BENZEN ve HIDROKINONUN
MEGAKARYOSITOPOEZ ve TROMBOSITOPOELE
ETKILERI

Yasemin (ERGUN) AYDIN

Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Lisansiistii Ogretim Yénetmeligi Uyannca
Fizyoloji Anabilim Dalinda

YUKSEK LISANS TEZI

olarak Hazirlanmistir,

4
Damgsman: Yrd. Dog. Dr. Ruhi UYAR

Subat - 1989

g



GZET

Benzen ideal bir eritici olmasi nedeniyle sanayide ¢ok
fazla kullanilmektadir. Yaklagik ylizyrldir hemopoietik
sigtem Hizerindeki toksik etkileri bilinen benzen ve metabo-
litlerinin,megakaryositopoez ve trombositler iizerine olan
etkilerinin incelenmesi sinirli kaldiZindan bu galisma ya-
pilmistir. Belirli streler ig¢inde 50 ve 100 mg/kg hidro-
kinon ile 100 mg/kg benzen uyguladifimiz farelerin trombo-
sit deZerlerinde % 50 megakaryosit deZerlerinde % 70 e va-
ran azalmalar goriilmiigtiir. Eritrosit sayilarinda gesitli
dalgalanmalara ragfmen % 60 'a varan diislisler saptanmigtar.
Benzen ve metabolitlerinin, mitotik aktivitesi olan Unci
hiicreler iizerinde toksik etki gitsterdikleri, bu etkileri-
ninde metabolitlerin DNA ve RNA'ya kovalent olarak baZ-
lanmasi sonucu olugstufu yapilan ¢aligmalarla ortaya kon-
mustur. Megakaryosit ve trombosit sayilarindaki bu azal-
malar bize, benzen ve hidrokinonun mitotik aktiviteye sa-
hip oncii megakaryositik hiicrelerde DNA ve RNA sentezi in-
hibisyonuna yol agarak megakaryositopoezi yada gelismig
megakaryositik hiicrelere etki ederek trombositopoezi bas-
kiladifini diisiindiirmektedir,
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SUMMARY

Since it is an ideal solvent, benzene is widely used
in industry. Eventhough the toxic effect of benzene on
hemopoietic cells is known for over a hundred year, the
studies investigating the similar effects on megakaryocy-
topoiesis or thrombocytopoiesis are very limited in number,
Therefore, the effects of benzene (100 mg/kg body weight)
and hydroguinone (50 or 100 mg/kg) injections were investi-
gated on mice for nine days. There was seen a reduction
of about 50 % and 70 % in the numbers of platelets and
megakaryocytes, respectively. In aggrement with previous
studies, there were fluctuations and decrease of about 60 %
in the number of erythrocytes., It has been shown that
benzene and its metabolites exert their cytotoxic effects
by covalent binding to DNA and RNA of hemapoietic progenitor
cells with a mitotic activity. The reduction in the num-
bers of megakaryocytes and platelets in this study suggest
that benzene and hydroquinone may have the similar effects
on megakaryocytopoiesis and/or thrombocytopoiesis by inhi-
biting the synthesis of DNA and RNA in the megakaryocyte
progenitors and/or mature megakaryocytes.
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1. ¢6I RIS

Benzen, tagkémiirii ve petrolden {iretilen 06H6 bilegi-
minde bir aromatik hidrokarbondur. Ideal bir ¢oziicii olmasa
nedeniyle sanayinin gegitli kollarainda kullanilmaktadir
(I10 , 1968 ; Aksoy, 1980).

Benzen ¢ok ugucu oldufundan bulundufu ortamin havasi-
na hemen yayilarak solunum yolu ile kana karigmaktadir.
Alanan benzenin bir kismi solunumla geri verilirken, geriye
kalani dokularda, Ozellikle kemik iliZinde depo edilir
(Aksoy,1980 ; Smart and Zannoni, 1984 ; Cronkite, 1987).

Benzen orgenizmada, karaciferde oksidasyonla fenol
bilegiklerine cgevrilir., Bu bilesikler glukuronik ve siil-
irik asitlerle baglanarak alkali tuzlari geklinde idrarla
atilirlar (ILO, 1968 ; Aksoy 1980).

Kronik olarsk benzene maruz kalmaz ¢ok ¢esitli hema-
tolojik hastaliklari yol agabilmektedir. Bu nedenle ben-
zen hemotoksik bir ajandir ve kemik ilifZinde hematopoietik
sisteml etkileyerek aplastik anemiye yol a¢maktadir. Aplas-
tik anemi, l18kopeni, anemi, trombositopeni ile karakterize
olan ciddi bir hastalaktir (1,2,14,23%,29,4%). Bu etkisine
DNA ve RNA sentezi inhibisyonu yaparak, stem hiicrelerinin
ve buna bagli olarak difer oncii hiicrelerin sayisini azal-
tarak yol agar (9,10,1%,20,29,%1,34,35,%6,37).

Ayrica benzenin bugiin artik l8semiye neden oldugu bi-
linmektedir. Ulkemizde Aksoy ve arkadaslarinin yaptiklari
bir epidemiyolojik g¢aligma ile benzenin lCsemiye neden ol-
dupunu ilk kez kanitlamiglardir (3,4,5,13).

Glinlimiizde insan safliZi lizerine olan bu etkilerinden
dolayi benzenle g¢ok fazla c¢aligma yapilmistir. Ozellikle
benzene maruz kalan insanlarda ve deney hayvanlarinda erit-




rosit ve graniilosit seriler iizerine olan etkiler incelenmig-
tir. Biz ise caligsmamizda megakaryositler ve trombositler
lizerine olan etkisini aragtirdaik,

Megakaryositler kemik iliZinde bulunan trombosit yapi-
mindan sorumlu hiicrelerdir., Bu hiicreler biiyikliilkleri wve
¢ekirdek yapilari (ploidi) ile diZer kemik ilipi hiicrelerin-
den kolayca ayirdedilebilmektedirler.

Onemli kan hastaliklarinin nedeni olabilen trombosit-
lerin yapimindan sorumlu olan megakaryositlere benzenin et=
kisinin fazla incelenmemig olmesi bizim ilgimizi bu konuya
¢ekti. Boylece ¢aligmamizda benzen ve benzen metaboliti
olan hidrokinon'un megakaryositepoez ve trombositler iizeri-
ne etkilerini incelemeyi amacladaik,



2. GENEL BILGILER

Benzenin yapisi ve Ozellikleri

Benzen veya diger bir adayla benzol renksiz, sudan
hafif, kendisine ©zel keskin kokulu ve kolay parlayabilen
bir aromatik hidrokarbondur., Bilegimi C6H6 olup molekiiler
agirlagi 78.1 dir (Aksoy, 1980 ; ILO, 1968). Diigiik kaynama
noktasi ve yliksek buharlasma basinci normal atmosferik
basingta hemen ugmasina neden olur. Unce tas komtirti-
niin distilasyonundan sonrada petrolden kimyasal yolla elde
edilmistir. Alkol, kloroform, eter, aseton, glasiyel ase-
tikasit, kerbon disulfid ve karbon-tetraklorid gibi orga-
nik ¢oziiciilerde g¢ok kolay c¢oziiliir. Ozellikle kauguk, las-
tik, rec¢ine yaZli maddeler, ilag¢lar, boyalar ve bazi plas-
tikleri ¢ok iyi eritir (Aksoy, 1980 ; Rithidech et 2al.,
1987)., Sayisiz kimyasal maddenin baglangic¢ maddesi olmasi
acisindan da 6zellikle onem tasir (4,18,28). Benzenden el-
de olunan bu kimyasal maddelerin en tnemlileri gsunlardir:

Etilbenzen ve styrene (styrol vinyl benzen) : En ¢ok
iretilen kimyasal maddelerden biri olup cegitli plastik ve
lastik iiriinlerin iiretiminde kullanilir. C{rnegin, izolas-

yon malzemeleri, telefon ve radyo gergeveleri, sert kablo-
lar, plastik borular, otomobil lastikleri ve gegitli ev
egyalari,

Fenol ve cumene: Bircok maddenin baglangi¢ elemana
olan fenol, fenolik reg¢ineler, naylon ve bazi plastiklerin
yapiminda kullanilir. Alkil fenolleri kimya ve ila¢ sanayi-
sinde de kullanilmaktadar.

Siklohekson: Tekstil {iriinlerinde ve plastik iliretiminde
esas maddedir.

Maleik anhidrid : Doymamis bir dibazik asittir ve plas-

tik maddeler ile besinlere eklenen maddelerin elde edilme-




sinde kullanilir. Maleik hidrazid de terimda kullanilan
kimyasal maddelerin yapiminda rol oynar,

Nitrobenzen ve metadinitrobenzen: Bu maddenin Onemi,
anilin'in baslangic¢c elemani olmasindandir. Anilin, lastik
ve lastik liriinleri ile boya ve ilag¢ endiistrisinde kullani-
lair,

Alkil benzen(Dodegilbenzen): Bunlarin % 90'i deterjan-
larin iiretimi i¢in kullanilir. Bu maddeler uzun siire deZig-
meden kalabildiklerinden sularin faunasinin deZismesine ne-
den olabilirler. Bu maddeler ayrica insektisit (DTT),
ila¢ ve patlayici yapiminda kullanilar.

DiZer c¢ozliclilerle karigtirilmig olarakta kullanilmak-
tadir. Hatta petrolden iiretim bigimine gtre bir ¢ok iilkede
benzinin iginde % 5'e kadar varan oranda benzen vardir,
Ayrica benzen gesitli boyalara inceltici olarak karigtiril-
makta, thinner ismi altinda ¢esitli isyerlerinde ve evlerde
temizleyici olarak kullanilmaktadir (Aksoy, 1980 ; ILO, 1968).
Kullanildigi is yerlerine Ornek verecek olursak: Ayakkaba
ve deri iriinleri yapim yerleri, ilag¢ sanayii, basimevleri,
boyahaneler, kagit endiistrisi, mobilyaci, otomobil ve ben-
zeri onarim yerleri, boya, vernik senayii, kuru temizleyi-
ciler, yapay deri, yer musambasi, yapistirici sznayii, hor-
mon laboratuvarlari, ayna sanayii v.s. gibi. Benzen biiyik
olasilikla diinyada kullanimi en yaygin olan kimyasal mad-
dedir (Aksoy, 1980 ; Grilli et al., 1987). Bunun sonucu
olarak mesleki nedenlerle ve gevre kirliliZi nedeni ile top-—
Jumun hemen her kesiminin benzenden etkilenmesi biiyiik 61~
¢lide s8z konusudur.

Benzenin metabolizmasi

Cok ugucu olmasindan dolayr benzenden etkilenme engok
solunum yolu ile gerceklesmektedir. Bunun disinda bir mik-
tar cild yolu ile emilebilmesi olanaklidir. Fakat benzen
zehirlenmeleri ve bunlara bagli olarak ortaya ¢ikan aplastik

anemi ve 1¥semi gibi vakalarda esas olorak benzenin solunum



yoluyle bedene girdi¥i bildirilmektedir (1-11,18,19,26,28,
29,3%6,37,45~-48). Alinan benzenin yaklasik % 40'1 tekrar
degismemis olarak solunum yolu ile geri verilirken geriye
kalan ortalama % 60'1 kana karisir ve lipoproteinlerle
dokulara kadar iletilir (Aksoy, 1980 ; Cronkite, 1987).
Benzen yaglarda eridifi ic¢in dokularda Szelliklede kemik
jliginde depo edilir (Aksoy, 1980 ; Smart and Zannoni, 1984).
Benzen dokularda bulunan ya¥f miktarina gtre depo edilir ve
yazli dokulardan atilimi gecikir., Bu nedenle kemik iliZin-
de kandan 20 kez ¢ok benzen toplanir (Aksoy, 1980).

Benzen metabolizmasi iizerine ilk kez 1896 da baglayan
ve siiren c¢alismslar, benzenin organizmada baslica karacigfer—
de oksidasyonla metabolitlerine cevrildifini gtstermigtir
(Aksoy, 1980 ; ILO, 1968), Oksidasyonun ilk adiminda ben-
zen Arilhidrokarbon hidroksilaz (AHH) enzimi ile benzen
epoksid'e doniigtiiriiliir. Benzen epoksid'in biliyiikk bir kisma
kendiliZinden fenol'e déniigiirken kiiciik bir kismi epoksid
hidraz enzimi araciligi ile benzen glikol'e ¢evrilir ve ben-
zen glikol de dehidrogenazlar ile katekol'u olusturur (4,
18,29). Olugan fenol'un gofu karaciferde glukuronik asit
ve siilfatlarla birlegerek fenil glukuronid ve fenil siil-
fat olarak bedenden atilir. Ayrica fenol'un ufak bir boli-
mii daha ileri oksidasyonla hidrokinona ¢evrilir, buda kon-
juge olarak elimine olur (4,18,29,13,36). Katekol'de diZer-
leri gibi konjugasyona ufrayarak disari atilirken kiigiik bir
kismida oksidasyonla hidroksihidrokinol'e doniisiir (4,13,18).
Yan biryol olarak benzen glikol'iin oksidasyonu ile az deferde
trans-trans mukonik asid olusur. Ikinei bir yan yolda ben-
zen epoksid'in asetillenmig sistein ile birlesip ¢dkerek fe-
nilmerkapturik asid meydana getirmesidir, DMukonik asid ve
fenilmerkapturik asid minor metabolitler olup asil onemli
olan fenol bilesikleridir. Fakat sistein gibi biiyime ig¢in
temel bir aminoasidin metabolize edilmesiylede dolayla yol-

dan bir zehirlenmeye sebep olunur (Aksoy, 1980 ; ILO, 1968).

Yapilan calismalar, benzenin metabolitlerine doniigti-

riilmesi ic¢in mitokondrilerdeki mikrosomal sitokrom P-450




N
Fenil m-‘rkcpfurlk

osid {% 0.5)

glutathion

ey,

NHAc epoksi
transfersz
SCHa-CH
COOH
Hidrokinol (2 65)

/ I

PAPS

\

Sulfo-kénjugatiar

/

O SO3K

Potasyum feniisulfar

%A 204104

Solenumla degigmeden (% 40)-
“ Benzen (% 100) R :
AHH :

8enzan . Cis - Cis
oksid Benzen glikol (%0 3 Mukonik asid
Z~ “COQH
—_— —
epioksid COOH
hidraz
Spentan (Dehcdrogencz)

Fenol 1% 23-50) Katekol (% 3-25)

——————

/

Alkeli tuzier /
[@] "H')(C"'OH\
l - S

Konjugasycn

Fenil g:ukoromj
i% o -850

idrarlo elimine
oler |

CHCOoK

Trans - trans
mukonik asid
(% 1.3)
COOH

—_—_ /OCOZQH'zO

4

Hidraksihidrekinal (%2 0.3)

AHH: Aril hidrokarbon
hidrcksilax
UDPG: Uridin difosfat
glukorenil trans-
faroz

PAPS: Fosfo-adenosin-
S-Fasfosuliar

Sekil 1, Benzenin metabolizmasi (Aksoy, 1980 den alimmigtir).



enzim sisteminin gerekli oldufunu ortaya koymustur. Bu en-
zim sisteminin en fazla karacifer ve kemik ilifi hiicrelerin-
deki mitokondrilerin i¢ zarainda bulundufu dolayisiyla benze-
nin metabolitlerine bu iki organda donlisebilecegi ag¢iklan-
migtir (Kalf et al., 1982). Ayrica mitokondrilerinde si-
tokrom P-450 enzim sistemi bulunmayan kalp ve beyin doku-
gsunda benzenin toksik etki gSstermedifi bildirilmigtir (
Kalf et al., 1982).

Kronik benzen zehirlenmesi

19. ncu yilizyilan sonlarinda, benzenin lastik ve kaugu-
Zu eriten bir ¢6zlicii olarak kullanilmeya baslanmasindan bir
stire sonra c¢egitli ig kollarinda aplastik anemi vakalara
gorilmiigtiir. 1888 de bisiklet lastiklerinin bulunmasi ve
bu endiistride benzenli yapistiricilarin kullanimi ile va-
kalar artmistir. Aksoy'un bildirdiZi lizere Santesson 1897
de 4 kadin ig¢ide ©liUmle sonug¢lanan aplastik anemi tanisa
koymug ve yayinlamigtir (Aksoy, 1980). 1910 da Amerika'da
bir aragtirmaci konserve sansyiinde g¢aligan ili¢ kadin isgcide
aplastik anemi saptamig ve bunun sonucu olarak lokopeninin
g¢ok bariz oldufunu bildirmistir (Aksoy, 1980). Ingiltere’
de benzene bafli aplastik anemi vakalarinin ¢ok sik goriil-
mesi iizerine 1918 de benzenin homolofu olan ksylen kulla-
nilmeya baglamig ve bagari elde edilmigtir. Fakat aymi yail-
larda Amerika'da benzenin sanayide c¢ok kullanilmaya bagla-
magsiyla yarisi &liimle sonug¢lanan aplastik anemi vakalara
saptanmigtir. Bunun ilizerine ac¢ilan kampanye ile igyerlerin-
de benzen yerine toluen ve petrol naftasi kullanilmasi saf-
lanmigtir, Fakat 1953 de fotograviiriin bulunmasi ve bu is
kolunda benzenin miirekkeplere % 10-15 oraninda karigtiri-
larak kullanilmasi yeniden Avrupa ve Amerika'da benzen ze-
hirlenmesi vakalarinin artmasina sebep olmugstur (Aksoy, 1980).

DiZer yandan 19.ncu ylizyilin sonunda ilk kez benzene
bagli 16semi vakasi bildirilmistir (4,5,28). Bunu 1928 de
bildirilen akut limfoblastik losemi izlemistir (Aksoy , 1980;



Aksoy, 19852). Bundan sonra benzene bafla sayisiz lésemi
vakasi bildirilmistir. Bircok aragtirmaci benzeni l&semi
nedeni olarak ileri siirmilg ve kabul etmistir (Aksoy et al.,
1974 ; Vigliani and Saita, 1964).

Benzenin ltsemi yaptigZina dair tek tek vaskalar halinde
birgok yayinin olmasina rafmen, benzenin l6semi yaptizi 1974
de Aksoy tarafindan Istanbul'da ayakkabicilar arasinda ger-
gceklegtirilen bir epidomiyolojik calisma ile ilk kez kanit-
lanmigtar (3,4,5,13,28). Aksoy'un bulgularina gtre benzene
bagli losemiler ile difer 18semiler arasinda tip bakimindan
tnemli ayriliklar vardir. Benzene maruz kalanlarda akut 16—
semiler % 90'in iizerinde iken diZer grupta % 5.7 dir. Ayri-
ca preldsemi ve akut eritrolésemi benzene bagli l6semilerde
‘oldukga ytiksektir (3,5,10,48).

Cin'de Aksoy'un c¢aligmasina benzer gekilde 528729 ig-
¢l lizerinde yapilan epidomiyolojik ¢aligsmada, benzenin ne-
den oldufu aplastik aneminin genel populasyondan 6 kat daha
fazla oldufu bildirilmistir (¥in et al., 19872)

Bugiin artik uluslararasi bilim gevrelerince kanser
yaptiZi kabul edilen benzenin biitin diinyada igyerlerindeki
st sainira 10 ppm dir. 1978 yilanda U,S. Occipational Safety
and Health Administration (OSHA) ig yerlerindeki benzen kon-
santrasyonunun 10 ppm den 1 ppm'e diigiiriilmesini kararlastir-
migtir, Fakat bu karar Amerikan Ansyasa mahkemesi tara-—
finden kabul edilmemigtir (Infante, 1987 ; Rinsky et al ,,
1987). 1 ppm'in risk -olusturdufunu goéstermek zmacayla,
Risnky ve arkadaglari benzene maruz kaldiklarai bilinen las-
tik iggileri ilizerinde ©6liim orani hesaplameslari yapmiglar-
dir. Ele alinen grup bugiine kadar risk hesaplamalarinda
kullanilan en biiylik gruptur. Bu c¢alismanin somicu olarak:

1) Benzen ve lbsemi arasinda ¢ok gliclii bir doz-cevap
iliskisi bulunmustur.

2) Bu iliski 40 y1llik ¢alisma boyunca 1 ppm'in altain-
da da etkili oldufunu gtstermektedir.



3) Uzerinde ¢aligilan populasyonda multiple myeloma

nedeniyle ¢ok fazla &liimler oldufu gdriilmiigtiir (Rinsky et
al,, 1987). Yine 10 ppm benzene 40 yil maruz kalma sonucu
100000 ige¢ide ortalama 88 isc¢inin 16semi nedeni ile Blece@i
hesaplanmigtir (Infante, 1987).

Deneysel Calismalar

Yapilan epidemiyolojik c¢alismalarla kronik benzen zehir-
lenmelerine bagla olarak bircok aplastik anemi, losemi, trom-
bositopeni lékopeni, limfositopeni gibi olgular (1,2,14,23,
29,43) bildirildikten sonra hayvansal deneylere aZirlik ve-
rilmistir. Bu deneysel calismalarda benzenin kemik iliZin-
deki pluripotent stem hiicrelerini carpici bir sekilde azalt-
t1Z1 (Cronkite et al.,1982; Cronkite et al., 1984), olgun-
lagmakta olan Oncii kan hiicreleri ilizerinde ac¢ik bir toksik
etkiye sahip olduZu ortaya konmustur (Gaido and Wierda,1l984
Wierda and Irons 1982): Grilli' nin bildirdiZi lizere kemir-
genlerde benzenin karsinojen olabilecegi ilk kez Maltoni ve
Scarnato'nun 1979'daki galigmalari ile gosterilmistir (Gril-
1i et al ., 1987). Uzun siire benzene maruz kalan kemirgen-
lerde bzellikle hematolojik olmayan neoplazmalar gdriilmiig-
tir ki bunlar genellikle aZizbogluu karsinomu, karaciZer
karsinomu, meme karsinomu, limfo-retikiiler neoplazi seklin-
dedir (9,10,24,32,33).

Yaklagaik yliz yi1ldir hemopoietik sistem iizerinde toksik
etkiye neden oldugu bilinen benzen toksisitesinin kendisin-
denmi yoksa metabolitlerinden @i ileri geldi®i, metabolit-
lerinin olugmasi ig¢in gerekli bazi enzimlerin Szellikle
kemik ili¥inde bulunup bulunmadifi gibi sorular sik sik so-
rulmugtur. Bu nedenle Bzellikle benzen metabolitleri iize-
rinde g¢aligmalar yofunlagmig (9-14,17,19,20,23%,24,27,29,37,
39,43) ve metabolitlerin benzenden ¢ok daha toksik etkiye
sahip olduZu belirlemmigtir (20,27,29,31,3%-37,4%). Hatta,
in vitro galismalarda benzenin yitksek konsantrasyonlarda
bile DNA sentezi fizerinde hig¢bir inhibitdr etkide bulunmadi-
Z1 sadece metabolitlerinin DNA ve protein sentezini inhibe
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ettifi saptanmigtir (Pellack-Walker and Blumer, 1986).
Bundan sonraki agamada hangi metabolitlerin daha toksik ol-
dufu ve hangi basamaklarda toksisiteye neden oldugu arag-
tirilmigtir. Benzen metabolitlerinin, olgunlasmig ve mi-
totik aktivite gtstermeyen hiicrelere etki etmeyip sadece
mitotik aktivitesi olan geng¢ hiicreler iizerinde toksik etki
gosterdikleri, bu etkilerininde metabolitlerin DNA ve RNA'ya
kovalent olarak baglanmssi sonucu olugtufu yapilan c¢aligma-
larla ortaya konmustur (11,14,20,29,31-37-39,43), Hidro-
kinonun, molekiiler oksijen ile oksitlenerek kinon radikal-
lerini yani p-benzokinon'u olugturabildiZi bilinmektedir
(Pellack-Walker and Blumer, 1986)., Hidrokinon ve p-benzo-
kinon'un kemik il1igi hiicrelerinde mRNA sentezini tnemli
lciide inhibe edip, katekol'un ¢ok daha az etki gbtstermesi
ve fenol'un hicbir etkide bulunmamasi (Post et al., 1984)

dikkatleri bu iki metabolit iizerine toplamagtar.

Hayvanlarda yapilan deneysel c¢alismalarda benzenden
olusan metabolitlerin ve bunlarin orsnlarinin tiim memeli-
lilerde ayni oldufu goriilmiigtiir. Heniiz tiirlere ozgii fark~
lilaklar saptanamamigtir, Dolayisaivla diger memelilerde
olugsan benzen metabolitlerinin ve bunlarin etki mekanizma-
larinin insanlar ig¢inde gegerli oldufu diigsiintilmektedir
(Grilli et =21., 1987).

Megakaryositler

Kemik iliZinde olugan ve kan pulcufu yapimindan sorumlu
olan megekaryositlerin en biliyiikk 6zellikleri; sitogenez ge-
¢irmemeleri, kromozom kopyalerinin fazla olmasi (poliploidi)
ve boyutlarinin ¢ok biiyik olmasidir. PBunlar karmagik bir
dizi olaylar sonucunda multipotent stem hiicrelerinden mey-
dana gelmektedirler (Wintrobe, 1976).

Stem hiicrelerinden sonra, megakaryositik hiicreleri
olugsturmak iizere ytnlendirilmis bir hiicre toplulufu-
nun oldufu varsayilmasktadir. Bunlar Colony Forming Unit-

Megakaryocyte (CFU-M) diye adlandirilan, mitotik olarek
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aktif, ploidileri 2N olarak kabul edilen hiicrelerdir. He-
terojen bir topluluk olan bu hiicreler kimyasal ve morfolo-
jik olarak teninemsmaktadirlar (Mazur, 1987 ; Uyar, 1988 b).
CFU-M den sonra gelen ve small acetylcholinesterase positive
(SAChE+) hiicreler diye adlandirilan difer bir hiicre toplu-
luFunun sitokimyasal ve immiinolojik ©zelliklerinden dolayx
megakaryositik hiicreler serisinden olduklari bilinmekte,
fakat morfolojik olarak taninamamaktadirlar. Kan pulcufu
sayisindaki artma veya azalmalara kargilik verebilen SAChE +
hiicreler, uyarildiklarinda morfolojik olarak taninabilen
megekaryositik hilcrelere dtniismektedirler (Mazur, 1987).

Morfolojik olarak taninabilen megakaryositik hiicre-
ler dort grupta toplanmaktadirlar ve bunlarain hepsi kan
pulcuklari olugturabilecek diizeyde geligsmiglerdir.

I. Megakaryoblast : 12-25 mikron biiylikliiglinde ve ge-
kirdekleri stoplazmaya oranla biraz bliyiik olan hiicrelerdir.
RNA sentezinin fazla olmasindan dolay:r koyu bazofilik yapi-
dadarlar, Ploidileri en az 5.2N olup mitotik aktiviteleri
vardir, fakat sitogenez gecirmezler,

II. Promegakaryosit: Ortalama 15-30 mikron biiyiikliiglin-
de ve demarkasyon zar sistemi biraz dsha gelismigs olan hiic-
relerdir. (ekirdekleri "U" geklinde ve sitoplazmaya oram
yaklagsik 1/1 kadardir. DNA sentezi durmug denecek kadar az
olup ploidileri 8-%2 N dolayindadar.

ITI. Megakaryosit: Boyutlari 40-160 mikrona kadar ¢i-
kabilen bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinin stoplazmaya olan ora-
n1 en az 1l:2 kadar olup demarkasyon zar sistemi ¢ok gelig-
migtir. Nadirde olsa plocidileri 64 N kadar olabilir, fakat
DNA ve RNA sentezi tamamen durmug gibidir.

IV. Metamegakaryosit: Megakaryositlere oranla boyut-
lari kiiclik ve c¢ekirdekleri fazla parc¢ali olmayan hiicreler—
dir. Btoplazmalari daha da eosinofilik olan bu hiicreler
depo megakaryositleri olarak kabul edilirler(Gewirtz, 1986).
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Stem hilcresinden, taninabilen megakaryositler ve kan
pulcuklarina kadar olan siire¢ dlizenli olarak kontrol edil-
mektedir. Bu siireci dilizenleyen faktdrlerden hepsi bilin-
menekle birlikfe bir kismi ag¢ikliga kavugturulmugtur. 3Bu
faktérlerden en az ikisinin humoral regiilatér oldufu ileri
stirtilmektedir. Megakaryositopoez'in mitotik evresine yani
progenitor (oncti) hiicrelerine etki eden humoral regiilatdre
megakaryocyte colony stimulating factor (Meg-CSF) adir veril-
migtir. Progenitor hiicrelerin proliferatif aktiviteleri-
nin, Meg-CSF'ye cevap olarsk arttifl gdriilmiigtiir( Mazur,
1987 ; Uyar 88 a).

Ikinci humoral faktsr megakaryositopoez'in non-mito-
tik evresine yani morfolojik olarak taninabilen hiicreler
Uzerine etkilidir., Bu da trombopoetin denilen bir gliko-
proteindir. Trombopoetinin progenitor hiicreleride etkile-
diZine dair bir takim veriler ileri siirtilmekle birlikte
asil etkisinin taninabilen hiicreler iizerine oldufu sanil-
maktadir., Morfolojik olarak taninasbilen hiicreler artmis
trombopoetin miktarina cevap olarak, kan pulcufu yapimini
arttirmaktadirlar. Kan pulcugu yapimindaki artma trombo-
poetin yapimini inhibe, azelma ise stimiile edebilmektedir,
Yani kan pulcufu yapimi negitif feed back ile regiile edil-
mektedir (Mazur, 1987 ; Uyar, 1988 a).

Birtakam hiicresel regililatorlerden de s6z edilmektedir.
Bunlar doZal ©ldiiriici hiicreler, T-limfositleri, monosit-
makrofajlar olabilirler., Bunlarin etkileri tam olarak bi-
linmemekle birlikte, dolayli olarak diZer regililator madde~
lerin aracilifar ile veya direkt olarak megakaryosit progeni-
torleri iizerine olabileceZi ileri stirtilmektedir (Mazur, 1987;
Uyar, 1988 a).

Trombositler

Megakaryositlerin sitoplazmasinin parc¢alanmasi sonucu
olugan trombositler 2-4 mikron boyutunda hiicre parc¢acikla-
ridir. COmiirleri 8-10 gin olup bu siire sonunda baglica da-
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lak ve karaciferde yikima uZrarlar, Periferlerinde aktin
ve myozinden olugmug ve trombositlerin sekil defistirmesini
saflayan bir mikrotiibiiliis halkasa i¢erirler. Trombosit -
lerde glikojen, lizozomler, mitokondriler ve 2 tip graniil
bulunur. Bu graniillerden birincisi, ADP, ATP ve serotonin
iceren yoZungraniiller diZeri ise bazi pihtilasma faktdrleri,
birtakim proteinleri ve yaranin iyilesmesini saglayan fib-
roblastlari stimiile edebilen PDGF igeren graniillerdir (Ga-
nong, 1985). FEkstraselliiler sivi ile baglantili karmagik
bir kanal sistemine sahiptirler. Insan kanindaki ortalama
miktarlara 300000 /mm3 olup, hemostasiste en Unde gelen sa-
vunma elemanlariadirlar, Damarda yaralanma ve zedelenmenin
oldufu yerde birikerek bir tikag¢ olustururlar.Dsha sonra
kanallar yardimiyla graniil igeriklerini bogaltarak bu ti-
kaci saglamlagtirirlar. Damar yirtiklarini kapamak yaninda
normal damar bilitiinliifiini slirdlirmekte de rol oynadiklari sa-
nilmaktadair (Wintrobe, 1976)., Bu nedenden, metabolitlerin
megakaryositopoez ve/ya trombositopoeze etkisinin hangi ba-
samakta ve ne gekilde oldufunu ortaya c¢ikarma amacini gii-
den daha detayli aragtirmalarin yapilmasia gerektiZi kani-
sindayaiz.
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% GEREG VE YONTEM

Deney’ hayvanlari ve kimyasal maddeler

Herbir hayvan grubunda en az 3-4 fare olmak iizere,
14-16 haftalik erkek veya digi Swiss albino fareler kulla-
nilmgtir, Bu ¢aligsmada kullanilan kimyasal maddeler Merck
firmasindan sagZlanmigtir.

Benzen ve hidrokinon uygulamasi

Benzen zeytinyagZinda diliie edildikten sonra 9 giin bo-

yunca glinliik dozlar geklinde subkutan olarak farelere en-
jekte edildi. Benzen dozu giinlilkk 100 mg/kg olacak gekilde

ayarlandi ve kontrol grubuna sadece zeytinyaZi verildi.

Hidrokinon fizyolojik serumda ¢tziilerek, gilinlik 50 ve
100 mg/kg olmak iizere 2 ayri doz geklinde uygulandi. 50 mg/
kg'lik doz ise 35 glin boyunca uygulandi. Kontrol gruplari-
na sadece fizyolojik serum verildi.

Kan alimi ve kemik iliZ%i Srneklerinin hazirlanmagi

Farelere son enjeksiyondan 24 saat sonra,once heparin
verildi ve eter koklatilarak uyumalari saglandi, daha sonra
kuyruklari kesilerek trombosit ve eritrosit sayimi ig¢in
kan alindi. Trombositler % 1 1lik Amonyum oksalat, erit-
rositler ise % 0,9 luk NaCl ¢dzeltisi ile sulendirilarak
bilinen klasik ydntemlerle thoma lami kullanilarak mikros-
kopta sayildi.

Servikal dislokasyon ile ©ldiiriilen hayvanin bir femuru
iyice temizlenerek kemik ortaya c¢ikarildi. Kemik iki ucun-—
dan kesilerek bir pemns ile tutuldu ve bir enjektdr yardima
ile kemifin ag¢ik ug¢larindan birinden fizyolojik serum ba-
singla figkirtilaip kemik iliZinin tiip icine gecmesi saZlan-
di. Kemik ig¢indeki 1liZin tamami ¢ikana kadar yikama isle-
mine devam edildi. Daha sonra bu karigim enjektor ile bir-
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ka¢ kez ¢ekilip bosaltilarak kemik i1iZi hiicrelerinin dere-
celi tiipte homojen olarak daZilmasi saZlandi. Kemik 31i%i
i¢eren tiipler dengelendikten sonra 2000 RPM de 3 dakika
santrifiije edildi ve siipernatan pastdr pipeti ile alinda.
Dereceli tiipde 0,7 ml fizyolojik serum ile hiicreleri ige-
ren bu karisim tekrar pastdr pipeti ile homojen olarak da-
Zi1t1lda. Deha bnceden temizlenmig iki lam lizerine farenin
bir femurundan ¢ikan biitiin hiicreler bir lam lizerinde iki
yuvarlak olacak gekilde konuldu ve yayildi. Bu lamlar etiiv-
de 50°C de kurutularak fikse edildi ve hazirlanan kemik iliji
preparatlari, Ozglil megakaryosit boyasi ile boyandi.

Boyanin hazairlanmasi ve preparatlarin boyanmasa

Karncvsky ve Roots'un tiyokolin metodundan yararlani-
larak, boya agafidski maddeler sirssi ile boya kabina konu-
lup karaigtirilarak hazirlanda.

a. 60 mg asetiltiyockolin esteraz

b. 45 ml fosfat tampon ¢Szeltisi pH : 6
0,1 ¥ NaH,PO,
0,1 M NaZHPO4

c. 3 ml sodyum sitrat (0,1 M)

d. 6 ml bakar siilfat (30 mM)

e. 6 ml potasyum heksasiyanoferrat (III)(5mM)
f. 6 ml distile su

Boyanin ig¢ine dszha tnceden hazirlanmis kemik ilifZini
tagiyan lamlar yerlestirilerek preparatlerin 4-5 saat boyada
kalmasi saglandi. Sire bitiminde boyadan cikarilip fosfat
tampon ¢tzeltisi ile yikanan preparstlar, 10 dakika % 100
lik daha sonra 30 saniye % 50 lik metanole konularak ikinci
kez fikse edildi. Alkolden ¢ikarilen preparatlar tekrar
fosfat tamponu ile yikandi ve hematoksilin boyasi ig¢inde
1 dk tutuldu, Boyanan preparatlar distile su ile yikanda,
fizerlerine 1 damla % 2'lik amonyzk damlatilarak mavilesme-
leri saflandi. Kurutularak iizerlerine lamel kapatilda.
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Hazirlanan preparatlardaki megakaryositler mikroskopla
40 X 10 biiylitme ile sayildi, Sayim yapilirken lam iizerin-
deki yuvarlafin bir kenarindan baglanarsk tnce yukaridan
agagiya do¥ru sayildi. Sonra sayilan alan sagdan sola dog-
ru kaydirildi ve agagidan yukariya dofru sayima devam edil~
di. Boyle devam edilerek biitlin yuvarlak alanlarin tamami
sayilmig oldu.
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4, BULGULAR

Ginde 50 ve 100 mg/kg hidrokinon uygulanan deney grup-
lara ve fizyolojik serum verilen kontrol grubunun ortalama
trombosit deferleri Cizelge 1 de gosterilmigtir.

Cizelge 1, 50 ve 100 mg/kg hidrokinon verilen deney grup-
laray ile kontrol grubunun ortalema trombosit

deferleri (mm°).

Trombosit Sayisi
Ginf Kontrol (S.F) ng?féiion ;EZrziiifn
1 | 316666 = 16579 | 331333 t 18624 | 310000 £ 6164
2 - 323500 £ 31800 | 309000 * 816
3 | 316666 % 4921. | 306000 £ 68194 | 255333 % 44499
4 | - 251000 £ 59447 | 245666 £ 33359
5 | - 241000 £ 15121 | 232000 ¥ 33339
| 6 319000 t 4546 237666 ¥ 40036
7 - 230000 ¥ 56856
8 - | -
9 | 317333 % 7039 250333 16819
15 | - 98000 = 8286
30| - 163000 £ 12027
35| - 166333 £ 15195
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Cizelge 2, 50 ve 100 mg/kg hidrokinon uygulanan de-
ney gruplari ile'kontrol grubunun ortalama megakaryosit
deferlerini gtstermektedir. 50 ve 100 mg/kg hidrokinon
uygulanan deney gruplarinin ortalama megakaryosit defer-
leri—en keskin 2. giinde olmak iizere kontrol grubuna gore

Cizelge 2, 50 ve 100 mg/kg hidrokinon uygulanan deney
gruplari ile kontrol grubunun ortalama mega-
karyosit deZerleri (1 femur).

Megakaryosit Sayisa

Giin | Kontrol (S.F) 50 mg/kg hidroki4100 mg/kg hidroki-

non nan
1 | 6898 £136.55 | 6913 £ 80,96 6760 * 109,55
o | - 4983 L 842.9 5023 £ 1587.22
3 | 7009 £ 20.85 | 4864 *568.13 4059 < 164.54
4 | - 4701 %1437 3576 +151.55
5 | - 3607 * 272.7 3059 £ 67.01
6 | 7035 ¥ 89.84 2471 *108.75
7 | - 2482 I 44.88
8 - -

+ } -+

9 | 7005 *153.66 1999 ¥ 81.69

¢ok belirgin bigimde azalmigtir (p<{ 0.001). 50 mg/kg dozda
bu azalma l.giine kiyasla 5. giinde % 50 ye ulagirken, 100 mg/kg
dozda yine 1. giine kaiyasla 9. giinde % 70 e varmistir (Se-
kil 3),
50 ve 100 mg/kg hidrokinon uygulanan deney gruplari-
nin ortalama trombosit deZerleri kendi aralarinda karsi-
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50 mg/kg hidrokinon uygulanan hayvanlarin ortalama trombo-
git deferleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda ilk
ii¢ glinde istatistiksel a¢idan anlamli bir farklilik bulu-
namamigtir ( p»0.05) fakat 4 ve 5, giinlerde deney grubu
degerlerinde cok belirgin bir azalma vardir ve bu azalma
1. giine kiyasla 5. giinde % 27'ye ulagmaktadar (p< 0.001).
Cizelge 1 de goriildiifi gibi giinde 100 mg/kg hidrokinon
uygulanan grubun ortalama trombosit deZerleri 1 ve 2. giin-
lerde, kontrol degerlerinden farkli olmasina ragmen bu
farklilik istatistiksel olarsk anlamli degildir (p)0.05).
Uclincii giinden sonra deney grubunun deferlerinde, kontrol
grubu deferlerine gtre c¢arpici bir azalma gtrilmektedir
(p{ 0.001). Trombositler enjeksiyonun 35. giliniinde birineci
giine kiyasla % 47 azalmiglardar. 50 ve 100 mg/kg hidroki-
non dozlarinda trombosit sayilarinin kontrollere gore azal-
masi Hekil 2 de gtriilmektedir.

4
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Sekil 2, 50 ve 100 mg/kg hidrokinon uygulanan gruplar ile
kontrol grubunun giinlere gdore trombosit deferleri
dafilima.
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lastirildiinda 5. giine kadar anlamli bir farklilik goriil-
memektedir (p> 0.05), megakaryosit deZferleri kendi aralarin-
da karsilagtirildi¥inda ise 100 mg/kg dozda 50 mg/kg kiyas-
la 3. glinden sonra anlamli bir azalma (p{0.001) vardar.
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- ]
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7000 1 1 1
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§000— \ j——— kontrol
\ - l——4 50 mg/kg hidrokinon
b—-— 100 mg/kg hidrokinon

2 5000 = —de
& \\ .\{'\
- : N,
3 4000 i b N
o N. \,
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£ 3000~ ‘{\\
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1000—

I l | | I ] | ]
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Zumur; (Giin)

Sekil 3, Kontrol ve hidrokinon uygulanan deney gruplarinda
glinlere gore megakaryosit deferleri dagilima.
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C(izelge 3. 100 mg/kg benzen verilen deney grubu ve zey-
tinyaZiverilen kontrol grubu ortalama trom-
bosit deferleri (mm3).

Trombosit Sayisi
Gin [100 mg/kg zeytinyaZiy 100 mg/kg benzen
1 | 316333 L 11556 | 306666 = 10624
2 - 302000 = 9027
3 313000 -~ 4966 281500 & 11842
4 - 226500 = 24212
5 - 214000 £ 17958
6 309000 & 4966 181000 £ 13285
7 - -
8 - -
9 308000 = 7133 172666 £ 7930

Cizelge 3 de goriildiifi gibi giinde 100 mg/kg benzen
uygulanan deney grubu ortalama trombosit deferleri ilk
iki giinde kontrol grubundan anlamli bir farklilik goster-
medizi halde 3. gilinden sonra oldukg¢a anlamli bir azalma
dikkati cekmektedir (p {0.001). Trombosit degerleri 1.
giine gbre 9. glinde % 44 azalmistar (Sekil 4).
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Sekil 4. 100 mg/kg benzen uygulanan deney ve kontrol grubu-
nun giinlere gore trombosit degerleri dagilimi,.

Cizelge 4 de goriildiigli gibi 100 mg/kg benzen verilen
deney grubu megakaryosit degerleri 1. giinde kontrol deger-
lerinden anlamli bir farklilak gostermez iken (p» 0.05)

2. ginden sonraki degerlerde anlamli bir azalma goriilmekte-
dir (p¢0.001). 1. glne kiyasla 9. glinde bu azelma % 68 dir
(Sekil 5).
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Cizelge 4. 100 mg/kg benzen verilen deney grubu ve kont-
rol grubu ortalama megakaryosit degerleri
(1 femur)

Megakaryosit Sayisi
Giin {100 mg/kg ZeytinyaéJ 100 mg/kg Benzen
1 7079 = 93.65 6995 + 141,75
5 - 4298 % T70.63
+
3 7055 - 94.43 | 3608 I 113.55
4 - 2151 f 106.32
5 - 2901 ~ 125,52
6 7028 + 103.38 | 2617 <+  24.6
7 - -
8 - -
9 7049 = 40.46 | 2254 t 125,02

100 mg/kg benzen ile 100 mg/kg hidrokinon uygulanan deney
gruplarinin ortalama trombosit deZerleri arasinda 6. giine
kadar anlamli bir farklilik bulunamaz iken (pp0.05) 9. gin-
de benzen grubu dejerlerinde ¢ok belirgin bir azalma (p{0.001)
goériilmektedir. Megakaryosit deferlerinde ise benzen uygu-
lanan grupta, hidrokinon grubuna gdre 3. glinden baglayan

bir azalma vardir (p<0.001).
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Sekil 5. 100 mg/kg benzen uygulanan grubun giinlere gore mega-

karyosit daZilama.

Cizelge 5 de 100 mg/kg hidrokinon ve benzen uygulanan

deney gruplarinin ortalsma eritrosit deferleri yer almakta-

dar.
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Cizelge 5. 100 mg/kg hidrokinon ve benzen uygulanan grup-
lar ile kontrol grubu ortalama eritrosit deZer-
lert (X 104 /mm’).
ERITROSIT SAYISI
. N 100 mg/kg
Glin | Xontrol(S.F) Hidrokinon Kontrol(Z.yai*1) 100 mg/kg Benzen
1 1038 * 460724 1043 ¥ 593969 1028 % 329962 1022 ¥ 170953
l2 | - 1014 ¥ 495670 - 979 % 680900
3 | 1030 t 671763 | 849 L 903671 1046 £ 579369 854 515242
4 | - 853 * 997775 - 807 * 897341
51 - 1033 T 659966 - 953 % 209925
6 1047 % 376150 956 % 1844511 1040 £ 649860 759 % 508034
7 - 685 * 495602 - -
8 - 987 * 774611 - -
9 1026 * 336386 1004 ¥ 655031 1024 £ 328509 854 % 696971
30} - 652 - 383869 - -

100 mg/kg hidrokinon uygulanan hayvanlarin ortalama
eritrosit degerleri 1,2,5,6,8,9. glinlerde kontrol grubu de-
perlerinden bir farklilik gbstermez iken (pY0.05) 3(p{0.001),
4 (p¢0.05), 7,30. (p{0.001) giinlerde istatistiksel ag¢idan
anlamli bir azalma gorilmektedir. Hidrokinon grubu eritro-
sit deferlerindeki yiikselme ve azalma geklindeki bu dalga-
lanma benzen grubunda da vardir. Benzen uygulanan grubun
eritrosit degerleri 1,2 ve 5. glinlerde kontrollerden anlamli
bir farklilik gostermezken, 3 (p{0.001), 4 (p{0.05), 6 ve 9.
(p{0.001) giinlerde anlamli bir azalma gostermektedir (Se-

kil 6) (Sekil 7).
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Zaman (Gin)

Sekil 6. 100 mg/kg hidrokinon uygulanan gruplarda giinlere

)

3
3
|

6

Eritrosit {x 10 /mm

gbre eritrosit degerleri dagilima,.

p—uq kontrol
}~— benzen

| I ] I
5 [ 7 8
Zaman (Gun)

Sekil 7. 100 mg/kg benzen uygulanan gruplarda ginlere gore

eritrosit deZerleri dafFilimi.
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5¢ TARTIGSMA

Kronik olarak benzenden etkilenmenin birgok hematolo-
jik hastaliklara yol ag¢tiZi ylizyildir bilinmektedir. Yil-
lardir yapilan epidemiyolojik ve deneysel calismalarla kro-
nik benzen zehirlenmesinin aplastik anemi, ldsemi, ltkopeni,
limfositopeni gibi hematolojik bozukluklara yolacgtifi orta-
ya konulmugtur, Cronkite ve arkadaglarinin (1982) fareler-
le yaptiklari bir c¢aligmada benzen uygulanmasinin 11, gliniin-
de eritrosit sayisinda kontrolun % 54'ne varan g¢ok anlamla
diigmeler goriilmiig, daha sonraki giinlerde ise ylikselme ve
azalma geklinde dalgalanmalar olmugtur. Ayni gekilde loko-
sitlerde 4. giinde ¢ok diisiikk bir defere inerek sonraki giin-
lerde ¢ok biiyilkk dalgalanmalar gtstermigtir., Cronkite'in
(1987) makalesinde bildirdigzi lizere Snyder ve arkadaglarinin
100 ve 300 ppm benzen verdikleri farelerde anemi ve limfo-
sitopeni geligmigtir. TLatta ve Davies'in (1941) ¢alismala-
rinda da benzen enjeksiyonunun ilk giinlerinde ltkosit sayi-
larinda keskin diigmelere yol a¢tifi daha sonraki gilinlerde
ise ylikselme ve diigme geklinde dalgalanmalar oldufu goril-
miigtiir, Eritrositler ise benzenin toksik etkilerine daha
fazla diren¢ gtstermislerdir. Yilkksek dozlarda ¢ok yavag bir
ilerleme ile giddetli bir hemolitik anemi geligmistir.

Bizim ¢alismamizda da eritrositler diZer arastirmaci-
larin bulgularina benzer gekilde benzen ve hidrokinon doz-
larinda belirli giinlerde azelmalar gtsterirken bazi ginler-
de yiikselerek dalgalanmslar yapmigstir. Eritrosit deZerle-
rimizin diger arastirmacilarin g¢aligmalariyla gosterdifi
paralellik, ¢aligmamizain odak noktasi olan trombosit ve me-
gakaryosit deferlerinde doZru sonug¢lar elde ettiZimiz konu-
sunda bir kanit olabilir. Eritrosit deferlerinde gbriilen
bu dalgalenma tam olarak ac¢iklansmamakla birlikte, eritro-
8it yapam ve yikaim oranlarindaki degigmeler ile farelerin
hidrasyon derecelerindeki farklili¥in neden olabileceZi dui-

stinlilmektedir. Ayrica kemik iliZinin kismi kompansasyon
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YeteneZinin de bu dalgalanmaya yol agabilecefi sanilmakta-
dir (Cronkite et al., 1982 ; Latta and Davies , 1941).

Elimizdeki literatiirlerde benzen ve metabolitleri ile
yapilan deneysel caligmalarda trombosit degerlerine iliskin
kantitatif bir bilgiye rastlanilmamigtir. Sadece insanlar
lizerinde yapilan epidemiyolojik c¢aligmelarda difer biitiin
kan hiicreleri azalmasiyla birlikte trombositopeni de goriil-
diifi bildirilmektedir (1,2,14,23,29,4%). Calismamizda hid-
rokinon ve benzen uygulanan gruplarin trombosit deZerleri
ilerleyen gilinlere paralel olarak birinci giin degerlerine
kiyasla % 50 ye varan azalmalar gdstermisgtir.

Literatiirde benzen veya metabolitlerinin megakaryosit-
ler lizerindeki etkisinin kantitatif olarak arastiran bir
¢aligmaya rastlanmamigtir. TYalniz bir histopatolojik ca-
ligma 1941 yilinda benzenin sigan kemik iliZi megakaryosit-
lerine etkisinden 86z etmigtir (Latta and Davies, 1941), 3cc

benzen + zeytinya@i/kg verilen sicanin 21, gindeki kemik
iliginden alinan kesitte, ".....and megakaryocytes were also
markedly reduced" geklindeki yarim bir cilimle olarak sapta-
ma yaprlmsgtir. Yine bu g¢alismada 4cc benzen 4+ zeytinysgi/
kg verilen bir bagka sig¢andan 45 giin sonunda alinan kemik
i11Z1 kesitinde "Megakaryocytes were absent" geklindeki tek
bir kisa ciimle ile 86z edilmektedir. S6z konusu bu ¢calig-
mada megakaryositler ve kan pulcuklari malesef kantitatif
olarak verilmemigtir. Megakaryositlerin kemik iligindeki
daZiliglari toplam gekirdekli hiicrelerin yaklasik % 0.01-
0.3 4 kadardir. Normal dafilimlari son derece az olan bu
hiicrelere kemik ilifinden alinan her kesitte rastlanmasi ¢gok
zordur. Hele benzen etkisi ile ssyilarainin azalacagl var-
sayilirsa kesitlerde megakaryositlere rastlamak daha da ola-
naksiz gibi gelmektedir.

Yapilan galigmalar hemopoietik hiicrelerdeki fenotipik
deZigimlerin, nedeni ne olursa olsun hemapoezin devamini saZ—
layan pluripotent stem hiicrelerindeki genotipik deZigimler
sonucu ortaya g¢iktiZi goriigini kuvvetlendirmektedir. Cronki-

te'in (1982) calismasinda da benzen verilen hayvanlarin top~-
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lam kemik ili¥i hiicreleri 5. gilinde kontrolun % 33 iine kadar
dtigmiig, yine tibia ve femur CFU-S miktarinda 5. glinde kontro~
lun % 23 ii degerinde bir diisme gdriilmiigtiir. Genellikle DNA
sentezi yapan CFU-S lerde bir azalma olmugstur. Cronkite'

in 1985 ve 1986 yillarinda yaptiZi ¢alismalar 100 ppm ben-—
zenin stem hiicrelerinin sayisini &nemli Slg¢iide azalttiZini
ortaya koymugtur. Wierda ve Irons (1982) farelere 3 gin
boyunca 100 mg/kg hidrokinon uygulanma81 sonucunda kemik ili-~
Z1 hiicrelerinin sayisini ve kemik iligindeki B limfosit on-
clii hiicrelerinin olgunlasmasini engelledifini gtrmiislerdir.

Bu ¢aligmalar benzen metabolitlerinin stem hiicresi harabi-
yetine neden olarak hiicre yenilenmesinde azalmaysa yol ac¢tiZi—
ni1 gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da hidrokinon ve ben-
zen uygulanmig farelerin kemik iliklerindeki megakaryosit
sayirlarinda kontrollere kiyasla % 50-70 arasinda azalmalar
gorilmiigtiir. Bu bulgular diZer aragtirmacilarin gtzledik-
leri kemik iliZi toplam hiicre sayisindaki azalmalarla para-
lellik gdstermektedir, Megakaryosit degerlerindeki bu
azalmalarin, benzen ve hidrokinon'un mitotik aktiviteye sa-

hip progenitor megakaryositler ilizerine olan etkilerinden
ileri geleceZi diigiiniilmektedir.

Benzenin toksik etkilerinin biyoaktivasyonu sonucu or-
taya ¢ikan metabolitlerinden ileri geldiZi yapilan ¢alisma-
lar ile ortaya konulmustur ( 20, 34, 35, 37 ) . Karaciger
ve kemik iliFindeki mikrosomal sitokrom P-450 enzim sistemi
ile olusan bu metabolitler DNA ve RNA'ya kovalent olarak
baZlanmaktadir. DNA'nin adenin ve guanin bazlarina bu me-
tabolitlerin baflanmasi sonucunda adduct denilen yapilar
olugtu¥u deneysel olarak ilk kez 1987 yilinda Snyder ve
arkadaglari tarafindan gosterilmistir., Bu baglanma nede-
niyle DNA ve RNA bunlara bagli olarak da transkripsiyon
ve protein sentezi baskilanmaktadir (Pellack-Walker and
Blumer , 1986 ; Post et al ., 1984). Schwarts ve arkadag-
lari (1985) ¢aligmalarinda hidrokinon ve p-benzokinon'un
tavgan kemik i1i¥3i mitokondrileri ile inkiibe edildiklerinde,

mitokondrial DNA sentezini inhibe ettiklerini gostermigler-

v
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‘dir. Ayni ¢aligmada kinon metabolitleri mitokondrial DNA
polimeraz aktivitesini inhibe etmigtir. Bir bagka arag-
tirmada Kalf ve arkadaglari (1982) ratlarin mitokondrile-
rinde, benzen verilmesi sonucunda 3 RNA tipinin sentezinin
baskilandifini gdrmiisler., Yine Post ve arkadagleri (1984)
p-benzokinon ve hidrokinonun mikromolar konsantrasyonlarda
kemik i11iZi hiicrelerinin mRNA sentezini baskiladiklarini
bildirmiglerdir,

Bu calismslar gtstermektedir ki benzen metabolitleri
dogrudan DNA ve RNA'lara etki ederek transkripsiyon ve trans-
lasyonu engellemektedir, Caligmamiz molekiiler diizeyde ol-
memasina rafmen,metabolitlerin bu tiir etkisinin megakaryo-
sitopoezde de benzeri gekilde olabilecefi varsayilabilir.
Metabolitler Szellikle gelismekte ve gogalmekta olan pro-

- genitdr megakaryositik hiicreleri etkileyerek c¢oZal-
malarini bunun yaninda gelismig megakaryositik hiicrelerden
pulcuk yapimi olayini da engelliyor olabilirler.
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6. SONTU

Caligmamizda hidrokinon ve benzen verilen farelerde
eritrosit, trombosit ve megakaryosit deferleri incelenmis
ve su sonuc¢lar elde edilmigtir,

1. 100 mg/kg dozunda hidrokinon ve benzen verilen hay-
vanlarin eritrositleri belirli giinlerde anlamli azalmalar
ve bazi giinlerde ise tekrar kontrol deferlerine dogru yik-
gselme geklinde dalgalanmelar géstermislerdir., Hidrokinon
verilmesinde 1. giine kiyasla 7 ve 30. giinlerde azalma % 40'
a, benzen verilmesinde ise 9. giinde % 21'e ulagmistar,

2. 100 mg/kg benzen ve hidrokinon verilen farelerin
trombosit ve megakaryosit deferleri birbirleri ile kargi-
lagtirildifinda, trombosit deferlerinde 6.giline kadar bir
farklilik bulunamazken, 9. giinde 100 mg/kg benzen verilen
hayvanlarin trombosit degerlerinde hidrokinon grubuna gore
anlamli bir azalma goriilmiigtilr., Megakaryosit deferlerinde
de benzer gekilde, 100 mg/kg benzen verilmesi durumunda,
hidrokinon grubuna gtre 3. giinden itibaren daha fazla azal-
ma vardir.

3. 100 mg/kg benzen verilen hayvanlarin trombosit ve
megakaryosit deZerleri kontrol grubuna gore anlamli derece-
de azalma gostermistir. '

4. 50 ve 100 mg/kg hidrokinon verilen farelerin trom-
bosit deZerlerinde kontrollere kiyasla % 30-50 arasinda, me-
gakaryosit deZerlerinde ise % 50-70'e varan azalmalar goriil-
miigtiir. Ayrica hidrokinon'un iki dozu arasinda yapilan kar-
s1lagtirmada trombosit deferlerinde anlamli bir farklilak
bulunamazken, megakaryosit deferlerinde 100 mg/kg'lik dozda
50 mg/kg doza gbre 3.giinden itibaren anlamli derecede azal-
ma goriilmiigtiir,
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