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OZET

Becit, M. Mermer iscilerinde Genotoksik Etki Mekanizmalarinin ve Oksidatif
Stres ile Tliskili Degisikliklerin Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Toksikoloji Programi Doktora Tezi, Ankara,
2021. Mermer isleme tesislerinde calisan is¢iler kesme, cilalama ve sekil verme gibi
siireclerde yiiksek diizeyde olusan solunabilir mermer tozuna (<10 pm) maruz
kalmaktadir. Mermer tozu esas olarak kalsiyum karbonattan olusmakta ve farkl
oranlarda kristal silika icermektedir. Mermer tozunun saglik iizerine olumsuz
etkilerinden hem partikiile tozun hem de kristal yapili silikanin sorumlu olabilecegi
diisiinilmektedir. Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢ilerin genotoksisite
ve oksidatif stres parametrelerini degerlendiren siirli sayida calisma vardir. Bu
calismada Iscehisar (Afyonkarahisar) bdlgesindeki mermer isleme tesislerinde ¢alisan
is¢ilerde; mermer tozunun oksidatif stres, genotoksisite ve immiinotoksisite
mekanizmalarint nasil etkiledigini agiklifa kavusturmak amaclanmistir. Oksidatif
stres ve immiin sistem parametreleri, ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Genotoksisite ise sirasiyla lenfositlerde ve yanak epitel hiicrelerinde tek
hiicre jel elektroforez (comet) ve mikrogekirdek yontemleri ile degerlendirilmistir.
Iscilerde (n= 48) siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon
peroksidaz enzim aktiviteleri ve glutatyon ve clara hiicre sekretuvar protein diizeyleri
kontrol grubuna (n= 41) kiyasla istatistiksel anlamli diisik bulunurken,
malondialdehit, 8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin, tiimor nekroz faktor-alfa ve
interldkin-1beta diizeyleri ise istatistiksel anlaml1 yiiksek bulunmustur. Iscilerde DNA
hasar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek olup DNA hasarindaki
artis ile maruz kalma siiresi arasinda gii¢lii bir korelasyon bulunmustur. Ayrica
is¢ilerin yanak epitelindeki mikrogekirdek siklig1 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli yiliksek bulunmustur. Sonuglar, mermer endiistrisinde c¢alisan is¢iler

icin immiinotoksik ve genotoksik risk olasiligi oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mermer tozu, mesleki maruziyet, genotoksisite, immiinotoksisite

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri

Koordinasyon Birimi Doktora Tez Projesi (Proje No: TDK-2020-18626)
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ABSTRACT

Becit, M. Evaluation of Genotoxic Mechanisms and Its Oxidative Stress-Related
Changes in Marble Workers, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Ph.D. Thesis in Pharmacutical Toxicology, Ankara, 2021. Workers
working in marble processing plants are exposed to high levels of respirable marble
dust (<10 pm) in processes such as cutting, polishing, shaping. Marble dust is mainly
composed of calcium carbonate and contains crystalline silica in different proportions.
It 1s thought that both particulate dust and crystalline silica may be responsible for the
adverse health effects of marble dust. There are a limited number of studies evaluating
the genotoxicity and oxidative stress parameters of workers occupationally exposed to
marble dust. In this study, among the workers working in the marble processing plants
in Iscehisar (Afyonkarahisar) region; it is aimed to clarify how marble dust affects
oxidative stress, genotoxicity and immunotoxicity mechanisms. Oxidative stress and
immune system parameters were determined spectrophotometrically using
commercial kits. Genotoxicity was evaluated by single cell gel electrophoresis (comet)
and micronucleus methods in lymphocytes and buccal epithelial cells, respectively.
Superoxide dismutase, catalase, glutathione reductase, glutathione peroxidase enzyme
activities and glutathione and clara cell secretory protein levels were found to be
statistically significantly lower in workers (n = 48) compared to the control group (n
= 41), while the levels of malondialdehyde, 8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine,
tumor necrosis factor-alpha and interleukin-lbeta were found to be statistically
significantly higher. DNA damage in workers was statistically significantly higher
than in the control group, and a strong correlation was found between the increase in
DNA damage and the exposure time. In addition, the frequency of micronucleus in the
buccal epithelium of the workers was found to be statistically significantly higher than
the controls. The results show that there is a possibility of immunotoxic and genotoxic

risks for workers working in the marble industry.

Key Words: Marble dust, occupational exposure, genotoxicity, immunotoxicity

Supported by: Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit
Doctorate Thesis Project (Project no: TDK-2020-18626)
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1. GIRIS

Sanayilesmenin hizla biiylimesi alerjen, genotoksik, karsinojen olabilen ¢esitli
maddelere kazai, mesleki ve c¢evresel maruziyeti de beraberinde getirmistir.
Kaya/mineral, mermer, kereste ve kuru tahil gibi maddelerin islenmesi sirasinda
partikiil boyutlar1 1-100 pm arasinda degisen yiiksek diizeylerde toz olugmaktadir. Bu
toz partikiillerine mesleki maruziyet; tozun tiirline, partikiil biiylikliigline ve maruziyet
siiresine bagl olarak solunum sistemi basta olmak tizere ¢esitli saglik sorunlarina yol
acmaktadir (1).

Antik caglardan beri dayanikliligi ve estetik goriiniisii nedeniyle barinma,
korunma, sanat gibi pek ¢cok amag i¢in dogal bir tag olan mermer tercih edilmektedir.
Diinyanin en zengin mermer kaynaklariin bulundugu Alp kusaginda yer alan Tiirkiye,
diinya rezervinin yaklasik % 33’iinii (15 milyar m*’likk diinya rezervin 5,1 milyar
m?’{inii) olusturmakta ve diinyadaki 6nemli mermer lireticileri arasinda yer almaktadir.
Iscehisar (Afyonkarahisar) bolgesi, iilkemizin en énemli mermer iiretim ve isleme
alanlarindan biri olarak bilinmektedir (2).

Mermer tozu, esas olarak kalsiyum karbonattan olusmaktadir ve farkli
oranlarda kristal silika icermektedir (3). Mermer ocaklarinda kirma, kesme, delme ve
diizlestirme gibi islemler sirasinda ciddi diizeyde olusan mermer tozu; ¢evre ve insan
saglig1 agisindan olumsuz sonuglara yol acabilmektedir. Solunabilir mermer tozuna
mesleki maruziyeti degerlendiren az sayidaki ¢alismada; astim, kronik bronsit, rinit
gibi solunum yolu hasarina yol agabilece§i gosterilmistir (3,4). Bu olumsuz
sonuglardan biiyiik 6l¢iide kristal silikanin sorumlu oldugu diisiintilmektedir.

Glintimiizde solunabilir kristal silikaya (aerodinamik ¢ap <10 pm) maruz kalan
milyonlarca is¢i oldugu tahmin edilmektedir. Avrupa’da yaklasik 3-5 milyon is¢inin
(5), Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 2,3 milyon is¢inin (6), daha diisiik ve
orta gelirli iilkelerden Hindistan ve Cin gibi iilkelerde 10 milyondan fazla is¢inin (7)
maruziyeti s0z konudur. Kristal silika bircok ciddi hastalik ve mortaliteye neden
olabilen bir etken oldugundan 6nemli bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir (8,9).
Yapilan siirveyans caligmalart yetersiz olup bildirilen oranlarin ger¢cek maruziyet
sayisini yansitmadigi diisiiniilmektedir (9).

Silikozis, tiiberkiiloz, kronik obstriiktif akciger hasligi, akciger ve diger (mide,



girtlak gibi) kanserler, kronik bobrek hastaligi ve otoimmiin hastaliklar gibi kristal
silika ile iliskilendirilmis pek cok hastalik bildirilmistir. Kristal silikanin saglik
iizerindeki etkileri, esas olarak akcigerlerde solunabilir toz partikiillerinin birikmesi ve
solunan tozdaki kuvars silika miktarindan kaynaklanmaktadir (10).

Silika maruziyetinin neden oldugu kanser patojenezinde oksidatif stres,
immiinotoksisite ve genotoksisitenin énemli rol oynadig1 diisliniilmektedir. Kristal
silika tozu maruziyeti olan kisilerde genotoksisite degerlendirmesi yapan ¢aligmalarda,
deoksiriboniikleik asit (DNA) hasaria yol acti§i ve genotoksisite mekanizmasinin
anlasilabilmesi i¢in ileri ¢calismalara ihtiyac oldugu sonucuna ulasilmistir (11-18).

Mesleki mermer tozu maruziyetinin genotoksik ve immiinotoksik etkilerine
dair yeterli calisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinin amaci Iscehisar bdlgesinde
mermer iiretim tesislerinde (mermer ocaklari, mermer fabrikalari, mermer atdlyeleri
gibi) calisan is¢ilerde mesleki mermer tozu maruziyetinin oksidatif stresin yani sira
genotoksisite ve immiinotoksisite mekanizmalarimi nasil etkiledigine agiklik

getirmektir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Mermer Tozu ve Ozellikleri

Mermer, kiregtas1 (kalsiyum karbonat, CaCO3) ve dolomittik kirectaglarinin
(CaMg(CO3)2) basing ve sicaklik etkisi ile bagkalagim gecirerek yeniden kristallesmesi
sonucunda meydana gelen kaya¢ olarak tanimlanmaktadir. Mermerin renkleri
genellikle beyaz ve grimsidir. Igerigindeki yabanci maddeler nedeniyle sar1, pembe,
mavimsi, kirmizimsi veya siyah renklerde de olabilir. Mikroskop altinda
incelendiginde birbirine kenetlenmis kalsiyum karbonat kristallerinden (kalsit)
olustugu goriiliir (19,20).

Mermer tozu esas olarak kalsiyum karbonat kristallerinden olusur ve
toksikolojik 6nemi olan farkli oranlarda (genellikle % 1’den az) silisyum dioksit (SiOz,
silika) igerir (3). Bununla birlikte Isgehisar (Afyonkarahisar, Tiirkiye) bolgesinde (20),
Skikda (Cezayir) bolgesinde (21), Yunanistan’da (22) ve Shaq El-Thoaban (Misir)
bolgesinde (23) bulunan mermer isleme tesislerinde islenen mermer ¢amurunun

kimyasal igerikleri X-151n1 floresan teknigi ile incelenmistir (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Farkli bolgelerdeki mermer tozu icerigi.

Icerik  Tscehisar Skikda Yunanistan Shaq El-Thoaban
(%) (Tiirkiye) (Cezayir) (Masir)
Si0; 4,67 0,05 2,31 0,79
AlLO3 - 0,05 0,85 0,21
FexOs 0,03 0,02 0,30 0,06
CaO 51,8 56,94 53,40 55,42
MgO 0,4 0,92 0,24 0,25
SO3 - 0,32 0,03 0,24
Na;O - - 0,04 0,10
K>O - 0,009 - 0,02
Kayip 41,16 41,63 42,35 42,28

Al203: Aliiminyum oksit, CaO: Kalsiyum oksit, Fe2O3: Demir oksit, K2O: Potasyum oksit, MgO:
Magnezyum oksit, Na2O: Sodyum oksit, SiOz: Silisyum dioksit, SOs: Siilfoksit.



Mermer tozunun % 50’den fazla oranda (% 51,8-56,94) kalsiyum oksit
(kalsiyum karbonat kaynakli), silika, demir oksit, magnezyum oksitin yer aldig1 ve
ayrica diisiik oranlarda da olsa aliiminyum oksit, siilfoksit, sodyum oksit ve potasyum
oksit icerdigi belirlenmistir. Bu tez ¢calismasinin dahil edildigi Iscehisar bdlgesindeki
mermer tozu icerigindeki kristal silika oraninin % 1°den fazla oldugu (% 4,67)

bildirilmistir (20).

2.2. Tiirkiye ve Diinya’daki Mermer Uretim Alanlar, Karsilasilan

Sorunlar ve Koruyucu Onlemler

Sanayilesmenin hizla biiylimesi alerjen, genotoksik, karsinojen olabilen ¢esitli
maddelere kazai, mesleki ve ¢evresel maruziyeti de beraberinde getirmistir. Patlatma,
kirma, delme ve 6giitme isleri; maden (tas, mermer vb.) ocaklari; yol, tiinel ve baraj
yapimi isleri; dokiim isleri (kum ve grafit); porselen sanayi; tugla ve kiremit sanayi;
cimento sanayi; kaynak isleri; pamuklu dokuma sanayi; sigara sanayi; aga¢ dograma
ve mobilya isleri gibi ¢esitli is kollarinda tozlu ortamlar ile karsilasilmaktadir (24).
Calisma ortaminda iceriginde asbest ve kristal yapili silika gibi karsinojenik etkileri
kanitlanmis olan tozlar bulunabilmektedir (25). Isyeri Saglik ve Giivenlik Birimleri ile
Ortak Saglik ve Giivenlik Birimleri Hakkinda Yonetmelik’e gore (Resmi gazete
yayinlanma tarihi: 15 Agustos 2009, Resmi gazete sayisi: 27230) olusturulan Tehlike
Siif1 Belirleme Komisyonu’nun goriisleri dogrultusunda mermerlerin kesilmesi, sekil
verilmesi ve bitirilmesi de ¢ok tehlikeli isler kategorisinde yer almaktadir (26).

Antik caglardan beri dayanikliligi ve estetik goriinlisii nedeniyle barinma,
korunma ve sanat gibi pek ¢ok amag i¢in dogal bir tag olan mermer tercih edilmektedir.
Diinyanin en zengin ve kaliteli mermer kaynaklari; Alp kusaginda yer alan Portekiz,
Ispanya, Italya, Yunanistan, Tiirkiye, Iran ve Pakistan gibi iilkelerde oldugu
goriilmektedir. Tiirkiye, 15 milyar m*’liikk diinya rezervinin 5,1 milyar m*’{inii
(yaklasik % 33’iinii) olusturmakta ve diinyadaki 6nemli mermer iireticileri arasinda
yer almaktadir. Ulkemizde iiretimin en fazla oldugu iller; Afyonkarahisar, Balikesir,
Denizli, Bilecik ve Mugla’dir. Bu boélgelerdeki iiretim, tiim iiretimin % 65’ini
olusturmaktadir. Enerji ve Tabii Kaynaklar Bakanligi’nin yaymladig1 2020 yilina ait
verilere gore; lilkemizde mermer sektoriinde yaklasik 1500 adet mermer isletme izinli

ruhsat sayis1 (mermer ocagi), kiiclik ve orta 6lcekli yaklasik 2,000 fabrika ve 9,000



atolye bulunmaktadir. Bu sektorde yaklasik 300,000 kisi istihdam edilmektedir (27).

Mermer ocaklarinda kirma, kesme, diizlestirme, cilalama, kenar diizeltme ve
isleme gibi islemler sirasinda ciddi diizeyde olusan mermer tozu; ¢cevre ve insan sagligi
acisindan olumsuz sonuglar dogurabilmektedir. Solunabilir mermer tozuna maruziyeti
toksikolojik agidan degerlendiren az sayidaki epidemiyolojik calisma ve vaka raporu;
astim, kronik bronsit, burun iltihab1 ve akciger fonksiyonlarinin zarar goérmesi gibi
solunum yolu hastaliklarina yol agtigina isaret etmektedir. Bu olumsuz sonuclardan
biiyiik olciide kristal yapili silika sorumlu tutulmustur (3,4) Mesleki Giivenlik ve
Saglik Ulusal Enstitiisii (National Institute for Occupational Safety and Health,
NIOSH), solunabilir kristal silika maruziyetinin saglik tizerindeki etkilerini derledigi
kilavuzda, “silikozis” olarak adlandirilan geri doniisiimsiiz akciger hasar1 yapan ciddi
bir mesleki solunum sistemi hastaligina yol agtigini rapor etmistir. Ayrica bu kilavuzda
tiiberkiiloz ve diger enfeksiyonlar, akciger kanseri, diger solunum sistemi hastaliklari,
oto-immiin hastaliklar ve bdobreklerde olasi toksik etkiler kristal silika ile
iligkilendirilmistir (10).

Mesleki  solunum  hastaliklarinin  olusmasinda  tozun  ortamdaki
konsantrasyonu, maruziyetin siiresi ve sikligi, partikiil biiytikliigii, tozun fibrojenik
potansiyeli ve kisisel faktorler (sigara icilmesi, genetik yapi, soluk alma sayisi ve
ekspiratuvar rezerv hacmi gibi solunumsal 6zellikler) etkili rol oynamaktadir (24,28).

Meslek hastaliklari ile ilgili farkindalik artmasina ragmen her gecen y1l meslek
hastaliklarinin goriilme siklig1 ve meslek hastaligina bagli mortalite oraninin arttigi
gosterilmistir (29). Bu durum koruyucu Onlemlerin artirilmasinin 6nemine isaret
etmektedir. Kristal silika tozuna maruz kalinan yerlerinin tespit edilmesi, havada
bulunmasina izin verilen mesleki maruziyet sinir degerleri dikkate alinarak toz dl¢tim
sonuglarinin degerlendirilmesi, tozun elimine edilebilmesi i¢in gerekli miihendislik ve
idari 6nlemlerin alinmasi, 6nlemlerin siirekliliginin saglanmasi, kisiye 6zgii koruyucu
ekipmanlarin (maske, gozliik, kulaklik gibi) kullanilmas1 ve diizenli kontrol takibi

yapilmasi 6nerilmektedir.



2.3. Toz Partikiillerinin Toksisitesi
2.3.1. Partikiil Maddenin Ozellikleri

Riizgar, volkanik piiskiirme gibi dogal kuvvetler ve kirma, 6&iitme, delme, tasi-
ma, eleme ve silipiirme gibi mekanik veya insan yapimi islemlerle havada olusan
kiigiik, kat1 pargaciklar “toz” olarak tanimlanir. Toz parcaciklar: genellikle 1-100 um
arasinda degisen aerodinamik ¢apa sahiptir (30).

Calisma ortaminda bulunabilen tozlara kristal silika, komiir ve ¢imento tozlari
gibi mineral tozlar; kursun, kadmiyum, nikel ve berilyum tozlar1 gibi metalik tozlar;
un, odun, pamuk, ¢ay tozlari, polen gibi organik ve bitkisel tozlar; canli parcaciklari,
kiifler ve sporlar gibi biyolojik tehlikeler 6rnek olarak verilebilir (1).

Partikiil madde (PM), havada olusan (airborn) kat1 veya sivi parcaciklardir.
Parcacik boyutlar1 ve kimyasal bilesimleri, partikiil maddenin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini ve ayrica toksikolojik profilini belirlemektedir. Cevre Koruma Ajansi
(Environmental Protection Agency, EPA) partikiilleri aerodinamik ¢ap degerlerine
(fiziksel ¢ap ve yogunluk ile iligkili) gére PMio (aerodinamik c¢apt < 10 um olan
solunabilir partikiil madde) ve PM» s (aerodinamik ¢ap1 < 2,5 um olan solunabilir ince

partikiil madde) olarak siiflandirmistir (Sekil 2.1.) (31).

€PM25

INSAN SAC TELI Yanma parcaciklan, organik bilesikler,
metal parcaciklari vs.

50-70pum <2.5um (mikron) ¢apinda
(mikron) ¢capinda

© PM1o
Toz, polen, kiif vs.
<10um (mikron) ¢capinda

————>
90um (mikron) ¢apinda
INCE KUM TANESI

Sekil 2.1. Partikiil maddeler i¢in boyut karsilastirmalar1 (31).

2.3.2. Partikiillerin Solunum Sistemindeki Davramslar1 ve Solunum

Yollarinin Savunma Sistemleri

Havada olusan partikiillerinin organizmaya ana girisi solunum yoludur.

Solunum yolu ile maruz kalman partikiillerin solunum sisteminde birikmesi,



temizlenmesi veya sistemik dolasima gecisi; partikiiliin fizikokimyasal 6zellikleri ve
solunum yollarinin savunma sistemleri ile iliskilidir (32,33).

Solunum sistemindeki nazofarenks bolge (iist solunum yolu) ve
trakeabronsiyal bolge (alt solunum yolu) dis ortam ile temas halinde olan en biiyiik
epitelyal ylizeyi olusturmaktadir. Akcigerlerdeki gaz alis-verisinin stirdiiriilebilmesi
icin almman hava ile birlikte gelen yabanci maddelerin uzaklagtirilabilmesi i¢in
burundan alveollere kadar karmasik bir savunma mekanizmasi bulunmaktadir.
Anatomik bariyerler, Oksiiriik refleksi, hava yolu epitel hiicreleri, mukoéz
membranlardan salgilanan immiinoglobulin A antikoru, {ist solunum yolu ve
bronglarda yer alan savunma yollaridir. Alveolar kisimda ise makrofajlar, lenfositler,

noétrofiller ve kompleman aktivasyonu rol alir (Tablo 2.2.) (34,35).

Tablo 2.2. Solunum yollarinin savunma sistemleri.

Ust solunum yollari ve bronslar Alveolar bosluk
Anatomik bariyerler Alveolar makrofajlar
Oksiiriik refleksi Lenfosit aracili immiinite
Mukosiliyer temizlenme Kompleman aktivasyonu
Hava yolu epiteli Notrofiller

Sekretuvar IgA ve diger Ig’ler

Ig: Immiinoglobulin.

Solunum yollarinda mukosiliyer temizlenmenin diizgiin caligabilmesi i¢in
solunan hava ilk basamakta iist solunum yollarinda yaklasik 37°C’ye 1sitilip % 95
oraninda doymus hale getirilir. Solunum sisteminin savunma mekanizmalarindan
diger bir basamak ise solunan havanm filtre edilmesidir. ilk bariyer burunda
baslayarak, {ist solunum yollarinda da devam ederek 6nemli bir siizge¢ gorevi goriir.
Filtrasyon, aerodinamik c¢ap1 10 um’den biiyiik partikiillerin alt solunum yollarina
gecmesini Onler. Ancak 5 pm’den daha kiiclik partikiiller filtrasyon basamagindan
kurtularak alt solunum yollarina ve alveollere kadar ulagabilir. Bu bolgelerde biriken
partikiiller daha yavas temizlenir ve akcigerlerde hasar olusturma potansiyelleri
yuksektir. Aerodinamik ¢ap1 1 pum’den kiigiik olan partikiiller cogunlukla solunum
yolu ile tekrar atilarak ya da alveolar makrofajlar tarafindan fagosite edilerek

temizlenir. Aerodinamik ¢ap1 1 pm’den biiyiik olan partikiiller ise bronglarda tutulup



mukosiliyer hareket ile larenkse siiriiklendikten sonra yutularak sindirim sistemi
iizerinden disart atilir. Ancak bazi partikiillerin aerodinamik yapis1 hava yolunda
ilerlemeye izin vermez ve hava yolunda birikme egilimindedir (36-38).

Trakeobronsiyal kisimlarda partikiiller farkli mekanizmalar ile birikebilirler.
Bu mekanizmalarin baglicalari: sikigarak kiimelesme (impaksiyon), yercekimsel
birikim (sedimentasyon), “Brownian” hareketi ile ¢okme ve partikiil birikimi
(Brownian difiizyonu)’dir. Ayrica intersepsiyon (engellenme, takilma) ve elektrostatik
¢okme de bu mekanizmalara dahil edilebilir (36,39). Sikisarak kiimelesme, 1 pm’den
biliyiik partikiillerin hava yollarinda ¢arpma veya carpip durma esasina dayanan
birikme mekanizmasidir. 1-10 pm aerodinamik capa sahip partikiillerin kivrim
yerlerinde duvara ¢arpmasi sonucu biriken partikiiller carpmanin olusturdugu basing
ile sikisarak kiimelenirler (33,38,40). Yer¢ekimsel birikim, akciger periferine dogru
gidildik¢e sifira yaklasan hava akimi ve yercekimi etkisi ile 0,5-5 pm aerodinamik
capa sahip partikiillerin sedimente olarak birikmesidir. Birikimin en etkin oldugu
bolge brong dallanmalaridir (33,34,39,40). “Brownian” difiizyon, aerodinamik ¢ap1
0,5 um’den kiiciik partikiillerin, gaz molekiillerinin siirekli hareketi esnasinda devamli
bombardimana tabi tutularak ¢okmeleridir. Partikiil cap1 kiigiildiikce partikiiliin
akcigerin distal alanlarina ulagabilme potansiyeli ve dolayisi ile hasar veya fibrozis
goriilme riski artar (33,34,39).

Partikiillerin  solunum sistemindeki toksisitesinin degerlendirilmesinde
olduk¢a dnemli bir etken, partikiillerin birikme bolgesidir. Ciinkii birikme bdlgesi,
hasarin siddetini ve sistemik dolasima geg¢isini belirler. Partikiillerin aerodinamik
caplarina gore solunum yollarinda farkli bolgelerdeki birikme miktarlar1 Tablo 2.3.’te
gosterilmistir (41). Partikiil ¢gap1 1 um’den 10 um’ye dogru biiyiidiik¢e biiyiik hava
yollarinda birikim daha fazla goriilmektedir. Aerodinamik c¢apin yani sira birikme
yerini solunum fizyolojisi, patolojik durumlar ve sigara gibi irritan madde kullanimi

gibi faktorler de etkilemektedir (32,36).



Tablo 2.3. Partikiillerin aerodinamik caplarina gore farkli bolgelerdeki birikme
ylizdesi (41).

Aerodinamik  Orofarinks Trakeobronsiyal Alveolar Ekshale
cap (um) (%) bolge (%) bolge (%) yiizdesi (%)

1 0 0 16 84
2 0 2 40 58
3 5 7 50 38
4 20 12 42 26
5 37 16 30 17
6 52 21 17 10
7 56 25 11 8

8 60 28 5 7

2.3.3. Toz Partikiillerinin Insan Saghg Uzerine Toksik Etkileri

Toz partikiillerinin solunmasi insan sagligi i¢in 6nemli tehdit olusturmaktadir.
Tozlar, degisken icerige sahiptir. Solunum yolu tahrisinden kansere kadar karmasik
bir sistemi tetikleyebilmektedir. Baglica 6rnegi, kristal silika igeren toz partikiillere
mesleki maruziyetin insanlarda akciger kanseri ile iligkilendirilmesidir (42,43).

Toz partikiillerinin saglik tizerindeki olumsuz etkileri partikiil biiytikligi ile
dogrudan baglantilidir. Partikiil boyutu kii¢iildiik¢e solunum agacinda birikme egilimi
artmaktadir. Aerodinamik ¢ap1 10 pm’den biiyiikk olan partikiiller nazofarekste
tutulmakta, 10 um’den kii¢iik olanlarin bir kism1 bronglarda birikirken 1-2 pm ¢apinda
olan partikiiller ise alveollere ulasir. Alveolo-kapiller bariyeri gecerek sistemik
dolasima girebilen ince partikiiller ise basta kardiyovaskiiler ve sinir sitemi olmak
iizere diger sistemleri olumsuz etkileyebilmektedir (31,37,44). Sistemik dolasima
gecebilen bu partikiiller PM» s, PMio ve toplam siispande (havada asili kalan) partikiil
(TSP) gibi daha biiyiik partikiillere kiyasla toksik etkilere neden olma potansiyeli daha
yuksektir (45).

Partikiil maddelerin aerodinamik ozelliklerinin yam1 sira kimyasal
kompozisyonu da toksisite profilinin degerlendirilmesinde olduk¢a dnemlidir. Tozlar1

olusturan maddelerin kendisi kimyasal bakimdan aktif olabilecegi gibi; ince partikiiller
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(PM25) civa, kursun, kadmiyum gibi agir metaller ile karsinojenik kimyasallar gibi
toksik hava kirleticilerini de tasiyabilmektedir (45-48).

Partikiil madde toksisitesi ile ilgili birbiri ile Ortiisen baz1 mekanizmalar ileri
striilmistiir (44,49-51) (Sekil 2.2.). Molekiiler diizeyde onerilen mekanizmalar:

(1) oksidatif stres (hiicre proliferasyonunun artmasi, sitotoksisite, genotoksisite
ve karsinojenite) (52-55)

(1) oksidatif stres kaynakli pulmoner ve sistemik enflamasyonun tetiklenmesi
(proenflamatuvar sitokinler ile sistemik immiin yanitin uyarilmasi) (54,56)

(i11) alveolar membran boyunca ultra ince, nano boyutlu partikiillerin ve/veya
partikiil bilesenlerinin sistemik dolasima translokasyonu (vaskiiler endotel
disfonksiyonu ve/veya kardiyak doku etkilesimi ile lokalize toksisite) (51,57)

(iv) hava yoluna duyarli reseptorlerin veya sinirlerin aktivasyonu ve ardindan

merkezi sinir sistemi hasar1 (58)

Solunabilir °
Toz Partikiller

.@\,

) ’.' " Ok5|dat|f stres
"> +"".inflamasyon

Sistemik Dolagim

Damar Sistemi

Vaskdler endotel disfonksiyon
Vazokonstriiksiyon

Kan basincinda artig
Ateroskleroz gelisimi

Koku alma siniri yolu

Oksidatif stres
inflamasyon

Kan
Merkezi Sinir Sistemi Trombosit agregasyonunda artig
Kardiyovaskiiler Sistem

Kalp atim hizinda artig

Aritmi potansiyelinde artig

Alveol

Pulmoner / Sistemik Oksidatif Stres ve inflamasyon

Reaktif oksijen tirlerinin artigi
Hucresel inflamatuvar yanit
Sitokin ekspresyonunun ve duzeylerinin artigi (IL-1B, TNF-a gibi)

Sekil 2.2. Solunabilir toz partikiillerinin toksisitesi.

Solunum yolu ile maruz kalinan toz partikiillerin 6ncelikli hedef organlari
akciger ve kalptir. Artan solunum ve kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite ile
ortamdaki partikiillere akut ve kronik maruziyet arasindaki iliski epidemiyolojik

caligmalarda acik bir sekilde ortaya konmustur (59—62). Partikiil maruziyetine bagl



11

olarak akciger fonksiyonunda azalma, astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi (63),
akciger kanseri (42), aritmi ve iskemik kalp hastalig1 (51) dahil olmak {izere bir dizi
olumsuz saglik etkisinin gelistigi veya siddetlendigi gosterilmistir. Ayrica ateroskleroz
(64) ve enfeksiyona karsi artan duyarlilik (65) ile maruziyet iligkilendirilmistir.

Solunabilir ince partikiillerin pulmoner ve kardiyovaskiiler sistem
toksisitesinin yani sira serebrovaskiiler sistem {izerinde de olumsuz etkiye sahip
olabilecegi bildirilmistir (66). Partikiil maddelerin ya nazal epitel hiicrelerinden (koku
alma siniri yolu ile) ya da alveolar epitelden sistemik dolasima gegerek ve kan beyin
bariyerini asarak merkezi sinir sistemini etkileyebildigi rapor edilmistir (67).

Partikiil maddeye ana maruziyet yolu solunum olsa da, deri yolu ile maruziyet
s0z konusudur. Maruziyetin enflamatuvar deri hastaliklari, deri yaslanmasi, alopesia
ve deri kanseri gibi cesitli cilt hastaliklarinin gelismesini ve alevlenmesini

tetikleyebilecegine dair veriler de mevcuttur (68).
2.4. Silika Toksisitesi
2.4.1. Silikanin Fizikokimyasal Ozellikleri

Silika, dogada bol bulunan silisyum (Si) ve oksijenden (O) olusan SiO»
molekiillerinin polimerizasyonu sonucu meydana gelir. Temel bilesenleri silisyum-
oksijen tetrahidral yapiya sahip olup kristal (serbest) ve kristal halde olmayan (amorf)
iki formu bulunur (32,69,70). Toksisitesi yiiksek olan ve fibrojenik 6zellik gosteren
form, kristal yapili olandir. Amorf form ise yiiksek 1s1 ve basing altinda kristaller
olusturabilmektedir (8,71).

Amort silika, dogal veya sentetik olarak bulunabilmektedir. Opal, biyojenik
silika, diyatome topragi, silika lifleri ve vitroz silika dogada kendiliginden
bulunabilirken; kaynasmis silika, pirojenik silika, kolloidal silika ve silika jel ise
sentetik amorf silika sekillerini olusturur (42,72,73).

Kristal silikanin kuvars, tridimit, kristobalit, moganit, koesit ve sisovit gibi
farkl1 polimorflar1 bulunur. Endiistride en sik kullanilanlarin biyolojik aktivite
siralamasi, kuvars > tridimit > kristobalit seklindedir (8,42,71). Kuvars yeryiiziindeki
tim kayalarda, kristobalit ve tridimit ise biiyilkk ¢ogunlukla volkanik kayalarda

bulunur. Kiristal silika polimorflar1 sicakliga ve kimyasal etkilere karsi cok
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dayaniklidir. Tiim polimorflarin saglik {lizerine olumsuz etkileri s6z konusu olup
mesleki maruziyetlerin ¢ogundan kuvars silika sorumlu tutulmaktadir (70,71,74,75).
Silika suda ¢ok az ¢oziinmekte olup amorf formlarinin kristal formlarina gore
suda c¢oziniirligli daha yiksektir. Silikanin ¢oziiniirligli ortamin sicakligi, pH,
ortamdaki metal varlig1 ve partikiil biiyiikliigii gibi birgok faktore baghdir (42).
Silikanin yiizey 6zellikleri, kristal yapinin yani sira tozun kdkenine, termik ve
mekanik O6zelliklerine ve safsizliklara (alimunyum, demir, titanyum, sodyum,
potasyum ve kalsiyum igerebilir) bagli olarak degisebilmektedir. Silisyum-oksijen
tetrahedral yapiya (SiO4)* sahip silika yiizeyi, havadaki su partikiilleri ile etkileserek
silanol gruplarini (-SiOH) olusturmaktadir (76,77). Tiim ylizeyi kaplayabilen silanol
tabakasinin  yogunlugu ve biiylikliigii silika tozunun hidrofobik 6zelligini
belirlemektedir (78). Ayrica silanol gruplari, toksisite mekanizmasinin anlasilmasinda
da onem tasimaktadir. Silika ylizeyinde bulunan silanol gruplari, hidrojen dondrleri
olarak biyolojik makromolekiillerin sahip oldugu oksijen veya azot iizerindeki yalniz
cift elektronlar: ile etkilesip hidrojen bagi olusturarak membran hasarina ve hiicre

gecirgenliginde bozulmaya neden olmaktadir (71,76).
2.4.2. Silikanin Farmakokinetik Ozellikleri

Silikanin oral ve dermal yol ile temast miimkiin olup organizmaya ana girisg
yolu solunumdur.

Toksik etkiler, genellikle silikanin akcigerlere ulasmasi1 ve burada birikmesi
sonucu meydana gelmektedir (9,73,79,80). Silika partikiillerinin akcigerlerde
birikmesi ayrica soluk hacmi, soluk sayis1 ve ekspiratuar rezerv hacmi gibi solunumsal
ozellikler ile de iligkilidir (1,28,42). Genellikle 10 pm’den kiigiik partikiil capina sahip
parcaciklar solundugunda iist solunum yollarinda daha az oranda tutularak akcigerlerin
islevsel kisimlar1 olan bronglara ve alveollere ulasip birikerek hasara neden
olabilmektedir. Brong ve alveollerde biriken partikiiller yavas temizlenir ve akciger
hasar1 potansiyeli daha yiiksektir.

Silika partikiilleri, solunum yollarindaki epitel tabakaya dogrudan baglanip
uzun siire kalabilmekte veya lenfatik sistem ile lenfoid organlara veya intersitisyel
alana taginabilmektedir (42). Solunum yolu ile alveole ulasan partikiiller, pulmoner

alveoler makrofajlar tarafindan pargalanarak mukosiliyer hareketler ile lenf
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diigiimlerine gonderilir. Insanlarda ve hayvanlarda yapilan galigmalar, kristal silikaya
solunum yolu ile maruziyetin bobreklere, lenf diiglimlerine, kana, karacigere ve dalaga
dagildigimi gostermektedir. Oral veya dermal maruziyetin dagilimi hakkinda bilgi
bulunmamaktadir (79,81).

Emilen silika bilesiklerinin, metabolizasyona ugramadigi belirtilmistir (81).

Solunabilir kristal silikaya maruz kalan isgilerin idrarinda silika tespit
edilmigtir. Maruz kalinan silika miktarinin artmasi1 ve akcigerlerin temizleme
kapasitesinin yetmemesi sonucunda silika tasiyan makrofajlar endotel dokuya penetre
olarak interstisyel alana taginmaktadir (81,82). Oral yol ile temasta feces ile atildigi

bilinmektedir (81).
2.4.3. Silika Maruziyeti

Dogada yaygin olarak bulunmasi ve genis kullanim alanina sahip olmasi silika
maruziyetini kacinilmaz hale getirmektedir. Hava, su ve gida yolu ile nadiren ¢evresel
maruziyet s6z konusu olsa da toksisite acisindan en 6nemlisi ve yaygin olan1 mesleki
maruziyettir. Kristal silika iceren malzemeleri kesme, zimparalama, ezme veya delme
islemleri sirasinda yiiksek oranda solunabilir toz ortaya ¢ikabilmektedir. Madencilik,
tas ocaklar1 (mermer gibi), seramik, ¢Omlekcilik, dokiim, kot taglama, insaat,
diyatomik toprak isleme ve hidrolik kirma gibi pek cok is kolunda silikaya mesleki
maruziyet goriilmektedir (1,8-10).

Glintimiizde solunabilir kristal silikaya (aerodinamik ¢ap <10 pm) maruz kalan
milyonlarca is¢i oldugu tahmin edilmektedir. Avrupa’da yaklasik 3-5 milyon is¢inin
(5), Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 2,3 milyon is¢inin (6), daha diisiik ve
orta gelirli Hindistan ve Cin gibi iilkelerde 10 milyondan fazla is¢inin (7) s6z konudur.

Ulkemizde silika maruziyeti olan birey sayisi ile ilgili kesin bir veri
bulunmamaktadir. Ancak her yil yeni silikozis tanisin1 koyulan vakalarin sayisi,
maruziyetin yaygin oldugu hakkinda bilgi vermektedir. Sosyal Giivenlik Kurumu
tarafindan yapilan giincel istatistik verilerine gore tilkemizde 2019 yilinda toplam 997
erkek ve 91 kadina meslek hastalig1 tanisi konulmustur. Meslek hastaligi tanist alan
397 erkek (% 39,82) ve 9 kadinda (% 9,89) solunum sistemi hastaliklarinin goriildigi
rapor edilmistir. Bu gruptan 28 erkekte komiir is¢isi pnomokonyozu, 16 erkekte asbest

ve diger mineral liflerine bagli pndmokonyoz, 319 erkek ve 6 kadin olmak iizere 325
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kiside diger silisyum iceren tozlara bagli pndmokonyoz goriilmiistiir (29).

Yapilan siirveyans c¢aligmalar1 yetersiz olup bildirilen oranlarin gercek
maruziyet sayisini yansitmadigi diisiiniilmektedir. Kristal silika bir¢ok ciddi hastalik
ve mortaliteye neden olabildiginden, maruziyeti dnemli bir saglik sorunu olarak kabul

edilmektedir (8,9).
2.4.4. Silikanin Akut ve Tekrarhh Doz Toksisitesi

Silikanin akut oral toksisitesi diistiktiir. Hayvan popiilasyonunun %50’sinde
oliim meydana getiren doz (LDso) degeri sicanda > 22,500 mg / kg (oral); farede >
15,000 mg / kg (oral) olarak bildirilmistir (83).

Tek doz intratrakeal uygulanan kristal silikanin uygulamadan 21-30 giin sonra
fare ve sicanlarin akcigerlerde silikotik graniilom ve fibrozis olusumuna yol actig
bildirilmistir (84). Ayrica solunum yolu ile kisa siireli tekrarlayan (3 giin boyunca, 6
saat/gilin) kristal silikaya maruziyetinin siganlarda alveolar makrofaj fonksiyonlarini
bozdugu, temastan 1 ay siire sonunda ilerleyici lezyonlara ve 2 ay siire sonunda
granlilomatoz tip pnomoniye yol actig1 rapor edilmistir (85). Kisa siireli in vivo
deneysel sistemlerde inhalasyon/intratrakeal kristal silika maruziyetinin oksidatif
strese ve hiicresel enflamatuvar yanita neden oldugu ve pek ¢ok in vitro ¢calismada da
sitotoksisitesi gosterilmistir. Ancak kristal silikanin hiicresel hasarindan sorumlu
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamastir (1).

Kristal silikaya uzun siire solunum yolu ile maruziyetin degerlendirildigi
subkronik ve kronik toksisite c¢alismalarinda, sican ve fareler iizerinde immiin
fonksiyonlar1 baskiladigi, pulmoner alveoler proteinozise yol actigi, hiicresel
proliferasyonu, kollajen diizeyini ve nodiil olusumunu artirdig1 gosterilmistir (1). Bu
caligmalardan elde edilen veriler G6zlenen En Diisiik Olumsuz Etki Diizeyi (Low
Observed Adverse Effect Level, LOAEL) degerlerinin siganlarda 1-2 mg/m? (insan
esdeger konsantrasyonlar1 0,18-0,36 mg/m?) (86,87) ve farelerde 2-5 mg/m? (insan
esdeger konsantrasyonlar1 0,36-0,90 mg/m?®) (88,89) degerleri arasinda degistigini
gostermektedir (1). Ayrica sicanlarda inhalasyon/intratrakeal kristal silika
maruziyetinin adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinomlarinda istatistiksel anlaml

artiglara neden oldugu bildirilmistir (42).
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2.4.5. Silikamin Mutajenik, Karsinojenik ve Teratojenik Etkileri

Kristal silikanin bakteriyel mutajenite testlerinde pozitif sonug¢ gostermedigi,
ancak genotoksisite ¢aligsmalarinda sonuglar ¢eliskili olmak ile birlikte dogrudan
genotoksik etkiye neden oldugu bildirilmistir (1). Uluslararasi Kanser Arastirmalari
Ajansi (International Agency for Research on Cancer) tarafindan in vitro sistemlerde
kuvars, kristobalit ve tridimit partikiillerinin DNA hasarina yol actig1 bildirilmistir.
Ancak cok yiiksek doz silika kullanilmasi ve deney sartlarinin fizyolojik kosullar
yansitmamasindan dolay1 in vitro sistemlerden elde edilen bulgularin in vivo sistemle-
re uyarlanmasinda zorluklar oldugu bilinmektedir (10,42).

Uzun siireli inhalasyon veya intratrakeal uygulama ile siganlara verilen kristal
silika ile ilgili karsinojenite caligmalardan elde edilen sonuglar su sekildedir: (i)
Tlmorler (genellikle adenokarsinom veya epidermoid karsinom) ge¢ donemde ortaya
cikmaktadir. (i1) Tlimor gelisen farelerin akcigerlerinde fibrozis de goriilmektedir. (ii1)
Doz-cevap iliskisi hakkinda yeterli bilgi (Advers Etki Gozlenmeyen En Yiksek
Diizey, (No Observed Adverse Effect Level, NOAEL) ve LOAEL gibi)
bulunmamaktadir. (iv) Calisma yontemleri arasinda 6énemli farkliliklar olmasindan
dolay1 intratrakeal ve solunum yolu uygulamalar1 karsilastirllamamaktadir. (v)
Hayvanlarda yapilan uzun siireli karsinojenite ¢alismalari, kristal silika toksisitesi ve
doz-cevap iliskisi hakkinda bilgi saglasa da uygun hiicresel ve molekiiler modellerin
gelistirilebilmesi i¢in in vitro calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (10,84).

Kristal silikanin treme ve gelisimsel etkilerine iliskin yeterli veri
bulunmamaktadir. Inhalasyon maruziyetini takiben hayvanlarda gelisimsel etkileri
degerlendiren calismaya rastlanmamistir. Epidemiyolojik ¢alismalara gore kristal
silikanin lireme sistemi i¢in bir hedef olmadig: bildirilmistir (90).

1.000 mg/kg/giin'e kadar gavaj dozlarinda ¢okeltilmis amorf silikaya maruz
kalan siganlarda yapilan 2 nesil bir ¢calismada iireme performansi, cinsel olgunlagma,
Ostrus dongiisii, sperm parametreleri veya lireme organi histolojisi iizerinde hicbir etki
gozlenmemistir (91). Bir diger ¢calismada 500 mg/kg/giin diyet dozunda amorf'silikaya
maruz kalan siganlarda 1 nesil calismada iireme performans: veya lireme organi

histolojisi iizerinde higbir etki gézlenmemistir (92). Ayrica her iki ¢calismada da dogan
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yavrularda gelisimsel etki gozlenmemistir. Calisma sonuglarina gore, amorf silikanin

iireme ve gelisimsel etkilerinin muhtemelen endise verici olmadigi bildirilmistir.
2.4.6. Silikanin insan Saghg Uzerindeki Toksik Etkileri

Silika toksisitesi, havada asili olarak kalabilen solunabilir 6zellikteki kristal
silika partikiillerinin (<10 pm) immiinolojik ve immiinolojik olmayan savunma
mekanizmalarint gecerek akcigerlere ulagsmasit sonucu olusmaktadir (9). Kristal
silikanin akcigerlerde neden oldugu oksidatif stres ve giiclii enflamatuvar yanitin
toksisitede onemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Toksisite mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamis olup cesitli teoriler ile iliskilendirilmistir (Sekil 2.3.) (81).

(1) Dogrudan sitotoksik etki; kristal silikanin ylizeyinde (silanol gruplari)
olusan reaktif oksijen bilesikleri ve/veya silika iceren taglarin islenmesi sirasinda
olusan silisyum ve silisyum monoksit (Sie ve SiO¢) radikalleri akciger hiicreleri ile
reaksiyona girerek oksidatif stresi tetiklemektedir. Boylelikle membran lipitleri,
proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasar olugsmakta, hiicre gegirgenligi
bozulmakta ve pulmoner enflamasyon tetiklenmektedir (71).

(i1) Alveoler makrofajlarda serbest radikal olusumunun ve enflamatuvar
sitokinlerin sekresyonunun uyarilmasi; silika partikiilleri, alveolar makrofajlar
iizerindeki radikal siipiiriicii reseptorler ile kuvvetli reaksiyona girmekte ve reaktif
oksijen bilesiklerinin olusumunu uyarmaktadir. Ayrica transkripsiyon faktorleri
niikleer faktor kappa B (93) ve aktivator protein-1 (94) aktivasyonu ile enflamatuvar
sitokinler (timdr nekroz faktor (TNF)-alfa, interlokin (IL)-1 gibi) i¢in gereken haberci
ribontikleik asit (mMRNA) {liretimini uyararak hasara yol agabilmektedir (8,71).

(ii1)) Alveoler makrofajlardan ve/veya epitel hiicrelerinden biiylime
faktorlerinin sekresyonunun uyarilmasi; kristal silika maruziyeti fibrotik (TNF-alfa,
IL-1 vb.) ve antifibrotik (IL-6, prostaglandin E> vb.) dengeyi bozarak fibrozise neden
olmaktadir (8,71).
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Sekil 2.3. Kristal silikanin neden oldugu silikozis ve akciger kanseri patojenezi ile
iliskilendirilen gesitli teoriler (81).

Solunabilir kristal silika alveolar makrofajlar tarafindan fagosite edilerek hiicre i¢i ¢esitli kimyasallarin
(enflamatuvar sitokinler, kemokinler, ROT ve arasidonik asit metabolitleri gibi) sakiverilmesine yol
agan sitotoksisite ve apoptoza neden olmaktadir. Bu kimyasallar hiicrelere ve hiicre dis1 matrislere zarar
verebilir, transkripsiyon faktorlerini aktive ederck hasar bolgesine makrofaj gogilinii saglar. Bu
dongiiniin tekrarlanmasi kronik enflamasyon siirecine neden olmaktadir. Inflamatuvar yamt, doku
onarimini ve yenilenmesi i¢in anti-enflamatuvar ve fibrojenik faktorlerin saliverilmesine yol agar.
Inflamatuvar yamt ve onarim basamagindaki dengesizlik fibrozise neden olur. Inflamasyon ayrica
proteolitik enzimlerin ve serbest radikallerin saliverilmesine neden olabilir. Bu durum da kanserojen
stireci tetikleyebilen hiicresel ve DNA hasarini iceren genotoksik olaylara yol agabilir. Kristal silikanin
neden oldugu kanserin altinda yatan en olasi mekanizma enflamasyon aracili genotoksisite gibi goriinse
de dogrudan genotoksisiteye de (kesikli okta gosterildigi gibi) yol acabilmektedir. (DNA:
deoksiriboniikleik asit; ROT: reaktif oksijen tiirleri; RNT: reaktif nitrojen tiirleri, NF-kB: niikleer faktor
kappa B, AP: aktivator protein, IL: Interlokin, TNF: Tiimor nekroz faktor, COX: siklooksijenaz, MIP:
Makrofaj enflamatuvar protein, IGF: Insiilin benzeri biiyiime faktorii, TGF: Déniistiiriicii biiyiime
faktorii).

Cok sayidaki epidemiyolojik calismada solunabilir kristal silikanin solunum
sistemi, bagisiklik sistemi ve bobrekler tlizerinde olumsuz etkilere yol acgtigi
bildirilmistir (1,8,10,70,71).

Kristal silika tozunun (<10 pm) akcigerde birikimi ile olusan “silikozis”
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ilerleyici, neoplastik olmayan yapisal degisikliklere yol agan ve tedavi edilemeyen
fibrotik mesleki akciger hastaligi olarak tanimlanmaktadir (71,75). Havada bulunan
silika konsantrasyonuna gore kronik (klasik), hizlandirilmis ve akut silikozis olmak
iizere 3 tipi goriilmektedir.

(1) Kronik silikozis, genellikle kristal silikaya diisiik konsantrasyonlarda
maruziyetten 10 yi1l veya daha uzun zaman sonra ortaya ¢cikmaktadir. Kristal silika ile
etkilesen makrofaj, fibroblast ve lenfositler hasarli bolgede birikmektedir. Olusan
silikotik nodiillerin biiyiikligii kalsifikasyon ve nekrozisin derecesini gostermektedir.

(11) Hizlandirilmis (akselere) silikozis, kronik silikozise gore daha yogun ve
kisa siireli (5-10 yil) maruziyet sonrasit ortaya c¢ikmaktadir. Kronik silikozis ve
hizlandirilmis silikoziste benzer belirtiler goriilmektedir. Farkli olarak hizlandirilmig
silikoziste klinik ve radyografik belirtiler cok daha hizli gelismekte olup fibrozis daha
diizensiz ve yaygindir.

(111) Akut silikozis ise kristal silikaya kisa siireli yiliksek konsantrasyonda ilk
maruziyetten birka¢ hafta ile 5 yil arasinda degisen siire iginde gelismektedir.
Morfolojik olarak, akciger dokusu enflamasyonu ve 6demin yaninda silikoproteinozis
olarak da bilinen alveoler yiizey protein hasari ile karakterizedir (10,71). Maruziyet
kesildikten sonra da silikozis ilerleyebilmekte veya gelisebilmektedir.

Silikozisin ilerlemesi veya silika maruziyetinin bulunmasi, mikobakteriyel
veya mantar enfeksiyonlarin gelisme riskini artirmaktadir. Bu enfeksiyonlardan en
yaygin olani, Mycobacterium tuberculosis bakterilerinin neden oldugu tiiberkiiloz
olmakla birlikte silika maruziyeti olan isgilerde Mycobacterium kansasii ve
Mycobacterium avium-intracellulare gibi tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerden kaynakli
enfeksiyonlar da gelisebilmektedir. Bunun yani siwra Nocardia asteroides ve
Cryptococcus kaynakli enfeksiyonlar da goriilmektedir (8,10).

Kristal silika maruziyetinin bronsit, amfizem, kronik obstriiktif akciger
hastalig1 gibi diger solunum yolu rahatsizliklarinda istatistiksel anlamli artisa neden
oldugu bildirilmistir (1).

Kristal silikaya mesleki maruziyetin akciger kanserine yol actigina dair
kanitlar1 IARC yeterli bulmustur. 1997 yilinda IARC tarafindan kuvars ve kristobalit
insanda karsinojen etkisi kesin olarak bilinen maddelerin yer aldigi Grup 1’de; amorf

silika karsinojenik etkisi bakimindan siiflandirilamayan maddelerin yer aldigr Grup
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3’de smiflandirilmistir (42). Amerikan Toraks Dernegi de kristal silika maruziyetinin
akciger kanserine yol acabildigini bildirmistir (95). Kristal silikanin muhtemel
karsinojenite mekanizmasi hala belirsizligini korumaktadir. Akcigerlerde fagositoz
sirasinda reaktif oksijen bilesiklerinin neden oldugu genetik hasar, niikleer faktor
kappa B ve aktivator protein aktivasyonu ve epitel hiicre cogalmasindaki artis kristal
silikaya bagli ilerleyen kanser patojenezi ile iliskilendirilen mekanizmalar olarak 6ne
stiriilmektedir (96-98).

Akcigerlerdeki giliclii immiin yanitin Erasmus sendromu (kristal silikaya
maruziyetin eslik ettigi skleroz) ve Caplan sendromu (kristal silikaya maruziyetin eslik
ettigi romatoit artrit), sistemik lupus eritematozus gibi immiinolojik bozukluklara yol
acabilecegi ongoriilmektedir (1,9). Ayrica immiinolojik hastaliklara bagli olabilen
kronik bobrek hastaliklari, ataksik duyusal ndropati, kronik tiroidit, hipertiroidizm,
monoklonal gammopati ve poliarterit nodosa (atardamarda goriilen vaskiilit) gibi
cesitli hastaliklar ile ilgili vaka raporlar1 bildirilmistir. Bu toksik etkiler, kristal
silikanin dogrudan sitotoksik etkisi veya immiin kompleks olusturarak immiinotoksik

yanit olusturmasi ile iligkilendirilmistir (10).
2.5. Kalsiyum Karbonat Toksisitesi
2.5.1. Kalsiyum Karbonatin Fizikokimyasal Ozellikleri

Kalsiyum karbonat; kiregtasi, dolomit, mermer tozu ve kalsit isimleri ile de
bilinmektedir. Kokusuz, beyaz, kristal goriiniimlii veya toz halinde bir yapiya sahiptir.
Suda ¢oziinmez (19).

Kalsiyum karbonatin farkli kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Antiasit,
kalsiyum takviyesi ve gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica tarimsal

kireg, cimento, boya, kozmetik, dis macunlarinda da kullanimi bulunmaktadir (19).
2.5.2. Kalsiyum Karbonat Toksisitesi

Kalsiyum karbonata cilt, g6z, solunum ve sindirim yolu ile maruziyet s6z
konusu olup toksikolojik olarak 6nemli ana giris yolu inhalasyondur (99).
Kalsiyum karbonattan kalsiyumun biiyiik bir kism1 kalin bagirsaktan emilir.

Kalsiyum karbonatin akut toksisitesi diisiiktiir. Siganlar ve farelerde oral LDso dozu
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6450 mg/kg ve siganlar i¢in inhalasyon LDso > 3 mg/L hava olarak bildirilmistir
(19,100).

Kalsiyum carbonatin (nano) siganlara giinde 100, 300 ve 1000 mg/kg viicut
agirhigi doz seviyelerinde gavaj yoluyla oral yoldan verildigi calismada tim doz
seviyelerinde toksik bir etki olusturmadigi rapor edilmistir. NOAEL 1000 mg/kg viicut
agirlig / giin olarak kabul edilmistir (100).

Kalsiyum karbonata (nano) 0,399 mg/L diizeyde inhalasyon maruziyeti geri
doniisiimlii alt solunum yolu tahrisine neden oldugu ve kalsiyum karbonata (nano)
subkronik soluma maruziyetinin lokal etkileri i¢in Olumsuz Etki G6zlemlenmeyen
Konsantrasyon (No Observed Adverse Effect Concentration, NOAEC) 0,212 mg/l
oldugu bildirilmistir (100).

Metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda Salmonella typhimurium
suslar1 TA 98, TA 100, TA 1535 ve TA 1537 ve Escherichia coli WP2 uvrA ile
(Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (Organisation for Economic Co-operation
and Development, OECD) test no: 471) in vitro gen mutasyon c¢alismasi, insan
lenfositlerini kullanan memeli hiicrelerinde (OECD test no: 473) in vitro kromozom
aberasyon calismasi, ve fare lenfoma L5178Y hiicrelerini kullanan memeli
hiicrelerinde (OECD test no: 476) in vitro gen mutasyon ¢alismasi sonuglarina gore
kalsiyum karbonatin genotoksik ve mutajenik olmadigi bildirilmistir (100).

Muhtemel kanserojen aktivitesini dogrudan arastirmak i¢in kalsiyum karbonat
iizerinde yasam boyu hayvan calismalar1 bulunmamaktadir. Bununla birlikte,
kalsiyum karbonat, in vitro genotoksisite ¢aligmalarinda negatif sonuclar vermistir ve
kalsiyum karbonat ile tekrarlanan doz ¢alismalarinda, kalsiyum karbonatin hiperplazi
veya pre-neoplastik lezyonlar1 indiikleyebildigine dair higbir kamit yoktur. Ayrica,
uzun vadeli insan verilerinde herhangi bir kanserojenik veriye rastlanmamistir.
Kalsiyum karbonatin karsinojenite riski olusturmasi beklenmemektedir (100).

Literatiirde, hamile kadinlara kalsiyumun uygulandigi bir dizi destekleyici
caligma bildirilmistir. Higbir teratojenik veya iireme etkisi kaydedilmemistir. Bununla
birlikte, gebelik sirasinda asir1 miktarda kalsiyum karbonat antiasit tablet tiilketiminin,
neonatal hiperkalsemiye neden olabilecegi ve bu etkilerin dogum ve hastanede
tedaviyi takiben tamamen tersine dondiigi bildirilmistir (100).

1000 mg / kg / giin doz seviyesinde 48 giine kadar bir siire boyunca erkek ve
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disi sicanlara verilen kalsiyum karbonatin lireme, dogurganlik veya gelisme iizerine
toksik etki olusturmadigi gosterilmistir. Ureme toksisitesi igin NOAEL 1000
mg/kg/giin  olarak kabul edilmistir. Ayrica kalsiyum karbonatin kullanilan
konsantrasyonlarda ne fetotoksik ne de teratojenik olmadigini gostermistir. Test edilen
en yiikksek doz seviyesinde (diyette % 1,25 Ca) hi¢cbir yan etki goriilmediginden,
siganlarda teratojenik ve maternal toksik etkiler icin NOAEL % 1,25 Ca'dan fazladir,
esdeger kalsiyum karbonat diizeyi yaklasik 1963-2188 mg/kg/gtin'diir (100).
Kalsiyum karbonat toksik etkilerini cilt, gz ve solunum sistemi {izerinde
gostermektedir. Kalsiyum karbonatin cilt ve goz ile temas:t hafif tahrise, cilt
kuruluguna, gozlerde kizariklifa ve goz yasarmasina yol acabilmektedir. Kalsiyum
karbonatin saf kristal veya toz halinin solunmasi ise solunum yollarinin tahris,

okstiriik, hapsirma ve burun akintisina neden olmaktadir (99,101).
2.6. Isyeri Kaynakh Toz ve Silika Maruziyetinde Yasal Diizenlemeler

Calisma ortaminda ortaya c¢ikabilecek risklerin Onlenebilmesi amaciyla
uluslararasi kuruluslar tarafindan havada bulunan toz seviyelerini sinirlandirici gesitli
standartlar belirlenmistir.

Solunabilir tozlar i¢in maruziyet sinir degerleri, Is Giivenligi ve Sagligi Idaresi
(Occupational Safety and Health Administration, OSHA) ve NIOSH tarafindan 5000
ug/m®> ve Amerikan Hikiimeti Endiistri Hijyenistleri Konferansi (4dmerican
Conference of Governmental Industrial Hygienists, ACGIH) tarafindan 3000 pug/m?
olarak belirlemistir (Tablo 2.4.) (102). OSHA kristal silika i¢in havada bulunmasina
izin verilen maruz kalma smirin1 (permissible exposure limit, PEL) zaman agirlikhi
ortalama degeri 50 pg/m® olarak, NIOSH ise Onerilen maruziyet smir degerini
(recommended exposure limit, REL) 50 pg/m?® olarak belirlenmistir. ACGIH e gore
kristal silika i¢in esik siir deger (Threshold Limit Value, TLV) 25 ng/m? olarak
bildirilmistir (103). Kalsiyum karbonat i¢in ise izin verilen mesleki maruziyet sinir
degerleri toplam toz miktar1 cinsinden zaman agirlikl ortalama deger (Time Weighted
Average, TWA) OSHA tarafindan 15 mg/m3, NIOSH tarafindan 10 mg/m? olarak
bildirilmistir (99).
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Tablo 2.4. Kristal silika ve solunabilir toz ile ilgili uluslararasi kuruluglar tarafindan
belirlenen mesleki maruziyet limit degerleri.

Madde Uluslararasi Kurulus Mesleki Maruziyet
Limitleri
Solunabilir toz OSHA 5000 pg/m? (TWA-PEL)
ACGIH 3000 pg/m® (TWA-TLV)
Kristal silika OSHA 50 pg/m? (PEL)
NIOSH 50 pg/m’ (REL)
ACGIH 25 pg/m? (TLV)
Kalsiyum karbonat OSHA 15 mg/m3 (TWA-PEL)
NIOSH 10 mg/m3 (TWA-REL)

ACGIH: Amerikan Hiikkiimeti Endistri Hijyenistleri Konferanst (dmerican Conference of
Governmental Industrial Hygienists), NIOSH: Mesleki Giivenlik ve Saglik Ulusal Enstitlisti (National
Institute for Occupational Safety and Health), OSHA: Is Giivenligi ve Saghg Idaresi (Occupational
Safety and Health Administration), PEL: izin verilen maruz kalma smir1 (Permissible exposure limit),
REL: Onerilen maruziyet simr degeri (Recommended exposure limit), TLV: esik siir deger (Threshold
Limit Value), TWA: Zaman agirlikli ortalama deger (Time Weighted Average).

Ulkemizde is saglig1 ve giivenligi yoniinden tozla miicadele etmek ve bu islerde
calisanlarin tozun etkilerinden korunmalarini saglamak i¢in alinmasi gerekli tedbirlere
dair usul ve esaslarin belirlendigi “Tozla Miicadele Y 6netmeligi” (Resmi gazete tarihi:
05.11.2013, Resmi gazete sayisi: 28812) yiiriirliige girmistir. Buna gore risk
yonetiminde ortamda bulunan tozun ¢esidi, tozun saglik ve giivenlik yoniinden tehlike
ve zararlari, maruziyet diizeyi, sliresi ve sikligi, OSHA standartlarina paralel olarak
belirlenen mesleki maruziyet sinir degerleri, toz 6l¢iim sonuglari, alinmas1 gereken
onleyici tedbirler, saglik gozetim sonuglari gibi hususlarinin dikkate alinmasi gerektigi

belirtilmektedir (104,105).
2.7.  OKksidatif Stres

Biyolojik sistemlerde hiicresel metabolizma sirasinda olusan serbest radikaller
ile onlar1 detoksifiye eden antioksidan sistemler arasinda bir oksidatif denge s6z
konusudur. Serbest radikal olusumundaki artis veya antioksidan sistemlerin yetersiz
kalmasi1 sonucu, oksidatif dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi oksidatif stres

olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.4.) (106,107).
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Oksidatif stres sonucu olusan serbest radikaller membran lipitlerini, hiicre i¢i
proteinlerini ve niikleik asitleri hasara ugratarak yapi ve fonksiyonlar1 iizerinde
degisiklige yol agabilir ve hiicre 6liimiine kadar gidebilen hasar meydana getirebilir
(108). Yaslanma, kardiyovaskiiler ve noérolojik bozukluklar, immiin sistem
bozukluklari, solunum yolu hastaliklari, enflamatuvar hastaliklar ve kanser gibi pek

cok patolojik durum oksidatif stres ile iliskilendirilmektedir (109-111).

Antioksidan Sistemler
* Enzimatik sistemler

Serbest Radikaller * Enzimatik olmayan sistemler

* Reaktif oksijen tiirleri
* Reaktif nitrojen tirleri

l

Oksidatif stres
Membran Proteinler Nikleik
lipitleri l asitler
_l. Okside l
Lipit proteinler DNA
peroksidasyonu oksidasyonu

Sekil 2.4. Oksidatif stres ve hasar olusumu.

2.7.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona
sahip atom veya molekiil olarak tanimlanir. Serbest radikaller, son derece reaktif
olmalarina yol acan ve kararli olmalarin1 engelleyen tasidigi eslenmemis elektronu
esleyerek kararli duruma gecebilmek icin diger bilesikler ile hizla tepkimeye girme
egilimindedirler (112). Fe, Cu™, Mn™? ve Mo"™ gibi bazi elementler eslesmemis
elektronlara sahip olmasina ragmen serbest radikal olarak degerlendirilmezler, ancak
onemli oksidasyon reaksiyonlarina neden olurlar (113).

Serbest radikaller metabolik siirecler (hiicresel solunum gibi) sirasinda endojen
olarak olusabildigi gibi ¢evresel oksidanlarin (ilag toksisitesi, sigara dumani, alkol,

ultraviyole radyasyon gibi) etkisi ile ekzojen olarak da olusabilmektedirler (114,115).
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Kovalan baglarin homolitik boliinmesi (X:Y — X'+ Y "), bir molekiilden tek
bir elektron kaybi veya bir molekiiliin heterolitik bolinmesi (X:Y — X:"+ YY) veya
bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi (X + e~ — X ') ile serbest radikaller
olusabilmektedir. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi
sonucunda meydana gelir. Serbest radikaller pozitif veya negatif yiiklii veya notral
olabilirler (116).

Serbest radikal olusturan baslica mekanizmalar arasinda; otooksidasyon, demir
ve bakir gibi gecis metal iyonlarin etkisi, fotooksidasyon, enzimatik oksidasyonlar
(ksantin oksidaz, notrofil miyeloperoksidaz), sitokrom P-450 monooksijenazlar
tarafindan radikal olusumu (halojenlenmis hidrokarbonlar ve hava kirleticileri olarak
bilinen azot oksitlerden olusan radikaller) yer alir (117).

Biyolojik sistemlerdeki en oOnemli serbest radikaller, molekiiler oksijen
(O2)’den tiireyen reaktif oksijen tiirleridir (Tablo 2.5.). Enerji iiretimi ve
detoksifikasyon gibi 6nemli metabolik olaylarda rol olan molekiiler oksijen, iki
eslenmemis elektrona sahiptir ve radikal olmaya ¢ok elverislidir. Organizmadaki gegis
metallerini (Fe, Cu gibi) iceren enzimler araciligi ile molekiiler oksijene tek elektron
transferi ile oksitlenme reaksiyonlar1 meydana gelir (118). Baslica reaktif oksijen
tiirleri stiperoksit (O>7), hidroksil (OH") ve hidrojen peroksit (H>0O,)’dir. Siiperoksit
ve hidroksil radikalleri elektron eksiklikleri nedeni ile baska molekiiller ile kolaylikla
elektron aligverisi yapabilir. Hidrojen peroksit ise prooksidandir ve elektron eksigi

olmadig1 halde bagka molekiillere radikallerden daha zayif baglar ile baglanir (107).

Tablo 2.5. Biyolojik sistemlerde 6nemli olan reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (116).

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit (02), Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil (OH)) Hipokloroz asit HOCI
Peroksil (RO») Ozon (03)
Alkoksil (RO) Singlet oksijen O
Hidroperoksil (HO») Hidroperoksit ONOOr
Nitrik oksit (NO) Peroksinitrit L(R)OOH

Stiperoksit radikali, oksijenli solunum yapan (aerobik) hiicrelerde molekiiler

oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu (O2 + ¢ = 0,.) veya elektronca
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zengin bir ortam olan i¢ mitokondri zarinda ve ksantin oksidaz gibi enzimlerin katalitik
etkisi sirasinda olusabilmektedir. Ayrica indirgenmis gecis metallerinin oto-
oksidasyonu sirasinda da meydana gelebilmektedir (O, + Fe*? 2> O,.” + Fe™) (119).
Stiperoksit radikali ytliksek derece reaktif olmayip hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve
gecis metallerinin  indirgeyicisi olmast agisindan toksikolojik olarak o6nem
tagimaktadir (120).

Biyolojik sistemlerde siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
katalizlenen reaksiyonda iki tane siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijeni olusturur. Bu reaksiyona (20,." + 2H" = H,0: + O»)
dismutasyon tepkimesi denir. Hidrojen peroksit, oksitleyici ve indirgeyici 6zelligi
zay1f olmasina ragmen biyolojik membranlart kolaylikla gecebildigi icin serbest
radikal hasarmi iletebilmekte ve en reaktif radikal olan hidroksil kaynagi olmasi
nedeni ile serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynamaktadir (121).

Hidrojen peroksit gecis metallerinin (Fe, Cu gibi) varliginda Fenton reaksiyonu
(H202 + Fe™ > OH' + OH* + Fe™) ile ve siiperoksit radikallerinin varliginda Haber-
Weiss reaksiyonu (H202 + O, = OH- + OH + O») sonucunda hidroksil radikalini
olusturur (122). Hidroksil radikali DNA, protein, lipit, aminoasit, glikoz ve metaller
ile etkilesebilen en giiclii oksitleyici radikaldir (123). Olustugu yerde tiyoller ve yag
asitleri gibi cesitli molekiillerden bir proton kopararak yeni radikaller olusturmakta ve
boylelikle hiicresel hasara yol agmaktadir (124).

Reaktif nitrojen bilesikleri ise yapisinda oksijen ve azot bulunduran nitrik oksit
(NO’) kaynakli serbest radikaller veya peroksitlerdir. Reaktif oksiten tiirleri gibi
yuksek reaktiviteye sahiptir ve asir1 iiretimi nitrozatif strese yol acabilir. Nitrozatif
stres proteinlerin yapisim1 degistirebilen nitrozilasyon reaksiyonlarina neden olur
(125). L-arjininden nitrik oksit sentaz enziminin katalizlenmesi ile olusan nitrik oksit,
stiperoksit radikali ile reaksiyona girerek oldukga reaktif bir oksidan olan peroksinitriti
(ONOOH) olusturur. Peroksinitrit, hidroksil radikaline benzer sekilde davranir ve
DNA hasarina yol agar (126).

2.7.2. Oksidatif Stres Olusumu

Tiim biyolojik sistemler yasam icin uygun kosullar1 saglamak i¢in oksitlenme

ve indirgenme reaksiyonlarini dengeleyerek redoks homeostazini saglarlar. Redoks
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homeostazindaki bozulmalar ile biriken oksidan maddeler lipit, protein ve DNA gibi
makromolekiilleri oksitleyerek yapi1 ve islev degisikliklerine neden olurlar (125).
Oksidatif stres oldukca karmasik bir siirectir ve nicel olarak belirlenmesi
zordur. Oksidatif stresin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan biyogdstergeler
asagida siralanmistir (127):
e Dogrudan reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin 6l¢timii
e Antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, katalaz (CAT) gibi)
e Enzimatik olmayan antioksidan diizeyleri (Glutatyon, Vitamin C vb.)
e Rediikte glutatyon (GSH) / okside glutatyon (GSSG)
e Lipit peroksidasyon friinleri (Malondialdehit (MDA), tiyobarbiitirik asit
reaktif tiirleri (TBARs), hidroperoksitler vb.)
e Protein oksidasyon triinleri (karbonil gruplari, nitrézaminler vb.)

e DNA oksidasyon iirtinleri (8-Hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) vb.)
Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikaller, hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna yol agarak lipit peroksidasyonunu baglatirlar. Yag asidi zincirlerine
saldirarak metilen grubundan (-CHy) hidrojen atomu koparilmasi sonucu yag asidi
zinciri bir lipit radikali 6zelligi kazanmis olur. Lipit radikalinin molekiiler oksijenile
reaksiyona girmesi sonucu lipit peroksil radikalleri olusur. Olusan bu radikaller yag
asidi zincirlerinden hidrojen atomu koparip zincirleme bir reaksiyonu baglatmis olur.
Lipit peroksitler yikildiginda biyolojik olarak aktif olan yikim f{iriinleri agiga cikar.
Bunlardan en 6nemli olanlar1t MDA ve 4-hidroksinonenal’dir (Sekil 2.5.). Bunun
sonucunda membran biitiinliigli oksidatif hasarla bozulur. Membran yap1 ve
fonksiyonlarinda degisiklikler ortaya cikabilir ve hiicre 6liimiine kadar giden bir tablo
goriilebilir (123,128-130).

MDA, hiicre membranindaki hidroperoksitleri etkileyerek iyon gecirgenligini
bozar ve enzim aktivitelerini degistirebilir. DNA gibi makromolekiilleri etkileyerek
ciddi hasarlara neden olabilir. MDA lipit peroksidasyon derecesi ile iyi korelasyon

gostermektedir ve oksidatif stresin biyogdstergesi olarak kullanilmaktadir (128).
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Sekil 2.5. Lipit peroksidasyon mekanizmasi.

Protein Oksidasyonu

Hipoklor6z asit gibi oksidatif molekiiller ile dogrudan veya oksidatif stresin
sekonder iiriinleri ile proteinlerin yapisinda bulunan siilthidril ve aromatik aminoasit
gruplar1 okside olabilmektedir. Bolgesel aminoasit modifikasyonu, peptit zinciri
parcalanmasi, enzim aktivitesinde degisiklikler, membran tasiyici proteinlerde hasar,
reseptorler ile etkilesme gibi ¢esitli mekanizmalar ile hiicre protein oksidasyonundan
etkilenmektedir. 3-nitrotirozin ve protein karbonilleri oksidatif protein hasarim

degerlendirmek i¢in en yaygin olarak kullanilan biyogostergelerdir (131,132).

Oksidatif DNA Hasari

Oksidatif DNA hasar1 radyasyon, endiistriyel kimyasallar gibi ekzojen veya
cesitli endojen kaynaklarin etkisi ile olusan serbest radikallerin, DNA tek/¢ift zincir
kiriklar1 veya baz modifikasyonlar1 gibi DNA’da olusturdugu hasardir. Oksidatif DNA
hasarinin basta kanser olmak tizere bir¢ok hastaligin patojenezinde 6nemli rol oynadigi

bilinmektedir. Yiiksek reaktiviteye sahip serbest radikaller hem piirin hem pirimidin
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bazlar ile ve ayrica deoksiriboz dizisi gibi DNA molekiiliiniin tiim bilesenleri ile
reaksiyona girerek DNA hasar1 olusturabilir (107,125). Ozellikle hidroksil radikali,
reaktif nitrojen tiirleri, lipit peroksidasyon {irtinleri hipoklordz asit gibi reaktif tirtinler
genetik materyalde 5-hidroksi-6-hidrotimin, timin glikol, 5-hidroksisitozin, sitozin
glikol, 5-hidroksiurasil, urasil glikol, 8-hidroksiadenin ve 2-hidroksidenin gibi
oksidatif baz hasar {iriiniiniin olusmasina yol agabilir (107,133,134).

8-OHdG, reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da neden oldugu oksidatif baz hasar
iirlinlerinden en ¢ok bilinenidir. Guanin molekiiliiniin 8.pozisyonunda meydana gelen
oksidasyon sonucu olusur ve DNA hasarinin belirlenmesinde biyogosterge olarak
tercih edilir (107,110,134,135). Mutajenik olmasi nedeni ile karsinojenezin potansiyel
bir biyobelirtecidir. DNA’nin oksidatif hasarina bagl olarak serum, plazma, idrar ve

hiicre lizatinda 8-OHdG olusabilmektedir (111).
2.7.3. Antioksidan Sistemler

Hiicrelerdeki okside olma egilimi olan membran lipitleri, proteinler ve niikleik
asitler gibi yapilarin serbest radikaller tarafindan oksidasyonunu geciktirebilen veya
onleyebilen maddelere antioksidan, bu savunma mekanizmalarina ise antioksidan
sistemler denir (109,126).

Antioksidanlar, serbest radikallere elektron transferi yaparak oksidatif hasari
engellemektedir. Antioksidanlarin dort farkli etki mekanizmasi vardir (107,126). (1)
Stipiirme (uzaklastirma); reaktif oksijen tiirlerini ortamdan uzaklastirir veya daha zayif
etkili bir molekiile cevirirler. Katalitik metal i1yonlarini ortamdan uzaklastirirlar. (i1)
Baskilama; oksidanlara bir hidrojen aktararak onlar1 etkisiz hale getirebilir veya
etkilerinin/reaksiyon hizlarini azaltirlar. (ii1) Onarma; serbest radikallere bagli olusan
biyolojik hasar1 onarici etkiler gosterirler. (iv) Zincir koparma; serbest oksijen
radikallerini baglayarak zincirleme reaksiyonlarin baglamasini engeller.

Antioksidanlar biyolojik sistemlerde dogal olarak sentezlenebildigi gibi
(endojen) disaridan besinler ile (ekzojen) de alinabilmektedir. Endojen antioksidanlar,
yapilarina gore enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere
siniflandirilir (107). SOD, CAT, glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktez
(GR) baslica enzimatik antioksidanlardir (Sekil 2.6.). GSH vitamin E (a-tokoferol),

vitamin C (askorbik asit), karotenoidler ve flavonoidler enzimatik olmayan
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antioksidanlardir (125,129).

Fe*? Fe*3

Siiperoksit dismutaz E z

2 GSH NADP*
2 H* 0]
2 Glutatyon Glutatyon
Katalaz peroksidaz peroksidaz
GSSG NADPH*
H+
2H,0+0, 2H,0

Sekil 2.6. Baslica enzimatik antioksidanlar ve tepkimeleri.

SOD, siiperoksit anyonlarin1 daha az toksik olan H,O, ve O, doniisiimiinii
katalizleyen ve hiicresel antioksidan savunma mekanizmasinin énemli bir parcasini
olusturan antioksidan bir enzimdir (116). Reaktif oksijen tiirleri ve siiperoksit
anyonlarina karst en onemli antioksidan savunma sistemidir. Mangan siiperoksit
dismutaz (MnSOD), bakir-¢inko siiperoksit dismutaz (CuZnSOD) ve bakir siiperoksit
dismutaz (CuSOD) olmak iizere 3 izoformu mevcuttur (126).

CAT, H,0,’nin oksijen ve suya doniisimiinii katalizleyen ve lipit
peroksidasyonuna kars1 hiicre savunmasinda 6nemli rol oynayan antioksidan enzimdir.
CAT enzimi temel olarak peroksizomlarda bulunmaktadir, sican kalbi disinda memeli
hiicrelerinin mitokondrilerinde bulunmamaktadir (126).

GPx; hidrojen peroksitleri suya, lipit-hidroperoksitleri ise toksik olmayan
alkollere indirgenmesini katalize eden ve lipit peroksidasyonuna karst hiicre
savunmasinda rol oynayan antioksidan bir enzimdir. Hiicre i¢inde sitoplazmada ve
mitokondride bulunur (126,136).

Antioksidan bir enzim olan glutatyon rediiktaz (GR), hiicre i¢i glutatyon
indirgeme/yiikseltgeme olayinda 6nemli bir role sahiptir. Oksidatif strese karsi koruma
i¢in yiiksek GSH/GSSG orani gereklidir ve GR bu orani yiikseltir. GSSG’den GSH’ye
dontlistimiinii ve indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH)’tan

GSSG’nin disiilfit bagina elektron transferini katalizler (Sekil 2.7.) (137).
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Sekil 2.7. Rediikte ve okside glutatyon olusumu.

GPx: Glutatyon peroksidaz, GR: Glutatyon rediiktaz, H2O: Su, H202: hidrojen peroksit, NADP*:
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, NADPH: indirgenmis NADP".

GSH, serbest radikallere ve oksidatif hasara kars1 giiclii en 6nemli antioksidan
molekiillerden biridir. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda glutatyon transferaz
icin niikleofilik bir ko-substrat gorevi goéren aymi zamanda hidroperoksitlerin
rediiksiyonunda GPx’lar i¢in elektron donérii gérevini iistlenen tripeptit yapisinda
(v-glutamil-sisteinil-glisin) bir bilesiktir (125,137). GSH, hidroksil radikali ve singlet
oksijen siipiiriiclisidiir ve detoksifikasyon ve hiicre redoks durumunu kapsayan
mekanizmalar ile apoptoza karsi hiicreleri korur. Viicutta GSH ve GSSG halinde
bulunabilir (Sekil 2.7.) GSH’daki sistein aminoasidinde bulunan tiyol grubu reaktif
oksijen tiirleri gibi kararsiz molekiilleri rediikleyerek (indirgeyerek) kendisi reaktif
hale gelir ve iki reaktif GSH birleserek GSSG olusturur. GSSG, GR enzimi ile yeniden
GSH’ye doniistiiriiliir. GSH/GSSG orani oksidatif stresin 6nemli bir olciisiidiir.
Oksidatif stres altinda hiicrenin GSSG’yi GSH’ye indirgeme 6zelligi azalir, GSSG
hiicrede birikir ve GSH/GSSG orani diiser (137).
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2.8. Immiinotoksik Yamit ve Bazi Immiin Yamt Géstergelerinin

Ozellikleri

Immiin sistem organizmay1 korumak amaci ile diizenli ve uyum iginde ¢alisan
hiicre, hiicre {tirlinleri, doku ve organlardan meydana gelen karmasik ve dinamik bir
sistemdir. Immiin sistem, yabanci madde ile temas ettiginde iki tip yamit
olusturmaktadir: dogal (6zgiil (spesifik) olmayan) immiin yanit ve kazanilmis (6zgiil)
immiin yanit. Dogal immiinite, antijene kars1 organizmanin ilk savunma mekanizmasi
olup immiinolojik hafiza igermemektedir ve ilk veya tekrarlanan temasta yanitin
siddeti degisiklik gostermemektedir. Deri, mukozal hiicreler, kan ve dokulardaki
fagositik hiicreler (makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller), dogal dldiiriicii hiicreler, akut
faz proteinleri ve kompleman sistemi dogal immdiinitenin baslica elemanlaridir. Ayrica
kemokinler, interferonlar, interlokinler, lenfokinler, tiimor nekroz faktor gibi sitokinler
de dogal immiinitenin birer elemanidir. Kazanilmis immiinite ise, antijen ile
karsilagildiginda uyarilan ve sadece o antijene 0zgii gelisen, immiinolojik hafiza
olusumu ile karakterize, ikinci karsilasmada hizli ve artan sekilde yanit verilmesini
saglayan sistemdir. Lenfositler, antikorlar ve lenfokinler 6zgiil immiinitenin baslica
elemanlaridir. Ozgiil immiin yamitin iki tipi bulunmaktadir: antikor aracili (hiimoral)
immiin yanit ve hiicre aracili immiin yanit. Hiimoral immiin yanitta B hiicreleri
tarafindan iiretilen ve antijeni spesifik olarak taniyan antikorlar 6nemli rol oynarken
hiicresel immiin yanitta antijeni spesifik olarak taniyan T lenfositler énemli rol
oynamaktadir (138).

Fiziksel, kimyasal ve biyolojik etmenlere cevresel, mesleki, terapotik veya
kazai maruziyetin immiin sistemi etkilemesi sonucu immiin sistem bilesenleri ve
islevleri bozulabilmektedir. Immiinsupresyon, alerji, otoimmiinite ve enflamasyonu
kapsayan olumsuz etkiler ortaya ¢ikabilmektedir (139).

Inflamatuvar reaksiyonlar viicudun savunma mekanizmalarindan biridir.
Inflamatuvar yanitta temel rolii IL-1 ve TNF-alfa oynamaktadir. inflamatuvar
mediyatdrlerin kronik ve asir1 iiretimi otoimmiin hastaliklar ile iliskilendirilmektedir.
Fibroblast proliferasyonu, fibrozis ve mikrovaskiiler proliferasyon ile hastaligi
baslatabildigi gibi astim, ateroskleroz veya Alzheimer gibi mevcut hastaliklar1 daha da

siddetlendirebilmektedir (140).
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Immiin sistemin kompleks bir sistem olmasi, degerlendirilmesinde tek bir
fonksiyonel ve/veya morfolojik parametreden yararlanilamamasi, immiinotoksik
etkinin stres, beslenme, genetik yap1 gibi pek cok faktdrden etkilenmesi maddelerin
immiinotoksisitesini  degerlendirmeyi  zorlastirmaktadir.  Bununla  birlikte
histopatolojik bulgular, hematolojik parametreler, dogal immiinite, humoral ve
hiicresel immiinite elemanlarinin tayini immunotoksik potansiyeli degerlendirmede
kullanilmaktadir. Sitokinler, immiin yanitt modiile ederek ve diizenleyerek
homeostazda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir ve genellikle immiinotoksisitenin

biyobelirtegleri olarak kabul edilmektedir (138).
2.8.1. Tiimor Nekroz Faktor- alfa

TNF-alfa, kaseksin olarak da adlandirilan, 6zellikle monosit ve makrofajlar
olmak tizere T-lenfosit, notrofil, mast hiicresi, fibroblast ve endotel hiicrelerinden
sentezlenen, glikoprotein yapisinda bir proenflamatuvar sitokindir. Doku hasar1 ya da
fiziksel stres sonrasinda kanda ilk saptanabilen sitokindir ve birgok otoimmiin
hastalikta enflamatuvar siirecte onemli rol oynar (141). Lipopolisakkaritler, virtis,
gram pozitif bakteri, timor hiicreleri, immiin kompleks olusumu, kompleman sistem
aktivasyonu, IL-1, IL-2 gibi faktorlerin saliverilmesini artirirken; IL-10, prostaglandin
ve kortikosteroidler ise saliverilmesini azaltir (142).

TNF-alfa, monositler i¢in kemotaktik bir ajan olarak gbrev yapar ve fagositik
aktiviteyi artirir. Ayrica endotel hiicrelerini adezyon molekiillerini ve kemokinleri
iretmek i¢in uyarir. TNF-alfa, T-lenfosit ve dogal Oldiiriicii hiicreleri uyararak
neoplastik hiicrelere ve parazitlere karsi sitotoksik etki gostermektedir (139,143).

Pro-enflamatuvar olaylardaki etkileri eritrositler hari¢ tiim hiicrelerin
ylzeyindeki sisteinden zengin bolge igeren TNF reseptor 1’e baglanarak gosterir.
Uyaridan sonra sinyal kaskati; niikleer faktor kappa B ve aktivator protein-1 ile
ozellikle enflamasyon silirecinde veya apoptoz olusmasinda etkindir. TNF-alfa,
pleiotropik (tek bir sitokin, birden c¢ok hiicre tipi iizerinde etkili) etkili olup
enflamatuvar hastalik durumunda ¢esitli hiicrelerde farkli etkilere yol acabilmektedir.
Diisilk  konsantrasyonlarda enfeksiyonlara karsi savunmada organizmanin
aktivasyonunu saglarken yiiksek konsantrasyonlarda enflamasyon ve doku hasarina

neden oldugu gosterilmistir. Immiin aracili hastaliklarda TNF-alfa diizeyleri yiiksek
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bulunmustur (143).
2.8.2. interlokin-1beta

IL-1, enflamasyon ve immiinolojik reaksiyonlar ve doku hasarma karsi
viicudun olusturdugu yanitin 6nemli mediyatorlerinden biridir (144).

Interldkin (IL)-1 sitokin ailesinin, pro-enflamatuvar etkiye sahip 7 iiyesi (IL-
lalfa, IL-1beta, IL-18, IL-33, IL-36 alfa, IL-36 beta, IL-36gamma) ve anti-
enflamatuvar etkiye sahip 4 tiyesi (IL-1Ra, IL-36Ra, I1L-37 ve IL-38) bulunmaktadir
(145).

Lokositik pirojen, 1okositik endojen mediatér, mononiikleer hiicre faktorii,
lenfosit aktive edici faktor olarak da bilinen IL-1beta, insanlarda /L /B geni tarafindan
kodlanan bir sitokin proteinidir. IL-1beta, IL-1beta-doniistiiriicii enzim (sitozolik
kaspaz 1) tarafindan enzimatik olarak boliinerek aktif 154 amino asit, 17 kDa olgun
peptide boliinen 269 amino asitli pro-sitokin olarak sentezlenir. IL-1beta, makrofajlar,
monositler, astrositler, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, keratinositler, adipositler,
T hiicreleri ve eozinofiller dahil bir¢ok hiicre tiirli tarafindan tiretilir. IL-1alfa ve IL-
Ibeta yalnizca % 26 amino asit benzerligine ragmen, ayni hiicre ylizeyi reseptorlerine
(immiin veya enflamatuvar yanitlarda rol oynayan c¢esitli hiicre tiplerinde bulunan IL-
1 RI (IL-1 reseptor tip 1) ve IL-1 RII (IL-1 reseptor tip 1) baglanirlar (146—149).

Normal IL-1 {iretimi, enfeksiyon ve yaralanmaya karsi konakc¢i yanitlarina
aracilik etmede kritik 6neme sahiptir. IL-1’in immiinolojik, pro-enflamatuvar ve
koruyucu fonksiyonlar1 bulunmaktadir. TNF-alfa’ya benzer sitotoksik aktivitesinin
yaninda; T hiicre aktivasyonu, B hiicre biiylimesi ve farklilasmasi, dogal dldiiriicii
hiicrelerin aktivasyonu, lenfokin ve kompleman i¢in gen ekspresyonu ve endotelyal
hiicre aktivasyon gibi 6zellikleri bulunmaktadir (144).

Aktive olmus fagositik hiicrelerin {iriinii olan IL-1 sinoviyal fibroblastlar,
keratinositler ve langerhans hiicreleri, bobrek mezensimal hiicreleri, B ve T lenfosit
hiicreleri, dogal 6ldiiriicti hiicreler, astrositler ve mikroglia hiicreleri, damar endotelyal
hiicreleri, diiz kas hiicresi, kornea, dis eti gibi hiicrelerden sentezlenebilmektedir (150).
IL-1, hem akut hem de kronik patolojik enflamatuvar hastaliklar ile iligkili bir
sitokindir. IL-1'in aktif olarak katildigi hastalik durumlar1 arasinda artrit, iltihaph

bagirsak hastaligi ve sok gibi iltihapli hastaliklarin yani sira ateroskleroz, alerjik
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hastaliklar ve bazi kanser tipleri yer alir (146—-149,151).
2.8.3. Clara Hiicre Protein 16

Memeli akcigerlerinde bulunan siliyer olmayan sekretuar hiicre tiplerinden
birisi olan Clara hiicreleri, salgiladiklart maddeler ile bronsiyal epitel hiicre
onariminda kok hiicre gibi davranmakta ve solunum yolunun korunmasinda rol oynar.
Ayrica Clara hiicreleri yiiksek bir ksenobiyotik biyotransformasyon kapasitesine de
sahiptir (152,153).

Clara hiicreleri tarafindan salgilanan ve 6nemli biyolojik aktiviteye sahip ana
proteinlerden biri 15.840 = 16 kDa agirliginda olan Clara hiicre protein 16 (CC16), 70
aminoasit alt biriminden olusan distilfit kopriilii homodimerik bir proteindir (152,154).

CC16 solunum sistemini oksidatif strese ve enflamasyona kars1 korumaktadir.
Bunu, hasara neden olacak immiin sistemin aktivasyonuna karsi koruyucu
immiinsiipresif etkisi ile ve TNF-alfa, fosfolipaz A2 gibi enflamatuvar yanit
mediyatorlerinin iiretimini ve/veya aktivitesini diizenleyerek anti-enflamatuvar etkisi
ile gerceklestirdigi diistiniilmektedir (152,153).

Serum CC16 diizeyinin, solunum epitel biitiinliigiinii degerlendirmek ve
gecirgenlik degisikliklerinin erken donem tanisina yonelik i1yi bir biyogdsterge oldugu
disiinilmektedir (152). Serumda CC16 diizeyinin kolay Olciilebilen bir biyobelirteg
oldugu icin ¢evresel ve mesleki toksikoloji ¢alismalarinda 6nemli bir yeri vardir.
Insanlarda sigaraya akut maruziyetin serum CC16 diizeylerinde artisa yol agtig1 (155),
ancak silika tozuna kronik maruziyetin Clara hiicre sayilarindaki azalmaya bagli olarak
bronkoalveoler lavajda ve serum diizeylerinde CCI16 diizeylerinde eszamanl

olarakazalmaya yol agtig1 (156) gosterilmistir.
2.9. Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet) Yontemi

Son yillarda gelisen tek hiicre jel elektroforezi yontemi; in vitro, in vivo ve ex
vivo sistemlere uygulanabilen, DNA sarmal kiriklarinin tespiti i¢in siklikla tercih
edilen, hassas, giivenilir ve hizl1 bir genotoksisite yontemdir. Tek hiicre jel elektroforez
yonteminde hasarli DNA’nin goriiniisii, kuyruklu yildiza benzedigi i¢in “comet”
yontemi olarak da adlandirilmaktadir (157). Bu yontemde DNA tek ve ¢ift zincir
kiriklari, alkali oynak bolgeler ve oksidatif DNA baz hasar1 belirlenebilmektedir (158).
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Ik kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson (159) tarafindan kullanilan mikro jel
elektroforez tekniginde, DNA c¢ift sarmal kiriklarinmi tespitine izin veren notr ortam
kullanilmigtir. Bu yontem ile tek sarmal kiriklar1 belirlenememekte ve proteinler tam
olarak uzaklastirilamamaktadir. 1988 yilinda Singh ve ark. (160) tarafindan deney
protokoliinde birtakim degisiklikler yaparak giiniimiizde uygulanan comet yontemi
metodolojisi olusturulmustur. Gelistirilen yontemde alkali ortam (pH>13) kullanilarak
tek sarmal kiriklarinin tespiti ve daha giiclii lizis kosullar1 ile proteinlerin % 95’inin
uzaklagtirilmasi saglanmistir. Pek ¢ok genotoksik ajanin ¢ift zincir kiriklarindan ¢ok,
tek zincir kiriklar1 olusturmasi nedeni ile alkali ortamda uygulanan bu yontem
giliniimiizde onerilmektedir (161).

Comet yontemi, alkali ortamda DNA’nin ¢oziilmesi sonrasinda farkli molekiil
agirliklarina ve farkli elektrik yiikiine sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda
g0¢ etmeleri sonucu olusan kuyruklu yildiz1 andiran goriintliniin floresan mikroskobu
altinda incelenerek DNA hasarinin tespiti esasina (162). DNA gdcliniin derecesi,
hiicredeki DNA hasarinin boyutu hakkinda bilgi verir (157). Comet yOnteminin
basamaklar1 asagida 6zetlenmistir (161,162).

a. Hiicrelerin izole edilmesi: Hemen hemen tiim Okaryotik hiicre tipinde
calisilabilmektedir. Kiiltiire edilmis hiicreler, tam kan ornekleri (polimorf
l6kositler, mononiikleer hiicre fraksiyonlari), sperm, yanak ve nazal epiteli,
plasental hiicreler materyal olarak kullanilabilir. Her bir materyalin hazirlanmasi
kendine ozgiidiir (163). Kolay sekilde alinmasi ve iyi sonu¢ vermesi nedeni ile
periferik kan mononiikleer hiicreleri sik tercih edilmektedir ancak yas, sigara,
fiziksel aktivite gibi olas1 faktorlerden etkilenebildigi unutulmamalidir.

b. Mikroskop lamlarinin hazirlanmasi: Hiicreler, mikroskop lami {izerinde ince bir
agaroz jel icine gomiiliir. Agaroz jelin biitiinliiglinlin bozulmamasi dikkat ve el
becerisi gerektirmektedir.

c. Lizis: Yiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren lizis ¢cozeltisinde bekletilir.
Membranlar pargalanip ¢ekirdekte bulunan siiperkoil DNA’nin serbestlesebilmesi
saglanir. Serbestlesen DNA, 1s18a karsi duyarli oldugundan ilave kiriklarin
olusmasini engellemek icin islemler karanlik ortamda yiirtitiilmelidir.

d. Alkali ortamda elektroforez: Cift sarmal DNA sarmalinin agilmasi ve kiriklarin

ortaya ¢ikmasi i¢in yiiksek alkali 6zellikteki (pH>13) elektroforez tamponunda
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inkiibe edildikten sonra elektroforez islemine tabi tutulur. Hasarsiz DNA elektrik
akimi ile kuyruk birakmadan go¢ ederken, hasarli DNA pargalari ise farkli molekiil
agirliklarina ve farkli elektrik yiiklerine sahip olduklarindan elektriksel alanda
kuyruklu yildiz goriiniimii olusturmaktadir (Sekil 2.8.).

e. Notralizasyon: Alkali ortamda elektroforez isleminden sonra jel pH’sinin
noétralizasyonu i¢in uygun bir tamponla yikama islemi yapilir.

f. DNA’nin boyanma ve goriintilleme: Floresan mikroskobu ile incelenen
orneklerde kuyruklu yildiz goriintiilenmesi icin DNA spesifik boyalar kullanilir.
Tercih edilen boya uygulayan bireyin ihtiyacina bagli olup yontemin
giivenilirligine veya hassasiyetine etkisi yoktur. Floresans boyama yontemleri
arasinda etidiyum bromiir, 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), propidyum iyodiir
gibi floresan boyalar yer almaktadir. Bu boyalar arasinda parlak ve uzun siiren
floresan renk vermesi, yar1 karanlik ortamlarda sayim yapilmasina olanak
saglamasi ve diisiik arka plan sinyaline neden olmasi gibi avantajlar ile etidiyum
bromiir siklikla tercih edilmektedir (163).

g. Comet sayim1 ve DNA hasarinin belirlenmesi: Gorsel analiz veya bilgisayarli
goriintii analizi ile comet sayimi gergeklestiren yazilimlar kullanilir. Siklikla tercih
edilen, daha hassas ve dogru sonu¢ veren bilgisayarli goriintii analizinde;
mikroskop tlizerine monte edilen kapali sistem dijital kamera baglantisi ile
otomatik olarak karakteristik cometlerin goriintiileri analiz edilmektedir. DNA
hasarinin tespitinde; kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA
yuzdesi gibi parametreler kullanilmaktadir. Sonucglarin degerlendirilmesinde
kuyruk igerisindeki DNA yogunlugunun tiim hiicre yogunluguna gore yiizde
degerine karsilik gelen % kuyruk yogunlugunun kullanilmasi Onerilmektedir
(163). Lamlarin kenar kisimlarinda kalan DNA’nin daha yiiksek hasarl
olabileceginden, sayim lamin orta kisimlarinda yapilmalidir. Tim ¢alisma
boyunca sayim islemi ayni birey tarafindan gerceklestirilmelidir.

Comet yontemi DNA hasar/onarim temel mekanizmasi, radyasyon
biyolojisinde, oksidatif hasarin belirlenmesi, endiistriyel toksikoloji, c¢evresel
toksikoloji, genetik toksikoloji, insan biyoizlemleri ve apoptoz gibi caligmalarda

kullanilabilmektedir (161).
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Sekil 2.8. Kuyruklu yildiz goriinliimii: a) hasarsiz, b) az hasarli, ¢) hasarli, d) ¢ok
hasarli.

Comet yonteminin basit, hizli, duyarli ve ucuz bir yontem olmasi, az sayida
hiicre gerektirmesi, diisiik diizeydeki DNA hasarinin da belirlenebilmesi, herhangi bir
dokuya da uygulanabilir olmasi diger genotoksisite testlerine gore bir tstiinliik saglar.
Anca deney prosediiriindeki farkliliklar (agaroz konsantrasyonu, hiicre miktari, lizis
kosullar1, elektroforez siiresi gibi) farkli sonuclara yol agabildigi gibi ayni prosediir
uygulandig1 farkli laboratuvar sonuglarinda da sayim yapan kisi kaynakl farklilik
goriilebilmektedir. Comet sayiminin deneyimli bir kisi olmas1 ve sayimin bastan sonra
ayni kisi tarafindan ytiriitiilmesi sonuglarin giivenilirligi acisindan 6nem tasimaktadir
(158,161).

Comet yontemi, Japonya Alternatif Metotlar Validasyon Merkezi (Japanese
Center for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM) ve Avrupa Alternatif
Metotlar Validasyon Merkezi (European Centre for the Validation of Alternative
Methods, ECVAM) tarafindan yapilan calismalar sonucunda, in vivo memeli
hiicrelerinde OECD tarafindan 2014 yilinda valide bir yontem (test no: 489) olarak
kabul edilmistir (164,165).

2.10. Mikrocekirdek Yontemi

Mikrogekirdekler hiicrenin mitoz boliinmesi (metafaz-anafaz gegisi) sirasinda
olusan, esas c¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom
fragmanlarindan koken alan olusumlardir (166). Genellikle hiicre dongiisiinti kontrol
eden genlerdeki eksiklikler, mitotik igdeki hatalar, kinetokor veya mitotik aygitin
diger parcalar1 ve kromozomal hasarlar mikrogekirdek olusumuna yol acabilmektedir
(167).

Mikrogekirdek sayisindaki artig, cesitli etmenlerin hiicrelerde olusturdugu
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sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli gdstergesi olarak
degerlendirilmektedir. Kromozom sayisindaki degisikligi (anoploidi) uyaran etmenler
sentromer boliinme hatalarina ve ig iplikgiklerinde fonksiyon bozukluklara yol
acarak; klastrojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak mikrogekirdek olusumuna
neden olurlar (166—-168). Hiicrelerde mikrogekirdek sayisindaki artis, somatik
hiicrelerdeki genomik kararsizligin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (167).

Sitogenetik hasara neden olan maddeleri belirlemeyi amaglayan mikrogekirdek
yontemi, degerlendirilmesi nispeten kolay uygulanabilen ve farkli hiicre tiplerinde
kullanilabilen bir testtir. Bu yontem, kromozomal hasarlarin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilan standart genotoksisite test sistemi i¢inde yer almakta ve in
vivo ve in vitro olarak uygulanabilmektedir (167).

Mikrogekirdek yontemi, mitoz geciren tiim bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde
DNA kromozomlarinda hasara neden olabilecek fiziksel etkenlerin ve/veya kimyasal
maddelerin  genotoksik ve karsinojenik  potansiyellerinin  belirlenmesinde
kullanilabilmektedir. Genetik toksikoloji alaninda en 1iyi bilinen sitogenetik
yontemlerden biri olan mikrocekirdek yontemi, eritrosit, lenfosit gibi kan hiicreleri
yaninda, ¢esitli epitel (oral, nazal, iirotelial gibi) hiicreler i¢in de uygun niteliktedir
(168,169). Mikrogekirdekler hiicre boliinmesi esnasinda olustugu i¢in, mikrogekirdek
yontemi boliinemeyen hiicreler veya boliinme kinetigi bilinmeyen/kontrol edilemeyen
hiicrelerde kullanilamaz (168).

Sitokinezi bloke edilmis mikrogekirdek yontemi, in vivo memeli
eritrositlerinde (test no: 474) ve in vitro memeli hiicrelerinde (test no: 487) OECD

tarafindan valide bir yontem olarak kabul edilmistir (170,171).
Yanak Epitel Hiicrelerinde Mikrocekirdek Yontemi

Yanak epitel hiicrelerinde mikrocekirdek yontemi, insanlarda genetik hasari
gosteren ve girisimsel 6zelliginin en az olmast nedeni ile kolay uygulanabilen bir
yontemdir (169). Yanak epitel hiicreleri, inhalasyon ve oral yol ile viicuda giren
potansiyel karsinojenlere ve reaktif 6zellikli metabolite dontisebilecek maddelere karsi
bir bariyer gorevi gormektedir. Kanser olgularinin % 90°1 epitel hiicrelerden koken
aldigindan, yanak epitel hiicreleri potansiyel karsinojenlerin ana hedefi ve erken

genotoksik etkileri hakkinda 6nemli bir bilgi kaynagi olusturur (172).
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Epitel dokularda mikrogekirdek testi uygulamadan oOnce, o dokudaki
mikrogekirdek olusum kinetiklerini bilmek gerekmektedir. Agiz boslugunda cok
tabakali skuamoz epitel hiicreler bulunmaktadir (Sekil 2.9.). Yanak epitel hiicreleri 7-
21 giin arasinda yenilendiginden, akut maruziyetin olusturabilecegi etkileri belirlemek

icin 2-3 hafta kadar bir zamana ihtiya¢ bulunmaktadir (172).
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Sekil 2.9. Agiz mukozasinin epitel tabakasi (172).

Epitelin bazal hiicrelerinde meydana gelen kromozomal hasar sonucu,
sitoplazmada ana c¢ekirdekten ayri olarak etrafi membranlar ile c¢evirili olan
mikrocekirdek olugmaktadir. Yanak epitel hiicreleri, mikrogekirdek disinda diger
anomalileri degerlendirmeye de olanak saglamaktadir (Sekil 2.10). Yanak epitel
mikrogekirdek degerlendirmesinde, yalnizca farklilasmis hiicrelerdeki
mikrogekirdekler sayima tabi tutulmaktadir (172).

Yanak epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek yonteminde, Kkisilerin yanak
iclerinden tahta spatiil veya kiiciik bash dis fircast veya metal spatiil ile hiicreler
toplanmaktadir. Ornekleme yapilirken, farklilasmus hiicrelerin toplanabilmesi i¢in her
iki yanaktan genis bir alandan siiriintii alinmalidir. Mikroskop lami iizerine sabitlenen

hiicrelerin boyanmasi igin DNA’ya 6zgili boyalar (Feulgen, akridin turuncusu gibi)
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tercih edilmelidir. Giemsa ve Leishmann’s gibi boyalar yanlis pozitif sonuglara yol
acabildiginden onerilmemektedir (172). Mikrogekirdek sayisini belirlemek amaci ile
mikroskop lamlarinda hazirlanan o6rneklerde genellikle 1000 hiicre incelenerek
mikrogekirdek tasiyan hiicre sikligi belirlenmektedir. Yanak epitel hiicrelerinde
mikrogekirdek sayilmasinda Tolbert ve arkadaslarinin (173) tanimladigi kriterler
kullanilmaktadir: mikrocekirdek ¢ap1 genelde ana c¢ekirdegin 1/3’i4 ile 1/16’s1
aralifinda, yuvarlak veya oval sekilli ve ana ¢ekirdekle ayn1 boyama yogunluguna

sahip olmalidir.

@ > Normal genom ——

Bazal hiicre

\ Normal
Kromozom kirig
veya kaybi \
Apoptotik hiicre Gen
hasari amplifikasyonu
Mikrogekirdek
| Sitokinez
hasari
% Nekrotik
\ hicre 6limu Nikleer tomurcuk
Kondanse \
kromatir. <Z>

Karyohekzis Piknozis

Karyolizis Binlikleer

Sekil 2.10. Yanak epitel hiicrelerinde degerlendirilebilen hasarlar (172).

Yanak epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek olusum mekanizmasi, lenfositler ile
benzerlik gostermektedir (174). Ayrica yanak epitel hiicreleri ve lenfosit
hiicrelerindeki mikrogekirdek sikliklar1 arasinda giiglii korelasyon mevcuttur (169).
Epitel hiicrelerde mikrocekirdek yonteminde, dogrudan hedef dokunun incelenmesi ve
mitoz boliinme i¢in uyarilmanin gerekmemesi yoOniinden lenfositlere uygulanan

yontemden daha iistiin gortinmektedir (172).
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Yanak epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek siklig1 yas, cinsiyet, sigara, yasam
aliskanliklari, genetik yap1 gibi faktorlerden etkilenebilmektedir (172,175).

Degerlendirmenin dogru ve giivenilir olabilmesi i¢in maruziyet ile ilgili detayl
bilgi (maruz kalinan maddenin tiirii ve toksisitesi, maruziyet siiresi, 0rnek alimina

kadar gecen siire vb.) edinilmelidir (172).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

8-OHdG Tayin Kiti

Akridin Turuncusu

CAT Olgiim Kiti

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Diistik Erime Noktal1 Agar (LMPA)
Etidiyum Bromiir (EtBr)

Etil Alkol

Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA)
Ficoll (Histopaque-1077)

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) Tablet

GPx Olgiim Kiti

GR Olgiim Kiti

GSH Olgiim Kiti

Insan CC16 ELISA Kiti

Insan IL-1beta ELISA Kiti

Insan TNF-alfa ELISA Kiti

Metil Alkol

N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu
Normal Erime Noktali Agar (NMPA)
SOD Olgiim Kiti

Sodyum Hidroksit (NaOH)
Sodyum Kloriir (NaCl)

TBARs Olgiim Kiti

Tripan Mavisi

Tris

Triton X-100

Elabscience
Sigma-Aldrich
Cayman
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma
Cayman
Cayman
Cayman
Elabscience
Elabscience
Elabscience
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma
Cayman
Sigma-Aldrich
Sigma
Cayman
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma
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3.2. Arac ve Geregler

Buzdolab1

Cam Pastor Pipeti

Comet Bilgisayarli Goriintiileme Sistemi
Derin Dondurucu (-20°C)

Derin Dondurucu (-80°C)
Distile Su Cihazi

Elektroforez

Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Floresan Mikroskop

Hematoloji Otoanalizorii
Inkiibator

Karistirici-Isitict

Kirik Buz Makinasi

Lam (26x76mm)

Lamel (24x60mm)

Manyetik Karistirici
Mikrodalga Firim

Mikropipet, 8 kanall1 (5-300 pl)

Mikropipetler (0,5-1ul, 1-5ul, 5-10ul, 10-200ul,

200-1000pl, 1-5ml)

Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij Tiipt (15ml)

Neubauer Cami1 (Hiicre sayim camzi)
pHmetre

pH metre elektrodu

Pipet Ucu (0,5-10, 10-200, 100-1000 pl)
Santrifiy

Santrifiij Tiipii (Falcon 15 ml)
Spektrofotometre

Su Banyosu

Hotpoint

Interlab

Comet Analysis Software
Ariston

Revco

Mes

Biometra Analitik
Power Pack P25
Leica

Sysmex XN-2000
Heraeus Instruments
Jankel&Kunkel, Ikamag
Scotsman AF100
Marienfeld
Marienfeld

Stuart Scientific
Vestel

Eppendorf
Finnpipette, Gilson,
Discovery Confort
Hettich

Eppendorf
Marienfeld
Cyberscan

Hanna HI 1131
Eppendorf

Heraeus, Hettich
Isolab

Spektramax M2
Termal Lab. Aletleri
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Terazi (Hassas) Mettler Toledo
Ultrasonik Banyo Transsonic 460/H
Vorteks Heidolph Reax 2000

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1. Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimiinde Kullamlan Cozeltiler
Deney Tamponu (10X)

Kit 5 ml deney tamponu icermektedir. Deney tamponundan 3 ml alinir ve 27
ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir. Seyreltilen ¢ozelti 0,1 mM dietilen
triamin pentaasetik asit ve 0,1 mM hipoksantin i¢geren 50 mM Tris-hidroklorik asit (pH
8,0) tamponudur. Radikal detektorii seyreltmek i¢in kullanilir. 4°C'de 2 ay
dayaniklhidir.

Ornek Tamponu (10X)

Kit 5 ml &rnek tamponu igermektedir. Ornek tamponundan 2 ml almnir ve 18 ml
distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir. Seyreltilen ¢ozelti, 50 mM Tris-
hidroklorik asit (pH 8,0) tamponudur. SOD standartlarini hazirlamak, ksantin oksidazi
ve SOD o6rneklerini seyreltmek icin kullanilir. 4°C'de 6 ay dayanikhidir.

Radikal Detektor

Kit 250 pl tetrazolyum tuzu ¢ozeltisi igermektedir. Kullanmadan 6nce 50 pl’si
baska bir siseye aktarilarak 19,95 ml 1X deney tamponu ile seyreltilir. Bu seyreltilen
cozelti 96 kuyucuk icindir ve ihtiyaca gore ek ¢ozelti hazirlanir. Seyreltilen ¢ozelti

1siktan korunarak saklanmalidir ve 2 saat dayaniklidir.
SOD Standart Cozeltileri

Kit 100 pl sigir eritrosit SOD stok c¢ozeltisi (Cu/Zn-SOD seklinde)
icermektedir. SOD stok ¢ozeltisinden 20 pl almir ve 1,98 ml 1X 6rnek tamponu ile
seyreltilir ve buzda bekletilerek kullanilir. Standart c¢ozeltiler taze olarak

hazirlanmalidir. 7 tane temiz ve kodlanmis deney tiipii alinir. Seyreltilen SOD stok
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cozeltisinden sirast ile O pl, 20 pl, 40 pl, 80 ul, 120 pl, 160 ul ve 200 pl alinarak;
toplam hacim 1000 pl’ye 1X 6rnek tamponu ile tamamlanir. Boylece 0; 0,005; 0,01;
0,02; 0,03; 0,04 ve 0,05 U/ml konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler hazirlanmis

olur.
Ksantin Oksidaz

Kitte her birinde 150 pl ksantin oksidaz igeren 3 adet sise bulunmaktadir.
Kullanmadan 6nce, 50 pl’si baska bir siseye aktarilarak 1,95 ml 1X 6rnek tamponu ile
seyreltilir. Buzda bekletilerek kullanilir. Bu seyreltilen enzim ¢ozeltisi 96 kuyucuk

icindir ve ihtiyaca gore ek ¢ozelti hazirlanir. Cozelti 1 saat dayaniklidir.
3.3.2. Katalaz Olciimiinde Kullanilan Cozeltiler
Deney Tamponu (10X)

Kit 5 ml deney tamponu igermektedir. Deney tamponundan 2 ml alinir ve 18
ml distile su ile seyreltilir. Boylelikle 1X ¢ozelti elde edilir. Seyreltilen ¢ozelti 100
mM potasyum fosfat (pH 7,0) tamponudur. 4°C’de 2 ay dayaniklidir.

Ornek Tamponu (10X)

Kit 10 ml &rnek tamponu icermektedir. Ornek tamponundan 5 ml alinir ve 45
ml distile su ile seyreltilir. Boylelikle 1X 6rnek tamponu elde edilir. Seyreltilen ¢ozelti
% 0,1 s181r serum alblimin ve 1 mM EDTA iceren 25 mM potasyum fosfat (pH 7,5)
tamponudur. Formaldehit standartlarini ve CAT kontrolii hazirlamak ve ayni zamanda

ornekleri seyreltmek icin kullanilir. 4°C’de 2 ay dayaniklidir.
Formaldehit Standart Cozeltileri

Kit tedarik edildigi gibi kullanima hazir olan 4,25M ve 100 pl formaldehit stok
cozeltisi igermektedir. Formaldehit standart ¢ozeltisinden 10 pl alinarak 9,99 ml
seyreltilmis 6rnek tamponu ile seyreltilir. Boylelikle 4,25 mM ara stok ¢ozeltisi elde
edilir. 7 tane temiz ve kodlanmis deney tiipii alinir. Ara stok ¢ozeltisinden sirasi ile 0
pl, 10 pl, 30 pl, 60 ul, 90 pl, 120 pl ve 150 pl alarak; toplam hacim 1000 pl’ye 1X
ornek tamponu ile tamamlanir. Boylelikle 0, 5, 15, 30, 45, 60 ve 75 uM



46

konsantrasyonlarinda standart ¢6zeltiler hazirlanmis olur.
CAT Kontrol

Kit liyofilize toz halinde bir sigir karacigeri CAT tozu igermektedir ve pozitif
kontrol olarak kullanilir. 2 ml 1X 6rnek tamponu eklenir, karistirilir ve 100 pl alinir.

1,9 ml 1X 6rnek tamponu ile seyreltilir. Cozelti 30 dakika dayaniklidir.
Potasyum Hidroksit

Kit 2,24 g potasyum hidroksit pelletleri icermektedir. Buz iizerinde, 4 ml soguk
distile su eklenir ve 10M’lik bir ¢ozelti elde edilir. 4°C’de 3 ay dayaniklhidir.

Hidrojen Peroksit

Kit 8,82 M ve 1 ml hidrojen peroksit ¢ozeltisi igermektedir. Bu ¢ozeltiden 40
ul alinir ve 9,96 ml distile su ile seyreltilerek 35,28 mM c¢ozelti elde edilir. Cozelti 2
saat dayaniklidir.

4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol (Purpald, Kromojen)

Kit 0,5 M hidroklorik asit i¢inde hazirlanan 4 ml purpald icermektedir. Reaktif
tedarik edildigi gibi kullanima hazirdir.

Potasyum Periyodat

Kit 0,5 M potasyum hidroksit i¢cinde 1,5 ml potasyum periyodat icermektedir.
Reaktif tedarik edildigi gibi kullanima hazirdir.

3.3.3. Glutatyon Rediiktaz Ol¢iimiinde Kullamlan Cozeltiler
Deney Tamponu (10X)

2 ml deney tamponu 18 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir. Elde
edilen ¢ozelti, 1 mM EDTA igeren 50 mM potasyum fosfat (pH 7,5) tamponudur.
4°C'de 2 ay dayaniklidir.
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Ornek Tamponu (10X)

2 ml 6rnek tamponu 18 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir.
Seyreltilen ¢ozelti, 1 mM EDTA ve 1 mg/ml sigir serum albumini i¢ceren 50 mM
potasyum fosfat (pH 7,5) tamponudur. GR kontrol ¢ozeltisini ve drnekleri seyreltmek
icin kullanilir. 4°C'de 1 ay dayaniklidir.

GR Kontrol

GR ¢ozeltisinin 10 ul’si baska bir siseye aktarilarak 990 pl 1X 6rnek tamponu

ile seyreltilir. Buz iizerinde ¢alisilir ve 4 saat dayaniklidir.
GSSG

Kit 9.5 mM GSSG c¢ozeltisi icermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi

kullanima hazirdir. -20°C'de saklanir.
NADPH

Kitte liyofilize toz halinde NADPH igeren 3 sise bulunmaktadir. 1 sise/40
kuyucuk 2 ml distile suda ¢dziiliir. Ihtiyac1 karsilayacak miktarda sise sulandirilir.

Deney yapilirken olusturulan reaktif 25°C'de bekletilir ve 4°C'de 2 giin dayaniklidir.
3.3.4. Glutatyon Peroksidaz Olciimiinde Kullamlan Cézeltiler
Deney Tamponu (10X)

Kit 3 ml deney tamponu icermektedir. 27 ml distile su ile seyreltilerek 1X
¢oOzelti elde edilir. Elde edilen ¢ozelti, 5 mM EDTA iceren 50 mM Tris-hidroklorik
asit (pH 7,6) tamponudur. 4°C'de 6 ay dayaniklidir.

Ornek Tamponu (10X)

Kit 3 ml &rnek tamponu igermektedir. Ornek tamponundan 2 ml almnir ve 18 ml
distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir. Seyreltilen ¢ozelti 5 mM EDTA ve 1
mg/ml s1g1r serum albumini igeren 50 mM Tris-hidroklorik asit (pH 7,6) tamponudur.

GPx kontrol c¢ozeltisini ve Ornekleri seyreltmek i¢in kullanilir. 4°C'de 1 ay
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dayaniklhidir.
GPx Kontrol

Kit 50 pl sig1r eritrosit GPx igermektedir. Kullanmadan 6nce, enzimin 10 pl’si
baska bir siseye aktarilir ve 490 pl 1X 6rnek tamponu ile seyreltilir. Buz iizerinde

calisilir. Seyreltilen enzim ¢ozeltisi buz tlizerinde 4 saat dayaniklidir.
Ko-Substrat Karisim

Kitte liyofilize toz halinde NADPH, GSH ve GR igeren 3 sise bulunmaktadir.
1 sise/40 kuyucuk 2 ml distile suda ¢oziiliir. Ihtiyac1 karsilayacak miktarda sise
sulandirilir. Deney yapilirken reaktif 25°C'de bekletilir ve 4°C'de 2 giin dayaniklidir.

Kiimen Hidroperoksit

Kit 2.5 ml kiimen hidroperoksit icermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi

kullanima hazirdir. -20°C'de saklanir.
3.3.5. Glutatyon Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler
2-(N-morfolin) Etansiilfonik Asit (MES) Tamponu (2X)
Kitte 0,4 M ve 60 ml MES tamponu (pH 6,0) bulunmaktadir. Bu ¢ozelti 2 mM

EDTA ve 0,1 M fosfat icerir. Kullanmadan 6nce 60 ml MES tamponu, 60 ml distile
su ile seyreltilerek 1X MES tamponu elde edilir.

GSSG Standart Cozeltileri

Kit tedarik edildigi gibi kullanima hazir olan 25 pM ve 2 ml GSSG c¢ozeltisi
icermektedir. 8 tane temiz ve kodlanmis deney tiipiine seyreltilen GSSG ¢ozeltisinden
sirast ile O ul, 5 pl, 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 ul, 120 pl ve 160 pl alinarak; toplam hacim
500 ul’ye 1X MES tamponu ile tamamlanir. Boylelikle 0; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 uM

konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler hazirlanir. 0-4°C’de, en az 1 yil dayaniklidir.
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Ko-Faktor Karisimi

Kit, liyofilize toz halde NADP" ve glukoz-6-fosfat igermektedir. Kullanmadan
once bu toz karigimi 0,5 ml distile suda ¢oziiliir. 0-4°C’de, 2 hafta dayaniklidir.

Enzim Karisimi

Kitte, GR ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz iceren 0,2 ml tampon c¢dozelti
bulunmaktadir. 1X MES tampon ¢ozeltisinden 2 ml eklenerek seyreltilir. 0-4°C’de 2
hafta dayaniklidir.

5,5’-diti-bis-(2-nitrobenzoik) Asit (DTNB, Ellman reaktifi)

Kit, liyofilize toz halde DTNB icermektedir. Kullanmadan 6nce 0,5 ml distile

suda ¢oOziliir. Reaktif ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 10 dakika i¢inde kullanilmalidir.
3.3.6. Malondialdehit Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler
Tiyobarbitiirik Asit (TBA)
Kit 2 g TBA igermektedir. Renk reaktifini hazirlamak i¢in kullanilir.
Asetik Asit

Kit, her birinde 20 ml konsantre asetik asit bulunan 2 sise igcermektedir. 40 ml
asetik asit 160 ml distile su ile seyreltilir ve renk reaktifi hazirlamak i¢in kullanilir.

Oda sicakliginda 3 ay dayaniklidir.
NaOH (10X)

Kit 20 ml NaOH ¢ozeltisi icermektedir. Bu ¢ozelti 180 ml distile su ile
seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir ve renk reaktifi hazirlamak i¢in kullanilir. Oda

sicakliginda 3 ay dayaniklidir.
MDA Standart Cozeltileri

Kit, tedarik edildigi gibi kullanima hazir olan 500 uM MDA stok ¢ozeltisi
icermektedir. 250 ul MDA stok ¢ozeltisi 750 pl distile su ile seyreltilerek 125 uM ara
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stok cozeltisi elde edilir. 8 tane temiz ve kodlanmis deney tiipii alinir. MDA ara stok
cozeltisinden sirast ile O pl, 5 pl, 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 ul, 200 ul ve 400 pl alinarak;
toplam hacim 1000 ul’ye distile su ile tamamlanir. Boylelikle; 0; 0,625; 1,25; 2,5; 5;

10; 25 ve 50 uM konsantrasyonlarinda MDA standart ¢ozeltileri hazirlanmis olur.
Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi

Kit, tedarik edildigi gibi kullanima hazir olan sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi

icermektedir.
Renk Reaktifi

530 mg TBA tartilir ve en az 150 ml’lik biiyiik bir siseye alinir. Seyreltilen
asetik asit ¢ozeltisi (50 ml) ve seyreltilen NaOH ¢o6zeltisi (50 ml) i¢inde ¢oziilmesi ile

hazirlanir. Renk reaktifi 24 saat dayaniklidir.
3.3.7. 8-Hidroksi-2’-deoksiguanozin Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler
Yikama Tamponu (25X)

Kit 30 ml yikama tamponu (25X) icermektedir. 30 ml yikama tamponu 720 ml

distile su ile seyreltilir ve 1X yikama tamponu elde edilir.
8-OHdG Standard: ve Standart-Ornek Seyreltme Cozeltisi

Kit 2 sise 8-OHdAG standardi ve 20 ml seyreltme cozeltisi icermektedir.
Standart ¢cozeltileri deney sirasinda taze olarak hazirlanir ve 15 dakika i¢inde kullanilir.
8-OHdG standardina, 1 ml seyreltme ¢ozeltisi eklenir. 10 dakika beklenir ve birkag
kere yavasega ters diiz edilir. Elde edilen ¢ozelti konsantrasyonu 100 ng/ml’dir. 7 tane
temiz ve kodlanmis deney tiipii alinir. Oncelikle her bir deney tiipiine 500 pl seyreltme
cozeltisinden eklenir. Ardindan 1:1 seri diliisyonlar yapilarak standart cozeltiler
hazirlanir. {lk tiipe 100 ng/ml’lik ¢dzeltiden 500 pl eklenip pipetle karistirilir ve 50
ng/ml standart ¢ozeltisi elde edilir. Bir sonraki tiipe 50 ng/ml’lik ¢ozeltiden 500 pl
eklenip pipetle karistirilir ve 25 pg/ml standart ¢ozeltisi elde edilir. Bu isleme son tiipe

kadar devam edilir. Son tiip konsantrasyonu 0 ng/ml kabul edilir ve yalnizca standart-
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ornek seyreltme ¢ozeltisi icermelidir. Boylelikle siras1 ile 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;

1,563 ve 0 ng/mL konsantrasyonlarinda standartlar hazirlanmis olur.
Biyotinli Deteksiyon Antikor (100X) ve Seyreltme Cozeltisi

Kit 120 pl biyotinli deteksiyon antikor ¢ozeltisi ve 10 ml seyreltme ¢ozeltisi
icermektedir. Ihtiyaci karsilayacak miktar (50 pL/kuyucuk) hesaplanir. Seyreltme

cozeltisi ile 1X ¢bzelti hazirlanir.

HRP (Horseradish Peroksidaz) Konjugati (100X) ve Seyreltme Cozeltisi

Kit 120 pLL HRP konjugat1 (100X) ve 10 ml seyreltme ¢ozeltisi icermektedir.
Ihtiyac1 karsilayacak enzim konjugat ¢ozeltisi miktar1 (100 pL/kuyucuk) hesaplanir.

Seyreltme ¢ozeltisi ile 1X ¢ozelti hazirlanir.
Substrat Reaktifi

Kit 10 ml substrat reaktifi igermektedir. Tedarik edildigi gibi kullanima

hazirdir. 4°C'de 1s1ktan korunarak saklanir.
Durdurma Cozeltisi

Kit 10 ml durdurma c¢ozeltisi igermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi

kullanima hazirdir. 4°C'de saklanir.
3.3.8. Tiimor Nekroz Faktor-alfa Olciimiinde Kullanilan Céozeltiler
Yikama Tamponu (25X)

Kit 30 ml yikama tamponu (25X) icermektedir. 30 ml yikama tamponu 720 ml

distile su ile seyreltilir. Boylelikle 1X yikama tamponu elde edilir.
Referans Standardi ve Standart-Ornek Seyreltme Cozeltisi

Kit 2 sise referans standardi ve 20 ml seyreltme ¢6zeltisi icermektedir. Standart
cozeltileri1 deney sirasinda taze olarak hazirlanir ve 15 dakika i¢inde kullanilir.
Standarda 1 ml seyreltme ¢ozeltisi eklenir. 10 dakika beklenir ve birkag kere yavasga

ters diiz edilir. Elde edilen ¢ozelti konsantrasyonu 500 pg/ml’dir. 7 tane temiz ve
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kodlanmis deney tiipii alinir ve her birine 500 pl standart-6rnek seyreltme
¢ozeltisinden eklenir. Ardindan 1:1 seri diliisyonlar yapilir. 11k tiipe 500 pg/ml’lik
cozeltiden 500 ul eklenip pipetle karistirilir ve 250 pg/ml standart ¢ozeltisi elde edilir.
Bir sonraki tiipe 250 pg/ml’lik ¢ozeltiden 500 pul eklenip pipetle karistirilir ve 125
pg/ml standart ¢ozeltisi elde edilir. Bu islem son tiipe kadar devam edilir. Son tiip
konsantrasyonu 0 pg/ml kabul edilir, yalnizca standart-6rnek seyreltme c¢ozeltisi
icermelidir. Boylece sirasiyla 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81 ve 0 ng/mL

konsantrasyonlarinda standartlar hazirlanmais olur.
Biyotinli Deteksiyon Antikor (100X) ve Seyreltme Cozeltisi

Kit 120 pl biyotinli deteksiyon antikor ¢ozeltisi ve 14 ml seyreltme ¢ozeltisi
icermektedir. Ihtiyac1 karsilayacak miktar (100 pL/kuyucuk) hesaplanir. Seyreltme

cozeltisi ile 1X ¢bzelti hazirlanir.
HRP Konjugati (100X) ve Seyreltme Cozeltisi

Kit 120 pL. HRP konjugat1 (100X) ve 14 ml seyreltme ¢ozeltisi icermektedir.
Ihtiyac1 karsilayacak enzim konjugat ¢ozeltisi miktar1 (100 pL/kuyucuk) hesaplanir.

Seyreltme ¢ozeltisi ile 1X ¢ozelti hazirlanir.
Substrat Reaktifi

Kit 10 ml substrat reaktifi igermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi kullanima

hazirdir. 4°C'de 1s1ktan korunarak saklanir.
Durdurma Cozeltisi

10 ml durdurma cozeltisi igeren kit tedarik edildigi gibi kullanima hazirdir.

4°C'de saklanir.
3.3.9. Interlokin-1beta Olciimiinde Kullanilan Cozeltiler
Yikama Tamponu (25X)

Kit 30 ml yikama tamponu (25X) icermektedir. 30 ml yikama tamponu 720 ml

distile su ile seyreltilir ve 1X yikama tamponu elde edilir.
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Referans Standardi ve Standart-Ornek Seyreltme Cozeltisi

Kit 2 sise referans standardi ve 20 ml seyreltme ¢6zeltisi icermektedir. Standart
cozeltileri1 deney sirasinda taze olarak hazirlanir ve 15 dakika i¢inde kullanilir.
Standarda 1 ml seyreltme ¢ozeltisi eklenir. 10 dakika beklenir ve birkag kere yavasga
ters diiz edilir. Elde edilen ¢ozelti konsantrasyonu 500 pg/ml’dir. 7 tane temiz ve
kodlanmis deney tiipii alinir ve her birine 500 pl seyreltme ¢ozeltisinden eklenir.
Ardindan 1:1 seri diliisyonlar yapilir. {1k tiipe 500 pg/ml’lik ¢ozeltiden 500 pl eklenip
pipetle karigtiritlir ve 250 pg/ml standart ¢ozeltisi elde edilir. Bir sonraki tiipe 250
pg/ml’lik ¢ozeltiden 500 pl eklenip pipetle karistirilir ve 125 pg/ml standart ¢ozeltisi
elde edilir. Bu isleme son tiipe kadar devam edilir. Son tiip konsantrasyonu 0 pg/ml
kabul edilir ve yalnizca standart-6rnek seyreltme ¢ozeltisi icermelidir. Boylelikle sirasi
ile 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81 ve 0 ng/mL konsantrasyonlarinda standartlar

hazirlanmis olur.
Biyotinli Deteksiyon Antikor (100X) ve Seyreltme Cozeltisi

Kit 120 pl biyotinli deteksiyon antikor ¢ozeltisi (100X) ve 14 ml seyreltme
¢ozeltisi igermektedir. Ihtiyaci karsilayacak miktar (100 pL/kuyucuk) hesaplanir.
Seyreltme ¢ozeltisi ile 1:100 diliisyon yapilarak 1X biyotinli deteksiyon antikor

¢Ozeltisi hazirlanir.
HRP Konjugati (100X) ve Seyreltme Cozeltisi

Kit 120 pLL HRP konjugat1 (100X) ve 14 ml seyreltme ¢ozeltisi icermektedir.
Ihtiyac1 karsilayacak enzim konjugat ¢ozeltisi miktar1 (100 puL/kuyucuk) hesaplanir.

Seyreltme ¢ozeltisi ile 1X ¢ozelti hazirlanir.
Substrat Reaktifi

Kit 10 ml substrat reaktifi igermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi kullanima

hazirdir. 4°C'de 1s1ktan korunarak saklanir.
Durdurma Cozeltisi

Kit 10 ml durdurma c¢ozeltisi igermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi
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kullanima hazirdir. 4°C'de saklanir.
3.3.10. Clara Hiicre Protein 16 Olciimiinde Kullamlan Cézeltiler
Yikama Tamponu (25X)

Kit 30 ml yikama tamponu (25X) icermektedir. 30 ml yikama tamponu 720 ml

distile su ile seyreltilir ve 1X yikama tamponu elde edilir. 4°C'de 6 ay saklanir.
Referans Standardi ve Standart-Ornek Seyreltme Cozeltisi

Kit 2 sise referans standardi ve 20 ml seyreltme c¢ozeltisi icermektedir.
Standarda 1 ml seyreltme ¢ozeltisi eklenir. 10 dakika beklenir ve birkag kere yavasga
ters diiz edilir. Elde edilen ¢6zelti konsantrasyonu 4000 pg/ml’dir. 7 tane temiz ve
kodlanmis deney tiipii alinir ve her birine 500 pl standart-6rnek seyreltme
¢ozeltisinden eklenir. Ardindan 1:1 seri diliisyonlar yapilir. Ilk tiipe 4000 pg/ml’lik
cozeltiden 500 pl eklenip pipetle karistirilir ve 2000 pg/ml standart ¢ozeltisi elde edilir.
Bir sonraki tiipe 2000 pg/ml’lik ¢ozeltiden 500 ul eklenip pipetle karistirilir ve 1000
pg/ml standart ¢ozeltisi elde edilir. Bu isleme son tiipe kadar devam edilir. Son tiip
konsantrasyonu 0 pg/ml kabul edilir ve ve yalnizca standart-6rnek seyreltme ¢ozeltisi
icermelidir. Boylelikle siras1 ile 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,50 ve 0 pg/mL

konsantrasyonlarinda standartlar hazirlanmais olur.
Biyotinli Deteksiyon Antikor (100x) ve Seyreltme Cozeltisi

Kit 120 pL biyotinli deteksiyon antikor ¢ozeltisi (100X) ve 14 ml seyreltme
¢ozeltisi icermektedir. Kullanmadan 6nce stok ¢ozelti (100X) santrifiij edilir. Thtiyaci
karsilayacak miktar (100 pL/kuyucuk) hesaplanir. Seyreltme c¢ozeltisi ile 1X ¢ozelti

hazirlanir.
HRP Konjugati (100X) ve Seyreltme Cozeltisi

Kit 120 pLL HRP konjugat1 (100X) ve 14 ml seyreltme ¢ozeltisi icermektedir.
Ihtiyac1 karsilayacak miktar enzim konjugat ¢ozeltisi miktar1 (100 pL/kuyucuk)

hesaplanir. Seyreltme ¢6zeltisi ile 1X ¢ozelti hazirlanir.
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Substrat Reaktifi

Kit 10 ml substrat reaktifi igermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi kullanima

hazirdir. 4°C'de saklanir.
Durdurma Cozeltisi

Kit 10 ml durdurma c¢ozeltisi igermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi

kullanima hazirdir. 4°C'de saklanir.
3.3.11. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
LMPA Cozeltisi

750 mg LMPA, mikrodalga kullanilarak 100 ml PBS i¢inde c¢oziilerek %
0,75’1ik LMPA ¢o6zeltisi hazirlanir. Kiiglik hacimler halinde buzdolabinda saklanir.

Elektroforez tampon ¢ozeltisi

1705 ml soguk distile su, 52,8 ml 10 N NaOH ve 8,8 ml 200 mM EDTA

cozeltisi karistirilir. Deney giinii taze hazirlanir.
Etanol ¢ozeltisi (% 50)

% 99,8’lik etanol ¢ozeltisinden 150,3 ml alinir ve distile su ile 300 ml’ye

tamamlanarak homojen karigmasi saglanir.
Etanol ¢ozeltisi (% 75)

% 99,8’lik etanol ¢ozeltisinden 225,5 ml alinir ve distile su ile 300 ml’ye

tamamlanarak homojen karigmasi saglanir.
Etanol ¢ozeltisi (% 98)

% 99,8’lik etanol c¢ozeltisinden 294,5 ml alinir ve distile su ile 300 ml’ye

tamamlanarak homojen karigmasi saglanir.

EtBr cozeltisi (20 pg/ml)
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10 mg EtBr 50 ml distile suda ¢oziilerek 200 pg/ml’lik stok EtBr ¢ozeltisi
hazirlanir. Stok EtBr ¢ozeltisinden 1 ml alinip distile su ile 10 ml’ye tamamlanarak 20

pg/ml’lik EtBr ¢ozeltisi hazirlanir. Oda sicakliginda karanlikta saklanir.
EDTA Cozeltisi (200 mM)

14,89 g EDTA 200 ml distile suda ¢oziiliip pH 10’a ayarlanir. Oda sicakliginda

saklanir.
PBS
1 PBS tableti 200 ml distile suda ¢6ziiliir. 4 °C’de saklanir.
Lizis Cozeltisi

146,1 g NaCl; 37,2 g EDTA; 1,2 g Tris tartilip 500 ml distile suda ¢oziiliir. 10
g NaOH eklenerek pH 10’a ayarlanir. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu eklenir.
Distile su ile son hacim 890 ml’ye tamamlanip maddeler ¢oziinlinceye kadar
karistirilarak stok lizis ¢ozelti hazirlanir. Oda sicakliginda saklanir. 178 ml stok lizis
cozelti, 2 ml Triton x-100 ve 20 ml DMSO ile karistirilir. Deney giinii taze hazirlanir,

kullanilacagi zamana kadar 4 °C’de tutularak deney sirasinda soguk ¢ozeltisi kullanilir.
NaOH (10 N)
200 g NaOH 500 ml distile suda ¢oziiliir. 4 °C’de saklanir.
NMPA c¢ozeltisi

1000 mg NMPA mikrodalga kullanilarak 100 ml PBS i¢inde ¢oziiliir. % 1°1lik
NMPA ¢ozeltisi hazirlanir. Yari-buzlu lamlar NMPA (% 1) ¢ozeltisi ile kaplanir.

Lamlar oda sicakliginda saklanir.
Notralizasyon Tampon Cozeltisi

48,5 mg Tris 750 ml distile suda ¢oziiliip pH 7,50’e ayarlanir. Distile su ile

1000 ml’ye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.
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3.3.12. Mikrocekirdek Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
PBS

1 PBS tableti 200 ml distile suda ¢6ziiliir. 4 °C’de saklanir.
Metanol ¢ozeltisi (% 80)

% 99,8’lik metanol ¢ozeltisinden 80,16 ml alinir ve distile su ile 100 ml’ye

tamamlanarak homojen karigmasi saglanir.
AKkridin turuncusu (% 0,1)

5 mg akridin turuncusu tartilarak 100 ml PBS ile ¢oziiliir. Cozelti 1siktan

korunmasi i¢in aliiminyum folyoya sarilarak 4 °C’de saklanir.
3.4. Calisma Grubunun Se¢imi

Planlanan tez ¢alismamizin gerceklestirilebilmesi icin Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan Helsinki Bildirgesi’ne
uygun olarak onay alinmistir (etik kurul onay tarihi: 22 Ekim 2019, numara: GO
19/957) (Bkz. Ek 1.).

Calisma grubumuz, Iscehisar (Afyonkarahisar) bdlgesinde faaliyet gdsteren
mermer isleme tesisinde en az alt1 ay siire ile ¢calisan mermer tozu maruziyeti bulunan
48 erkek i1s¢iden olugsmaktadir. Kontrol grubu ise mermer tozu veya diger kimyasallara
mesleki olarak maruziyeti bulunmayan, yas, cinsiyet, yasam tarzi, sigara ve alkol
kullanim aligkanliklar1 yoniinden is¢i grubuna benzer 41 erkek ofis g¢alisanindan
olusmaktadir.

Calismaya katilan bireylere calismanin amaci hakkinda ayrintili bilgi verilerek
onam formlar1 imzalatilmistir. Calismaya katilan is¢ilere ve kontrol grubundaki
bireylere yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi, ilag ve vitamin kullanimi, gecirdigi
ve mevcut hastaliklari, calisma saatleri ve bu is kolunda c¢alistiklar: siire, ¢alisirken
koruyucu maske kullanimi, mesleki toz ve/veya kimyasal madde maruziyet durumu,
kendileri ve/veya ailelerindeki solunum yollari ile iligkili hastalik Gykiileri ile ilgili

sorulari iceren ayrintili bir anket formu uygulanmistir (Bkz. Ek 3.).
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Mermer isleme tesisinde 6 aydan daha kisa siire caligsan isciler, 18 yasindan
kiiciik olan, aktif enfeksiyonu veya kronik hastaligi bulunan, radyoterapi veya
kemoterapi tedavisi alan bireyler ¢alisma dis1 birakilmustir. Is¢ilerden 6 kisi ve kontrol

grubundan 1 kisi caligma sartlarina uymamasi nedeniyle ¢alismaya dahil edilmemistir.
3.5. Calisma Grubundan Biyolojik Orneklerin Alinmasi

Caligmamizda biyolojik ©Ornek olarak, her bir goniilliiden toplam 18 ml
periferik kan 6rnegi ve yanak epitel hiicre 6rnegi toplanmistir. Ayrica, tez kapsamina
dahil edilmeyen ve ileri aragtirmalarda kullanilmak iizere idrar 6rnekleri de alinmastir.

Hemogram parametrelerinin analizi i¢cin, EDTA’l tiiplere 5 ml periferik kan
ornegi alinmistir. Serumdaki C-reaktif protein (CRP), aspartat aminotransferaz (AST),
alanin aminotransferaz (ALT), toplam kolesterol (TK) ve yiiksek yogunluklu
lipoprotein (High Density Lipoprotein, HDL) 6l¢iimii i¢cin 3 ml kan numunesi silikon
kapli tiiplere alinarak pihtilasmasina izin verilmistir. Hemogramlar ve serum
biyokimyasal parametreleri hemen Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya laboratuvarinda dl¢tilmiistiir.

Her bir goniilliiden 10 ml periferik kan 6rnegi sodyum heparinli tiipe alinmistir.
Oksidatif stres ve immiin parametrelerin (SOD, CAT, GR, GPx, GSH, MDA, 8-
OHdG, TNF-alfa, IL-1beta, CC16) analizleri icin 5 ml heparinize kan Ornegi
kullanilmigtir. Plazma 6rnekleri -20 °C'de dondurulmustur ve soguk tasima kabinda ve
1s1ktan korunarak 24 saat icinde Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Toksikoloji
Anabilim Dali Arasgtirma Laboratuvari’na ulastirilmistir. Analiz giliniine kadar -80
°C'de saklanmustir.

DNA hasarmin analizi i¢in 5 ml heparinize kan 6rnegi ve mikrocekirdek

sikliginin belirlenmesi i¢in ise santrifiij tlipiine yanak epitel hiicre 6rnegi toplanmastir.
3.6. Isyeri Ortaminda Maruziyetin Degerlendirilmesi

Partikiil maddelerin konsantrasyonlar1 belirlenirken 151k sacilimi prensibi ile
havada siispansiyon durumunda bulunan madde miktarinin tayini i¢in Tiirk Standardi
2361 “Hava Kirliligi Olgme Metotlar1 (Havada Siispansiyon Durumunda Bulunan
Madde Miktarinin Tayinine Yonelik Yontemler)” standardina uygun olarak 6l¢iim

yapilmistir. Hava 6l¢iimleri ti¢ ayr1 noktada gerceklestirilmistir.
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Hava Orneklemesi icin partikiil izleme cihazi Dustmate (Turnkey Instrument
Ltd., Ingiltere) kullanilmustir. Cihaz 0-65000 pg / m?® araliginda 6l¢iim yapabilmektedir
ve farkli partikiil ¢aplara sahip partikiillerin (PMi, PM;s ve PMig) ve ayrica TSP
konsantrasyonlarini ayni anda izleyebilmektedir. Sonuglar + ortalama standart sapma

olarak verilmistir.
3.7. Biyokimyasal Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Plazma 6rneklerindeki beyaz kan hiicresi (White Blood Cell, WBC), kirmizi
kan hiicresi (Red Blood Cell, RBC), hemoglobin (Hemoglobin, HG), hematokrit
(Hematocrit, HCT), ortalama korpiiskiiler hacim (Mean Cell Volume, MCV), ortalama
korpiiskiiler hemoglobin (Mean Cell Hemoglobin, MCH), ortalama korpiiskiiler
hemoglobin konsantrasyonu (Mean cell hemoglobin concentration, MCHC),
trombosit (platelet, PLT), trombosit dagilim genisligi standart sapmasi (RBC
Distrubition Width Standard Deviation, RDW-SD), kirmiz1 hiicre dagilim genisligi
(Red Cell Distribution Width, RDW-CV), trombosit dagilim genisligi (Platelet
Distribution Width, PDW), ortalama trombosit hacmi (Mean Platelet Volume, MPV),
trombosit-bliyiik hiicre oranit (Platelet-Large Cell Ratio, P-LCR), prokalsitonin
(Procalcitonin, PCT), cekirdekli kirmizi kan hiicresi (Nucleated RBC, NRBC),
noétrofiller, monositler, lenfositler, eozinofil, bazofiller ve immiinoglobulin G
seviyeleri hematoloji otoanalizorii kullanilarak analiz edilmistir. Ornekler duplike
calisilmigtir. Sonuclar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. Birimleri
ise su sekildedir: WBC, PLT, nétrofiller, monositler, lenfositler, eozinofil, bazofiller,
immiinoglobulin G i¢in 10°/pl; RBC i¢in 10%ul; HGB ve MCHC igin g/dl; HCT,
RDW-CV, P-LCR, PCT ve NRBC igin %; MCV, RDW-SD, PDW ve MPV ig¢in
femtolitre (f1); MCH i¢in pikogram (pg).

Serum Orneklerindeki CRP, karaciger fonksiyon parametreleri (AST, ALT) ve
serum lipit seviyeleri (TK, HDL) hematoloji otoanalizorii ile belirlenmistir. Ornekler
cift tekrar caligilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir.

Birimleri su sekildedir: CRP, TK ve HDL i¢in mg/dl; AST ve ALT i¢in U/L.
3.8.  Oksidatif Stres ve Immiin Parametrelerinin Degerlendirilmesi

SOD, CAT, GR ve GPx enzim aktiviteleri ve ayrica GSH, MDA, 8-OHdG,
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TNF-alfa, IL-lbeta ve CCl6 plazma diizeyleri test kitler1 kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Kitler sirasi ile 450 nm, 540 nm, 340 nm, 340
nm, 405 nm, 540 nm, 450 nm, 450 nm, 450 nm ve 450 nm dalga boylarinda
calistlmistir. Ornekler duplike calisilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma
(aralik) olarak verilmistir. Birimleri ise su sekildedir: SOD i¢in U/ml; CAT, GR ve
GPx i¢in nmol/dk/ml; GSH ve MDA i¢in uM; 8-OHdG i¢in ng/ml; TNF-alfa, IL-1beta
ve CC16 i¢in pg/ml.

3.8.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii
SOD Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Yénteminin Esasi

SOD 6l¢lim kitinde (Cayman, No: 706002) yontem; ksantin oksidazin ksantini
iirik aside doniistiiriirken olusturdugu siiperoksit anyonunun SOD ile dismutasyonu
esnasinda ortama eklenen tetrazolyum tuzunun formazan kristaline doniismesinde
ortaya ¢ikan renk degisiminin spektrofotometrik olarak 450 nm’de 6l¢iilmesi esasina
dayanmaktadir (Sekil 3.1.).

SOD’un bir {initesi, siiperoksit radikalinin % 50 dismutasyonunun olusmasi
i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Ug tip SOD (Cu/Zn, Mn ve

FeSOD) o6l¢iilebilmektedir.

Ksantin
+0, Formazan
Ksantm Ok51daz
H,0, vj \‘ Tetrazolyum tuzu
Urik Asit
SOD
0, +H,0,

Sekil 3.1. Siiperoksit dismutaz dl¢iimiiniin semasi.

SOD Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Yénteminin Uygulams

1. Tim kuyucuklara 200 pl diliie edilen radikal detektorii ve ardindan ilgili
kuyucuklara 10 pul SOD standarti veya 10 pl plazma 6rnegi eklenmistir.



61

2. Tim kuyucuklara 20 pl diliie edilen ksantin oksidaz ¢6zeltisi miimkiin olan en
kisa siirede eklenerek reaksiyon baslatilmistir.

3. Plak birka¢ saniye dikkatlice calkalanmistir ve kapak kapatilmistir.

4. Oda sicakliginda calkalayicida 20 dakika inkiibe edilmistir.

5. Standart ve 6rneklerin absorbans degerleri 450 nm’de 6l¢lilmiistiir.
SOD Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Standart ve orneklere ait ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0 U/ml
SOD aktivitesine sahip standarda ait absorbans degeri, kendisine ve diger absorbans
degerlerine boliinmiistiir. Elde edilen oran, standartlarin SOD aktivitesine kars1 grafige
gecirilerek bir standart egri ve denklemi (y=ax+b) elde edilmistir. Bu denklemden

hareketle 6rneklerin SOD aktiviteleri Formiil 3.1. kullanilarak belirlenmistir:
SOD (U/ml) = ((6rnek absorbansi— b)/a) * (0,23/0,01) (3.1.)
3.8.2. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii
CAT Enzim Aktivitesinin Ol¢ciim Yénteminin Esas

CAT olgiim kitinde (Cayman, No: 707002) yontem; hidrojen peroksit
substratinin katalaz ile enzimatik tepkimesi sonucu olusan formaldehitin kromojen ile
renkli bir bilesik olusturmasi ve olusan renk siddetinin kolorimetrik olarak 540 nm’de
Olciilmesi esasina dayanmaktadir.

Bir birim enzim, 25°C'de, 1 dakikada 1 nmol formaldehit olusumunu

katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir.
CAT Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Yoénteminin Uygulamst

1. Tim kuyucuklara 100 pl seyreltilen (1X) deney tamponu ve 30 ul metanol
eklendikten sonra ilgili kuyucuklara 20 pul SOD standardi veya 20 pl seyreltilen
CAT kontrol ¢ozeltisi veya 20 pl plazma 6rnegi eklenmistir.

2. Tim kuyucuklara 20 pl seyreltilen hidrojen peroksit ¢ozeltisi miimkiin olan en
kisa siirede eklenmistir ve reaksiyonun baglama zamani not edilmistir.

3. Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda c¢alkalayicida 20 dakika inkiibe
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edilmistir.

4. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in tiim kuyucuklara 30 pl seyreltilen potasyum
hidroksit ¢ozeltisi ve ardindan 30 pl kromojen eklenmistir.

5. Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda c¢alkalayicida 10 dakika inkiibe
edilmistir.

6. Tim kuyucuklara 10 pl potasyum periyodat eklenmistir.

7. Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda calkalayicida 5 dakika inkiibe
edilmistir.

8. Standart ve 6rneklerin absorbans degerleri 540 nm’de 6l¢tilmiistiir.
CAT Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Standart ve Orneklere ait ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0 pM
konsantrasyondaki standartin ortalama absorbans degeri, kendisinden ve diger
standartlardan ¢ikarilmistir. Elde edilen degerler grafige gecirilerek bir standart egri
ve denklemi (y=ax+b) elde edilmistir. Bu denklemden hareketle formaldehit

konsantrasyonlar1 (uM) Formiil 3.2. kullanilarak hesaplanmistir:
Formaldehit (uM) = ((6rnek absorbansi-b)/a) * (0,17/0,02) (3.2)

Hesaplanan formaldehit konsantrasyonlarindan (uM) orneklerin CAT

aktivitesi Formiil 3.3. kullanilarak hesaplanmaistir:
CAT Aktivitesi (nmol/dk/ml) = Formaldehit (uM) / 20 dakika (3.3
3.8.3. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Ol¢iimii
GR Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Yénteminin Esasi

GR ol¢lim kitinde (Cayman, No: 703202) yontem; GSSG’nin GR enziminin
katalizledigi reaksiyon ile GSH’a doniistiiriilmesi sirasinda ortamda bulunan
NADPH’nin nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADP")’ye oksidasyonu sonucu
absorbansta meydana gelen azalmanin 340 nm’de spektrofotometrik olarak 6lciilmesi

esasina dayanmaktadir (Sekil 3.2.).
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GSSG + NADPH + H* — SR 4 2GSH + NADP*

Sekil 3.2. Glutatyon rediiktaz reaksiyonu.

GR: Glutatyon rediiktaz, GSH: indirgenmis glutatyon, GSSG: Okside glutatyon, NADP": Nikotin
amid diniikleotid fosfat, NADPH: indirgenmis NADP".

GR Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Yonteminin Uygulanist

1. Kor (enzimatik olmayan) i¢in; 3 kuyucuga 120 pl deney tamponu ve 20 ul
GSSG c¢ozeltisi eklenmistir.

2. Pozitif kontrol i¢in; 3 kuyucuga 100 pl deney tamponu, 20 ul GSSG ¢d6zeltisi
ve 20 ul seyreltilen GR kontrol ¢ozeltisi eklenmistir.

3. Ornek kuyucuklari igin; 100 pl deney tamponu, 20 ul GSSG ¢ozeltisi ve 20 pl
ilgili plazma orneklerinden eklenmistir.

4. Tiim kuyucuklara 50 ul NADPH c¢ozeltisi miimkiin olan en kisa stirede eklenip
birka¢ dakika ¢alkalayicida karistirilmistir ve reaksiyonun baslama zamani not
edilmistir.

5. Standart ve orneklerin en az 5 zaman noktasinda (5 dakika boyunca dakikada

bir kere olmak iizere) absorbans degerleri 340 nm’de 6l¢lilmiistiir.
GR Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Standart ve drneklere ait ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. Her bir
ornek i¢in dakika basina absorbans degisiklikleri (AA340) Formiil 3.4. kullanilarak

hesaplanmustir:
AA340 /dk = |Son 6lgiilen absorbans - i1k 6l¢iilen absorbans|/2 zaman arasi fark (3.4.)

Absorbans degisiklikleri (AA340)’nden hareketle GR aktiviteleri Formiil 3.5.

kullanilarak hesaplanmistir:

GR aktivitesi = (AA340 /dk * 0,19) / (0,00373*0,02) (3.5)
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3.8.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii
GPx Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Yoénteminin Esas

GPx 6l¢tim kitinde (Cayman, No: 703102) yontem; hidroperoksit varliginda
GSH’1in GPx tarafindan GSSG’ye doniiserek, GSSG’nin GR ile tekrar GSH’a
donistiiriilmesi esnasinda ortamda bulunan NADPH’nin NADP"’ye oksidasyonu
sonucu absorbansta meydana gelen azalmanin 340 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.3.).

Bir tinite GPx, dakikada 1 nmol NADPH’yi NADP"’ye doniistiiren enzim
miktar1 olarak tanimlanmustir.

R-O-O-H + 2GSH &» R-O-H + GSSG + H,O

GSSG + NADPH + H* L 2GSH + NADP+

Sekil 3.3. Glutatyon peroksidaz reaksiyonu.

GPx: Glutatyon peroksidaz, GR: Glutatyon rediiktaz, GSH: indirgenmis glutatyon, GSSG: okside
glutatyon, NADP": Nikotin amid diniikleotid fosfat, NADPH: Indirgenmis NADP".

GPx Enzim Aktivitesinin Ol¢ciim Yonteminin Uygulams:

1. Kor (enzimatik olmayan) i¢in; 3 kuyucuga 120 pl deney tamponu ve 50 pl ko-
substrat karigimi eklenmistir.

2. Pozitif kontrol i¢in; 3 kuyucuga 100 pl deney tamponu, 50 pl ko-substrat
karigimi ve 20 pl seyreltilen GPx kontrol ¢ozeltisi eklenmistir.

3. Ornek kuyucuklari igin; 100 pl deney tamponu, 50 pl ko-substrat karisimi ve
20 pl 1lgili plazma 6rneklerinden eklenmistir.

4. Tiim kuyucuklara 20 pl kiimen hidroperoksit ¢6zeltisi miimkiin olan en kisa
siirede eklenmistir ve reaksiyonun baslama zamani not edilmistir.

5. Standart ve orneklerin en az 5 zaman noktasinda (5 dakika boyunca dakikada

bir kere olmak iizere) absorbans degerleri 340 nm’de 6l¢lilmiistiir.
GPx Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Standart ve drneklere ait ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. Her bir
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ornek i¢in dakika basina absorbans degisiklikleri (AA340) Formiil 3.6. kullanilarak

hesaplanmustir:
AA340 /dk = |Son 6l¢iilen absorbans - i1k 6l¢iilen absorbans|/2 zaman arasi fark (3.6.)

Absorbans degisiklikleri (AA340)’nden hareketle GPx aktiviteleri Formiil 3.7.

kullanilarak hesaplanmistir:
GPx aktivitesi = (AA340 /dk * 0,19) / (0,00373*0,02) (3.7)
3.8.5. Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi
GSH Diizeylerinin Ol¢ciim Yonteminin Esas

GSH olgtim kitinde (Cayman, No: 703002) yontem; DTNB’nin GSH’in
stilfidril gruplart ile etkilestigi ve GR ile enzimatik tepkimesi sonucu olusan sar1 renkli
5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)’ye doniismesi ve olusan renk siddetinin
spektrofotometrik olarak 405 nm’de &lgiilmesi esasina dayanmaktadir. Uretilen GSH
ve TNB arasinda olusan disiilfit karisimi, GSH’yi geri doniistiirmek ve daha fazla TNB
iretmek i¢cin GR tarafindan indirgenmektedir (Sekil 3.4.). TNB iiretim hiz1 dogrudan
bu geri doniisiim reaksiyonu ve drnekteki GSH konsantrasyonu ile orantilidir.

Glutatyon Rediiktaz
GSSG 2 GSH

TNB ~N GSH DTNB
glutatyon (rediiktaz

GSTNB TNB

Sekil 3.4. Glutatyon dongiisii.

DTNB: 5,5’-diti-bis-(2-nitrobenzoik) asit, GSH: indirgenmis glutatyon, GSSG: okside glutatyon,
TNB: 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit. GSTNB (GSH ve TNB arasinda olusan disiilfit karisimi)

GSH Diizeylerinin Ol¢iim Yonteminin Uygulamsi
1. [lgili kuyucuklara 50 pul GSSG standart ¢dzeltileri ve 50 ul plazma 6rnekleri

eklenmistir.

2. MES tamponu (11,25 ml), ko-faktdér karisimi (0,45 ml), enzim karisimi (2,1
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ml) ve distile su (2,3 ml) ve DTNB (0,45 ml) karistirilarak deney kokteyli
hazirlanmstir.

3. Tiim kuyucuklara 150 pl taze hazirlanan deney kokteyli eklenmistir.

4. Plagin kapagi kapatilip i1siktan korunarak calkalayicida 25 dakika inkiibe
edilmistir.

5. Standart ve 6rneklerin absorbans degerleri 405 nm’de 6l¢lilmiistiir.
GSH Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standart ve Orneklere ait ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0 pM
konsantrasyondaki standartin ortalama absorbans degeri, kendisinden ve diger
standartlardan ¢ikarilmistir. Elde edilen degerler grafige gecirilerek bir standart egri
ve denklemi (y=ax+tb) elde edilmistir. Bu denklemden hareketle toplam GSH

konsantrasyonlar1 (uM) Formiil 3.8. kullanilarak hesaplanmistir:
Toplam GSH (uM) = ((6rnek absorbansi-b)/a) (3.8.)
3.8.6. Malondialdehit Diizeylerinin Belirlenmesi
MDA Diizeylerinin Olciim Yonteminin Esasi

Lipit peroksidasyonu ol¢iim kitinde (Cayman, No: 10009055) yontem; MDA
ve TBA yiiksek sicaklik ve asidik kosullar altinda reaksiyonu ile olusan renkli MDA-

TBA kompleksinin 540 nm’de kolorimetrik olarak dl¢lilmesi esasina dayanmaktadir
(Sekil 3.5.).

o)
0 o) s N OH HO. N SH
HMH *211 —_— 7/ /\|( + 2H,0
0 N S "X CH—CH=CH N
OH OH
MDA TBA MDA-TBA

Sekil 3.5. Malondialdehit ve tiyobarbitiirik asit reaksiyonu.
MDA: Malondialdehit; TBA: Tiyobarbitiirik asit.

MDA Diizeylerinin Olciim Yonteminin Uygulams:

1. 100 pl seyreltilen standart ¢ozeltisi veya plazma ornekleri Sml’lik cam tiiplere
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eklenmistir.

2. Her tiipe 100 pl sodium dodesil siilfat ¢ozeltisi eklenip hizlica karistirilmastir.

3. Her cam tiipe 4 ml renk reaktifi eklenerek ve yavasca ters diiz edilmistir.

4. Tipler su banyosunda (100°C) bir saat boyunca bekletilmistir. Tiipler su
banyosundan alinarak buz i¢inde 10 dakika siire ile bekletilmistir.

5. Tiipler 4 °C’de 3500 devir/dk 10 dakika siire ile santrifiij edilirek oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.

6. Standart ve orneklerden 150 pl alinir ve plaklara eklenmistir.

7. Standart ve 6rneklerin absorbans degerleri 540 nm’de 6l¢tilmiistiir.
MDA Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standartlarin ve 6rneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0 uM
konsantrasyondaki standardin ortalama absorbans degeri, kendisinden ve diger
standartlardan ¢ikarilmistir. Elde edilen degerler grafige gecirilerek bir standart egri
ve denklemi (y=ax+b) elde edilmistir. Bu denklemden hareketle MDA

konsantrasyonlar1 (uM) Formiil 3.9. kullanilarak hesaplanmistir:
MDA (uM) = ((6rnek absorbansi-b)/a) (3.9.)
3.8.7. 8-Hidroksi-2’-deoksiguanozin Diizeylerinin Belirlenmesi
8-OHdG Diizeylerinin Ol¢iim Yénteminin Esasi

DNA’nin oksidatif hasarina bagli olarak serum, plazma, idrar ve hiicre lizatinda
8-OHdG olusabilmektedir. 8-OHdG o6l¢iim kitinde (Elabscience, No: E-EL-0028)
kompetitif ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) prensibi kullanilmistir.
Kompetitif dlgiimde, 8-OHdAG ile kaplanan plakta, standart/6rneklerdeki 8-OHdG
(isaretsiz ligand) ile 8-OHdG'ye 6zgii biyotinli antikor (isaretli ligand) baglanmak icin
yarigirlar. Yikama ile sabit kompleksler disindaki tiriinler ortamdan uzaklagtirilir. Sabit
kompleksleri belirleyebilmek ig¢in ikinci bir antikor (HRP konjugati) eklenerek
monoklonal antikorlara baglanmasi saglanir. Enzimin substrati ortama eklenerek

olusan renkli kompleksten yararlanilarak spektrofotometrik 6l¢iim yapilir.
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8-OHdG Diizeylerinin Ol¢iim Yonteminin Uygulamsi

1. Ilgili kuyucuklara 50 pL standart ¢ozeltileri ve 50 pL plazma Ornekleri
eklenmistir. Kuyucuklarin i¢ ylizeyine dokunmadan ekleme yapilmistir ve de
kopiik olusturmaktan kacinilmaistir.

2. Tiim kuyucuklara miimkiin olan en kisa siirede 50 pL 1X biyotinli deteksiyon
antikor ¢ozeltisi eklenmistir. Yavasca karistirilip plak kapagi kapatilmistir. 37
°C’de 45 dakika inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltiler atilmustir. Tiim kuyucuklara 350 pl 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama islemi 3 kere tekrarlanmigtir.

4. Tim kuyucuklara 100 pl 1X HRP konjugati eklenmistir. Plak kapagi
kapatilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

5. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. 3. adimda belirtilen yikama islemi 5
kere tekrarlanmistir.

6. Tiim kuyucuklara 90 pl substrat reaktifi eklenmistir. Plak kapag1 kapatilarak
37 °C’de 15 dakika 1s1ktan korunarak inkiibe edilmistir.

7. Tim kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

8. Standart ve 6rneklerin absorbans degerleri 450 nm’de 6l¢tilmiistiir.
8-OHdG Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standartlarin ve Orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0
ng/ml konsantrasyondaki standardin ortalama absorbans degeri, kendisinden ve diger
standartlardan ¢ikarilmistir. Elde edilen degerler grafige gecirilerek bir standart egri
ve denklemi (y=ax+b) elde edilmistir. Bu denklemden hareketle 8-OHAG

konsantrasyonlar1 (ng/ml) Formiil 3.10. kullanilarak hesaplanmistir:
8-OHdG (ng/ml) = ((6rnek absorbansi-b)/a) (3.10.)
3.8.8. Tiimor Nekroz Faktor-alfa Diizeylerinin Belirlenmesi
TNF-alfa Diizeylerinin Ol¢iim Yonteminin Esasi

TNF-alfa 6l¢tim kitinde (Elabscience Biotechnology, Co. Ltd., No: E-EL-
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HO0109) sandvi¢ ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) prensibi kullanilmistir.
Sandvi¢ ELISA yonteminde, insan TNF-alfa’ya 6zgii bir antikor ile kaplanan plaga
standart veya ornek ¢ozeltileri eklenerek 6zgii antikor ile birlestirilir. Yikama ile sabit
kompleksler disindaki iiriinler ortamdan uzaklastirilir. Biyotinli antikor ve HRP
konjugat1 art arda eklenmesi ile primer enzim isaretli antikor kompleksi olusur.
Yikama ile sabit kompleksler disindaki iiriinler ortamdan uzaklastirilir. Enzimin
substrati ortama eklenerek olusan renkli kompleksten yararlanilarak 450 nm’de

spektrofotometrik 6l¢iim yapilir.
TNF-alfa Diizeylerinin Ol¢iim Yénteminin Uygulanisi

1. Ilgili kuyucuklara 100 pL standart ¢dzeltileri ve 100 pL plazma Ornekleri
eklenmistir. Ekleme yapilirken kuyucuklarin i¢ yiizeyine dokunmaktan ve
kopiik olusturmaktan kacinilmistir. Plak kapagi kapatilarak 37 °C’de 90 dakika
inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara miimkiin olan en
kisa stirede 100 pl 1X biyotinli deteksiyon antikor ¢ozeltisi eklenmistir.
Yavasca karistirthp plak kapagi kapatilmistir. 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir.

3. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltiler atilmustir. Tiim kuyucuklara 350 pl 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama islemi 3 kere tekrarlanmigtir.

4. Tim kuyucuklara 100 pl 1X HRP konjugati eklenmistir. Plak kapagi
kapatilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

5. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. 3. adimda belirtilen yikama islemi 5
kere tekrarlanmistir.

6. Tiim kuyucuklara 90 pl substrat reaktifi eklenmistir. Plak kapag1 kapatilarak
37 °C’de 15 dakika 1s1ktan korunarak inkiibe edilmistir.

7. Tim kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

8. Standart ve 6rneklerin absorbans degerleri 450 nm’de 6l¢lilmiistiir.
TNF-alfa Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standartlarin ve orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0
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pg/ml konsantrasyondaki standardin ortalama absorbans degeri, kendisinden ve diger
standartlardan ¢ikarilmistir. Elde edilen degerler grafige gecirilerek bir standart egri
ve denklemi (y=ax+b) elde edilmistir. Bu denklemden hareketle TNF-alfa

konsantrasyonlar1 (pg/ml) Formiil 3.11. kullanilarak hesaplanmistir:
TNF-alfa (pg/ml) = ((6rnek absorbansi-b)/a) (3.11.)
3.8.9. Interlokin-1beta Diizeylerinin Belirlenmesi
IL-1beta Diizeylerinin Ol¢iim Yonteminin Esasi

IL-1beta ol¢iim kitinde (Elabscience Biotechnology, Co. Ltd., No: E-EL-
HO0149) sandvi¢ ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) prensibi kullanilmistir.
Sandvi¢ ELISA yoOnteminde, insan IL-1beta’ya 6zgii bir antikor ile kaplanan plaga
standart veya ornek ¢ozeltileri eklenerek 6zgii antikor ile birlestirilir. Yikama ile sabit
kompleksler disindaki iiriinler ortamdan uzaklastirilir. Biyotinli antikor ve HRP
konjugat1 art arda eklenmesi ile primer enzim isaretli antikor kompleksi olusur.
Yikama ile sabit kompleksler disindaki iiriinler ortamdan uzaklastirilir. Enzimin
substrat1 ortama eklenerek olusan renkli kompleksten yararlanilarak 450 nm’de

spektrofotometrik 6l¢iim yapilir.
IL-1beta Diizeylerinin Ol¢iim Yonteminin Uygulamsi

1. Ilgili kuyucuklara 100 pL standart ¢dzeltileri ve 100 pL plazma Ornekleri
eklenmistir. Ekleme yapilirken kuyucuklarin i¢ yiizeyine dokunmaktan ve
kopiik olusturmaktan kacinilmistir. Plak kapagi kapatilarak 37 °C’de 90 dakika
inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara miimkiin olan en
kisa stirede 100 pl 1X biyotinli deteksiyon antikor ¢ozeltisi eklenmistir.
Yavasca karistirthp plak kapagi kapatilmistir. 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir.

3. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltiler atilmustir. Tiim kuyucuklara 350 pl 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama islemi 3 kere tekrarlanmigtir.

4. Tim kuyucuklara 100 pl 1X HRP konjugati eklenmistir. Plak kapagi
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kapatilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

5. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. 3. adimda belirtilen yikama islemi 5
kere tekrarlanmistir.

6. Tim kuyucuklara 90 pl substrat reaktifi eklenmistir. Plak kapagi kapatilarak 37 °C’'de
15 dakika 1siktan korunarak inkiibe edilmistir.

7. Tim kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

8. Standart ve 6rneklerin absorbans degerleri 450 nm’de 6l¢tilmiistiir.
IL-1beta Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standartlarin ve Orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0
pg/ml konsantrasyondaki standardin ortalama absorbans degeri, kendisinden ve diger
standartlardan ¢ikarilmistir. Elde edilen degerler grafige gecirilerek bir standart egri
ve denklemi (y=axt+b) elde edilmistir. Bu denklemden hareketle IL-1beta

konsantrasyonlar1 (pg/ml) Formiil 3.12. kullanilarak hesaplanmistir:
IL-1beta (pg/ml) = ((6rnek absorbansi-b)/a) (3.12))
3.8.10. Clara Hiicre Protein 16 Diizeylerinin Belirlenmesi
CC16 diizeylerinin 6l¢ciim yonteminin esasi

CC16 olgiim kitinde (Elabscience Biotechnology, Co. Ltd., No: E-EL-H0744)
sandvi¢ ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) prensibi kullanilmigstir. Sandvig
ELISA yonteminde, insan CC16’ya 6zgii antikor ile kaplanan plaga standart veya
ornek cozeltileri eklenerek 6zgii antikor ile birlestirilir. Yikama ile sabit kompleksler
disindaki iirtinler ortamdan uzaklastirilir. Biyotinli antikor ve HRP konjugat1 art arda
eklenmesi ile primer enzim isaretli antikor kompleksi olusur. Yikama ile sabit
kompleksler disindaki triinler ortamdan uzaklastirilir. Enzimin substrati ortama
eklenerek olusan renkli kompleksten yararlanilarak 450 nm’de spektrofotometrik

Olciim yapilir.
CC16 diizeylerinin 6l¢iim yonteminin uygulanisi

1. Ilgili kuyucuklara 100 pL standart ¢dzeltileri ve 100 pL plazma Ornekleri
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eklenmistir. Ekleme yapilirken kuyucuklarin i¢ yiizeyine dokunmaktan ve
kopiik olusturmaktan kacinilmistir. Plak kapagi kapatilarak 37 °C’de 90 dakika
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda ¢dzeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara miimkiin olan en
kisa siirede 100 pl 1X biyotinli deteksiyon antikor ¢ozeltisi eklenmistir. Yavas-
ca karistirilip plak kapagi kapatilmistir. 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara 350 pl 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama islemi 3 kere tekrarlanmigtir.

Tim kuyucuklara 100 pul 1X HRP konjugati eklenmistir. Plak kapagi
kapatilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. 3. adimda belirtilen yikama islemi 5
kere tekrarlanmistir.

Tim kuyucuklara 90 pl substrat reaktifi eklenmistir.

Plak kapagi kapatilip 37 °C’de 15 dakika 1siktan korunarak inkiibe edilmistir.
Tim kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

Standart ve 6rneklerin absorbans degerleri 450 nm’de 6l¢lilmiistiir.
CC16 Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standartlarin ve Orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0

pg/ml konsantrasyondaki standardin ortalama absorbans degeri, kendisinden ve diger

standartlardan ¢ikarilmistir. Elde edilen degerler grafige gecirilerek bir standart egri

veE

denklemi (y=ax+b) elde edilmistir. Bu denklemden hareketle CC16

konsantrasyonlar1 (pg/ml) Formiil 3.13. kullanilarak hesaplanmistir:

CC16 (pg/ml) = ((6rnek absorbansi-b)/a) (3.13)
3.9. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

DNA hasarinin belirlenmesi icin tek hiicre jel elektroforez yontemi
kullanilmagtir (176,177).
Ficoll-hypaque gradient santrifiij yontemi ile periferik kan mononiikleer

hiicreleri (Peripheral Blood Mononuclear Cell, PBMC) elde edilmistir.
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Heparinli tiipe alinan 5 ml kan 6rnegi, 5 ml PBS ile 1:1 oraninda seyreltilmistir.
2 ml Ficoll iizerine seyreltilmis kan 6rnegi pastor pipeti ile yavasca yayilmistir.
Ficoll-kan karisimi oda sicakliginda 2000 rpm’de 20 dk siire ile santrifii
edilmistir. Santrifiij islemi sonunda Ficoll {izerindeki interfazda ince bir tabaka
halinde bulunan PBMC’ler pastdr pipeti ile dikkatle toplanmustir. izole edilen
hiicreler PBS ile iki kere yikanmistir. Yikama islemi i¢in, izole edilen hiicreler
steril tlipe alinarak tlizerine PBS eklenmistir. 2300 rpm’de 10 dk siire ile
santrifiij edilerek siipernatan atilmistir. Yikama isleminin ardindan c¢oken
kisimdaki hiicreler Neubauer laminda sayildiktan sonra PBS ile seyreltilerek
hiicre konsantrasyonlar1 yaklasik 2x10° hiicre/ml olarak ayarlanmistir. Hiicre
canlilig1 tripan mavisi ile kontrol edilmistir ve % 85'in iizerinde oldugu
dogrulanmistir.

37 £ 0,5 °C’de eritilmis 75 pl % 0,75°1ik LMPA, 50 pl hiicre siispansiyonu ile
karigtirildiktan sonra, daha onceden hazirlanan % 1’lik NMPA c¢d6zeltisine
daldirilip agar ile kaplanmig lamlara yayilmistir ve lizerine lamel kapatilmistir.
Lamlar, soguk metal {lizerinde 5 dakika bekletilerek agarin katilagsmasi
saglanmistir. Ardindan agar iizerindeki lamel zedelenmeden alinmustir.
Lamlar, onceden hazirlanip 4 °C’de saklanan soguk lizis c¢ozeltisine
daldirilarak en az 1 saat 4 °C’de bekletilmistir.

Lizis ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra lamlar siiziilerek elektroforez i¢in hazir
hale getirilmistir.

Elektroforez islemi i¢in tank soguk elektroforez ¢ozeltisi ile doldurulmustur.
Lamlar agar yayilan kisimlar iiste gelecek sekilde elektroforez tankinin igine
yerlestirilerek akim uygulanmadan elektroforez kiivetinin icerisinde 20 dakika
bekletilmistir.

Elektroforez 25 volt ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika 4 °C’de
elektroforez uygulanmistir.

Elektroforez islemi bittikten sonra alinan lamlar 5 dakika distile suda, takiben
15 dakika nétralizasyon tampon ¢ozeltisinde bekletilmistir. Ardindan lamlar
sirast ile 5’er dakika % 50, % 75 ve % 98’lik etanol ¢Ozeltisinde tutulmustur
ve okuma oOncesinde lamlar kurumasti i¢in en az 1 giin bekletilmistir.

Okuma sirasinda kurutulmus lamlar tizerine 35 ul 20 pg/ml EtBr ¢ozeltisi ilave
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edilmistir.

Her bir gonillii icin 2 lama uygulama yapilmistir ve agaroz jeldeki DNA
fragmanlarinin elektroforetik gogiinden sonra DNA hasarimin boyutunu
belirlemek icin toplam 100 hiicre 400x biiyilitme ile floresan mikroskobunda
bilgisayarli goriintiileme sistemi ile (Comet Analysis Software, version 4.0,
Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, ingiltere) degerlendirilmistir.

DNA hasar derecesinde kuyruk yogunlugu esas alinmistir. Sonuclar ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir.

Tim islemler ek bir DNA hasarin1 6nlemek amaci ile karanlikta yapilmastir.
3.10. Yanak Epitel Hiicrelerinde Mikrog¢ekirdek Yontemi

Calismamizda kromozomal genetik hasar1 belirlemek {izere yanak epitel
hiicrelerinde mikrogekirdek testi kullanilmistir (174,178).

Goniillerden agizlarin1 distile su ile calkalanmalar1 istenmistir. Keratinize
dokunun temizlenmesi amaciyla tahta spatiil ile temizleme yapilmistir.
Ardindan dis firgas1 yardimi ile her iki yanak mukozasindan epitel hiicreler
toplanmustir.

Toplanan yanak epitel hiicreler, 10 ml PBS iceren bir santrifiij tiipiine
alimmustir.

Hiicre siispansiyonlar1, mikrogcekirdek sayimini zorlastirabilecek bakteri ve
hiicre dokiintiilerini gidermek amaci ile 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
siipernatan atilmistir. Bu islem 10 ml PBS eklenerek 2 kere tekrarlanmastir.
Hiicre siispansiyonu temiz ve numaralandirilmis lamlar {izerine yayilarak, oda
sicakliginda kurutulmustur.

Lamlar % 80 metanol c¢ozeltisi icinde 15 dakika bekletilip tekrar oda
sicakliginda kurutularak sabitleme islemi yapilmistir.

Lam {izerine sabitlenen hiicreler, DNA’ya 06zgii bir boya olan akridin turuncusu
ile boyanmigtir. Boyama i¢in, lamlarin iizerine 35-50 pl % 0,1°lik akridin
turuncusu ¢ozeltisinden damlatilip lamel ile kapatilarak karanlikta ve oda

sicakliginda 15 dk bekletilmistir (178,179).
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Mikrocekirdek Sikliginin Hesaplanmasi

Boyanan preparatlarda her birey icin toplam 2000 hiicrede mikrogekirdek
sikliklar1 440-490 eksitasyon filtresi ve 520 nm emisyon filtreli floresan mikroskobu
kullanilarak degerlendirilmistir.

Mikrogekirdek sikliklar1  Tolbert wve ark. (173) kriterlerine gore
degerlendirilmistir. Sonuglar siklik cinsinden ifade edilmistir.

Bazal, bintikleer, niikleer tomurcuk, piknotik, kondanse kromatin, karyohektik
ve karyolitik hiicreler mikrogekirdek iceren hiicrelerin degerlendirilmesinin disinda

tutulmustur (178).
3.11. istatistiksel Yontemler

Verilerin analizi SPSS for Windows 20.0 bilgisayar programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Verilerin normal dagilima uyup uymadigr Kolmogorov-Smirnov
testi ile incelenmistir. Varyansin homojenligi ise Levene testi ile arastirilmistir. Siirekli
degiskenler icin veriler ortalama + standart sapma ve kategorik degiskenler ise vaka
sayisit (n) ve yiizdesi (%) olarak ifade edilmistir. Normal dagilima sahip gruplar
arasindaki  farkliliklar ANOVA (One-Way Variance Analysis) testi ile
degerlendirilmistir ve grup farkliliklarinin post-hoc analizi LSD (Least Significant
Difference) testi ile gergeklestirilmistir. Normal dagilim gostermeyen gruplar
arasindaki farkliliklar iki grup i¢in Mann-Whitney U ve ikiden fazla grup i¢in Kruskal-
Wallis testi ile degerlendirilmistir. Dogrusal iliskinin biiytikliigii Pearson korelasyon
analizi ile hesaplanmistir. Parametreleri belirlemek i¢in ¢oklu dogrusal regresyon
analizi kullanilmistir. Yanak epitel mikrogekirdek test sonuclarinin istatistiksel analizi
icin mikrogekirdek yiizdesi icin z-testi uygulanmistir. 0,05'ten kiiciik p degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Demografik Bulgular

Calisma grubumuz ayni cografi bolgede yasayan, benzer yasam kosullarina
sahip kisiler arasindan secilmistir. Caligma grubumuzun tamami erkeklerden
olusmaktadir. Cografi konum, yasam kosullar1 ve cinsiyetin degerlendirilen
parametrelere etkisi bulunmamaktadir.

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢i (n=48) grubundaki her bir
bireye ait yas, sigara ve alkol kullanma aligskanligi, calisma yili ve koruyucu maske
kullanimina iligkin bulgular Tablo 4.1.”de verilmistir. Kontrol (n=41) grubundaki her
bir bireye ait yas, sigara ve alkol kullanma aliskanligina iliskin bulgular Tablo 4.2.”de
verilmistir. Calisma popiilasyonunun temel demografik o6zellikleri ise Tablo 4.3.’te
Ozetlenmistir.

Calismada yer alan isciler is¢ehisar (Afyonkarahisar) bolgesinde ayn1 mermer
fabrikasinda c¢alisan bireylerdir. Iscilerin yas ortalamasi 37,81 + 8,50 (ortalama +
standart sapma) olup yas sinir1 21 ile 58 yil arasinda degismektedir. 19-40 yas
araliginda olan 32 isci (% 66,67) geng yas is¢i grubunu ve 41-60 yas araliginda olan
16 isci (% 33,33) ise orta yas is¢i grubunu olusturmustur. iscilerin % 58,33’ii sigara
icerken, % 41,67’si sigara igmemektedir. Iscilerin giinliik kullandig1 sigara adedinin
16,96 + 7,12 (ortalama + standart sapma) oldugu belirlenmistir. Is¢i grubundaki
bireylerin tamami hi¢ alkol kullanmadiklarin1 ifade etmistir. Caligma siiresine gore
siniflandirildiginda % 20,83’iintin 16 y1l ve daha uzun siire (uzun c¢alisma siireli), %
47,92 sinin 5-15 yil (orta ¢aligma siireli), % 31,25 inin 0,5-4,5 yil (kisa ¢alisma siireli)
mermer iretim alanlarinda c¢aligmis oldugu goriilmiistiir. Mermer iiretim alaninda
calisan is¢ilerin % 25°1 koruyucu maske kullandigin1 ve % 75’1 ise koruyucu maske
kullanmadigini1 belirtmistir.

Calismada yer alan kontrol grubundaki bireyler ofis ¢alisan1 olup mermer tozu
maruziyet Oykiisii bulunmayan bireylerdir. Kontrol grubunun yas ortalamasi 38,32 +
7,73 (ortalama + standart sapma) olup yas sinir1 21 ile 57 yi1l arasinda degigsmektedir.
Kontrol grubundaki bireylerin % 39,02°si sigara icerken, % 60,98’1 sigara
igcmemektedir. Giinliik kullandiklar1 sigara adedinin ise 18,31 + 3,68 (ortalama +

standart sapma) oldugu belirlenmistir. Kontrol grubundaki yalmizca 1 kisi alkol
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Isci ve kontrol grubu arasinda yas ve alkol kullanimu ile ilgili anlamli bir fark

bulunmamaistir (p>0,05). Calisma popiilasyonumuzda sadece kontrol grubundan 1 kisi

alkol kullandigini belirtigi i¢in incelenen parametrelerde alkol kullanim durumu ile

ilgili degerlendirme yapilmamustir. is¢i grubunun sigara igme orani (%) kontrol

grubuna gore istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bu farklilik nedeni

ile sigara kullannminin incelenen parametrelere etkisinin olup olmadigi ayrica

degerlendirilmistir.

Tablo 4.1. Mermer tozuna maruz kalan is¢i grubundaki bireylere ait bulgular.

No Kod Yas Sigara Sigara tilketim Alkol Calisma Koruyucu
miktar Siiresi maske
(adet/giin) (y1) kullanimi

1 M004 24  Hayrr 0 Hayir 3 Hayir
2  MO05 58  Hayrr 0 Hayir 5 Hayir
3 MO006 39 Evet 20 Hayir 25 Hayir
4 MO007 42  Haywr 0 Hayir 4,5 Hayir
S MO008 37 Evet 20 Hayir 2 Hayir
6 MO09 45 Evet 40 Hayir 30 Evet

7 MO10 41  Evet 10 Hayir 20 Hayir
8 MOIl 28  Evet 10 Hayir 4,5 Hayir
9 MOI2 39 Evet 10 Hayir 0,67 Hayir
10 MO15 26  Hayir 0 Hayir 6 Hayir
11 MO16 40  Evet 20 Hayir 14 Evet
12 MO017 36  Evet 20 Hayir 6 Evet
13 MO18 38  Evet 20 Hayir 4 Evet
14 MO19 40  Hayir 0 Hayir 6 Hayir
15 MO020 54  Hayir 0 Hayir 35 Hayir
16 MO021 47  Evet 20 Hayir 17 Hayir
17 MO022 26  Evet 10 Hayir 6 Hayir
18 MO023 41  Evet 20 Hayir 10 Hayir
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Tablo 4.1. (devam) Mermer tozuna maruz kalan is¢i grubundaki bireylere ait bulgular.

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

M024
MO025
MO026
MO027
MO028
MO029
MO030
MO31
MO032
MO033
MO034
MO035
MO037
MO038
MO039
M040
M041
M042
M043
M044
M045
M046
M047
M048
M049
MO050
MO51
MO052
MO053
MO054

27
32
32
24
32
25
21
38
25
40
40
46
36
40
44
49
40
33
30
41
32
39
38
38
41
50
34
49
46
52

Hayir
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Hayir
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Evet
Hayir
Evet
Evet
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Evet

Hayir

0
20
0
0
30
20
0
0
20
0
0
0
15
20

20
20
20

10
10
10
10

10
10
10

Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir

1,5
1
9,5

1
0,50
0,67

10
4,5
15
12
10

10

16

5,5
24
15
0,5
18
0,67
15
15
12
10
25
16

Evet

Evet

Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Evet

Hayir
Hayir
Evet

Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Evet

Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Evet

Hayir
Hayir
Evet

Evet




Tablo 4.2. Kontrol grubundaki bireylere ait bulgular.
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No Kod Yas Sigara Sigara tiiketim Alkol
miktar1 (adet/giin)

1 K001 33 Hayir 0 Hayir
2 K002 44 Evet 20 Hayir
3 K003 44 Hayir 0 Hayir
4 K004 39 Hayir 0 Hayir
5 K005 40 Evet 20 Hayir
6 K006 35 Hayir 0 Hayir
7 K007 35 Evet 20 Hayir
8 K008 35 Hayir 0 Hayir
9 K009 38 Hayir 0 Hayir
10 K010 48 Evet 20 Hayir
11 KOI1 54 Hayir 0 Hayir
12 K012 25 Hayir 0 Hayir
13 K013 33 Hayir 0 Hayir
14 K014 41 Hayir 0 Hayir
15 K015 42 Evet 20 Hayir
16 K016 42 Hayir 0 Hayir
17 K017 40 Evet 20 Hayir
18 K018 36 Hayir 0 Hayir
19 K019 33 Evet 10 Hayir
20 K020 41 Hayir 0 Evet

21 K021 38 Hayir 0 Hayir
22 K023 37 Hayir 0 Hayir
23 K024 41 Evet 20 Hayir
24 K025 41 Evet 20 Hayir
25 K026 36 Hayir 0 Hayir
26 K027 35 Evet 10 Hayir
27 K028 27 Hayir 0 Hayir
28 K029 40 Hayir 0 Hayir
29 K030 36 Hayir 0 Hayir




Tablo 4.2. (devam) Kontrol grubundaki bireylere ait bulgular.
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

K031
K032
K033
K034
K035
K036
K037
K038
K039
K040
K041
K042

37
42
37
39
30
23
57
49
43
21
29
55

Evet
Evet
Evet
Hayir
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Evet

20
13
20

Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
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Tablo 4.3. Calisma popiilasyonunun temel demografik 6zellikleri.

Parametreler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
Yas (y1l) 37,81 + 8,50 38,32+ 7,73
(21-58) (21-57)
Yas Gruplan
Geng yas (19-40) 32 (% 66,67) 26 (% 63,41)

Orta yas (41-60)
Sigara Kullanimi

Evet

Hayir

Sigara adeti/giin

Alkol Kullanimi
Evet

Hayir

Calisma Siiresi
Kisa stire (0,5-4,5 y1l)
Orta siire (5-15 y1l)
Uzun siire (16-35 yil)
Koruyucu Maske Kullanimi
Evet

Hayir

16 (% 33,33)

28 (% 58,33)
20 (% 41,67)

16,96 + 7,12
(10-40)

0 (% 0)
48 (% 100)

15 (% 31,25)
23 (% 47,92)
10 (% 20,83)

12 (% 25)
36 (% 75)

15 (% 36,59)

16 (% 39,02)*
25 (% 60,98)

18,31 + 3,68
(10-20)

1 (% 2,44)

40 (% 97,56)

Degerler ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. Her iki grupta da en az 1 yil siireyle
giinde ondan fazla sigara igen bireyler, sigara igen olarak kabul edildi. n: Birey sayisi. *p <0,05; z-testi

kullanilarak kiyaslanmistir.
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Koruyucu maske kullaniminin parametrelere etkisi incelenmistir (Tablo 4.4.).
Koruyucu maske kullanan ve kullanmayan bireylerde yas, ¢alisma siiresi ve sigara
tiikketimi arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Incelenen
biyokimyasal parametrelerde (RDW-SD ve monosit diizeyleri haricinde), oksidatif
stres ve immiin sistem parametrelerinde ve DNA hasar derecesinde; koruyucu maske
kullanan ve kullanmayan isciler arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (»>0,05).
Beklenenin aksine, koruyucu maske kullanan is¢ilerde mikrogekirdek sikligi koruyucu
maske kullanmayan is¢ilere gore daha yiliksek bulunmustur (p<0,05). Bu c¢eliskili
sonug¢, mikrogekirdek sikligini artiran yas ve sigara kullanimi gibi faktorlerden

kaynaklanabilecegini diisiindiirm{istiir.

Tablo 4.4. Koruyucu maske kullanan ve kullanmayan iscilere ait bulgular.

Parametreler Maske kullanan Maske kullanmayan p
(n=12) (n=36)

Yas (y1l) 40,33 + 7,14 36,97 + 8,84 0,197
Caligma stiresi (y1l) 12,54 + 8,89 8,90 + 8,05 0,226
Sigara (adet/giin) 21,43 £9,00 15,48 + 5,90 0,141
WBC (10%/ul) 7,49 + 1,87 8,05+ 1,52 0,364
RBC (10%/ul) 5,38+ 0,41 5,33+ 0,35 0,729
HG (g/dl) 15,13 £ 1,46 15,60 = 0,86 0,314
HCT (%) 44,48 + 2,76 45,26 + 2,85 0,409
MCV (f]) 83,03 +7,23 85,69 +£4,51 0,252
MCH (pg) 28,28 + 3,33 29,35 +£2,03 0,312
MCHC (g/dl) 33,96 + 1,57 34,22 £ 1,20 0,610
PLT (10%/ul) 242,83 +£50,23 218,97 £ 62,95 0,199
RDW-SD (fl) 37,67 +2,27 39,44 £ 1,90 0,027 #
RDW-CV (%) 12,84 £ 1,53 12,78 £ 0,95 0,897
PDW (f1) 13,37+ 1,44 13,50 £2,16 0,809
MPV (11) 10,86 £ 0,71 10,94 + 0,89 0,755
P-LCR (%) 30,68 £10,26 32,58 £7,24 0,562
PCT (%) 0,26 = 0,06 0,24 + 0,07 0,196
NRBC (%) 0+0 0+0 0,552
Notrofil (103/ul) 4,37+ 1,15 1,99 + 1,34 0,139
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Tablo 4.4. (devam) Koruyucu maske kullanan ve kullanmayan is¢ilere ait bulgular.

Parametreler Maske kullanan Maske kullanmayan p
(n=12) (n=36)

Monosit (10%/ul) 0,45 +£0,11 0,55+0,18 0,033 ¢
Lenfosit (10°/pl) 2,43 +£0,86 2,30 £0,62 0,637
Eosinofil (103/ul) 0,20 £0,16 0,17 £0,10 0,521
Basofil (103/ul) 0,06 £ 0,03 0,05 + 0,02 0,884
IG (103/ul) 0,03 £0,02 0,03 £0,02 0,428
CRP (mg/dl) 0,13 +£0,12 0,14 +£0,14 0,854
AST (UAN) 21,76 £2,99 21,49 +£4,50 0,815
ALT (U/T) 23,05 £ 9,66 21,23 £ 9,81 0,579
TK (mg/dl) 168,58 + 38,11 155,37 £42,15 0,323
HDL (mg/dl) 39,99 + 5,87 39,57 +7,58 0,842
SOD (U/ml) 0,27 £0,11 0,25 £0,08 0,478
CAT (nmol/dk/ml) 64,91 +21,02 73,36 + 17,18 0,226
GR (nmol/dk/ml) 25,42 £ 6,99 26,43 £5,52 0,658
GPx (nmol/dk/ml) 118,78 £ 17,81 127,09 + 13,57 0,159
GSH (uM) 7,06 £ 3,95 9,22 £3,18 0,105
MDA (uM) 2,81 +0,71 2,52 +0,55 0,217
8-OHdG (ng/ml) 34,79 £ 12,11 32,30 +£ 6,31 0,507
TNF-alfa (pg/ml) 18,23 + 8,53 13,57 £ 7,04 0,106
IL-1beta (pg/ml) 8,44 + 6,57 5,37 + 5,37 0,162
CC16 (pg/ml) 488,18 + 137,31 542,03 £ 153,41 0,266
DNA kuyruk yogunlugu 1,66 £ 0,69 1,57 £0,70 0,686
Mikrogekirdek siklig 11,15+4,40 8,10 £ 4,55 0,053 ¢

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir, °p<0,05; maske kullanan is¢i maske kullanmayan
is¢i ile karsilastirilmigtir. WBC: Beyaz kan hiicresi; RBC: Kirmizi kan hiicresi; HG: Hemoglobin; HCT:
Hematokrit; MCV: Ortalama korpiiskiiler hacim; MCH: Ortalama korpiiskiiler hemoglobin; MCHC:
Ortalama korpiiskiiler hemoglobin konsantrasyonu; PLT: Trombosit; RDW-SD: Trombosit dagilim
genisligi-standart sapma; RDW-CV: Kirmizi hiicre dagilim genisligi; PDW: Trombosit dagilim
genigligi; MPV: Ortalama trombosit hacmi; P-LCR: Trombosit-biiyiik hiicre orani; PCT: Prokalsitonin;
NRBC: Cekirdekli kirmizi kan hiicresi; IG: Immiinoglobulin G; CRP: C-reaktif protein; AST: Aspartat
aminotransferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; TK: toplam kolesterol; HDL: Yiiksek yogunluklu
lipoprotein; SOD: Siiperoksit dismutaz; CAT: katalaz; GR: Glutatyon rediiktaz; GPx: Glutatyon
peroksidaz; GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; 8-OHdG: 8-Hidroksi-2’-deoksiguanozin; TNF-
alfa: Tiimor Nekroz Faktorii-alfa; IL-1beta: Interlokin 1beta; CC16: Clara hiicre protein 16.
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4.2. Isyeri Ortamimnda Toz Ol¢iim Sonuclari

Isci grubunun calistig1 mermer isleme tesisinin degisik bolgelerinden alinan
hava orneklerinde TSP, PMio, PM> s ve PM; diizeyleri Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.’da
verilmistir. Sonuglar, OSHA tarafindan belirlenen smir deger (5000 pg/m?) ile
karsilagtirilmistir.

Genel olarak, PM)o seviyelerinin (2117,5 £ 1644,5 pg/m?); PMys (178,8 +
140,1 pg/m?) ve PM; (91,4 £ 125,1 ug/m?) seviyelerinden daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ortalama TSP diizeyleri ise 2574 + 1537 pg/m? (540,8 - 4870,4) olarak
bulunmustur.

Iscilerin ortalama temas edilen mermer tozu diizeyinin iilkemizde ve
uluslararas1 kuruluslarca mesleki ortamlar i¢in izin verilen maruziyet siir degerini
(5000 pg/m?) asmadig1 belirlenmistir. Ancak, ebatlama ve kesim birimlerinde ¢alisan
5 ve 18 is¢inin (toplam % 47,9) sinir degere ¢ok yakin diizeyde (TSP konsantrasyonlari
sirasiyla 4237 pg/m?® ve 4870 ng/m?®) maruz kaldig: belirlenmistir.

Tiirkiye'de sadece solunabilir toz Olglimlerinin zorunlu olmasi nedeniyle
mermer tozu olusan ¢alisma alanlarinin ortam havasindaki kristal silika igerigi tespit
edilmemistir.

Calismamizdaki isciler bakim (% 6,25), cilalama (% 25), ebatlama (% 10,42),
sekil verme (% 12,5), kesim (% 37,5), marangozluk (% 2,08) ve seleksiyon (% 6,25)

gibi mermer isleme agamasindaki farkli boliimlerde ¢alismaktadirlar.
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Tablo 4.5. Mermer isleme tesislerinde degisik bolgelerden alinan hava 6rneklerindeki

partikiil madde 6l¢iim degerleri.

Is Boliimleri ve isyerleri TSP PMiy PMs PM;
(ng/m’) (ug/m’) (ng/m’) (ng/m’)
Bakim
Makine atolyesi torna makine alani 540,80 211,60 46,40 20,10
Cilalama
3+12 cila makine alani 6427,9 6247,1 135,29 46,79
2+10 cila makine girisi-1 2418.9 1947.,5 136,85 47,85
2+10 cila makine girisi-I1 2005,8 1208.,6 313,26 51,86
Plaka cila makine alani 1518,3 279,10 130,53 47,00
2+4 cila makine alani 1430,5 941,50 143,50 46,98
Ebatlama
6 kafal1 ebatlama makine alani 65279 65279 147,11 100,86
Ebatlama makine girisi-I 4914,7 4811,6 266,13 52,79
Ebatlama makine girisi-II 12704 407,00 270,80 120,86
Sekil verme
Eskitme alan1 1.hol 417,90 203,10 140,13 46,70
Eskitme alan1 2.hol 4170,7 3804,5 246,71 189,47
Eskitme alan1 3.hol 2578,6 3414,8 255,40 6,68
Kesim
Yarma makine alani 6527,9 65279 652,79 652,79
Yarma makine (SPX 610) alan1 3401,8 2814,9 246,17 86,83
Bas kesme makine alani-1 65279 65279 652,79 652,79
Bas kesme makine alani-11 6527,9 65279 652,79 652,79
Yan kesme makine alani 64279 65279 220,80 16,53
Koprii kesme makine (BRX-3000) alan1  4817,8 4311,4 252,86 52,79
Koprii kesme makine (KRX-1203) alan1  6527,9  6527,9 652,79 652,79
ST-1 makine alam 3114,8 2911,7 252,79 46,83
ST-2 makine alam 6527,9 65279 652,79 652,79
ST-3 makine alani 6527,9 65279 652,79 652,79
ST-4 makine alani 6527,9 65279 652,79 652,79
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Tablo 4.5. (devam) Mermer isleme tesislerinde degisik bolgelerden alinan hava
orneklerindeki partikiil madde 6l¢tim degerleri.

ST-5 makine alani
ST-6 makine alani
42 lemal1 katrak makinesi
Biiytik kartak (KT80) makine alani
Ince kesim katrak makine alani
3'lii lemal1 katrak makinesi
Marangozluk
Marangozhane
Seleksiyon

Seleksiyon alani

6527,9
6527,9
2647,5
1590,2
1250,8
795,20

1820,6

1401,3

6527,9
6527,9
1950,3
596,80
410,50
605,30

926,70

673,80

652,79
652,79
317,83
146,11
218,51
119,46

35,21

126,25

652,79
652,79
47,81
67,17
47,11
24,51

4,98

45,11

TSP: Total siispande partikiil, PMo: Aerodinamik ¢ap1 10 um’den kiigiik partikiil madde, PM, s: Aerodinamik
gap1 2,5 um’den kiigiik partikiil madde; PM;: Aerodinamik ¢ap1 1 pm’den kiigiik partikiil madde. Olg¢iimler

ii¢ tekrar yapilmustir.

Tablo 4.6. Mermer isleme tesislerinde ortalama partikiil madde 6l¢iim degerleri.

n Maske TSP PMio PM; 5 PM; Simir
kullanomi  (ng/m3) (ug/m® (ng/m3) (ng/m’) deger
(ng/m?)

Bakim 3 1(33,3%) 540,8 211,6 46,4 20,1 5000,0
Cilalama 12 5(41,7%) 2760,3 2124,8 171,9 48,1 5000,0
Ebatlama 5 0(0,0%) 4237,7 3717,2 186,1 69,5 5000,0
Sekil verme 6 3(50,0%) 2389,1 2528,2 2358 83,3 5000,0
Kesim 18 3(16,7%) 4870,4 4640,0 450,0 368,5 5000,0
Marangozluk I 0(,0%) 1820,6 926,7 35,2 5,0 5000,0
Seleksiyon 3 0(0,0%) 1401,3 673.,8 126,3 45,1 5000,0
Ortalama 25743 2117,5 178,8 91,4
Standart sapma 1537,7 1644,5 140,1 125,1

Maske kullanim degerleri birey sayisi (%) olarak verilmistir. n: birey sayisi, TSP: Total siispande partikiil,
PMjo: Aerodinamik ¢ap1 10 um’den kiigiik partikiil madde, PM,s: Aerodinamik ¢ap1 2,5 pum’den kiigiik
partikiil madde, PM;: Aerodinamik ¢ap1 1 pm’den kiigiik partikiil madde. Ol¢iimler ii¢ tekrar yapilmistir.
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4.3. Solunum Fonksiyon Testi ve Akciger Filmine iliskin Bulgular

Mermer tozuna maruz kalan is¢ilerin akciger islevlerini degerlendirmek igin
spirometrik inceleme ile zorlu soluk vermenin 1. saniyesinde disar1 atilan soluk hacmi
(FEV1) ve zorlu vital kapasite (FVC) odlgiilerek FEV1/FVC degerleri belirlenmistir.
Bu oranin % 75 ve daha diisiik bulunmasi hava yolu tikanikliginin bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir (180).

Iscilerin solunum fonksiyon test degerleri, solunum fonksiyon bozuklugunun
tipi (obstriiktif, restriktif veya miks tip) ve akciger radyografi degerlendirmesi Tablo
4.7'de verilmistir. Kontrol grubu normal solunum fonksiyonlarina sahip bireylerden
olusturulmustur.

Isci grubunun ortalama FEVI1/FVC degerleri % 85,96 + 18,68 olarak
bulunmustur. Ortalama FEV1 degerlerinin (% 59,85 + 20,63) ve ortalama FVC
degerlerinin (53.58 £+ % 20,36) normalden (> % 80) diisiik oldugu belirlenmistir.

Solunum fonksiyon testlerinde 14 is¢i (% 29,17) normal sinirlarda, 34 isci (%
71,83) obstriiktif, restriktif veya miks tipte oldugu belirlenmistir.

30 is¢inin (% 62,5) akciger radyografileri normal bulunurken, 14 is¢ide (%
37,5) asimetrik veya simetrik lenfadenopati (% 29,2) ve 4 iscide (% 8,3)

retikiilonodiiler opasite gozlenmistir.
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Tablo 4.7. Mermer tozuna maruz kalan is¢ilerin solunum fonksiyon parametreleri ve
akciger radyografisine iligkin bulgular.

Degiskenler Isciler (n=48)

Solunum fonksiyon testleri

Fonksiyonel ekspiratuvar voliim (FEV1) 59,85 £20,63
(15-100)
Zorlu vital kapasite (FVC) 53,58 £20,36
(13-95)
FEV1/FVC 85,96 + 18,68
(27-122)
Solunum fonksiyon bozuklugunun tipi
Normal 14 (% 29,17)
Obstriiktif tip 1 (% 2,08)
Restriktif tip 23 (% 47,92)
Miks tip 10 (% 20,83)
Akciger radyografi
Normal 30 (% 62,5)
Asimetrik lenfadenopati 11 (% 22,92)
Simetrik lenfadenopati 3 (% 6,25)
Retikiilonodiiler opasite 4 (% 8,33)

Degerler ortalama =+ standart sapma (aralik) olarak verilmistir. Solunum fonksiyon bozuklugunun tipi
ve akciger radyografi degerlendirmeleri birey sayisi (%) olarak verilmistir.

4.4. Biyokimyasal Parametrelere iliskin Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrollerin ortalama
biyokimyasal parametreleri Tablo 4.8.'de verilmistir. Toplam kolesterol diizeyleri
disinda iki grup arasinda anlamli fark bulunmamistir (»>0,05). Toplam kolesterol

diizeyleri kontrol grubunda istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (»<0,05).
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Tablo 4.8. Mermer tozuna maruz kalan is¢i grubu ve kontrol grubunun biyokimyasal
parametrelerine iligkin bulgular.

Parametreler Isciler (n= 48) Kontrol (n=41) )2

WBC (10%/ul) 7,91 + 1,62 7,82 + 1,69 0,809
(4,87-11,07) (4,37-12,72)

RBC (10%/ul) 5,35 +0,37 5,35+0,55 0,942
(4,66-6,67) (4,27-6,99)

HG (g/dl) 15,48 + 1,05 15,35+ 1,10 0,578
(12,5-18) (12,1-17,7)

HCT (%) 45,06 +2,82 45,12 £3,13 0,925
(33,8-49,2) (36,2-51,3)

MCV (f1) 85,0 +£5,39 84,71 £ 5,93 0,813
(64,5-93,2) (62,5-94,2)

MCH (pg) 29,07 £ 2,44 28,85 £2,35 0,672
(20,2-32) (19,9-32,3)

MCHC (g/dl) 34,15+ 1,29 34,03 +£ 0,94 0,625
(31,4-36,8) (31,8-36,5)

PLT (10°/ul) 225,2 £ 60,29 2427 +£43,37 0,122
(108-388) (142-334)

RDW-SD (fl) 38,98 +2,13 39,56 + 2,46 0,242
(34,3-43,6) (34,5-44,2)

RDW-CV (%) 12,8+ 1,11 13,08 + 1,30 0,286
(11,7-17,5) (11,5-18,7)

PDW (fl) 13,47 +£ 1,98 13,29 +£2,01 0,675
(10,1-19,6) (10,4-20,4)

MPV (1) 10,92 + 0,84 10,53 + 1,69 0,193
(9,3-12,7) (1,4-13)

P-LCR (%) 32,07 £ 8,07 31,62 + 6,87 0,780
(0,9-48,04) (20,7-48,3)

PCT (%) 0,24 £ 0,06 0,26 + 0,05 0,203
(0,13-0,44) (0,16-0,35)
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Tablo 4.8. (devam) Mermer tozuna maruz kalan is¢i grubu ve kontrol grubunun
biyokimyasal parametrelerine iliskin bulgular.

NRBC (%)

Notrofil (103/ul)

Monosit (10°/pl)

Lenfosit (10°/pl)

Eosinofil (103/ul)

Basofil (103/ul)

IG (10%/pl)

CRP (mg/dl)

AST (U/l)

ALT (U/1)

TK (mg/dl)

HDL (mg/dl)

0+0
(0-0,01)
4,83 +131
(2,49-8,54)
0,52+ 0,17
(0,33-1,32)
2,33+ 0,69
(1,48-4,08)
0,17 0,12
(0,03-0,57)
0,05 + 0,02
(0,01-0,13)
0,03 + 0,02
(0,01-0,11)
0,14+ 0,16
(0-0,4)
21,56 + 4,14
(13,9-33,5)
21,68 +9,71
(10,1-56,3)

158,7+41,19

(90,8-273,6)
39,67 +7,14
(27,5-57.,5)

0+0
(0-0)

438 +1,36
(2,09-7,85)
0,60 + 0,13
(0,38-0,79)
2,57 +0,74
(1,27-4,52)
0,21 0,10
(0,03-0,48)
0,05 + 0,02
(0,02-0,11)
0,03 + 0,01
(0,01-0,07)
0,15+ 0,17
(0-0,6)

20,21 5,91
(11,6-41,4)
25,90 = 17,09
(9,1-89,4)
176,5 + 32,90
(113,9-273,6)
41,77 11,38
(25,1-83,2)

0,160

0,119

0,095

0,115

0,139

0,826

0,677

0,746

0,225

0,167

0,026*

0,310

Olgiimler ¢ift tekrar yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. 2p<0,05;
is¢i grubu kontrol grubu ile karsilastirilmigtir. WBC: Beyaz kan hiicresi; RBC: Kirmizi kan hiicresi;
HG: Hemoglobin; HCT: Hematokrit; MCV: Ortalama korpiiskiiler hacim; MCH: Ortalama korpiiskiiler
hemoglobin; MCHC: Ortalama korpiiskiiler hemoglobin konsantrasyonu; PLT: Trombosit; RDW-SD:
Trombosit dagilim genisligi standart sapmasi; RDW-CV: Kirmizi hiicre dagilim genisligi; PDW:
Trombosit dagilim genisligi; MPV: Ortalama trombosit hacmi; P-LCR: Trombosit-biiyiik hiicre oran;
PCT: Prokalsitonin; NRBC: Cekirdekli kirmizi kan hiicresi; I1G: Immiinoglobulin G; CRP: C-reaktif
protein; AST: Aspartat aminotransferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; TK: toplam kolesterol; HDL:

Yiiksek yogunluklu lipoprotein.
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4.5. Oksidatif Stres ve Immiin Parametrelere Iliskin Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol grubundaki her bir
bireyin plazma SOD, CAT, GR, GPx enzim aktiviteleri ve GSH, MDA, 8-OHdG,
TNF-alfa, IL-1beta, CC16 diizeyleri Tablo 4.9. ve Tablo 4.10.’da; gruplarin ortalama
degerleri Tablo 4.11.’de verilmistir.

Isci grubunun SOD, CAT, GR, GPx enzim aktiviteleri ile GSH ve CC16
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).
MDA, 8-OHdG, TNF-alfa ve IL-1beta seviyeleri ise, is¢i grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Mermer isleme tesislerinde 10 yildan fazla siire ¢alisan is¢ilerde, GSH ve CC16
diizeylerinin daha diisiik ve MDA, TNF-alfa ve IL-1beta diizeylerinin daha yiiksek
oldugu bulunmustur (p<0,05). Maruziyet siiresi artttkca GSH (regresyon katsayisi
(r)=-0.516) ve CC16 (r=-0.635) diizeylerinin azaldigi; MDA (r=0.406), TNF-alfa
(r=0.654) ve IL-1beta (r=0.621) seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Maruz kalma siiresi
ile SOD, CAT, GR, GPx ve 8-OHdG arasinda korelasyon bulunmamustir.

Iscilerde koruyucu maske kullanimi oksidatif stres ve immiin parametreleri

degistirmemistir.
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Tablo 4.9. Mermer tozuna maruz kalan is¢i grubunun oksidatif stres ve immiin
parametrelerine iligkin bulgular.
No Kod SOD CAT GR GPx GSH MDA 8-OHdG TNF-a IL-1b CCl16

(U/ml) (nmol/  (nmol/  (nmol/ (M) (M) (ng/ml) (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)
dk/ml)  dk/ml)  dk/ml)

1 MO004 043 76,15 22,72 129,00 15,48 2,21 26,87 8,02 2,02 622,3
2 MO005 0,15 67,05 3021 90,42 8,35 2,18 35,19 8,45 2,08 637,7
3  MO006 0,14 66,84 28,47 123,02 6,97 3,25 31,75 34,88 10,05 411,8
4 MO007 0,28 99,51 25,57 128,33 10,42 1,98 25,63 13,69 2,88 5823
5 Mo08 0,19 79,53 25,01 130,94 7,36 1,96 29,90 8,86 2,54 499,1
6 MO009 0,39 9191 18,95 110,19 3,17 2,98 20,95 28,96 12,16  441,7
7 MO10 0,16 74,29 19,36 130,18 2,98 3,15 34,38 18,15 15,93  406,0
8§ MO11 0,29 86,84 16,15 141,13 6,22 2,15 26,53 7,81 2,10 732,1
9 MO12 0,16 60,08 26,69 121,07 8,33 2,56 38,22 8,23 1,97 980,0
10 MO15 0,38 63,87 29,10 125,47 13,35 28 36,40 9,33 2,31 500,6
11 MOl6 0,16 48,65 30,05 122,19 4,13 3,42 49,32 22,82 4,57 300,8
12 MO17 0,26 85,49 22,69 130,98 1591 2,12 26,41 20,29 23,69 6689
13 MO18 047 77,43 26,69 127,12 8,56 1,86 24,63 7,99 1,91 691,8
14 MO19 0,23 74,86 30,72 137,69 12,98 1,96 30,21 12,18 13,83  714,2
15 MO020 0,20 62,15 26,44 137,15 6,43 2,25 35,28 38,69 25,37 371,1
16 MO021 0,31 72,29 17,47 131,71 6,47 2,05 31,26 17,94 4,17 445,1
17 MO022 0,28 57,66 26,64 142,72 14,10 2,04 32,47 11,11 2,45 430,7
18 MO023 0,34 83,09 27,46 109,35 10,00 2,63 27,99 11,14 7,98 448,8
19 Mo024 0,18 62,22 20,65 112,16 11,72 2,86 37,51 24,93 4,19 664,2
20 MO025 0,37 78,92 34,84 113,31 8,41 1,89 26,25 9,82 2,16 5679
21 MO026 0,12 83,23 28,12 129,22 11,38 1,77 24,70 10,38 8,85 348,0
22 MO027 0,15 72,12 26,64 131,07 7,94 2,45 37,62 12,98 1,93 498.,9
23 MO028 0,13 84,45 38,82 128,52 16,04 2,13 27,12 22,81 3,06 354,2
24 MO029 0,21 90,13 22,57 127,51 8,84 2,28 30,62 11,79 2,46 6189
25 MO030 0,20 48,42 32,14 124,26 8,75 2,89 37,73 9,48 2,12 665,8
26 MO031 0,23 47,74 37,24 161,89 9,06 3,16 38,05 10,83 10,69 447.4
27 MO032 0,32 81,27 30,46 100,03 13,23 2,47 29,84 15,67 2,03 483,0
28 MO033 0,28 74,04 26,79 131,45 5,96 3,12 35,35 18,30 9,91 511,1
29 MO034 0,18 46,30 33,26 128,11 3,43 3,96 45,05 18,52 1,88 531,1
30 MO035 0,34 57,26 25,772 128,24 11,35 2,17 20,65 11,30 6,66 585,1
31 MO037 0,17 32,94 20,83 146,29 7,17 3,43 44,72 8,12 1,70 584,3

W
N

MO038 0,25 77,41 22,97 136,80 13,88 2,26 32,78 17,35 10,40 451,2
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Tablo 4.9. (devam) Mermer tozuna maruz kalan is¢i grubunun oksidatif stres ve
immiin parametrelerine iliskin bulgular.

33 MO039 0,17 91,91 27,81 153,99 8,64 2,94 36,26 11,01 2,28 757,8
34 MO040 0,32 5548 35,776 135,50 11,61 3,27 41,49 8,33 2,99 565,1
35 Mo041 0,12 33,19 20,24 91,82 3,56 3,52 50,23 34,37 13,08 3933
36 MO042 0,37 97,05 31,28 96,21 8,76 2,76 30,50 8,32 2,13 697,6
37 MO043 0,23 81,71 32,04 139,95 7,03 2,25 29,43 10,04 2,52 704,4
38 Mo044 0,19 52,03 27,46 132,50 4,85 3,21 45,59 18,29 4,67 259,2
39 MO045 0,20 87,50 26,95 105,22 5,42 2,56 27,48 18,92 2,76 480,6
40 MO046 030 74,03 21,34 112,19 6,98 1,53 21,83 13,27 2,31 803,4
41 MO047 0,27 44,74 23,64 117,73 9,07 3,16 42,63 18,37 16,36 302,6
42 MO048 0,18 113,85 10,46 129,51 8,48 1,48 28,43 8,17 1,70 510,3
43 MO049 0,35 86,56 31,02 129,51 5,30 298 22,16 7,93 2,85 411,0
44 MO050 0,27 38,78 23,779 100,35 3,43 3,27 52,36 8,39 3,69 3914
45 MO51 0,41 85,16 23,64 128,33 9,89 3,16 32,27 11,15 5,47 495,2
46 MO052 0,25 45,50 32,86 133,01 12,01 3,45 41,49 7,93 2,51 643,7
47 MO053 0,35 82,01 21,65 108,85 6,22 2,775 27,45 18,77 12,00  298,2
48 MO054 0,29 86,33 15,03 118,46 7,15 1,96 19,29 13,05 11,32 4613

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. SOD: Siiperoksit dismutaz; CAT: katalaz; GR: Glutatyon rediiktaz;
GPx: Glutatyon peroksidaz; GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; 8-OHdG: 8-Hidroksi-2’-
deoksiguanozin, TNF-a: Tiimor Nekroz Faktorii-alfa; IL-1b: Interlokin 1beta; CC16: Clara hiicre
protein 16.

Tablo 4.10. Kontrol grubunun oksidatif stres ve immiin parametrelerine iliskin
bulgular.
No Kod SOD CAT GR GPx GSH MDA 8-OHdG TNF-a IL-1b CC16

(U/ml) (nmol/  (nmol/  (nmol/ (UM) (UM) (ng/ml) (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)
dk/ml)  dk/ml)  dk/ml)

1 K001 0,22 99,67 44,01 159,01 9,60 2,12 31,90 7,87 10,24  610,8
2 K002 0,42 125,38 44,32 98,88 13,62 1,26 18,66 12,45 2,07 6740
3 K003 0,49 9548 4791 142,03 5,21 1,75 29,14 8,26 2,37  686,8
4 K004 0,43 113,40 33,24 163,93 6,67 1,88 29,21 11,87 5,77 1121,0
5 K005 0,27 103,65 53,03 174,18 13,31 1,28 19,50 8,82 5,74 1248,5
6 K006 0,33 88,82 79,46 140,88 15,56 1,54 17,39 15,30 7,92 1131,0
7 K007 0,58 103,19 32,09 112,83 17,82 1,86 17,59 8,33 2,28 1164,8
8§ K008 0,47 80,22 27,35 106,27 9,67 2,11 26,97 8,79 2,10 663,5
9 K009 0,29 123,41 51,42 154,79 22,95 1,21 16,50 9,07 2,52 1124,8
10 KO10 0,46 115,93 40,95 107,48 9,85 1,29 19,33 10,14 2,10 1059,5
11 KOI1 0,55 116,66 44,70 126,17 11,63 1,57 19,33 17,86 2,25 1032,8
12 KO12 0,37 109,85 52,42 133,20 13,86 1,62 21,85 8,89 4,17 507,5
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Tablo 4.10. (devam) Kontrol grubunun oksidatif stres ve immiin parametrelerine

iliskin bulgular.
13 K013 0,28 74,91 40,34 131,42 7,51 2,26 42,16 8,75 2,28 1019,2
14 KO014 0,30 90,81 45,16 128,79 20,35 1,68 17,30 10,06 2,30 711,0
15 KO0I5 0,48 113,55 30,33 148,74 11,62 1,93 24,68 8,68 2,98 711,7
16 KO16 0,30 91,41 30,87 141,86 12,72 1,83 14,31 8,11 4,04 1017,0
17 K017 0,30 97,72 26,51 132,86 13,96 1,46 18,62 8,14 3,62 8773
18 KO0I18 0,44 92,40 37,52 147,78 10,31 1,77 21,03 8,18 2,56 598,8
19 KO019 0,33 90,67 38,43 116,65 8,46 1,84 21,42 14,13 2,39 603,5
20 K020 0,38 120,82 3522 97,71 9,96 225 27,38 10,69 4,39 717,0
21 KO021 0,46 76,29 40,42 134,57 15,69 2,42 26,47 10,92 1,93 708,3
22 K023 0,34 98,01 23,15 110,06 16,53 2,38 29,24 9,19 4,58 615,8
23 K024 0,36 105,82 31,71 148,20 23,59 1,76 19,32 9,24 4,59 1401,2
24 K025 0,39 107,39 18,34 125,09 15,88 1,64 17,41 10,77 2,62 869,8
25 K026 0,22 90,15 22,69 110,63 9,63 2,18 25,14 16,63 3,36 958,3
26 KO027 0,41 93,32 19,10 98,92 11,70 2,24 29,12 10,04 2,41 831,7
27 KO028 0,29 115,16 28,04 138,23 17,39 2,2 25,08 11,77 4,48 996,8
28 K029 036 77,60 21,78 175,45 13,01 1,96 24,50 10,94 2,73 719,3
29 KO030 0,38 84,00 41,36 139,92 9,36 3,45 35,65 8,87 3,57 900,2
30 KO31 0,67 121,19 30,41 137,24 13,28 1,25 8,18 9,65 8,77 1085,8
31 KO032 0,29 85,83 17,42 135,50 13,64 1,96 17,34 10,92 1,89 1144,7
32 K033 0,37 103,33 26,51 135,94 9,20 3,21 30,36 8,67 2,02 1137,2
33 KO034 0,41 116,62 25,44 298,40 10,92 3,16 28,09 11,81 1,96 693,7
34 KO035 0,40 96,58 24,14 140,88 10,57 2,26 22,81 15,27 2,08 944.8
35 KO036 0,30 112,39 27,05 137,85 13,80 2,32 2229 12,49 2,17 507,8
36 KO037 0,38 87,52 24,07 102,67 5,33 3,12 3744 8,60 1,89 625,0
37 KO038 0,34 92,33 30,33 143,01 17,75 1,93 17,20 10,61 3,06 1192,5
38 KO039 0,47 80,53 24,55 149,44 4,48 3,26 37,22 15,89 1,95 657,2
39 K040 0,51 88,90 44,75 128,33 10,24 235 26,37 13,75 3,63 1080,5
40 KO041 0,42 90,17 29,72 136,13 9,02 2,33 23,61 8,06 2,01 1198,2
41 KO042 0,34 94,89 33,54 125,72 14,01 2,79 31,94 8,77 4,78 1391,5

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. SOD: Siiperoksit dismutaz; CAT: katalaz; GR: Glutatyon rediiktaz;
GPx: Glutatyon peroksidaz; GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; 8-OHdG: 8-Hidroksi-2’-
deoksiguanozin, TNF-a: Tiimor Nekroz Faktorii-alfa; IL-1b: Interlokin 1beta; CC16: Clara hiicre
protein 16.



95

Tablo 4.11. Mermer tozuna maruz kalan is¢i grubu ve kontrol grubunun oksidatif stres
ve immiin parametrelerine iliskin bulgular.

Parametre Isci (n=48) Kontrol (n=41) p

SOD (U/ml) 0,26 +£0,09 0,39 +£0,10 <0,001 @
(0,12-0,47) (0,22-0,67)

CAT (nmol/dk/ml) 71,25 + 18,35 99,17 + 13,98 <0,001 @
(32,94-113,85) (74,91-125,38)

GR (nmol/dk/ml) 26,17 £ 5,86 34,63 + 12,08 <0,001 @
(15,03-38,82) (17,42-79,46)

GPx (nmol/dk/ml) 125,0 + 14,99 137,0 +£32,23 0,033 ¢
(90,42-161,89) (97,71-298,40)

GSH (uM) 8,68 + 3,47 12,43 +4,38 <0,001 @
(2,98-16,04) (5,21-23,59)

MDA (uM) 2,60 + 0,60 2,07 £ 0,58 <0,001 2
(1,48-3,96) (1,21-3,45)

8-OHdG (ng/ml) 32,92 + 8,07 24,12 + 7,03 <0,001 @
(19,29-52,36) (8,18-42,16)

TNF-alfa (pg/ml) 14,73 £ 7,62 10,66 + 2,63 <0,001 @
(7,81-38,69) (7,87-17,86)

IL-1beta (pg/ml) 6,14 £5,78 3,43 +£1,93 0,003 #
(1,70-25,37) (1,89-10,24)

CC16 (pg/ml) 528,6 = 150,0 901,0 +247,0 <0,001 @
(259,2-980) (598,8-1401,2)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Degerler ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. *p
<0.05, is¢i grubu kontrol grubu ile karsilagtirilmistir. SOD: Siiperoksit dismutaz; CAT: katalaz; GR:
Glutatyon rediiktaz; GPx: Glutatyon peroksidaz; GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; 8-OHdG: 8-
Hidroksi-2’-deoksiguanozin; TNF-alfa: Tiimor Nekroz Faktorii-alfa; IL-1beta: interlokin 1beta; CC16:

Clara hiicre protein 16.

4.5.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine iliskin Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrollerin plazma SOD

aktiviteleri Tablo 4.12.’de gdsterilmistir. Iscilerin plazma SOD aktiviteleri, kontrol

grubundaki bireylerden istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki iscilerin plazma SOD aktiviteleri ayni yas
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grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).
Orta yas (41-60 yas) grubundaki iscilerin plazma SOD aktiviteleri ayn1 yas grubundaki
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).

Sigara igen is¢ilerin plazma SOD aktiviteleri sigara i¢cen kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamli diigiik bulunmustur (p<0,05). Sigara i¢meyen is¢ilerin plazma
SOD aktiviteleri sigara igmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik
bulunmustur (p<0,05).

Isci ve kontrol grubunda yaslarin ve sigara kullanim durumlarinin plazma SOD
aktivitelerine olan etkisi incelendiginde, yas artist ve sigara kullanimi ile SOD
aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamaistir (p>0,05).

Isciler calisma siirelerine (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-35 yil))
gore gruplandirilarak plazma SOD aktivitesine etkisi incelenmistir. Plazma SOD
aktiviteleri ile ¢alisma stireleri arasinda korelasyon bulunmamistir (p>0,05).

Koruyucu maske kullaniminin is¢ilerin plazma SOD aktivitelerine etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.12. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada SOD
aktivitesinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
0,26 + 0,09 0,39 + 0,10
(0,12-0,47) (0,22-0,67) *
Yas
Geng Yas (19-40) 0,25+0,10 0,38+ 0,10
(0,12-0,47) (0,22-0,67) *
Orta Yas (41-60) 0,27 £ 0,08 0,40 +£ 0,08
(0,15-0,39) (0,29-0,55) *
Sigara Kullanimi
Evet 0,26 = 0,10 0,40 £ 0,11
(0,12-0,47) (0,27-0,67) *
Hayir 0,25+ 0,08 0,38 + 0,09
(0,12-0,43) (0,22-0,55) *
Calisma Siiresi (yil) -
Kisa stire (0,5-4,5) 0,26 +£0,10
(0,13-0,47)
Orta siire (5-15) 0,26 £ 0,08
(0,12-0,41)
Uzun siire (16-35) 0,24 £0,09
(0,12-0,39)
Maske Kullanimi -
Evet 0,27 £ 0,11
(0,12-0,47)
Hayir 0,25 £ 0,08
(0,12-0,43)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. *p
<0.05, is¢i grubu kontrol grubu ile karsilastirilmustir.
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4.5.2. Katalaz Aktivitesine Iliskin Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrollerin plazma CAT
aktiviteleri Tablo 4.13.’te gosterilmistir. Iscilerin plazma CAT aktiviteleri, kontrol
grubundaki bireylerin plazma CAT aktivitelerinden istatistiksel anlamli diisiik
bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki iscilerin plazma CAT aktiviteleri ayni yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).
Orta yas (41-60 yas) grubundaki iscilerin plazma CAT aktiviteleri ayn1 yas grubundaki
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).

Sigara icen is¢ilerin plazma CAT aktiviteleri sigara icen kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05). Sigara igmeyen is¢ilerin
plazma CAT aktiviteleri sigara igmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli
diisiik bulunmustur (p<0,05).

Isci grubunda yas artist ve sigara kullanimi ile CAT aktivitesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamastir (p>0,05). Kontrol grubunda ise yas
artis1 ile enzim aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamakla
birlikte (p>0,05), beklenmeyen bir sekilde sigara igmeyen kontrol grubundaki
bireylerin CAT aktivitesi sigara igen kontrol grubundaki bireylerden istatistiksel
anlaml diisiik bulunmustur (p<0,05).

Isciler calisma siirelerine gore (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 yil)) gruplandirilarak plazma CAT aktivitesine etkisi incelenmistir. Plazma CAT
aktiviteleri ile ¢alisma stireleri arasinda korelasyon bulunmamistir (p>0,05).

Koruyucu maske kullaniminin isgilerin plazma CAT aktivitelerine etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.13. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada CAT
enzim aktivitesinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

Katalaz Aktivitesi
Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
71,25 £ 18,35 99,17 + 13,98
(32,94-113,85) (74,91-125,38) 2
Yas

Geng Yas (19-40)

Orta Yas (41-60)

Sigara Kullanimi

Evet

Hayir

Calisma Siiresi (yil)
Kisa stire (0,5-4,5)

Orta siire (5-15)

Uzun siire (16-35)

Maske Kullanimi
Evet

Hayir

71,06 + 18,68
(32,94-113,85)
71,63 + 18,27
(38,78-99,51)

74,07 £ 19,18
(32,94-113,85)
67,30 = 16,80
(38,78-99,51)

79,00 + 15,84
(48,42-113,85)
68,23 + 18,83
(32,95-97,05)
66,58 + 18,81
(33,19-91,91)

64,91 + 21,02
(33,19-91,91)
73,36 + 17,18
(32,94-113,85)

97,75 + 13,90
(74,91-123,41)2
101,62 + 14,24
(80,53-125,38)2

104,43+11,16
(85,83-125,38)2
95,81 + 14,75
(74,91-123,41) 2

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. *p
<0,05, isci grubu kontrol grubu ile karsilastinlmstir; % <0,05, sigara igen bireyler sigara igmeyen

bireyler ile karsilastirilmustir.
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4.5.3. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesine iliskin Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrollerin plazma GR
aktiviteleri Tablo 4.14.’te gosterilmistir.

Iscilerin plazma GR aktiviteleri, kontrol grubundaki bireylerin plazma GR
aktivitelerinden istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki iscilerin plazma GR aktiviteleri, ayn1 yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).
Orta yas (41-60 yas) grubundaki iscilerde de benzer sekilde plazma GR aktiviteleri
ayni yas grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur
(»<0,05).

Sigara icen iscilerin plazma GR aktiviteleri sigara i¢cen kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05). Sigara icmeyen iscilerin plazma GR
enzim aktiviteleri sigara icmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlaml diisiik
bulunmustur (p<0,05).

Isci ve kontrol grubunda yaslarmn ve sigara kullanim durumlarinin plazma GR
aktivitelerine olan etkisi incelendiginde, yas artis1 ve sigara kullanimi ile GR aktivitesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamaistir (p>0,05).

Isciler caligma siirelerine gore (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 y1l)) gruplandirilarak plazma GR aktivitelerine etkisi incelenmistir. Iscilerin plazma
GR aktiviteleri arasinda korelasyon bulunmamuistir. (p> 0,05).

Koruyucu maske kullaniminin isgilerin plazma GR aktivitelerine etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (p> 0,05).
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Tablo 4.14. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada GR
aktivitesinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
26,17 + 5,86 34,63 £12,08
(15,03-38,82) (17,42-79,46) *
Yas
Geng Yas (19-40) 26,56 £ 5,95 35,40 + 13,37
(10,46-38,82) (19,10-79,46)*
Orta Yas (41-60) 25,41 £5,76 33,29 +9,75
(15,03-35,76) (17,42-47,91)*
Sigara Kullanimi
Evet 25,01 £ 6,15 30,87 £9,71
(10,46-38,82) (17,42-53,03)*
Hayir 27,81 £5,12 37,04 + 13,00
(15,03-37,24) (21,78-79,46)*
Calisma Siiresi (yil) -
Kisa stire (0,5-4,5) 25,38 £ 7,11
(10,46-38,82)
Orta siire (5-15) 28,56 £ 4,24
(20,83-37,24)
Uzun stire (16-35) 21,87 £4,50

(15,03-28,47)

Maske Kullanimi -

Evet 25,42 £ 6,99
(15,03-37,24)
Hayir 26,43 £5,52

(10,46-38,82)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. *p
<0.05, is¢i grubu kontrol grubu ile karsilastirilmustir.
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4.5.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesine liskin Bulgular

Mesleki mermer tozuna maruz kalan isci ve kontrollerin plazma GPx
aktiviteleri Tablo 4.15.’te gdsterilmistir. Iscilerin plazma GPx aktiviteleri, kontrol
grubundaki bireylerin plazma GPx aktivitelerinden istatistiksel anlamli diisiik
bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki iscilerin plazma GPx aktiviteleri ayni yas
grubundaki kontrole kiyasla istatistiksel anlaml1 diistik bulunmustur (p<0,05). Orta yas
(41-60 yas) grubundaki isgilerin plazma GPx aktiviteleri ile ayn1 yas grubundaki
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamastir (p>0,05).

Sigara icen is¢ilerin plazma GPx aktiviteleri sigara i¢cen kontrol grubuna gore
istatistiksel anlaml1 fark bulunmamistir (p>0,05). Sigara icmeyen iscilerin plazma GPx
aktiviteleri sigara igmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli fark
bulunmamaistir (p>0,05).

Isci ve kontrol grubunda yaslarin ve sigara kullanim durumlarimin plazma GPx
aktivitelerine olan etkisi incelendiginde, yas artis1 ve sigara kullanimi ile enzim
aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamaistir (p>0,05).

Isciler calisma siirelerine gore (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 yil)) gruplandirilarak plazma GPx aktivitelerine etkisi incelenmistir. Iscilerin
plazma GPx aktiviteleri arasinda korelasyon bulunmamuistir. (p>0,05).

Koruyucu maske kullannominin is¢ilerin plazma GPx aktivitelerine etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.15. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada GPx
aktivitesinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
125,01 + 14,99 137,02+ 32,23
(90,42-161,89) (97,71-298,40) 2

Yas

Geng Yas (19-40) 125,72 + 14,63
(91,82-161,89)

123,61 + 16,07

142,17 + 37,34
(98,92-298,40) °

Orta Yas (41-60) 128,09 + 18,54

Sigara Kullanimi
Evet

Hayir

Calisma Siiresi (yil)
Kisa stire (0,5-4,5)

Orta siire (5-15)

Uzun stire (16-35)

Maske Kullanimi

Evet

Hayir

(90,42-153,99)

122,71 + 14,35
(91,82-146,29)
128,24 + 15,63
(90,42-161,89)

123,74 + 10,30

(100,03-141,13)

127,95 + 17,70
(90,42-161,89)
120,16 + 13,83
(91,82-137,15)

118,78 + 17,81
(91,82-161,89)
127,09 + 13,57
(90,42-153,99)

(97,71-149,44)

129,81 + 19,83
(98,88-174,18)
141,63 + 37,80
(97,71-298,40)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. *p

<0.05, is¢i grubu kontrol grubu ile karsilastirilmustir.
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4.5.5. Glutatyon Diizeylerine iliskin Bulgular

Mesleki mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrollerin plazma GSH diizeyleri
Tablo 4.16.’da gosterilmistir. Iscilerin plazma GSH diizeyleri, kontrol grubundaki
bireylerin plazma GSH diizeylerinden istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur
(»<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki isgilerin plazma GSH diizeyleri aynm yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla ve ayrica orta yas (41-60 yas) grubundaki is¢ilerin
plazma GSH diizeyleri ayni yas grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
anlaml diisiik bulunmustur (p<0,05).

Sigara icen iscilerin plazma GSH diizeyleri sigara icen kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05). Sigara i¢cmeyen is¢ilerin plazma
GSH diizeyleri sigara igmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik
bulunmustur (p <0,05).

Isci ve kontrol grubunda yaslarin ve sigara kullanim durumlarinin plazma GSH
diizeylerine olan etkisi incelendiginde, yas artis1 ve sigara kullanimi ile GSH diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamaistir (p>0,05).

Isciler calisma siirelerine gore (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 yil)) gruplandirilarak plazma GSH diizeylerine etkisi incelenmistir. Uzun siireli
calisan iscilerin plazma GSH diizeyleri diger isciler ile kiyaslandiginda istatistiksel
anlaml diisiik bulunmustur (p<0,05). Diisiik ve orta siire ¢alisan is¢ilerin plazma GSH
diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamastir (p>0,05).

Koruyucu maske kullaniminin isgilerin plazma GSH diizeylerine etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.16. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada GSH
diizeylerinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

Glutatyon Diizeyleri
Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
8,68 + 3,47 12,43 £4,38
(2,98-16,04) (5,21-23,59) @
Yas
Geng Yas (19-40) 9,33 +3,53 12,31 £3,76
(3,43-16,04) (6,67-22,95)*
Orta Yas (41-60) 7,40 + 3,06 12,64 £ 5,42
(2,98-12,01) (4,48-23,59)2
Sigara Kullanimi
Evet 8,54 + 3,59 13,39 + 3,64
(2,98-16,04) (8,46-23,59)2
Hayir 8,88 +3,39 11,81 £4,75
(3,43-15,48) (4,48-22,95)2
Calisma Siiresi (yil) -
Kisa stire (0,5-4,5) 9,79 + 3,01
(6,22-16,04)
Orta siire (5-15) 9,27 £ 3,62
(3,43-15,91)
Uzun stire (16-35) 5,69 £ 1,99
(2,98-9,07)"
Maske Kullanimi -
Evet 7,06 + 3,95
(2,98-16,04)
Hayir 9,22 +£3,18
(3,17-15,91)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. *p
<0,05; is¢i grubu kontrol grubu ile ve °p <0,05; uzun ¢alisma siireli is¢iler, kisa ve orta ¢alisma siireli
ig¢iler ile karsilagtirtlmistir.



106

4.5.6. Malondialdehit Diizeylerine iliskin Bulgular

Mesleki mermer tozuna maruz kalan is¢ci ve kontrollerin plazma MDA
diizeyleri Tablo 4.17.’de gosterilmistir. Iscilerin plazma MDA diizeyleri, kontrol
grubundaki bireylerin plazma MDA diizeylerinden istatistiksel anlamli yiiksek
bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki iscilerin plazma MDA diizeyleri aynmi yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p
<0,05). Orta yas (41-60 yas) grubundaki iscilerin plazma MDA diizeyleri aym yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p
<0,05).

Sigara icen iscilerin plazma MDA diizeyleri sigara icen kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sigara igmeyen is¢ilerin
plazma MDA diizeyleri sigara icmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli
yuksek bulunmustur (p<0,05).

Iscilerde ve kontrol grubundaki bireylerde yaslarin ve sigara kullanim
durumlarinin plazma MDA diizeylerine olan etkisi incelendiginde, yas artis1 ve sigara
kullanim1 ile plazma MDA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmamaistir (p>0,05).

Isciler calisma siirelerine gore (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 yil)) gruplandirilarak plazma MDA diizeylerine etkisi incelenmistir. Uzun stireli
calisan is¢ilerin plazma MDA diizeyleri diger is¢iler ile kiyaslandiginda istatistiksel
anlaml yiiksek bulunmustur (p<0,05). Diisiik ve orta siire ¢alisan is¢ilerin plazma
MDA diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamaistir (p>0,05).

Koruyucu maske kullaniminin iscilerin plazma MDA diizeylerine etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.17. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada MDA
diizeylerinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

Malondialdehit Diizeyleri

Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
2,60 + 0,60 2,07 +£0,58
(1,48-3,96) (1,21-3,45)
Yas
Geng Yas (19-40) 2,54 £ 0,63 2,10+ 0,57
(1,48-3,96) (1,21-3,45)*
Orta Yas (41-60) 2,70 £ 0,53 2,00 £0,61
(1,96-3,45) (1,26-3,26)*
Sigara Kullanimi
Evet 2,54 + 0,60 1,90 + 0,57
(1,48-3,52) (1,25-3,21)*
Hayir 2,67 £0,59 2,17 £ 0,57
(1,77-3,96) (1,21-3,45)*
Calisma Siiresi (yil) -
Kisa stire (0,5-4,5) 2,18 £0,42
(1,48-2,89)
Orta siire (5-15) 2,77 0,59
(1,77-3,96)
Uzun stire (16-35) 2,83 +£0,55
(1,96-3,52)"
Maske Kullanimi )
Evet 2,81 +£0,71
(1,86-3,96)
Hayir 2,52 +£0,55
(1,48-3.,45)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. *p
<0,05; is¢i grubu kontrol grubu ile ve °p <0,05; uzun ¢alisma siireli is¢iler, kisa ve orta ¢alisma siireli

ig¢iler ile karsilagtirtlmistir.
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4.5.7. 8-Hidroksi-2’-deoksiguanozin Diizeylerine iliskin Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrollerin plazma 8-
OHdG diizeyleri Tablo 4.18’de gosterilmistir. Iscilerin plazma 8-OHdG diizeyleri,
kontrol grubundaki bireylerden istatistiksel anlaml1 ytliksek bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki iscilerin plazma 8-OHAG diizeyleri ayn1 yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (»<0,05).
Orta yas (41-60 yas) grubundaki is¢ilerin plazma 8-OHAG diizeyleri ayni yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (»<0,05).

Sigara igen iscilerin plazma 8-OHdG diizeyleri sigara icen kontrol grubuna
kiyasla ve ayrica sigara igmeyen iscilerin plazma 8-OHdG diizeyleri sigara igmeyen
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlaml1 yliksek bulunmustur (p<0,05).

Iscilerde yas artist ve sigara kullanimi ile 8-OHAG diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamastir (p>0,05). Kontrol grubunda ise yas
artist ile 8-OHdG diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamhi bir iliski
bulunmamakla birlikte (p>0,05), sigara igmeyen kontrol grubundaki bireylerin 8-
OHdG diizeyleri sigara icen kontrol grubundaki bireylerden istatistiksel anlamli
yuksek bulunmustur (p<0,05).

Isciler ¢alisma siirelerine gore (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 yil)) gruplandirilarak plazma 8-OHdG diizeyleri incelenmistir. Iscilerin plazma 8-
OHJG diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamastir. (p>0,05).

Koruyucu maske kullaniminin is¢ilerin plazma 8-OHdG diizeylerine etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.18. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada 8-OHdG
diizeylerinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

8-OHdG Diizeyleri

Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
32,92 + 8,07 24,12 + 7,03
(19,29-52,36) (8,18-42,16) 2

Yas

Geng Yas (19-40)

Orta Yas (41-60)

Sigara Kullanimi
Evet

Hayir

Calisma Siiresi (yil)
Kisa stire (0,5-4,5)

Orta siire (5-15)

Uzun stire (16-35)

Maske Kullanimi

Evet

Hayir

33,21 +£7,28
(21,83-50,23)
32,34+ 9,69
(19,29-52,36)

32,03 +7,53
(20,95-50,23)
34,17 + 8,82
(19,29-52,36)

29,91 +5,37
(21,83-38,22)
34,47 + 8,37
(20,65-52,36)
33,88 + 10,09
(19,29-50,23)

34,79 + 12,11
(19,29-52,36)
32,30 £ 6,31

(20,65-45,59)

24,65 + 6,76
(8,18-42,16)°
23,20 + 7,63
(14,31-37,44)2

21,16 + 5,85
(8,18-31,94)
26,02 7,17
(14,31-42,16)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. %p
<0,05; isci grubu kontrol grubu ile ve % <0,05; sigara igen bireyler sigara icmeyen bireyler ile

kargilastirilmistir.
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4.5.8. Tiimor Nekroz Faktor-alfa Diizeylerine liskin Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan isci ve kontrollerin plazma TNF-
alfa diizeyleri Tablo 4.19°da gosterilmistir. Iscilerin plazma TNF-alfa diizeyleri,
kontrol grubundaki bireylerin plazma TNF-alfa diizeylerinden istatistiksel anlamli
yuksek bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki is¢ilerin plazma TNF-alfa diizeyleri ayn1 yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (»<0,05).
Orta yas (41-60 yas) grubundaki isgilerin plazma TNF-alfa diizeyleri aymi yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli fark bulunmamaistir (p>0,05).

Sigara igen is¢ilerin plazma TNF-alfa diizeyleri sigara igen kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sigara igmeyen is¢ilerin
plazma TNF-alfa diizeyleri sigara igmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
anlaml fark bulunmamistir (»>0,05).

Isci ve kontrol grubunda yaslarin ve sigara kullanim durumlarmin plazma
TNF-alfa diizeylerine olan etkisi incelendiginde, yas artist ve sigara kullanimi ile TNF-
alfa diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir iligki bulunmamistir (p>0,05).

Isciler calisma siirelerine gore (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 yil)) gruplandirilarak lenfositlerdeki DNA hasarina etkisi de incelenmistir. Uzun
siireli ¢alisan is¢ilerin plazma TNF-alfa diizeyleri diger isciler ile kiyaslandiginda
istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diisiik ve orta siire ¢alisan is¢ilerin
plazma TNF-alfa diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamustir. (p>0.05).

Koruyucu maske kullaniminin plazma TNF-alfa diizeylerine etkisinin olmadig1

belirlenmistir (p>0.05).



Tablo 4.19. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada TNF-

alfa diizeylerinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

Tiimor Nekroz Faktor-alfa Diizeyleri

Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
14,73 £ 7,62 10,66 + 2,63
(7,81-38,69) (7,87-17,86) @
Yas
Geng Yas (19-40) 14,53 + 7,29 10,62 £ 2,58
(7,81-34,88) (7,87-16,63)*
Orta Yas (41-60) 15,13 £8,49 10,74 +£2,79
(7,93-38,69) (8,11-17,86)
Sigara Kullanimi
Evet 15,47+ 7,84 10,41 £2,15
(7,81-34,88) (8,14-15,27)2
Hayir 13,70 £ 7,39 10,83 +£2,92
(7,93-38,69) (7,87-17,86)
Calisma Siiresi (yil) -
Kisa stire (0,5-4,5) 12,23 + 5,36
(7,81-24,93)
Orta siire (5-15) 12,27 +4,58
(7,93-22,82)
Uzun stire (16-35) 24,15+9,12

Maske Kullanimi

(13,05-38,69)

Evet 18,23 £ 8,53
(7,99-34,37)
Hayir 13,57 + 7,04
(7,81-38,69)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. *p
<0,05; is¢i grubu kontrol grubu ile ve °p <0,05; uzun ¢alisma siireli is¢iler, kisa ve orta ¢alisma siireli
ig¢iler ile karsilagtirtlmistir.
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4.5.9. Interlokin-1beta Diizeylerine iliskin Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrollerin plazma IL-
lbeta diizeyleri Tablo 4.20°de gosterilmistir. Is¢i grubundaki bireylerin plazma IL-
Ibeta diizeyleri, kontrol grubundaki bireylerden istatistiksel anlamli yiiksek
bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki iscilerin plazma IL-1beta diizeyleri ayn1 yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).
Orta yas (41-60 yas) grubundaki iscilerin plazma IL-lbeta diizeyleri aynmi yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (»<0,05).

Sigara igen iscilerin plazma IL-1beta diizeyleri sigara icen kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sigara igmeyen is¢ilerin
plazma IL-1beta diizeyleri sigara icmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli
fark bulunmamaistir (p>0,05).

Isci ve kontrol grubundaki bireylerin yaslarin ve sigara kullanim durumlarinin
plazma IL-1beta diizeylerine olan etkisi incelendiginde, yas artis1 ve sigara kullanimi
ile IL-1beta diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir
(»>0,05).

Isciler caligma siirelerine gore (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 yil)) gruplandirilarak lenfositlerdeki DNA hasarina etkisi de incelenmistir. Uzun
siireli calisan is¢ilerin plazma IL-lbeta diizeyleri diger isciler ile kiyaslandiginda
istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Diisiik ve orta siire ¢alisan is¢ilerin
plazma IL-1beta diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamistir. (p> 0,05).

Koruyucu maske kullaniminin isgilerin plazma IL-1beta diizeylerine etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.20. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada IL-1beta
diizeylerinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

Interlokin-1beta Diizeyleri

Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
6,14 +£ 5,78 3,43+1,93
(1,70-25,37) (1,89-10,24) 2
Yas
Geng Yas (19-40) 5,47 +5,39 3,74 £ 2,25
(1,70-23,69) (1,93-10,24)
Orta Yas (41-60) 7,47 + 6,46 2,89 + 1,05
(2,08-25,37) (1,89-4,78) *
Sigara Kullanimi
Evet 6,15+ 5,81 3,28 £ 1,87
(1,70-23,69) (1,89-8,77)*
Hayir 6,13 + 5,88 3,52 +£2,00
(1,88-25,37) (1,89-10,24)
Calisma Siiresi (yil) -
Kisa stire (0,5-4,5) 2,36 +£0,63
(1,70-4,19)
Orta siire (5-15) 5,84 £5,27
(1,70-23,69)
Uzun stire (16-35) 12,51 £6,07

Maske Kullanimi
Evet

Hayir

(4,17-25,37)"

8,44 + 6,57
(1,88-23,69)
5,37+ 5,37
(1,70-25,37)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. 2p<0,03;
isci grubu kontrol grubu ile ve °p<0,05; uzun calisma siireli isciler, kisa ve orta calisma siireli isciler ile

karsilagtirtlmigtir.
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4.5.10. Clara Hiicre Protein 16 Diizeylerine Iliskin Bulgular

Mesleki mermer tozuna maruz kalan isci ve kontrollerin plazma CCI16
diizeyleri Tablo 4.21.’de gosterilmistir. Is¢ci grubundaki bireylerin plazma CC16
diizeyleri, kontrol grubundaki bireylerden istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur
(»<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki iscilerin plazma CC16 diizeyleri aynmi yas
grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).
Orta yas (41-60 yas) grubundaki is¢ilerin plazma CC16 diizeyleri ayn1 yas grubundaki
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).

Sigara icen iscilerin plazma CC16 diizeyleri sigara icen kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05). Sigara igmeyen is¢ilerin
plazma CClé6diizeyleri sigara icmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli
diisiik bulunmustur (p<0,05).

Isci ve kontrol grubunda yaslarin ve sigara kullanim durumlarmin plazma
CC16 diizeylerine olan etkisi incelendiginde, yas artis1 ve sigara kullanimi ile CC16
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamaistir (p>0,05).

Isciler ¢alisma siirelerine gore (kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 yil)) gruplandirilarak lenfositlerdeki DNA hasarina etkisi de incelenmistir. Uzun
sireli calisan iscilerin plazma CC16 diizeyleri diger isgiler ile kiyaslandiginda
istatistiksel anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05). Diisiik ve orta siire ¢alisan is¢ilerin
plazma CC16 diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamustir. (p>0,05).

Koruyucu maske kullaniminin iscilerin plazma CC16 diizeylerine etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.21. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin plazmada CC16
diizeylerinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

Clara Hiicre Protein 16 Diizeyleri

Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
528,6 = 150,0 901,0 +247,0
(259,2-980,0) (598,8-1401,2) 2

Yas

Geng Yas (19-40)

Orta Yas (41-60)

Sigara Kullanimi

Evet

Hayir

Calisma Siiresi (yil)
Kisa stireli (0,5-4,5)

Orta siireli (5-15)

Uzun siireli (16-35)

Maske Kullanimi

Evet

Hayir

552,06 + 153,56
(300,8-980,0)
481,60 + 134,97
(259,2-757,8)

530,20 + 164,33
(298,2-980,0)
526,29 + 131,37
(259,2-757,8)

618,29 + 151,15
(354,2-980,0)
535,07 + 125,80
(300,8-757,8)
379,03 + 69,81
(259,2-461,3) b

488,18 + 137,31
(259,2-980,0)
542,03 + 153,41
(298,2-691,8)

886,51 + 237,05
(507,5-1248,5)
926,11 + 270,11
(625,0-1401,2)2

978,36 + 270,62
(507,8-1401,2)2
851,49 + 222,25
(507,5-1198,2)

Olgiimler iki kez tekrar edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (arahik) olarak verilmistir.
39<0,05; is¢i grubu kontrol grubu ile ve ®p<0,05; uzun ¢alisma siireli isciler, kisa ve orta ¢alisma siireli

ig¢iler ile karsilagtirtlmistir.
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4.6. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemine iliskin Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢ilerin ve kontrollerinin periferal
lenfositlerindeki DNA hasar dereceleri, DNA kuyruk yogunlugu olarak verilmistir.
Isci ve kontrol grubundaki her bir bireyin DNA hasar dereceleri Tablo 4.22.°de
gosterilmistir. Yas, sigara kullanim durumu, g¢alisma siiresi ve koruyucu maske
kullanim durumunda gore is¢i ve kontrol gruplarinin lenfositlerindeki DNA hasarinin
degerlendirilmesine iligkin bulgular Tablo 4.23.’te gdsterilmistir.

Iscilerin lenfositlerindeki DNA hasari, kontrol grubundaki bireylerin
lenfositlerindeki DNA hasarindan istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki isgilerin lenfositlerindeki DNA hasar1 ayni
yas grubundaki kontrol grubuna kiyasla ve ayrica orta yas (41-60 yas) grubundaki
is¢ilerin lenfositlerindeki DNA hasar1 aymi1 yas grubundaki kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Sigara igen is¢ilerin lenfositlerindeki DNA hasar1 sigara igen kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sigara igmeyen is¢ilerin
lenfositlerindeki DNA hasar1 sigara icmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
anlaml yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Isci ve kontrol grubunda yas ve sigara kullanim durumlarinin lenfositlerdeki
DNA hasarina olan etkisi incelendiginde, yas artis1 ve sigara kullanimi ile DNA
hasarinin arttig1 goriilse de bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Isciler ¢alisma siirelerine gore kisa (0,5-4,5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-35
yil) gruplandirilarak lenfositlerdeki DNA hasarina etkisi incelenmistir. Kisa, orta ve
uzun slire mermer tozuna maruz kalan is¢ilerde kuyruk yogunlugu sirasiyla su sekilde
bulunmustur: 1,46 + 0,54 (0,54-2,45), 1,43 + 0,63 (0,23-2,73) ve 2,15 £ 0,81 (0,70-
3,38). Uzun siireli calisan is¢ilerin lenfositlerindeki DNA hasar1 diger iscilerden
istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Diisiik ve orta siire ¢alisan is¢ilerin
lenfositlerindeki DNA hasar1 arasinda korelasyon bulunamamastir. (p>0,05).

Koruyucu maske kullaniminin isgilerin lenfositlerindeki DNA hasarini
azaltmadig1 belirlenmistir (p>0,05). Maskenin koruma i¢in yeterli olmadig1 veya
koruyucu maske kullannmina iligskin ankete birgok is¢inin dogru cevap vermedigi

varsayilmaktadir.
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Tablo 4.22. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin lenfositlerde DNA

hasarina iligkin bulgular.

Isci Grubu Kontrol Grubu
No Kod DNA Kuyruk No Kod DNA Kuyruk
Yogunlugu Yogunlugu

1 MO00o4 1,84 1 K001 0,91
2 MO005 0,77 2 K002 0,69
3 MO006 3,38 3 K003 0,56
4  MO007 1,59 4 K004 0,43
5 MO008 1,87 5 K005 0,76
6 MO009 1,39 6 K006 1,15
7  MO10 1,71 7 K007 0,43
8 MoOll 0,93 8 K008 0,76
9 MO12 1,63 9 K009 1,10
10 MOI15 1,36 10 K010 1,34
11 MO16 1,40 11 Ko11 1,07
12 MO17 1,38 12 K012 0,87
13 MO18 2,45 13 K013 0,98
14 MO19 1,44 14 K014 1,18
15 MO020 2,72 15 K015 0,65
16 MO021 2,62 16 K016 0,66
17 MO022 1,40 17 K017 0,71
18 MO023 0,87 18 K018 0,74
19 M024 1,72 19 K019 0,90
20 MO025 0,84 20 K020 1,49
21 MO026 0,84 21 K021 1,37
22 MO027 1,87 22 K023 0,59
23 MO028 1,86 23 K024 0,63
24 MO029 1,52 24 K025 1,02
25 MO030 1,65 25 K026 1,31
26 MO31 1,00 26 K027 1,25
27 MO032 0,86 27 K028 1,17
28 MO033 0,91 28 K029 0,82
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Tablo 4.22. (devam) Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin

lenfositlerde DNA hasarina iligkin bulgular.

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

Ortalamaz Ss

M034
MO035
MO037
MO038
M039
M040
M041
M042
M043
M044
M045
M046
M047
M048
M049
MO050
MO51
MO052
MO053
MO054

2,02
1,02
2,73
1,88
2,00
2,38
2,87
1,72
1,82
2,51
1,49
0,69
1,99
0,58
0,84
2,52
0,23
0,92
1,66
0,70

1,59 £ 0,69

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Ortalama+Ss 0,95+ 0,29

K030
K031
K032
K033
K034
K035
K036
K037
K038
K039
K040
K041
K042

1,02
0,69
1,52
1,29
0,93
0,79
0,95
1,31
0,95
1,08
0,58
1,40
1,01

Ss: Standart sapma. Sonuglar, 100 hiicre sayimindan elde edilmistir.



119

Tablo 4.23. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin lenfositlerde DNA
hasarinin degerlendirilmesine iliskin bulgular.

DNA Kuyruk Yogunlugu
Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
1,59 + 0,69 0,95 + 0,29
(0,23-3,38) (0,43-1,52)®
Yas
Geng Yas (19-40) 1,57 £ 0,68 0,92 +£ 0,28
(0,23-3,38) (0,43-1,31)*
Orta Yas (41-60) 1,64 £0,74 1,01 £0,32
(0,70-2,72) (0,56-1,52)*
Sigara Kullanimi
Evet 1,60 + 0,74 0,91 £0,31
(0,23-3,38) (0,43-1,52)#
Hayir 1,59 £ 0,65 0,98 + 0,29
(0,70-2,72) (0,56-1,49)*
Calisma Siiresi -
Kisa stire (0,5-4,5 y1l) 1,46 £ 0,54
(0,58-2,45)
Orta siire (5-15 yil) 1,43 +£0,63
(0,23-2,73)
Uzun siire (16-35 yil) 2,15+0,81
(0,70-3,38)
Koruyucu Maske Kullanimi -
Evet 1,66 + 0,69
(0,70-2,52)
Hayir 1,57 £ 0,70
(0,23-3,38)

Sonuglar ortalama =+ standart sapma (aralik) olarak verilmistir. ®p<0,05; is¢i grubu kontrol grubu ile ve
°p<0,05; uzun calisma siireli isciler, kisa ve orta ¢alisma siireli isciler ile karsilastirilmistir.
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4.7. Yanak Epitel Hiicrelerinde Mikrogekirdek Yontemine Iliskin
Bulgular

Mesleki olarak mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrollerin yanak epitel
hiicrelerindeki mikrogekirdek sikligina dair bulgular Tablo 4.24.’te verilmistir. Yas,
sigara kullanim durumu, ¢aligma siiresi ve koruyucu maske kullanim durumunda gore
is¢1 ve kontrol gruplarinin yanak epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek sayisinin
degerlendirilmesine iligkin bulgular Tablo 4.25.’te gdsterilmistir.

Mermer tozuna maruz kalan isgilerin yanak epitel hiicrelerindeki
mikrocekirdek sayisi, kontrol grubundaki bireylerin yanak epitel hiicrelerindeki
mikrogekirdek sayisindan istatistiksel olarak anlamh yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Geng yas (19-40 yas) grubundaki iscilerin yanak epitel hiicrelerindeki
mikrocekirdek siklig1 ayn1 yas grubundaki kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli
yuksek bulunmustur (p<0,05). Ancak orta yas (41-60 yas) grubundaki is¢ilerin yanak
epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek sikligi ile anlamli fark bulunmamastir (p>0,05).

Sigara igen iscilerin yanak epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek sikligi sigara
icen kontrol grubundaki bireylere kiyasla ve ayrica sigara icmeyen iscilerin yanak
epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek siklig1 sigara igmeyen kontrol grubundaki
bireylere kiyasla istatistiksel anlamli1 yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Isci ve kontrol grubunda yaslarin ve sigara kullanim durumlarinin yanak epitel
hiicrelerindeki mikrogekirdek sikligina etkisi de degerlendirilmistir. Geng ve orta yas
gruplarinda iscilerde mikrogekirdek sikligi farklilik gdéstermezken (p>0,05), kontrol
grubundaki bireylerde orta yas grubunda geng yas grubuna gore mikrogekirdek sikligi
istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Ayrica sigara icen isciler sigara
icmeyen isgiler ile kiyaslandiginda ve sigara igen kontrol grubundaki bireyler sigara
icmeyen kontrol grubundaki bireyler ile kiyaslandiginda mikrogekirdek siklig
istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sigaranin hem isciler hem de
kontroller i¢in mikrogekirdek sikligini 6nemli 6l¢iide artirdig1 sonucuna varilmastir.

Isciler calisma siirelerine gore (kisa (0.4-4.5 yil), orta (5-15 yil) ve uzun (16-
35 yil)) gruplandirilarak yanak epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek sikligina etkisi
incelenmistir. Kisa, orta ve uzun slire mermer tozuna maruz kalan iscilerde

mikrogekirdek sikligi sirasiyla su sekilde bulunmustur: 6,33 + 4,04 (2-12), 9,34 + 4,31



121

(3-17) ve 11,56 £ 4,85 (1-18). Calisma siiresi ile mikrogekirdek sikligi arasinda
korelasyon bulunmustur. Maruziyet siiresi arttik¢a mikrogekirdek sikliginin arttigi
goriilmistiir. Uzun siireli ¢alisan iscilerde mikrogekirdek sikligi, kisa ve orta siireli
calisan iscilere gore istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Ayrica
mikrogekirdek sikliginda kisa ve orta siireli ¢alisan is¢iler arasinda da korelasyon tespit
edilmigtir. Orta stireli ¢alisan iscilerin mikrocekirdek sikligi kisa siireli calisan is¢ilere
gore istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Koruyucu maske kullaniminin iscilerin yanak epitel hiicrelerindeki
mikrocekirdek sikligini azaltmadig: gibi istatistiksel olarak anlamli bir artisa yol actigi
belirlenmistir (p<0,05). Bu sonucun, mikrogekirdek sikligini artiran yas ve sigara

kullanimi gibi faktorlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tablo 4.24. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin yanak epitel
hiicrelerindeki mikrogekirdek sayisina iligkin bulgular.

Isci Grubu Kontrol Grubu

No Kod Mikrocgekirdek sikhig No Kod Mikrocgekirdek sikhig
1 MO004 5 1 KO0l 4

2 MO005 9 2 K002 5

3 MO006 11 3 K003 8

4 MO007 2 4 K004 4

S MO008 6 S K005 6

6 MO009 11 6 K006 2

7 MO10 9 7 K007 5

8 MOI1 4 8 K008 7

9 MOI2 2 9 K009 2

10 MO15 3 10 KO010 8

11 MOl6 10 11 KO11 10

12 MO17 6 12 K012 3

13 MO18 9 13 K013 2

14 MO19 8 14 KO014 5

15 M020 1 15 KO015 10

16 MO021 14 16 KOl6 4

17 M022 15 17 KO17 11
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Tablo 4.24. (devam) Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin yanak
epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek sayisina iligkin bulgular.

18 MO023 12 18 KO18 2
19 M024 4 19 K019 4
20 MO025 12 20 K020 2
21 MO026 3 21 K021 3
22 MO027 4 22 K023 4
23 MO028 10 23 K024 9
24 MO029 9 24 K025 10
25 MO030 5 25 K026 2
26 MO031 6 26 K027 5
27  MO032 16 27 K028 2
28 MO033 11 28 K029 8
29 MO034 13 29 K030 5
30 MO35 5 30 KO3l 3
31 MO037 7 31 KO032 11
32  MO038 16 32 K033 6
33 MO39 9 33 K034 3
34 M040 6 34 K035 4
35  Mo041 17 35 K036 5
36 M042 14 36 K037 5
37  MO043 17 37 KO038 3
38 M044 9 38 K039 4
39 MO045 13 39 K040 1
40 MO046 4 40 K041 3
41 MO047 14 41 K042 7
42 MO048 3

43 MO049 6

44 MO050 15

45 MO51 7

46 MO052 4

47 MO053 18

48 MO054 12

Ortalama+ SS 89 +47 Ortalama+ SS 5,1 £2.8

Ss: Standart sapma. Sonuglar 2000 tane mikrogekirdek sayimindan elde edilmistir.
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Tablo 4.25. Mermer tozuna maruz kalan is¢i ve kontrol gruplarinin yanak epitel

hiicrelerinde mikrogekirdek siklig1 degerlendirilmesine iligskin bulgular.

Mikrocgekirdek Sikhigi

Degiskenler Isci Grubu (n= 48) Kontrol Grubu (n= 41)
8,90 +4,70 5,10+ 2,80
(1-18) (1-11)2
Yas
Geng Yas (19-40) 8,88 +4.,70 4,06 +2,18
(2-17) (1-11)°
Orta Yas (41-60) 8,84 +4.74 6,83 + 2,88
(2-18) (2-11)
Sigara Kullanimi
Evet 10,34 £4,7 6,85 + 2,68
(2-18) ¢ (3-11)%¢
Hayir 6,80 + 3,83 394+2.21
(1-13) (1-10)2
Calisma Siiresi -
Kisa stire (0,5-4,5 y1l) 6,33 £ 4,04
(2-12)
Orta siire (5-15 yil) 9,34 £4,31
(3-17) ¢
Uzun stire (16-35 yil) 11,56 + 4,85
(1-18) ©

Koruyucu Maske Kullanimi

Evet

Hayir

11,15 + 4,40
(4-18)

8,10 £ 4,55
(2-17)

Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir. p<0,05; is¢i grubu kontrol grubu ile;
°p<0,05; geng yas grubundakiler orta yas grubundakiler ile; °p<0,05; sigara igenler sigara igmeyenler
ile; 4p<0,05; orta calisma siireli isciler, kisa ¢alisma siireli isciler ile; °p<0,05; uzun ¢alisma siireli isciler,
kisa ve orta galisma siireli isgiler ile karsilastirilmistir.
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Deney sirasinda mikrogekirdek disinda biniikleer, niikleer tomurcuk, piknotik,
kondanse kromatin, karyohektik ve karyolitik hiicreler de gozlenmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Yanak ici epitelindeki ¢esitli hiicreler.

A. Normal hiicre, B. Mikrogekirdek, C. Biniikleer hiicre, D. Niikleer tomurcuk, E. Piknotik hiicre, F.
Konsanse kromatin, G. Karyohektik hiicre, H. Karyolitik hiicre.
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S. TARTISMA

Tirkiye, diinya mermer rezervinin yaklasik % 33’iinii (15 milyar m*’liikk diinya
rezervin 5,1 milyar m*’{inii) olusturmakta ve diinyadaki énemli mermer iireticileri
arasinda yer almaktadir. Ulkemizin en énemli mermer iiretim ve isleme bdlgelerinden
biri olan Isgehisar (Afyonkarahisar) bolgesi, iiretilen mermer gesitleri ve kalitesi ile
diinya capinda bilinmektedir (2).

Mermer ocaklarinda kirma, kesme, delme, diizlestirme gibi islemler sirasinda
yuksek diizeyde solunabilir mermer tozu (<10 um) olusabilmektedir. Mesleki olarak
mermer tozuna maruziyetin is¢ilerde Onemli saglik sorunlarina neden oldugu
bilinmektedir. Solunabilir tozlarin toksik etkisi; toz partikiillerinin sayisina, partikiil
biiyiikliigiine, kimyasal bilesimine ve aerodinamik 6zelliklerine gore degismektedir.
Mermer tozu esas olarak kalsiyum karbonattan olusmakta ve farkli oranlarda kristal
silika icermektedir. Kristal silika tahristen akciger kanserine kadar degisen cesitli
solunum yolu hastaliklarina neden olabilmekte ve mermer tozunun olumsuz saglik
etkilerinden kristal yapili silikanin sorumlu olabilecegi ileri siiriilmektedir (3).

Mermer tozuna maruziyet ile iligkilendirilen pulmoner sistem toksisitesi bazi
klinik ¢aligmalarda gosterilmistir (181-184). Mesleki mermer tozuna maruziyetin
genotoksisite ve immiinotoksisite ilizerindeki etkilerine yonelik mekanistik
caligmalarin oldukg¢a sinirli oldugu goriilmektedir. Bu tez g¢alismasinda, mermer
tozunun oksidatif stres parametreleriyle birlikte genotoksisite ve immiinotoksisite
mekanizmalarini nasil etkiledigini anlamaya yonelik detayli bir aragtirma yapilmistir.
Genotoksisite kan orneklerinde comet yontemi ile ve yanak epitel hiicre drneklerinde
mikrogekirdek yontemi ile degerlendirilmistir. Bunun yani sira oksidatif stres
gostergeleri olan SOD, CAT, GR, GPx enzim aktiviteleri ile GSH, MDA diizeylerinin
ve ayrica oksidatif DNA hasar gostergesi olan 8-OHdG diizeyleri ile enflamatuvar
yanitin gostergeleri olan TNF-alfa, IL-1beta ve CC16 diizeyleri degerlendirilmistir.

Calisma ortaminda ortaya c¢ikabilecek risklerin Onlenebilmesi amaciyla
uluslararasi kuruluslar tarafindan havada bulunan toz seviyelerini sinirlandirici gesitli
standartlar belirlenmistir. Solunabilir tozlar i¢cin maruziyet sinir degerleri, OSHA ve
NIOSH tarafindan 5000 ug/m? ve ACGIH tarafindan 3000 pg/m? olarak belirlenmistir
(102). OSHA kristal silika i¢in PEL degerini 50 pg/m?® olarak, NIOSH ise REL
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degerini 50 ug/m? olarak belirlemistir. ACGIH e gore kristal silika i¢in TLV 25 pg/m?
olarak bildirilmistir (103).

Calismamizda mermer isleme tesisinde bakim, cilalama, ebatlama, sekil
verme, kesim, marangozluk ve seleksiyon olmak {izere yedi farkli birimdeki havadaki
partikiil madde konsantrasyonlarin (PMi, PM> 5, PMio ve TSP) ol¢iimii yapilmistir.
PM, diizeylerinin (2117,5 + 1644,5 pug/m?), PM,s (178,8 = 140,1 pg/m®) ve PM;
diizeylerinden (91,4 + 125,1 pg/m®) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ortalama
TSP diizeyleri 2574 + 1537 pg/m? (540,8 — 4870,4) olarak bulunmustur. Ortalama
partikiil diizeylerinin OSHA tarafindan belirlenen smir degerin (5000 pg/m®) altinda
oldugu goriilmektedir. Ancak, ebatlama ve kesim birimlerinde calisan 23 is¢inin (%
47,9) OSHA’nin belirledigi sinir degere ¢ok yakin diizeyde TSP konsantrasyonlarina
(4237 pg/m? ve 4870 ug/m?) maruz kaldig1 ve bu diizeyin ACGIH’in belirledigi limit
degeri astig1 belirlenmistir.

Cok cesitli ve biiylik miktarlarda mermer rezervine sahip olan iilkemizde,
sadece solunabilir toz dlglimlerinin zorunlu olmasi nedeni ile mermer tozu olusan
caligma alanlarinin  ortam havasindaki kristal silika igerigi tam olarak
bilinememektedir. Diinya’nin en zengin dogal tas olusumlarinin bulundugu Alp
kusaginda yer alan Toskana bolgesinde (Italya) mermer ocaklarinda yapilan bir
arastirmaya gore, mermer tozundaki kristal silika igeriginin % 1'den az oldugu
belirtilmistir (3). Ote yandan calismamizin dahil edildigi Iscehisar bolgesindeki
mermer tozu icerigindeki kristal silika oraninin % 1’den fazla oldugu (% 4,67) rapor
edilmistir (20). OSHA, 1980-1992 yillar1 arasinda 255 is yerinin % 48’inde solunabilir
kristal silika diizeyinin PEL degerinin iistiinde oldugunu rapor etmistir (185). Ozellikle
kaya delme, kumlama gibi is alanlarinda solunabilir kristal silika seviyelerinin
belirlenen limitleri astig1 belirtilmistir (71).

Silikaya bagli hastaliklarin bilinen kesin bir tedavisi olmadigi i¢in, maruziyetin
onlenmesi, gerekli diizenlenmelerin uygulanmasi ve denetlenmesi 6nem tagimaktadir.
Izin verilen maruziyet limit degerleri azaltilmadig1 takdirde, mesleki silika
maruziyetinin Avrupa Birligi iilkelerinde 2010-2069 yillar1 arasinda 440,000 kanser
vakasina neden olabilecegi tahmin edilmektedir (186).

Calismamizda mermer tozuna maruz kalan is¢ilerin ve kontrollerin solunum

fonksiyonlar1 incelenmistir ve radyografi degerlendirmesi yapilmistir. Kontrol grubu
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solunum fonksiyonlar1 normal olan bireyler arasindan secilmistir. Is¢i grubumuzda
onceki calisma ile uyumlu olarak FEV1/FVC degerleri normal (% 85,96 + 18,68)
bulunmustur (187). Bununla birlikte is¢i grubunun ortalama FEV1 degerlerinin (%
59,85 £ 20,63) ve ortalama FVC degerlerinin (53,58 + % 20,36) normalden (> % 80)
diisiik oldugu belirlenmistir. Solunum fonksiyon testlerinde 14 is¢inin (% 29,17)
normal sinirlarda, 34 is¢inin (% 71,83) obstriiktif, restriktif veya miks tipte oldugu
belirlenmistir. 30 is¢inin (% 62,5) akciger radyografileri normal bulunurken, 14 is¢ide
(% 37,5) asimetrik veya simetrik lenfadenopati (% 29,2) ve 4 iscide (% 8,3)
retikiilonodiiler opasite gozlenmistir. Ayrica 10 yildan uzun siire ¢alisan 22 is¢iden
16’smin solunum fonksiyonlarinin normal sinirlarda olmadigr bulunmustur. Bu
bulgular, mermer tozuna maruz kalan is¢ilerin ¢ogunun obstriiktif ve/veya restriktif
anormalliklerinin basladigin1 godstermektedir. Ozellikle 10 yildan daha uzun siire
mesleki mermer tozuna maruz kalan is¢ilerde solunum fonksiyonlar1 iizerindeki
olumsuz etkilerin daha belirgin oldugu goriilmiistiir, fakat is¢i grubumuzda silikozis
teshis edilmemistir. Tiirkiye’de kristal silika isleme tesisinde c¢alisan 67 isci lizerinde
yapilan bir ¢alismada silikozis orant %12 olarak bulunmustur ve mesleki toz
maruziyetinin azaltilabilmesi i¢in 6nlem alinmas1 gerektigi onerilmistir (188).

Diyarbakir’da mermer fabrikasinda ¢alisan, yas ortalamasi 33,4 & 6,3 yil olan
110 1s¢i iizerinde yapilan bir arastirmada, mermer tozu maruziyeti ile olusan solunum
sistemi semptomlari, solunum fonksiyon testi ve akciger filmi bulgular
degerlendirilmistir. Isciler, calisma ortamlarindaki toz konsantrasyonlarina gére (biiro
1,7 mg/m?; fayans kesim 4,6 mg/m?; blok kesim 5,2 mg/m?; cilalama 5,7 mg/m?)
gruplandirilmistir. Oksiiriik, balgam gibi semptomlarin, toz konsantrasyonunun diisiik
oldugu bilinen gruba gore daha sik goriildiigii tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica FEV1,
FEVI1/FVC, zorlu ekspirasyonun % 25 ile % 75’1 arasindaki akim (FEF % 25-75)
kontrol grubuna gore belirgin diizeylerde diisiik bulunmustur. Toz konsantrasyonunun
yiksek oldugu bilinen gruplarda akciger filminde daha yiiksek patolojik bulgu
saptanmakla beraber, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak mermer
fabrikasinda on yildan fazla ¢alisan isgilerde akciger filmi bulgularina gore
patolojilerin daha sik saptandigi belirtilmistir (»<0,001) (182).

Calismamizla uyumlu olarak, Afyonkarahisar’da calisan 236 is¢i (181) ve

Aydin’da calisan 50 erkek isci (183) iizerinde mesleki mermer tozunun solunum
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fonksiyonlar1 iizerine olumsuz etkilerinin arastirildigi caligmalardan elde edilen
sonuglar da birbirini desteklemektedir. Sonug¢ olarak, is¢ilerde mermer tozu
maruziyetinin yogunlugu ve siiresinin solunum semptomlar1 ve akciger filmi bulgulari
ile iligkili oldugu bulunmustur.

Oksidatif stres; biyolojik sistemlerin hiicresel metabolizma sirasinda olusan
reaktif oksijen tlirlerindeki artisa karsilik, onlar1 detoksifiye eden antioksidanlarin
yetersiz kalmasi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi durumudur. Oksidatif
dengesizlik  genetik, metabolik ve hiicresel degisikliklerin  bozulmasini
tetiklemektedir. SOD, CAT, GR ve GPx gibi antioksidan enzim aktivitesi ve GSH
diizeyleri oksidatif stresin degerlendirilmesinde kullanilan biyogostergeler olarak
tercih edilmektedir (189).

Reaktif oksijen tiirlerinin 6zellikle de siiperoksit anyonunun {iretimi ve/veya
yetersiz detoksifiye edilmesi oksidatif strese yol agmaktadir. Siiperoksit anyonu, ¢esitli
enzimatik antioksidan savunma sistemleri ile detoksifiye edilmektedir. SOD, reaktif
oksijen tiirlerine ve siiperoksit anyonuna karsi en Onemli antioksidan savunma
sistemidir. SOD, bir siiperoksit anyonunu molekiiler oksijene yiikseltgenmesini ve
diger bir siiperoksit anyonunu ise daha az reaktif olan hidrojen peroksite
indirgenmesini katalizler. Hidrojen peroksit detoksifikasyonu ise CAT ve GPx
enzimleri tarafindan gergeklestirilir ve hidrojen peroksit suya parcalanir. GPx bir
taraftan GSH’nin GSSG’ye doniisiimiinii kataliz ederken, diger taraftan da
hidroperoksitlerin de indirgenmesini katalize ederek hiicreyi oksidatif hasardan
koruyan bir enzimdir. GR ise hiicre i¢i glutatyonun indirgeme/yiikseltgeme olayinda
onemli bir role sahiptir ve oksidatif strese karst koruma i¢in gerekli olan GSH/GSSG
oranini yiikseltir. Reaktif oksijen tiirleri enflamatuvar yanitin baslatilmasi, ilerlemesi
ve yayilmasinda da rol oynayan anahtar sinyal molekiilleridir.

Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif strese en duyarl niikleik baz
guanindir. 8-OHdG seviyeleri oksidatif DNA hasar1 ve hiicresel oksidatif stresin
uygun bir gostergesidir (190). Reaktif oksijen tiirleri ayrica membran lipitlerine
saldirarak ve lipit peroksidasyonuna neden olarak aldehit ve ketonlarin olusumuna
neden olmaktadir ve bu iiriinler genetik materyalde de hasara yol agmaktadir. Lipit
peroksidasyonunun degerlendirilmesinde MDA yaygin olarak kullanilan bir

biyogostergedir (191).
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Oksidatif stres ve enflamasyon birbirleri tarafindan indiiklenebilen
patofizyolojik siireclerdir (130). inflamasyon bolgesinde polimorfoniikleer ndtrofiller
tarafindan tretilen reaktif oksijen tiirleri, endotel disfonksiyonuna ve doku hasarina
neden olur. TNF-alfa immiin sistem patojenezinde ve tiimdr gelisiminde rol oynayan
onemli bir proenflamatuvar sitokindir. Hem prokarsinojenik hem de antikarsinojenik
aktiviteleri gosterilmistir (192). IL-1beta ise enfeksiyon ve yaralanmaya kars1 konak
savunma tepkileri i¢in ¢ok dnemli olan giiclii bir pro-enflamatuvar sitokindir (193).

Bununla birlikte mesleki tozlar alveolar epitel hiicrelerinde ve ayrica makrofaj,
notrofil, lenfosit, hiicresel adhezyon molekiilleri, sitokinler ve kemokinler gibi immiin
sistem elemanlarinda enflamatuvar yanitina neden olabilmektedir. TNF-alfa ve IL-
Ibeta gibi proenflamatuvar sitokinler enflamatuvar hiicrelerin fonksiyonlarini aktive
etmektedir. Boylelikle immiinotoksisitenin degerlendirilmesinde bu proenflamatuvar
sitokinler yararli bulunmustur (138).

CC16 siliyer olmayan sekretuvar Clara hiicrelerinden salgilanan bir protein
olup solunum sistemini oksidatif strese ve enflamasyona karsi korumaktadir. Serum
CC16 diizeyinin, solunum epitel biitiinliigiinii degerlendirmek ve gecirgenlik
degisikliklerinin erken donem tanisina yoOnelik 1yi bir biyogosterge oldugu
disiintilmektedir (152).

Calismamizda mermer tozuna maruziyetin oksidatif stres ve immiin sistem
parameterleri iizerine etkileri incelendiginde iscilerde SOD, CAT, GR, GPx enzim
aktiviteleri ve GSH ve CC16 diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel anlamli diisiik
bulunmustur. MDA, 8-OHdG, TNF-alfa ve IL-1beta diizeyleri ise kontrol grubundan
istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur. Maruziyet siireleri ve GSH, CC16, MDA,
TNF-alfa ve IL-1beta diizeyleri arasinda giiclii korelasyon goriilmiistiir. Maruziyet
stiresi arttik¢a (10 yildan uzun siire) GSH ve CC16 diizeyleri azalmistir; MDA, TNF-
alfa ve IL-1beta diizeyleri artmistir. CC16 diizeylerindeki azalma, is¢ilerin solunum
sisteminin oksidatif stres ve enflamasyona karsi koruma yeteneklerindeki diististin bir
gostergesidir. Maruziyet siireleri ile SOD, CAT, GR, GPx ve 8-OHdG diizeyleri
arasinda bir korelasyon goriilmemistir. Maske kullanimi ve sigara igme durumu,
oksidatif stres ve immiin parametreleri anlamli olarak etkilememistir. Total kolesterol
disinda biyokimyasal parametrelerde kontrol grupla karsilastirildiginda iscilerde

onemli fark bulunmamistir. Bizim bulgularimiza paralel olarak, kristal silika i¢eren
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mesleki toza maruz kalan seramik is¢ilerinde (n=99) plazma 8-OHdG diizeylerinin
kontrol grubundan yiiksek oldugu bildirilmistir (187). Kristal silikaya maruz kalan
maden is¢ilerinde (n=86) ise serum CCI16 diizeylerinde onemli bir azalma rapor
edilmistir. Serum CC16 diizeylerindeki azalmanin muhtemelen kristal silika
partikiillerinin solunum epiteli lizerindeki erken toksik etkilerini yansittig1 sonucuna
vartlmstir (156,194). Kristal silika GPx, SOD ve enzimle indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonundaki artisla oksidatif strese yol
acabilmektedir. Ayrica, oksidanlarin tiretimi, hiicre disi sinyal ile diizenlenen kinaz
fosforilasyonu, MAPK/ERK kinaz, artan enflamatuvar sitokin (TNF-alfa, IL-1beta
gibi) iiretimi ve spesifik transkripsiyon faktorlerinin (niikleer faktdr kappa B ve
aktivator protein-1 gibi) aktivasyonu gibi hiicre sinyal yollarini indiikler (195).

Misir’da mermer tozuna maruz kalan is¢ilerde yapilan bir calismada (n = 48,
erkek), iscilerde hiicre aracili bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve oksidatif stresin
biyobelirteci olan neopterin seviyeleri incelenmistir. Iscilerin idrarindaki neopterin
diizeylerinin istatistiksel anlamli yiliksek oldugu bildirilmistir ve artan neopterin
seviyelerinden mermer tozundaki kristal silika sorumlu tutulmustur (196).

Mermer isleme tesislerindeki iscilerde farkli otoimmiin hastaliklar
bildirilmistir. 70 yasinda bir mermer is¢isinde Erasmus sendromu (kristal silikaya
maruz kalmanin eslik ettigi skleroz) rapor edilmistir (197). Ayrica, 7 yil mermer tozu
maruziyeti olan 45 yasindaki bir bireyde Caplan sendromu (kristal silikaya maruz
kalmanin eslik ettigi romatoit artrit) bildirilmistir (198). Silikaya kronik maruziyetinin
otoimmiin bozukluklar arasindaki iligkiyi aciklayan en kabul goren teori;
lenfositlerdeki apoptotik mekanizmanin bozulmasidir. Bu durumda, TNF reseptor
ailesine ait ve lenfositlerin hiicre zar1 iizerinde eksprese edilen bir protein olan Fas
proteininin DNA fragmantasyonuna yol acan kaspaz kaskadinin tetiklemesinin esas
rol oynadig diistiniilmektedir (199,200).

Comet yontemi; genotoksisitenin degerlendirilmesinde siklikla tercih edilen,
basit, hassas ve giivenilir bir genotoksisite yontemidir (158,177). Genetik hasarin bir
diger gostergesi de mikrogekirdek sikligidir. Yanak epitel hiicrelerinde mikrogekirdek
yontemi, insanlarda genetik hasar1 gosteren ve girisimsel 6zelliginin en az olmasi
nedeni ile kolay uygulanabilen bir yontemdir (169,172,201)

Mesleki mermer tozuna ve/veya silika i¢eren tozlara maruziyet ile iligkili geno-
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toksisite bildiren smirli sayida caligma bulunmaktadir (191,202). Mermer tozuna
maruz kalan is¢ilerdeki genotoksisite, dogrudan kristal silika partikiillerinden ve/veya
mermer tozunun solunmasinin ardindan aktiflestirilmis alveolar makrofajlardan ve
noétrofillerden saliverilen serbest radikallerden kaynaklanabilir. Calismamizda mermer
is¢ilerinin lenfositlerinde DNA hasar1 kontrol grubundan istatistiksel anlamli olarak
yuksek bulunmustur ve artan DNA hasar1 ile maruziyet siiresi arasinda giiclii bir
korelasyon tespit edilmistir. 16 yildan fazla calisan is¢ilerdeki DNA hasari, daha az
calisan isgilerden istatistiksel anlamli yiiksek bulunmustur. Calismamizla uyumlu
olarak, kristal silikaya maruz kalan dokiimhane ve ¢émlek iscilerinin lenfositlerindeki
DNA hasari, Comet yontemi kullanilarak belirlenmistir ve kontrol grubundan
istatistiksel anlamli daha yiiksek bulunmustur (203). Beklenilenin aksine,
calismamizda, koruyucu maske kullaniminin iscilerde DNA hasarimi etkilemedigi
goriilmistiir. Ancak maske kullanan is¢i sayisinin oldukea diisiik (% 25) olmasindan
dolay1, sonucun anlamli olmadig1 diisiiniilmektedir. Ayrica koruyucu maske kullanimi
ile ilgili anket sorusuna dogru cevap verilmemis olabilecegi de varsayilmaktadir.

Toskana bolgesinde (italya) ¢dmlek, seramik ve mermer iiretim tesislerinde
calisan kristal silika iceren mesleki toza maruz kalan 135 is¢inin burun epitelindeki
DNA’nin oksidatif olarak hasar gdérdiigliniin tespit edildigi bir ¢calisma yapilmuistir.
Elde edilen bulgular, mesleki silika maruziyetinin, c¢alisanlarda 6nemli saglik
sorunlaria yol agabilecek genotoksik hasara neden olabilecegine isaret etmektedir
(204).

Yanak epitel hiicrelerinde mikrogekirdek olusumuna odaklanan sistematik
inceleme ve meta analizde, kristal silika ve formaldehit gibi genotoksik kimyasallara
mesleki maruziyetin mikrogekirdek sikligini arttirdigi rapor edilmistir. Ayrica bu
analizde maruz kalan is¢ilerde kanser riskinin degerlendirilmesinde biyobelirteg
olarak mikrogekirdek sikliginin faydali olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (205).

Calismamizda kristal silika igeren mesleki mermer tozu maruziyeti olan
is¢ilerde yanak epitel hiicrelerinde mikrogekirdek siklig1 incelenmistir. Elde ettigimiz
bulgulara goére, mermer isgilerinde mikrocekirdek sikligimin kontrol grubundan
istatistiksel anlamli yiiksek oldugu belirlenmistir. Artan mikrogekirdek siklig
maruziyet siiresi ve sigara igme ile iliskili bulunmustur. Mikrogekirdek olusumu, {ist

solunum yolu epitel hiicreleri gibi hedef dokuda goriilebilecegi gibi periferik kan
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hiicrelerinde de goriilebilmektedir. Demircigil ve ark. (12) kristal silika iceren tozlara
maruz kalan ¢esitli igyerlerinde ¢alisan is¢ilerin (n=50) burun epitel hiicrelerinde (2,9
kat) ve lenfositlerinde (2,2 kat) mikrogekirdek olusumunun arttigini1 bildirmislerdir.
Bu bulgular, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve enflamatuvar yanit gibi dolaylh
mekanizmalarin genotoksisiteye yol acabildigini gostermektedir (195,202).
Calismamizla uyumlu olarak, silikaya maruz kalan maden ve tas ocaklarinda
calisan iscilerde (n=45) yanak epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek sikliginin ve
lenfositlerindeki DNA hasarinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (206). Kristal silika
iceren mesleki toza maruz kalan seramik iscilerinde (n=99) yanak epitel hiicrelerindeki
mikrocekirdek sikliginin ve plazma 8-OHdG diizeylerinin arttig1 rapor edilmistir.
Ayrica Comet yontemi ile lenfositlerdeki DNA hasarinin kontrol grubundan yiiksek
oldugu gosterilmistir. Anlar ve ark. (187) seramik endiistrisinde mesleki toza

maruziyetin genotoksik hasara yol acabildigini belirtmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Mermer iiretim ve isleme alanlarinda kirma, kesme, delme, diizlestirme gibi
islemler sirasinda olusan mermer tozu hem insan sagligi hem de ¢evre agisindan
onemli sorunlara neden olabilir. Toz partikiillerin solunmasinin saglik {izerine
olumsuz etkileri partikiiliin aerodinamik o6zellikleri ile dogrudan iliskilidir. Partikiil
boyutu kii¢giildiikge solunum agacinda birikme egilimi artmakta ve solunum sisteminde
toksisiteye neden olmaktadir. Alveolo-kapiller bariyeri gecerek sistemik dolasima
girebilen ince partikiiller ise kardiyovaskiiler ve serebravaskiiler sistemi olumsuz
etkileyebilmektedir (37,44,66) Toz partikiil maddelerin aerodinamik &zelliklerinin
yan1 sira kimyasal kompozisyonu da toksisite profilinin degerlendirilmesinde oldukca
onemlidir.

Mermer tozu esas olarak kalsiyum karbonattan olusur ve farkli oranlarda silika
icermektedir (3). Kalsiyum karbonatin toksisitesi diisilk olup mesleki ortamlarda
kristal silika ile toz karisimlari halinde bulunabilmesi toksisite potansiyelini
artirmaktadir (19). Kalsiyum karbonata solunum yolu ile maruziyet solunum yollarinin
tahrisi, Okstiriik, hapsirik ve burun akintisina neden olmaktadir (99). Mermer tozunun
saglik iizerine olumsuz sonuclarindan biiytik 6lclide kristal yapili silikanin sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir. Solunabilir kristal silika hem dogrudan sitotoksik etkisi ile
hem de alveolar makrofajlarda serbest radikal olusumunun ve enflamatuvar
sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin sekresyonunu uyarilmasi ile saglik tlizerinde
olumsuz etkilere yol acabilecegi bildirilmektedir. Kristal silika tozunun (<10 pm)
akcigerde birikimi “silikozis” olarak adlandirilan ilerleyici, neoplastik olmayan
yapisal degisikliklere yol acan ve tedavi edilemeyen fibrotik mesleki akciger
hastaligina yol agmaktadir (71). Kristal silika maruziyetinin tiiberkiiloz, bronsit,
kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi diger solunum yolu bozukluklarina ve akciger
kanserine neden olabilecegi bildirilmistir (1,42). Bunun yani sira Erasmus sendromu,
Caplan sendromu ve sistemik lupus eritematozus gibi immiinolojik bozukluklar ve
kronik bobrek hastaliklar: kristal silika maruziyeti ile iliskilendirilmistir (9,10).

Mermer isleme tesislerinde calisan isgiler, yiiksek diizeyde silika igeren
mermer tozuna maruz kalma riski altindadir, ancak mesleki olarak mermer tozuna

maruz kalan iscilerin genotoksisite ve oksidatif stres parametrelerini degerlendiren
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sinirl1 sayida caligma vardir. Calismamizda mesleki mermer tozu maruziyetinin
oksidatif stres, genotoksisite ve immiinotoksisite mekanizmalarini nasil etkiledigine
aciklik getirilmeye ¢alisilmistir.

Bu tez calismasinda bazi sinirlamalar bulunmaktadir. Calismamiza daha fazla
sayida mermer isletme alani1 ve mesleki mermer tozuna maruz is¢i dahil edilebilirdi.
Ayrica isgilerin ¢alisma ortaminda maruz kaldiklar silika diizeyi dlgiilebilirdi. Ancak
iilkemizde sadece solunabilir toz dl¢iimleri zorunlu oldugundan mermer tozu olusan
calisma alanlarinin ortam havasindaki kristal silika icerigi belirlenememistir. Bununla
birlikte farkli mermer isleme tesislerindeki mermer tozu seviyeleri degiskenlik
gosterebilmekte ve bu nedenle bu calismadan elde edilen bulgular tiim mermer
isletmelerini yansitmayacaktir.

Sonu¢ olarak, bazi sinirlamalara ragmen, bulgularimiz, kristal silika iceren
mermer tozuna mesleki maruziyetin oksidatif stres ve bagisiklik parametrelerini
(SOD, CAT, GR, GPx enzim aktiviteleri; GSH, MDA, 8-OHdG, TNF-alfa, IL-1beta,
CC16 diizeylerini) etkileyebildigini ve DNA hasarinda artiglara neden oldugunu
acikca dogrulamaktadir. Bulgularimiz, mesleki mermer toz maruziyetinde antioksidan
enzim aktivitelerindeki azalmanin oksidatif strese karsit korumay:r azalttigini
gostermektedir. TNF-alfa ve IL-lbeta diizeylerindeki artis, immiin yanitin
aktivasyonunu  gostermektedir. Oksidatif stres ve enflamatuvar yanittaki
degisikliklerin mermer tozunun neden oldugu genotoksisiteden sorumlu olabilecegi
sonucuna varilmistir.

Ulkemizde is saglig1 ve giivenligi yoniinden tozla miicadele etmek ve bu islerde
calisanlarin tozun etkilerinden korunmalarini saglamak i¢in alinmasi gerekli tedbirlere
dair usul ve esaslarin belirlendigi “Tozla Miicadele Y 6netmeligi” (Resmi gazete tarihi:
05.11.2013, Resmi gazete sayisi: 28812) yiiriirliige girmistir. Buna gore risk
yonetiminde ortamda bulunan tozun ¢esidi, tozun saglik ve giivenlik yoniinden tehlike
ve zararlari, maruziyet diizeyi, siiresi ve sikligi, OSHA standartlarina paralel olarak
belirlenen mesleki maruziyet sinir degerleri (solunabilir tozlar igin 5000 pg/m?; kristal
silika i¢in 50 pg/m?; kalsiyum karbonat i¢in 15 mg/m?), toz dlgiim sonuglari, alinmasi
gereken Onleyici tedbirler, saglik gdzetim sonuglart gibi hususlariin dikkate alinmasi

gerektigi belirtilmistir (104,105).
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Sonuglar, mermer endiistrisinde c¢alisan is¢iler i¢in immiinotoksik ve
genotoksik risk olasiligi oldugunu gostermektedir. Maruz kalinan mermer tozunun
saglik etkilerinden hem partikiile tozun hem de silikanin sorumlu olabilecegi
diistiniilmektedir. Mermer tiiretim alanlarinda maruz kalinan partikiile toz seviyesinin
ve ayrica silika diizeyinin izlenmesi ve izin verilen limitlerin altinda tutulmasi
onerilmektedir. Mermer tozuna mesleki maruziyeti azaltmak icin havalandirma
sistemlerinin 1yilestirilmesi, uygun koruyucu maskelerin kullanilmasi ve smir

degerlerin diisiiriilmesi gerekli goriilmektedir.
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EK-3 Anket Formu
ANKET FORMU

“Mermer liscilerinde Genotoksik Etki Mekanizmalarinin ve Oksidatif Stres ile iliskisinin
Degerlendirilmesi” baslikli bu arastirma Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Toksikoloji Anabilim Dali tarafindan yapilmaktadir. Mesleki mermer tozuna maruziyette bazi saghk
sorunlari ortaya ¢ikabilmektedir. Mesleki mermer tozuna maruziyete bagl genotoksisite ve oksidatif
stresle iligkisine dair kisith bilgi vardir. Bu galismanin amaci mermer isgilerinde mesleki mermer
tozuna maruziyetin DNA hasari izerine etkileri ve oksidatif stresle olan iliskisinin degerlendirilmesi ve
olasi toksik etki mekanizmalarina agikhk getirilmesi amaglanmaktadir. Bu kapsamli toksikolojik
degerlendirme, is saghg ve glvenliginde risklerin 6ngoérilmesinde, alinacak tedbirlerin
belirlenmesinde ve halk saghginin korunmasinda fayda saglayacaktir. Sizin yanitlarinizdan elde
edilecek sonuglarla ileriye yonelik isle iliskili hastaliklarin gelisimini énlemeye yonelik 6neriler
planlanabilecektir. Bu nedenle sorularin tiimiine ve ictenlikle cevap vermeniz blylik 6nem
tasimaktadir.

Arastirmaya katilmaniz goniilliilik esasina dayalidir. Bu form araciligi ile elde edilecek bilgiler
gizli kalacaktir ve sadece arastirma amaciyla (veya “bilimsel amaclar icin”) kullanilacaktir. Calismaya
katilmamayi tercih edebilirsiniz veya anketi doldururken istemezseniz son verebilirsiniz.

Anket formuna adinizi ve soyadinizi yazmayiniz.

MERMER iSGILERINDE GENOTOKSIK ETKi MEKANIZMALARININ VE OKSIDATIF STRES iLE iLISKISININ
DEGERLENDIRILMESi

Anketimiz 1 boéliimden olugsmaktadir. 38 soruluk, 15 dk zamaninizi alacak bu ¢alismada
yanitlarinizi, sorularin altinda yer alan se¢enekler arasindan uygun olani daire icine alarak ya da agik
uclu sorularda sorunun altinda birakilan bosluga yazarak belirtiniz. Birden fazla segenek
isaretleyebileceginiz sorularda, size uygun gelen bitin secgenekleri isaretleyiniz. Eger sorunun
yanitlari arasinda “diger” secenegi mevcutsa ve yanitiniz var olan secenekler arasinda yer almiyorsa,
bu durumda yanitinizi diger secenegindeki bosluga yaziniz.
Anketi yanitladiginiz igin tesekkur ederiz.
Cahsmaiile ilgili herhangi bir sorunuz oldugunda asagidaki kisi(ler) ile iletisim kurabilirsiniz:
Sorumlu Ogretim liyesi:
Dog. Dr. Sevtap AYDIN DILSIizZ
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali
Tel: +903123052178
Arastirma Ekibi
Uzm. Ecz. Merve BECIT
Dr. Ebru KORKMAZ
Dog. Dr. Merve BACANLI
Dr. Ogr. Uyesi Sule CILEKAR
Prof. Dr. Sefa CELIK

Calismaya katilmayi kabul ediyorsaniz asagidaki kutucugu X ile isaretleyiniz ve devam ediniz.

Kabul ediyorum.




Anket Sorular

1. Hasta Kodu:
3. Yas: Boy(cm):
4. Cinsiyet: Erkek []
5. Egitim dizeyi
ilkokul [
Ortaokul [
Lise J
Universite [
6. Hangi bolimde calisiyorsunuz:
7. Neisyaplyorsunuz:
8. Ne kadar siiredir ¢alislyorsunuz:
9. Haftanin kag glinii galisiyorsunuz:
10. Giinde kag saat ¢alisiyorsunuz:
11. Sigara iciyor musunuz?
Evet [
Hayir[]
Daha 6nceden ictim []
12. Sigara igiyorsaniz giinde kag paket:......ccooevereievrienccceneerece e
13. Sigara igiyorsaniz Kag Yil: ... ecevececereeceeeereere e et st
14. Sigarayi biraktiysaniz birakma sireniz:
15. Alkol tiiketiyor musunuz?
Evet [ Ne siklikta tlketiyorsunuz?........
Hayir []
16. Ek hastaliginiz var mi?
Evet [
Hayir[]

Evet ise hastaliklariniz nelerdir ve kag yildir mevcut?

FORM NO:

Kilo(kg):



17. Kullandiginiz ilag var mi?

Evet [
Hayir[]

Evet ise hastaliKIarinIZ NEIEIAITT ..ottt st st be e s be e ee s eaae e seabessasaesneean

Semptom Oykiisii

18. Vitamin ve mineral takviyesi aliyor musunuz?

Evet |
Hayir |

Evet ise hangi vitamini hangi dozda kullaniyorsunuz? ........

19. Son 1 yilda rontgen gektirdiniz mi?
Evet | Ne rontgeni cekildi, agIKIayINIZ: ...ooooeeeeee e

Hayir [

20. Su an calismakta oldugunuz ise baslamadan baslamadan 6nce astim hastaligininiz var miydi?
Evet [] Evet ise kag yildIr var? @ ..o
Hayir[]
21. Son 12 ay icinde nefes darligi oldu mu?
Evet [
Hayir[]

Evet ise ne zaman basladi? _ _ (gln, ay, yil 6nce basladi)

22. Son 12 ay icinde goguste sikisma hissi oldu mu?

Evet []
Hayir[]

Evet ise ne zaman basladi? __ (gln, ay, yil 6nce basladi)

23. Son 12 ay icinde gece nefes darligi oldu mu?

Evet []
Hayir[]

Evet ise ne zaman basladi? __ (gln, ay, yil 6nce basladi)

24. Son 12 ay icinde hirilti sikayetiniz oldu mu?

Evet ]
Hayir[]

Evet ise ne zaman basladi? _ _ (gln, ay, yil 6nce basladi)

25. Son 12 ay icinde astim atagi gegirdiniz mi?

Evet ]
Hayir[]
26. Son 12 ay icinde astim i¢cin medikal tedavi aldiniz mi?
Evet ]
Hayir[]



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Burunda ve/veya gozlerde akinti (nezle, soguk alginhigi disinda) sikayetiniz var mi?

Evet [
Hayir[]

Evet ise ne zaman basladi? _ _ (gln, ay, yil 6nce basladi)

Alerjik duyarhhk éykintz var mi?

Evet [

Hayir[]

Ailenizde Alerjik duyarhlik éykiniz var mi?
Evet [

Hayir[]

Ailenizde astim 6ykiintiz var mi?

Evet [

Hayir[]

Mesleki Anamnez

Temizlik maddesi olarak evde ne kullaniyorsunuz?
Deterjan: []

Parlatici: [

Beyazlatici: []

Amonyak: [

Camasir suyu: []

Sprey: []

Maske kullaniyor musunuz?

Evet:(] Hayir: [J

Ne kadar sikhkta kullaniyorsunuz?
Devamli: [] Ara sira: [] Hi¢ : []
Hobileriniz var mi?

Evet ]
Hayir[]

R TSN g =Y =T TSR

Sikayetleriniz varsa ise gelince artiyor mu?

Evet ]

Hayir[]

is disinda hafta sonu sikayetlerinizde rahatlama oluyor mu?
Evet ]

Hayir[]

Sikayetlerinizin isle ilgili oldugunu dislinliyor musunuz?
Evet [

Hayir[]

Calistiginiz birimde / isyerinde sizdeki sikayetlere benzer sikayeti olan var mi?
() Hayir yok

() Evetenaz __ kisivar
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Marble dust
Occupational exposure
Oxidative stress

DNA damage
Micronucleus

Workers in marble processing plants are at high risk of exposure to high levels of marble dust containing silica,
but there are limited studies evaluating the genotoxicity and oxidative stress parameters of workers occupa-
tionally exposed to marble dust. In this study, we aimed to clarify how marble dust affects genotoxicity and
immunotoxicity mechanisms alongside oxidative stress in the workers in the marble processing plants of Isce-
hisar, Turkey. The oxidative stress and immune system parameters were determined spectrophotometrically
using commercial kits. Genotoxicity was evaluated by Comet and micronucleus (MN) assays in the lymphocytes
and buccal cells, respectively. The enzyme activities of superoxide dismutase, catalase, glutathione reductase,
glutathione peroxidase, and the levels of glutathione, and Clara cell secretory protein CC16 in workers (n = 48)
were significantly lower than in controls (n = 41), whereas the levels of malondialdehyde, 8-0xo0-7,8-dihydro-2'-
deoxyguanosine, tumor necrosis factor-alpha, interleukin-l1beta were significantly higher in workers. DNA
damage in workers were significantly higher than in controls and there was a clear correlation between the
increase in DNA damage and the duration of exposure. Marble workers had significantly higher MN frequencies
when compared to controls. The results indicate the possibility of immunotoxic and genotoxic risks to workers in
marble industry.

1. Introduction among the noteworthy marble producers in the world. Iscehisar

(Afyonkarahisar) is known as one of the most important marble pro-

The rapid growth of industrialization has caused accidental, occu-
pational, and environmental exposure to various chemical substances
that can be allergic, genotoxic, and even carcinogenic. High levels of
dust particulates, ranging from 1 to 100 pm, are generated by the pro-
cess of rock/mineral, marble, timber or fiber material, and dry grain.
The occupational exposure of these dust particles can lead to various
health and respiratory problems depending on the type and size of dust
and duration of exposure (WHO, 1999).

Since ancient times, marble, a natural stone, has been preferred for
many purposes such as shelter, protection and art, due to its durability
and aesthetic appearance. Turkey constitutes approximately 33% of the
world reserve (5.1 billion m® of 15 billion m® world reserves) and ranks

duction and processing plants in Turkey (Celik and Sabah, 2008).

Marble is a metamorphic rock composed of calcium carbonate with a
crystalline silica of less than 1% (Angotzi et al., 2005). High levels of
dust formed during crushing, cutting, sizing, or drilling in marble
quarries, can cause negative consequences for environment and human
health. Few studies evaluating toxicological exposure to respirable
marble dust indicate that it may cause respiratory diseases such as
asthma, chronic bronchitis, rhinitis, and damage to lung functions
(Angotzi et al., 2005; El-Gammal et al., 2011). It is thought that crys-
talline silica found in the dust particles has been responsible for these
health effects.

Nowadays, it is estimated that there are millions of workers in
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different occupational settings, exposed to respirable crystalline silica
(aerodynamic diameter <10 pm). Exposure is in question on about 3-5
million workers in Europe (Matteis et al., 2017); on about 2.3 million
workers in the United States (OSHA-a); on more than 10 million workers
in the low and middle-income countries like India and China (Leso et al.,
2019). As crystalline silica is a cause of many serious diseases and
mortalities, it is accepted as a major health problem in developing
countries (Leung et al., 2012; Steenland and Ward, 2014). But the sur-
veillance studies are inadequate and the reported rates are thought not
to reflect the actual exposure values (Steenland and Ward, 2014).

Many pulmonary diseases such as silicosis, tuberculosis, chronic
obstructive pulmonary diseases, lung and other (stomach and throat,
etc.) cancers, chronic renal diseases, and autoimmune disorders have
been reported to be associated with crystalline silica. The health effects
of crystalline silica are mainly due to the accumulation of respirable dust
particles in the lungs and the amount of quartz silica in the dust (NIOSH,
2002). Quartz and cristobalite polymorphs of crystalline silica were
classified as group 1 “human carcinogen” by International Agency for
Research on Cancer (IARC) in 1997 (IARC, 1997). The oxidative stress,
immunotoxicity and genotoxicity are thought to play an important role
in cancer pathogenesis due to exposure to silica. According to geno-
toxicity studies carried out with crystalline silica dust exposed-workers,
it has been concluded that crystalline silica can cause DNA damage;
however, the advanced studies are required in order to interpret the
genotoxicity mechanisms (Bonassi et al., 2016; Demircigil et al., 2010;
Donmez-Altuntas et al., 2007; Dusinska et al., 2004; Govercin et al.,
2014; Kawami et al., 2000; Marini et al., 2011; Sellappa et al., 2010).
Unfortunately, there are not enough studies about the impacts of occu-
pational marble dust exposure on genotoxicity and immunotoxicity.

Oxidative stress is a condition that results from a physiological
imbalance between antioxidants and oxidants (free radicals or reactive
oxygen/nitrogen species) in favor of oxidants. This imbalance triggers
the deterioration of genetic, metabolic, and cellular changes. Antioxi-
dant enzymes including superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione reductase (GR), and glutathione peroxidase (GPx), and also
antioxidants including glutathione (GSH) are useful biomarkers to
evaluate the oxidative stress (Davies, 2000). Guanine is the most sus-
ceptible nucleic base to oxidative stress caused by reactive oxygen
species. 8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodG) levels is a
convenient marker of oxidative DNA damage and cellular oxidative
stress (Pilger and Riidiger, 2006). Reactive oxygen species may also
cause lipid peroxidation by attacking the membrane lipids. Lipid per-
oxidation leads to formation of aldehydes and ketones including
malondialdehyde (MDA), a commonly measured biomarker in human
studies. It is documented in experimental and human studies that these
products cause damage to the genetic material (Wultsch et al., 2021).
Concomitantly, the occupational dusts can induce an inflammatory
response that involves alveolar epithelial cells and elements of the im-
mune system, such as, macrophages, neutrophils, lymphocytes, cellular
adhesion molecules, cytokines, and chemokines. Proinflammatory cy-
tokines including tumor necrosis factor (TNF)-alpha, and interleukin
(IL)-1beta activate functions of inflammatory cells. Hence, these cyto-
kines could be helpful for the evaluation of immunotoxicity (Elsabahy
and Wooley, 2013). Additionally, Clara cell secretory protein 16 (CC16),
a protein secreted by non-ciliary bronchiolar Clara cells, has been shown
to protect the respiratory system against oxidative stress and inflam-
mation. CC16 concentration in serum has recently been proposed as a
sensitive marker of acute or chronic disorders of respiratory epithelium
(Broeckaert and Bernard, 2000).

The comet (single cell gel electrophoresis) assay is simple, and highly
sensitive technique for the determination of genotoxicity (Collins, 2004;
Tice et., 2000). Micronucleus (MN) frequency is another biomarker of
genetic damage. Buccal micronucleus cytome assay (BMCyt) is a mini-
mally invasive, reliable, rapid, and promising method for the assessment
of DNA damage (Bonassi et al., 2011a; Ceppi et al., 2010; Tomas and
Fenech, 2011).
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The purpose of our study was to evaluate the genotoxicity, oxidative
stress, and immune system parameters in workers in marble processing
plants (e.g. marble quarries, marble factories, marble workshops) in
Iscehisar (Afyonkarahisar), Turkey. The genotoxicity was determined by
comet assay in blood samples and MN assay in buccal epithelial cell
samples. Besides, SOD, CAT, GR and GPx enzyme activities, and GSH
and MDA levels as the indicators of oxidative stress, 8-0xodG levels as an
indicator of oxidative stress-related DNA damage, and TNF-alpha, IL-
1beta, and CC16 levels as the indicators of inflammatory response were
evaluated.

2. Material and methods
2.1. Subjects

The study population consisted of 48 male workers employed in
marble processing plants of Iscehisar (Afyonkarahisar), Turkey for at
least six months and 41 non-exposed male office workers (controls) of
comparable age, sex, lifestyle, smoking habits and living in the same
area and with no history of occupational exposure to marble dust or
other chemicals (Table 1).

Before the sample collection, a detailed questionnaire (health con-
ditions, medical history, alcohol and smoking habits) was applied. Use
of protective mask, years of employment, respiratory symptoms were
also recorded (Tables 1 and 2). Subjects who reported active infection,
chronic diseases, radiotherapy or chemotherapy were excluded. No
alcohol intake was reported for all study group.

All volunteers were informed about the aim of study and their
written consent was obtained. This study was approved by the local
ethics commission of Hacettepe University. The study was conducted in
accordance with the ethical standards in the 1964 Declaration of
Helsinki.

2.2. Exposure assessment

For air sampling, particulate-monitoring device Dustmate (Turnkey
Instrument Ltd., UK) was used. The measuring range of the device is
0-65000 pg/m°. The instrument can simultaneously monitor the con-
centrations of total suspended particles and particles with different di-
ameters (1 pm, 2.5 pm and 10 pm). Samples were collected with the
principle of light scattering in accordance with the Turkish Standard
(TS) 2361 “Methods for the Measurement of Air Pollution Determination
of Concentration of Suspended Matter standard”.

2.3. Sample preparation

A total of 18 ml of peripheral blood samples were taken from each
volunteer. All blood samples were stored at +4 °C and processed within
6 h 5 ml of blood samples was collected in EDTA containing tubes for the

Table 1
Characteristics of the study population.

Workers (n = 48) Controls (n = 41)

37.81 £ 8.50 (21-58) 38.32 + 7.73 (21-57)
9.81 + 8.33 (0.5-35) -

Age (years)

Year of working

Protective mask usage
Yes 12 (25%) -
No 36 (75%)

Smoking status
Non-smoker
Smoker
Cigarettes/day

25 (60.98%)
16 (39.02%)*
18.31 + 3.68 (10-20)

20 (41.67%)
28 (58.33%)
16.96 + 7.12 (10-40)

The values are given as the mean =+ standard deviation (range). In both groups,
individuals who smoked more than ten cigarettes/day for at least 1 year were
considered smokers. n: Numbers of individual. ?p <0.05, compared to controls
using z-test.
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Table 2
Pulmonary function parameters and pulmonary radiography of the workers
exposed to marble dust.

Parameters Workers

Pulmonary function tests
Forced Expiratory Volume in 1 s (FEV1) 59.85 + 20.63 (15-100)
Forced Vital Capacity (FVC) 53.58 + 20.36 (13-95)
FEV1/FVC ratio 85.96 + 18.68 (27-122)

Presence and severity of airway obstruction of workers

Normal 14 (29.17%)
Obstructive pattern 1 (2.08%)
Restrictive pattern 23 (47.92%)
Mixed obstructive and restrictive 10 (20.83%)
Chest radiography
Normal 30 (62.5%)
Asymmetric (unilateral) lymphadenopathy 11 (22.92%)
Symmetric (bilateral) lymphadenopathy 3 (6.25%)
Reticulonodular interstitial pattern 4 (8.33%)

The values of pulmonary function tests are given as the mean + standard de-
viation (range). The values of presence and severity of airway obstruction of
workers and chest radiography are given as number of workers (%).

analysis of hemogram parameters. 3 ml of blood samples were allowed
to clot for the measurement of serum C-reactive protein (CRP), aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total choles-
terol (TC), high-density lipoprotein (HDL). The hemograms and serum
biochemical parameters were measured immediately. 10 ml of blood
samples were collected in sodium heparin containing tube and the
plasma was obtained from 5 ml of the heparinized blood sample for the
analysis of SOD, CAT, GR, GPx, GSH, MDA, 8-oxodG, TNF-alpha, IL-
1beta, and CC16. The plasma samples were stored at —80 °C until the
day of analysis. 5 ml of the remaining heparinized blood samples were
used to analyze DNA damage. In addition, buccal epithelial cell samples
were taken from each volunteer for the determination of MN
frequencies.

2.4. Analysis of biochemical parameters

The analysis of total blood counts including white blood cell (WBC),
red blood cell (RBC), hemoglobin (HGB), hematocrit (HCT), mean
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH),
mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), platelet (PLT),
red cell distribution width standard deviation (RDW-SD), red cell dis-
tribution width (%), platelet distribution width (PDW), mean platelet
volume (MPV), platelet-large cell ratio, procalcitonin, nucleated red
blood cell (NRBC), neutrophils, monocytes, lymphocytes, eosinophil,
basophils, immunoglobulin G levels were performed using the Sysmex
XN-2000 hematology autoanalyzer (Sysmex Europe GMBH, Bornbarch
1, 22848, Norderstedt, Germany). The samples were analyzed in
duplicate. The results were given as the mean + standard deviation
(range) and expressed as 10%/, ul for WBC, PLT, neutrophils, monocytes,
lymphocytes, EO, BASO, IG; 105/ ul for RBC; g/dl for HGB and MCHC; %
for HCT, RDW-CV, P-LCR, PCT and NRBC; femtoliter (fl) for MCV, RDW-
SD and MPV; picogram (pg) for MCH.

Inflammation marker (CRP), liver function parameters (AST, ALT),
and serum lipid levels (TC, HDL) in the serum samples were determined
using the Sysmex XN-2000 hematology autoanalyzer. The samples were
analyzed in duplicate. The results were given as the mean + standard
deviation (range) and expressed as mg/dl for CRP, TC, and HDL; U/L for
AST and ALT.

2.5. Analysis of oxidative stress and immune parameters

The determination of SOD, CAT, GR, GPx enzyme activities and GSH,
MDA, 8-0xodG, TNF-alpha, IL-1beta, and CC16 levels in the plasma
samples were carried out spectrophotometrically using assay kits (SOD,
CAT, GR, GPx, GSH, MDA from the Cayman Chemical Company (Ann
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Arbor, ML, USA); 8-0xodG, TNF-alpha, IL-1beta, CC16 from Elabscience
(Houston, T, USA)) with manufacturer’s directions at 450 nm, 540 nm,
340 nm, 340 nm, 405 nm, 540 nm, 450 nm, 450 nm, 450 nm, and 450
nm, respectively. The samples were analyzed in duplicate. The results
were given as the mean + standard deviation (range) and expressed as
U/ml for SOD; nmol/min/ml for CAT, GR, and GPx; pM for GSH and
MDA; ng/ml for 8-0xodG; pg/ml for TNF-alpha, IL-1beta, and CC16.

2.6. Alkaline single-cell gel electrophoresis (COMET) assay

The basic alkaline single-cell gel electrophoresis technique (Comet
assay) was performed as described previously (Aydin et al., 2013, 2019;
Collins, 2004). After the isolation of peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from heparinized blood samples, the cell concentrations were
adjusted to approximately 2x10° cells/ml in PBS. Cell viability checked
by trypan blue was higher than 85% in all cases. The cells were
embedded in agarose on a microscope slide and lysed with fresh cold
lysing solution (2.5 M NaCl,100 mM EDTA, 100 mM Tris,1% sodium
sarcosinate, pH 10), with 1% Triton X-100 and 10% DMSO for 1 hat 4 °C
to form nucleoids containing supercoiled loops of DNA linked to the
nuclear matrix. Then, they were removed from the lysing solution,
drained, and left in the electrophoresis solution (1 mM sodium EDTA
and 300 mM NaOH, pH 13) for 20 min at 4 °C to allow the unwinding of
DNA and expression of alkali-labile damage. Electrophoresis was carried
out for 20 min at 4 °C with a current of 25 V (300 mA). After electro-
phoresis, the slides were neutralized and then incubated in 50%, 75%
and 98% alcohol for 5 min, successively. The dried microscopic slides
were stained with ethidium bromide and covered with a cover-glass
prior to analysis with a Leica® fluorescence microscope under green
light. The microscope was connected to a charge-coupled device camera
and a personal computer-based analysis system (Comet Analysis Soft-
ware, version 4.0, Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK) to determine the
extent of DNA damage after electrophoretic migration of DNA fragments
in the agarose gel. One-hundred nucleoids (comets) from each of
duplicate slides were examined at 400x and the results were expressed
as the percentage of DNA in tail (tail intensity).

2.7. Buccal micronucleus cytome (BMCyt) assay

The BMCyt assay for the determination of chromosomal genetic
damage was performed according to the procedure described by Thomas
and Fenech (2011) and Bonassi et al. (2011b). Volunteers were asked to
rinse their mouths with distilled water and exfoliated buccal epithelial
cells were collected by scraping from the mucosa of both cheek with a
toothbrush. The cells were shaken in a centrifuge tube containing 10 ml
of PBS. The cell suspensions were centrifuged at 1200 rpm for 5 min to
remove bacteria and cell debris. The supernatant was discarded, and the
procedure was repeated twice. For each sample, the cell suspension was
spread on two clean and coded slides, air-dried, and then fixed in 80%
methanol for 15 min. The cells were stained with acridine orange dye.
For staining, the slides were covered with 0.1% acridine orange (CAS no:
10,127,023; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) and incubated for
15 min in the dark (Cao et al., 2002; Thomas and Fenech, 2011).

A total of 2000 cells per individual were classified and scored using
fluorescence microscopy (Leica Microsystems DM2500, Wetzlar, Ger-
many) equipment with a 440-490 excitation and 520 nm emission filters
at 400x. Micronuclei were evaluated according to the scoring criteria
described by Tolbert et al. (1992). Basal cells, binuclear cell, nuclear
buds, pyknotic cell, condensed chromatin, karyorrhectic cell and kar-
yolitic cells were excluded from evaluation of micronucleus-included
cells (Fig. 1) (Thomas and Fenech, 2011).

2.8. Statistical analysis

Analysis of data was performed using the program SPSS 20.0 for
Windows. The normality of distribution was checked by the
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Fig. 1. Various cells in exfoliated buccal cells. A) Basal cells, B) Micronucleus (MN)-included cell, C) Binuclear cell, D) Nuclear Buds (broken egg), E) Pyknotic cell, F)
Condensed chromatin, G) Karyorrhectic cell, H) Karyolitic cell (oil-immersion 40x objective, acridine orange stain). (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

Kolmogorov-Smirnov test. The homogeneity of the variance was verified
by the Levene test. The results were expressed as the mean + standard
deviation (SD) for continuous variables and the number of cases percent
(%) for categorical variables. The differences among the groups with
normal distribution were determined by the one-way variance analysis
(ANOVA) test. Post hoc analysis of group differences was performed by
the least significant difference (LSD) test. The differences among the
groups without normal distribution were evaluated by Mann-Whitney U
for two groups and Kruskal-Wallis test for more than two groups. The
magnitude of linear relationship was calculated by Pearson correlation
analysis. For statistical analysis of BMCty assay results, the z-test was
applied for the frequency of MN. The p-value of less than 0.05 was
considered as statistically significant.

3. Results
3.1. Characteristics of the study population

The characteristics (age, duration of exposure, protective mask usage
(dust particle mask) and smoking habits) of the study groups were
shown in Table 1. The mean ages of workers and controls were 37.81 +
8.50 years (range 21-58) and 38.32 + 7.73 years (range 21-57),
respectively. The mean working duration of workers was 9.81 + 8.33
years (range 0.5-35). Only 12 (25%) workers used protective mask. The
number of smokers in the workers (58.33%) (n:28) was significantly
higher than smokers in the control group (39.02%) (n:16) (p < 0.05).
The average consumption of cigarettes in the workers and in the controls
were 16.96 + 7.12 cigarettes/day and 18.31 + 3.68 cigarettes/day,
respectively. No abnormalities in the ear and nose functions of the
workers and the controls were noted. Results of pulmonary function in
the workers exposed to marble dust were given in Table 2. The normal
value of Forced Expiratory Volume (FEV1)/Force Vital Capacity (FVC)
ratio in a healthy individual was 75-80%. An obstructive pattern was
defined of FEV1/FVC ratios <75% (GINA, 2019). In the workers, the
mean FEV1/FVC ratio was found to be normal (85.96 + 18.68%).
However, the percent values of FEV1 and FVC (59.85 + 20.63% and
53.58 + 20.36%, respectively) individually were lower than the normal
values (>80%). Thirty-four workers (71.83%) had obstructive, restric-
tive, or mixed pattern according to the presence and severity of airway
obstruction as evaluated by FEV1 and FVC whereas 14 workers
(29.17%) were found to have normal values. The chest radiography of

30 workers (62.5%) and all pulmonary functions of the control group
were normal.

3.2. Assessment of exposure in workers

The concentrations of airborne particulate matter (Particulate matter
1 (PM1), PM2.5, PM10 and total suspended particulate (TSP)) were
measured in air samples taken from seven different units including
maintenance, polishing, sizing, tumbled, cutting, and carpentry units
(Table 3). Results were compared with the permissible exposure limit
(PEL) value determined by Occupational Safety and Health Adminis-
tration (OSHA). In general, PM10 levels (2117.5 + 1644.5 pg/ms) were
higher than PM2.5 (178.8 + 140.1 pg/m®) and PM1 (91.4 + 125.1 pg/
m®). The mean TSP levels was found to be 2574 + 1537 pg/m°®
(540.8-4870.4). In the sizing and cutting units, 23 workers (total 47.9%)
were exposed to 4553.5 + 258.4 pg/m> (4237-4870) dust, which are
close to the limit values of 5000 pg/m?>.

3.3. Biochemical parameters

The biochemical parameters of the study population were given in
Table 4. There were no significant differences in all biochemical pa-
rameters except serum total cholesterol levels between workers and
controls (p > 0.05). Total cholesterol levels in the control group were
found to be significantly higher than the worker group (p < 0.05).

3.4. Oxidative stress and immune parameters

The enzyme activities of SOD, CAT, GR, GPx and the levels of GSH,
MDA, 8-0x0dG, TNF-alpha, IL-1beta, and CC16 in plasma samples were
given in Table 5. The enzyme activities of SOD, CAT, GR, GPx and the
levels of GSH and CC16 in the workers were significantly lower than in
the control group (p < 0.05). MDA, 8-oxodG, TNF-alpha, and IL-1beta
levels in the worker group were significantly higher than in the con-
trol group (p < 0.05). Workers working in the marble processing plant
more than 10 years had significantly lower GSH and CC16 levels and
higher MDA, TNF-alpha, and IL-1beta levels (p < 0.05). It was found that
as the duration of exposure increased, GSH (regression coefficient (r) =
-0.516) and CC16 (r = —0.635) levels decreased, however MDA (r =
0.406), TNF-alpha (r = 0.654), and IL-1beta (r = 0.621) levels increased.
There were no correlations between the duration of exposure and SOD,
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Table 3
Dust exposure in the marble processing plants.
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n Mask usage TSP (pg/m®) PM10 (pg/m®) PM2,5 (ug/m>) PM1 (ug/m®) Limit value (pg/m>)

Maintenance 1 (33.3%) 540.8 211.6 46.4 20.1 5000.0

Polishing 12 5 (41.7%) 2760.3 2124.8 171.9 48.1 5000.0

Sizing 0 (0.0%) 4237.7 3717.2 186.1 69.5 5000.0

Tumbled 3 (50.0%) 2389.1 2528.2 235.8 83.3 5000.0

Cutting 18 3 (16.7%) 4870.4 4640.0 450.0 368.5 5000.0

Carpentry 0 (0.0%) 1820.6 926.7 35.2 5.0 5000.0

Selection 3 0 (0.0%) 1401.3 673.8 126.3 45.1 5000.0

Mean 2574.3 2117.5 178.8 91.4

+SD 1537.7 1644.5 140.1 125.1

The values of mask usage are given as number of workers (%). n: Numbers of workers; TSP: Total suspended particles; PM: Particulate matter. SD: Standard deviation.

CAT, GR, GPx, and 8-oxodG levels.

Mask usage did not change the oxidative stress and immune pa-
rameters in the workers. Smoking also did not affect these parameters in
the workers and the controls.

3.5. DNA damage

DNA damage in the lymphocytes expressed as DNA tail intensity (%
DNA in the tail) were shown in Table 6. DNA damage in the workers
were found to be significantly higher than in the control group (p <
0.05).

DNA damage in young (19-40 years) and older (41-60 years)
workers and also smoker and non-smoker worker groups were higher
when compared to their control groups (p < 0.05). However, in both
workers and controls, there were no significant differences between the
older and young workers and also the smokers and the non-smokers.

Tail intensity were 1.46 + 0.54 (range 0.58-2.45), 1.43 + 0.63
(range 0.23-2.73), and 2.15 + 0.81 (range 0.70-3.38) in workers with
short, medium and long duration of exposure, respectively. As the
duration of exposure increased, DNA damage was found to be signifi-
cantly higher in workers (p < 0.05), but there were no significant dif-
ferences between short and medium duration (p > 0.05). Protective
mask usage did not decrease DNA damage in workers. But the per-
centage of workers using protective masks is only 25% of the study
group.

3.6. Buccal micronucleus assay

MN frequencies in the buccal exfoliated cells were shown in Table 7.
Buccal MN frequency of the workers (8.9 + 4.7, range 1-18) were found
to be significantly higher than the control group (5.1 + 2.8, range 1-11)
(p < 0.05).

The MN frequency of young workers was higher when compared to
its controls (p < 0.05), however there were no significant differences in
the workers and controls for middle age group. In the workers, MN
frequency was not different between the young and middle age group (p
> 0.05), however it increased in the middle age group when compared
to the young age group (p < 0.05).

Smoking seemed to increase MN frequencies significantly both in the
workers and controls since MN frequencies were higher in the smoking
workers compared to the non-smoking workers (p < 0.05). For controls,
MN frequencies were also higher in the smokers compared to the non-
smokers (p < 0.05).

MN frequencies were 6.33 + 4.04 (range 2-12), 9.34 + 4.31 (range
3-17), and 11.56 + 4.85 (range 1-18) in the workers with short, me-
dium, and long duration of exposure, respectively. There was correlation
between the duration of exposure and MN frequencies. It was found that
as the exposure time increased, MN frequencies increased. MN fre-
quencies in short-time workers (6 months-4.5 years) were found to be
significantly higher than in medium-term workers (5-15 years) and
long-time workers (16-35 years) (p < 0.05). In addition, there were
significant differences between short (6 months-4.5 years) and medium

duration (5-15 years) in MN frequencies (p < 0.05).

MN frequencies were higher in the workers using protective masks
when compared to non-users (p < 0.05). Contrary to expectations, using
protective mask did not affect MN frequencies and the confusing result
may be due to the factors including age and smoking that increase the
frequency of MN. Also, the number of workers using protective masks
were lower than the workers who were not using masks.

4. Discussion

In the present study, we focused on the possible genotoxicity,
immunotoxicity and oxidative stress parameters in workers in marble
processing plants in Iscehisar (Afyonkarahisar), Turkey.

Turkey constitutes approximately 33% of the world reserve (5.1
billion m® of 15 billion m® world reserves) and ranks among the note-
worthy marble producers in the world. Iscehisar (Afyonkarahisar), one
of Turkey’s most important marble production and processing region, is
known worldwide in different types and quality of the marble (Celik and
Sabah, 2008).

High levels of respirable dusts (<10 pm) are produced while cutting,
sizing, polishing, and smoothing marble. Occupational dusts exposure
from marble industry is known to cause important health problems in
workers. The toxic effects of respirable dusts vary according to the
number of dust particles, their diameter, chemical composition and
aerodynamic properties. Marble dust consists mainly of calcium car-
bonate and contains crystalline silica in different proportions less than
1%. Crystalline silica may cause various respiratory diseases that can
range from irritation to lung cancer (Angotzi et al., 2005). Although the
silica content is not very high in marble dust, it is assumed that silica
may be responsible for the health effects of marble dust.

The pulmonary system toxicity related to marble dust exposure has
been demonstrated in some clinical studies (Orman et al., 2002; Sezgi
et al., 2012; Soysal et al., 2006; Yildirim et al., 2016); however, the
studies on the effects of occupational marble dust exposure on geno-
toxicity and immunotoxicity are very limited. In the present study, a
detailed research was conducted in order to understand how marble dust
affects genotoxicity and immunotoxicity mechanisms along with
oxidative stress parameters.

With the aim of preventing the risks in the workplace environment,
the limit values for respirable dusts were determined as 5000 pg/m® by
OSHA and as 3000 pg/m> by American Conference of Governmental
Industrial Hygienists (ACGIH) (OSHA-b). OSHA determined the
permissible exposure limit (PEL) value as 50 pg/m® and the National
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH), the recommended
exposure limit (REL) value as 50 pg/m?® for crystalline silica. ACGIH
determined the time weighted average (TWA) value as 25 pg/m°> for
crystalline silica (OSHA-c). In our study, the concentrations of airborne
particulate matter (PM1, PM2.5, PM10 and TSP) were measured at
seven different units including maintenance, polishing, sizing, tumbled,
cutting, carpentry, and selection units in the marble processing plants.
Turkey has a very diverse and large amounts of marble reserves, but it is
not a common procedure to determine the silica content in the ambient
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Table 4 Table 5
Biochemical parameters. Oxidative stress and immune parameters.
Parameters Workers (n = 48) Controls (n = 41) P Parameters Workers (n = 48) Controls (n = 41) p
WBC (103/p1) 7.91 + (4.87-11.07) 7.82 £ (4.37-12.72) 0.809 SOD (U/ 0.26 (0.12-0.47) 0.39 (0.22-0.67) # <0.001
1.62 1.69 ml) + 0.09 + 0.10
RBC (106/ul) 5.35 + (4.66-6.67) 5.35 + (4.27-6.99) 0.942 CAT 71.25 (32.94-113.85) 99.17 (74.91-125.38) <0.001
0.37 0.55 (nmol/ + + a
HGB (g/dl) 15.48 (12.5-18) 15.35 (12.1-17.7) 0.578 min/ml) 18.35 13.98
+ 1.05 +1.10 GR (nmol/ 26.17 (15.03-38.82) 34.63 (17.42-79.46) @ <0.001
HCT (%) 45.06 (33.8-49.2) 45.12 (36.2-51.3) 0.925 min/ml) + 5.86 +
+2.82 + 3.13 12.08
MCV (f) 85.0 + (64.5-93.2) 84.71 (62.5-94.2) 0.813 GPx (nmol/ 125.0 (90.42-161.89) 137.0 (97.71-298.40) 0.033
5.39 +5.93 min/ml) + + a
MCH (pg) 29.07 (20.2-32) 28.85 (19.9-32.3) 0.672 14.99 32.23
+ 2.44 + 2.35 GSH (pM) 8.68 (2.98-16.04) 12.43 (5.21-23.59) ? <0.001
MCHC (g/dl) 34.15 (31.4-36.8) 34.03 (31.8-36.5) 0.625 + 3.47 + 4.38
+1.29 + 0.94 MDA (pM) 2.60 (1.48-3.96) 2.07 (1.21-3.45) * <0.001
PLT (103/p1) 225.2 (108-388) 242.7 (142-334) 0.122 + 0.60 + 0.58
+ + 8-OHdG 32.92 (19.29-52.36) 24.12 (8.18-42.16) * <0.001
60.29 43.37 (ng/ml) + 8.07 +7.03
RDW-SD (fl) 38.98 (34.3-43.6) 39.56 (34.5-44.2) 0.242 TNF-alpha 14.73 (7.81-38.69) 10.66 (7.87-17.86) * <0.001
+2.13 + 2.46 (pg/ml) + 7.62 + 2.63
RDW-CV (%) 12.80 (11.7-17.5) 13.08 (11.5-18.7) 0.286 IL-1beta 6.14 (1.70-25.37) 3.43 (1.89-10.24) @ 0.003
+1.11 +1.30 (pg/ml) + 5.78 +1.93
PDW (fl) 13.47 (10.1-19.6) 13.29 (10.4-20.4) 0.675 CC16 (pg/ 528.6 (259.2-980) 901.0 (598.8-1401.2) <0.001
+ 1.98 + 2.01 ml) + + a
MPV (1) 10.92 (9.3-12.7) 10.53 (1.4-13) 0.193 150.0 247.0
+0.84 +1.69 - . "
P-LCR (%) 32.07 (0.9-48.04) 31.62 (20.7-48.3) 0.780 The values are given as the mean + standard deviation (range). °p <0.05,
4+ 8.07 1+ 6.87 compared to controls. SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; GR: gluta-
PCT (%) 0.24 + (0.13-0.44) 0.26 + (0.16-0.35) 0.203 thione reductase; GPx: glutathione peroxidase; GSH: glutathione; MDA:
0.06 0.05 malondialdehyde. TNF-alpha: tumor necrosis factor-alpha; IL-lbeta:
NRBC (%) 0+0 (0-0.01) 0+0 (0-0) 0.160 interleukin-1beta; CC16: clara cell secretory protein 16.
Neutrophils 4.83 + (2.49-8.54) 4.38 + (2.09-7.85) 0.119
10%/uD) 1.31 1.36
Moil(());ytles 8?3 + (0.33-1.32) g(lig + (0.38-0.79) 0.095 Table 6
Lygnph/opc ;tes 2:33 L (1.48-4.08) 2:57 L (1.27-4.52) 0.115 DNA damage in the lymphocytes of workers exposed to marble dust and
(10%/uD) 0.69 0.74 controls.
EO (10%/ul) 017+  (0.03-057) 021+  (0.03-0.48) 0.139 Tail intensity (% DNA in the tail)
0.12 0.10
BASO (10%ul)  0.05+  (0.01-0.13)  0.05+  (0.02-0.11) 0.826 Factors Workers (n = 48) Controls (n = 41)
0.02 0.02 1.59 + (0.23-338)  0.95+ (0.43-1.52)
1G (103/p1) 0.03 £ (0.01-0.11) 0.03 £ (0.01-0.07) 0.677 0.69 0.29 a
0.02 0.01 Age
CRP (mg/d) 014+  (0-0.9) 015+  (0-0.6) 0.746 Younger workers 1.57 + (0.23-3.38) 092+ (0.43-1.31)
0.16 0.17 (19-40) 0.68 0.28 @
AST (U/D) 21.56 (13.9-33.5)  20.21 (11.6-41.4) 0.225 Older workers 1.64 £ (0.70-2.72)  1.01 + (0.56-1.52)
+4.14 £591 (41-60) 0.74 0.32 a
ALT (U/D) 21.68  (10.1-56.3) 2590  (9.1-89.4) 0.167 Smoking
+£9.71 + Smokers 1.60 + (0.23-3.38) 091+ (0.43-1.52)
17.09 0.74 0.31 a
TC (mg/dl) 1587  (90.8-273.6) 1765  (113.9-273.6)" 0.026 Non-smokers 150 & 0.70-2.72) 098+ (0.56-1.49)
+ £ 0.65 0.29 .
41.19 32.90 Duration of exposure -
HDL (mg/dl) ~ 39.67  (27.5-57.5) 4177  (25.1-83.2) 0.310 (years)
£7.14 + Short duration 1.46 + (0.58-2.45)
11.38 (0.5-4.5) 0.54
The values are given as the mean =+ standard deviation (range). °p <0.05, Medium duration 143+ (0.23-2.73)
compared to controls. WBC: White blood cell; RBC: Red blood cell; HGB: He- (5-15) . 0.63
X A Long duration 215+ (0.70-3.38)
moglobin; HCT: Hematocrit; MCV: Mean corpuscular volume; MCH: Mean (16-35) 0.81 b
corpuscular hemoglobin; MCHC: Mean corpuscular hemoglobin concentration; Using protective mask _
PLT: Platelet; RDW-SD: Red cell distribution width standard deviation; femto- Yes 1.66 - (0.70-2.52)
liter (f1); RDW-CV: Red cell distribution width; PDW: Platelet distribution width; 0.69
MPV: Mean platelet volume; P-LCR: Platelet-large cell ratio; PCT: Procalcitonin; No 1.57 + (0.23-3.38)
0.70

NRBC: Nucleated RBC; EO: Eosinophil; BASO: Basophils; IG: Immunoglobulin G;
CRP: C-reactive protein; AST: Aspartate aminotransferase; ALT: Alanine
aminotransferase; TC: total cholesterol; HDL: High-density lipoprotein.

air of marble dust-working areas. However, according to the study
involving marble quarrying in Tuscany located in the Apuanian Alps,
crystalline silica in marble dust is less than 1% (Angotzi et al., 2005).
Located in the Alpine zone (same as Tuscany) where the world’s richest
natural stone formations, the silica content of marble dust is assumed to
be less than 1%. In our workplace, PM10 levels (2117.5 + 1644.5

The values are given as the mean + standard deviation (range). °p <0.05,
compared to controls; °p < 0.05, long exposure duration compared to short and
medium exposure duration.

ng/m>) were higher than PM2.5 (178.8 + 140.1 pg/m%) and PM1 (91.4
+ 125.1 pg/m>). The mean of TSP levels was 2574 + 1537 pg/m>
(540.8-4870.4) that was lower than the limit values of OSHA (5000
pg/m>). However, 23 workers (47.9%) working in sizing and cutting
areas, were exposed to high TPS levels (4553.5 + 258.4 pg/m°
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Table 7
MN frequencies in buccal exfoliated cells of workers exposed to marble dust and
controls.

MN frequencies (2000)

Factors Workers (n = 48) Controls (n = 41)
8.90 + 4.70 (1-18) 5.10 + a-1?
2.80
Age
Younger workers 8.88 + 4.70 2-17) 4.06 + (1-11)* b
(19-40) 2.18
Older workers (41-60) 8.84 + 4.74 (2-18) 6.83 + (2-11)
2.88
Smoking
Smokers 10.34 + 4.7 (2-18)¢  6.85 + B-1)*¢
2.68
Non-smokers 6.80 + 3.83 (1-13) 3.94 + (1-10) ?
2.21
Duration of exposure -
(years)
Short duration (0.5-4.5)  6.33 + 4.04 (2-12)
Medium duration (5-15)  9.34 £+ 4.31 3-17)4
Long duration (16-35) 11.56 + (1-18) ¢
4.85
Using protective mask -
Yes 11.15 + (4-18)
4.40
No 8.10 + 4.55 (2-17)

The values are given as the mean + standard deviation (range). °p <0.05,
workers compared to controls. °p < 0.05, younger age group compared to older
age group. °p < 0.05, smokers compared to non-smokers. %p < 0.05, medium
exposure duration compared to short exposure duration. °p < 0.05, long expo-
sure duration compared to short and medium exposure duration.

(4237-4870)) that were higher than ACGIH limits (3000 pg/m®) and
also very close to the limit values of OSHA.

OSHA confirmed that between the years of 1980-1992, respirable
crystalline silica levels in 48% of 255 workplaces were above the PEL
(Freeman and Grossman, 1995). It was stated that respirable crystalline
silica levels exceeded the specified limits, especially in the work areas
such as rock drilling and sandblasting (Castranova and Vallyathan,
2000). Because of the lack of a definite treatment of silica-induced dis-
eases; prevention, implementing the necessary regulations and inspec-
tion of the workplaces for potential risks should be targeted. In addition,
occupational exposure to silica was predicted to cause 440,000 cancer
cases between 2010 and 2069 in the EU if the permitted exposure limits
will not be reduced (Cherrie et al., 2011).

In the present study, no abnormalities were found in ear and nose
functions. Pulmonary functions of control group and also the mean
FEV1/FVC in workers was found to be normal (85.96 + 18.68%),
consistent with the previous studies (Anlar et al., 2018). However, FEV1
and FVC values (59.85 + 20.63% and 53.58 + 20.36%, respectively)
individually were lower than the normal values (>80%). 14 workers
(29.17%) were healthy, 34 workers (71.83%) had obstructive, restric-
tive or mixed pattern according to presence and severity of airway
obstruction evaluated by FEV1 and FVC. The chest radiography of 30
workers (62.5%) were normal, however 18 workers (37.5%) had
abnormal chest radiography including symmetric or asymmetric
lymphadenopathy and reticulonodular interstitial pattern. Pulmonary
functions were abnormal in 16 of 22 workers who worked for more than
10 years. These results showed that a majority of workers displayed
onset of obstructive and/or restrictive pulmonary abnormalities. It ap-
pears that respiratory functions were impaired with an exposure time of
more than 10 years. Silicosis was not diagnosed in our workers. In a
study of conducted on 67 workers, silicosis ratio was found to be 12% of
workers working in quartz processing plants in Turkey and it was rec-
ommended to take precautions to reduce dust in occupational areas
(Polatli et al., 2001).

In a study conducted in workers (n = 110) in a marble processing
plant in Diyarbakir, Turkey with a mean age of 33.4 + 6.3 years old, the
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respiratory symptoms, respiratory functions, and chest radiography
findings related to marble dust exposure were evaluated. The workers
were grouped according to dust concentrations in working air (office
1.7 mg/m>; tile cutting 4.6 mg/m?; block cutting 5.2 mg/m?; polishing
mg/m®>). It was found that symptoms such as cough and sputum were
observed more frequently in workers exposed to high concentration of
dust compared to the group which exposed to low dust concentration
(office) (p < 0.05). In addition, FEV1, FEV1/FVC, forced expiratory flow
(FEF) 25-75% were found to be significantly lower than control group.
Although higher pathological findings were found on chest radiography
in the groups with high dust concentrations, the difference was not
statistically significant. It has been reported that chest radiography pa-
thologies occur more frequently in workers working for more than ten
years in the marble processing plants (p < 0.001) (Sezgi et al., 2012).

Similar to our study, the negative effects of occupational marble dust
on respiratory functions were shown in the studies conducted on 236
male workers in Afyonkarahisar, Turkey (Orman et al., 2002) and 50
male workers in Aydin, Turkey (Soysal et al., 2006). In conclusion, the
intensity and duration of marble dust exposure in workers are associated
with respiratory symptoms and chest radiography findings.

Oxidative stress is a phenomenon caused by an imbalance between
production and accumulation of oxygen reactive species (ROS) in cells
and tissues, which is the ability of a biological system to detoxify these
reactive products. High dose and/or inadequate removal of ROS, espe-
cially superoxide anion, results in oxidative stress. Superoxide anion is
dismutated by SODs to H202 that is catalyzed to H20 by catalase,
peroxiredoxins, or GPx. GPx catalyzes the reduction of various hydro-
peroxides (e.g., H202) to H20 via oxidation of reduced GSH into its
disulfide form (GSSH). GRx catalyzes the reduction of glutathione di-
sulfide (GSSG) to the sulfhydryl form glutathione (GSH), which is a
critical molecule in resisting oxidative stress and maintaining the
reducing environment of the cell. ROS also represent a component of the
innate immune system, and they are not only involved in the respiratory
burst of neutrophils, but also signal inflammatory cell chemotaxis into
sites of inflammation (Gupta et al., 2014). TNF-alpha is also a critical
cytokine, which plays a pivotal role in the pathogenesis of immune
disorders and tumor development. The roles of inflammatory cytokines
and the immune response in cancer remain paradoxical. In the case of
TNF, there is undisputed evidence indicating both procarcinogenic and
anticarcinogenic activities (Carbone and Yang, 2011). IL-lbeta is a
potent pro-inflammatory cytokine that is crucial for host-defense re-
sponses to infection and injury (Lopez-Castejon and Brough, 2011).

In our study, the enzyme activities of SOD, CAT, GR, GPx and the
levels of GSH, and CC16 in the workers were significantly lower than in
control group (p < 0.05). MDA, 8-oxodG, TNF-alpha, and IL-1beta levels
in the workers were significantly higher than in controls (p < 0.05).
Strong correlations were found between the duration of exposure and
the levels of GSH, CC16, MDA, TNF-alpha, and IL-1beta. As the duration
of exposure increased (more than 10 years), GSH and CC16 levels
decreased; however, MDA, TNF-alpha, and IL-1beta levels increased.
The decrease in CC16 level indicates that workers may be incapable of
protecting the respiratory system against oxidative stress and inflam-
mation. There were no correlations between the duration of exposure
and the levels of SOD, CAT, GR, GPx, and 8-oxodG. Mask usage and
smoking did not change the oxidative stress and immune parameters. No
significant differences were found in all biochemical parameters except
serum total cholesterol levels. Similar to our findings, Anlar et al. (2018)
reported that plasma 8-oxodG levels in ceramic workers (n = 99)
exposed to complex mixture of chemicals mainly crystalline silica were
higher compared to its controls. A significant reduction of serum CC16
has also been found in miner workers (n = 86) exposed to crystalline
silica. They concluded that the decreases in the serum CC16 level
probably reflect early toxic effects of crystalline silica particles on the
respiratory epithelium. (Bernard et al., 1994; Gu et al., 2021). Crystal-
line silica can lead to oxidative stress with the increases in the expression
of antioxidant enzymes such as GPx, SOD and the enzyme inducible
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nitric oxide synthase. In addition, generation of oxidants induces cell
signaling pathways such as extracellular signal-regulated kinase phos-
phorylation, MAPK/ERK kinase and increases the production of in-
flammatory cytokines (TNF-alpha, IL-1beta, etc.), and the activation of
specific transcription factors (NF-kB, AP-1 etc.) (Fubini and Hubbard,
2003).

In a study (n = 48, male), the levels of neopterin, a biomarker of the
activation of the cell mediated immune system and oxidative stress,
were examined in the workers exposed to marble dusts. Neopterin levels
in urine were reported to be significantly higher in workers (p < 0.001).
and crystalline silica in marble dust was found to be responsible for the
increased levels of neopterin (Gaballah et al., 2015).

Autoimmune diseases have been reported in workers in marble
processing plants: Erasmus syndrome (sclerosis accompanied by crystal
silica exposure) has been reported in a marble worker of 70 years old in
Italy (Bello et al., 2015). In addition, Caplan syndrome (rheumatoid
arthritis accompanied by crystal silica exposure) has been reported in a
45-year-old worker with history of 7 years marble dust exposure (Rozin
and Toledano, 2013). The most acceptable theory that explains the
relationship between autoimmune disorders of the chronic exposure of
crystalline silica, is the corruption of apoptotic mechanism in lympho-
cytes. In this case, Fas protein, expressed in the cell membrane of lym-
phocytes and belongs to the TNF receptor family, is considered to be the
trigger of the caspase cascade leading to DNA fragmentation (Nagata,
1994; Peng, 2006).

Only few studies have reported genotoxicity in relation to occupa-
tional exposure to marble dust and/or silica containing dusts (Borm
et al., 2018; Wultsch et al., 2021). The genotoxicity in marble
dust-exposed workers may be caused directly by silica particles and/or
by free radicals released from activated alveolar macrophages and
neutrophils following silica or particulate marble dust inhalation. In our
study, DNA damage in the PMNCs of marble workers were found to be
significantly higher than in the control group and there was a clear
correlation between the increased DNA damage and the duration of
exposure. Workers working in marble processing plants more than 16
years had significantly higher DNA damage when compared to the
workers working shorter duration. Similar to our study, Basaran et al.
(2003) found that DNA damage in the lymphocytes of foundry and
pottery workers who were exposed silica was significantly higher when
compared to control group using comet assay. Interestingly, in our
study, protective mask usage did not affect DNA damage in workers. But
the number of workers using masks in the study was quite low, it is
thought that the result was not meaningful. The percentage of workers
using protective masks is only 25% of the total workers. There is also a
doubt in the answers of workers that claimed that they have been using
protective masks, it is assumed that the questionnaire was not answered
correctly.

Oxidative DNA damage was found to be increased in the nasal
epithelium of workers (n = 135) in pottery, ceramics, and marble pro-
cessing plants in Tuscany-Italy. It has been suggested that occupational
silica exposure may cause genotoxic damage that can cause important
health problems in workers (Peluso et al., 2015). In systematic review
and meta-analysis which focused on MN formation in buccal cells, the
risk estimates strongly suggested that occupational genotoxic exposures,
especially to silica and formaldehyde increase the MN frequencies. It is
also suggested that the frequency of buccal MN could be useful as bio-
markers of cancer risk in exposed workers (Hopf et al., 2019).

In our study, we determined MN frequencies in the buccal exfoliated
cells of workers exposed to marble dusts containing crystalline silica.
Our results showed that marble workers had significantly higher fre-
quencies of MN when compared to controls. Increased MN frequencies
were related to the increases in smoking and duration of exposure. MN
formation was not only seen in target tissues (exfoliated epithelial cells
from the upper respiratory tract) but also in surrogate tissue (i.e. pe-
ripheral blood cells). Demircigil et al. (2010) found that workers (n =
50) from different workplaces exposed to crystalline silica-containing
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dust have more pronounced induction of MN in nasal cells (2.9-fold)
and in lymphocytes (2.2-fold). These findings indicate that the part of
genotoxic effect is caused by indirect mechanisms, particularly the for-
mation of reactive oxygen species and inflammatory reactions (Borm
et al., 2018; Fubini and Hubbard, 2003).

Consisted with our study, DNA damage in the lymphocytes and MN
frequencies in buccal exfoliated cells were higher in workers (n:45)
exposed to silica from mines and stone quarries. (Halder and De, 2012).
Anlar et al. (2018) reported the possible genotoxic damage in ceramic
workers exposed to complex mixture of chemicals mainly crystalline
silica. Consistent with our findings, DNA damage in the lymphocytes,
MN frequencies in buccal epithelial cells, and plasma 8-oxodG levels in
the workers were higher when compared to controls. They concluded
that occupational chemical mixture exposure in ceramic industry may
cause genotoxic damage.

Our results show that the decreases in antioxidant enzyme activities
in occupational marble dust exposure may decrease the protection
against oxidative stress. Moreover, the increases in TNF-alfa and IL-
lbeta releases indicate the activation of immune response. It is
concluded that the genotoxic effects of marble dust may be caused by
indirect mechanisms, particularly the changes in inflammatory re-
sponses and oxidative stress.

There were some limitations of the present study. The crystalline
silica content in the ambient air of marble dust-working areas could not
be determined since only respirable dust measurements are obligatory in
Turkey. Also, marble dust levels in different marble processing plants
may vary and therefore the estimates from this cohort may not reflect all
marble industries.

7. Conclusions

In conclusion, despite some limitations, our findings clearly confirm
that the occupational exposure of silica-containing marble dust, may
affect oxidative stress and immune parameters (SOD, CAT, GR, GPx
enzyme activities; GSH, MDA, 8-oxodG, TNF-alpha, IL-1beta, CC16
levels) and leads to increases in DNA damage. It seems that it is neces-
sary to improve ventilation practices, and use suitable protective masks,
as well as to reduce the limit values in order to reduce occupational
exposure to silica-containing marble dust.

Author contribution

Merve Becit: Conceptualization, Methodology, Software, Formal
analysis, Investigation, Writing. Sule Cilekar: Methodology, Formal
analysis. Mustafa Mert Basaran: Methodology, Software, Investigation,
Writing- Reviewing and Editing. Halit Bugra Koca: Methodology,
Writing- Reviewing and Editing. Sefa Celik, Methodology, Writing-
Reviewing and Editing. Sevtap Aydin Dilsiz, Conceptualization, Meth-
odology, Software, Investigation, Resources, Writing- Reviewing and
Editing, Project administration, Funding acquisition, Supervision

Specific information

Information on funding source.

This work was supported by the Hacettepe University Scientific
Research Projects Coordination Unit in Ankara, Turkey (Project number:
TDK-2020-18626).

The sponsoring organization provided financial support for the
supplying of experimental materials necessary for the study. The spon-
soring organization did not play a role in the study design; in the
collection, analysis, interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication.

Ethics information

All volunteers were informed about the aim of our study and their



M. Becit et al.

written consents were obtained. This study was approved by the ethics
committee of Hacettepe University, Ankara, Turkey (Date: October 22,
2019 and Registration number: GO 19/975). The study was conducted
in accordance with the ethical standards of the 1964 Helsinki Declara-
tion. The ethical approval was added.

Declaration of competing interest

The authors declare that they have no known competing financial
interests or personal relationships that could have appeared to influence
the work reported in this paper.

Acknowledgement

This work was supported by Hacettepe University Scientific Research
Projects Coordination Unit in Turkey (Project number: TDK-2020-
18626).

References

Angotzi, G., Bramanti, L., Tavarini, D., Gragnani, M., Cassiodoro, L., Moriconi, L.,
Saccardi, P., Pinto, 1., Stacchini, N., Bovenzi, M., 2005. World at work: marble
quarrying in Tuscany. Occup. Environ. Med. 62, 417-421.

Anlar, H.G., Taner, G., Bacanli, M., Iritas, S., Kurt, T., Tutkun, E., Yilmaz, O.H.,
Basaran, N., 2018. Assessment of DNA damage in ceramic workers. Mutagenesis 33
(1), 97-104.

Aydin, S., Bacanli, M., Anlar, H.G., Cal, T., Ar1, N., Undeger Bucurgat, U., Basaran, A.A.,
Basaran, N., 2019. Preventive role of Pycnogenol® against the hyperglycemia-
induced oxidative stress and DNA damage in diabetic rats. Food Chem. Toxicol. 124,
54-63, 2019.

Aydin, A., Canpinar, H., Undeger, U., Guc, D., Colakoglu, M., Kars, A., Basaran, N., 2013.
Assessment of immunotoxicity and genotoxicity in workers exposed to low
concentrations of formaldehyde. Ach. Toxicol. 87, 145-153.

Basaran, N., Shubair, M., Undeger, U., Kars, A., 2003. Monitoring of DNA damage in
foundry and pottery workers exposed to silica by the alkaline comet assay. Am. J.
Ind. Med. 43, 602-610.

Bello, S., Rinaldi, A., Trabucco, S., Serafino, L., Bonali, C., Lapadula, G., 2015. Erasmus
syndrome in a marble worker. Reumatismo 67 (3), 116-122.

Bernard, A.M., Lorenzo-Gonzalez, J.M., Siles, E., Trujillano, G., Lauwerys, R., 1994. Early
decrease of serum clara cell protein in silica-exposed workers. Eur. Respir. J. 7,
1932-1937.

Bonassi, S., El-Zein, R., Bolognesi, C., Fenech, M., 2011a. Micronuclei frequency in
peripheral blood lymphocytes and cancer risk: evidence from human studies.
Mutagenesis 26, 93-100.

Bonassi, S., Coskun, E., Ceppi, M., Lando, C., Bolognesi, C., Burgaz, S., Holland, N., Kirsh-
Volders, M., Knasmueller, S., Zeiger, E., Carnesoltas, D., Cavallo, D., da Silva, J., de
Andrade, V.M., Demircigil, G.C., Dominguez Odio, A., Donmez-Altuntas, H.,
Gattas, G., Giri, A., Giri, S., Gomez-Meda, B., Gomez-Arroyo, S., Hadjidekova, V.,
Haveric, A., Kamboj, M., Kurteshi, K., Martino-Roth, M.G., Montero Montoya, R.,
Nersesyan, A., Pastor-Benito, S., Favero Salvadori, D.M., Shaposhnikova, A.,
Stopper, H., Thomas, P., Torres-Bugarin, O., Yadav, A.S., Ziniga Gonzdlez, G.,
Fenech, M., 2011b. The Human Micronucleus project on exfoliated buccal cells
(HUMN(XL)): the role of life-style, host factors, occupational exposures, health
status, and assay protocol. Mutat. Res. 728 (3), 88-97.

Bonassi, S., Mili¢, M., Neri, M., 2016. Frequency of micronuclei and other biomarkers of
DNA damage in populations exposed to dusts, asbestos and other fibers. A systematic
review. Mutat. Res. 770 (Pt A), 106-118.

Borm, P.J.A., Fowler, P., Kirkland, D., 2018. An updated review of the genotoxicity of
respirable crystalline silica. Part. Fibre Toxicol. 15 (1), 23.

Broeckaert, F., Bernard, A., 2000. Clara cell secretory protein (CC16): characteristics and
perpectives as lung peripheral biomarker. Clin. Exp. Allergy 30 (4), 469-475.

Cao, J., Liu, Y., Sun, H., Cheng, G., Pang, X., Zhou, Z., 2002. Chromosomal aberrations,
DNA strand breaks and gene mutations in nasopharyngeal cancer patients
undergoing radiation therapy. Mutat. Res. 504 (1-2), 85-90.

Carbone, M., Yang, H., 2011. Molecular pathways: targeting mechanisms of asbestos and
erionite carcinogenesis in mesothelioma. Clin. Canc. Res. 18, 598-604, 3.

Castranova, V., Vallyathan, V., 2000. Silicosis and coal workers’ pneumoconiosis.
Environ. Health Perspect. 108 (4), 675-684.

Celik, M.Y., Sabah, E., 2008. Geological and technical characterization of Iscehisar
(Afyon-Turkey) marble deposits and the impact of marble waste on environmental
pollution. J. Environ. Manag. 87 (1), 106-116.

Ceppi, M., Biasotti, B., Fenech, M., Bonassi, S., 2010. Human population studies with the
exfoliated buccal micronucleus assay: statistical and epidemiological issues. Mutat.
Res. 705 (1), 11-19.

Cherrie, J.W., Ng, M.G., Shafrir, A., van Tongeren, M., Searl, A., Sanchez-Jimenez, A.,
Mistry, R., Sobey, M., Corden, C., Rushton, L., Hutchings, S., 2011. Health, socio-
economic and environmental aspects of possible amendments to the EU directive on
the protection of workers from the risks related to exposure to carcinogens and
mutagens at work. SHEcan Summary Report P937-P999.

Environmental Research 197 (2021) 111209

Collins, A.R., 2004. The comet assay for DNA damage and repair: principles,
applications, and limitations. Mol. Biotechnol. 26 (3), 249-261.

Davies, K.J.A., 2000. Oxidative stress, antioxidant defenses, and damage removal, repair,
and replacement systems. IUBMB Life 50, 279-289.

Demircigil, G.C., Coskun, E., Vidinli, N., Erbay, Y., Yilmaz, M., Cimrin, A., Schins, R.P.,
Borm, P.J., Burgaz, S., 2010. Increased micronucleus frequencies in surrogate and
target cells from workers exposed to crystalline silica-containing dust. Mutagenesis
25, 163-169.

Donmez-Altuntas, H., Baran, M., Oymak, F.S., Hamurcu, Z., Imamoglu, N., Ozesmi, M.,
Demirtas, H., 2007. Investigation of micronucleus frequencies in lymphocytes of
inhabitants environmentally exposed to chrysotile asbestos. Int. J. Environ. Health
Res. 17, 45-51.

Dusinska, M., Barancokova, M., Kazimirovd, A., Harrington, V., Volkovova, K.,
Staruchova, M., Horska, A., Wsélovd, L., Collins, A., 2004. Does occupational
exposure to mineral fibres cause DNA or chromosome damage? Mutat. Res. 553,
103-110.

El-Gammal, M.L, Ibrahim, M.S., Badr, E.A., Asker, S.A., El-Galad, N.M., 2011. Health risk
assessment of marble dust at marbl workshops. Nat. Sci. 9 (11), 144-154.

Elsabahy, M., Wooley, K.L., 2013. Cytokines as biomarkers of nanoparticle
immunotoxicity. Chem. Soc. Rev. 42 (12), 5552-5576.

Freeman, C.S., Grossman, E.A., 1995. Silica exposures in workplaces in the United States
between 1980 and 1992. Scand. J. Work. Environ. Health 21 (2S), 47-49.

Fubini, B., Hubbard, A., 2003. Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen
species (RNS) generation by silica in inflammation and fibrosis. Free Radic. Biol.
Med. 34 (12), 1507-1516.

Gaballah, I.M.F., Manawil, M., El-Sherif, G.H., 2015. Neopterin versus oxidative stress
indicators among egyptian workers in marble industry. Egyptian J. Occup. Med. 39
(1), 67-83.

Gina, 2019. Global Initiative for Asthma. Global Strategy for Asthma Management and
Prevention, 2019. https://ginasthma.org/wp-content/uploads/2019/06/GINA-201
9-main-report-June-2019-wms.pdf. (Accessed 16 March 2021).

Govercin, M., Tomatir, A.G., Evyapan, F., Acikbas, I., Coskun, G., Akdag, B., 2014.
Elevated micronucleus frequencies in patients with pleural plaque secondary to
environmental exposure to asbestos. Genet. Mol. Res. 13, 598-604.

Gu, Y., He, W., Wang, Y., Chen, J., Wang, H., Gao, P., Yang, S., Zhu, X., Ma, W., Li, T.,
2021. Respiratory effects induced by occupational exposure to refractory ceramic
fibers. J. Appl. Toxicol. 41 (3), 421-441.

Gupta, R.K., Patel, A.K., Shah, N., Chaudhary, A.K., Jha, UK., Yadav, U.C., Gupta, P.K,,
Pakuwal, U., 2014. Oxidative stress and antioxidants in disease and cancer: a review.
Asian Pac. J. Cancer Prev. APJCP 15 (11), 4405-44009.

Halder, A., De, M., 2012. Increase in DNA damage in lymphocytes and micronucleus
frequency in buccal cells in silica-exposed workers. Indian J. Occup. Environ. Med.
16 (1), 34-37.

Hopf, N.B., Bolognesi, C., Danuser, B., Wild, P., 2019. Biological monitoring of workers
exposed to carcinogens using the buccal micronucleus approach: a systematic review
and meta-analysis. Mutat. Res. 781, 11-29.

IARC (International Agency for Research on Cancer), 1997. Silica, some silicates, coal
dust and para-aramid fibrils. Monograph on the Evaluation of the Carcinogenic Risk
of Chemicals to Humans. IARC Press, Geneva.

Kawami, M., Ebihara, 1., 2000. Cytogenetic damage and cell-mediated immunity in
pneumoconiosis. J. Environ. Pathol. Toxicol. Oncol. 19, 103-108.

Leso, V., Fontana, L., Romano, R., Gervetti, P., lavicoli, I., 2019. Artificial stone
associated silicosis: a systematic review. Int. J. Environ. Res. Publ. Health 16 (4),
568.

Leung, C.C, Yu, L, T, S., Chen, W., 2012. Silicosis. Lancet 379 (9830), 2008-2018.

Lopez-Castejon, G., Brough, D., 2011. Understanding the mechanism of IL-1 secretion.
Cytokine Growth Factor Rev. 22 (4), 189-195.

Marini, V., Michelazzi, L., Cioé, A., Fucile, C., Spigno, F., Robbiano, L., 2011. Exposure to
asbestos: correlation between blood levels of mesothelin and frequency of
micronuclei in peripheral blood lymphocytes. Mutat. Res. 721, 114-117.

Matteis, S.D., Heederis, D., Burdorf, A., Colosio, C., Cullinan, P., Olsson, A., Raynal, A.,
Rooijackers, J., Santonen, T., Sastre, J., Schliinssen, V., Tongeren, M., Sigsgaar, T.,
2017. Current and new challenges in occupational lung diseases. Eur. Respir. Rev. 26
(146), 170080.

Nagata, S., 1994. Fas and Fas ligand: a death factor and its receptor. Adv. Immunol. 57,
129-144.

NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health), 2002. NIOSH Hazard
Review: Health Effects of Occupational Exposure to Respirable Crystalline Silica.
DHHS (NIOSH) Publication, Cincinnati, OH, p. 145.

Orman, A., Unlu, M., Cirit, M., Yucel, A., 2002. Respiratory symptoms, pulmonary
function tests and chest X-rays in marble workers. Turkish Thoracic J 3 (2), 188-193.

OSHA (Occupational Safety and Health Administration)-a. Safety and Health Topics/
Silica, Crystalline. https://www.osha.gov/dsg/topics/silicacrystalline/(accessed 16
March 2021).

OSHA (Occupational Safety and Health Administration-b. Occupational chemical
database/Silica, fused, respirable dust https://www.osha.gov/chemicaldata/che
mResult.html?RecNo=442 (accessed 16 March 2021).

OSHA (Occupational Safety and Health Administration-c. Occupational chemical
database/Silica,crystalline, mixed respirable (quartz, cristobalite, tridymite) https://
www.osha.gov/chemicaldata/chemResult.html?RecNo=278 (accessed 16 March
2021).

Peluso, M.E., Munnia, A., Giese, R.W., Chellini, E., Ceppi, M., Capacci, F., 2015.
Oxidatively damaged DNA in the nasal epithelium of workers occupationally
exposed to silica dust in Tuscany region. Italy. Mutagenesis 30 (4), 519-525.

Peng, S.L., 2006. Fas (CD95)-related apoptosis and rheumatoid arthritis. Rheumatology
45, 26-30.


http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref28
https://ginasthma.org/wp-content/uploads/2019/06/GINA-2019-main-report-June-2019-wms.pdf
https://ginasthma.org/wp-content/uploads/2019/06/GINA-2019-main-report-June-2019-wms.pdf
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref44
https://www.osha.gov/dsg/topics/silicacrystalline/
https://www.osha.gov/chemicaldata/chemResult.html?RecNo=442
https://www.osha.gov/chemicaldata/chemResult.html?RecNo=442
https://www.osha.gov/chemicaldata/chemResult.html?RecNo=278
https://www.osha.gov/chemicaldata/chemResult.html?RecNo=278
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref49

M. Becit et al.

Pilger, A., Riidiger, H.W., 2006. 8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine as a marker of oxidative
DNA damage related to occupational and environmental exposures. Int. Arch.
Occup. Environ. Health 80, 1-15.

Polatli, M., Tukan, H., Akdilli, A., Cildag, O., 2001. Silicosis risk in quartz workers. Res.
Discl. 12, 90-95.

Rozin, A.P., Toledano, K., 2013. Marble pneumoconiosis associated with mixed
connective tissue disease. Intern. Med. Inside 1 (6). https://www.hoajonline.com/j
ournals/pdf/2052-6954-1-6.pdf. (Accessed 16 March 2021).

Sellappa, S., Prathyumnan, S., Balachandar, V., 2010. DNA damage induction and repair
inhibition among building construction workers in South India. Asian Pac. J. Cancer
Prev. APJCP 11, 875-880.

Sezgi, C., Abakay, O., Onder, H., Selimoglu-Sen, H., Abakay, A., Kaya, H., Ayhan, M.,
Tanrikulu, A.C., 2012. The respiratory functions and radiologic findings of the
marble factory workers. J. Clin. Exp. Invest. 3 (2), 250-254.

Soysal, N., Sonmez, H.M., Karabas, M.K., 2006. The respiratory function tests of the
marble workshop workers in Aydin city. Respiratory 8 (3), 114-118.

10

Environmental Research 197 (2021) 111209

Steenland, K., Ward, E., 2014. Silica: a lung carcinogen. CA Cancer. J. Clin. 64 (1),
63-69.

Thomas, P., Fenech, M., 2011. Buccal micronucleus cytome assay. Methods Mol. Biol.
682, 235-248.

Tice, R.R., Agurell, E., Anderson, D., Burlinson, B., Hartmann, A., Kobayashi, H.,
Miyamae, Y., Rojas, E., Ryu, J.C., Sasaki, Y.F., 2000. Single cell gel/comet assay:
guidelines for in vitro and in vivo genetic toxicology testing. Environ. Mol. Mutagen.
35 (3), 206-221.

Tolbert, P.E., Shy, C.M., Allen, J.W., 1992. Micronuclei and other nuclear anomalies in
buccal smears: methods development. Mutat. Res. 271, 69-77.

WHO (World Health Organization), 1999. Hazard Prevention and Control in the Work
Environment: Airbone Dust. Occupational and environmental health department of
protection of the human environment World Health Organization, Geneva.

Wultsch, G., Setayesh, T., Kundi, M., Kment, M., Nersesyan, A., Fenech, M.,
Knasmiiller, S., 2021. Mutat. Res. 787, 108349.

Yildirim, B.B., Akgedik, R., Akgedik, S., Nazaroglu, H., 2016. Pulmonary alveolar
proteinosis in a marble worker. Int. J. Occup. Med. Environ. Health 29 (5), 871-876.


http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref51
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref51
https://www.hoajonline.com/journals/pdf/2052-6954-1-6.pdf
https://www.hoajonline.com/journals/pdf/2052-6954-1-6.pdf
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref54
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref54
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref54
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref57
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref57
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref58
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref58
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref58
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref58
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref59
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref59
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref61
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref61
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0013-9351(21)00503-X/sref62

	Changes in genotoxicity, inflammatory and oxidative stress parameters of workers in marble processing plants
	1 Introduction
	2 Material and methods
	2.1 Subjects
	2.2 Exposure assessment
	2.3 Sample preparation
	2.4 Analysis of biochemical parameters
	2.5 Analysis of oxidative stress and immune parameters
	2.6 Alkaline single-cell gel electrophoresis (COMET) assay
	2.7 Buccal micronucleus cytome (BMCyt) assay
	2.8 Statistical analysis

	3 Results
	3.1 Characteristics of the study population
	3.2 Assessment of exposure in workers
	3.3 Biochemical parameters
	3.4 Oxidative stress and immune parameters
	3.5 DNA damage
	3.6 Buccal micronucleus assay

	4 Discussion
	7 Conclusions
	Author contribution
	Specific information
	Ethics information
	Declaration of competing interest
	Acknowledgement
	References


