkilesmesi): Bazi sitokinler
hiicre membraninda bulunan reseptorlere baglanarak ©6liim programinmi harekete gegiren
sinyaller tretebilirler (92). Apoptoziste rol alan membran reseptorleri icinde en 6nemli grup
“Tumor Nekrozis Faktor Reseptor (TNFR)” ailesidir. TNRF icinde apoptozis olusturan
reseptorlerden en Onemlileri Fas ve TNRF1’dir. Bu reseptorler uyarildiklarinda, hiicrenin
sitoplazmasinda bulunan “adaptér proteinlere” baglanirlar. Adaptor proteinlerin 6liim effektor
parcalar1 vardir. Bunlar da apoptozis i¢cin baglatici olan kaspazlara (6rn: prokaspaz 8)

baglanirlar (93).

a)Fas-Fas Ligand Aracili Apoptozis: Bu tip apoptozis hiicre yiizey reseptorii Fas
aracilig1 ile olusur. Fas ligandin Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriiniin hiicre i¢inde
bulunan parcasi, Fas, FADD’la (Fas adapter protein with a death domain) birleserek 6liim

baglatan sinyal kompleksini olusturur. Bu da prokaspaz 8’in aktiflesmesini saglar (94).

b) Tiimor Nekrozis Faktor (TNF) Aracihi Apoptozis: Bir sitokin olan TNF’nin, TNF
reseptorleri ile birlesmesi (6rn TNRF1) sonucunda reseptoriin hiicre i¢cinde bulunan pargasi,
TRADD’la birleserek (TNFR adapter protein with a death domain) etki gosterir. Adaptor

protein daha sonra prokaspaz 8’1 aktiflestirerek apoptozise neden olur (92).

¢) Sitotoksik T Lenfosit Aracihi Apoptozis: Sitotoksik T lenfositler (CTL) infekte olmus
olan konake1 hiicrelerin yiizeyinde bulunan yabanci antijenleri tanirlar. CTL’lerin ana gorevi

malign ve/veya virus ile infekte olmus olan hiicrelerin 6ldiiriilmesidir (92,95). Yabanci
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antijenleri tanidiklarinda yiizeylerinde Fas ligand olusur. Hedef hiicrelerin Fas reseptorlerine
tutunurlar. CTL’ler sitoplazmalarinda granzim B (serin proteaz) ve perforin adi verilen ve
apoptozis olusmasini saglayan proteinler igeren sitoplazmik graniillere sahiptirler (95).
Perforin, transmembran por olusturucu bir proteindir. CTL’ler hedef hiicrelerin
membranlarinda perforin ile porlar olusturarak, onlarin sitoplazmalarina granzim B salgilarlar.

Granzim B hedef hiicrelere girerek kaspazlari aktive eder (91).

d) Hiicrelerin maruz kaldig1 dis etkenler: Hipoksi, radyasyon, antimetabolik etkili
ilaglar, 1s1, gamma ve ultraviyole 1sinlar gibi etkenler apoptozise sebep olabilmektedir. Bu

etkenler ¢esitli yollar ile DNA hasar1 olusturarak apoptozise neden olurlar (91).

Hiicre I¢cinden Kaynaklanan Sinyaller:

DNA hasari, hiicre i¢i pH’da azalmaya, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklara,
hiicre ici Ca?" seviyesinde artisina gibi degisiklikler ile hiicreyi apoptozise gétiiren merkezi

hiicre 6liim sinyallerini baglatabilmektedir (96).

Hiicre Ici Proteazlarin Aktivasyonu

I¢ ve dis sinyallerle hiicre icindeki bir grup proteazlar harekete gecer. Bu proteazlara
kaspaz ismi verilmektedir. Ortamdan gelen oliim reseptorlerini aktive eden sinyaller adaptor
proteinleri, i¢ ortamdan gelen sinyaller ise mitokondrideki baslatici kaspazlar1 aktive ederler
(92).

Mitokondrinin disg zarinda sinyaller gecirgenlik artisina neden olurlar. Mitokondri dis
zarinin gegirgenligini bel-2 gibi bazi proteinler ayarlamaktadir. Antiapopitotik Bcl-2 proteini
mitokondri dig membraninda bulunan apoptozis proteaz aktive edici faktor 1 (Apaf 1)’e
tutulur. Hiicrenin i¢inden kaynaklanan apoptotik sinyaller Apaf 1’in mitokondriden
ayrilmasina neden olur. Bu ayrilma dig mitokondri zariin gegirgenligini artirir. Gegirgenligin
artmasi, mitokondrinin iki zar1 arasinda bulunan sitokrom C’nin sitozole ¢ikmasina neden
olur. Sitokrom C sitoplazmada Apaf 1, kaspaz 9 ve ATP ile birlesir. Bu yeni olusuma
apoptozom denir. Apoptozom sonlandiric1 kaspaz olan kaspaz 3’1 aktive ederek apoptozisi

baslatir (96).
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I¢ veya dis nedenlerle hiicre kromozomlarinda DNA hasar1 olustugunda aktive olan
baz1 genler, hiicrenin apoptozisine neden olabilir. Bu genlerden en énemlisi p53 genidir. Insan
timorlerinin  %50’den fazlasinda p53 geninin mutasyona ugradigi tespit edilip, kanser
olusumunda bu gen kritik rol oynadig1 kabul edilmektedir (89,94). Normalde inaktif durumda
bulunan p53 geni, DNA hasar1 olustugunda aktifleserek p21 genini harekete gegirir
vehiicrenin ge¢ G1 fazinda kalarak, S fazina gecmesini engeller. Boylece hiicre siklusu
durdurularak DNA’s1 hasarli hiicrenin ¢ogalmasi engellenir. p5S3 geni, DNA tamiri yapan
proteinlerin transkripsiyonunu saglar. Bu proteinler DNA hasarini tamir edebilirse, hiicre
siklusundaki blok kalkar. Hiicre hasariin tamiri basarili olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-
2 grubu proteinlerden, proapoptotik) aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin
apoptozise giderek 6lmesini saglar. Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur (92,

97).

Hiicrede Olusan Biyokimyasal ve Morfolojik Degisiklikler

Biyokimyasal Degisiklikler

Sonlandirict kaspazlar aktive olduktan sonra onlar sitoplazmada ve cekirdek i¢inde

hedef proteinlerini yikarlar.

1-DNA kiriklarinin meydana gelmesi

2-Hiicre iskeletinin yikilmasi

3-Hiicre membranin degisiklikleri

Morfolojik Degisiklikler

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlarda meydana gelmektedir. Apoptozis
morfolojik olarak kendine 6zgii bir siire¢c igerir. Apoptoziste hiicre kiigiiliir, hiicrenin
kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir (kromatin agregasyonu) ve yogunlasir
(kromatin kondensasyonu) (16, 91, 98). Apoptotik hiicre membrani intaktir ve {izerinde ufak
cepgikler meydana gelir. Apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere (apoptotic bodies) boliiniir.

Apoptotik cisimcikler, membran ile kaplidir, degisen miktarlarda niikleus veya diger hiicre ici
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yapilar icerirler (16). Apoptotik hiicre veya cisimcikler parenkim hiicreleri veya makrofajlar
tarafindan fagosite edildiklerinden, enflamasyon olugmaz (91,98). Apoptozisin en 6zgiin
yonii, hiicre DNA’sinin niikleozomlar aras1 bolgelerden yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya
bunun katlar1 boyutunda DNA parcalar1 olusturacak sekilde parcalanmasidir. Apoptotik
hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden biri de; normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde
bulunan fosfotidilserinin erken evrede membranin dis yliziine dogru yer degistirmesidir
(phosphatidylserine translocation). Bu degisim, apoptotik hiicrelerin parenkim hiicreleri ve

makrofajlar tarafindan taninmasini saglar (98).

Fagositoz

Apoptotik cisimler ortamdaki parenkim hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite

edilerek dokudan temizlenirler (91).

2.6. SITOKERATINLER

e Sitokeratinler (CK), intermediat filament protein ailesindendir.

e CK’lerinsalgilanmas1 apoptotik veya proliferasyon halindeki hiicrelerden gerceklesir.

e CK’ler, en yaygin olarak basit ve keratinlesmemis ¢ok katli epitelden ve epitel
kaynakli dokulardan salgilanir. Saglikli kisilerde, squamoz epitelden CK 1-6 ve 9-17’lar
eksprese olur. CK 7, 8, 18-20’lar ise basit epitelden eksprese olur. Malignensilerde sadece CK
8, 18, 19’lar bol miktarda eksprese olur (18).

e Bilinen 20°den fazla CK’ler vardir ve bunlar tip I ve tip II olarak ayrlir. Tip I,
sitokeratin 9-20’1 igerir ve asidik proteinlerden olup 40-56 kDa agirhigindadir. Tip II,
sitokeratin 1-8’1 igerir ve 53-68 kDa agirliginda, bazik proteinlerden olusur (99).

e C(CK-18, embriogenezis esnasinda eksprese olan ilk sitokeratindir. Eriskinlerde mesane
epiteli, ince barsak ve kolon mukozasi, hepatositler, follop tiipleri, ekrin ter bezleri, uterusun
serviks ve endometriumdan salgilanir (100).

*  CK-8, CK-19, CK-18 ayni zamanda, endometriozis, karaciger sirozu, malign tiimorler
(kolon, meme, over, akciger, endometriyal ve servikal kanser) gibi proliferasyondaki
dokularda da asir1 miktarda salgilanmaktadir (101).

* Epitel hiicre kanserlerinde tedaviye cevabin hizli degerlendirilmesinde ve rekiirrensin
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erken saptanmasinda CK protein fragmanlar1 viicut sivilarinda saptanabilir.
* CK-18 hizli biiyliyen tiimorlerin epitelyal hiicrelerinden asir1 derecede salgilanir;
artmig diizeyleri hiicre proliferasyonu ve yenilenmesi ile iliskilidir. CK-18 konsantrasyonlari

timor kitlesini degil, timor aktivitesini yansitir.

* CK’ler, geleneksel radyolojik metodlardan 6nce hastaligin durumu hakkinda dogru
bilgi veren, basit, noninvazif, ucuz, gilivenilir, tiimor markirlaridirlar. Hiicre iskeletinde,
CK’ler c¢ok diisiik ¢oziliniirliik gosterirler. Normalde CK’lerin dolasima ¢ikabilmeleri icin
yikilmalar1 gerekmektedir (102). Dolasimdaki CK pargalarinin yar1 émrii, parcanin hacmine
baghdir ve yaklagik 10-15 saattir. Cozlniir CK parcalarinin dolagima salinim iglemi

aydinlatilamamistir ancak varsayilan yollar sunlardir:

«  Olen hiicrelerde CK’lerin proteolitik yikiminda

* Anormal mitozda

* Proliferasyondaki hiicrelerden
* Apoptoziste

* Neovaskiilarizasyonda

CK’ler tiimor hiicrelerinden salindiginda kan, idrar, kist s1visi, asit sivisi, plevral mayide ve
BOS’ta saptanabilir. Normalde saglikli bireylerde CK’lerin, dolasimdaki diizeyleri diistiktiir.
Epitel hiicresiyle iliskili kanserlerde anlamli1 diizeyde yiikselis gozlenir (18).

Kirilmig CK-18 iceren apoptotik cisimcikler dalakta birikir. Metastatik kanserli hastalarin
%80’inde apoptotik cisimciklerin dalagin kirmizi pulpasinda biriktigi gosterilmistir (103).

Total CK-18, proliferasyon halindeki hiicrelerde fazla miktarda iiretilir. Nekroz sirasinda
membran biitlinliigii bozulunca dolagima salgilanir ve kirilmig CK-18 yalnizca apoptozisle
olen hiicrelerde, total CK-18’in kaspazlarla kirilmast sonucunda olusur. Apoptozis sirasinda
olusan apoptotik cisimcikler, komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan fagosite edilirler.
Kanser gibi hiicre turnovermmin ve hiicre 6liimiiniin ¢ok yiiksek oldugu durumlarda ise
apoptozise giden hiicrelerin bir kismi1 sekonder nekrozise ugrar, boylece hiicre icerigindeki

kirilmis CK-18 dolasima salinir. Kisaca, total CK-18, hiicreler nekrozisle 6liince dolasima
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salgilanir, kirilmig CK-18 ise apoptozis sirasinda olusur ve hiicreler sekonder nekrozise

giderken dolagima salgilanir (104).

CK proteinlerinin  kaspazlarla parcalanmasi1 apoptotik cisimciklerin = olusumunu
kolaylastirir ve apoptotik sinyalleri arttirir. Invitro calismalarda kirilmis CK-18’in apoptozis

stirecinde kaspaz sindirimi sonucunda ekstraselliiler sahaya salindigi gosterilmistir (19).

Apoptozis sirasinda CK-18, kaspazlarla aspartat 238 ve aspartat 396 noktasinda boliintip,
ortaya CK-18Asp396 neoepitopuna (M30 antijeni)¢ikmasina sebep olur. Buna karsi
gelistirilen monoklonal M30 belirteci o6zellikle CK-18’in aspartat 396’da boliinmiis
fragmanini tanir ve Olciilmesine yardimet olur. Bununla beraber monoklonal M65 belirteci
hem saglam CK-18’1 hemde boliinmiis CK-18’1 6lgmektedir. Boylece monoklonal M30 ve
M65 antikorlar1 apoptotik siirecin belirtecleri olarak kullanilabilir (20,21).

Apoptozis siirecindeki degisimleri saptamak i¢in ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmistir.

1. Hematoksilen-eozin ve Giemsa ile boyama yardaminda apoptotik hiicrelerin nukleus
morfolojisindaki kromatinin kondanse olmasi ve nukleus zarinin periferinde toplanmasi,

nukleusun kii¢iilmesi veya pargalara boliinmesi tespit edilebilir.

2. Floresan mikroskopi: floresan maddelerin kullanilmasiyla nekrotik, apoptotik ve normal

hiicre ayirimi yapilabilir.

3. Elektron mikroskopi ile sitoplazmik kii¢iilme, kromatin kondansasyonu ve
fragmentasyonu izlenebilirken, mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus membraninin

biitiinltigtintin bozulup bozulmadig1 gibi subselliiler detaylar da incelenebilir.

4. Faz kontrast mikroskopinde hiicre kiiltiirii ortaminda apoptoza giden hiicrelerin
baslangi¢da hiicre membranlari intakt olmasina ragmen ileri dénemlerde sekonder nekrozun

baslamasini ve boylece membran biitiinliikleri bozulmasinin fotograflar: elde edilebilir.

5. Western blotting bir protein karisimi i¢cindeki belirli bir proteini ve biiylikliigiinii
saptamak icin kullanilan nicel bir metot yardimiyla apoptoza 6zgii baz1 proteinlerin eksprese

olup olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3) saptanmasi
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miimkiindiir. Sitokrom ¢’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigi da bu metodla belirlenebilir.
Yalniz, sitokrom c tespitinde once alt-fraksiyonlama yapilarak hiicrenin mitokondriyal ve
sitoplazmik fraksiyonlart ayrilir. Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi
beklenmeyen sitokrom c’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptoza

gittikleri anlagilir.

6. Flow sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptozda eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi
miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir olmasi, asiri uzun
zaman almamasi ve kantitatif sonug¢ verebilmesi agisindan klinikte apoptozun belirlenmesi

acisindan kullanighdir.

7. Anneksin V yontemi: floresan madde ve bir protein olan Anneksin-V komplesinin
apoptotik hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri ile
oOl¢iilebilmektedir. Bu yontem ile canli hiicreler, erken apoptotik hiicreler ve ge¢ apoptotik

veya nekrotik hiicrelerin birbirinden ayirt edilebilir.

8. ELISA testi, viral, bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlarin tanisinda ve apoptozun
belirlenmesinde kullanilan, serolojik tan1 yontemlerinden biridir. M30 yonteminde apoptotik
hiicreler, sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle kirilmasi sonucu agiga ¢ikan yeni antijenik
bolgenin immunohistokimyasal ELISA yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenirler

(104).
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3. GEREC VE YONTEM

Aralik 2012-Eyliil 2013 tarihleri arasinda Harran Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi genel c¢ocuk poliklinigine basvuran kronik hastalifi olmayan, cevresel tiitiin
dumanina maruz kalan 51 g¢ocuk ve cevresel tiitiin dumanina maruz kalmayan 28 c¢ocuk
calisma icin secildi. Kendisi igmedigi halde ¢evresel sigara dumanina maruz kalanlar (ankette
belirtilmesine gore ailesinde giinde en az 1 adet sigara igilen veya en az 2 saat siireyle
cevresel sigara dumanina maruziyet olanlar) pasif i¢ici, ailesinde hi¢ sigara i¢ilmeyen ve

cevresel sigara dumanina maruz kalmayanlar ise kontrol grubu olarak kabul edildi.

Calisma kontrollii, kesitsel olarak planland1 ve Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulunun onay1 alindiktan sonra baslatildi. Calismaya alinan ¢ocuklarin velilerinden
bilgilendirilmis onam alindi. Veriler aragtirmacinin kendisi tarafindan, yiiz yiize goriisme
teknigi kullanilarak toplandi. Cocuklarin ebeveynlerine calisma anlatilmig, kendilerine anketle
baz1 sorular sorulup, cocuklarindan kan ve idrar 6rnegi alinacag: bildirilmistir. Hazirlanan
anket formunda; goriisme yapilan kisinin ¢ocuga yakinlik derecesi, ailede akraba evliligi olup
olmadigi, ¢ocugun kardes sayisi, anne ve babanin egitim durumu, anne ve babaninisi ve
ailenin ortalama aylik geliri, annenin gebelikte sigara i¢ip icmedigi, babanin sigara i¢ip
igcmedigi, i¢iyorsa miktari, evde anne ve babadan baska sigara icen olup olmadigi, i¢iliyorsa -
miktari, evde giinde i¢ilen toplam sigara miktari, evin 1sitilmasiin sekli, cocukta ve ailesinin
diger bireylerinde siirekli kontrol gerektiren veya siirekli ilag kullanimi gerektiren bir durum
var olup olmadigi soruldu. Uygulanan anket formu Ek 1’de sunulmustur. Tiim ¢ocuklarin

viicut agirligi ve boylar 6l¢iildii.

Tim c¢ocuklardan idrar ornekleri steril ve kapakli idrar kaplarma alinmistir (idrar
kotinin diizeyleri i¢in). Ayn1 sirada heparin ile yikanmis tiiplere alinan 5’cc’lik kan ornekleri
apoptozis belirtecleri olan monoklonal M30-M65 antikorlart ¢alisilmak {izere alindi. Alinan

kan 6rnekleri 10 dakika 3000 rpm ’de santrifiij edildi ve ayrilan serumlar ¢alisma tarihine

kadar —80 °C’de saklandi.

Idrar kotinin diizeylerinin tayini, ROCHE HITACHI 912 marka cihaz ile
enzimimmunassay (EIA) yontemiyle gerceklestirilmistir. Kotinin diizeyleri ng/ml cinsinden

hesaplanmuistir.
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3.1. Serum SitoKkeratin 18 Belirteclerinin ELISA Yéntemi ile Olciilmesi

Serum CK-18 belirtegleri, PEVIVA/ALEXIS Human M30-Apoptosense ELISA kiti
(CH 4415 Lausen, Sweden) ve PEVIVA M65 EpiDeath ELISA kiti (CH 4415 Lausen,

Sweden) kullanilarak 6l¢tildii.

3.2. Test Prensibi

M30 OLCUMU

M30 monoklonal antikoru serumdaki ccK-18Asp396 neoepitopuna karsidir. Insan CK
-18’ine kars1 fare monoklonal antikoruyla kaplanmis kuyucuklarin tizerine numune eklenerek
serumdaki CK-18 antijenleri ile baglanma gerceklestirildi. Bu kuyucuklarin {izerine, M30
monoklonal antikoruyla konjuge HRP (Horseradish Peroxidase) eklendi. Solid faz/Antijen/
[saretli antikor kompleksi olustu. Inkiibasyonu takiben yapilan yikama islemi ile bagl olmayan
konjugatlar uzaklastirildi. Takiben numunedeki M30 antijen miktar1 ile dogru orantili bir
sekilde renk olusturan TMB (tetramethyl-benzidine) substrat: ilave edildi. inkiibasyonu takiben
olusan renk reaksiyonu kuyucuklarin {izerine eklenen asidik c¢ozelti (1M H,SOy) ile
durdurularak 450 nm’de absorbans1 6lciildii. Olgiilen absorbans degerleri olusturulan standart
egri grafigi yardimiyla U/L degerlerine dontistiiriildii. Boylece numunedeki M30 antijen

miktar1 kantitatif olarak belirlendi.

M65 OLCUMU

M65 monoklonal antikoru serumdaki ccK-18 epitopuna karsidir. Insan CK-18’ine
kars1 fare monoklonal antikoruyla (clone M6, IgG2a) kaplanmis kuyucuklarin {izerine
numune eklenerek serumdaki ccK -18 antijenleri ile baglanma gerceklestirildi. Bu
kuyucuklarin tizerine, ccK18 proteinin farkli bir epitopu olan (clone M5, IgG2b) M65
monoklonal antikoruyla konjuge HRP (Horseradish Peroxidase) eklendi. Solid faz/Antijen/
Isaretli antikor kompleksi olustu. Inkiibasyonu takiben yapilan yikama islemi ile bagli olmayan
konjugatlar uzaklastirildi. Takiben numunedeki M65 antijen miktar1 ile dogru orantili bir
sekilde renk olusturan TMB (tetramethyl-benzidine) substrat: ilave edildi. Inkiibasyonu takiben

olusan renk reaksiyonu kuyucuklarin iizerine eklenen asidik c¢ozelti (IM H,;SOy) ile
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durdurularak 450 nm’de absorbansi &l¢iildii. Olgiilen absorbans degerleri olusturulan standart
egri grafigi yardimiyla U/L degerlerine dontistiiriildii. Boylece numunedeki M65 antijen

miktar1 kantitatif olarak belirlendi.
3.3. Istatistiksel Analizler

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, version 18 for Windows, SPSS®
Inc, Chicago, IL) istatistik analiz programi kullanildi. One-sample Kolmogorov—Smirnov testi
ile parametrelerin dagilimlarina bakildi ve dagilimin kotinin sonuglari hari¢ digerlerinin
normal oldugu goriildii. Parametreler icin mean + standart sapma (SD) olarak sonuglar verildi.
Hasta ve kontrol grubunda kotinin hari¢ parametrelerin karsilastirilmasinda Independent
Samples t test ve Chi-Square Test kullanildi, normal dagilim gostermeyen kotinin i¢in Man
Whitney U Testi kullanildi. iliski analizinde ise Pearson’s korelasyon testleri kullanildi. P

degeri 0.05’den kiigiik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya toplam 79 c¢ocuk dahil edildi. Cocuklar, c¢evresel tiitiin dumani
maruziyetine gore iki gruba ayrildi. Cevresel tiitiin dumani maruziyeti olmayan grupta 14’
kiz (%50) ve 141 erkek (%50), toplam 28 cocuk, g¢evresel tiitiin dumanimaruziyeti olan
grupta 26°s1 kiz (%50,9) ve 25’ierkek (%49,1), toplam 51 ¢ocuk calismaya alindi. Gruplar

arasindaki cocuklarin cinsiyet oranlar1 agisindan fark istatistiksel olarak anlamli degildi

(p=0,5) (Tablo]1).

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

fark yoktu (p>0,05). Her iki gruba ait antropometrik veriler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Cocuklarin ortalama yas, agirlik, boy ve BMI degerlerinin karsilastirilmasi

CTD Maruz CTD Maruz

Kalan n:51 Kalmayan n:28 P
Cinsiyet 25/26 14/14 0,5
Yas (y1l) 2,5+1,7° 2,4+1,8% 0,8
Agirlik (kg) 10,6+3,6" 10,7+4,7° 0,9
Boy (cm) 83,6+14,9° 82,7 £19,2* 0,8
BMI (kg/m?) 14,8+0,8° 15+0,5 0,3

? Ortalama =+ standart sapma (SS) olarak verilmistir.

Ortalama idrar kotinin diizeyi ¢evresel tiitiin dumanina maruz kalan grupta gevresel
tiitin dumanina maruz kalmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

olarak ol¢tildil (p<0,05). (Tablo 2)

Cevresel tiitiin dumanina maruz kalan grupta ortalama M30 antikorlar1 diizeyleri
cevresel tiitin dumanina maruz kalmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik olarak ol¢iildii (p<<0,05). Ortalama M65 antikorlar diizeyleri gruplar arasinda anlaml
degildi.(Tablo 2)
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Cevresel tiitlin duman1 maruziyetine gore ¢ocuklarin ortalama idrar kotinin diizeyi ile

M30-M65 degerleri karsilagtirmali olarak Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Gruplarin idrar kotinin, M30-M65 degerleri

CTD Maruz Kalan CTD Maruz Kalmayan

n:51 n:28 P
M30 (U/L) 173,4+42,9 204,5+54.2* 0,01
M65 (U/L) 400,5+135 4° 4553+158,4° 0,1
Kotinin (ng/ml) 622,27+600,6% 4,25+7,5% <0,001

? Ortalama =+ SS olarak verilmistir.

Cevresel tiitin dumanina maruz kalan grubun ortalama kotinin diizeyi ile M30

diizeyleri arasinda negatif korelasyon mevcuttu (r=-0,23 p=0,03).

Cevresel tiitlin dumanina maruz kalan grubun ortalama kotinin diizeyi ile M65

diizeyleri arasinda korelasyon mevcut degildi (= -0,11 p=0,29).
Gruplarin ¢evresel tiitiin dumanina maruziyetine gore idrar kotinin diizey grafigi Sekil

1’de gosterilmistir. Gruplarin ¢evresel tiitiin dumanina maruziyetine gére M30 ve M65 diizey

grafikleri Sekil 2 ve 3’te gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Pasif sigara igiciligi, tibbi sonuglarindan, sosyolojik ve hukuki boyutlarina kadar ¢ok
degisik yonleriyle giintimiizde oldukca fazla tartisilan konulardan birisidir. Bu konu,
cocuklarin maruziyeti bakimindan ele alindiginda genellikle sigara kullanan yakin aile
bireyleri yiizinden ¢ocuklarin pasif i¢ici konumuna diistiikleri gézlenmektedir. Pasif igiciligin
derecesine gore ¢ocuklarda ¢ok ¢esitli saglik sorunlar1 ortaya ¢ikabilmektedir. Bu sorunlarin
basinda bebeklerde IUGG, diisiik dogum agirhigi, perinatal ve neonatal 6liim orani, akciger
fonksiyonlarinda azalma, bronsit, pndmoni, astim, otitis media, nérogelisimsel gecikmeler,
davranis problemleri, okul basarisinda azalma ve ani bebek 6liimleri gelmektedir (51, 53, 54,

55, 57).

Bununla beraber genel populasyonda pasif i¢iciligin insan kromozomlar: iizerine olan
olumsuz etkisi merakla takip edilmektedir. Sigara igen ve pasif igici erigkin bireylerde
yapilmis ¢ok sayida arastirma, bu kontaminant maddenin hiicre DNA’sinin yapisint bozarak
genotoksik etkilere yol actig1 tartisilmaktadir (10, 12, 14, 106, 107, 108-118). Bu genotoksik
etkilerin ileride malignansiye neden olma riskinin ortaya ¢ikmasi, bu konunun klinik énemini
daha da artirmaktadir. Benzer risklerin ¢ocuklarda da bulunduguna deginen arastirmalarin
oldugu da dikkate alindiginda, ¢ocuklarda pasif igiciligi; yol actig1 diger saglik sorunlarinin
yani sira, genotoksisiteye bagli potansiyel kanserojen etki bakimindan da hayati 6nemdedir (9,
43, 119). Her ne kadar cocuklarda pasif iciciligi azaltmak i¢in ciddi tedbirler alinmaya
calisilsa da yakin bir gelecekte bu maruziyeti ortadan kaldirma imkani olasiligi duisiik
goriilityor. Dolayistyla bu sorunun daha uzun yillar devam edecegi diistiniilebilir. Bu durumda
cocuklarin pasif i¢icilikten ne oranda etkilendiklerinin aydinlatilmasi 6nemlidir. Giin gegtikce
bu genotoksik etkilerin daha hassas bir sekilde erken tespit edilmesi ve endise duyulan
kanserojen etkinin rutinde tespitine yonelik kullanilabilecek bir marker’1 olup olmayacagi

tartisitlmaktadir (10, 23, 120, 121).

Mutajenik etkinin hassas gostergesi olan DNA hasari, ileride bu kisilerin kanser
gelistirme olasiliginin daha yiiksek olmasi bakimindan klinik 6nem tasimaktadir ve
malignitelere yatkinlik riski olduguna isaret etmektedir (10). Nitekim bu konuda Avrupa’da

(13

22000 kisiyi kapsayan “kanser risk biyogostergeleri adli projede sigara ve diger

kontaminant faktorlere bagli DNA hasarinin saptanmasi ve biyogostergelerle yliksek seviyede
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riski gosterilen gruplarda uzun siireli cohort gézlem sonuclari, malignite gelisme riskinin

paralel derecede yliksek oldugu gosterilmistir (10, 122).

Ortaya koyulan etkene maruziyetin derecesi, genotoksisitenin klinik sonuclarin erken
tespitinde 6nem tasimaktadir. Pasif i¢icilik gibi durumlarda etkene maruziyetinin derecesini

cok cesitli faktorler etkileyebilir.

Calismamizda sigara maruziyetini degerlendirmek i¢in anket ve idrar kotinin
seviyelerin ol¢timii yapilmistir. Yapilan ¢esitli arastirmalarda ebeveynlerin ¢ocuklarin sigara
dumant maruziyeti konusunda verdikleri bilgilerin, ¢ocuklarin idrarinda o6l¢iilen kotinin
diizeyi ile korele olmadigi, bu nedenle bu bilgilerin tek basina yeterli olamayacagi
bildirilmistir (123,124). A. Karadag ve ark. astim atag ile bagvuran cocuklarin ebeveynlerine
uyguladiklar1 ankete verilen cevaplarla, ¢ocuklarin idrarinda olgiilen kotinin diizeyinin
uyumlu olmadigini, dolayisiyla ¢cocuklarin sigara maruziyeti konusunda ebeveynlerden alinan
bilgilerin fazla giivenilir olmadigini vurgulamislardir (125). Bu sonuglar ¢ocuklarda pasif
icicilik oranlar1 belirlenirken ailelerin verdigi bilgilerle birlikte objektif bir kriter olan kotinin

seviyesinin ¢alisilmasi gerekliliginin ortaya koymaktadir.

N. Cobanoglu ve ark.’nin 9-12 yas grubunda yapmis olduklar1 bir ¢alismada babalari
sigara icen ogrencilerin idrar kotinin diizeyleri babalari sigara igmeyen ¢ocuklarda saptanmis
kotinin diizeyine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksektir (126).L. Irvine ve
ark. ¢ocuklarda evde i¢ilen sigara sayis1 ve evde sigara icen kisi sayisi ile kotinin diizeyleri

arasinda pozitif korelasyon saptamistir (127).

Bizim caligmamizda da sigara dumanina maruz kalan grubun idrardaki kotinin

diizeyleri, sigara dumanina maruz kalmayan gruba gore anlamli olarak yiiksek ol¢iildii.

Apoptozis siirecindeki degisimleri saptamak i¢in ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmistir:
morfolojik gortintileme, immunohistokimyasal, biyokimyasal, immunolojik ve molekiiler
biyoloji yontemleri. Klinikte apoptozis siirecini 6grenmek i¢in en uygun immunolojik
yontemler: ELISA (DNA Fragmentasyonu, M30 ve M65 diizeyi ) veya fluorimetrik 6l¢tim
(hiicre kiiltiiriinde kaspaz aktivasyonu) (104). Fluorimetrik dl¢timler teknik nedenlerle

gerceklesmedigi i¢in calismamamizda apoptozis siirecini ELISA yontemi ile degerlendirdik.
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CK’ler timor hiicrelerinden salgilanan ve epitel kaynakli malignitesi olan hastalarda
klinik progresyonu degerlendirmek i¢in kullanilabilen serum markirlaridir. Kirtlmig CK-18,
apoptozisle olen hiicrelerde apoptozis siirecine 6zgii enzimler (proteazlar) olan kaspazlarla
kirilmasi sonucunda olusur. Apoptozis sirasinda olusan apoptotik cisimcikler, komsu hiicreler
ve makrofajlar tarafindan yutulur. Malignansi gibi hiicre 6liimiiniin ve hiicre turnoverinin ¢ok
yiiksek oldugu durumlarda ise apoptozise giden hiicrelerin bir kismi1 sekonder nekrozise ugrar,

boylece hiicre igerigindeki kirilmig CK-18 (M30 antijeni) dolasima salinir (105).

Total CK-18, proliferasyon halindeki hiicrelerde bol miktarda tretilir ve nekroz
sirasinda membran biitiinliigli bozulunca dolagima salgilanir. Total CK-18, hiicrelerin nekrozu
sonucunda dolagima salinir, kirilmis CK-18 ise sadece apoptozis sirasinda olusur ve hiicreler
sekonder nekrozise giderken dolagima salimir. M30 ELISA antijeni ise yalnizca kaspazlarla
Asp396 noktasinda parcalanan ve serumda ¢oziinmiis olarak bulunan CK-18 fragmanini
(solubl CK-18) tanir. M65 ELISA antijeni ise hem saglam CK-18’i hemde boliinmiis CK-181
tanir (epitalyal hiicrelerin 6liim modunu yani apoptozis ve nekrozunu yansitir). Apoptozis
esnasinda CK 18, kaspazlarla aspartat 238 ve aspartat 396 noktasinda kirilir. M30 monoklonal
antikor, ozellikle CK-18’in aspartat 396’da kirillan fragmanin1i (M30 antijeni) tanir. Boylece
bu yukarida anlatilan antijenler apoptotik markir olarak kullanilabilir (20,21).

Calismamizda sigara dumanina maruz kalan grupta, apoptozis belirteci olan M30
antikorlar1 sigara dumanina maruz kalmayan gruba gore anlamli olarak diistiktii. Bizim
calismamizda sigaraya maruz kalan pasif i¢ici durumundaki ¢ocuklarda apoptozis belirteci
olan M30 diizeylerinin sigaraya maruz kalmayan ¢ocuklara gore diisiik olmas1 sigaraya maruz

kalanlarda apoptozisin inhibisyonu seklinde yorumlanabilir.

Literatiirde bir¢ok c¢alismada sigaranin bronsial epitel hiicrelerinde, fibroblastlarda,
alveolar makrofajlarda, plasentada ve endotel hiicrelerinde apoptozis siirecini arttirdigi
belirtilmektedir (129-132). Fakat Wickenden J.A et al. tarafindan yapilan ¢alismada tiitiin
dumani kaspaz aktivitesinin inhibisyonu ile hiicre apoptozis siirecini engelledigi bildirilmistir.

Bunu Western-blot yontemini kullanarak gostermislerdir (133).

Caligmamizda idrar kotinin diizeyleri ile M30 antikorlarin miktar1 arasinda negatif
korelasyon tespit edildi. Bu korelasyon c¢evresel tiitiin dumanina maruziyetin apoptozis

stirecini degistirdigini bir daha teyit etmistir. Bizim calismamizda apoptozis siirecinin
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gostergesi olan M30 antikorlarinin kontrol grubuna gore maruz kalan ¢ocuklarda daha diisiik
Ol¢iilmesi apoptozis siirecinin baskilanmasi olarak yorumlanabilir. Pasif i¢iciligin objektif bir
gostergesi olan kotinini 6lcimii de bu sonuglarin giivenilirligini saglamasi ag¢isindan

degerlidir.

Sonug olarak ¢alisgmamiz bildigimiz kadariyla bugiine kadar sigara dumanina maruz
kalan ¢ocuklarda apoptozis siirecini M30 ve M65 belirteclerini kullanarak degerlendiren ilk
calismadir. Cevresel tiitin dumanina maruziyet ile DNA hasar1 derecesi ve M30-M65
apoptozis belirtecleri arasindaki baglantiy1 teknik olarak gostermek ilerde yeni arastirmalarin
yapilmasi yararli olacagini diistintiyoruz. Cocuklarin ¢evresel tiitiin dumanina maruziyetinin
objektif bir gostergesi olan kotinin de tespit edilen etkilerin giivenirligini saglamasi agisindan

degerlidir.

Bu calisma, agiklayici olmaktan ¢ok gozlemsel olmustur; bu ylizden de cesitli
yorumlara agiktir. Sonuclar, ¢alisma populasyonu arasindaki gercek farkliliklardan otiirti
farkli olabilir. Aile durumu ya da ebeveynlerin davranislari cocuklarda farklilik gosterebilir.
Mesela, ¢evresel tiitiin dumanina maruz kalan ¢ocuklar daha alt sosyal smiftandirlar. Belirli
klinik 6zellik gosteren cocuklari ¢aligmaya almaya yatkinlik olmus olabilir. Bu yiizden yanlis
farkliliklar tespit edilmis olabilir. Ustiin korii maruziyet degerlendirilmesi verilmesi,
karsilastirilabilir ¢alismalarin olmayist ve maruz kalmayan ¢ocuklara karst ¢evresel sigara
dumanina maruz kalanlarin saglik durumlarinda genis farkliliklar olmasi gibi sonuglar,
oldukca dikkatli bir sekilde yorumlanmalidir. Cocuklarda kotinin diizeyleri ve kapali alanda
maruz kalman nikotin diizeyleri arasindaki giiclii korelasyon, g¢evresel sigara dumani
maruziyeti tayininde bunun iyi bir biyomarker oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla beraber
kotinin diizeylerinde ayni sayida sigara igenlerde bile genis bir farklilik vardir. Sigara
icmeyenlerin idrarinda diisiik kotinin diizeyinin tespit edilmesi, ¢cevresel sigara dumanini tam
onlenmenin hemen hemen imkansiz olmasi kadar sasirtict degildir. Bu bulgu, onceki

calismalarla uyumluydu.
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6. SONUCLAR

Calismamizda sigara dumanina maruz kalan ¢ocuklarda maruziyet derecesinin objektif
bir kriteri olan idrar kotinin diizeyi ile apoptozis belirteci olan M30 ve M65 antikorlarinin

diizeyleri arastirildi.

Bu calismada ¢evresel tiitiin dumanina maruz kalan ¢ocuklarda apoptozis belirteci olan
M30 diizeylerinin ¢evresel tiitiin dumanina maruz kalmayan g¢ocuklara gore diisilk olmasi
cevresel tiitiin dumanina maruz kalanlarda apoptozis siirecinin inhibisyonu (premalignansi)
seklinde yorumlanabilir. Calismamizda her iki grupta M65 diizeylerinin arasindaki farkin
olmamasi c¢evresel tiitiin dumani etkisi fizyolojik siirecin degistirdigini, ama hiicrenin nekrotik
ve otofajik 6liim moduna etki etmedigini diisiiniiyoruz. Calismamizda idrar kotinin diizeyleri
ile M30 antikorlarin miktar1 arasinda negatif korelasyon tespit edildi. Cevresel tiitiin
dumanina maruziyet sonucunda apoptozis siirecinin degismesi arasindaki bu korelasyon

bildigimiz kadariyla apoptozis belirteci olan M30 vasitasiyla ilk defa gosterilmistir.

Ebeveynlerin c¢ocuklarin g¢evresel tiitiin dumanina maruziyeti konusunda verdikleri
bilgilerin, ¢cocuklarin idrarinda 6lciilen kotinin diizeyi ile korele olmamasi, bu bilgilerin tek

basina yeterli olamayacagi calismamizla desteklenmistir.

Son olarak, sigara dumanindan arindirilmis yasam alanlarinin ¢ocuklar i¢in saglanmasi
sarttir. Cocuklarin bu kontaminanta maruz kalmalarinin 6nlenmesi; bu konuda daha
uygulanabilir yasal ve idari onlemlerin alinmasina, sorunlarin tespitine yardimci ileri
laboratuar tekniklerinin gelistirilmesine /kullanilmasina ve ¢ocuklarin sagligi ile ugrasanlarin

bu konuda kamuoyunu yeterince bilgilendirmesine baglidir.
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7. EKLER
7.1. Anket Formu

Goriisme Yapilanin Arastirmaya Katilacak Cocuga Yakinlik Derecesi:
Anne Baba Diger Ebeveyn (ise acikea belirtiniz: ..................... )
Adi1 ve Soyadi:

Cocugun Adi ve Soyadi:

Gorlisme 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. Ilkokul 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. Evhanim1 2. Gelir getiren bir iste ¢aligiyor
7- Babanin isi:
8- Ailenin aylik ortalama geliri kag TL?

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

3. Yaninda stirekli sigara i¢ilmis 4. Ara sira i¢gmis

10- Yasanilan evin tipi: 1. Apartman dairesi 2. Gecekondu

11- Evde yasayan kisi sayisi:
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12- Cocugun bulundugu ortamda sigara icme durumu: 1. Kesinlikle i¢ilmez 2. Ara sira i¢ilir

3. Balkonda ya da evin diger boliimlerinde sigara agiliyor
- Sadece anne: ....tane/giin

- Sadece baba: ....tane/giin

- Her ikiside: ....tane/gilin

- Diger: ....tane/giin

14- Evinizin 1sitma sistemi nedir?

1- Komiir sobast  2- Odun sobast 3- Dogal Gaz [ 4-Elektrikli 1sitict

5- Merkezi Kalorifer 6- Kat Kaloriferi 7-Diger (belirtiniz............cccceeuveenneen.

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 ila¢ kullanimi1 gerektiren bir hastaligi

varmi? 1- Yok V) R

17- Cocugun anne, baba ve kardeslerinde siirekli kontrol gerektiren veya siirekli ilag

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