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OZET

SIGARAYA MARUZ KALAN PASIF ICiCI DURUMUNDAKI
COCUKLARDA KOTININ DUZEYI ILE DNA HASARININ
DEGERLENDIRILMESI

Dr. Mehmet KILIC
Uzmanlik Tezi, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali

Amag: Sigaraya maruz kalma; hem yayginligi hem de 6nlenebilir olmasi bakimindan
oldukca onemlidir. Risklerini tanimlamak ve sigara karsit miidahalelerin yararlarini saymak
i¢in pasif sigara i¢iminin kesin biyokimyasal 6l¢iimlerine gerek vardir. Sigaraya maruz kalmis
sigara icmeyen kisilerde ve aktif sigara igicilerinde kotinin nikotinin en 6nemli ve en guvenilen
biyomarkeridir. Sigara i¢imi sirasinda ¢ok sayida serbest radikal ve reaktif oksijen liriinleri
aciga cikmaktadir. Sigara i¢cimi veya maruziyetinin DNA hasari {izerine ¢alismalar yapilmas,
ancak bu ¢alismalarda kotinin diizeyi ile korelasyon kurulmamastir.

Bu ¢alismada amacimiz sigaraya maruz kalan ¢ocuklarda kotinin diizeyi Olciilerek
maruziyet derecesini belirlemek ve maruziyet derecesiyle DNA hasar1 arasindaki iliskiyi
belirleyerek sigaranin muhtemel karsinojen etkisini ortaya koymaktir.

Yontem: Caligmaya toplam 54 c¢ocuk alindi. Calismada sigara maruziyetini
degerlendirmek icin anket ve idrar kotinin seviyelerinin tespiti yapilmistir. Cocuklarin
idrarindan kotinin dizeyleri kemiliminesan yontemiyle, periferik vendz kandan izole edilen
mononikleer 16kosit DNA incelemesi (commet assay) i¢in kan 6rnekleri alindi. SPSS 11,5
kullanilarak istatistiksel analizler yapildi. P degerinin <0,05 olmas1 anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular: Ortalama idrar kotinin ve DNA hasari diizeyleri sigaraya maruz kalan grupta
sigaraya maruz kalmayan gruba gore anlamli derecede yiliksek bulundu. Ortalama kotinin
diizeyi ile DNA hasari diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulundu.

Sonu¢: Comet analizinin bu arastirmadaki sonuglari, pasif icici konumundaki

cocuklarin bu riske maruz kalmayanlara gore genotoksisite bakimindan risk altinda olduklarini

Vil



kuvvetle diisiindiirmektedir. Bu arastirmanin ilk verileri 1s18inda ileride bu konuda comet
yontemiyle kapsamli ¢alismalarin yapilmasi, daha somut yorumlara olanak sunabilecektir.
Calismamizda sigara dumanina maruz kalan pasif i¢ici durumundaki ¢ocuklarda
maruziyet derecesinin objektif bir kriteri olan idrar kotinin diizeyi ile DNA hasar1 arasinda
anlaml1 pozitif korelasyonun bulunmasi kotininin pasif icici gocuklarda DNA hasar1 agisindan

iligkili olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Pasif sigara, ¢cocuk, kotinin, DNA hasari



SUMMARY

EVALUATION OF DNA DAMAGE BY MEASURING URINARY
COTININ IN CHILDREN EXPOSED TO PASSIVE CIGARETTE
SMOKE

Dr. Mehmet KILIC
Residency Thesis, Department of Pediatrics

Aim: Exposure to cigarette smoke is important for its prevalance and preventability.
Direct biochemical measurements of passive smoking are needed to define the risks associated
with passive smoking and benefits of interventions against it. Cotinin is the most important and
reliable biomarker of nicotine exposure in both active smokers and nonsmokers exposed to
cigarette smoke. Many free radicals and reactive oxygen species are released into the tissue
after smoke exposure. Several studies have searched for the association between cigarette
smoking and/or exposure and DNA damage but cotinin level was not used for comparison.

The aim of this study was to measure cotinin to determine the degree of smoke
exposure in children and define the association between the degree of exposure and DNA
damage to reveal the potential carcinogenicity of it.

Method: The study group consisted of 54 children. To determine the degree of
cigarette smoke exposure, all children were reviewed by a questionaire and their urinary
cotinin levels were measured. The urinary cotinin level was determined by chemiluminescence
method. Mononuclear leucocytes were isoloted from venos blood and DNA damage were
measured by the Comet Assay. SPSS 11.5 was used for statistical analyses and P<0.05 was
considered significant.

Findings: Mean urinary cotinin level and DNA damage was higher in the group
exposed to cigarette smoke as compared to children without any exposure. Mean cotinin level

and DNA damage were found to be positively correlated.



Results: Results of the Comet analysis indicate that passive smokers of pediatric age
group are more prone to genotoxicity than nonsmokers. The findings of this study suggest that
more detailed studies using Comet analysis will allow for more concrete results in the future.

The finding of positive correlation between urinary cotinin and DNA damage in
passive smoking children shows that urinary cotinin can be a reliable biomarker of DNA
damage in these children.

Key Words: Passive cigarette smoking, child, cotinin, DNA damage
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1. GIRIS VE AMAC

Sigara dumani; her yerde karsilasilabilecek ve olduk¢a yiiksek oranda toksik
cevresel bir kirleticidir. Sigara dumanina maruz kalma; hem yayginligi hem de onlenebilir
olmast bakimindan olduk¢a Onemlidir. Sigara igiciliginin annenin gebeliginde sigara
kullanmasinin, gebelige bagli komplikasyonlar riskini artirmasi, intrauterin gelisme geriligi
gibi hem anne hem de c¢ocuk agisindan zararli sonuglar dogurdugu, ¢esitli organlarda
malignensiye neden oldugu ve diger bircok yan etkisi oldugu bilinmektedir (1). Diisiik
duzeyde cevresel sigara maruziyetinde bile ¢ocuklarda solunumsal hastaliklar, astim ve
diger benzer problemler, ani ¢ocuk 6liimii sendromu, diisiik dogum agirlig, lipid profilinde
bozulma ve hemoglobin konsantrasyonunda azalma gibi zararli etkiler gorulebilir (2-6).
Sigara dumaninin 4000’den fazla bilinen ve bilinmeyen bircok kimyasal bileseni vardir ve
bunlar eksojen olarak yiiksek miktarda serbest radikal olusumuna neden olur (7). Sigara
dumani ile iligkili artmig reaktif oksijen iriinlerinin Uretiminin oksidan savunma sistem
kapasitesini asarak proteinler, lipidler ve DNA’da oksidatif hasarla sonuglandigi
bilinmektedir(8).

Aktif sigara icicilerinde ve sigara dumanina maruz kalmig sigara igmeyen kisilerde
nikotinin en 6nemli ve en givenilen biyomarkir1 kotinindir (9). Cocuklarda pasif sigara
iciciligi; yol actifi diger saglik sorunlarinin yani sira, genotoksisiteye bagli potansiyel
kanserojen etki bakimindan da hayati 6nemdedir (10). Mutajenik etkinin hassas gostergesi
olan DNA hasari, ileride bu kisilerin kanser gelistirme olasilifinin daha yiiksek olmasi
bakimindan klinik 6nemi goz ardi edilmemelidir (11). Sigara i¢imi veya sigara dumanina
maruziyetinin DNA (zerine etkisini arastiran az miktarda calismalar yapilmis olsada,
Turkiye’de sigara dumani etkisinde kalmanin objektif géstergesi olan kotinin duzeyi ile
DNA hasar arasindaki maruziyet derecesini inceleyen ¢alisma yapilmamustir.

Bu calismada amacimiz sigaraya maruz kalan ¢ocuklarda kotinin diizeyi Ol¢iilerek
maruziyet derecesini belirlemek ve maruziyet derecesiyle DNA hasar1 arasindaki iliskiyi

belirleyerek sigaranin muhtemel karsinojen etkisini gostermektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Dunya’da ve Turkiye’de Sigara

Sigara dumanina maruz kalma; hem yayginligt hem de Onlenebilir olmasi
bakimindan olduk¢a onemlidir. Sigara icerdigi toksik maddelerin miktar ve c¢esitliligi,
kullanim siklig1 ve stiresinin yol actig1 sorunlarla iligkisi, bu sorunlarin halk sagligini tehdit
eden boyutlar, yaptigt bagimhilik tiri ve tedavi alternatifleri, onlenebilir sik 6liim
nedenlerinin arasinda yer almasi, kullanicist disindakileri de tehdit eden toksik etkileri gibi
bircok bakimdan hakkinda ¢ok sayida ayrintili incelemeler yapilmis, yorumlarda
bulunulmustur (12,13). Bununla birlikte sadece igiciler sigara dumani nedeniyle hastalanip
O6lmemektedir, sigara igmeyenler de cevresel sigara dumani ile kirlenen havay:1 soluyarak
hastalik ve 6liim riski altinda kalmaktadirlar.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore her yi1l 4 milyon kisi sigaraya bagl bir
hastaliktan dolay1 vaktinden erken 6lmektedir ve 2030 yilina ulasildiginda bu saymin yilda
10 milyona ¢ikmasi beklenmektedir. Ikibinyirmili yillarda diinyada sigaraya bagl olan
olumlerin % 70’nin gelismekte olan iilkelerde olacagi hesaplanmaktadir (14). Sigara
tiketimi, diinyada her 8 saniyede bir kisinin 6liimiine neden olmaktadir.

Pasif sigara i¢imi; kisilerin sigara icilen bir ortamda istemsiz olarak tiitiiniin yanma
urtnlerini soluyarak maruz kalmasi olarak tanimlanmaktadir (15). Pasif sigara i¢imi; cevresel
sigara dumani1 (CSD) maruziyeti, ikinci el sigara icimi ya da edilgen sigara icimi olarak da
adlandirilir (16,17).

Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) eriskinlerin % 26,5l sigara icerken, 2 ay-11
yag grubu cocuklarin % 43'Unin evinde en az bir aktif sigara igicisinin bulundugu
bildirilmektedir. Gelismis {ilkelerde sigara i¢imi azalmakta iken, gelismekte olan tilkelerde ise
artmaktadir (17).

Tiirkiye’de 2008 Aralik ayinda yapilan Kiiresel Yetiskin Sigara Arastirmasina gore,
toplumda 15 yas ve lstii olanlarin % 31’1 sigara icmektedir (% 48 erkek, % 15’1 kadin).
Sigara kullanimi 25 - 44 yas arasi insanlar arasinda daha yaygindir; bu yas grubunun % 40’1
sigara igtiklerini belirtmislerdir (18). Saglik Bakanligi Madde Bagimliligi Sube Miudiirligi

tarafindan yapilan "Tiirkiye Kiiresel Genglik Tiitiin Arastirmasi-2003" calismasina gore, pasif



igicilik yoniinden carpici sonuglarla karsilagilmistir. Buna gore 6grencilerin % 91,1°i halka
acik yerlerde sigara dumanina maruz kalmistir, % 68,8’1 babasinin, % 39,7°si ise annesinin
evde sigara ictigini ifade etmistir (19). Avrupa Tutln Kontrolu Raporu 2007’ye gore ise
Turkiye’deki 13-15 yas grubunun sigara dumanindan pasif etkilenim prevalansi evde % 81,6,
ev diginda ise % 85,9’dur (20).

Tiirkiye’nin de bulundugu ¢ok sayida iilkede sigara dumanina maruziyeti 6nlemek ve
sigara tiiketimini azaltmak amaciyla bir takim yasal diizenlemelere gidilmistir. Ornegin,
tilkemizde 4207 Sayili Kanun geregince, “kapali mekanlarda tiitiin ve tiitin mamullerinin
icilmesi yasaklanmis olup, 5326 sayili Kabahatler Kanunu'nun 39. maddesinde ise kamu
hizmet binalarinin kapali alanlarinda tiitiin mamulii tiikketen kisiye idari para cezasi verilmesi”
hiikkme baglanmistir (21). Giin gegtikge bu konudaki sinirlamalarin boyutu da giderek
artmaktadir. S6z konusu diger diizenlemeler ile birlikte, 4207 Sayili Kanunun kapsami daha
da genisletilerek , “Okul, dershane ve kurslarin agik alanlari ile lokanta, kahvehane, kafeterya
ve birahane gibi yerlerde sigara i¢imini yasaklayan "5727 Sayili Titiin ve Tiitlin
Mamullerinin Zararlarinin Onlenmesine Dair Kanunda Degisiklik Yapilmas:1 Hakkinda
Kanun" Resmi Gazete’nin 19 Ocak 2008 sayisinda yayinlanmistir ve yayin tarihinden itibaren
4 ay sonra yiiriirliige girmis; lokanta, kahvehane, kafeterya gibi yerlerdeki sigara yasaginin

uygulanmasi baglamistir (22).

2.2. Pasif Sigara Dumanin Tamimlanmasi ve Bilesenleri

Pasif sigara igiciligi ¢evresel tiitiin dumani yoluyla gelen birgok zararli etken
nedeniyle ¢ocuklarin saghigini etkilemektedir. Sigara dumaninin 4000°den fazla bilinen ve
bilinmeyen birgcok 6gesi vardir ve bunlar eksojen olarak yiksek miktarda serbest radikal
olusumuna neden olurlar (7). Sigara dumaninin bilesimi, sigaranin hammaddesi olan tiitiiniin
bilesimiyle ayni1 degildir. Bu, tiitiiniin yanmas1 sirasinda igerdigi kimyasallarin kismen ya da
tamamiyla baska bilesiklere doniismesi ile iliskilidir. Sigara dumanin bilesimi,tutlnin
tiiriine, tlitliniin liretim asamasinda gecirildigi islemlere, sigaranin filtreli olup olmamasina,
sarildig1 kagidin hammadde 6zelliklerine, kagit ve tiitiiniin nem derecesine, sarilma teknigine,
nefes ¢ekme sikligina, derinligine, yanma hiz1 ve sicakligina ve benzeri ¢ok sayida faktore
bagl olarak degisir. Nikotin; karbonmonoksid; katran fazindaki karsinojenik maddeler ve bu
fazdaki irritanlar olmak Gzere 4 6nemli bileseni sigara dumaninin toksisitesinde 0n plandadir
(23,24).



Nikotin, Nicotiana tabacum bitkisinin titln olarak bilinen kurutulmus ve 0zel
islemlere tabi tutulan yapraklarindaki bir cesit alkaloiddir. Ilk kez Amerika kitasinda
yetistirilmekle birlikte, tltin 16. ylzyilda Avrupa kitasina ve daha sonra diinya Uzerindeki
diger cografyalara yayilmistir. Sigara i¢in kullanilan titin % 0,5- 3 oraninda nikotin ihtiva
eder. Kimyasal yapisi; N- metil pirolidin halkasi ve piridin halkasindan olusur (25,26).

Sigara igildiginde iki farkli tip duman iiretilmektedir. Bunlardan biri sigara icen kisi
tarafindan aktif olarak igine ¢ekilen ve yanan sigaranin agizliginda da bulunan “ana akim” ve
digeri ise yanma bdlgesinden cevreye sigaradan pasif olarak yayilan “yan akim”dir (27).
Islem gorme agisindan ana akimda, biri duman - gaz fazi, digeri de tanecikli madde (katran)
olmak Gzere iki kistm mevcuttur (28).

Yan akim dumani (YAD) olusurken yanma 1s1s1 daha diisiik oldugu i¢in YAD'nda ana
akim dumania (AAD) gore ¢ok daha fazla kimyasal madde mevcuttur, 6rnegin hayvanlar
icin karsinojenik oldugu gosterilmis olan nitrosodimetilamin’in yan akim dumaninda ana
akim dumanina gore 20-100 kat daha fazla bulunmaktadir (29). Yapilan ¢aligmalar her bir
sigara icim turinde etkilenilen dumanda YAD'nin AAD'na gére daha tehlikeli oldugunu
gostermektedir. AAD ve YAD’da nikotin bilesikleri de farklidir. AAD'nda nikotin partikiil
fazindayken, cevresel sigara dumaninda ise sivi faza ge¢mistir. Diger bir 6nemli fark ise
GSD'nda partikullerin boyutunun (0,01-1,0 um) ana akim dumanina (0,1-1,0 pum) gore daha
kiiglik olmasidir (30).

Sigara dumaninda nikotin, nem ve karbonmonoksid ¢iktiktan sonra geri kalan
maddelerin tiimiiniin belirgin karsinojenik etkileri vardir. Dumanin katran fazi 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 Uretimi asamasinda ve i¢ilmesi sirasinda yanma
sonucu olustugu duslnllen ve thtune spesifik N-nitrozaminler olarak adlandirilan N-
nitrozonornikotin ve metilnitrozamin piridil butanon gibi bilesimlerdir. Bunlarin disinda da
kanserojenik etkileri ¢ok iyi bilinen ve sigara dumaninda bulunan baska maddelere Grnek

olarak radyoaktif polonyum (Po**°

), siyanur, akrolein, fenol bilesikleri gibi daha bir ¢ok
maddeyi saymak mumkdiindir (26, 27, 32).

Sigara dumanindaki kanserle iligkili maddelerden digerleri sunlardir: Arsenik, Benzen,
Krom, Nikel, Vinilklorur, 4-aminobifenil, Benzo(a)piren, Kadmiyum, Formaldehit, N-

Nitrozodietilamin,  Asetaldehitdibenzopiren, Parakrezol, N-Nitrozometiletilamin, N-



Nitrozonornikotin, N-Nitrozopiperidin, N-nitrozopirolidin, Orto-toluidindir. Sigara dumaninin
kanserojen disindaki diger hasarlayici etkilerine yol agan maddelerden bazilari: Nikotin,

Karbonmonoksit, Azotoksitler, Amonyak, Hidrojensiyanur ve Akroleindir (33).

2.3. Pasif Sigara I¢iciligi ve Cocuklarda Olusturdugu Riskler

Sigara i¢imi yalmz i¢ene degil, ayn1 ortamda bulunan diger insanlara da zarar vermesi
ve bu durumdan en ¢ok cocuklarin etkilenmesi bakimindan 6nemli bir halk sagligi sorunu
olarak kabul edilmektedir. Kendisi sigara icmedigi halde isyerinde, insanlarin toplu olarak
bulunduklar1 kapali yerlerde ve evde sigara i¢en kisilerin dumanina maruz kalarak bu
dumanda bulunan tm zararli maddelerin solunmasi “pasif igicilik” olarak tanimlanabilir. Bu
tamimlamanin diger bir sekli de ¢evresel sigara dumani (environmental tobacco smoke- ETS)
olarak bilinir. Sigara icenin nefesini vermesiyle disariya saldigi dumana ve igine ¢ekmeler
arasi Kul tablasinda yanik halde duran sigaranin kapali mekana tiiterek saldigi dumana “ikinci
el duman” denir. Pasif icicilik, filtreli ya da filtresiz disiik katranli ya da dusuk nikotinli
sigara dumanina maruz kalma, dumanin orani, kapali yerin boyutu, solunan miktar, maruz
kalma suresi gibi ¢ok degisik faktorlerden etkilenmektedir. Pasif icicilik, aktif sigara icene
gore daha az siddette olmakla beraber, benzer kronik saglik sorunlarina yol acabilir (12, 25,
33, 34, 35).

Dinyadaki tim g¢ocuklarin yaklasik % 40’ma tekabiil eden tahminen 700 milyon
cocuk evde sigara dumanina maruz kalmaktadir (36). Pasif sigara dumaninin diinyada yilda
600000 erken 6liime neden oldugu tahmin edilmektedir; bu rakam dinyada her yil dogum
esnasinda dlen kadin sayisina yaklasik olarak yakin bir sayidir (37). ABD’nde her yil tim
sigarayla ilgili 6liimlerin yaklasik % 11’1 olani (yaklasik 50 bin 6lim) pasif sigara dumanina
atfedilmektedir (38). Avrupa Birliginde (AB) isyerinde sigara dumanina maruziyetin yilda
7600 oliime neden oldugu tahmin edilmekte olup evdeki maruziyetin de ilave 72100 6lume
neden oldugu bildirilmektedir (39).

ABD Saglik Bakanligi’na baglh ¢alisan Ulusal Toksikoloji Programi Kurumu 2002
yilinda yaymmlamis oldugu 10. Ulusal Raporunda “ikinci el dumanin bile kanserojen
oldugunu” bildirmistir (40).

Cocuklarin, anne ve babalarmin igtikleri sigaranin dumanina maruz kalisi, bazen
cocuk daha anne karninda iken baglayabilmektedir. 20 haftalik dogum haftasindan 6nce fetal

kayip olarak tanimlanan spontan abortus rélatif riski hamilelik esnasinda sigara igenlerde 1/3



oraninda artmistir (41). Annenin sigara i¢cmesi ile birlikte olan riskler preterm dogum,
intrauterin gelisme geriligi (IUGG), diisiik dogum agirlig1, perinatal ve neonatal mortalite, ani
bebek 6lim sendromu (ABOS) ve muhtemelen konjenital malformasyonlardir (42).

Sigara icen kadinlarda igmeyenlere gore preterm dogum rolatif riski 1,2-1,6 arasi
degismektedir. Hamilelik esnasinda sigara i¢en kadinlardan dogan bebekler belirgin olarak
icmeyenlerden doganlardan 200-250 gram az agirlikla dogarlar (43). Annenin dogumdan
sonra sigara icmesi durumunda ABOS riski 2,3 kat, hem anne hemde babanin sigara igmesi
durumunda 3,5 kat arttig1 tespit edilmistir. Bebegin sigara igen annenin yaninda yatmasi
durumunda ABOS riski bir miktar daha artmaktadir (30).

Cocukluk ¢aginda sigara dumanina maruz kalma astim, otitis media, tist solunum yolu
enfeksiyonu, azalmis pulmoner fonksiyonlar, norogelisimsel degisiklikler, davranis
problemleri ve okul basarisinda azalma riski ile birliktedir (44, 45). Cevresel sigara icimine
maruz kaldig: i¢in yilda 300000-1500000 civarinda ¢ocugun alt solunum yollar: enfeksiyonu
gecirdigi ve 200000-1000000 cocukta da astim ataklarinin sikliginin ve siddetinin arttigi
bildirilmistir (46).

Sigara dumanma maruz kalma ve astim, 0-5 yaslar1 arasinda 4331 ¢ocugun
degerlendirildigi bir ¢aligmada incelenmis, anneleri giinde en az yarim paket sigara icen
cocuklarda toplam 2,1 kat daha fazla astim gorulme riskinin oldugu; ilk yasta ise bu riskin 2,6
kat daha fazla oldugu g0sterilmistir. Sigara ve atopi iligkisi de gOsterilmistir; anneleri sigara
icen cocuklarda cilt testlerinde alerjik durum daha sik saptanmis; ebeveynleri sigara icen
erkek cocuklarin kan IgE ve eozinofil dizeyleri daha yuksek bulunmustur (47). ABD'nde
bebeklerde olusan pnémoninin % 50'sinin nedeninin pasif sigara dumanindan etkilenme
sonucunda olustugu saptanmistir (48).

Anne-babanin sigara igmesi ¢ocukta otitis media riskini artirmaktadir. Pasif igici alt1
aylik bebekler yilda ortalama 7,1 seroz otitis media atagi gegirirken, yaninda sigara igilmeyen
bebeklerin 5,8 atak gecirdigi goriilmistiir. Pasif icicilerde ser6z otitis media 28 giinde
iyilesirken, sigara dumanina maruz kalmayanlarda 19 giinde iyilesmektedir (49). Pasif igicilik
allerjik rinit belirtilerini artirmakta, allerjik riniti olmayan cocuklarda da burun tikanikligina
yol acarak uyku kalitesini bozmaktadir.

Sigara dumanina maruziyet ile akciger fonksiyonlarmin azalmasi arasinda iliski

bulunmustur. 21 calismay1 iceren bir meta analizde FEV1’de (1. saniyedeki zorlu vital



kapasite) % 1,4’°lUk, orta ekspiratuar akim hizinda % 5’lik ve son ekspiratuar akim hizinda %
4,3’liikk azalma oldugu goriilmiistiir (50).

Pasif igici ¢ocuklarda hastaneye yatmay1 gerektiren ciddi enfeksiyonlarin sik oldugu
da gosterilmistir. Bir ¢alismada 3 - 59 ay yas grubu cocuklarda bu enfeksiyonlarin dort kat
daha fazla goriildiigii gosterilmistir (51). Ingiltere’de her y1l 17000 ¢ocugun sigara dumanina
maruziyet nedeniyle hastanelere yatirildigi bildirilmektedir (52).

Dogum Oncesi sigaraya maruz kalan bebeklerde hiperaktivite, dikkat eksikligi,
heceleme, okuma ve matematik problemlerinin 6grenilmesinde zorluklar1 gibi entelektiel
gelisimlerinde yetersizlikler gorilir (53). Cocuklarin okul performansi ve zeka skor testleri
sigara dumani maruziyetine bagli olarak azalmaktadir. Bazi ¢alismalarda sigara i¢enlerden

dogan ¢ocuklarin digerlerine gore diisiik zeka skorlarina sahip olduklari tespit edilmistir
(54,55).

2.4. Sigara Dumam Maruziyetinin Ol¢iimii

Yetiskinlerde yapilan ¢esitli calismalarda da sigara maruziyeti degerlendirilirken,
sadece kisisel bildirimlerin kullanilmasinin gercek verileri elde etmede yeterli olamayacag,
kisisel bildirimlerle birlikte serum veya idrar kotinin degerlerinin de belirlenmesinin gerektigi
vurgulanmistir (56,57). Aktif veya pasif sigara igiciligini degerlendirmek i¢in en sik
kullanilan yontem, bir nikotin metaboliti olan kotinin diizeyinin, serum, idrar veya tiikiiriikte

belirlenmesidir (9).

Sigara maruziyetinin 6l¢iim arac1 kolay Olculebilir olmali ve maruziyetin derecesi,
siiresi ve sikligini temsil etmelidir. Iyi bir dl¢iim arac1 kaynagim giicii ile degisebilmeli ve
makul bir mal olusla kolay ve dogru bir sekilde 6l¢iilmelidir. Sigara dumanina 6zel olmali ve

diisiik konsantrasyonlarda bile hava veya biyolojik numunelerde tespit edilebilmelidir (58).
Sigara dumanina maruziyet 3 sekilde dlgiilebilir:

1- Kisilerin maruz kaldig1 havadaki sigara dumani bilesenlerinin él¢ilmesi (cevresel 6l¢im)

2- Anket veya goriismelerde maruz kalmanin kisi tarafindan bildirilmesi yoluyla

3- Maruz kalmig bireylerin viicudunda sigara dumani bilesenlerinin (biyomarkerlarin)

konsantrasyonunun ol¢timleri.



Cevresel oOlciimler nikotin, partikiiller ve bazi gazlart igermektedir. Bunlar hava
ornekleme monitorleri ile veya kisisel oOrneklemlerle elde edilebilirler. Bu metod
suboptimaldir, zira monitorler sadece kisa periyotlarda kullanilabilir ve maruziyeti tam
yansitmayabilir. Buna ilaveten c¢evresel Olglim viicuda ulasan sigara dumani dozunu
yansitmayabilir, sigara dumanindan bagka bilesiklerin kaynaklar1 karisabilir ve zaman

kaybina yol acar (59).

Sigara igiyor olmanin ve sigara dumanina maruziyetin kisisel bildirim ile
degerlendirilmesi ya yazili (kiginin doldurdugu anket) veya sozlii iletisim ile (kisisel goriisme)
yapilmaktadir. Sigara kullanimi ve maruziyetinin degerlendirilmesinde en sik kullanilan arag
anketlerdir. Bunlar birgok nedenden dolayr uygundurlar; maruz kalma bilgileri retrospektif
olarak toplanabilir ki bu durum havay kirleten konsantrasyonlar veya biyomarkerlarla ilgili
elde 6l¢ciim olmadiginda degerlidir, uzun donemli maruz kalma ile ilgili bilgiler verebilir,
fazla sayida kisiye uygulanmasi pahali degildir ve bu nedenle genis capli ¢alismalar icin

uygundur. Bunlar bir¢ok sigara ¢alismalarinda basarili bir sekilde kullanilmiglardir (42).

Biyokimyasal 6lctimlerle kisisel bildirimin dogrulandigi calismalarin yapilan meta
analizinde eriskinlerin sigara igip igmemenin kisisel bildiriminin ¢alismalarin ¢ogunda genel
olarak dogru oldugu sonucuna varilmistir (60). Bununla birlikte yazarlar hamile kadinlarda
yapilan ¢alismalar1 hari¢ tutmuslardir, ¢linkii hamile kadinlarin sigara icme durumlar1 sosyal
sebeplerle kabul edilebilir bulunmadigindan kisisel bildirim tam dogru sonuglar vermeyebilir
(61). Kisisel bildirimin dogrulugunu giiclendirecek diger faktorler goriismecinin uyguladig
anketleme, gozlemsel caligmalar, yetiskinler tarafindan yapilacak bildirimler ve kotinin ile

biyokimyasal dogrulamadir.

Bu avantajlarina ragmen anket bilgilerine dayanilarak yapilan kisisel bildirimlerin
dogruluklar1 ile ilgili bazi kaygilarda vardir. Bunlarin en ciddi olanlari;; dogrulama
standartlarinin  yoklugu, standartize edilmis anket yoklugu ve maruziyetin yanlis
smiflandirilmis olmasidir. Anketle toplanan bilgilerde en sik yapilan hatalar; kisinin
maruziyeti dogru bir sekilde hatirlayamamasi, bilgi eksikligi, kasith olarak yanlis bilgi verme,
pesin hiikiimlii olma ve hafiza yetersizligi olabilir (56). Sosyal cazibenin fazla oldugu

durumlarda pesin hiikiimliiliikk ¢ok yaygin olabilir (60).



Bebek ve gocuklarda sigara dumanina maruziyetin tasidigi risklerin belirlenmesi
hemen hemen daima anne-babanin kisisel bildirimlerine dayanmaktadir (62). Annelerin veya
bakicilarin bebeklerin ya da ¢ocuklarin sigara tiketimine maruz kaldiklarini inkar etme veya
oldugundan diisiikk gosterme motivasyonlar1 ¢ok gii¢lii olabilir (63). Ebeveynler tarafindan
sigara dumani1 maruziyetinin gercek olandan az gosterilmesinin kullanilan dokiimana ve
calisilan niifusa bagl oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarin ¢cogunda idrar kotinini ile
g¢ocugun Sigara dumanima maruziyetinin ebeveynlerce bildirimleri arasinda uyum iyi
bulunamamistir. Anket verileri ile sigara dumani1 maruziyetinin prevalansi muhtemelen diistik
tahmin edildiginden sigara dumanina maruziyetin objektif degerlendirilmesi gereklidir.
Bunlara ilaveten anne-babaya dayali anketlerin ¢ogu maruz kalmayan ve hafif derecede maruz
kalan cocuklar1 dogru bir sekilde ayiramamaktadir. Ozellikle pediatrik niifus ve hamile
kadinlar i¢in aktif ve pasif sigaraya maruziyetin daha dogru bir sekilde degerlendirilmesi 6n

plana ¢ikmaktadir (64).

Risklerini tanimlamak ve sigaraya karsit miidahalelerin yararlarin1 saymak igin pasif
sigara iciminin kesin biyokimyasal dl¢iimlerine gerek vardir (27). ideal olarak sigara dumani
maruziyetinin biyomarker: sigara yanmasina spesifik olmali ve viicutta yar1 omrii uzun
olmahidir. Biyomarkerin diger 6zellikleri de sunlar olmalidir; onceki maruziyetle iligkili
olmalidir, saglik etkileri olan bir ajan olmal1 veya bdyle bir ajanla kuvvetle birlikte olmalidir,
eser miktarlarda bile ylksek dogrulukla tespit edilmelidir, doz bagimli olmalidir, noninvazif
metodlarla 6l¢ilmelidir ve test pahali olmamalidir (58).

Sigara dumani maruziyetinin biyomarkerlar1 herhangi bir viicut sivisi veya
dokusundan sigara dumaninin igerdigi metaboliti 6lgen herhangi bir test ile belirlenebilir (65).
Sigara dumani maruziyetini 6lgen birkag muhtemel biyomarker 6ne siiriilmiis olup, bunlarin
arasinda karboksihemoglobin, tiyosiyanat, karbonmonoksit (CO), DNA katim firiinlerini ve

kotinini sayabiliriz (66).

Viicut sivilarinda tiyosiyanat ve karboksihemoglobin konsantrasyonlari sigara
dumanina maruz kalmanin ayrilmasinda yeterince spesifik veya sensitif degildir (67). Jarvis
ve calisma arkadaslarinca yapilan bir ¢alismada tiyosiyanat Ol¢iimii ile sigara icgenlerle
icmeyenler arasinda ayrim ¢ok zayif derecede yapilabilmis olup en sensitif ve spesifik test ise
tim viicut sivilarinda oOlgiilebilen kotininle yapilmistir (68). Ekshale CO maruziyetin

kullanilabilir bagka bir biyomarkeridir ¢iinkii metabolik aktivasyona maruz kalmaz. Kisisel



sigara icme bildirimi ile CO O6lgiimii ve sigara igme ile idrar kotinin arasinda yiiksek
korelasyonlar oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte nikotin maruziyetinin marker: olarak
CO’in baz1 dezavantajlar1 da vardir. Cevrede sigaraya bagli olmayan CO kaynaklar1 da vardir,
karbonmonooksitin yart émrii 4-5 saat gibi kisadir ki bu durum yakin tarihli maruziyetin
biyomarker1 oldugu anlamu tasir, yanlis negatif siniflandirma sansini artirir, diizensiz sigara
icilme kaliplarini tespit etmede hassasiyeti diisiik olur, arada sigara igenlerle hig icmeyenlerin
ayrilmasinda bu markerin yetenegi azalmis olur (69). Diger biyomarkerlarda da mevcut olan
cesitli problemler nedeniyle nikotin ve bunun metaboliti olan kotinin sigara dumani

maruziyetinin incelenmesinde genis oranda kullanilan biyomarker: olarak 6ne ¢ikmuistir.

Nikotin sigara dumaninin primer bileseni olup, potansiyel toksinidir. Sigaranin major
bilesenidir ve sigara dumanina yiiksek oranda spesifiktir (68). Kandaki yar1 dmrii yaklagik 2 -
3 saattir ve idrarla itrah edilir (9). Tek bir sigaranin yaklagik 1 mg nikotin saglayabildigi
tahmin edilmektedir. Vicuttaki nikotin dlizeyi inhalasyon kaliplari ve nikotin
metabolizmasindaki bireyler aras1 farkliliklardan etkilenmektedir (70). Inhale edilen nikotinin
yaklasik % 5 - 10’u idrarla degismeden atilir; kalanmi ise karacigerde metabolize edilir.
Nikotin metabolizmasinin ana sekli kotinine C - oksidasyondur. Nikotinin yaklasik % 80’1 bu
yolla kotinine doniisiir. Nikotinin sigara dumani maruziyet biyomarker: olarak kullanimi
sinirlidir. Test pahalidir ve viicut sivilarinda var olan miktarin diisiik konsantrasyonlarda
olmasi nedeniyle c¢ok sensitif olmak zorundadir. Yart dmriiniin kisa olmasi uzun donemli
maruziyetin biyomarker1 olarak kullanililmasimi yetersiz kilmaktadir (9). Nikotin alimu,
metabolizma ve atilimindaki farkliliklar nedeniyle kisiler arast 6nemli derecede degisikler
vardir. Nikotin plazma, tiikiiriik ve idrarda Olgiilmiis olup bunlarin se¢imi planlanan

calismanin 6zelliklerine baglidir.

Kotinin nikotinin esas metaboliti olup hem igme durumunun hem de sigara dumanina
maruziyetinin degerlendirilmesinde segilecek biyomarkerdir. Cesitli biyolojik sivilardaki
kotinin degerleri son derece uyumlu oldugundan kan kotininin miktar: tlkirik ve idrardaki
kotinin ol¢tlerek de dogru bir sekilde tahmin edilebilir (9). Kotinin; genellikle kan, tikurik,
idrar, sa¢ ve semende 6l¢ullr (71). Kotininin kanda yarilanma 6mrii yaklasik 19 - 40 saattir ve
bu nedenle birka¢ giin dnceki (2 - 3 gun) sigara dumani1 maruziyetini gosterebilir. Kotininin

yar1 dmrl bebek ve ¢ocuklarda tipik olarak uzundur. ABD Cevre Koruma Ajanst 18 aydan
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kiglklerde kotininin yart dmriin 60 saate kadar, 18 aydan biiyiiklerde ise Kotininin yari
Omrunun 40 saate kadar uzadigini bildirmistir (72).

Idrar pH’1inin kotinin itrah1 {izerindeki etkisi ¢ok az oldugundan kotinin &lgiimleri
nikotin 6l¢imlerinden daha Ustindir (73). Kendileri sigara icmeyen, sadece sigara dumanina
maruz kalanlarda bile kotinin seviyeleri tespit edilecek kadar yiksek olabilir. ABD Cevre
Saghigi Tehlike Degerlendirme Ofisi aktif sigara igenlerle igmeyenler arasinda kotinin
konsantrasyonlarinda en azindan bir bliylikliik farki olmasi gerektigini bildirmektedir. Bu
ofisin yaptig1 calismada sigara icmeyen ve maruziyeti olmayanlarda plazma kotinin seviyeleri
0,31 ng/ml iken maruz kalan sigara igmeyenlerde ise bu deger ortalama 1,99 ng/ml olarak
bulunmustur (74).

Kotinin o6lgtmleri icin tikiirik ve idrar Ornek toplamasi kisilere aci verici
olmadiklarindan yaygin kullanilir. Tikiirigiin ig¢erigini etkileyen bir¢ok faktoér oldugundan
sigara dumani1 maruziyetini net temsil edecek standart 6érnek toplamak zordur. Ayrica diyet,
sigara i¢me slreci gibi faktorler tikirik kotinin seviyelerini etkileyebilir (75). Tukdrik
kotininin plazma kotinine korelasyonu yiiksektir; tiikiiriik ve serum kotinin degerlerinin
hemen hemen esit oldugunu destekleyen c¢alismalar vardir. Kotininin bdbrekte
yogunlagsmasimna bagli olarak idrar kotinin konsantrasyonunun plazma ve tikirik
konsantrasyonundan 5-6 kat daha yiiksek seviyelerine ¢iktigina inanilmaktadir (76).

Kan, tukuriik ve idrarda kotinin referans araliklari gevresel sigara dumani1 maruziyetini
3 kategoride incelenmektedir; aktif iciciler, pasif iciciler ve maruziyeti olmayanlar. ABD
Cevre Koruma Ajansi ve Bramer - Kallungal’e gore bu kategorilerdeki kotinin referans
degerleri maruz kalmayanlarda kanda 0,09-0,7 ng/ml, tukurtkte 0-5 ng/ml, idrarda <10 ng/ml;
pasif icicilerde ise kanda 2-10 ng/ml, tikdrikte 5-10 ng/ml, idrarda 10-100 ng/ml; aktif
icicilerde ise kanda >10 ng/ml, tukirikte >10 ng/ml ve idrarda >200 ng/ml’dir (76,77).

Bir¢ok arastirici, nikotin ve kotinin konsantrasyonlarini elde etmede, plazma ve
tikiriige gore daha kolay oldugundan, idrar orneklerini kullanmayi tercih etmektedir (71).
Idrardaki kotinin, tamamen sigaraya 6zel ve yalnizca i¢ metabolizma {iriinii oldugundan,
orneklerin toplanmasi sirasinda dig ortam sartlar1 ile kotinin diizeylerinde degisim olma
olasilig1 da diistktlr (78).

Biyolojik sivilarda kotinin 6l¢iimii i¢in bir¢cok yontem gelistirilmistir. Bunlardan en sik
kullanilanlari; kolorimetri, kromotografi, kemiluminesan, radyoimmiinoassay ve enzime bagl

immunosorbant belirlenmesi (ELISA). Kolorimetri spesifik olmamasi nedeniyle en az istenen
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metottur. Bu tekniklerden cesitli viicut sivilarindan kotinin analizinde referans standart
yontem iciciler icin gaz kromotografi-mass spektrometrisi; pasif igiciler iginse gaz likit
kromotografisidir (79). Kemiliiminesan yontem’de yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip bir

yontemdir; sigara dumani maruziyetini 6lgmek i¢in elverisli bir yontemdir (80).

2.5. DNA Yapi ve Fonksiyonu

Kimyasal olarak DNA, niikleotid olarak adlandirilan basit birimlerden olusan iki uzun
polimerden olusur (81). Bu polimerlerin omurgalari, ester baglari ile birbirine baglanmis seker
ve fosfat gruplarindan olusur. Merdiven basamaklarinin arasinda gevsek hidrojen baglartyla
birbirini ¢eken pirin ve pirimidin denilen azotlu bazlar bulunur. Bu basamaklar merdivenin
kenarindaki seker molekiillerine baglidir. Her bir seker grubuna baz olarak adlandirilan dort

tip molekiilden biri baglidir (Sekil 1).

Bazlar

Seker-Fosfat
Moaolekillleri

DA CiTt Sarmalkh

Sekil 1. DNA’nin ¢ift sarmalli yapisi

Bu birimlere, timin (T), adenin (A), sitozin (C) ve guanin (G) denir. Bunlar DNA
molekiiliiniin bir iplik¢igini olusturur. iki iplik¢ik, yani merdivene benzer yapmin iki kolu,

karsilikli gelen baz ciftleriyle birbirine baglanir. Bu iki iplik¢ik birbirlerine ters yonde
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giderler. Her baz ¢ifti tek bir sekilde eslesebilir: Her zaman T ile A ve G ile C birlesir.
Sarmasik dalina benzer her molekiil, bir DNA "ipligi"dir. Bu iplikler birbirlerine kimyasal
olarak baglanmis niikleotidlerden olusur. Niikleotidler ise bir seker, bir fosfat ve bir de dort
cesit azotlu bazlarin birisinden olusur. Iste bu niikleotidlerin DNA iizerinde siralanisi, DNA
dizilimini belirler (82).

DNA, okaryotlarda dogrusal kromozomlar, prokaryotlarda ise dairesel kromozomlar
icinde bulunur. Kromozomlarda bulunan genler DNA yapisindadir. Her canli bireyin ve
soyunun hayat plant hiicre hafizasin1 meydana getirir. DNA molekiilleri sifrelerle
kodlanmigtir. DNA’nin yapisina giren bazlarin (A,T,G,C) her biri sifre sembollu olarak
kullanilir. Hayatin dili bu dort harfli alfabeyle DNA molekiillerinde yazilmaktadir. DNA’nin
ipliklerinde ard arda gelen {i¢ niikleotit baz1 bir mana (sifre) ifade eder. Dort farkli niikleotitle
arka arkaya 64 sifre kodlanabilir (AAA, AAS, AAG, AGS, vb.). Sifrelerin DNA’daki
siralanislarinin degismesiyle binlerce mana ifade edilebilir. DNA'nin omurgasi boyunca bu
bazlarin olusturdugu dizi, genetik bilgiyi kodlar. Protein sentezi sirasinda bu bilgi, genetik
kod araciligiyla okununca proteinlerin amino asit dizisini belirler. Bu siire¢ sirasinda
DNA'daki bilgi, DNA'ya benzer yapiya sahip baska bir niikleik asit olan RNA'ya kopyalanir.

Bu isleme transkripsiyon denir.

Protein ve diger islevsel RNA molekiilleri kodlayan bilgi, gen adi verilen DNA
parcalariin dizisinde yer alir. Genlerdeki genetik bilginin aktarilmasi baz eslesmesi ile
gerceklesir. Ornegin, transkripsiyon sirasinda bir DNA dizisinin ona komplementer bir RNA
dizisi olarak kopyalanmasi, DNA ile dogru RNA niikleotitler arasindaki ¢ekim ile mimkin
olur. Protein ¢evrimi (translasyon) denen siire¢ sirasinda bu RNA dizisine kasilik gelen bir

protein sentezlenirken, RNA niikleotitleri arasinda gen ile baz eslesmesi olur.

DNA hiicre boliinmesinin hazirliklar sirasinda kendi kopyasini yapar. Kromozomlarin
ikiye boliinmesi sirasinda DNA molekiilii kendisinin bir kopyasini yapar, buna replikasyon
veya duplikasyon denir. Bu olay yavru kromozomda ayni kisimlarin bulunabilmesi igin
gereklidir. DNA’nin kendini eslemesi esnasinda, iki sarmal ipligi bir arada tutan hidrojen

baglar1 adeta bir fermuar gibi agilir (Sekil 2).
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Sekil 2. DNA’da replikasyon olusumu

Agikta kalan piirin ve pirimidin niikleotitlerin uclari, hiicrede 6nceden sentezlenmis
niikleotitlerle tamamlanir. Béylece birbirinin ayn1 olan iki DNA meydana gelmis olur. Hiicre
boliinmesinde her biri bir hiicreye gider. Hiicre mekanizmasi DNA ikili sarmalin1 birbirinden
ayirip her iki DNA ipligini de yeni birer ipligi sentezlemek i¢in sablon olarak kullanma
yetenegine sahiptir. Yeni iiretilen iplikler oncekilerle hemen hemen tamamen aynidir, ancak
mutasyon adi verilen hatalar olusabilir. Hiicrenin bu 6zelligini laboratuvar ortaminda taklit

eden isleme de polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR) ad1 verilir.

Insan somatik hiicrelerinde tim genom iki kopya olarak bulunmaktadir. Genomu
olusturan cift sarmal bicimindeki DNA, yaklasik 3 milyar baz cifti igerir. insan genomu
DNA’ s1 23 ¢ift (46 tane) kromozoma boliinmiis sekilde bulunur. Bunlardan iglevsel
proteinleri kodlayan gen sayis1 yaklasik 50000-100000’dir. Bu genler embriyogenez, bilylime

- gelisme, Ureme ve cesitli metabolik islevleri denetlerler (82, 83).

Genomdaki islevsel gen sayisi, tiim genomun yaklasik % 10°u kadardir. Digerleri ise
genomda ¢ok sayida benzer kopyalar (yineleyen diziler) seklinde dagilmistir. Bu diziler

binlerce, bazen milyonlarca kopya olusturabilir. Bunlarin islevleri hentiz tam olarak
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anlasilamamistir. Bazilari genlerin ekspresyonunda ve kromozomlarin yapilanmasi ve

islevlerinde rol oynayabilir.

Insan hiicrelerindeki DNA nin hemen tiimii ¢ekirdekte, az bir kismi ise mitokondride
bulunur. Mitokondriler genelde enerji metabolizmasi ile ilgili proteinleri kodlayan genlere ek
olarak tRNA genleri de igerir. Sperm zigota stoplazmasini vermediginden mitokondriler ve
bunlarla ilgili gen bozukluklar1 yalniz annelerden kalitilir. Mitokondriyal genom 16 bin bp

uzunlugunda sirkiler bir ¢ift sarmal seklinde olup dizi analizi tamamlanmigtir (83).

DNA’ daki homeostatik mekanizma ile bilgi korunmaktadir. Bu mekanizmalardan
birisi diizenleme siireci adin1 alir. Bunda “DNA polimeraz” enzimine eslik eden “Nukleaz” ile
yeni zincirde olusabilecek hatalar diizeltilir. Ayrica DNA’ daki bilginin dogrulugunu
saglamak icin tamir sentezi mekanizmalar1 harekete gecirilir. Bu sentezde tek zincirli DNA
pargalar1 cikartilarak, yerine yeniden sentez edilmis saglam DNA zincirleri konulur. Zarar
gormiis DNA zincirindeki kirig farkeden bir grup 06zgiil enzim tanimlanmistir. Tamir
mekanizmasi replikasyonun arkasindan da isleyebilir. Eger tamir edilecek bolge her iki DNA
zincirinde de yer ahiyorsa bu durumda tamir yapilmayabilir. Insan DNA’smin tamir
kusurlarina; Kseroderma pigmentozum, Ataksi telenjiektazi, Bloom sendromu, Fankoni

anemisi, Progerya gibi durumlar érnek olarak verilebilir (84).

DNA polimeraz tarafindan DNA’nin kopya edilmesi bir dizi madde, ilag ve antibiyotik
tarafindan etkilenebilir. Bunlar; aktinomisin-D, daunomisin, adriamisin, bleomisin, etidyum
bromid, mitomisin, nitrojen mustard ve diger alkilleyici ajanlar. Mitoz boliinme sirasinda yeni
sentezlenen DNA’nin ayrilmasi vinkristin, Kkolsisin gibi mitotik inhibitorlerin kontraktil

proteinleri etkilemesi sonucunda engellenir (84).

2.5.1. DNA Hasar1 Olusum Nedenleri

Genetik materyalin molekdler biitiinligiinde ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle
meydana gelen tum degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir. Genom, DNA hasarina
neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Ekzojen kaynaklar igerisinde, giinesten gelen
ultraviole radyasyon, radon bilesiklerinin radyoaktif bozunumundan kaynaklanan iyonize

radyasyon, mantar kaynakli aflatoksin, yanmis tiitiin ve bircok kemoterapotigi sayabiliriz.
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Endojen kaynaklara o6rnek olarak oksidatif metabolizma, DNA’nin spontan degisimleri,
immiinolojik ¢esitliligi olusturan V(D)J rekombinasyon mekanizmasini verebiliriz (antijen
tamima bolgelerini kodlayan ekson V, D ve J seklinde li¢ segmentten olusur ve bu

segmentlerin birgogu farkli kombinasyonlarla bir araya gelebilir).

DNA Hasarma Neden Olan Etkenler
1. Spontan veya kalitimsal olusan gen mutasyonlari
2. Cevresel faktorler
o Ultraviyole Isik
0 lyonize radyasyon
o Elektromanyetik dalgalar
o Kimyasal ajanlar: Aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici
ajanlar, vinil klorid, v.b
o0 Sigara, alkol kullanimi
O Hava kirliligi
0 Kaotii beslenme aliskanligt
3. Dogal hiicresel metabolizmadan kaynaklanan faktorler
0 Mitokondriden enerji iliretim esnasinda olusan Serbest Radikaller
o Enflamasyon

0 Detoksifikasyon islemleri

Hiicre tiim bu DNA hasarlara farkli metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA
hasarlar1 hiicrenin apoptozis yolunu aktive ederek hiicreyi 6lume goturur. Hicre, DNA
hasarlarini "DNA tamir mekanizmalari" ile tamir edebilir. DNA hasari tamir edilemezse
mutasyona ve sonu¢ olarak genomik kararsizliga, malignansi ve yaslanmaya neden olur.
DNA tamir sisteminde 100’den fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladig1 proteinler tamir
mekanizmalarinda gorev alirlar. Her bir insan hiicresinin DNA'sinda giinde yaklasik olarak
500.000 adet kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olabilen hasar meydana
gelmektedir. DNA’nin onarim siirecinin tam olarak saglanamamasi, kanser olusumunda ¢ok
onemli bir faktordir. Bilhassa somatik hilcrelerdeki mutasyonlarin kanser olusumuna zemin

hazirlayici rollerinin bulunmasi, genotoksisitenin klinik énemini artirmaktadir (85, 86, 87).
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Sigara kullanim1 ve neden oldugu hastaliklar arasindaki iliskide oksidadif stres (OS)
rol almaktadir ve lipidler, proteinler ve DNA sigara dumaninda da bol miktarda bulunan
reaktif oksijen tlrlerince (ROS) hasara ugratilmaktadir (88). Nitrikdioksid, peroksil
radikallleri, hidroksil radikalleri (OH ), suiperoksid anyon (O, ), single oksijen, ferril veya
perferril iyonlari, hidrojen peroksid ve peroksinitrat (OONO ) gibi reaktif oksijen tirleri
tarafindan DNA’ya yapilan saldir1 ve antioksidan mekanizmalarin da devre dis1 kalmasi ile
siklikla oksidatif DNA hasarina neden olmaktadir (89). Bu nedenledir ki sigara dumani kalici

mutasyonlara da neden olabilecek DNA hasari riskini artirabilir (90).

2.5.2. DNA Hasan Tipleri

DNA ¢esitli farkli mutagenler tarafindan hasara ugrayabilir. Bunun sonucunda DNA
dizisi degisebilir. Mutagenler arasinda, ylikseltgen (oksitleyici) etmenler, alkilleyici etmenler
ve yliksek enerjili elektromanyetik 1sinlar (mor6tesi 151k ve X 1sinlart gibi) sayilabilir. DNA'da
meydana gelen hasarm tipi mutagenin tipine baglidir. Ornegin, mor dtesi 151k timin ikilileri
(timin dimerleri) olusturarak DNA'ya hasar verir (91). Buna karsin, serbest radikaller veya
hidrojen peroksit gibi yiikseltgen etmenler farkli tiirden hasar olusturabilirler; baz degisimi
(0zellikle guanozin) ve iki iplik¢ikli kirilmalar gibi (92). Her bir insan hiicresinde giunde 500
baz yikseltgeyici zarar gorir (93, 94). Bu yiikseltgeyici hasarlardan en zararlisi ¢ift zincirli
kirilmalardir. Ciinkii bunlarin onarimi zordur. Bunlar DNA dizilerinde noktasal mutasyonlara,

insersiyonlara ve delesyonlara ayrica kromozomal translokasyonlara yol agabilir (95).
Baglica DNA hasar tipleri;

1. Deaminasyon

2. Depurinasyon

3. Alkilasyon

4. T-T and T-C dimerleri olusumu

5. Replikasyon hatalari

6. Cift iplik kiriklar1 (DSB)

7. Oksidatif hasardir.
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2.5.2.1. Deaminasyon

Deaminasyonda, Adenin (A) ve Sitozin (C)’deki bir amino grubu, keto grubuna
donistiirilmektedir. HNO2 (nitréz asit) deaminasyon yoluyla Sitozin (C) => Urasil (U) ve
Adenin (A) => hipoksantine doniismesine neden olur. Adeninin deaminasyonu ile olusan

hipoksantin sitozinle yanlis eslesir.

S-Maethylcytosine Thymine

Sekil 3. Deaminasyon olusumu

2.5.2.2. Depurinasyon

Memeli hicreleri spontan olarak 37 derecede 20 saatlik bir Greme periyodunda
yaklasik 10 000 purin’ini kaybeder. Aflatoksin depurinasyonu indiikler (purin bazi kaybr)
ancak depurinasyon spontan da olabilir. Depurine dizideki tamir eksikligi delesyonlara neden
olabilir. Eger bu mutasyonlar varsa replikasyon sirasinda énemli DNA kayiplarina neden olur.
Baz olmayan yerin karsisina baz eklenemez veya buraya bir baz eklenir fakat bu baz, mutant

bir baz olur.
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Sekil 4. Depiirinasyon olugumu

2.5.2.3. Alkilasyon

Alkilasyon, niikleotidlerdeki amino ve keto gruplarina metil (CH3 —) ya da etil (CH3
— CH2 ) gibi bir alkil grubu eklenmesi islemidir. Nitrozaminler, etilmetilsiilfonat ve Nmetil-
N1 —nitrosoguanidin en 6nemli alkilleyici ajanlardir. En 6nemli alkilasyon bolgesi, guaninin
6. karbon atomundaki oksijendir (96). Alkilasyon sonucunda olusan O6 —etilguanin (ya da
O6-metilguanin), adeninin baz analogu gibi davranarak timinle eslesir. Bunun sonucunda
hasarlit DNA replike oldugunda G:C baz cifti yerine A:T baz ¢ifti geger. Bir¢ok kimyasal
mutajen bazlarda modifikasyonlara neden olur. Bu ajanlar genellikle kigik alkillerdir

(6rnegin metil gruplar1). Ayn1 zamanda bir¢ok mutajen polisiklik bilesenlerden olusur.
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alkylation

Sekil 5. Guanindeki kimyasal hasar bolgeleri (alkilasyon, oksidasyon, radyasyon)

2.5.2.4. T-T ve T-C dimerleri olusumu

Niikleik asit bazlarinin UV 15181 absorblamasi sonucu siklikla yakin primidin
bazlarinin birer zincirleri arasindaki bag olusumu sonucu dimerler olusur (siklobiitan
pirimidin dimerleri). DNA hasar1 giines yanigina ve melanin iiretiminin artmasina neden olur

ve tim melanomalarin %8& inden de sorumludur.

2.5.2.5. Replikasyon Hatalar:

DNA replikasyonu esnasinda yanlis niikleotlerin eklenmesiyle olugan hatalardir. DNA
polimerazin hata yapma (yanls bazi ekleme) siklig1 spontan mutasyon olusumunu etkiler.
Polimerazin dogruluk oranini etkileyen en 6nemli faktor, hata okuma (proofreading) 3’-5’
ekzoniikleaz aktivitesidir. Bu aktivite, polimeraz tarafindan yanlis eklenen bazlarin

cikarilmasina, bdylece replikasyon esnasinda mutasyon olusumunu engellemeye yarar.
2.5.2.6. Cift Iplik Kiriklar1 Olusumu

Iyonize radyasyon, transposonlar, topoisomerazlar, endonukleazlar, kromozomlar
tizerindeki mekanik stres, tek iplikli bolgede tek iplik kesimi ile (6rnegin replikasyon ve

transkripsiyon sirasinda ) olusurlar. DSB’ler bir hiicrenin yasami boyunca siirekli olarak
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ortaya ¢ikan en tehlikeli DNA lezyonu turleridir. DSB’ler hem endojen hem de ekzojen
unsurlardan kaynaklanabilir ve mutasyon olusumuna, onkojenik doniisiime ya da hiicre

6lumune yol acabilecekleri icin, genom icin énemli bir tehlikedirler.

radiotherapy
chematharapy
free radicals

replisome stalling n:;:._jr;-,:;iq “ w:::-crrnfn*m
i
licatian Uy Iig:hf |II
Irars

!
N A iy
J “ i T
y F Y i strand 0 =methyl
1\ . breaks guaning
% e Sl pyTimiding

Sekil 6. Cift Iplik Kiriklart
2.5.2.7. Oksidatif Stresin Neden Oldugu DNA Hasar1

Endojen serbest radikallerin her bir hiicrede, giinde 200.000 kadar baz1 hasara ugrattig1
tahmin edilmektedir. Serbest radikaller, DNA ataklari, mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol
agmaktadir. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen
peroksit ise membranlardan kolayca gecebileceginden hiicre ¢ekirdegindeki DNA'ya ulasir ve
hicre disfonksiyonuna hatta 6lumune yol acar. Bu nedenle DNA kolay zarar gorebilen bir
molekdlddr (97, 98).

ROS (Reaktif Oksijen Turleri) ve RNS (Reaktif Nitrojen Turleri) ile DNA hasarlarinin
¢ok az bir kism1 dogal olarak meydana gelmektedir (99). DNA hasarlarinin olusumunda yer
alan endojen reaksiyonlar; Oksidasyon, metilasyon, deplrinasyon ve deaminasyon
reaksiyonlaridir. Nitrik oksid veya nitrojen dioksid (NO2), peroksinitrit (ONOO-), dinitrojen
trioksid (N203) ve nitrikasid (HNO3) gibi reaktif drinleri, nitrozasyon ve deaminasyon
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reaksiyonlart ile mutajenik aktivite gosterirler. Farkli ROS tiirleri farkli yollardan DNA
hasarlarina neden olurlar. Ornegin O2 ve H202 hicbir zaman bazlarla reaksiyona girmezken
OH radikali DNA’daki dort bazdan herhangi birine baglanarak farkli reaktif iiriinlerin
olusmasina yol agmaktadir. Singlet oksijen ise guanine spesifik baglanarak hasar olusturur
(97, 98).

Hidroksil radikali piirin bazlar ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona girerek
sirastyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- plrin radikallerini olusmaktadir (64). C4-OH- ve C5-
OH-piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside piirin radikallerini olustururlar. C8-
OHpiirin radikallerinin bir elektronlarinin oksidasyonu ve bir elektronlarinin rediiksiyonu ile
sirasiyla ~ 8-hidroksipurinler  (7,8-dihidroksi—8-oxopurunler) ve formamidopirimidinler
olusur(64). Sekil 7’de 8-hidroksiguanin (7,8 — dihidroksi — 8 - oxoguanin: 8 — OH - Gua) ve
2,6 — diamino — 4 — hidroksi -5 -formamidopirimidin (FapyGua) olusum mekanizmalari
gorilmektedir. Her ikisi de hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda meydana

gelebilmektedir.

Indirgeyici  ajanlar formamidopirimidinlerin  olusumunu  arttirrken  8-OH-
pirimidinlerin olugmast igin oksijenli ortam uygun goriilmektedir. 8-OH-guanin ¢ok yaygin
olarak meydana gelen bir baz hasar {iriinii oldugundan oksidatif DNA hasarlarinin
Olclilmesinde hasar indeksi olarak kullanilmaktadir. Cogu zaman 8 hidroksideoksiguanozin

(8-OH-dGua) nikleoziti seklinde 6l¢iilmektedir.
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Sekil 7. 8-hidroksiguanin ve FapyGuo’nin olusum mekanizmalar1
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2.5.3. DNA Tamir Mekanizmalari

Prokaryotik ve Okaryotik organizmalar DNA’larin1 korumak i¢in gesitli DNA tamir
mekanizmalarina sahiptir. Memeli hiicrelerinde farkli DNA hasarlar1 farkli DNA tamir yollari
ile tamir edilmektedir (100).

Canlt organizmalar, genetik materyalin bitiinliigiinii korumak i¢in “Nukleotid
eksizyon tamiri” (nucleotid excision repair = NER) ve “Baz eksizyon tamiri” (base excision
repair = BER) gibi ¢esitli DNA tamir mekanizmalarina sahiptirler. Ultraviyole 1s1gmin etkisi
ile ortaya ¢ikan siklobdtan pirimidin dimerleri gibi gesitli DNA hasarlart NER mekanizmasi,
oksidatif hasarlar ise BER mekanizmasi ile tamir edilmektedir. Transkripsiyonel olarak aktif
genlerin tamirinden sorumlu transkripsiyona kenetlenmis tamir mekanizmasi, NER
mekanizmasinin bir alt yoludur (100,101).

NER mekanizmasi en az 20 proteinin gorev aldigi bir kesme ve yapistirma
mekanizmasidir. NER’in ilk basamagi, hasarin taninmasi ve hasarli zincirin 24-32 bazlik
kisminin oligoniikleotid olarak ¢ikartilmasidir. Bu basamagi, DNA zincirinin DNA polimeraz
- I ile uzatilarak boslugun doldurulmasi ve ligasyon basamagi izler. DNA’da olusan kiigiik
hasarlar ¢cogu zaman DNA onarim sistemleri tarafindan onarilir. Bu cevaplardan herhangi
birinin iglev gérmemesi, hiicre diizeyinde genomik kararsizlikla, organizma diizeyinde ise

genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile sonuglanir.

DNA
Hasan M tasyon KANSER
Fapliasyon
Hatalan
b REpliKasynr pegm- Sireld =
ﬁ DNA Hasan
DNA Genomik YASLANMA
Omarmm Kararuzhlc

Sekil 8. DNA Hasar1 sonucu olusan siire¢

DNA tamir sisteminde 100’den fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladig1 proteinler

tamir mekanizmalarinda gorev alirlar.
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DNA Tamir Mekanizmalari;

1.Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi (Reversal of Damage)
A- Fotoreaktivasyon

B- O6-metilguanin tamiri

C- Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu

2. Eksizyon (kesip-¢ikarma) Tamiri

A-Baz eksizyon tamiri (BER) (base excision repair)

B- Nikleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair)
C- Mismatch (yanlis eslesme) eksizyon tamiri (MER)

3. Replikasyon sonrasi (post-replikasyon) tamiri

4. SOS Tamiri

5. Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri

A- Serbest Uglarin Non-homolog Baglanmasi ( NHEJ )

B- Homolog Rekombinasyon ( HR )

2.5.4. DNA Hasarinin Tespiti

Mutajenlerin ve karsinojenlerin saptanmasinda gelistirilen hizli yontemler arasinda
Sister Cromatid Exchange (SCE-Kardes Kromozom Degisimi), Kromozom aberasyonu,
Comet Assay, Mikronukleus testi, UMU test, SOS test, Ames testi gibi testler yer almaktadir.
Insan kromozomlarini daha yakindan taniyabilme ve bir birinden kolayca ayirabilme gabalari
strdurilirken arastirmacilar tarafindan Comet analiziyle, DNA hasarinin bir gostergesi
sayilan kuyruktaki DNA yiizdesi 6l¢timii teknigi, risk artis1 ve hasar konusunda dogru tarama

olanagina kavusmustur (102, 103).
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Genotoksisiteye bagli maruziyetin veya hastaliklarin degerlendirilmesinde uygun
biyogosterge kullanimi, sonuglarin dogru yorumlanmasi bakimindan hayati 6nemdedir.
Biyogostergeler deneysel ve epidemiyolojik arastirmalar ile saptanabilen biyomolekuler
degisiklikler arasinda bag kurmada yardimci olan biyolojik sistemde olusan degisikliklerdir.
Biyogostergeler; maruziyet, duyarlilik ve etki biyogostergeleri olmak tizere 3 farkli kategoriye
ayrilir. Karsilasilan sonuca yol agtig1 diisliniilen (neden - sonug iliskisi) maruziyet etkenlerinin
rolinu degerlendiren, maruziyet biyogostergesidir. Genetik yatkinlik veya diger etkenlere
bagli maruziyetin dogrudan muhataba riskli bireyler ile toplumun diger kesimleri arasindaki
farki ve riskli grubun teshisini kolaylastirici olan biyogosterge, duyarlilik biyogdstergeleri
olarak tanimlanabilir. Etkinin dogrudan sonuglarini yansitanlar ise etki biyogostergeleridir.

Klasik epidemiyolojik metodlar kullanilarak yapilan g¢alismalar genellikle etkene
maruziyetin uzun dénemli sonuglarini tespit etmek ya da degerlendirmek konusunda yardimci
olurken, molekiler epidemiyolojik teknikler ise, patoloji olusmadan c¢ok o©nce risk
degerlendirmesinde yardimei bilgiler sunar. Bu temel farklilik, molekuler epidemiyolojik
incelemelerin  koruyucu saglhiga sundugu hizmet bakimindan 0stln yanini olusturur.
Dolayisiyla molekiler epidemiyoloji glnimuizde malignansi olusum ve tespit sirecini

incelemede yaygin olarak yararlanilan bir ugras alanidir (102- 105).
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3. GEREC VE YONTEM

Temmuz - Eylul 2010 tarihleri arasinda Harran Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi genel ¢ocuk poliklinigine bagvuran kronik hastaligi olmayan, pasif olarak sigaraya
maruz kalan 27 cocuk ve sigaraya maruz kalmayan 27 cocuk calismaya alindi. Kendisi
icmedigi halde cevresel sigara dumanina maruz kalanlar (glinde en az 1 adet sigara dumanina
maruz kalan veya en az 2 saat siireyle ¢evresel sigara dumanina maruziyet) pasif igici,
ailesinde hic sigara icilmeyen ve ¢evresel sigara dumanina maruz kalmayanlar ise kontrol

grubu olarak kabul edildi.

Calisma kontrollii, kesitsel olarak planlandi ve Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulunun onayir alindiktan sonra yapildi. Calismaya alinan c¢ocuklarin velilerinden
bilgilendirilmis onam alindi. Veriler arastirmacinin kendisi tarafindan, yliz ylize goriisme
teknigi kullanilarak toplandi. Bu yaslarda gocuklari olan ailelere calisma anlatilmais,
kendilerine anketle bazi sorular sorulup, c¢ocuklarindan kan ve idrar Ornegi alinacagi
bildirilmistir. Hazirlanan anket formunda; goriisme yapilan kisinin ¢ocuga yakinlik derecesi,
akraba evliligi olup olmadigi, ¢cocugun kardes sayisi, anne ve babanin isi, anne ve babanin
egitim durumu, ailenin ortalama aylik geliri, annenin gebelikte sigara i¢ip igmedigi, babanin
sigara i¢ip igmedigi, i¢ciyorsa miktar1 ve tlrl, evde anne ve babadan bagka sigara icen olup
olmadigy, iciliyorsa miktar1 ve turd, evde giinde icilen toplam sigara miktari, evin durumu ve
1sitma sistemi hakinda bilgiler, gocugun ve ailenin diger bireylerinin siirekli kontrol gerektiren
veya siirekli ilag kullanimi gerektiren bir hastaligi var olup olmadigi soruldu. Uygulanan
anket formu Ek 1’de sunulmustur. Tim ¢ocuklarin viicut agirligi ve boylar1 standart

yontemler yardaminda 6l¢iildii.

Tim c¢ocuklardan idrar kotinin dizeyleri 6l¢imi igin idrar 6rnekleri steril ve kapakli
idrar kaplarina alinmistir. Idrar kotinin diizeylerinin tayini, Immulite marka ticari kit
(Immulite 2500 Nicotine Metabolite Assay; Diagnostic Products Corp., Los Angeles CA)
kullanilarak kemiliminesan yontemiyle Immulite 2500 marka ve model kullanilarak

gerceklestirilmigtir. Kotinin diizeyleri ng/ml cinsinden hesaplanmustir.

Ayni sirada heparin ile yikanmig tiiplere alinan 5 cc’lik kan érnekleri mononukleer

16kosit DNA hasari ¢aligilmak tizere isleme kondu.
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3.1. Monontkleer Lokositlerin Seperasyonu

Bir ml histopaque —1077 iizerine bir ml taze heparinize kan yavasga konup 2100 rpm
ve 25°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Orta tabakada biriken mononiikleer I6kositler pipet
yardimiyla alinip bir ml tuzlu fosfat tamponu (pH=7.4) ile karistirildiktan sonra 1600 rpm ve
25°C’de 10 dakika santrifiij edilerek iki kez yikandi. Ustteki siipernatan atilip pellet tuzlu
fosfat tamponu (pH=7,4) ile 10° mononiikleer lokosit / ul olacak sekilde diliie edildi.

3.2. Comet Assay (alkali mononukleer hicre elektroforezi) yontemi ile DNA
Hasar Tayini (mDNA hasari)

Comet assay; hizli, basit ve hiicresel diizeyde uygulanmasi kolay, genotoksisite ve

olasi endojen DNA hasarini iyi tanimlayan bir tekniktir (106 - 110).

Ydntemin Prensibi: Comet assay yontemi alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve
farkli elektrik yiike sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli gé¢ etmeleri esasina
dayanmaktadir. Tek hiicreler veya ¢ekirdekcikler agaroza yerlestirilir ve lizisten sonra zarar
gormemis DNA’lar taginma sirasinda Comet (kuyruk) olusturmazlar. Oysa DNA fragmente
olusmussa fragmentler (niikleik asitler) farklt molekiiler agirliklara ve farkl elektrik yiiklerine
sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederck kuyruk seklinde bir

goriintii olustururlar.

Yonteminin Uygulanisi:

Slaytlarin Hazirlanmasi: NMP (Normol melting paint) agaroz jel %1,0’lik olarak
hazirlandiktan sonra 100 pl jel kenarlar1 buzlanmis lam {izerine damlatildi ve {izeri lamel ile
kapatilarak buzdolabinda (2-4°C) 5 dakika bekletildikten sonra lamelleri kaldirildi. Hazirlanan
lamlar nemli kutularda bekletildi. PBS (Fosfat buffered saline) ile mm®te 10* hiicre olacak
sekilde diliie edilmis mononiikleer hlcrelerden 10 pl alinarak 80pl % 0,7’lik low melting
point (LMP) agaroz jel (37 °C) ile karistirilarak birinci tabaka iizerine ince film seklinde

yayildi ve tekrar lamel ile kapatilarak buzdolabinda donmasi i¢in 5 dakika bekletildi.
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Lizis asamasi: Agaroz jel kuruduktan sonra slaytlar yaklagik bir saat siire ile yiiksek
konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren soguk lizis soliisyonunda bekletilerek hiicre ve
cekirdek zar lizise ugratildi. Lizis soliisyonunun igerigi 100 mM EDTA, 2,5 M Sodyum
klorid, 10 mM trizma base’dan olusmaktadir. Calismadan hemen 6nce % 1 oraninda triton X-

100 ve % 10 oraninda DMSO karigtirilip sogutulduktan sonra kullanildi.

Elektoforez Tamponu: Elektroforezde yiiriitmeden énce DNA zincirlerinin ayrilmasi
icin slaytlar alkali elektroforez tamponunda (ImM EDTA, 300 mM sodyum hidroksit ve pH=
13) 30 dakika inkiibasyona birakildu.

Elektroforezde  Yidrutme: Alkali  elektroforez  tamponunda inkibasyon

tamamlandiktan sonra DNA’lar bu tampon ¢6zeltisi igerisinde 300 mA, 17 volt’luk elekriksel

alanda ve 5 — 25 °C’de 30 dakika yurtuldi.

Notralizasyon: Elektroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon
¢Ozeltisini ortamdan uzaklagtirmak igin slaytlar 3 dakika sire ile 3 kez notralizasyon tamponu
ile (0.4 M Tris - HCL, pH 7.5) yikandi.

Boyama: Notralizasyon islemi tamamlandiktan sonra boyama islemine gecildi.
Boyama iglemi i¢in floresan boya olan etidyum bromit boyasi (5 pg/ml) kullanildi. Her bir
slayt icin 80 YL boya slayt lizerine damlatildiktan sonra lamel ile {izeri kapatilarak 20
biyltmeli floresan mikroskop’ta (Nikon, Japonya, Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580
nm) 50 adet DNA goriintiisii degerlendirildi.

Analiz: Bu yontemde DNA migrasyonu viziiel olarak degerlendirildi. Olusan hasarin
derecesine gére DNA’lar bes kategoriye ayrildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar Class 0,

maksimum hasar olan DNA’lar ise Class 4 olarak degerlendirildi.

Degerlendirilen 50 hiicreye ait DNA’lardaki hasar dereceleri tespit edilip ¢ikan sonug
2 ile carpild1 ve degerlendirme 100 {izerinden yapilmis oldu. Dolayisiyla bu degerlendirmede

en yiiksek deger 400 olabilecektir.

Migrasyonun uzunlugu fragmentlerin miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve alkali-

labil bolgelerin seviyelerine bagli olarak degisiklik gostermektedir.
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3.3. Yapilan Istatistiksel Analizler

Istatistiksel ~analizler SPSS 11,5 programi kullanilarak yapildi. Gruplarin
karsilastirilmasinda Student t-test, Cinsiyetler Ki-kare testi ile karsilastirildi, iligki analizinde

ise Pearson’s korelasyon testleri kullanildi. p<0,05 olmas1 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya toplam 54 ¢ocuk alindi. Cocuklar, sigara maruziyetine gore iki gruba
ayrildi. Sigara dumani maruziyeti olmayan grupta 10’u kiz (% 37) ve 17‘si erkek (% 63)
toplam 27 gocuk, pasif sigara dumani1 maruziyeti olan grupta 10°u kiz (% 37) ve 17’si erkek
(% 63) toplam 27 ¢ocuk c¢alismaya alindi. Gruplar arasindaki ¢ocuklarin cinsiyet oranlari

acisindan fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=1.00).

Gruplar arasindaki yas, agirlik, boy, BMI oranlar arasinda istatistiksel olarak anlaml

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

Tablo 1. Caligmadaki c¢ocuklarin ortalama yas, agirlik, boy ve BMI degerlerinin

karsilastirilmasi
Sigaraya Maruz Kalan Sigaraya Maruz Kalmayan
n:27 n:27
X +SD X +SD P
Yas (yil) 7,6+3,52°% 7,5+3,36% 0,944
Agirlik (kg) 24,1+10,99% 25,8+19,62° 0,692
Boy (cm) 120,07+20,02° 117,8 ¥17,17° 0,666
BMI (kg/m?) 15,9+3,18° 18,4+15,45° 0,411

% Ortalama * standart sapma (SS) olarak verilmistir.

Ortalama idrar Kkotinin dlzeyi yoninden sigara dumanma maruz kalan grubun
degerleri sigara dumanma maruz kalmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek saptandi (p<0,001). Ortalama DNA hasar1 diizeyi sigara dumanina maruz kalan grupta
sigara dumanina maruz kalmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek

saptandi1 (p<0,001).

Sigara dumani maruziyetine gore ¢ocuklarin ortalama idrar kotinin dizeyi ile DNA

hasar1 degerleri karsilagtirmali olarak Tablo 2°de verilmistir.

30



Sigara dumanma maruz kalan grubun ortalama kotinin diizeyi ile DNA hasari
dizeyleri arasinda anlamli derecede korelasyon mevcuttu, korelasyon degerleri r=0,466

(p=0,014) olarak bulundu.
Tablo 2. Gruplarin idrar kotinin, DNA hasar1 diizeyleri

Sigaraya Maruz Kalan  Sigaraya Maruz Kalmayan

n:27 n:27
X + SD X + SD P
DNA Hasar1 (Arbitrary Unit) 24,96+25,59° 4,59+8,03% <0,001
Kotinin (ng/ml) 119,79+115,31° 27,59+24,43° <0,001

% Ortalama + SS olarak verilmistir.

Gruplarin sigara dumani maruziyetine gore idrar kotinin diizey grafigi Sekil 9’da
gosterilmistir. Gruplardaki sigara dumani maruziyetine gore DNA hasari diizey grafigi Sekil

10°da gosterilmistir.
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Sekil 9. Sigara dumanina maruz kalmaya gore ¢ocuklarin idrar kotinin seviyeleri
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Sekil 10. Sigara dumanina maruz kalmaya gore ¢cocuklarin DNA hasar1 seviyeleri
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5. TARTISMA

Pasif sigara igiciligi, tibbi sonuglarindan, sosyolojik ve hukuki boyutlarina kadar ¢ok
degisik yonleriyle ginimizde oldukga fazla tartisilan konulardan birisidir. Bu konu,
¢ocuklarin maruziyeti bakimindan ele alindiginda genellikle sigara kullanan aile ve aileye
yakin bireyler yiiziinden ¢ocuklarin pasif i¢ici konumuna diistiikleri gozlenmektedir. Pasif
iciciligin derecesi dl¢iisiinde ¢ocuklarda ¢ok c¢esitli saglik sorunlari ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
sorunlarin basinda bebeklerde TUGG ve cocuklarda gelisimsel problemler, perinatal ve
neonatal 6lum, diisik dogum agirligi, otitis media, bronsit, pndmoni, astim, akciger
fonksiyonlarinda azalma, norogelisimsel gecikmeler, davranis problemleri, okul basarisinda

azalma ve ani bebek 6liimleri riski gibi sorunlar gelmektedir (42, 44, 45, 46, 48). .

Ote yandan genel populasyonda pasif igiciligin insan kromozomlar: (izerine olan
olumsuz etkisi tip diinyasinda genis yanki uyandirmaktadir. Sigara igen ve pasif igici eriskin
bireylerde yapilmis ¢cok sayida arastirma, bu kontaminant maddenin hiicre DNA’sinin yapisini
bozarak yol agtigi genotoksik etkileri tartismaktadir (11, 85, 87, 89, 102, 111 - 121). Bu
genotoksik etkinin ileride karsinojen etkilere neden olma riskini artirmasi, bu konunun klinik
O6nemini 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 bagl potansiyel kanserojen etki bakimindan da hayati
O6nemdedir (10, 34, 122). Her ne kadar ¢ocuklarda pasif igiciligi azaltmak i¢in ciddi tedbirler
alinmaya calisilsa da yakin bir gelecekte bu maruziyeti ortadan kaldirma imkani pek
goziikmemektedir. Dolayistyla bu sorunun daha uzun yillar devam edecegi diisiiniiliiyor. Bu
durumda cocuklarin pasif igicilikten ne oranda etkilendiklerinin tespiti Snemlidir. Giin
gectikce bu genotoksik etkilerin daha hassas bir sekilde tespit edilmesi ve endise duyulan
kanserojen etkinin rutinde tespitine yonelik kullanilabilecek bir marker: olup olmayacag:
tartisitlmaktadir (11, 13, 104, 123, 124).

Son yillarda gelistirilen ve DNA’daki ¢ok kicuk harabiyetlerin bile hassas
biyogostergesi oldugu kabul edilen bu kisa siirede yanit alinan inceleme teknikleri diger

mutajenite testleri ile birlikte kullanilmaya baglanmastir.
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Sitogenetik bir yontem olan kardes kromatid degisimi (SCE) ve kromozomal
aberasyon yontemlerine kiyasla, DNA - comet tekniginin Sigaraya maruziyetin
olusturabilecegi hasarin daha hassas biyogostergesi olabilecegi, c¢esitli arastirmacilar
tarafindan da iddia edilmektedir. Ornegin Betti ve arkadaslar1 (125), 200 saglikli yetiskin
bireyleri, sigara i¢cme Ozelliklerine gére SCE ve DNA - comet yontemini kullanarak
degerlendirdiklerinde; sigara igen bireylerde DNA hasarini, SCE ile tespit edememelerine
ragmen, DNA - comet yontemiyle tespit edildigini bildirmisler. Benzeri bir diger ¢alismada,
saglikli ve sigara igen kisilerden alinan 100 6rnek kiyaslandiginda DNA hasarinin DNA -
comet teknigi ile arastirildiginda daha anlamli ve erkeklerde kadinlara kiyasla daha da anlaml
derecede “fark edilebilir” oldugunu rapor etmistir (126). Betti ve arkadaslarinin bu
caligmasinin ilgi ¢eken bir diger bulgusu da geng ve eriskin kisilere ait ornekleri arasinda
DNA - comet yonteminin SCE’ye benzer genotoksisite tespitine imkan sundugunu beyan
etmeleridir. Zira DNA hasarinin biyogostergesini etkiledigi tartigilan ¢ok sayida metoda ait
fiziksel faktor ve kisiye ait biyolojik faktor, DNA - comet tekniginde karistirict birer faktor
olmaktan ¢ikmakta ve “ihmal edilebilir” diizeyde etkisinin olabilecegi kabul edilmektedir.
Dolayisiyla, DNA - comet yontemi, sigara vb. cevresel kontaminantlarin DNA’da yol
acabilecegi hasarin tespitinde hassas bir yontem oldugu yoniinde ciddi kanitlar olarak
degerlendirilebilir.

Literatlrde sitogenetik yontemlerle de sigaraya bagli DNA hasarin1 gosteren
calismalara rastlanmaktadir. Bu ¢alismalarda DNA hasari, fazla sigara icen bireylerde ancak
tespit edilebilirken, DNA — comet’te ise, diisiik derecedeki tutlin maruziyetinin yol agmis
olabilecegi DNA hasarini bile tespit edilebilmektedir. Bu kadar hassas tespit yapabilmenin
nedeni, sigara dumani gibi serbest radikallerin 16kositlerin DNA’larinin sarmalinda yarattigt
inflamasyon derecesi ile iliskilidir ve DNA - comet teknigi de, bu amaca yonelik olarak
sarmaldaki hasar1 gostermesi bakimindan 6nemlidir (127).

DNA hasari, ileride kotl cevre faktorlerinin etkisine maruz kalan kisilerde malignansi
gelistirme olasiliginin daha yiiksek olmasi bakimindan klinik énemi goz ardi edilmemelidir
(11). Nitekim bu konuda 22000 kiside yapilmis Avrupa misterek “kanser risk
biyogostergeleri® baslikli projede sigara ve diger kontaminant faktorlere bagli DNA hasarinin
saptandig1 biyogostergelerle yiiksek seviyede risk tespit edilen gruplarda uzun streli topluluk
caligmalarinin gézlem sonuglari, kanser gelisme riskinin paralel derecede yiksek oldugu ile

gosterilmistir (11, 128).
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Cocuklarda pasif sigara i¢ciminin 1-8 yas arast 64 cocukta DNA hasarma etkisini
aragtiran Zalata ve arkadaslarinin ¢alismasinda (10); 20 sigaradan fazlasina maruz kalan
cocuklar ve 20 sigaradan azina maruz kalanlar seklinde ve sigaraya maruz kalmayanlar
seklinde 3 grupta incelenmistir. Sigara dumanina maruz kalanlarda yapilan uzun stireli
prospektif incelemede gelisme geriligi, solunum ve gastrointestinal hastaliklarinin gorilme
sikliginin kontrole gore daha yiiksek oldugunu tespit etmisler. Bu ¢ocuklarda Comet — assay
teknigiyle DNA hasarimin miktar1 kontrol grubuna goére son derece fazla oranda anlamli
oldugunu, buna karsin sigaraya az oranda maruz kalanlarda ve kontrol grubunda (sirasiyla
DNA hasari: 11.81 ve 7.46) daha az diizeyde bulunmus olmasi, arastirmamizin tutarlilig
acisindan oldukga 6nemlidir.

Calismamizda sigara dumanina maruz kalan grubun Comet — assay teknigiyle tespit
edilen DNA hasar1 siddeti, sigara dumanina maruz kalmayan gruba gore anlamli olarak
yuksekti.

Etkene maruziyetin derecesi, genotoksisitenin klinik sonuclarinda ve bu sonuglarin
tespitinde 6nem tasimaktadir. Pasif igicilik gibi durumlarda sigara dumanina maruziyetin
derecesini ¢ok ¢esitli faktorler etkileyebilir.

Calismamizda sigara maruziyetini degerlendirmek amaci ile anket ve idrar kotinin
seviyelerinin tespiti yapilmistir. Yapilan ¢esitli arastirmalarda ebeveynlerin ¢ocuklarin sigara
dumani maruziyeti konusunda verdikleri bilgilerin, ¢ocuklarin idrarinda Olgiilen kotinin
diizeyi ile korele olmadigi, bu nedenle bu bilgilerin tek basma yeterli olamayacagi
bildirilmistir (129, 130). Karadag ve ark. astim atagi ile bagvuran ¢ocuklarin anne babalarina
uyguladiklar1 ankete verilen cevaplarla, ¢ocuklarin idrarinda o6lgiilen kotinin diizeyinin
uyumlu olmadigini, dolayisiyla ¢ocuklarin sigara maruziyeti konusunda ebeveynlerden alinan
bilgilerin fazla glvenilir olmadigini vurgulamislardir (57). Bizim ¢alismamizda da yaninda
sigara icilmedigi bildirilen ¢ocuklardan alinan idrar O6rneginde kotinin diizeyinin yiliksek
bulunmasi1 olduk¢a diisiindiiriicidiir. Bu sonuglar ¢ocuklarda pasif igicilik oranlar
belirlenirken ailelerin verdigi bilgilerle birlikte objektif bir kriter olan kotinin seviyesinin
caligilmasi gerekliliginin ortaya koymaktadir.

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 dlizeyine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksektir (131). Irvine ve
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ark. cocuklarda evde icilen sigara sayist ve evde sigara igen kisi sayisi ile kotinin diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon saptamistir (132).

Calismamizda sigara dumanina maruz kalan grubun idrar kotinin dizeyleri, sigara
dumanina maruz kalmayan gruba gore anlamli olarak yiiksekti.

Zalata ve arkadaslarinin ¢alismasinda DNA - comet analizi, serum MDA
konsantrasyonlari, a-tokoferol diizeyi ve kotinin orani arasindaki anlamli korelasyon, DNA
hasarmin OS iliskili oldugunu akla getirmektedir. Yapilan farkli ¢alismalarda da, cevresel
sigara dumanina maruz kalan ¢ocuklarda serum MDA konsantrasyonlarindaki artis ve eritrosit
GSH-Px aktivitelerindeki ve tokoferol fraksiyonlarindaki (a,y,0) diisiisiin, duman stresiyle
uyumlu olarak artmis oksidatif olaya hiicrelerin verdigi indirekt bir cevabi olabilecegi
tahmininde bulunmaktadirlar.

Bu bulgular, sigara igiciliginin OS’yi arttirdigi ve ETS maruziyetini takiben gelisen
antioksidan sistemin 6zel bir metabolik savunma mekanizmasi olabilecegi goriisiinii
desteklemektedir. Bu bulgu, sigara icenlerde ve pasif icicilerde sigara igmeyip maruz
kalmayanlarla kiyaslandiginda anlamli derecede daha diisiik plazma antioksidan durumun
tespit edildigi onceki bir ¢alismayla da tutarlidir (133). Sigara igicilerdeki diisiik a-tokoferol
mekanizmasi, olas1 oksidasyon yolaklar1 boyunca islemektedir ve bu da diisik plazma
askorbik asit diizeylerinin eslik ettigi o-tokoferollerin antioksidan fonksiyonlart ile
uyumludur(134). Ebeveynlerin tiitiin kullanim1 tiim aile bireyleri igin ¢ok ciddi bir saglik
sorunudur ozellikle de ¢ocuklarda ETS’nin artmis hastalik riski ve morbidite gibi uzun
dénemli sonuglar dogurmasi nedeniyle daha 6nemlidir (135). Cocukluk suresince polisiklik
aromatik karbonlara (PAHs) maruz kalinmasi, yetiskin donemde kanser gelisimi ile iliskili
olabilir (136).

Calismamizda idrar kotinin dizeyleri ile DNA hasar1 dizeyi arasinda pozitif
korelasyon mevcuttu.

Bu caligma, aciklayict olmaktan ¢ok gdzlemseldir; bu yiizden de ¢esitli bakis acilarina
aciktir. Sonuglar, ¢aligma populasyonu arasindaki gergek farkliliklardan oGtiirii farkli olabilir.
Aile durumu ya da ebeveynlerin davranigsina gelince bunlar ¢ocuklarda farklilik gosterebilir.
Mesela, maruz ¢ocuklar muhtemelen daha alt sosyal smiftandirlar. Belirli klinik 6zellik
gosteren ¢ocuklar1 ¢alismaya almaya yatkinlik olmus olabilir. Bu yilizden yanlis farkliliklar
tespit edilmis olabilir. Ustiin kor(i maruziyet degerlendirilmesi verilmesi, karsilastirilabilir

caligmalarin olmayis1 ve maruz kalmayan c¢ocuklara karsi ¢evresel sigara dumanina maruz
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kalanlarin saglik durumlarinda genis farkliliklar olmasi gibi sonuclar, oldukca dikkatli bir
sekilde yorumlanmalidir. Cocuklarda kotinin diizeyleri ve kapali alanda maruz kalinan nikotin
duzeyleri arasindaki pozitif korelasyon, ¢evresel sigara dumani maruziyeti tayininde bunun
1yi bir biyomarker olabildigini ortaya koymaktadir. Bununla beraber kotinin diizeylerinin ayni
sayida sigara igenlerde bile genis bir farklilik vardir. Sigara igmeyenlerin idrarinda diisiik
kotinin diizeyinin tespit edilmesi, ¢evresel sigara dumanini tam 6nlemenin hemen hemen
imkansiz olmasi kadar sasirtici degildi. Bu bulgu, 6nceki ¢alismalarla uyumluydu (137).
Bununla beraber bu sonuglar, ¢ocuklarin saglik durumunu kétiilestiren eszamanli diger
hasar vericilerden de etkilenebilir. Bu yuzden CSD maruziyetiyle DNA hasari arasinda iligki
oldugunu gosteren bulgu, dikkatle yorumlanmalidir, 6zellikle de artmig DNA hasarinin tek
basina CSD maruziyetine delil olarak alinmamalidir. OS nedeniyle CSD maruz cocuklar
yiiksek DNA hasar1 riskine sahiptir, tiim ¢ocuklar i¢in dumansiz bir ev olusturmak i¢in ¢aba
sarf etmeye devam etmek hala gereklidir. Dahas1 ¢oguklarin CSD maruziyetini azaltmak igin

daha uygulamaya yonelik, legal ve idari 6nlemler alinmalidir.
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6. SONUC

Bu arastirmadaki Comet — assay analizinin sonuglar1, pasif igici konumundaki
cocuklarin bu riske maruz kalmayanlara gore genotoksisite bakimindan daha fazla risk altinda
olduklarini kuvvetle diisiindiirmektedir. Elde edilen veriler 1s18inda ileride bu konuda Comet -
assay yontemiyle kapsamli ¢alismalarin yapilmasi, daha somut yorumlara olanak
sunabilecektir.

Calismamizda sigara dumanina maruz kalan pasif i¢ici durumundaki ¢ocuklarda
etkilenme derecesinin objektif bir kriteri olan idrar kotinin diizeyi ile DNA hasar1 arasinda
pozitif korelasyonun bulunmasi kotininin pasif i¢ici ¢ocuklarda DNA hasar1 agisindan iligkili
olabilecegini gostermektedir.

Son olarak, sigaranin ¢ocuklarda pasif i¢gicilige bagli DNA hasarma yol agmasi bu
caligmada tespit edilmistir. Dolayisiyla sigara dumanindan arindirilmis yasam alanlarinin
cocuklar i¢in saglanmasinin sart olmasimi bir defa daha goéstermistir. Cocuklarin bu
hasarlayici ajana maruz kalmalarinin 6nlenmesi; bu konuda daha uygulanabilir yasal ve idari
Onlemlerin  alinmasina, sorunlarin tespitine yardimeci ileri laboratuar tekniklerinin
gelistirilmesine /kullanilmasina ve ¢ocuklarin saglig ile ugraganlarin 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 agikga belirtiniz: ..................... )
Adi ve Soyadi:

Cocugun Adi ve Soyadi:

Gortisme Tarihi: Telefon:

Boy: Kilo:

Akraba evliligi: 1. derece  2.derece 3.derece Yok

1- Cocugun yas1:

2- Cocugun cinsiyeti:

3- Kardes sayist:

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

6- Annenin isi: 1. Evhanimi1 2. Gelir getiren bir iste ¢alisiyor
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¢ icmemis 2. Diizenli kullanmig

3. Yaninda siirekli sigara i¢ilmis 4. Ara sira icmis

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

11- Evde yasayan kisi sayist:
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12- Cocugun bulundugu ortamda sigara igme durumu:
1. Kesinlikle icilmez 2. Ara sira igilir
3. Balkonda ya da evin diger béliimlerinde sigara agiliyor
- Sadece anne: ....tane/giin
- Sadece baba: ....tane/gin
- Her ikiside: ....tane/gin
- Diger: ....tane/giin
14- Evinizin 1sitma sistemi nedir?
1- Komiir sobast  2- Odun sobasi 3- Dogal Gaz, 4-Elektrikli 1sitict
5- Merkezi Kalorifer 6- Kat Kaloriferi  7-Diger (belirtiniz...........ccc.ccoeveennne. )
15- Sizce cocugunuz 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 kullanimi gerektiren bir hastaligi
varmi?  1-YOK  2-Var oo
17- Cocugun anne, baba ve kardeslerinde siirekli kontrol gerektiren veya siirekli ilag

kullanim1 gerektiren bir hastaligi var mi1?  1- Yok 2-Var oo
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