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Giiniimiizde benzen diinyada en ¢ok kullanilan kimyasal maddedir.
Giinliik yasantimizda yasam alanlarimizin tiimiinde benzene siirekli olarak
maruz kalmaktayiz. Benzenin hematotoksik ve karsinojenik &zelliginden
dolay1 her yil ¢ok sayida insan kanser riski altina girmektedir. Bu olasihigin
olusmasinda yasantimiza kolayhk getiren iiriinlerin, yapim ve tiiketim
safhalarinda benzenin kullanilmasidir. Bu sebeple c¢alisjmamizin konusu
benzenin hemotopoietik dokular iizerine etkilerinin arastirilmasi
olusturmustur.Bu amagla 10 hafta siire ile 4 adet sicana benzen
intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Benzen 0,2 ml/kg olarak saf
zeytinya@ icinde hazirlanmistir, hazirlanan karisimdan 0,1 ml haftada 3 kez
olmak iizere enjeksiyon gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda 0,1 ml saf
zeytinya@ ve 0,1 ml serum fizyolojik farkh 8 sicana (4 sigan serum fizyolojik
icin, 4 sican saf zeytinyag icin)10 hafta siireyle, haftada 3 kez enjekte
edilmistir. 10 haftalik siire sonunda sicanlar disekte edilerek alinan kan,
dalak ve kemik ilig¢inden mikropreparatlar hazirlanarak incelemeye gecilmis,
thoma lami kullanilarak kan sayimi da gerc¢eklestirilmistir. Deney sonucunda
eritropeni, l16kopeni, aplastik anemi, splenik hiperplazi ve hipersplenizm gibi

sonuglar ortaya ¢cikmistir.

Anahtar kelimeler: Benzen, dalak, kemik iligi, anemi, hematotoxicity.
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ABSTRACT
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Today, benzene is the most commonly used chemical. People are
constantly exposed to benzene in every field in their daily lives. Many people
are getting the risk of having cancer each year due to the hematotoxic and
carcinogenic nature of it. The reason for this high risk is the fackt that
benzene is used in production and consumption of products making ours
lives easier. Therefore, the purpose of the study was to investigate the effects
of benzene on hematopoietic tissues. For this purpose, 4 rats were injected
benzene intraperitoneal for 10 weeks. 0,2 ml/kg benzene was prepared in
olive oil . From this mixture, 0,1 ml was injected to the rats 3 times. At the
same time 0,1 ml pure olive oil was injected and 0,1 ml serum was injected to
the 8 ( 4 rats for serum and 4 rats for olive oil) different rats for 10 weeks 3
times a week. By the end of the 10 week duration, the rats were investigated
with the preparation of micropreparations from blood, spleen and bone
marrow which were dissected while doing this, thoma lame was used for
blood counting. As a result of the study, such conclusions as eritropenia,
lokopenia, aplastic anemia, splenic hiperplazia and hypersplenizm were

made.

Keywords: Benzene, spleen, anemia, bone marrow, hematotoxicty.
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1. GIRIS

Benzen, ¢evremizde yaygin olarak bulunabilen ayni zamanda her alanda
kullamlan bir hidrokarbon tiirevidir. Bu kimyasal madde, dogal ve insan eliyle
olmak {izere iki yoldan da c¢evreye yayilmaktadir. Dogal olarak organik
bilesiklerden meydana gelen benzen (Petrol bunlardan biridir) %1-4 ve deniz
suyunda dogal petrol tortularinda ve dogal gazlarin i¢inde de bulunabilir, 0,8
mg/1t) [1-9]. Endiistride 6nemli bir ¢dziicii olarak da kulanilan benzen, benzin ve
sigara dumanin da dahi bulunmaktadir [1-5].

Benzen sanayide; boya, tutkal, regineler icin ¢Oziicii olarak
kullaniimaktadir. Bu nedenle endiistriyel alanlarda g¢aligan insanlarin g¢alisma
ortamlarinda, Ozellikle benzenin buharlagsma G&zelligi nedeniyle havada ¢ok
yogundur, bu nedenden dolay: benzene direk maruz kalirlar. Benzene yiiksek
oranda ve siirekli maruz kalma sonucu insanlarda karsinojenik ve hematotoksik
bulgular gelisir [1-5].

Insan eli ile cevreye benzen en ¢ok araba eksozlar1 aracihg ile
yayllmaktadir. Atmosferdeki benzen seviyesinin artmasinda sigara dumanlari,
cesitli yangmlar ve baca dumanlari, 6nemli rol oynar [9]. Benzenin islenmesi ile
cevre kirliligi ortaya ¢ikmaktadir [2]. Insanlarn benzene maruz kaldig: baslica
yollar ise kisaca sunlardir; Ozellikle trafigin yogun oldugu bolgelerde, petrol
istasyonlarmin ¢evrelerinde (dagituin ve depolama bdlgeleri) ve sigara dumanma
maruz kalan aktif ve pasif igici gruplar [9]. Ayrica endiistri alanlarinin diginda ev,
okul ve is ortamina kadar hayatmmuzin tiim alanlarinda yiiksek oranlarda benzen
bulunmaktadir. Sigara dumamni, temizlik maddeleri, sivi deterjanlar, mobilya
yenilenmesinde ve tahta ahsaplarda kullanilan vernikte, kullandiimiz boyalar
araciligi ile benzene maruz kalinmaktadir [2].

Benzene maruz kalma sik olarak soluma yoluyla olmaktadir. Benzen
ayrica deriden de absorbe edilebilir. Ayrica ¢ok azda olsa oral yolla da benzene
maruz kalnabilinir. Solunum yoluyla alnan benzenin %40-50’si akcigerlerde
tutunur kalan kismi ise tekrar solunum you ile digsari atilir. Geri kalan kismi ise

dokularda 6zellikle kemik iliginde depo edilmektedir [6].
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Benzene yiiksek oranda maruz kalan insanlarda eritroit 16semi, non-
Hodking lenfoma, myeloma ve myeloblastik 16semi olustugu rapor edilmistir.
Ayrica kan hiicreleri sayisinda degisiklikler, kromozom anomalileri, kemik
iliginde hasarlar, aplastik anemi ve l6semiye yol agmaktadir [7,8].

Giiniimiizde insan saghig1 {izerine olan bu etkileri nedeniyle bu
calismamizda benzeni, deney hayvanlar1 kullanarak intraperitoneal enjeksiyon
yoluyla hemopoietik dokular, dalak ve kemik iligi lizerine etkilerini incelemeye

calistik.
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2. GENEL BiLGIiLER

2.1. HEMOPOIETIK DOKULAR

Kan hiicreleri boliinerek ¢ogalmadiklar1 ve kisa Omiirli olduklar: igin
siirekli azalan ve zarar gOrmiis hiicrelerin yenilenmesi gerekmektedir. Kan
hiicrelerinin yapim olayna HEMOPOESIS, yapildigi dokulara HEMOPOIETIK
DOKU’lar denmektedir. Yiiksek omurgallarda kan hiicreleri kemik iligi, dalak,

lenf diiglimleri ve timiis bezi gibi yapilarda gelismektedir [22, 25].

2.1.1 DALAK

2.1.1.1 Anatomik Yapi

Mesogastrium dorsale igerisinde meydana gelmis olan bu organin hemen
her tarafi peritoneumla sarih durumdadir. Yeri sol hypochondr bélgesinde
diaphragma kubbesinin altina sokulmus, midenin arka yiiziiniin fundus tarafinda,
sol bobrek ve bdbrek {istii bezinin iistiinde yer almaktadir [10-14 ].

Dalagin biiyiikliigii, hayatin ¢esitli donemlerinde, farkl kisilerde ve ayni
kiside farkli kondisyonlarda farkhihk gosterdigi bilinmektedir. Eriskinlerde 12 cm
uzunlugunda 7-8 cm genisliginde ve 3-4 cm kalinbginda olan dalagin agirhg:
1. yilda 17 gr veya daha az, 20 yasinda ise 170 gr kadardir. Bu yastan sonra
gittikge azalarak 70-80 yasinda 122 gr’a iner. Erkeklerde biraz daha agirdir.
Erigkinlerde dalagin agirhg normalde 100-250 gr arasinda olmasi gerekirken,
bazen 50-400 gr arasinda da olabilmektedir. Sindirimden sonra dalagin hacmi
artar, yine viicudun beslenme durumuna gore dalagin biiyiikligii degismektedir.
Canlhlarda koyu kirmizi renkte kadavrada ise morumsu kirli kahverengindedir [6,
10-14].

Diafragma yiizii (facies diafragmatic), mide yiizii (facies gastrica), bobrek

yiizii (facies renalis) olmak lizere li¢ yiizii vardir. Diafragma yiizii; Diafragma ile

komsu olan ve disa bakan yiiziidiir. Aym zamanda diafragma ile plevra ve

(V3]



akcigerlerle, 9-10 ve 11. kaburga ve kaburga araliklar1 ile komsuluk g@sterir.
Bobrek wijzii: Sol bobrek ve sol bobrek iistii ile komsu olup dalagin ig-arka
kismudir. Mide yiizii: Pankreas kuyrugu ve mide fundusunun arka ve dig kism ile
komsu olup, dalagmn i¢c-6n kismudir. Bu yiizde, i¢ kenara yakin olmak iizere
icerisinde dalak damar ve sinirlerinin gectigi (hilus linealis) dalak g&begi bulunur

[LOSLL)
2.1.1.2 Histolojik Yap:

Dalak siki bag dokusundan yapih bir kapsiille sarih olup, kapsiilden igeri
giren bag dokusu bdlmeleri (trabekiilalar) parankimay1 yada dalak pulpasim esit

olmayan bdlmelere ayirirlar [10-12, 16, 17].
2.1.1.2.1 Stroma

Dalak, periton altinda her yaminda fibr6z bir kapsiila ile sarilidir. Kapsiila
organa damarlarin girip ¢ikti31 hilus bolgesinde daha kalindir. Kapsiiladan daha
derine dogru dallamp anostomozlasan uzantilar veya trabekiilalar, siki1 bag
dokusundan ve diiz kas hiicrelerinden yapilmigtir. Burada fibrositler ve kollojen
demetler arasinda zengin elastik aglar yayilirlar. Bunlar trabekiilalarda daha
boldur. Diiz kas hiicrelerinin miktar1 tiire gére Onemli farkliliklar gosterirler.
Insanlarda, mevcut olan diiz kas hiicreleri ve zengin elastik aglar sayesinde,

kontraktil ve elastik bir organdir, hacmini degistirebilir [10-12, 15-17].
2.1.1.2.2 Parankima ( Dalak Pulpasi )

Tespit edilmemis taze dalagin kesit yiizeyinde beyaz noktalar seklinde
dagilmis bolgeler goriiliir. Bu bolgeler, lenf folikiilleridir. Dalagin beyaz
pulpasinin  bir boliimiinii olustururlar. Lenf folikiillerinin igine yataklandig:
parankima ise kimmzi pulpa admi alir. Bu bdlge koyu kirmizi renkli, kanla dolu
bir lenfoyit dokudur. Mikroskop altinda, kirmizi pulpanin dalak kordonlar

( Billroth kordonlar1 ) denilen, uzun lenfoyit doku bolgeleri ile bunlarin arasina
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yerlesmis sinuzoidlerden olustugu goriiliir. Sinuzoid duvar1 , pencereli yassi
endotel hiicreleri ile dosenmistir. Boylece sinuzoid igindeki kirmizi pulpayla

kolayca iliski kurar [11, 18, 19].

2.1.1.2.2.1 Beyaz Pulpa

Beyaz pulpa B ve T-Lenfositleri icermektedir. B-hiicre alanlari, sekonder
folikiillerde bulunan germinal merkez ve marjinal bélge den olusmustur.
B-lenfositleri iceren bu bolgelerin 6zgiil retikulum hiicreleri folikiiller dendritik
hiicreler (FDH; Folliculer dendritic cell-lFDC) dir. Germinal merkez, en dista
orta-boy lenfositler iceren marjinal bolge, icte ise manto bdlgesi yada korona
olarak adlandmlan kii¢iik lenfositlerden olusmus bir halka ile g¢evrelenmistir.
Manto ve marjinal bolge lenfositleri yapisal ve immiinofenotipik olarak
farkhhiklar gGsterir. Manto bolgesi lenfositleri I1gD pozitif ve alkalin fosfataz
negatiftir, oysa marjinal bolge lenfositleri bunun tersini gosterir.

Sigan dalaginin 151k mikroskopik incelemelerinde, manto ve marjinal
bolgeler kolayhkla goriilebilen marjinal siniis tarafindan ayrilmistir. Marjinal
siniis, antijen ve lenfositlerin giris alani olarak dalak immiin fonksiyonunda temel
bir rol oynar. Bu siniis insanda 151k mikroskobunda ayirt edilemez.

Marjinal bélge , beyaz pulpa ile kirnizi pulpa arasinda, siniislerin
(marjinal siniisler) bol bulundugu gevsek lenfoyit doku olarak bilinir. Burada bol
miktarda aktif makrofaj ve az sayida lenfosit (T ve B-lenfosit) bulunur. Ayrica,
plazma hiicresi ve interdijitasyon yapan dendritik hiicrede icerir. Kan k&kenli
antijenlerin yogunlastigi bu bolge dalagin immiinolojik aktivitesinde Gnemli bir

role sahiptir [17-23].

2.1.1.2.2.2 Kirmzi Pulpa

Dalagin %75’ kinmzi pulpadan yapilmigtir. Kirrmizi pulpa vendz siniisler
(sinuzoidler) arasinda dalak kordonlari denilen, &zel tiirde bir retikiiler dokudan
olusur. Sinlis oram1 kirmuzi pulpanin yaklagik olarak %30’u kadardir. Dalak

sinuzoidleri uzun eksenleri sinuzoidin uzun eksenine kosut olarak yerlesik endotel



hiicreleriyle doselidir. Karaciger sinuzoidlerinde oldugu gibi, endotel hiicreleri
arasina makrofajlar yerlesmistir. Vendz siniisler, bazal membranin retikiiler
iplikgikleri ile digtan gevrelenip desteklenmistir. Bu iplikgikler, pulpa kordonlari
boyunca ilerleyerek retikiiler bir ag olustururlar. Siniisler, dalak kordonlar igine
kor uglu sogana benzer uzantilar verirler.

Kirmizi pulpanin genelde yalnizca filtrasyon iglevi oldugu belirtilir.
Ancak, filtrasyon yapmayan alanlarinda oldugu saptanmistir. Kesitlerde, kirmizi
pulpa dokusunun kapiller sonlanmalar yada Ozellikle kapiller icermedigi
gozlenmektedir. Seri kesitlerde, bu alanlar yalmzca siniislerde g¢evrelenmistir.
T ve B lenfositler az miktardadir. Ayrica, mononiiklear fagositlerde
bulunmaktadir. Filtrasyonla ilgili olmayan bu alanlar, dalagin lenfoyit
kompartimaninin bir pargas: olarak kabul edilmektedir. Kan hiicreleri, bu alanlara
yalmzca kirmuzi pulpa dokusunun genis alanlarii gegerek yada siniis
endotelinden ulasir. Lenfositlerin siniis limeninden dalak dokusuna geri gelisi
sican dalag: i¢in bilinmektedir. Bu bolge, beyaz pulpada marjinal siniis olarak
adlandirilan duvarlar boyunca lenfositlerin gb¢ ettikleri yerdir. Bu tip siniisler
insan dalaginin beyaz pulpasinda yoktur. Sigcanda sinuzoidal dolasim ve dalak
lenfoyit kompartimanlar1 arasinda lenfositlerin degisiminde marjinal siniis
tarafindan oynanan roliin, insanlarda kirmizi pulpa siniislerinin sogan bi¢imindeki
ve yiiksek endotelli veniil &zelligi gOsteren uzantilar1 tarafindan oynandigi

diisiiniilmektedir [17-23].

2.1.1.3 Kan Dolasim:

Hilus’dan organa giren splenik arter, dallanarak bag dokusu bdlmelerinde
seyreden trabekiiler arterleri olustururlar. Trabekiiler arterler bag dokusunu
terkedip lenfoyit parankimaya girdiklerinde sentral arter yada pulpa arteri olarak
adlandmnlan damarin gevresi, lenfoyit dokudan olugmus bir kilifla sarilir. Buna,
periarteriyel lenfatik kihf (PALS-periarterial lymphatic sheets) denir.

Periarteriyal lenfatik kilif, beyaz pulpamin damar c¢evresindeki seyri

boyunca yer yer lenfatik folikiiller olustururlar. Sentral arter deyimi kullanilmakla



birlikte folikiil i¢indeki arter cogunlukla periferik bir yerlesim gdsterir. Sentral
arter seyri boyunca, lenfatik kihfi besleyen ug¢ dallar verir.

Beyaz pulpay: terkeden sentral arter dis ¢ap:1 yaklastkk 24 mm olan diiz
arteriyolleri (penisillar arteriyol) olusturur. Bazi penisillar arteriyoller
sonlanmalarina yakin, retikiiler hiicreler, lenfoyit hiicreler ve makrofajlardan
olugan bir kilifla gevrelenirler. Kihifla ¢evrelenmis penisiller arteriyoller (kabuklu
arteriyol- sheated arteriyol) kam kirmizi pulpa siniislerine ya da sinuzoidlere
tastyan kapiller /terminal arteriyol kapiller) olarak devam ederler.

Kirrmzi pulpanmn siniislerine dogru olan kan akiminin ne sekilde olustugu
heniiz tam olarak agiklia kavusmamistir. Baz1 arastiricilar kapillerin dogrudan
sinuzoidlere agildigim1 savunurlarken; digerleri kanin 6nce kimmzi puplaya
yayilip, siiziilerek sinuzoidlere ulastigim ileri siirmektedirler. Birinci goriis kapal
dolagim olarak bilinir. Yani kan daima damarlarin iginde seyreder. Ikinci goriis
acik dolamm savunur. Bu goriise gbre kan 6nce kirmizi pulpa hiicreleri arasindan
siiziilerek ventz siniislere doner. Hayvanlarda yapilan kinetik ¢alismalar ve insan
dalaginda gergeklestirilen perflizyon cahigmalar1 her iki tiir dolaniminda gegerli

oldugunu ortaya koymustur [17-24].
2.1.1.4 Fonksiyonlar:
2.1.1.4.1 Kan Yapim (Hemopoezis)

Lenfosit beyaz pulpada yapilir. Yapilan lenfositler, kirmzi pulpaya gé¢
ederek vendz siniis liimenine ulasirlar ve boylece kan dolagimina katilirlar.
Lenfositin dalak parankimasindan ters yonlii akimida s6z konusudur. Kana
isaretlenmis lenfositlerin verilmesinden sonra ¢ogunun beyaz pulpada bulundugu
gOsterilmistir.

Monosit, kirmizi pulpa i¢inde hemositoblasttan farklilagir.

Fotal dalak, graniilositleri ve eritrositleride tiretir. Fakat bu aktivite
dogumdan Once sona erer. Erginde, normalde yalmzca lenfosit ve monosit

yapimaktadir. Baz patolojik durumlarda (I6semi gibi) ergin dalak, kemik iligine
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benzer gériiniim kazanir; yapisinda miyelositler, eritroblastlar ve megakaryositler

goriliir [10, 12, 17, 22].
2.1.1.4.2 Eritrosit Yikim1 Ve Kanin Filtrasyonu

Eritrositler 120 giinliik yasam siireleri sonunda baslica dalakta yikilirlar.
Dejenere eritrositlerin atilmasi kemik iliginde de olmaktadir (10, 12, 17, 22, 24].

Kirmizi pulpa kordonlarindaki makrofajlar eritrositleri fagosite ederek,
lizozomik aktivite ile sindirirler. Hemoglobinin pargalanma iiriinleri, Biliiribin
(demirsiz pigment) ve ferritin (demirli protein) dir. Demir gegici olarak retikiiler
hiicrelerde depolanirlar, daha sonra kana verilir. Biliiribin karaciger hiicreleri
tarafindan safra igine verilir. Ferritin mobil bir demir bilesigidir, kemik iliginde
eritrosit yapiminda yararlanilir. Demiri ayrilarak tekrar hemoglobin sentezinde

kullamlir. Boylece dalak bir demir deposu gérevi yapmaktadir [22,24].
2.1.1.4.3 Savunma

Dalak; makrofajlar, T ve B-lenfositler bulundugundan viicut savunmasinda
rol alan bir organdir. Kandaki antijenlere karsi ilk yanit dalak tarafindan verilir
[10, 12, 17, 24).

Uygun antijenik uyarma sonucu B-lenfosit ¢ogalir, antikor yapan plazma
hiicrelerine doniisiir. 4-5 giin sonra periarterial lenfatik kilifta ¢ok sayida plazma
hiicresi goriiliir. Kandaki antijene karsi dalak yanit olarak antikor diizeyini
yiikseltmektedir. Bunun belirtisi olarak da sentrum germinativumlarda degisiklik
goriillir; lenfoblast ve makrofaj sayisi artar. Ancak diger lenfatik dokularda ve
kemik iliginde antikor yapildikga buradaki yapim azalir. Antijen verilisinden 2
hafta sonra sentrum germinativumlar disinda dalak normal yapisina doner. Ayni
antijene karsi ikinci yanit hemen sentrum germinativumlar tarafindan verilir.

Organizmanin diger makrofajlarina kiyasla dalak makrofajlar1 canli ve

hareketsiz partikiillere karsi en aktif fagositozu gosterirler [10, 12, 17, 24].
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2.1.1.4.4 Kan Depolama

Kirmizi pulpa siingerimsi yapida oldugundan, dalak kan deposudur.
Yapilarindaki kaslarm kasilmasi ile kan tekrar dolasima verilmektedir. Ancak
insanlarda trabekiila ve kapsiildeki diiz kas miktar1 az oldugundan hayvanlardaki
Oonemli bir bosalma s6z konusu degildir. Organizmadaki toplam eritrositin ancak

%?2-4 kadar1 depolanir [10, 12, 17, 24].

2.1.1.4.5 Trombosit Depolama

Normal dalakta dolagim kanindaki trombosit sayismin 1/3°t4 bulunur.

Ozellikle sinozoidlerde toplanmislardir.

2.1.2 KEMIK iLiGi

Kemik iligi uzun kemiklerin ortasindaki silindirik bosluklarda, omurlarin,
kaburgalarin, sternum’un (g6giis kemigi), kafatasinin yassi kemikleri ile pelvis’in
(legen kemigi) siingerimsi kemiklerinin trabekiila denen ags1 bosluklarinda
bulunur. Viicut agirhginin %4-6°sim olusturur [22, 25-28].

Kemik iliginin iki ¢esidi vardir. Bunlar:

1. Kinmzi Kemik 1ligi: Aktif olarak kan hiicrelerinin iiretiminden

sorumlu olam, kwrmizi kemik ili§idir ve bu esas iligi temsil eder.

Doku kirmuzi rengini, icerdigi eritrositlerden alir.

W

Sar1 Kemik [ligi: Kan hiicrelerinin iiretimi bakimindan inaktiftir.

Dokunun baskin yapisal unsuru, tinilokiilar ya§ hiicreleridir. Bu
hiicrelerin icerdigi karoten, dokunun sar1 rengini verir
Kirrmzi kemik iligi yapisinda, tek tek ve dagmik konumlu yag hiicrelerini
icerir.
Sar1 kemik iliginin viicuttaki miktar1 ve dagilimi, bireyin yasi, kan
hiicrelerine olan gereksinim ve neonatal evrelerde canlinm tiiriine gére degisiklik
gosterir. Geg fOtal ve neonatal evrelerde, biitiin kemikler aktif kirmuzi ilik

icerirler. Insan dahil iri govdeli iri hayvanlarda, yasin ilerlemesi ile, sari ilik
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kirmiz1 iligin yerini alir. Olay, ilkin uzun kemiklerin diafizlerinde daha baglar.
Erginlerde, ekstremite kemiklerinin diafiz iligi, tamamen sar1 iliktir. Kirmuzi ilik,
uzun kemiklerin epifizlerinde, kaburgalarda, g6giis kemiginde, omurlarda, pelvis
kemiklerinde ve kafa kemiklerinde bulunur. Kiigiik ciisseli hayvanlarda, sar ilik
¢ok yaygin olarak bulunmaz. Ancak yag hiicreleri, aktif kirrmzi iligin iginde
daginik olarak bulunurlar. Bu grup hayvanlarda, sar1 kemik iligi total iligin
%10’unu, insanda ise %50°sini olusturur [22, 25-28].

Kan hiicrelerini iiretme 0zelligi olmamasina ragmen, sar1 kemik iligi,
gerektiginde kirmuzi ilide doniisiir. Deneysel yolla anemi olusturulan képeklerde,
sar1 kemik iligi, 48 saatte kirmzi kemik iligine doniisiir. Su halde, sar1 kemik iligi
viicudun kana ihtiyaci oldugu durumlarda, kan hiicrelerini {iretecek olan kirmmzi
kemik iligi verecek yedek bir doku olarak fonksiyon yapar. Sar1 kemik iliginin az
bulundugu hayvanlarda kana ihtiyag oldugunda dalak, karaciger ve lenf
diigiimlerinde kan hiicrelerinin {iretimi olur.

Kemik iliginde yapilan kan iiretimine medullar hemopoiez, kemik
iliginden baska yerlerdeki kan yapimmna ekstramedullar hemopoiez denir. Insanda
ekstramedullar hemopoiez, ancak bazi patolojik durumlarda meydana gelir [22,

25-28].

2.1.2.1 Stroma

Yapisal olarak kemik iligi, igerdigi fibril ¢esidine bagh olarak retikiilar
bag dokusunu temsil eder. Doku, esas olarak retikiilar fibrillerden olusur. Hiicreler
ve fibrillerin olusturdugu destek g6revi olan ag seklindeki iskeletin
gbzeneklerinde, ¢esitli tip kan hiicreleri, bunlarin 6nciil hiicreleri, yag hiicreleri ve
mast hiicreleri yerlesmislerdir. Retikiilar hiicreler, retikiilar fibrilleri {iretmekle
gorevlidirler. Retikiilar hiicreler soluk renkte boyanan bir nukleusa ve ¢ok sayida
dallanmms, retikiilar fibriller boyunca uzayan sitoplazmik ¢ikintilara sahiptirler

[22, 25-28].
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2.1.2.2 Kan Damarlan

Kemik iliginin damarlanmas! kemik dokusunun besleyici atardamarindan
kaynaklamir. Damar dallanmalari, kemik i¢inde ilerlerken kemik iligi i¢inde kilcal
damarlar ve ince damarli sinuzoidler olusmaya baglar. Kemik iligindeki
sinuzoidlerin ¢ap1 50-75 mikrometre kadardir. Sinuzoidleri i¢ yiizeylerini d6seyen
endotelin altina yerlesmis olan retikiilar hiicreler ve retikiilar fibrillerin
olusturdugu ag seklindeki bir ortii destekler. Hemopoietik hiicrelerin biraraya
gelerek olusturduklar1 gruplar, sinuzoidler arasinda yer alirlar. Eritrositler,
sinuzoidlere = yakin  kiigiikk adaciklarda  gelisirler.  Gelismelerinin  erken
evrelerindeki hiicreler, adacigin merkezinde, olgunlar1 ¢evrelerinde yer alirlar.
Plateletlerin &ncii hiicreleri, megakaryositler, hemen sinuzoidlerin duvarlarina
degecek konumdadirlar. Gelismekte olan graniilositlerin olusturduklar: hiicre
kiimecikleride, sinuzoidlere yakin bulunurlar.

Gelisen kan hiicreleri, sinuzoid duvarimi asarak dolasima katilirlar. Kan
hiicrelerinin sinuzoidlere gegisini ¢esitli faktdrler kontrol eder. Bunlar bazi kan
proteinleri ile glukokortikoidler, androgenler gibi streoid hormonlar ve bazi

bakteri toksinleridir [22, 25-28].

2.1.2.3 Serbest Hiicreler

Cogunlukla gruplar halinde bulunurlar. Her grup, bir tip hiicrenin degisik
gelisim evrelerindeki hiicrelerinden olusur. Ayrica tek tek da8imis yag
hiicrelerinin bulunusu karakteristiktir. Hemopoeiesis kemik iliginin periferinde
daha aktiftir. Merkezi kisminda biiyiik damarlarin ¢evresinde, bu nedenle daha
ziyade yag hiicreleri cogunluktadir [22].

Lenfoid dokuda tek tip hiicre (lenfosit) bulunmaktadir. Myeloid dokuda da
degisik tip hiicreler yer alir. Bunlar;

1. Matiir (olgun) Hiicreler:
e (Cekirdeksiz eritrosit,
¢ Graniilositler; Notrofil, Eosonofil, Bazofil L5kositler.

2. Immatiir (olgunlasmanus) Myeloid Hiicreler
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e Hemositoblast (Serbest Stem Cell),
e Eritrositer seri hiicreler,
e Graniilositler; Myelositer seri hiicreleri,

e Megakaryosit [22].

2.1.2.4 Kemik iliginin Fonksiyonlar
2.1.2.4.1 Kirmizi Kemik iliginin Fonksiyonlari

1. Kan hiicrelerinin yapmmu,
2. Eritrositlerin yikimi ve yikimn sonucu ag¢iga ¢ikan demirin depolanmasi,
Demir, ferritin ve hemosiderin seklinde retikiiler hiicre ve makrofajlarin

sitoplazmasinda depolanir. Kemik iligi diginda karaciger hiicrelerinde, ¢izgili kas
fibrillerinde ve dalak makrofajlarinda da demir depolanmaktadr.

3. Indefferensiye T ve B-lenfosit yapim,

Lenfoid organlar1 radyasyonla zedelenen hayvanlara kemik iligi
inokulasyonu yapilmasindan sonra lenfosit yapmmnin goriilmesi ile lenfosit

prekiirsorlarinin, kemik iliginden geldigini gostermek olasidir. Genel olarak,

kemik iliginde lenfosit yapimi yalnizca sentral organlar zedelenince goriiliir [22].
2.1.2.4.2 Sari Kemik iliginin Fonksiyonlari

1. Depo organidir; yagdan zengindir.
2. Yedek hemopoietik dokudur. Asir1 kanama, fazla eritrosit yikimi gibi

durumlarda kan yapimina baslar [22].
2.2 KAN YAPIMI

Memelilerde kan hiicreleri doguméncesi ve dogumsonrasi farkl

dokularda olusur. Dogumoéncesi kan yapimma fotal (prenatal) hemopoiez,
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dogumsonras: kan yapimina ise postnatal hemopoiez denir. Dogumdncesi kan
yapiminda sirastyla mezensim, karacider, dalak ve kemik iligi islev goriirken,
dogum sonrasi1 kan yapimi sadece kemik iliginde gergeklesir. Lenf hiicrelerinin
tiretimi ise lenfatik dokularda (dalak, lenf diigtimii ve timus ) olur [26].

Kanin yetiskin bir insandaki 5,5 It kadardir. %55°i plazma, %45°i sekilli
elemanlardir. Serumun plazmadan farki kanin pihtilagmasina sebep olan
maddelerin bulunmamasidir (fibrinojen).

Plazmanin %90°1 su, %7’si protein, %3’li de karbonhidrat ve lipittir.
(protein; Albumin, Globiilin, Fibrinojen). Kan 6nemli bir tasiyicidir. Bu yiizden
plazmada artik maddeler, tuzlar, hormonlar ve iyonlar da mevcuttur [27].

Kanin %55°1 plazmadir. Kanin sekilli elemanlar1 kan hiicreleridir. Bunlar:

1. Alyuvarlar; Eritrositler

2. Akyuvarlar; Lokositler
e Graniilositler (Polifoniikleer); N6trofil, Eozinofil, Bazofil
e Agraniilositler (mononiikleer); Lenfosit, Monosit

3. Kan Pulcuklari; Trombositler [27].

2.2.1 Prenatal Hemopoiez

Iki haftahk insan embriyosunda kan olusumu, ik &nce viicut sapmmn
mezensiminde ve vitelliis kesesinin duvarlarinda meydana gelir. Mezengimal
hiicreler bu bdlgelerde yuvarlak gruplar (kan adaciklari) olusturur. Halka seklinde
diizenlenen hiicre damari, halkamn iginde kalan hiicreler ise olustururlar. Buna
hemopoiezin mezoblastik evresi denir.

Gebeligin altinc1 haftasinda karaciger dogumsonrasi eritroblastlar1 andiran
alyuvar Onciillerini iiretmeye baslar. Bu sathaya hemopoiezin hepatik evresi
denir. Ikinci ayda karaciger sinuzoidlerinde az sayida graniiler 15kositler ve
magakaryositler goriilmeye baglar. Bir miiddet sonra da bu gorevi dalak iistlenir.

Dordiincii ayda, kemigin kikirdaktan olusan modelindeki kondrositlerin
programli hiicre Oliimleri ile olusturduklari bosluklara kan damarlar1 girer. Kan
damarlariyla birlikte buraya gelen mezensimal hiicreler, kemigi olusturacak olan

osteoblastlara ve kemik iliginin stromasim yapacak olan retikiiler hiicrelere
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farklilagirlar. Kikirdagims: iskeletteki kemiklesme merkezlerinin belirmelerini
takiben, ilkin kemik iliginde kan olusumu baslar. Bunada hemopoiezin miyeloit

evresi denir [26].
2.2.2 Postnatal Hemopoiez

Ergin memeli hayvanlarda, hemopoiez esas olarak kemik iliginde
meydana gelir. Kan hiicrelerinden eritrositler, trombositler, graniilosit 16kositler
ve monositler kemik iligindeki gelisirler. Lenfositlerin ¢ogu da kemik iliginde
liretilir. Ancak bunlar daha sonra gelismelerinin devami i¢in sekonder olarak,
lenfatik dokulara gegerler [25].

Dalak ve karaciger erigkinlerde normal olarak kan iliretmez; ancak kemik
iligi islevinin bozuldugu hastaliklarda yeniden kan yapmaya baslar ki buna kemik

iligi disinda kan yapimu (ekstramediillar hemopoiez) denir [26].
2.2.3 Hemopoiesise iliskin Kuramlar

e Uniterian Goriis; Tiim kan hiicreleri tek bir STEM-CELL’den gelisir. Bu
hiicreye HEMOSITOBLAST denmektedir.

e Dualistik Goriis; Lenfoid ve myeloid elemanlar igin 2 ayr1 stem-cell
bulunur (lenfoblast ve myeloblast).

e Trialistik Goriis; Her tip kan hiicresinin gelistigi ayr1 bir stem-cell

vardir [22].
2.2.4 Kan Hiicrelerinin Gelisimi (Hemopoiez)
2.2.4.1 Hemositoblast (Stem Cell)
Hem kemik ili§i ve hem de lenfoid organlarda bulunur. Uniterian goriise

gore farklilagarak hem myeloid hem de lenfoid elemanlar: olusturabilen ana

hiicredir. Yeni hemositoblastlar varolan hemositoblastlarin mitozu ile
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olugabildikleri  gibi, pirimitif retikulum hiicrelerinin  farklilagmasiylada
gelisebilmektedir [22].

Olgun kan hiicrelerinin degisik tiplerine farklilasma O6zelligine sahipse o
zaman bunlara pluiripotent hemopoietik kok hiicre, PHSC, (¢cok potansiyelli
kan hiicresi iiretebilen k&k hiicre) denir. Hemositoblast (PHSC) onbin kan
hiicresinin bulundugu yerde ancak 2-3 tanedir. PHSC ¢ok yavas bdliinerek diger
hiicre tiplerini olusturacak olan unipotent ikincil kék hiicreleri yapar. Koloni
olusturan unipotent k&k hiicreler ¢ok hizhi boliinme kapasitesine sahiptir [26].

Unipotent k&k hiicreler sunlardir:

e CFU-E; Eritrosit kolonisi olusturan k&k hiicre,

e CFU-MEG; Megakaryosit kolonisi olusturacak k&k hiicre,

e CFU-GM; Notrofil 16kosit ve monosit olusturacak kok hiicre,
e CFU-EOS; Eozinofil 16kosit olusturacak kok hiicre,

e CFU-BAS; Bazofil 16kosit olusturacak koék hiicre [26].

2.2.4.2 Eritropoiez

Eritrositik hiicrelerin farklilanma ve olgunlagma evresinde; proeritroblast,
bazofilik eritroblast, polikromatofilik eritroblast, normoblast (ortokromatik

eritrosit), retikiilosit ve eritrosit hiicreleri goriiliir.

e Proeritroblast (Pronormoblast)

Hemositoblastin ~ farklilanmas1 ile olusan proeritroblast, prekiirsér
hiicrelerin en biiy{igtidiir (14-20 mikron ¢apindadir). Protein sentezi yapan
hiicrenin karakteristik tiim elemanlarim igerir (Hemoglobin serbest ribozomlarda
sentezlenir). Ribozomdan zengin oldugundan hemositoblasttan daha bazofil
boyanir. Nukleus biilyiik (hiicre hacminin %80’ini kaplar) sferik ve sentrik
yerlesimlidir. Eukromatik nukleus 1-2 biilylik nukleolus tasir. Proeritroblastlar
hizla ¢ogaldiklarindan, sitoplazma hacmini arttirici protein sentezi gereklidir.
Demir plazmada proteine baghdir (transferrin). Eritroblast membraninda
transferrin reseptdrleri bulunur. Baglanmadan sonra endositozis ile transferin

sitoplazmaya gecer. Hemoglobin (protein) sentezi baslamis olmasina karsin, koyu
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bazofilik sitoplazma i¢inde segilebilecek miktarda hemoglobin bulunmaz. Ancak
6zel yontemlerle (mikrospektrofotometri) hemoglobini g6stermek miimkiindiir.
Proeritroblast birkag bélinmeden sonra bazofilik eritroblastlara farkblamr [22,

25-27, 29].

e Bazofilik Eritroblast (Bazofilik Normoblast)

Proeritroblastlardan biraz daha kiiciiktiir. Kromatin yogunlastigindan
(heterokromatin) ve nukleoluslar kiigiilmeye basladigindan, nukleolus segilemez.
Nukleus hiicrenin 3/4’{inii kaplar. Hiicre ve g¢ekirdek sekli yuvarlaktir. Sitoplazma
daha koyu bazofiliktir (bol ribozom tasir), iyi gelismis golgi kompleksi ve ¢ok
sayida mitekondri bulunur. Hemoglobin yapmm devam etse de bazofilik
sitoplazma i¢inde maskelenmistir. Birka¢ kez mitotik bdliinmeden sonra

polikromatofil eritroblasta farklilasirlar [22, 25-27, 29].

e Polikromatofilik Eritroblast (Normoblast)

Sitoplazmadaki asidofilik hemoglobin boyanabilecek miktara ulagmustir.
Sitoplazma bazofilisine hemoglobin asidofilisi eklenince sitoplazmanin rengi
grimsi pembeye doner. Bazofilik eritroblasttan daha kiigiiktiir (genel kurala gore
hiicrelerin ¢aplart giderek kiigiiliir). Cekirdekte kiiciilmektedir. Hiicre hacminin
1/2’sini kaplar. Kromatin daha da yogunlastigindan dama tahtasi goriiniimii alir.
Sitoplazmik organeller azalmistir. Mitozla ¢ogabr, bazi polikromatofilik
eritroblastlar normoblast yaparken, bazilarida ileride kullamlmak tizere yedek

hiicreler olarak kalirlar [22, 25-27, 29].

e Normoblast (Ortokromatik eritroblast)

Olgun eritrosittekine yakin miktarda hemoglobin tasir. Sitoplazma
asidofiliktir, hala ribozom bulundugundan bazofilik izlerede rastlanir. Hiicre ¢api
ve ¢ekirdegi polikromatofil eritroblasttan daha kiigiiktiir, kromatin de buna bagh
olarak daha yogundur. Cekirdek sitoplazmanin 1/4 kadarim kaplar, eksentriklesir.
Mitekondri ve golgi kompleksi ¢ok kiiciilmiis, dejenere olmaya baglamistir. 3
mitotik boliinmeden sonra, boliinme durur. Cekirdek piknotik olmaya baslar, daha

sonra de sitoplazmadan atilir. Cekirdek cevresinde hemoglobin igeren ince bir

8 Anado},
(o] u Un‘ -
Merkez Kﬂt’gertl.



sitoplazma tabakasi bulunur. Atilan ¢ekirdegi kemik iligi makrofajlar1 fagosite
eder. Kapiller ¢evresindeki eritroblastik adalar makrofajlarla yakin komsuluktadir.
Bu nedenle kemik iliginde kusurlu eritrositleri yada atilan g¢ekirdegi igine almis
makrofaj ¢ok sayidadir. Nadiren kiigiik nukleus pargalar sitoplazmada koyu
boyanan cisimler, Howell-Jolly Cisimcikleri seklinde kalabilir [22, 25-27, 29].
e Retikiilosit (Immatiir Eritrosit)

Cekirdegini kaybetmis en geng eritrosittir. Sitoplazmasinda supravital boyalarla
(krezil mavisi, nétral kirmizisi)) kolayca gosterilebilen mavi boyali (RNA'ya
bagl)) ince bir ag yapis1 goriildiigiinden retikiilosit adi verilmistir. Olgunlagsma
sirasinda tiim poliribozomlar kaybolmus, ancak sitoplazmada az sayida serbest
ribozom dagmik olarak kalmustir. Olgun eritrositlere oranla yaklasik %20 kadarlik
eksik hemoglobin agi11 ribozomlarca kapatiir. Ancak nukleus kayboldugundan,
yeni poliribozom yapilamaz hemoglobin sentezi kisa bir siire sonra durur. Kan
dolasimu iginde retikiilositin olgunlasma zamani 24-28 saattir, total yasam siiresi
de 72 saattir. Retikiilosit eritrositten biraz daha biiyiik ¢aptadir (9 mikron kadar).
Normal olarak periferik kanda retikiilosit sayisi eritrosit sayismin %1’inden daha

azdrr [22, 25-27, 29].

2.2.4.3 Graniilopoiez

Diger kan hiicrelerinde oldugu gibi, graniilositlerde ¢ok potansiyelli kok
hiicreden olusur. Bu hiicrelerin, yiiksek derecede kendilerini yenileyip diger hiicre
tiplerini olusturacak birimleri yapabilme &zelligi vardir. CFU-GM (Graniilosit-
Monosit Kolonisi olusturan birim) bu kdk hiicreden tiirer. CFU-GM’den nétrofil
16kosit  serisinin ilk tamimlanabilen hiicresi olan miyeloblastlar olusur.
Miyeloblastlar ili¢ veya daha fazla ¢ekirdekgik igeren biiylik ¢ekirdekli nispeten
kiigiik hiicrelerdir. Kemik iligindeki ¢ekirdekli hiicrelerin ortalama %]12’sini
olustururlar. Miyeloblast farkhlasmasinda c¢ekirdek ©n planda dikkati ¢eker.
Sitoplazma bazofilik; ancak graniilsiizdiir. Daha ileri gelismelerde hiicre biiyiir ve
kiigiik metakromatik azorofil graniiller olusmaya baglar. Bu hiicrelere
promiyelosit denir. Bu evreden sonra miyelosit evresine gegilir. Miyelositler,

promiyelositlerden daha kiiglik olmalar1 ve kromatinlerinin daha yogun
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olmalariyla ayirt edilirler. Sitoplazmalarinda ikinci bir tip graniil olusmaya baslar.
Bir sonraki evrede olusan metamiyolositler cekirdeklerinin  sekli ile
ayirdedilebilirler. Cekirdekteki sekil degisikligi devam eder ve bir miiddet sonra
ince uzun, diiz veya hafif kivriml bir ¢ekirdek olusur. Bu 6zellik yiiziinden olusan
l6kositlere bant-form lokositler denir. Son olgunlasma evresinde ¢ekirdek iyice
kivrilarak ¢ok loblu hale gelir. Loblar ince kromatin iplikgikleri ile birbirlerine
tutunur. Cogunlukla olgun I6kositler kemik iliinden dolasima salmir; ancak
enfeksiyon durumlarinda bant-form ve hatta metamiyelositler bile dolasima
katilirlar. Eozinofil 16kositler CFU-EOS’tan, bazofil 16kositler ise CFU-BAS’tan

olusan miyeloblastlarin ileri farklilasmasi ile meydana gelirler [22, 25-27, 29].
2.2.4.4 Lenfopoiez

Olusum yerlerine gére T ve B lenfosit olmak iizere iki tip lenfosit vardur.
Bu sekilde isimlendirilme nedeni T lenfositlerin timus kdkenli, B lenfositlerin ise
kemik iligi (bone marrow) kékenli olmalaridir.

Lenfosit olusturacak k&k hiicre, kemik iligindeki hemositoblasttan k&k
alir. T lenfosit olacaklarm kok hiicresi kemik iligini terkederek kan yoluyla
timusun korteksine gelir, burada c¢ogalir. Karakteristik yiizey belirleyicileri
olustuktan sonra, farklilasip organin medullasma geger. Buradan kan yoluyla
dalaga gider. Dalakta biraz daha olgunlastiktan sonra yeniden kana gegip, uzun
Omiirli T lenfositleri olustururlar.

B lenfositlerin k&k hiicreside kemik iliginde siirekli boliinerek
olgunlagsmamig B lenfositleri ve NK (Dogal Oldiiriirci hiicreler) hiicrelerini
meydana getirir. B lenfositlerin gelisimi kemik iligindeki stroma hiicreleri ile
iligkilidir. Stroma hiicrelerinin sitoplazmik uzantilar1 gelismekte olan lenfositlere
deger hatta onlarin etrafini sarar. Stroma hiicreleri B lenfositlerin farkhilasmasini
tesvik eden, bagisiklik sistemi hormonlarindan interldkin-7 denen sitokini salgilar.
Bu hormonun etkisi ile olgunlasan B lenfositler ve NK hiicreleri dolasima girip
cevre dokulara go¢ eder. B lenfositlerin ¢ogu lenf diiglimlerine, dalaga ve diger
lenfatik dokulara giderken, NK hiicreleri tiim viicut boyunca dagilip gevre

dokularda viicut i¢in yabanci hiicreleri arar [22, 25-27, 29].
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2.2.4.5 Monopoiez

Monositler, lenfositlerden farkhh olarak sadece kemik iliginde yapilir.
Yapilan c¢alismalar monosit-makrofaj hiicre dizinin graniilositlerle aym kok
hiicreyi  (Graniilosit/monosit-makrofaj kolonisi olusturan birim, CFU-GM)
paylastiklarin1 ortaya koymustur. Bu unipotent ikincil kok hiicreden &nce
monoblastlar meydana gelir. Monoblastlarin béliinmesiyle  promonositler
olusur. Promonositler 15-20 mikrometre ¢aplariyla, monoblastlardan biraz daha iri
hiicrelerdir. Azurofil graniiller promonositlerde belirmeye baglar. Kemik
iligindeki promonositlerin yaklagik yaris1 hizh bir sekilde boliiniip kiigiilerek,
¢ogalma kapasitesini kaybeden monositlere farklilagirlar. Geri kalanlar ise doku
makrofajlarina acilen ihtiyag oldugunda, aktivite edilebilecek Gzellikte bir hiicre
deposu olustururlar. K&k hiicreden monosite dénilisme zamani yaklagik olarak 55
saat kadardir. Monositler dokulara gé¢ etmeden 6nce 36 saat kadar dolasimda
kalirlar. Dokulardaki makrofaj ihtiyaci kandan siirekli monosit akimiyla

gergeklestirilir [22, 25-27, 29].

2.2.4.6 Trombopoiez

Erginde trombositler, kirrmzi1 kemik iliginde olgun megakaryosit
sitoplazmasmin pargalanmasi ile olusur. Megakaryositler megakaryoblasttan
farklilagir.

Megakaryoblast;

Hemositoblasttan  tiireyen, 15-20 mikron ¢apindaki hiicrelerdir.
Hemositoblasttan g¢ekirdeginin 6zellikleri ile ayrilir: Nukleus biiyiik, ¢ogu at nah
seklinde ve periferik yogun heterokromatin bulunmakta, sitoplazmasi homojen ve
¢ok bazofiliktir (serbest ribozomdan zengin). Megakaryosit, megakaryoblast
cekirdeginde en az 5-6 kez mitoz oldugu halde, sitoplazmanin bdlinmemesi ve
yeni cekirdeklerin kaynasarak (kromozom sayisi 32N-64N olabilir) biiyiik loblu

karakteristik megakaryosit ¢ekirdegini yapmasi ile gelisir.
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Megakaryosit;

35-150 mikron ¢apta, diizensiz lobuler nukleuslu, nukleusu yogun
kromatinli, nukleoluslu seg¢ilemeyen dev hiicrelerdir. Sitoplazma biiyiikk ve az
bazofiliktir. Cok sayida aziirofilik graniil tasir. Bu graniiller trombositlerin
kromomerlerini yapar. Sitoplazma serbest ribozomdan zengindir, az sayida
agraniiler ve graniillii endoplazmik retikulum bulunur. Periferik sitoplazmasinda
graniil ve diger organeller yer almaz. Megakaryositin olgunlagmasi ile birlikte,
golgi kompleksinde sentezlenen aziirofilik graniiller tiim sitoplazmaya dagilir.
Ayni zamanda agraniiler ER asir1 geliserek, sitoplazmay: kii¢lik kompartimanlara
ayrrir (Demarkasyon Kanallar). Bu ayirici membranlar megakaryosit hiicre
membranina kadar uzamr. Kaynasarak trombosit membranlarini olustururlar ve
trombosit kitleleri membranla kusatili dar araliklar boyunca ilerleyerek hiicre
disina atilirlar. Megakaryoblasttan, trombosit yapmm baslayana kadarki siire
insanda yaklastk 10 giindiir. Megakaryosit erginde kemik iliginde bulunur.
Embriyoner evrede ise kan yapici dier organlarda da (karaciger, dalak) goriiliir

[22, 25-27, 29].

2.2.4.7 Hemopoiezin Kontrol Edilmesi

Hemopoiezin diizenlenmesinde iki dnemli faktdr vardir. Bunlardan birisi
hemopoietik ¢evre digeri ise humoral kontroldur.

Hemopoietik ¢evre; Her nekadar kdk hiicreler kan yoluyla tiim viicuda
dagilabiliyorsa da, hiicrelerin ¢ogalabilmesi i¢in uygun olan doku ve organlar
hemopoiez iginde uygun bir mikrogevre yaratirlar. Mikrogevre kosullarinin
degisikligi hemopoiezin olustugu organlarinda degismesine neden olur. Ornegin;
kan fetal dénemde sirasiyla vitelliis kesesi, karaciger ve dalak daha sonra da
kemik iligi olmak iizere degisik yerlerde yapilir [26].

Kemik iligi ile yapilan ¢alismalarda mikrogevrenin etkisi belirgin bir
sekilde gorilmiistiir. Kemik iligi kiiltiirlerinde graniilositler, endotel hiicreler,
retikliler hiicreler, yag hiicreleri ve makrofajlar iirer. Burada graniilopoiezin

gerceklesebilmesi  igin  ortamda mutlaka yag  hiicrelerinin  bulunmasi



gerekmektedir. Farklilasan graniilositlerin, yag hiicreleri ve retikiiler hiicrelerin
uzantilariyla ¢ok yakm iligkilerde bulunduklar: tespit edilmistir [26].

Humaral Kontrol; Protein sentezi icin gerekli olan aminoasitlerin,
demirin, B12, B6 ve folik asit gibi vitaminlerin yeterli miktarlarda alinmasi
durumunda eritropoiez, normal olarak miyeloit dokuda (kemik iliginde)
gerceklesir., Bu maddelerin alinmasi engellenirse, eritrosit olusturacak kok
hiicrelerin bolinmesi gergeklesmez. Eritropoiez, eritropoietin ile dogrudan;
tiroksin, androjenler ve bilylime hormonu gibi bir ka¢ hormonla dolayl olarak
uyarilir. Estrojen hormonlar eritropoiez lizerine engelleyici etki yaparlar [26].

Eritropoiezi uyarici hormon (EPO) ya da baska bir deyisle eritropoietin,
Ozellikle bobrek ve gevre dokular diisiik oksijen konsantrasyonuyla (hipoksiya)
karg1 karsiya kaldiginda plazmada goriinen bir glikoproteindir. Ortamdaki uzun
siiren oksijen azhiginda bobreklerden bu hormon salgilanir. Hormon kan yoluyla
kemik iligine taginir. Burada iki 6nemli islevi yerine getirir:

1. Eritroblastlan olusturan koék hiicrelerin ve eritroblastlarin bslinme

hizlarini arttirir,

N

Ozellikle hemoglobin sentez hizim arttirarak, alyuvarlarin
olgunlagmasini hizlandirir.

Yapildik¢a miktar1 artan eritrositler, eritropoietin salimmmm engeller. Boylece
kontrol saglanmis olur [26].

Demir miktar1 humorol kontrolde 6nem tasir. Kan yapimi i¢in gerekli
demir miktar1 varsa kan yapilir, yoksa demir eksikliginden kaynaklanan
hastaliklar ortaya ¢ikar. Viicutta demir, ferritin seklinde sinirli miktarda bulunur.
Demir, plazmada transferrin ile tagmir. Transferrin hemoglobin sentezini yapacak
eritropoietik hiicre ylizeyindeki 6zel transferrin reseptorleri tarafindan tutulur.
Uygun demir miktari, kemik iliginin eritropoietik uyariya yamitim sinirlayabilir
[26].

Bir bagka faktdérde ortamda bakteri bulunmasidir. Bakterilerin
endotoksinleri nétrofil 16kosit yapimini uyarici maddelerdir.

B12 vitamini kan hiicrelerinin yapimmda DNA sentezi i¢in gereklidir.

DNA sentezi i¢in ayrica folik asitte gereklidir.



Timus bezi tarafindan lretilen timozinler olgunlasmadan once T
hiicrelerinin farkhlagmasmi ve devamliigini saglar. Ergin bireylerde T ve B
lenfositlerin tiretimi antijenlerle (yabanci proteinler, hiicreler veya toksinler) kars:
kars1 kalmayla diizenlenir. Organizmaya yabanci antijen girdigi zaman lenfosit
tiretimide artar [26].

Diger 16kosit hiicre populasyonlarnin diizenlenmesinde Koloni Uyarici
Faktorler (CSF “ Colony-Stimulating Factors™) ve interlokin 3 (IL3) denilen bazi
hormonlar gorev alir. Bunlarin eritrositlerin olusumunu da uyardig1 saptanmustir:

e M-CSF, Makrofajlardan, endotelden ve fibroblastlardan salgilanir.
Monosit/makrofaj hattinda aktiviteyi uyarir.

¢ G-CSF, Makrofajlardan, endotelden ve fibroblastlardan salgilanir.
Graniilositlerin iiretimini uyarir. Genetik olarak iiretilen G-CSF
formlar1 kanser kemoterapisindeki hastalarda n&trofil tiretimini
uyarmak i¢in kullaniimaktadir.

e GM-CSF, Aktif T lenfositlerden, endotelden ve fibroblastlardan
salgilanir. Hem graniilositlerin hemde monositlerin tiretimini
uyarir.

e Multi-CSF, Aktif T Ilenfositlerden salgilanir. Graniilositlerin,
monositlerin, megakaryositlerin ve eritrositlerin  {iretimini
hizlandirir.

o lInterlokin 3 (IL3), T lenfositlerden salgilanir. Biitiin miyeloit

hiicrelerin {iretimini uyarir.

2.2 BENZEN

2.2.1 Benzenin Yapisi Ve Ozellikleri

Benzen, benzol, kendine has keskin kokulu, renksiz, sudan hafif, kolay
parlayabilen bir aromatik hidrokarbondur. Sudan hafif havadan yaklagik 3 kat
daha agirdir. Yanici, parlayici, ¢ok ugucu ve iyi bir eriticidir. Kaynama noktasi
80,1 °C ve buharlasma basmci 100 mmHg dir. Bu 6zelliklerinden dolay: benzen

¢ok ugucudur [30, 31].
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Benzen ilk defa Faraday tarafindan 1825 yilinda yag gazinin kompresyonu
ile meydana gelen sividan ve daha sonra Hoffmann tarafindan 1848 yilinda
kémiir katranindan elde edilmigtir. Mitscherlich, benzoik asidi kalsiyum oksit ile
isitarak benzeni elde etmis ve molekill formiiliiniin C¢Hg seklinde oldugunu
bulmustur. Benzenin yapisini tayin eden bilgin ise Kekule’dir. Ancak yapisinin
dogrulugunun en saglam isbat1 Willstaetter tarafindan yapilan sentez ile olmugtur
(503

Benzen molekiiliiniin sekli diizgiin bir altigen olup karbon atomlari
arasindaki acilarin herbiri 120° dir. Benzen halkasinda ii¢ tane tek ve ii¢ tane ¢ift

bag vardir, ortalama C- Carasi bag uzunlugu 1,39A°dur [9, 31].

Cc
| |
H
Sekil 2.1: Benzenin halkasal yapisi

Benzen alkol, kloroform, eter, aseton, glasiyal asetik asit, karbon disulfid
ve karbon-tetraklorid gibi organik c¢oziiciilerde ¢ok kolay ¢oziiniir. Ozellikle
kauguk, lastik, recine yagli maddeler, ilaglar, boyalar ve bazi plastikleri ¢ok iyi
eritir [9, 30, 31].

Benzenden elde edilen kimyasal maddelerin en énemlileri sunlardir:

Etilenbenzen ve styrene (styrol vinyl benzen); En ¢ok iiretilen kimyasal
maddelerden biri olup ¢esitli plastik ve lastik iirtinlerin iiretiminde kullanilir.
Ornegin izolasyon malzemeleri, telefon ve radyo cergeveleri, sert kablolar, plastik
borular, otomobil lastikleri ve ¢esitli ev aletleri.

Fenol ve cumene; Birgok maddenin baslangi¢ elemani olan fenol, fenolik
regineler, naylon ve bazi plastiklerin yapiminda kullanilir. Alkil fenolleri kimya
ve ila¢ sanayisinde de kullanilmaktadir.

Sikloheksan; Tekstil iiriinlerinde ve plastik tiretiminde esas maddedir.

Rnadoly Univers:

Merk it
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Maleik anhidrid; Doymamus bir dibazik asittir ve plastik maddeler ile
besinlere eklenen maddelerin elde edilmesinde kullanilir. Maleik hidrazid de
tarimda kullamilan kimyasal maddelerin yapiminda rol oynar.

Nitrobenzen ve metadiintrobenzen; Bu maddenin Gnemi, anilinin
baslangic elemam olmasidir. Anilin, lastik ve lastik iiriinleri ile boya ve ilag
endiistrisinde kullanilir.

Alkil benzen (dodesil benzen); Bunlarin %901 deterjanlarin tiretimi i¢in
kullamlir. Bu maddeler uzun siire degismeden kalabilirler. Bu maddeler ayrica
insektisit (DDT), ilag ve patlayici yapimnda kullamlir [21].

Benzen benzin iginde total olarak %10’lara varan oranda bulunur. Ayrica
benzen ¢esitli boyalara inceltici olarak karistirilmakta, tiner ismi altinda ¢esitli
isyerlerinde ve evlerde temizleyici olarak kullamlmaktadir. Benzenin kullamldig:
alanlar; ayakkab1 ve deri yapum , ilag sanayi, basimevleri, boyahanaeler, boya
vernik sanayi, kuru temizleyiciler vs. Benzen diinyada kullamm alam en genis
olan kimyasal maddedir. Bu sebeple mesleki nedenlerle ve gevre kirliligi nedeni
ile toplumun her kesiminin benzenden etkilenmesi biiyiik 6l¢iide s6z konusudur

[9, 30].

2.2.2 Benzenin metabolizmas:

Benzen sindirim sistemi, deri ve solunum yoluyla viicuda alnir. Sindirim
sistemi ve deri yoluyla almacak miktarlar organizmada Onemli seviyelere
ulagamaz [9, 30-32].

Endiistride yetersiz veya yanhs havalandirilan is yerlerinde, ugucu 6zelligi
yiiksek olan benzenin organizmaya baslica giris yolu solunum yoludur. Absorbe
edilen benzenin hemen hepsi solunum yoluyla ile gergeklesir. Solunum yoluyla
alinan benzenin yaklagik olarak %40°1 degismemis olarak yine solunum yoluyla
geri verilir. Ancak bu oran yapilan is ve ¢alisma sartlarma bagh olarak %15-60
oraninda degisir. Viicuda alman benzen hizla kana kansir ve lipoproteinlerle
dokulara iletilir. Kana karisan benzenin yaklasik olarak %30’u dokularda 6zellikle
bagta kemik ili3i olmak iizere lipoid dokularda toplanir. Kemik iliginde kandan 20



kez daha fazla benzen toplanmasin nedeni, kemik iliginin daha ¢ok yag ihtiva
etmesi ve benzenin yagh dokulardan atlminin uzamasidir [9, 30-32].

Kisiden kisiye ve maruz kalma siiresine gore benzenin %15-60 kadar1
organizimada Ozellikle bashica doniisiim yeri olan karacierde metabolize edilir.
Burada niiklear oksidasyonla yikiir veya detoksifiye edilir. Oksidasyonda ilk
olarak benzen Arilhidrokarbon hidroksilaz enzimi (AHH) ile benzen epokside
doniistiiriiliir. Benzen epoksidin biiyiik bir kismu kendiliginden benzenin maj6r
metaboliti olan fenole doniisiir. Ancak bu olay hepatik sitokrom P-450 enzim
sistemine ihtiyag gOsterir. Benzen epoksidin geri kalan kismi, epoksid hidraz
enzimi ile benzen glikole gevrilir. Benzen glikolde dehidrogenazlar ile benzenin
sekonder metaboliti olan katekole doniisiir. Karacigerde olusan bu oksidasyon
asamasindan sonra fenol ve diSer oksidasyon firiinleri yine karacigerde
fenilsiilfirikasit ve fenilglukronikasit meydana getirirler. Bu asitler alkalen tuzlar
halinde idrar ile digar1 atilirlar. Ayrica fenoliin az bir kismu ileri oksidasyonla
hidrokinona ¢evrilirki buda konjuge olarak elimine olur. Olusan katekoliin ¢ogu
konjugasyona ugrayarak digsar1 atilirken az bir kismuida oksidasyonla
hidroksihidrokinol’e d&niisiir. Yan bir yol olarak glikoliin oksidasyonu ile az
miktarda trans-trans mukonik asit olusur. Ikinci bir yan yolda benzen epoksidin
asetillenmis sistein ile birleserek fenilmerkaptiinik asit meydana getirmesidir.
Mukonik asit ve fenilmerkaptiinik asit mindr metabolitler olup, asil dnemli olan
fenol bilesikleridir. Benzenin baglica majér metaboliti olan fenoliin olusmasi i¢in
mitakondrilerde ki mikrozomal sitokrom P-450 enzim sistemi karacier disinda
kemik iligi hiicrelerindeki mitakondrilerin i¢ zarinda da bulunur. Dolays: ile

benzen, metabolitlerine bu iki organda da déniisebilir [9, 10, 15, 30-32].



3. MATERYAL VE METOD

3.1 Deney hayvanlan

Calismamizda, memeli kemirgen takiminin Muridae familyasindan olan
sicanlar (Rattus norvegicus) kullandmustir. Cesitli kosullara verdigi cevaplar ve
anatomik yapilar1 insamnkine benzediginden ¢ok tercih edilen bir deney hayvam
olmustur. Disilerde tam fiziksel gelisme 100 giin, erkeklerde ise 120-180 giin
stirer. Senede ortalama 3-4 kez dogum yaparlar. Her seferinde 6-10 yavru verirler.
Bu hayvanlarda safra kesesi bulunmaz [33]. Deney hayvam olarak kullamlan tiim
siganlar %23 ham protein, %3 ham yag, %7.5 ham kiil ve %13 su igeren hazir
ticari yem (Eskisehir, Yem fabrikasi) ile beslenmislerdir [34]. Deneysel
caligmamizda ortalama agirhklari 150-200 gr olan 12 adet ergin sigan
kullanulmustir.

3.2 Kullanilan kimyasal maddeler

Benzen, Saf zeytinyagi, Formaldehit (Merck), Eter (Merck), Etil Alkol
(Carlo Erba), Ksilol, Hematoksilin (Sigma), Eosin (Merck), Entellan (Sigma),
Pikric Asit (Riedel-de Haen), Glasiyal Asetik Asit (Carlo Erba), Serum
Fizyolojik, Kati parafin.

3.3 Kullanilan malzemeler

Enjektérler (1 ml’lik), mikrotom (HM310), Manyetik karistirict (Ikamag
RCT), Santrifiij (Uniequip), Mikropipet (Biohit), Etiiv (Niive EN500), Buzdolab:
(Ariston), Lam ve lameller, Boyama kaplari, Cam malzemeler (Deney tiipleri,

beher, erlen), Diseksiyon malzemeleri.



3.4 Deney hayvanlarina uygulanan benzenin hazirlanmasi

Deneyde kullanilmak {izere benzen saf =zeytinyagi icinde ¢oziilerek
hazirlanmigtir. Her uygulamada, deney hayvanlarina hazirlanan bu karigimdan
0,1 ml intraperitoneal olarak verilmistir. 0,1 ml karigimda 0,04 ml benzen ve
0,06 ml saf zeytinyag icermektedir. Buda 0,2 ml/kg’a karsilik gelmektedir.

3.5 Kimyasal maddelerin uygulama siire¢ ve yontemleri

Calismamiz 3 grup si¢an iizerinde gerceklestirilmistir:
e ].deney grubu: Serum fizyolojik enjekte edilen grup,
e 2. deney grubu: Safzeytinyag: enjekte edilen grup,
e 3. deney grubu: Deney maddemiz olan benzenin saf zeytin yag: ile
kanstirilarak enjekte edilen grup.

1. deney grubu olarak belirlenen, serum fizyolojik uygulanan gruba 10 hafta
stire ile serum fizyolojik enjekte edilmistir. Bu amagla, 0.1ml serum fizyolojik
sicanin intraperitoneal bolgesine haftada 3 kez olmak iizere enjekte edilmistir.
Enjeksiyonun her seferinde farkli enjektorler kullamilmugtir. Ayrica enjeksiyonun
gliniin ayni1 saat diliminde gerceklestirilmesine dikkat edilmistir. Bu grupta 4 adet
sican kullanilmigtir.

2. deney grubu olarak belirlenen, saf zeytinyagi uygulanan gruba 10 hafta
stire ile saf zeytinyagi enjekte edilmistir. Bu amagla, 0.1ml saf zeytinyagi si¢anin
intraperitoneal bolgesine haftada 3 kez olmak lizere enjekte edilmistir.
Enjeksiyonun her seferinde farkli enjektorler kullammustir. Calismamiz sirasinda
enjeksiyonun giiniin aym saat diliminde gerceklestirilmesine dikkat edilmistir. Bu
grupta 4 adet sigan kullarulmstir.

3. deney grubu olarak belirlenen benzenin enjekte edildigi deney grubuna
benzen+saf zeytinyagi karisimindan 10 hafta siire ile uygulanmistir. Bu amagla,
0.2 mlkg kangimdan O0,Iml benzen+saf zeytinyagi sicamin intraperitoneal
bolgesine haftada 3 kez olmak iizere enjekte edilmisitr. Enjeksiyonun her
seferinde farkli enjekt6rler kullanilmistir. Enjeksiyonun giiniin ayni saat diliminde

uygulanmasina dikkat edilmistir. Bu grupta 4 adet sican kullamlrmgtr.
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Deney maddelerimizin uygulanmas: siirecinde 1ml’lik enjektorler

kullanilmigtir.

Cizelge 3.1. Deney Diizenegi

Deney

Diizenegi

Denek sayisi

Deney siiresi

Uygulanan

miktar

Uygulanan

madde

1. deney
grubu
(Serum
fizyolojik
uygulanan

grup)

10 hafta

0.1ml

Serum

fizyolojik

2. deney
grubu
(Saf
zeytinyagi
uygulanan

grup)

18 hafta

0.1ml

Saf

zeytinyadl

3. deney
grubu
(Benzen+Saf
zeytinyag
uygulanan

grup)

10 hafta

0.Iml

Benzen+saf
zeytinyagi
(0,2 mlkg)

3.6 Diseksiyon Ve Doku Orneklerinin Almmas:

3.6.1 Diseksiyon

(Calismamiz sonunda, kullandigimiz deney hayvanlarindan incelenecek olan

dokularin alinmasi amaci ile diseksiyona gegilmistir. Bu amagla iginde eter
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damlatilmis pamuk bulunan bayiltma kabina deney hayvanlar1 ahnarak
bayiltiimiglardir. Anesteziden hemen sonra hayvanlarin karin bolgelerinden
baglanarak go6giis bosluguna kadar operasyon makasi ile agilmis ve kalbe kadar

ulastimistir. Bu asamadan sonra dokularin alinmasina gegilmistir.

3.6.2 Doku Orneklerinin Ahnmasi

3.6.2.1 Kan Orneklerinin Ahinmasi

Deney hayvammizin kalbinin karincik bolgesinden 1ml’lik steril enjektor
yardimi ile 1-2 ml kan almarak iginde antiquagiilan madde bulunan tiiplere
aktarilmistir. Bu amagla EDTA’ tiipler kullanilmistir. (EDTA: Etilendiamin-tetra
asetikasit). Kan 6rneginin konuldugu tiip yavasca hareket ettirilerek igindeki kan
ve antiquagiilan maddenin karismas: saglanmis ve diseksiyon tamamlanincaya
kadar saklanmustir.

Daha sonra hayvanin tiin kanin ¢ikmasi ve Gldiiriilmesi amaci ile hayvanin

kalbi kesilerek ahnmustir.

3.6.2.2 Dalak Orneklerinin Alinmasi

Calismamiz sirasinda dalagin  dis morfolojik ve anatomik yapisida
incelenecegi dalak pens, bistiiri ve makas yardimi ile zedelenmeden ¢ikarilmustir.
Dalak 6megi yeni hazirlanmig Bouin fiksatifi i¢ine konularak 10 saat siire ile
tespit edilmistir [2].

Bouin’in hazirlanisi;
750ml distile su i¢ine, su doyuncaya kadar kristal pikrik asit ile
kanistirlmigtir. Sonra {izerine 250 ml %37°lik formaldehit ve 250 ml glasiyal

asetik asit ilave edilmistir [35].



Cizelge 3.2. Bouin Fiksatifin Hazirlanmasi

BOUIN FiKSATIF

e 750ml Distile Su

o Kristal Pikrik Asit

e 250ml %37’lik Formaldehit
e 250ml Glasiyal Asetik Asit

3.6.2.3 Kemik iligi Orneklerinin Alinmasi

Kemik iligi deney hayvanlarimizin femurlarindan elde edilmistir. Bu amagla
deney hayvanlarimin femurlart viicutlarindan bistiiri ve makas yardimi ile
ayrilmigtir. Daha sonra femur kemigini saran kas tabakas: bistiiri ucu ile kemikten
ayrilarak femur ortaya ¢ikarilmistir. Femur kemiginin ekleme yakin her iki ucu
makas yardimi ile kesilerek kemik iliinin ¢ikarilmasina hazir hale getirilmistir.

Femural kemik iligi steril enjektér yardimm ile incelenmek iizere ¢ikarilmistir [34)].
3.7 Mikropreparatlarin Hazirlanmas:
3.7.1 Kemik iligi Preparatlarinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarimizdan almis oldugumuz kemik ilikleri ependorf
tiiplerine aktarilarak fizerlerine 0.5 ml seviyesine kadar serum fizyolojik ilave
edilmistir. 1000 devir/dk’da 18 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra
supernatant atilip yerine 0.5 ml PBS (Phosphate Buffer Saline) ilave edilmigtir.
PBS ilavesinden sonra ikinci kez 1000 devir/dk’da 10 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra tekrar supernatant atilip yerine Absolii methanol +Glasiyal
asetik asit karisimindan (3:1) ilave edilerek 1000 devir/dk’da 10dk daha santrifiij

edilmigtir. BOylece kemik iliginin fiksasyonu saglanmistir [36]. Fikse edilmis
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kemik iligi bulunan ependorf tiipii ¢alkalanarak, 1 damlasi lam tizerine alinarak
yayma preparat hazirlanmistir. Havada kurutulan preparatlar %5°lik Giemsa
boyasi ile boyanmislardir [38]. Preparatlar %5°lik giemsa bulunan salelerde 30dk
tutulduktan sonra sira ile iginde distile su bulunan salelerden gegirilerek fazla
boyanin giderilmesi saglanmistir. Daha sonra preparatlar havada kurutulduktan
sonra entellan ile kapatilarak incelenmeye hazir daimi preparat haline getirilmistir
[34].
% 5°’lik Giemsa boyamasi;

Fiksasyonu yapilmis yayma preparatlar i¢inde % 5°lik Giemsa (Sigma)
boyas1 bulunan sale i¢inde 30 dk tutarak boyanmalar1 saglanmistir. Daha sonra
farkli 3 sale igindeki Distile sulardan sira ile preparatlar gegirilerek fazla

boyalarimn gitmesi saglanmistir [38].

Cizelge 3.3. %5’°lik Giemsa Boyasinmin Hazirlanmasi

%5’LIK GIEMSA

o SmlTampon A
e 5mlTampon B
o  5Sml Giemsa

o 85 ml Distile Su

Cizelge 3.4. Tampon A’nin Hazirlanmasi

TAMPON A (100 mL)
o 4,536 gr KH;PO,
o 100 ml Distile su

1



Cizelge 3.5 Tampon B’nin Hazirlanmasi

TAMPON B (100 mL)
o 5392 gr Na,HPO,2H,0
o 100 ml Distile su

%35’lik boyanimn hazirlanmasi;

100 ml Tampon A i¢in 4,536 gr KH,PO; tartilip bir miktar distile su iginde
¢Oziildiikten sonra 100 ml’ye tamamlanir.

100 ml Tampon B i¢in 5,392 gr Na,HPO412H,0 tartilip bir miktar distile su
icinde ¢oziildiikten sonra 100 ml’ye tamamlanir.

5 ml Tampon A, 5 ml Tampon B, 5 ml Giemsa ve 85 ml distile su kanstirilir
daha sonra dik bir saleye filtre kagidi ile siiziilir. Yizeyinde olusan florasan
tabaka filtre kagidi ile alimr [38].

PBS (Phosphate Buffer Saline) hazirlanigt;

Sodyum kloriir 8 gr, Potasyum kloriir 0.2 gr, Disodyum hidrojen fosfat
1.15 gr ve Potasyum dihidrojenden 0.2 gr tartilarak iginde 1000 ml distile su
bulunan bir kapta eritilerek kartstirtlir. Daha sonra verilen miktar hazirlandiktan

sonra pH; 7.4%e ayarlanmustir [35, 37].

Cizelge 3.6. PBS (Phosphate Buffer Saline) Hazirlanmas:

PBS (Phosphate Buffer Saline)
e Sodyum Kloriir 8gr
e Potasyum Kloriir 0.2gr
e Disodyum Hidrojen Fosfat 1.15gr
o Potasyum Dihidrojen 0.2gr
e Distile Su 1000m!
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3.7.2 Kan Preparatlarimin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarindan alinan ve EDTA’lL tiiplerde saklanan kan
orneklerinden mikropipet yardimiyla birer damla lamlara damlatilmistir. Daha
sonra bagka bir lam kullamlarak ¢ok sayida yayma preparat hazirlanmistir [39].
Kan yaymalan sirasinda her bir yayma i¢in temiz lam  ve mikropipet
kullamilmistir. Bundan sonraki asamada yayma preparatlar 20-30 dk havada
kurutulmugstur. Fiksasyonlar1 amaci ile absolii methanol i¢inde 5 dk bekletilerek
fikse edilmislerdir [40]. Fiksasyondan sonra yayma preparatlar havada kurutulmus

ve preparatlar May-griinwald_Giemsa boyma y&ntemi ile boyanmislardir.

May-griinwald Giemsa boyamas;

Once hazir may-Griinwald (Fluka) boyas: ile preparatlar 5 dk siire ile
boyanmislardir. Preparatlar bu boyamadan sonra Giemsa (Sigma) boyast ile 25 dk
siire ile sale icinde boyanmustir. Giemsa boyasi; 0.6 gr kuru giemsa (Sigma),

50 ml absolii metil alkol ve 25 ml saf gliserin kanistirilarak hazirlanmistir [34].

Cizelge 3.7 Giemsa Boyasimin Hazirlanmasi

GIEMSA

o 0.6 gr Kuru Giemsa (Sigma)
o 50 ml Absolii Metil Alkol
o 25 ml Saf Gliserin

Boyamanin ardindan kan yayma preparatlann mikroskop altinda
incelenebilir hale gelmigtir.
Deney hayvanlarina ait kan &rmeklerinin sayimlari, hemositometrik yéntem

ile Thoma Lami kullanilarak yapilmigtir [39-41].
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3.7.3 Dalak Preparatlannin Hazirlanmasi

3.7.3.1 Doku Takibi

Deney hayvanlarindan alinan dalak dokular1 bistiiri ve makas yardim ile
kiiciik pargalara boliinmiisler ve tespit edilmeleri amaci ile Bouin fiksatifine
atilmiglardir. Dalak dokusunun kiigiik pargalara bdliinmesi ile fiksatifin hizh ve
iyi bir sekilde etkili olmas1 amaglanmistir. Dalak dokusu fiksatif icinde 10 saat
stire ile tutulmustur. Siire sonunda doku pargalar1 10’ar dk siire ile 3 defa olmak
lizere % 50°’lik etanolden gegirilerek yikanmislardir. Daha sonra doku pargalan
% 70’lik etanolde 5 saat tutulmustur. % 70°lik etanolden sonra 1’er saat siire ile
% 80’lik, % 90’hk etanollerde ve 30’ar dk siire ile de % 96’lik ve absolii etanol
icinde  bekletilerek  dalak  dokularmin  dehidratasyonlar1  saglanmustir.
Dehidratasyondan sonra doku Omekleri seffalastirmak amaci ile 20’ser dk saf
ksilolde bekletilmislerdir. Daha sonra dalak pargalar1 65 °C’ye ayarlanms etiivde
eritilmis parifin igine almarak doku igine parafinin islemesi saglanmistir. Bu
amagla 30’ar dk siire ile parafin I ve parafin II iginde ve 1 saat siire ile de parafin
I1I i¢inde bekletilmislerdir. Bu islemlerden sonra dalak doku takibi sona ermis ve
bu islemlerin sonunda her bir doku pargasi ayr1 ayri parafin igine gdmiilerek
parafin bloklar halinde kesit almaya hazir hale getinlmiglerdir [2, 34].
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Dalak dokulan

% 50°lik Etanol I . 10dk
% 50°lik Etanol Il 10 dk YIKAMA

% 50’lik Etanol 111 10 dk

. A
% 70’lik Etanol 1 saat
% 80likEtanol ~~ 1gaat
% 90’hk Etanol 1 saat > DEHIDRATASYON
%96’k Etapol 30dk
Absolii Etanol PR T 30 dk y
I Ml s o =", ¥ 20 dk
KsilgLIL' ok ey B 0% 4 20 dk SEFFAFLASTIRMA
Parafin I ~30dk
Parafin II 30 dk PARAFIN
Parafngy;y . 1 saat
GOMME
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3.7.3.2 Kesit Alma

Kesit alinmasi igin parafin bloklarin ve mikrotom bigagi buzdolabindan
¢ikarilarak mikrotoma yerlestirilir. Daha sonra mikrotom araciligi ile S’er
mikrometre kalinliginda doku kesitleri almmistir. Kesitler 45 °C’ye ayarl sicak su
banyosuna konularak doku orneklerinin agilmasi saglanmastir. Su banyosundaki
kesitler lam tizerine alindiktan sonra 80 °C’ye ayarl etiive konularak burada 1 saat

siire ile tutulmustur [42].
3.7.3.3 Boyama

Kesitlerin boyamasinda Hematoksilin-Eosin ikili boyas: kullamilmistir [43].
Bu amagia hazir Harris Alum Hematoksilin (sigma) ve alkolli eosin (Merck)
boyast kullanilmistir.
Alkollii eosinin hazirlanmasi;
Oncelikle stok soliisyon hazirlanmstir. Bunun igin 1gr Eosin Y (Merck),
80 ml %96’lik etanol ve 20 ml distile su iginde eritilmistir. Daha sonra stok
soliisyondan 20 ml alimip 60 ml % 80’lik etanol iginde karigtirilarak tizerine 1 ml
glasiyal asetik asit ilave edilmistir. Hazirlanan boya siiziilerek kullanima hazir

hale getirilmistir [35].

Cizelge 3.8 Alkollii Eosinin Hazirlanmasi

Alkollii Eosin (Stok soliisyonu) Alkollii Eosin

o [ grEosin Y (Merck) e 20 ml Stok soliisyonu

o 80 ml % 96’°lik etanol e 60 ml % 80’lik etanol

o 20 ml Distile su ¢ 1 ml Glasiyal asetik asit

1 saat 80 °C’de tutulan dalak kesitleri boyama kafesine yerlestirildikten

sonra sirasi ile asagidaki islemlerden gegirilmiglerdir [42].
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Yikama Ksilold T ] 3 dk
Yikama Ksilola I 2 dk
Yikama Ksilolii 1T _ 1dk
Yikama Alkolii I . 2 dk
Yikama Alkoli IT . 1.5 dk
Yikama Alkoli I1I ... 1 dk
AKARSU (Cesme suyu) .. . 3 dk
Hematoksilin (Cesme suyu) ... 2dk
AFARSWIEN o o ey 2 dk
Ebsin,. . A f e o 4 dk
J01 0 i) (DI iy S L Sy (5 —— 2 dk
ARGEIL s 0 " e o o 1,5 dk
Alkol III 1dk
Tl e e = g 1 dk
a1 To) e o, T M S S e 2 dk
sy o I e o s 2 dk
Ksilo] 111 3-4 dk
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3.8 Mikroskopi Ve Mikrofotografi

Bu ¢alismamizda hazirlanan kan, kemik iligi ve dalak preparatlar1 Olympus
BXS50 arastirma mikroskobu altinda degisik biiyiitmelerde incelenmistir. Deney
sonuglarina ait bolgelerin fotograflari, Olympus PM-30 otomatik mikrofotografi

araci kullanilarak ¢ekilmigtir.
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4.BULGULAR

Calismamizda kullanilan 6 adet sicandan elde edilen doku Ornekleri;
periferik kan, miyeloid doku ve dalak &rnekleri karsilastirmali olarak degisik
biiyiitmelerde dikkatlice incelenmistir. Incelemelerden elde edilen bulgular

asagida verilmeye calisilmistir.
4.1 Kan Dokusu

Kontrol ve deney gruplarini olusturan hayvanlarin kanlar1 thoma lami
kullanilarak  hemositometrik  sayimlar1  yapilmistir.  Sonraki  asamada
May-Griinwald boyamas1 yapilarak hazirlanan yayma preparatlardan kan

hiicrelerinin morfolojik yapilari incelenmistir.
4.1.1 Periferik Kan Paremetreleri
4.1.1.1 Serum Fizyolojik Uygulanmis 1.gruba Ait Kan Parametreleri

Serum fizyolojik uygulanmig hayvanlarin kan sayimlar1 yapilmistir. Bu
deney grubunda 4 adet deney hayvami kullanilmistir. Her 4 sican i¢inde 3’er
sayim yapilmis ve daha sonra bunlarin ortalama degerleri alinmigtir.

Lokosit sayimi yapildiginda, ortalama lokosit sayist sirasiyla 1.deney
hayvaninda mm’ te 6100 adet, 2.deney hayvaminda mm?® te 6050 adet, 3.deney
hayvaninda mm?® te 6000 adet, 4.deney hayvaninda mm? te 6050 adet oldugu
saptanmustir. Bu grubun yapilan eritrosit sayiminda ise 1.deney hayvaninda mm?®
te 8,8.10° adet, 2.deney hayvaninda mm?® te 9.10° adet, 3.deney hayvaninda mm?
te 8,9.10° adet, 4.deney hayvaninda mm® te 9,1.10° adet oldugu goriilmiistiir.

(Cizelge 4.1.). Bu gruba ait eritrosit ve l6kosit sayimlarinin genel ortalamalar

cizelge 4.4’ de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Serum fizyolojik uygulanmig 1.gruba ait kan parametre degerleri

SERUM FiZYOLOJIK UYGULANMIS GRUP

SAYIM LOKOSIT ERITROSIT
(mm*/adet) (mm’*/adet)

1. 5900 9.4.10°
1.DENEY 2. 6300 8,1.10°
HAYVANI o 6100 8,9.10°

Ortalama 6100 8.8.10°

I, 5850 8,6.10°
2.DENEY . 5950 9.8.10°
HAYVANI 3. 6350 8,6.10°

Ortalama 6050 9.10°

1o 6300 8,8.10°

3.DENEY 2. 5700 8,7.10°
HAYVANI 3. 6000 9.2.10°
Ortalama 6000 8,9.10°

1. 6200 B0 06"
4.DENEY 2. 6400 9.10°
HAYVANI % 6000 9,1.10°

Ortalama 6200 9.1.10°
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4.1.1.2 Saf Zeytinyagi Uygulanmis 2.gruba Ait Kan Parametreleri

Saf zeytinyagi uygulanmis hayvanlarin kan sayimlar1 yapilmistir. Bu
deney grubunda 4 adet deney hayvani kullanilmistir. Her 4 si¢an ig¢inde 3’er
sayim yapilmis ve daha sonra bunlarin ortalama degerleri alinmstir.

Lokosit sayimmi yapildiginda, ortalama Io6kosit sayisi sirasiyla 1.deney
hayvaninda mm® te 6100 adet, 2.deney hayvaninda mm?® te 6000 adet, 3.deney
hayvaninda mm’® te 6100 adet, 4.deney hayvaninda mm’ te 6000 adet oldugu
saptanmustir. Bu grubun yapilan eritrosit sayiminda ise 1.deney hayvaninda mm®
te 8,3.10%adet, 2.deney hayvaninda mm® te 8,3.10° adet, 3.deney hayvaninda mm’
te 8.10° adet, 4.deney hayvaninda mm?® te 8,9.10° adet oldugu gOriilmiistiir.
(Cizelge 4.1.). Bu gruba ait eritrosit ve 16kosit sayimlarinin genel ortalamalari

cizelge 4.4°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Saf zeytinyag1 uygulanmis 2.gruba ait kan parametre degerleri

SAF ZEYTINYAGI UYGULANMIS GRUP
SAYIM LOKOSIT ERITROSIT
(mm*/adet) (mm?/adet)
1. 5950 9.10°
1.DENEY 2. 6050 7,8.10°
HAYVANI 5 6300 8,1.10°
Ortalama 6109 8,3.10°
1. 6000 8,3.10°
2.DENEY 2. 5900 8.10°
SR, 6100 8,6.10°
Ortalama 6000 8,3.10°
1. 5800 8.10°
SRENER Ba 6200 7.8.10°
B LRIk Bl 6300 8,2.10°
Ortalama 6100 8.10°
1. 6250 9,2.10°
4.DENEY
A 5750 8,8.10°
HAYVANI
3. 6000 8,7.10°
Ortalama 6000 8.9.10°
4 Anadolu Universites
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10000
9000
8000
7000
6000-
5000{
4000-
3000
2000 {
1000

O Lokosit
O Eritrosit

Sekil 4.1. Serum fizyolojik uygulanmig gruba ait kan sayimlarim gosteren grafik

Eritrosit: (mm®/adet)x1000, Lokosit: (mm®/adet), (1, 2, 3, 4 deney
hayvanlan)

e | .j ' o O Lokosit
‘ 7 | O Entrosit

Sekil 4.2. Saf zeytinyag1 uygulanmig gruba ait kan sayimlarim gosteren grafik

Eritrosit: (mm3/adet)x1000, Lokosit: (mm3/adet), (1, 2, 3, 4 deney
hayvanlari)
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4.1.1.3 Benzen+Saf Zeytinyagi Uygulanmis 3.Gruba Ait Kan Parametreleri

Deney hayvanlarina ait eritrosit sayim sonuglarindan elde edilen rakamsal
degerler kendi aralarinda karsilastinldiginda en yiiksek deger mm® te 4,35.10°
eritrosit ile 2.deney hayvanina ait oldugu goriilmiistiir. Daha sonra mm?® te 4.10°
adet eritrosit ile 1.deney hayvani, mm’ te 3,85.10° eritrosit ile 4.deney hayvani ve
son olarak ta mm® te 3,55.10° adet eritrosit ile 3.deney hayvamna ait kan sayimi
sonuclar1 oldugu goriilmiistiir. Her 4 sigana ait kan kan sayimlarindaki eritrosit
sayim sonuglari, kontrol gruplarina goére olduk¢a diisiik degerde oldugu
gbzlemlenmigtir.

Deney grubundaki hayvanlarin kanlarindan yapilan 16kosit sayim
sonuglarinda ise en diisiik deger mm® te 2250 adet I6kosit ile 1.deney hayvanina
ait oldugu goriilmiistiir. Daha sonra sirasiyla mm® te 2350 adet 16kosit ile 2.deney
hayvanina, mm® te 2550 adet 15kosit ile 4.deney hayvani ve son olarakta mm?® te
3050 adet 16kosit ile 3.deney hayvaninin geldigi goriilmistiir (Cizelge 4.3.).

Deney grubundaki farkli bireyler arasinda rakamsal deger bakimindan
biiyiik farklarin olmadig1 goriilmustiir. Fakat eritrosit sayisinda oldugu gibi 16kosit
sayisinda da deney grubu ile 1. ve 2. gruplarla arasinda rakamsal deger
bakimindan biiyiik farklarin oldugu gézlemlenmistir (Cizelge 4.2.). Bu gruba ait

eritrosit ve lokosit sayimlarinin genel ortalamalar ¢izelge 4.4’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Benzentsaf zeytinyagi uygulanmis 3.gruba ait kan parametre

degerleri
BENZEN+SAF ZEYTINYAGI UYGULANMIS GRUP
SAYIM LOKOSIT ERITROSIT
(mm’/adet) (mum?>/adet)
1.DENEY 1. 2250 3,6.10°
HAYVANI B 2400 3,8.10°
2 2100 4.6.10°
Ortalama 2250 4.10°
1. 2450 4,55.10°
SRRk 2. 2200 4,15.10°
HAYVANI 3. 2400 4,35.10°
Ortalama 2350 435.10°
1. 2950 3,9.10°
SN ol 3000 4.108
i g 3200 3,75.10°
Ortalama 3050 3,55.10°
2700 3,55.10°
s 2. 2350 3,8.10°
REARVANE 2800 2R i
Ortalama 2550 3,85.10°
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Sekil 4.3. Benzen+tsaf zeytinyagi uygulanmis gruba ait kan sayimlarini gosteren

grafik, Eritrosit: (mm3/adet)x1000, Lokosit: (mm®/adet), (1, 2, 3, 4 deney
hayvanlarr)
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Cizelge 4.4. Tim deney gruplanina ait kan parametrelerinin karsilagtirmalt

Degerleri
Deney Serum Fizyolojik Saf Zeytinyag: Benzen+Saf
Hayvanlar Zeytinyagi

Lokosit | Entrosit | Lokosit | Entrosit | Lokosit | Eritrosit

1.deney 6100 8,8.10° 6100 8,3.10° 2550 4.10°

Hayvani

2.deney 6050 9.10° 6000 R3.410° 2350 | 4,35.10°

Hayvant

3.deney 6000 | 89.10° | 6100 8. 10° 3050 | 3,55.10°

hayvant

4.deney 6200 9,1.10° 6000 8,9. 10° 2550 | 3,85.10°
Hayvam

Genel 6087,5 8,9.10° 6050 8,37.10° 2550 3,93.10°
Ortalama | 42,69 |0,06.10°| +28,87 |+0,18.10°| +177,95 |0,16.10°
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4.1.2 Eritrosit Hiicrelerinin Genel Morfolojileri

Calismamizin sonunda hazirlanan kan yayma preparatlar1 incelenmistir.
Inceleme serum fizyolojik uygulanan 1.grup, saf zeytin yag: uygulanmis 2.grup ve
benzentsaf zeytinyagi uygulanmig 3.grup olarak gergeklestirilmistir. 1. ve 2.
gruba ait goriintiiler Sekil 4.4.E ve sekil 4.4.F’de gosterilmistir. Sekil 4.4.E, saf
zeytin yag1 uygulanmis 2.gruba , sekil 4.4.F ise serum fizyolojik uygulanan
] .gruba ait goriintiilerdir.

Kontrol grubu ile deney grubu arasindaki en temel fark deney grubundaki
eritrositlerde histopatalojik bulgularin ortaya ¢ikmasidir (Sekil 4.4.)

Deney grubundaki 4 ayr1 uygulamada da deney hayvanlarimin kaninda
bulunan eritrositlerin membarn yapilarinin ¢ikintili ve yildizsi bir gériiniimde
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4. A, B, C, D). Bu hiicreler fotograflar iizerinde
oklarla belirtilmistir. Bu ¢ikintili ve yildizs1 membran yapis1 serum fizyolojik
uygulanan ve saf =zeytinyagi uygulanmig hayvanlarin eritrositlerinde
goriilmemistir (Sekil 4.4.E ve Sekil 4.4.F).

Tim deney grubu hayvanlarinin kan preparatlarinda yapilan incelemeler
eritrosit sayilarinin bu gruplar arasinda sayica benzer oldugunu géstermistir.
Ancak olusan bu degerler, eritrosit ve 16kosit sayilarinda normal degerlere oranla
¢ok biiylik azalma oldugunu géstermistir (Sekil 4.2.). Buna karsin 1. Ve 2. grupta
bulunan deney hayvanlarinin eritrosit ve 16kosit sayilar1 bakimindan
degerlendirlidiginde sonugta bu degerlerin normal aralikta oldugu gézlenmistir
(Sekil 4.1.).

Tum deney hayvanlarinin kan yaymalan eritrosit biiylikligl agisindan
incelendiginde, bu gruplar arasinda bir farkin olmadig: goriilmiistiir. Benzen+saf
zeytinyag1 uygulanmis grubun eritrosit hiicre ¢aplar (Sekil 4.4.A, B, C, D) ile 1.
ve 2. gruba ait eritrosit hiicrelerinin ¢aplar (Sekil 4.4.E, F) arsinda bir degisiklik
goriilmemistir.

Benzen+saf zeytinyagi uygulanmis grup ile serum fizyolojik uygulanmis
grup ve saf zeytinyagi uygulanmis grup arasinda hiicre biiyiikliigii bakimindan bir

fark goriilmemesine karsin deney grubundaki tim hayvanlarin eritrositlerinde
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deformasyonlar oldugu goézlenmistir (Sekil 4.4.A, B, C, D). Olusan bu
deformasyonlar 1. ve 2. gruplarda gézlenmemistir (Sekil 4.4.E, F)

Tim deney grubu hayvanlarinin kan preparatlarinda yapilan gozlemler,
eritrosit hiicrelerinin sitolojik olarak boyanma o6zellikleri arasinda bir fark

olmadig1 goriilmiistiir.
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E F
Sekil 4.4 Eritrosit Hicrelerinin Genel Morfolojtleri, x40.

A: 1.Dency hayvani, B: 2.Deney hayvani, C: 3.Dency hayvani, D: 4.Dency
hayvani (Benzen+saf zeytinyadi uygulanmig grup),

L: Saf zeytinya@ uygulanmts grup,

F: Serum fizyolojik uygulanmrs grup.
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4.2 Myeloid doku (Kemik Iligi)

(Calisma sonunda tiim hayvanlarin kan yvayma preparatlarinin incelenmesi
sonucunda kan hiicreleri (eritrosit ve l6kosit) arasinda sayisal ve morfolojik
farklar oldugu gortilmiistiir. Bu sebeple 1. ve 2. Gruplarla, benzen uygulanmis
gruplarinin kemik ilikleri incelenmis ve karsilastirhmistir. Incelemeler eritrositer

seri ve lokositer seri hiicreler baz alinarak gergeklestirilmistir.

4.2.1 Serum Fizyolojik Ve Saf Zeytinyag Uygulanmis 1. Ve 2.Gruba Ait
Myeloid Dokular

I. ve 2. gruba ait kemik iligi yayma preparatlari hazirlanmis ve 6nemli
bulgularin fotograflari ¢ekilmistir. Serum fizyolojik uygulanmis . I.gruba ait
bulgular Sekil 4.5.F’de gosterilmistir. Saf zeytinyagr uygulanmis 2.gruba ait
bulgular sckil 4.5.E’de gdsterilmistir.

l.gruba ait ve 2.gruba ait kemik iligi preparatlari incclendiginde hiicre
sayilari arasinda fark olmadigi ve bu iki kemik iliginin, normoselliiler kemik
ilikleri olduklart goriilmiistiir. Her iki grup hiicrelerin boyanma &zelliklerine
bakildiginda I.gruba ait kemik iligi hiicrelerinin (Sekil 4.5.F), 2.gruba ait kemik
iligi hiicrelerine oranla daha koyu boyandklan gériilmiistiir. Tiim dency

hayvanlarina ait kemik 1ligi preparatlari incelendigindc hiicre sayilari ve

morfolojileri arasinda bir fark gériilmemistir (Sekil4.5.A, B, C, D, E, F)
4.2.2 Benzen+Saf zeytinya@: Uygulanmis 3.Gruba Ait Myeloid Dokular

3.gruba ait hayvanlarin kemik iliklerinc ait goriintiiler Sckil 4.5.°de
verilmistir. Sckil 4.5.A 1.deney hayvani, Sckil 4.5.8B 2.dency hayvani, Sckil 4.5.C
3.dency hayvani, Sckil 4.5.D 4.deney hayvanina ait kemik iligi sonuclarinin
gosterildigi resimlerdir.

Deney grubu hayvanlarinin tiimiiniin  kemik iligi yayma preparatlan
incelendiginde hiicre sayilarinda bir azalma oldugu goriilmistiir. Bu azalma

critrositer seride de l6kositer scride de godzlenmistir. Bu scbeple, deney
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grubundaki tiim hayvanlarin kemik iliklerinin hiposelliiler oldugu gériilmustiir
(Sekil 4.5.A, B, C, D).

Benzen uygulanmis hayvanlara ait kemik iligi preparatlari mikroskop
altinda incelenmis ve normoblast sayilarinin 1. ve 2. gruba gore bliylik oranda
azaldig1 goriilmustiir (Sekil 4.5.). Normoblast hiicrelerinin 1. ve 2. grupta diizgiin,
dairesel goriinlimiine karsin, benzen uygulanmis gruplarda normoblastlarin
bazilarinin deformasyona ugradigi goriilmiistiir (Sekil 4.5.A, B, C, D). Benzen
uygulanmis grubun kemik iligindeki normoblastlarin ¢ekirdeklerinin yildizsi ve
¢ikintili gdriinlimii, 1. ve 2.gruptaki hayvanlarin kemik iligindeki normoblastlarda
g6zlenmemistir (Sckil 4.5.E, F).

Benzen uygulanmis grubun hayvanlarinin normoblast hiicrelerinin
bazofilik boyandigi goriilmiistiir. Ancak bu gruptaki 3.deney hayvanina ait
hiicreler (Sekil 4.5.C) ve 2.dency hayvanina ait hiicreler (Sekil 4.5.B) benzen
uygulanmis gruptaki diger hiicrelere oranla daha koyu bazofilik boyanmislardir
(Sekil 4.5.A,D).

Benzen uygulanmis  gruptaki  kemik iligi preparatlarinda yapilan
incclemelerde notrofil metamiyelosit hiicrelerinin grup iginde sayica bir fark
olmadigi gortilmustiir. Ancak dency grubu nétrofil  metamiyelositlerde
deformasyon olustugu goriilmiistiir (Sekil 4.5.).

Kemik iliklerinde ki nétrofil metamiyelosit hiicre nukleuslarinin, benzen
uygulanmis 3.gruba oranla . ve 2. gruptakilerinin daha diizgiin ve daire bi¢imli
halkasal olduklan goriilmiisttir (Sekil 4.5.E,I). Fakat benzen uygulanmis gruptaki
noétrofil metamiyelosit hiicrelerinin nukleuslarinda deformasyon oldugu net olarak
gortilmustiir. Nukleuslarin girintili, ¢ikintili ayrica yildizst bir goriiniime sahip
olduklarn goriilmistiir (Sekil 4.5.A, B, C). Ayrica benzen uygulanmis gruptaki
2.deney hayvani ve 4.dency hayvanina ait kemik iliginde (Sckil 4.5. B ve D)
nétrofil mctamiyclositlerde nukleuslarinin asirt bant  kahinlagsmast gosterdigi

gorilmiistiir.



E K

Sckil 4.5. Kemik iligi yayma preparatlarindan elde edilen gértintiiler, x400.

A: 1.Deney hayvami. B: 2.Dency hayvam, C: 3.Dency hayvani. : 4.Dency
hayvam (Benzen+saf zeytinyagi uygulanmis grup).

[5: Saf zeytinyadi uygulannus grup.

F: Serum fizyolojik uygulanmis grup.

53



4.3 Dalak Dokusu

Calisma sonunda deney hayvanlarina ait dalaklar incelenmigtir. Inceleme
sonucunda benzen uygulanmis gruba ait hayvanlarin dalaklarinin, serum
fizyolojik ve saf zeytinya@i uygulanmis gruplara ait hayvanlarin dalaklarina

oranla hacimlerinde ve agirliklarinda artis oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.5. Deneyde kullanilan hayvanlara ait dalak agirliklar

Deneyde Kullanilan Hayvanlara Ait Dalak Agirhiklan
Dency Serum fizyolojik Saf zeytinyag: Benzen+Saf
hayvanlar uygulana grup uygulanan grup | zeytinyagi uygulanan
grup
1.Sican 0,67 gr 0,92 gr 1,78 gr
2.S1can 0,90 gr 1,10 gr 1,45 gr
3.Sigan 0,85 gr 0,78 gr 1,52 gr
4.Sican 1,82 gr 0,90 gr 1,20 gr

4.3.1 Serum Fizyolojik Ve Saf Zeytinyag Uygulanmis 1. Ve 2.Gruba Ait
Dalak Dokular

Serum fizyolojik ve saf zeytinyagt uygulanmis gruba (1. ve 2.grup) ait
dalak gorintileri Sekil 4.67te gosterilmistir. Sekil 4.6.A, B, E 1.gruba, Sckil
4.6.C, D, Fise 2.gruba ait gérintilenin gosterildigi fotograflardir.

1.gruba ve 2.gruba ait dalak gériintiilerine bakildiginda nodiillerin gaplari
arasinda fark olmadi@) gortilmustir. Dalak kesitlerinin incelenmesinde lenf
nodilii sayist ve nodill ¢aplan arasinda fark goriilmemistir. Lenf{ nodiillerinin
arterleri incelenmis, lenf nodtllerinin arterleri arasinda fark olmadif, arter

¢aplarinin hemen hemen ayni oldugu gézlenmistir (Sekil 4.6.A, B, C, D)
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Dalak kesitleri incelendiginde 1.grubun kirmizi pulpasinda 2.gruba gére
daha ¢ok bazofilik hiicreler goriilmiistiir. Ayrica lenf nodiilleri arasindaki
eosinofilik alanlarin daha ¢ok ve dallanarak yer yer nodiil iglerine kadar girdigi
goriilmiistiir (Sekil 4.6.C, D)1. Ve 2.gruplarin sinuzoidal yapilan incelenmis,
buradaki hiicrelerin hamajen dagildiklari gériilmistiir. 1.gruba ait dalak
goriintiilerinde bazofilik boyanmis hiicreler yogunlukta oldugu goriilmiistiir

(Sekil4.6 E,F)

4.3.2 Benzen+Saf zeytinyagi Uygulanmis 3.Gruba Ait Dalak Dokulari

Benzen+saf  zeytinya@i uygulanmus gruba ait hayvanlarn  dalak
dokularmn goriintitleri Sekil 4.7 ve Sckil 4.8°tc verilmistir. Sckil 4.7.A, B, E
.dency hayvani, Sekil 4.7.C, D, F 2.deney hayvani, Sekil 4.8.A, B,E 3.dency
hayvan, Sekil 4.8.C.,D,F 4.dcney hayvanina ait goriintiilerdir. Sekil 4.9.A, B,
C'de 4.dency hayvanina ait dalak dokularinin goriintiileri verilmistir.

Tiim dency hayvanlarimin dalak kesitleri incelendiginde benzen
uygulanmis gruba ait lenf nodiillerinin ¢aplarinda 1. ve 2.gruptaki hayvanlarin
lenfnodiillerine gore artis oldugu gortilmiistiir (Sckik 4.7, Sckil 4.8). Ayrica yine
benzen uygulanmis gruptaki lenf nodiillerinin arter ¢aplarinda da 1. ve 2.grup
hayvanlarina oranla yinc ayni sekilde artis oldugu, lenf noddillerinin arterlerinin
caplarinda genisleme oldugu saptannustir (Sckil 4.7.C, D ve Sekil 4.8.A, B).
Benzen uygulanmus gruptaki 3.deney hayvanina ait goriintiilerde dalagin kirmizi
pulpasinin diger hayvanlarinkine oranla daha ¢ok bazofilik alanlann oldugu
goriilmiistiir.  Diger hayvanlarda isc bu alanlarin  homojenlik  g&sterdigi
goriilmiistiir. Tiim dalak dokularindaki hiicre yogunlugu azalmistir. Buna ragmen
benzen uygulanmig hayvanlarin dalaklarinda critrosit yogunlugu artmustir (Sckil
4.7 ve Sckil 4.8).

Deney hayvanlarin sinuzoidal yapilarini gdsteren yapilar incelendiginde
bu gruplar arasinda bir fark olmadig: gériilmiistiir. 2.deney hayvani ve 3.dency

hayvanina ait dokularda bazofilik 6zcllik gosteren hiicre adaciklan gézlenmistir

(Sckil 4.7F, Sckil 4.8E)
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Sekil 4.9’da gosterilen 4.deney hayvanina ait dalak dokusunda
histopatalojik bir bulgu ortaya ¢ikmistir. Bu yapt dalagin kapsiil bélgesinde
olusmustur (Sekil 4.9). Kapsil o bolgede kalinlasma g6stermis ve hiicre
yogunlugu artmistir.Olusan bu hiicreler diizensiz bir sekilde fusiform yapida
olduklan gézlenmistir. Bu kistik olusum dalagin kirmizi pulpasina dogru uzanmis
ve dalagin disina dogru ¢ikint1 yapmustir. Sekil 4.9A°daki x100’lik bliyiitmede net
goriilen bu yapr dalaga oranla biiyiik bir alan kaplamis oldugu gériiimistiir (Sekil

49.A, B, C).
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Sekil 4.6. Serum fizyolojik ve saf zeytinyad uygulanmis dalaklanin goriintiileri
A-B: Serum fizyolojik uygulanmis len[ nodiilii (A;x200, 3;x400)
C-D: Saf zeytin yag1 uygulannus lenf nodiilii (C;x200, D;x400)

—

2: Serum fizyolojik uygulanmis kirmizi pulpa (E;x200)

I': Saf zeytin yagr uygulanmis kirmizi pulpa (1;x200)
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Sckil 4.7. Benzen+safl zeytinyag uygulanmis hayvanlarin dalak ¢oriintiileri
A-B: l.deney hayvani lenf nodiilii (A;x200, B;x400)

C-D: 2.deney hayvan len{ nodiilii (C;x200, D;x400)

E: 1.deney hayvani kirmizi pulpa (E;x200)

[F: 2.deney hayvam kirnizi pulpa (F;x200)
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Sckil 4.8. Benzen+saf zeytinyagr uygulannms hayvanlarin dalak goriintiilen
A-B: 3.deney hayvani lenf nodiilii (A;x200, B;x400)

C-D: 4.deney hayvani lenf nodiilii (C;x200, D;x400)

E: 3.dency hayvani kirnnizs pulpa (E;x200)

[*: 4.deney hayvani kirnuzt pulpa (F;x200)

of)



Sckil 4.9.  Benzen+saf zeytinyagi uygulannus 4.dency hayvanina ait dalak

goriintiileri

A: 4.deney hayvant, genel goriintii, x 100
B: 4 deney hayvant, x200

C: 4. deney hayvanti, x400
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5. TARTISMA VE SONUC

Giiniimiizde yaygin olarak kullanilmakta olan benzenin saghga zararh
oldugu 19.yy sonlarinda fark edilmistir [31]. Sanayinin ve endiistrinin ¢ok ¢esitli
dallarinda kullaniimakta olan benzen, yasadiimiz ortamlarda bulunan yaygimn bir
maddedir. Kullanim orani ¢ok yiiksek olan bu kimyasal madde, hematotoksik ve
karsinojenik bir ajan oldugu bilinmektedir [44-47].

Yaptigimiz deneylerden elde etti§imiz bulgular incelendiginde deney
hayvanlarinin kan sayimlarinda biiyiik diisiislerin oldugu gordiilmiistiir. Eritrosit
ve l6kosit hiicre sayilarinda belirgin azalma goriilmiistiir. Yapilan bir ¢ok
caligmada benzenin eritropeni ve l6kopeniye yol agtigi gOsterilmistir [49-58].
Eritrositlerdeki bu azalma eritropeni, l6kositlerdeki bu azalmayida l6kopeni
olarak tanimladik.

Kemik iligi yayma preparatlari incelendiginde eritrositer ve 16kositer seri
hiicrelerde, periferik kan hiicrelerinde ki gibi belirgin azalma oldugu da
gbzlenmistir. Kemik iligi islevlerinin baskilanmasi ile ortaya ¢ikan, ¢gogunlukla da
kok hiicrelerin yetersizligi ile veya baskilanmasi ile hiposelliiler bir ilik
olugmaktadir. Hiposelliiler ilik ile birlikte anemi de ortaya ¢iktig1 bilinmektedir
[57, 59]. Bu bulgularin sonucunda aplastik aneminin gelisti§i agiktir. Bizim
yaptigimiz bu g¢aligmanin bulgular1 sonucunda deney hayvanlarmzda aplastik
aneminin gelistigi sOylenebilir. Baz1 ajanlarin yol agtif1 kemik ili§i zedelenmesi,
doza bagimh ve geri donesebilen tipte olmaktadir. Bu deney  grubunda
antineoplastik ilaglar (alkilleyici ajanlarve antimetabolitler), benzen ve
kloromfenikol bulunmaktadir [57, 59]. Bizim c¢alismamizda aplastik aneminin
olusum sebebi, myelotoksik bir ajan olan benzen oldugu agiktir.

Lezama ve arkadaslarinin yaptiklan bir ¢alismada; 2 mbkg (1940 mg/kg)
benzeni musir yag ile birlikte deney hayvanlarmin deri altina enjekte edilmistir.
Enjeksiyonu 10, 15 ve 20 doz olarak gerceklestirmisler, ¢alisma sonunda kan
hiicrelerindeki azalma, kemik iligi eritrositer ve I6kositer seri hiicrelerdeki
azalmayr gOrmiigler ve ¢ahigma sonunda benzenin aplastik anemiye sebep
oldugunu gdstermislerdir [2]. Ayrica yapilan bir ¢ok ¢alisma da benzenin aplastik

anemiye yol agtig1 da gosterilmistir [2, 8, 46, 48-51].

61



Wind ve arkadagslari tarafindan yapilan bir ¢alismada deney hayvanlar
1, 10, 30, 300 ppm benzene giinde 6 saat, haftanin 5 giinii ve 13 hafta boyunca
soluma yoluyla maruz birakilmiglardir. 300 ppm benzene maruz kalan deney
hayvanlarinin  eritrosit  hiicrelerinin  morfolojilerinde  degisiklik  oldugunu
gbzlemiglerdir. Bu  morfolojikk  degisimleri  polichromia, anisocytosis,
poiklocytosis, echinocytosis oldugunu bildirmiglerdir [58].

Calismamizda kan hiicre sayimlarindaki azalmanin yam sira kan yayma
preparatlar1 incelendiginde, eritrosit morfolojilerinde deformasyon olustugu
gbzlenmistir. Deney sonucunda olusan bu bulgular, yine bir¢ok benzenin
hematopoietik dokular tlizerine etkilerini arastiran arastiricilar tarafindan da
bildirilmigtir [53-56].

Periferik kan ve kemik iliginde yaptigimiz yayma preparatlar
lizerinde yaptigimiz mikroskobik incelemeler sonucunda, tespit ettigimiz bulgular,
benzenin periferik kanda ve kemik iliginde arastiricilar tarafindan ileri siiriilen
bulgularla benzerlik gdstermektedir. Kemik iligi eritrositer ve lokositer seri
hiicrelerinde azalma, eritropeni, 16kopeni ve hiicre morfolojilerindeki anomaliler
anisocytosis, poiklocytosis, echinocytosis, polichomia gibi bulgular bizim
calismalarimizda da g6zlemledigimiz bulgulardir.

Calismamizda benzenin siganlara intraperitoneal enjeksiyonu 10. haftadan
sonra kestigimiz igin, hicbir kanser vakasina rastlanamamustir. Bu nedenle
kanserin olusmasi i¢in doz-siire baglantismin Snemli oldugunu diisiinmekteyiz.
Bu yaklagimla uygulama siiresi ve uygulanan dozlarin kanser olusumunda 6nemli
rol oynadig1 sonucu g¢ikarilabilir.

Benzenin kansere yol agtif1 Ozellikle 16semiye sebep oldugu birgok
arastirici tarafindan bildirilmistir [7,8]. Fakat 16semi gibi ve diger kanser tiplerinin
olusmasi, benzenin uzun siireli uygulanmasi ile goriilmiistiir.

Aksoy, benzenin 10semiye yol agtigimi, benzen ile birebir maruz kalan
insanlarda daha sik oranda rastlandigim, Istanbul’da ayakkabr sektdriinde ¢alisan
ve benzene g¢alisma kosullar1 nedeni ile soluma yolu ile yiiksek oranda maruz

kalan is¢ilerde 16semi vakalannin goriildiigiinii istatiksel olarak g&stermistir [6].
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Aragstiricilar, ¢esitli deney hayvanlar1 lizerinde yaptiklari g¢aligmalar: ile
benzenin 16semi basta olmak iizere, ¢esitli tip kanser olusturdugunu
bildirmektedirler [60-64].

Snyder ve arkadaslar1 300 ppm benzeni giinde 6 saat, haftada 5 giin ve 32
hafta boyunca farelere soluma yolu ile vermis ve bu ¢aligma sonucunda
myeloblastik 16semi olustugunu gézlemislerdir [56].

Maltoni ve Scamata benzen ile yaptiklar1 bir ¢aligmada; deney
hayvanlarma benzeni zeytinyag) iginde hazirlayarak agiz yolu ile hayvanlara
uygulamiglardir. Giinde 4-5 defa, haftada 7 giin ve 52 hafta boyunca 50 ve 250
mg/kg benzeni deney hayvanlarina verilen, ¢aligmanm sonunda, 144. haftadan
sonra ratlarda zymbal gland carsinoma, mamary carsinoma ve l6semi gelistigini
tespit etmiglerdir [60].

Diinya saglk Orgiitii tarafindan yaymlanan bir ¢aligma da, deney
hayvanlarina benzen (0,001 ml), 0,1 ml zeytinyag: igine konularak deri alt1
enjeksiyonu uygulanmgtir. Benzen (0,001 ml), 0,1 ml zeytinyag: igine konularak
deney Bu sekilde deri alt1 enjeksiyonlar1 deney hayvanlar1 yasadiklar: siirece her
hafta gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda yine deney hayvanlari iginde
16semi vakalari ortaya ¢ikmustir [64].

Yapilan bu tiim ¢aligmalarin ortak olan 6zelligi benzenin bu ¢alismalarda
deney hayvanlarina uzun siireli uygulanmasidir. Verdigimiz ii¢ 6rnekte benzenin
uygulamg sekilleri farklh olmasma ragmen (inhalasyon, oral, subcutan), uzun
siireli yapilan ¢aligmalar sonucunda, yani benzene uzun siireli maruz kalmalar
neticesinde kanser vakalari ortaya ¢ikmaktadir. Bizim yaptigimiz ¢alismada
l6semi olugmamasinin sebebi, deney hayvanlarimiza benzenin uzun siire
uygulanmayip 10. hafta sonunda kesilmesi gosterilebilir. Buna ragmen
calismamiz da kisa siireli benzen etkileri ortaya ¢ikmugtir.

Benzen bilinen diger karsinojenler gibi DNA’ya baglanip nokta
mutasyonlar yapmaz. Benzenin 16semiye nasil sebep oldugu Smith tarafindan
1996 yilinda yaymnladigi bir makalede verilmistir. Benzen karacigerde sitokrom
P-450 yoluyla fenolik metabolitlerine ayrilir. Fenolik bilesikler kemik iliginde
peroksidaz enzimi ile quinonlara ve serbest radikallerine ayrilir. Bu bilesiklerin

kemik iligindeki molekiiler hedefleri tubulin, topoizomeraz II, histonlar ve
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DNA’dir. Bu bilesikler DNA ipliginde kirilmalar, mitotik rekombinasyonlar,
andploidi ve kromozom translokasyonlart olustururlar. Bunun sonucunda k&k
hiicrelerde gen flizyonlari, supressér gen inaktivasyonu ve protooncogen
aktivasyonu olusur. Tiim bu olaylarin sonucunda 16semik klonlar ve 16semi
olusur [24].

Dalak dokusuna ait goriintiilerden ¢ikan bulgular incelendiginde en 6nemli
bulgunun dalak kirmizi pulpasindaki eritrosit hiicre yogunlugunun artmasidir.
Ayrica dalak hacminin artmas: benzen uygulanmasinmm sonucu oldugu
sOylenebilir. Dalakta yipranmig, Omiir siiresi dolmus ve hasara ugramis
eritrositlerin parcalandifi g6z Oniine alimirsa, dalak fonksiyonlarinda benzen ile
birlikte artis oldugu goézlenmistir. Biiyiimiis bir dalak, kann sekilli
elemanlarindan biri veya birkagini asir1 sekilde yok ederek anemi, 16kopeni veya
trombositopeni ile sonuglanabilir. Bu durum hipersplenizm olarak bilinmektedir
[57].

Yapilan bir¢ok ¢alismada, dalak hiicre yogunluguna benzenin etkiledigi ve
hiicre yogunlugunu azaltti1 ortaya ¢ikmistir [65-67]. Robinson ve arkadaslarmnin
yaptig1 bir ¢alismada 4 hafta boyunca , haftada 5 giin ve giinde 6 saat 400 ppm
benzene deney hayvanlari inhalasyon yolu ile maruz birakilmislardir. Deney
sonucunda yapilan dalak incelemelerinde dalak hiicre yogunlugunun %29 azaldig:
ortaya ¢itkmustir [65]. Dalak hiicre yogunlu§unun azalmasinin sebebi viicutta
ayristig1 fenolik bilesiklerinin immiinotoksik etkileri oldugu sGylenebilir.

Benzenin dalak hiicre yogunlugunun azaltmasinin yanisira, dalakta
histopatalojik etkiler yaptig1 bilinmektedir [53]. Bizim yaptigimiz ¢alismada rat-
4’e ait dalak dokusunun kapsiila bolgesinde kistik bir yap1 gozlenmistir. Bunun
sunucu olarak benzenin dalakta hiperplazi olusturdugu sdylenebilir. Birgok
arastirici tarafindan benzenin dalakta hiperplazi olusturdugu bildirilmistir [56, 62].

Snyder ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada benzenin dalakta hiperplazi
meydana getirdigini gOstermiglerdir. Bu amagla deney hayvanlarina yasam
slireleri boyunca haftada 5 giin ve giinde 6 saat boyunca 100 ppm benzeni soluma
yolu ile uygulamiglar ve yaptiklari bu c¢alisgma sonunda dalakta hiperplazi

olustugunu goérmiislerdir [62]. Bizde rat-4’teki bu kistik yapiyr benzenin toksik
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etkisi sonucu viicut tarafindan verilmis bir cevap olan hiperplazi olusumu olarak
tanimlayabiliriz.

Tiim bu ¢alismanin sonucunda benzenin kansere sebep olabilmesi i¢in
benzene uzun siireli maruz kalinmasi gerektigi, ayrica doza ve hassasiyetede baglh
olarak degistii agik olarak gOriilmiistiir. Bunun yani sira kisa siireli benzene
maruz kalma sonucunda anemi, kemik iligi islevlerinde bozukluklar ve hatta
splenik hiperplazi gibi sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir. Benzen zehirlenmesine
maruz kalmamak ve {izerimizde toksik etkilerinin olusmamasi igin benzen
inhalasyonunu minimuma diizeylere g¢ekmek gerekmektedir. Yapilan birgok
calisma ile birlikte bizim yaptigimiz bu ¢alismada da benzenin hematotoksik ve

karsinojenik etkilere sahip bir kimyasal oldugu ortaya ¢ikmustir. Ancak, benzen

farkli amag ve yollarla ¢aligmalara agik bir konu olmaya devam etmektedir.
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