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OZET
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INSAN LENFOSIT KULTURLER iNDE AFLATOKS iN B;' iN NEDEN
OLDUGU GENOTOKSIK VE BiYOKIMYASAL DE GiSiKL iKLER UZER INE
A, C ve E ITAM INLERININ ANTAGONISTIK ETK iSi

Lokman ALPSQOY

Atatuirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu

Molekuler Biyoloji Anabilim Dali

Dansman: Dog. Dr. Giileray &AR
Ortak-Dangman: Dog. Dr. MevliiKBAL

Bu calsmada, insan lenfosit kilttrlerinde kagderomatid dgisimi ve biyokimyasal
parametrelerdeki ggsikliklere neden olan aflatoksin ;8 (AFB;) kari A, C ve E
vitaminlerinin antagonistik etkisini @gerlendirmeyi amacladik. Sonuclar gosterdi ki,
AFB; insan lenfosit kilttrlerinde KKD frekansi 6nemirdcede artirdi. AFBverilen
grupla, AFB ile birlikte A, C ve E vitaminlerinin 3 farkli ka@antrasyonu verilen
gruplar kagilastirlldigin da KKD frekansinda 6nemli derecede azalma géria etkili
vitamin C vitamini oldgu, KKD frekansinin azaltilmasinda vitaminlerin eskiasinin
C>E>Aseklinde oldgu tespit edildi.

Bu calsmanin biyokimyasal sonuclarinda ise ARB onemli derecede glutatyon
miktari (GSH), stuperoksid dismutaz (SOD) ve glutatperoksidaz (GPx) aktivitelerini
azaltip, malondialdehit (MDA) seviyesini artigdortaya konulmstur. AFB; ile birlikte

A, C ve E vitaminlerinin verilmesi GSH miktari, SO GPx aktivitesini artirirken,
MDA miktarini azaltmgtir. Biyokimyasal parametreler Uzerine etki gostere
vitaminlerden en dnemlisinin E vitamini olglw ve vitaminlerin etki sirasinin E>C>A
oldugu gozlenmgtir. Sonug olarak A, C ve E vitaminleri reaktif gks tirlerinin
salinimini sglayan AFB’e kari koruyucu etki yapgi tespit edilmgtir.

2008, 98 sayfa
Anahtar Kelimeler: Aflatoksin B;, Oksidatif stres, Karde kromatid dgisimi,

Antioksidan vitaminler



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

THE GENOTOXIC AND BIOCHEMICAL EFFECTS OF AFLATOXIN  B; ON
HUMAN LYMPHOCYTE CULTURES AND THE ANTAGONISTIC EFFE CTS
OF VITAMIN A, CAND E

Lokman ALPSOY

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Guleray AGAR
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. MeviKBAL

In this study, we aimed to evaluate the antaganistiects of vitamin A, C and E
against aflatoxin B(AFB;) to induce sister-chromatid exchange (SCE) anaigés in
biochemical parameters on human lymphocyte culiufée results showed that the
frequency of SCEs on human lymphocyte cultures swgsificantly increased by the
mutagen AFB (5 uM). There was a significant decrease in th& 8€quency in AFB-
treated group compared with the groups receivingBABnd also different three
concentration of vitamins A, C and E. The most@ffe of the vitamins was vitamin C.
The order of the decreasing effect of the SCE feqy of vitamins was: vitamin
C>vitamin E>vitamin A.

The biochemical results of this experiment revhat AFB; significantly decreased the
level of GSH and the activities of SOD and GPx, amteased the level of MDA.
Simultaneous supplementation with vitamin A, C d&hdestored these parameters to
that of normal ranges. The most effective of thamains was vitamin E at 200 uM and
the order of the decreasing effect of the leveM@fA and increasing effect of level of
GSH and the activities of SOD and GPx of vitaminerav vitamin E>vitamin
C>vitamin A. In conclusion, vitamin A, C and E elited protective effects on human
lymphocytes exposed to ArBy inhibiting AFB-induced ROS generation.

2008, 98 pages
Keywords: Aflatoxin Bj, Oxidative stress, Sister chromatid exchange, oxidant

vitamins.
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1.GIRIS

Saccardo, mantarlar Gzerinde 1880 yilina kadarlypapinceleme ve agtirmalari 25
cilt halinde "Sylloge Fungorum™ adl eserde toplgnou eserde 80.000 mantar ttri
oldugunu bildirmgtir (Ylucel 1999). Dgada parazit, saprofit ve simbiyotik olmak tzere
farkl sekillerde yagarlar (Sharby 1977).

Insanlar igin yararli ve zararli mantar tirleri vardantarlar besin olarak tiketidi
gibi, ayni zamanda alkol (mayalardan), antibiyoftenesin Penicilin antibiyotgi
Penicillum chrysogenum turinden), ya (Penicillium turlerinden), vitamin
(mayalardan), enzim, ila¢ ve peynir Uretiminde o& gik kullaniimaktadirlar (Algur
1992).

Mantarlarin bu faydalari yaninda zararlari da vafdentarlar, 6zellikle de kifler, deri,
agac, kumalarin kiflenmesine, tarimda riin kaybina yol acradktar. insanlar dahil
¢ssitli canlilar Gzerinde ygadiklarinda onlarin hastalanmalarina, hatta 6liindemeden
olmaktadirlar. Tarimsal Urlinler ve gidalarda yaygiarak zararlara yol acan kif
cinslerinin Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Stgloortrys, Pithomyees,

Phame, Myrothecium, Phomopsis ve Diplatidugu bilinmektedir (Sharby 1977).

Hayvansal dokularda ve insanlarda funguslarlatotulan yara ve lezyonlara mikoza,
mantarlarin dgrudan ttketilmesi yolu ile okan zehirlenmelere miketismus, mantar
toksinlerinin yenilmesiyle okan zehirlenmelere ise mikotoksikozis adi verilingér
1992). Mantarlarin okiurdusu toksinlere mikotoksin adi verilir. 1930-1940 lllgrda
kesfedilen mikotoksinler, mantarlarin insan ve hayesda hastalik okiurabilen ve
antijenik 6zellik gostermeyen sekonder metaboldier Mikotoksinler, esas olarak
protein yapisinda ve antijen 0Ozellikte olan baktdritoksinlerin aksine, cok gili
kimyasal yapi ve biyolojik aktiviteye sahip madddie Karotenoidler, alkaloidler,

siklopeptitler ve kumarinler olarak siniflandirilamikotoksinler, kimyasal yapi



bakimindan birbirlerinden farkhlik gosterirler. kéitoksinlerin en toksik olani
aflatoksinlerdir (Wyllie and Morehouse 1977).

Kiflerin hemen her yerde bulunabilmeleri ve birgpla ve yem maddesinde geliek
toksinlerini olwturabilmeleri nedeniyle, mikotoksinler ¢cok 6nemlogdl toksinler
olarak kabul edilmektedirler (Chu 1977; Pohland 3)99Aflatoksinler, Aspergillus
flavusun bazi syglari, Aspergillus parasiticdan ise hemen hemen butin sk
tarafindan uretilmektedir (Scott 1978; Bullermary@p Ancak 1987 yilinda. flavusa
fenotipik olarak benzeyeAspergillus nomiugBetina 1989) ve son olarakspergillus
pseudotamarii olarak isimlendirilen turinde (Iteet al 2001) aflatoksin uUregi

belirlenmitir.

Aflatoksinler bakterilerde, kiltire edilgiiinsan hcreleri ve deney hayvanlarinda
genetik hasarlara neden olurlar. Gen mutasyonlsiikronukleus (MN), Karde
Kromatid Degisimi (KKD=Sister Chromatid Exchange=SCE), Mitotikdeks (MI) ve
Kromozom Anormallikleri (KA=Chromosomal Aberrationjizerine etkileri vardir
(IARC 1993, 2002). Ozellikle insanlarda katgmi kanserine neden olgu yapilan
calismalarla gosterilngitir. Aflatoksin By'in (AFB 1) en buyutk hedef organi kargerdir.
Bununla birlikte akgierler, bébrekler ve kalinbarsak tzerinde de etkasdir (Wang
and Groopman 1999).

Aflatoksin B; (AFB;) neden oldgu hicresel hasarin tam olarak mekanizmasi acik
olmamasina gamen, iki farkli mekanizma ile etkili oldw disuntlmektedir. 1-
DNA’daki Guanin bazinin N-7 bolgesinegh@narak mutajenik etki gosterirler. 2-AFB
reaktif oksijen tdrlerinin (ROT=reaktive oksijen expes=ROS) icinde bulungdu
serbest oksijen turlerinin salinimini uyararak lelende hasara neden olurlar. Ayrica
aflatoksinlerin serbest oksijen radikallerinin gedinde artmaya neden oflu icin
lipid peroxidasyonunu ve bunagdeolarak da lipid peroksidasyonunun bir tGrini olan
malondialdehit (MDA) miktarini artirgi da bilinmektedir (Sheet al 1994, Leeet al.

2005). Etlik piliclerde aflatoksin kullanimina gaolarak eritrosit stiperoksid dismutaz



(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitazalirken, MDA seviyesinde
artma gozlenmgtir (Eraslan vd. 2005).

Aflatoksinlerin de salinimina neden olduklari sstbedikallerin en 6nemli hasarlari

membran lipidleri, DNA (deoksiribo nikleik asit) peoteinlere verdikleri hasarlardir

Serbest radikallerin nukleusta ve DNA’daki etkilganotoksik ve mutajeniktir. Serbest
radikaller puarin ve pirimidin modifikasyonuna veyaNA iplikleri ve kromozom
kirilmalarina, onkojen aktivasyonuna neden olduktan karsinogeneziste énemlidirler
(Seven ve Candan 1995; Barringtetral. 1996).

Serbest radikaller nukleik asit ve baz modifikadgoma bg&li olarak, nokta
mutasyonlari ve DNA zincir kinlmalarina neden dlidler. DNA hasarina yol agan
hidroksil radikallerinin, hidrojen peroksit ¢B,) ve slUperoksitin gecis metalleriyle
reaksiyonu sonucu aftugu gosterilmgtir (Bukan 1999). Gegi metalleri ve serbest
radikallerin etkisiyle DNA'da olgan major oksidatif etkiler sarmal acilmalari,
depurinasyon, capraz #lanma ve baz modifikasyonlari olarak bilinmektestirl
Ozellikle baz modifikasyonlarindan timin bazi, timglikol ve 5-hidroksimetil urasile,
guanin bazi da 8-hidroksiguanine (8-OH-Gua) déinii(Kasprzak 2002)./n vivo
calismalarda ROT nin hasarinin hassas birer goster¢psi®sOH-dGua (8-hidroksi—2-
deoksiguanozin) ve 8-OH-Gua mutajenik olmalari mgde potansiyel birer kanserojen
oldugu gosterilmgtir (Lunec et al 2002). Aflatoksin tiketimi hicrelerde 8-OH-Gua
miktarinda artya neden oldgu icin, 6zellikle p53 geninin 249. kodonunda mut#jeye
neden olarak kansere sebep olurlar (Wang and Graod®99).

Gerek aflatoksinlerin gerekseggr mutajen maddelerin mutajenitelerinin tespitredsi

icin gelistirilen testlerden en yaygin olanlari KKD, MN ve Kdk.

Ic veya d¢ etkenlerin etkisiyle hiicre DNA’sindaki gigikliklere bagli olarak meydana
gelen KKD’lerinin ol mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Perry &whns
1975). Ancak kolay ve ¢ok hizli sonu¢ vegidden dolayr mutajenite testlerinden en



yaygin olarak kullanilanlardan bir tanesidir. A@ilesinlerin KKD ni artirdgl yapilan
bircok calgmada ortaya konulmgtur. Cin hamster V79 hicrelerinde aflatoksinlerglba
olarak KKD oranlari ¢aftlmis, sonuc olarakta en toksik olandan en az toksikala
dogru AFB;>G;>G,>B; oldugu bildirilmistir (Batt et al. 1980). Insan, rat ve fare
lenfositlerinde aflatoksinlerin KKD ni artirgh belirtiimistir (Thomsonet al. 1979;
Denget al. 1988; Andrewet al. 1997; Geyik@glu ve Turkez 2006).

Aflatoksinlerin ve dger mutajenlerin mutajenik etkilerinin antioksidaiaminlerle ve
diger besin komponentleri ile azaltiggdiyapilan ¢cakmalarla gosterilngtir. Mutajenik
maddelerin KKD ve KA artirmasina kalrk olarakta vitamin A, C ve E ve bazi bitkisel
drinlerin bu mutajen maddelerin mutajenik ve geksito etkilerini azalttg
gosterilmitir (Ahmad et al 2004). AFB’in KKD’ni artirmasina kagilik, AFB; ile A
vitamininin beraber verilmesi aflatoksinin bu etkisazalttg) tespit edilmgtir (Huanget
al. 1982). Ayrica yapilan benzer gahalarda KKD’ni artiran arsenik, hidrokortizon ve
gama ginlarinin mutajenik etkisinin A vitamini kullanimle azaldg bildirilmistir
(Avani and Rao 2007; Ahmaat al.2004; Badret al. 1998).

En onemli antioksidan vitaminlerden Vitamin C’ninutajenik etkiye sahip olan
hidrokortizon (Ahmadet al 2004; Ahmadet al 2002), mitomisin C (Krishnaja and
Sharma 2003), merkurik klorit (MC; HgCI2) (Raat al. 2001), megestrol acetate
(Siddique et al. 2005) ve klormadinon asetat (CMA) (Siddique andaf2005) In

neden oldgu KKD tzerindeki etkisini azalig gozlenmtir.

E vitamini ile ilgili yapilan cakmalarda ise, E vitamininin hidrokortizon (Ahmatial
2002), karbontetraklorit (Sivikovat al 2001) ve aflatoksininin (Chlopkiewicet al.

1991) neden oldtu KKD Uzerine olan mutajenik etkisini azaftgosterilmstir.

Vitaminlerin dsinda selenyum ve ger bazi bitkisel Grtinlerin de ARBr mutajenik
etkisini azalttgina dair cakmalar mevcuttur. AFBin 1, 5, 10 uM’lik dozlarina kar
sodium selenitenin (N8eQ) (5x10° ve 1x10°M) antagonistik etkisi cajilmis,



AFB;'in KKD oranini artirdgl, buna kagin AFB; ile birlikte NaSeQ verildiginde
KKD'nin azaldigl belirlenmitir (Ahmadet al 2004; Geyikglu ve Tirkez 2006).

Serbest radikaller DNA hasarlarinin yaninda amiitiesi:i oksidasyonu, peptid
baglarinin parcalanmasi, disulfid garinin olgumu ve capraz lganmalara neden
olarak proteinlere de etki ederek, enzimlerin foydslarinin kaybolmasina neden

olabilirler (Seven ve Candan 1995).

Serbest radikallerin etkiledikleri gkr bir hicre yapisi da membran lipidleridir.
Membran lipidlerindeki doymam yag asitlerinin oksidasyonu olan lipid
peroksidasyonunu blatarak onlarin akkanliklarina ve gecirgenliklerine etki ederler.
Bu sekilde lipidlerin yapisini da bozarlar (Ottino abdncan 1997). Serbest radikaller
yag asitlerindeki doymamgi baglarla kolayca reaksiyona girerek lipitlerin
peroksidasyonuna neden olurlar. Poliansatugeagtlerinin (PUFA) dier bir ifade ile
doymams yag asitlerinin oksidatif hasarini klatarak, kendi kendini devam ettiren
zincirleme bir reaksiyona dostiip geri dongimsuz olarak membran hasarlarina neden
olurlar (Akkus 1996). Bu reaksiyon doymagnyag asitlerinin birinin yapisindan bir
hidrojen atomunun uzalgariimasiyla balar. Boylece bu doymamiyag asidi zinciri
bir serbest radikale dogiir. Lipid radikali molekuler oksijenle reaksiyonaeagek lipid
peroksid radikalini (LOO) olusturur. LOO® de oksijen radikalleri gibi hicredeki
molekiller Gzerinde toksik etkiye neden olur. Lipmkroksidasyonu reaksiyonlari
sonucunda ortaya c¢ikan aldehitler en toksik olaiml@rinden biridir. Toksik etkiye
sahip olan aldehitlerin protein sentezini inhibeikégdri bilinmektedir MDA ve 4-
hirroksinoneal (HNA)'de lipid peroksidasyon seviyes gosteren parametrelerdir
(Hubelet al. 1989; Seven ve Candan 1995).

Mutajenik etkiye sahip AFBin lipid peroksidasyon urint olan MDA miktari (nes
artirici etkisi oldgu bilinmektedir (Sheret al 1994; Porteret al. 1995; Eraslan vd.
2005). Yapilan artirmalarda lipid peroksidasyonunun C vitamini (Munkel et al
2006; Krishnamoorthyet al 2007; Vermaet al 2007), E vitamini (Verma and Nair,



2001; Kashifet al. 2004; Banudevet al. 2006; Krishnamoorthet al 2007; Vermeet
al. 2007) ve A vitamini (Kashiét al 2004) tarafindan azaltiigligosterilmgtir.

Hucrelerde serbest oksijen radikalleri ile samaantioksidan sistemler vardir. Hiicre ici
savunma sisteminin enzimatik antioksidanlari, SGDAT ve GPx'tir. Enzimatik
olmayan hucre i¢i antioksidanlari ise; glutatyonSg), membranlara Igg@nabilen
vitamin A, C, E, transferin, seruloplazmin ve hibindir (Woodset al 2002).

Hucre ici antioksidantlarin en énemlilerinden litan SOD, siperoksiti () oksijene
(O,) ve daha az reaktif olan ,B, katalizler. AFB kullaniminin hicre ici
antioksidanlarindan SOD, aktivitesini azgittgdzlenmgtir (Eraslan vd. 2005; Preetha
et al 2006). Ayrica SOD aktivitesini C vitamini (Muthehet al 2006; Krishnamoorthy
et al. 2007; Vermeet al. 2007), E vitamini (Verma and Nair 2001; Kasékifal. 2004;
Banudeviet al. 2006; Krishnamoorthget al 2007; Vermaet al. 2007) ve A vitamini
(Kashifet al 2004) kullanimi artirmaktadir.

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olanlarindadis. Hucre ici hidroperoksitlerin
yok edilmesinden sorumludur (Armstrong 1998)..0kli suya cevirerek,
methemoglobin olgumunu engeller (Kalaycgtu vd. 1998). Yine AFB kullanimi SOD
da oldgu gibi GPx aktivitesini de azal@ gozlenmgtir (Eraslan vd. 2005; Preetle
al. 2006). Yapilan gier calsmalarda oksidatif strese neden olan Afgfhbi maddelerin
bu etkisinin C vitamini (Muthuvett al 2006; Krishnamoorthgt al 2007; Vermeet al
2007), E vitamini (Verma and Nair 2001; Banudevial. 2006; Krishnamoorthet al
2007; Vermeet al. 2007) ve A vitamini kullanimi ile azalgh gozlenmgtir (Vandanaet
al. 2006).

GSH ise onemli bir intraselller antioksidandir. @ks edilmi sekli, serbest
radikallerinin inhibisyonunda (Boehmet al. 1992), indirgennsi sulfidril gruplarinin
stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatin refasyonunda gorevlidir (Armstrong
1998). Ayrica GPx’in kofaktori olarak da gorev yagBoehmeet al. 1992). Yine
AFB; kullanimini SOD ve GPx te olgu gibi, GSH miktarini da azalg tespit



edilmistir (Eraslan vd. 2005; Preetret al 2006). Yapilan bazi agmrmalarda GSH
seviyesini C vitamini (Muthuvedt al 2006; Krishnamoorthet al. 2007; Vermeet al

2007), E vitamini (Verma and Nair 2001; Kaskif al 2004; Banudevet al 2006;
Krishnamoorthyet al 2007; Vermaet al. 2007) ve A vitamini (Kashiet al 2004)

kullanimi ile artirildgr gozlenmgtir.

Diger antioksidan 6zefie sahip grup ise vitaminlerdir. Ozellikle A, C vevEaminleri

birer antioksidan olarak gérev yaparlar. A, C veitaminleri karacgerin mikrozomal
enzimlerini aktive ederek aflatoksikozise ghaolarak sekillenen karagerde kanser
olusumunu engellemektedirler. Vitamin E’'nin antikangenik etkisi vitamin C'ye
oranla daha yuksek olgu bildiriimektedir (Fridovich 1986).

koruyucu etki yapar (Kiling 1985). Vitamin A’'nin éil maddeleri olan karotenoidler
de karacteri aflatoksinlerin kanser yapici etkilerine gakoruma 6zelkine sahiptirler
(Cassanctt al 1993).

C vitamini indirgeyici aktiviteye sahip ol@u icin gucli bir antioksidandir. Stperoksit
ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona ggdicin onlarin temizlenmesini ghar
(Akkus 1996; Granadocet al. 1998). Ayrica singlet oksijen temizleyicisi olatak
bilinmektedir (Kiling, 1985). C vitamininin hidrokizon (Ahmad et al 2002),
mitomisin C (Krishnaja and Sharma 2003), doksotinbiBXR) (Lusaniaet al. 1999),
merkurik klorid (MC) (Raoet al. 2001), megestrol asetat (Siddigee al. 2005),
pirimetamin (Egelet al. 2002) ve klormadinon asetatin (CMA) (Siddique axfdal
2005) genotoksik ve mutajenik etkilerine garantimutajenik etki gostergi

gozlenmitir.

C vitamini Poliklorinat bifenile (PCB=Aroclor 1254kari H,O, ve OH iyonu
miktarini lipid peroksidasyonunu azaltip, GSH miktae GPx ve SOD aktivitesini
artirdgl bildirilmistir (Krishnamoorthyet al 2007). Benzer bir ¢gimada da yine C
vitamini PCB’ye kagl calsiimis ve PCB HO, ve MDA miktarini artirirken, SOD ve



GPx aktivitesini azaltgn gozlenmgtir. PCB ile birlikte C vitamini verilen gruplarda
H.O, ve MDA miktari azalirken SOD ve GPx aktivitesi mrtir (Muthuvel et al
2006). Arsenikin neden ol@gu oksidatif stresden dolayl GSH miktar1 azalip, MDA
miktarinin artmasina C vitamini muamelesinin antasfik etki yaptgl gozlenmgtir
(Changet al.2007).

Enzim ve bilgiklerin ¢cosu oksidatif stresin etkilerine kgar hucreleri korurken E
vitamini antioksidan sistemin tamaminda 6énemli aghar. E vitamini doymargiyag
asitlerini korumada ilk savunma elemanidir (Zinl&v8). E vitamininin hidrokortizon
(Ahmadet al 2002), karbontetraklorit (Sivikovat al 2001), aflatoksin ve adriamisinin
(Chlopkiewicz et al 1991) neden oldiu KA leri ve KKD miktarini azaltfii tespit

edilmigtir.

E vitamininin aflatoksinin neden ol@u lipid peroksidasyonunu 6énemli derecede
azalttg belirtilmistir (Shenet al. 1994). E vitamini ve aflatoksin ile yapilangdr bir
calismada ise aflatoksinin kontrole gore MDA miktarinti@igt GSH miktarini, SOD,
CAT ve GPx enzimlerinin aktivitesini ise azalttigorulmitir. Aflatoksinle birlikte
vitamin E (2 mg/gin/hayvan) veriglinde sadece aflatoksin verilen gruplara gére MDA
miktarinin azaldit GSH miktarini, SOD, CAT ve GPx enzimlerinin akigini ise
artirdgl gozlenmgtir (Verma and Nair 2001). Selenyum ve vitamin Eksanlgi
durumunda aflatoksinleriim vivo olarak zararsizkuriimalari slemlerinde aksamalar
meydana gelmektedir. Bu tir vitamin ve mineral rmoklar bir bakima
aflatoksinlerin aktivasyonunugeik etmekte, zararli etkilerinin daiaddetli diizeylerde
sonucglanmasina olanakgtamaktadir (Cheet al. 1982; Cassanet al 1993).

Bu vitaminlerle ilgili yapilan ortak caimalarda vitaminlerin birlikte verilmesiyle
etkileri kagilastirimistir. En etkili vitaminin E vitamini oldgu, vitaminlerin etki

sirasinin E-C-Aseklinde gerceklgigi, E ve C vitamini birlikte verilince antioksidan
etkinin daha fazla oldiu goOzlenmgtir. Stres, kromium, PCB, deltametrin ve
klorifirifosun neden oldgu oksidatif strese Igh olarak, SOD ve GPx aktivitesi ile GSH
miktarinin azalip, MDA miktarini artirgh tespit edilmgtir. Fakat bu maddelerle birlikte



A, C ve E vitamini verilmesiyle verilen parametmahekontrole yaklatigi belirlenmitir
(Kashif et al 2004; Vandanaet al 2006; Banudeviet al. 2006; Yousefet al.
2006;Vermeet al 2007; Krishnamoorthgt al. 2007).

Bu calsmanin amaci tuketici dernekleri ve yapilan bilimgalsmalarla piyasadaki
bircok Urinde bulundiu belirlenen; hepatotoksik, hepatokanserojen, rantij ve

teratojenik olan AFBin insan lenfosit kiltirinde;

1-Mutajenik etkisini mutajenite testlerinden olaangtoksik ve sitotoksik etkinin bir
gostergesi olan KKD ile biyokimyasal parametrelef®0D, GPx, GSH ve MDA)

belirlemek,

2-AFB;'in KKD ve biyokimyasal parametreler tzerine olan btkisine kag farkli
dozlarda A, C ve E vitaminlerinin antagonistik gtkisahip olup olmadiklarini tespit

etmek ve etki derecesini belirlemektir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Aflatoksinler

2.1.1. Aflatoksinlerin 6zellikleri, ¢ssitleri ve ilk bulunmasi

Aflatoksinler yapisal olarak difurokumarinlere begen, bgta Aspergillus flavusve
Aspergillus parasiticusolmak Uzere ¢atli Aspergillus turleri ile Penicillium
(P.puberulumgibi) ve Rhizopustirii mantarlar tarafindan sentez edilen toksimerd
BunlardanA.flavus AFB; ve AFB,, A.parasiticuda AFB;, AFB,, AFG; ve AFG
toksinlerini Uretirler. Aflatoksinlere bu isirAspergilluscinsinin “A”si flavusun “fla”si
alinarak sonuna “toksin” eklenmesiyle glurulmustur. Aflatoksinler ciddi problemlere
yol acan kimyasal kanserojenlerdir. Ozellikle bun dki tir dinyanin her yerinde,
toprak ve havada yaygiekilde bulunurlar. Aflatoksin okiuran mantarlar 12—-40°C
arasinda ve %15’in Uzerinde rutubet iceregtdanisir, pamuk tohumu ve yer figti
olmak tzere, hemen hersgeahillar, yem ve yem hammaddeleri ile besinlekd&ayca
urerler ve mikotoksin sentezleyebilirlek.flavus %86—90 nisbi nemde 48 saat icinde
onemli 6lcide mikotoksin ofturur (Nixon et al 1981). Yem ve besinlerle alinan
aflatoksinler sindirim kanalindan sinirli 6lgtuide ilerer. Dolagsima gecen aflatoksinler
baslica karacger ve kaslarda galim gdsterirler. Vicuda giren aflatoksinin %75’lik
kismi ilk 24 saat icinde gki ile, %15-20’'lik kismi idrarla ve geri kalani d@sismemi
ya da metabolitleri halinde sitle atilirken (Kayh 1£998) %5-6’lik kismi karagerde
tutulur. St ineklerine 10 giin boyunca %15 oraniafii#oksin iceren yemle uygulanan
beslemede, 9. ginde yapilan élgcimlerde ARB%23-67’lik kisminin idrar ve gaita ile
%1.35’lik kisminin da sutle atilgh saptanmgtir (Hoogenboonet al. 2001). Aflatoksinli
yemlerle beslenen ineklerin sit ve etlerinde, téuk da yumurtalarinda aflatoksine
rastlanmgtir. Satle cikarilmasi, et ve sit mamidillerinde babasi insanlar icin buydk
bir tehlike olgturmaktadir (Arda 1980). Mikotoksinler, akut toksdisten uzun surel
kronik salik sorunlarina kadar varabilen gerbir etki spektrumuna sahiptirler. Bazi
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mikotoksinler insan toksikozlarinin esas kagina olusturabilir ki; en basit olarak AFB

insan kara@er karsinojeni olarak bilinir (Coulombe 1993).

Evcil ve deney hayvanlarinda aflatoksinlerin zelhgl hayvanin cinsi, cinsiyeti, irki,
yasl, alinan toksinin gadi ve miktari, maruz kalma suresi gibi bircok fafe¢ balidir.
Ayrica zehirlilikleri riboflavin ve giga maruz kalmakla, vitaminiB karoten ve protein
noksanliklarinda artar. Evcil hayvanlar icerisingi&ekler dsilerden daha duyarhdir.
Kanatlilar icerisinde de aflatoksine en duyarlintdau 6rdek ve hindi palazlaridir (Kaya
vd. 1998; Arda 1980).

Aflatoksinler igerisinde zehirlifii en gugli olani AFBdir. Bunu azalan sirayla ARG
AFB,ve AFG izler. Hayvanlarin ¢gunda AFB’in LD 5o degeri 0.5-10 mg/kg arasinda
degisir (LDso: Aflatoksinin hayvanlara verildinde %50 oraninda 6lime neden olan
dozdur). Ordek, alabalik, kedi, kopek ve hindi gitdyvanlar en duyarli; at, g,
koyun, keci, rat, kobay ve bildircin gibi hayvaniarta derecede duyarli; fare ve
maymun ise en az derecede duyarli hayvanlar olaitakr (Kaya vd. 1998). Uzerinde
en ¢ok cakilmis mikotoksin grubu olan aflatoksinler 1960 yilindafiedilmis ve 1962
yilinda da guclu bir “hepatotoksik” ve “hepatokaigen” etkisi oldgu anlgilmistir
(Pohland 1993; Bullerman 1979).

2.1.2. Aflatoksinlerin kimyasal yapisi

Aflatoksinler, *“difurokumarosiklopentenon” ve “difokumarolakton” gruplarinda

siniflandinimstir (Betina 1989). Aflatoksinlerin aflatoksin BB, G, ve G olmak uzere

dort ana fraksiyonu bulunmaktadir. Bu isimlendirimee tabaka kromatografisinde,

uzun dalga boyu UVsigi altinda aflatoksin Bve B2 'nin mavi, aflatoksin Gre G,/'nin

ise yail floresan vermesiyle igkilidir (Bullerman, 1979; Groopman and Kensler 1988
Ozkaya ve Temiz 2003). B toksinleri kumarin yapid&kton halkasina eklenmi
siklopentenon halkasi, G toksinleri ise ek bir ¢takthalkas! icermektedir (Ozkaya ve
Temiz 2003) $ekil 2.1.2.1.).
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HO OCHy

Bag

Sekil 2.1.2.1.Aflatoksin By, By, Gi, Gz, M1 ve Ba, Goa Yapist (Wyllie and Morehouse
1977)
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Sekil 2.1.2.1.Devam.

Aflatoksinler, metanol, kloroform ve gier birgok organik ¢ozucude ¢ozinebilmektedir.
Ancak sudaki ¢ozundrlikleri azdir (10-3@/mL). Toksinler, UV gigini (362 nm)
kuvvetle absorblarlar ve aflatoksin B B, 425 nm de; aflatoksin (ve G, ise 450 nm

de floresan emisyonu aiwrurlar. Aflatoksin ¢gtlerinin molekual formulleri, molekl
agirhiklar, erime sicakliklari, floresan emisyonlatlVvV emilimleri Cizelge 2.1.2.1'de
gosterilmitir. Aflatoksinler gida ve yem maddelerinde cokddadir, ancak ¢ok diiik
veya yuksek pH’larda (3'den az ve 10’dan buytk)sid& edici ajanlarla ve oksijen olan
ortamda UV gigina maruz kaldiklarinda hizla aktivasyonlariniryiger (Stoloff 1977;

Groopman and Kensler 1988).
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Cizelge 2.1.2.1 Aflatoksinlerin formul ve 6zelliklerini gosterenizelge (Wyllie and
Morehouse 1977)

Aflatoksin  Molektl  Molekil Erime Ultraviyole Floresans
Formuld  Agirlig Noktasi Emilimi Emisyonu

B Ci7/H120s 312 268-269  21.800 425

B, Ci7/H140s 314 286-289  23.400 425

G Ci7/H120; 328 244-246  16.100 450

G, Ci7H1407 330 237-240  21.000 450

M1 Ci7/H1207 328 299 19.000(357 nm) 425

M Ci7/H1407; 330 293 _ _

Baa Ci7/H1407; 330 240 20.400 _

Gaoa Ci7/H140s 346 190 18.000 _

Ro Ci7/H160s 314 230-234  14.100 425

Bs Ci6H1406 302 233-234  9.700 _

GM; Ci7/H120s 344 276 12.000(358 nm)

P Ci6H100s 298 >320 14.900(342 nm)

Toksijenik A. flavuskaultirleri ve aflatoksin ile kontamine olmuiriinlerdeki biyolojik

aktiviteden AFI% ve daha az olarak da AEGoruqudur. Bu durum, her iki toksinin

terminal furan halkasininin 8, 9 karbon pozisyoraurldr doymamy basa sahip

olmasiyla ilskilendirilmektedir (Groopman and Kensler 1988; Ogkae Temiz 2003).
Aflatoksin B,, By'in, aflatoksin G de G'in dihidro tlrevleridir (Betina 1989; Ozkaya

ve Temiz 2003) veit vivo' kosullarda metabolik olarak Bre G'e okside olmadiklari

slirece biyolojik olarak inaktiftirler (Groopman am@nsler 1988; Ozkaya ve Temiz

2003). Bu dort aflatoksin ginda aflatoksin Mve aflatoksin M olarak isimlendirilen

onemli iki aflatoksin tlrevi daha bulunmaktadir. Mksinleri aflatoksinli yemle

beslenen laktasyon devresindeki memeli hayvankiitlerinden ve idrarlarindan izole

edilmistir. Bu toksinler de ince tabaka kromatografisindeun dalga boyu UVsigi

altinda mavi floresan verirler ve B toksinlerinddaha déiuk R degerlerine sahip

olmalariyla ayrilirlar (Bullerman 1979; Betina 19&%kaya ve Temiz 2003).
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Acetan
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Aflatoxin B Aflatoxin M| Aflatoxicol  Aflatoxins G and GGz

Sekil 2.2.2.2.Aflatoksinlerin sentez basamaklari (Wyllie and Kloouse 1977)

Aflatoksin M, ve M, aflatoksin B ve B>y'nin hidroksi turevleridir. Aflatoksin Mayni

zamanda, dihidro-aflatoksin Rdir (Sekil 2.2.2.2.). Aflatoksin ggtlerinin sentez
basamaklar§ekil 2.2.2.2'de gosterilngtir. Aflatoksin B, ve G, 'in hemiasetal turevleri
olan aflatoksin B, ve Ga da §ekil 2.2.2.2.),A. flavusun dogal metabolitleri olarak

izole edilmilerdir. Bu turevler, aflatoksin Bre Gy'in asitli ortamda hidroksillenmesi ile
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de elde edilmektedir ve bu oOzellikten aflatoksin B G'in dogrulanmasinda

yararlaniimaktadir (Betina 1989).

2.1.3. Aflatoksinlerin konsantrasyonunun azaltilmas

Hayvanlarin yemlerine karnitin ilavesinin de faydalaca bildiriimektedir. Bu yonde
yapilan bir caimada, aflatoksinli yemlere karnitin ilavesi ile &eagerde meydana
gelen bozukluklarin azalgh, aflatoksin etkili y&h karacger olgusunun karnitin

tarafindan engellengii saptanmgtir (Sachan and Yatim 1992).

Aflatoksin iceren yemlere I3 olarak safra kanali htcre hiperplazisi, c¢ekirdek
blyumesi, karager hiicre buytimesi gibi bozukluklar mangan suilfavekiyle 6nemli
dizeyde engellenstir. Ayrica hayvanlarda aflatoksikozise gha olarak sekillenen
serum kolesterolii ve karger glikojenindeki arglar da mangan sulfat ilavesiyle
azaltiimstir (Hastings and Llewellyn 1987).

2.1.4. Aflatoksinlerin canlilar Gzerine etkileri

Aflatoksinler, yuksek dozlarda akut, subletal dodta ise kronik toksisite
gostermektedirler. Dyiik dozda surekli alimlari, birgok hayvan denemesikaksinojen
etki ile sonuclanngtir. Aflatoksinler icerisinde en ylksek toksisiteyhFB,

gostermektedir. Aflatoksinlerden hayvanlarin bigeetkilenmektedir, ancak duyarlilik
turden ture d@smektedir ve ayni tiriin gencg olanlariglyalanlardan daha duyarlidir.
Ayrica toksik etki, tiketilme miktari ve siglna, hayvanin cinsine, y@a, cinsiyetine,
sglik durumuna ve beslenmesine ghaolarak dgismektedir (Hsiehet al 1977;
Bullerman 1979, 1986).

Civciv, pilic ve 6rdek yavrulari en duyarl olandar, bunlar sirasiyla hindi yavrusu,
sulin palazi, tavuklar ve bildircinlar izler. Meitexl arasinda ise aflatoksinden

etkilenme sirasi; 3-12 haftalik domuzlar, hamilendelar, yetkin domuz, siir ve
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koyunlar seklindedir. Alabaliklar ve kopekler de aflatoksimiyarli hayvanlardir.
Alabaliklarda, ppb dizeyindeki ¢cok dik konsantirasyonda bile karger kanseri etkisi
gorulmektedir (Bullerman 1979; Smith and Moss 1985)

Aflatoksinler, yuksek dozlarda akut toksisiteye aedlabilirler. Hayvanlarin gmnda
gozlenen akut aflatoksikozisin klinik bulgulargtah azalmasi, @rlik kaybi, norolojik
anormallikler, mukoz membranlarda sarilik, kasiMeasonunda olumdur. Kargeirde
rengin acilmasi veya tamamen renksizie ve yg birikimi belirgin olarak goralur.
Vicut bgluklarinda sivi birikimi ile bobrek ve gasaklarda kanama da meydana
gelebilir (Bullerman 1979).

Aflatoksinler, subletal dozlarda, kronik etki gasteektedir. Subletal dozlarda aflatoksin
uygulanan hayvanlarda, karkasin sararmasi ve Kamad siroz gorulmgitr
(Bullerman 1979). Dgilk diizeyde ancak uzun sureli aflatoksin alimi Isegok deney
hayvaninda karager kanseri ile sonuglanmaktadir. Deney hayvanlanndlinan bu
sonucglara bgl olarak aflatoksinin  kuvvetli bir hepatokarsinoje oldusunun
belirlenmesi zerine, insanlar Uzerindeki etkisanlamak amaciyla cok sayida
etiyolojik calsma yapilmgtir. Asya ve Afrika'nin cgitli Glkelerinde yapilan bu
calismalarda; karager kanserine yakalanma sgliile aflatoksinle kontamine olngu
gidalarin tiketim dizeyi arasinda kuvvetli bigkli gozlenmgtir (Wilson 1978; Ueno
1985). Bu etiyolojik cakmalarda bir donem ger hepatokarsinojenik etmen olan
hepatit B virlist enfeksiyonunun dikkate alinngadigerekcesiyle bir tagma
baslatilmistir (Denizel 1989). Ancak son yillarda yapilan nkiller genetik
calismalarda, aflatoksinin insanlarda kaggm kanserine neden olgiwm konusunda
onemli bulgular elde edilngiir (Oztiirk 1995).insan karagier kanseri, kanser turleri
arasinda dinyada 5. sirada sik gozlenen bir kans@timle sonuclanan kanserler
siralamasinda ise 3. siradadir (Par&tnal. 2001). Uluslar arasi kanser gtremalari
ajansina gore cinde gorulen kaggi kanserlerinin %54°0G aflatoksin ve hepatit B
kaynaklidir (IARC 1985). Uganda, Tayland, Kenya, 2dmbik ve Cin'de yapilan
argtirmalarda aflatoksin tuketimi ile karger kanseri arasinda pozitif bir korelasyon

bulunmutur. ABD’nin aflatoksin tahmini tiketimi daha fazlalan gineydgusunda
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kuzey ve batisina gore %10 daha fazla kgeackanserine rastlanmaktadir. IARC’e
gore aflatoksinlerin neden olduklari kanser oranttmaktadir (IARC 1987). Daha
sonraki raporlarda da bu tekrarlagtm (IARC 1993; 2002).

Insan kromozomlari Gizerine AFBY AFGie gore daha toksik oldw gortimigtar.
Ayrica insan kromozomlarindan bazi kromozomlarinBR€& daha direncli, bazi
kromozomlarin ise daha direngsiz aldutespit edilmgtir. AFB7'in 6zellikle 2, 11, 19

ve 20. kromozomlari daha cok, AF® de 1, 2, 3, 4 ve 5. kromozomlari daha ¢ok
etkiledigi ortaya konulmstur. Genel olarakda boyca uzun olan kromozomlarin
aflatoksinlerden daha ¢ok etkilendikleri tespitleuistir (el-Zawahriet al. 1977;1990).

AFB/'in karsinojenite ve mutajenitesi vicuttaki metabolasi sonucunda ortaya

ctkmaktadir. Aflatoksinler, hayvanlarda dncelikl&kmzomal ve sitoplazmik oksigenaz
enzim sistemleri tarafindan metabolize edilmekteBur enzim sistemleri, esas olarak
karacger hicrelerinin  endoplazmik retikulumunda bulunasitokromla ilikili

enzimlerle, Qye ve NADPH’a b&mli enzimlerin kompleks bir organizasyonudur. Bu

enzimler, ceitli hidroksillenmis tlrevlerin ve yiksek reaktif 6zel sahip epoksid

metabolitin olgmasiyla sonuclanan AF#h oksidatif metabolizmasini katalize
etmektedir (Ueno 1985). Bu sistemlerle ARB metabolizma yollari ve AFBIn cssitli

metabolitlere biyotransformasyoSekil 2.1.4.1. de gorilmektedir.

Aflatoksin M, daha once de @mildigi gibi, AFB,'in hidroksillenms tirevlerinden
biridir ve karsinojenik glctnun AFRlen 10 kat daha duk oldusu belirtimektedir.

Mikrozomal hidroksilasyon ve dimetilasyon reaksilgn sonucunda oban aflatoksin
Q, ve R metabolitleri de AFBden cok daha az aktif olan maddelerdir. Bu nedénie

reaksiyonlar, detoksifikasyon prosesi olarak kaddilmektedir. Metabolizmada ARB

in detoksifikasyonu; hidroksillenmi metabolitlerin sulfat ve glukuronik asitle
birleserek, suda ¢dzunebilir stlfat veya glukuronid dstere dongmesi, ardindan da
idrar ve safra ile atilmasi ile tamamlanmaktadiu. lyotransformasyon olaylarinda

esas Onemli olan proses, yine bu enzim sisteméeriyleydana gelen AFEh
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epoksidasyonu prosesidir. Burada, bifuran halkandift bagin epoksidasyonu
sonucu ¢ok reaktif bir form ojmaktadir. Bu elektrofilik epoksid DNA, RNA ve prate
gibi hicresel makromolekullerdeki g nikleofilik merkezlere kovalent olarak
baglanabilmektedir (Ueno 1985).
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Sekil 2.1.4.1.AFB;’in farkli metabolitlere dongttrtlmesi (Ueno 1985)
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Sekil 2.1.4.2.AFB,-N7-Guanil kompleksi (Ueno 1985)

Bu bglanmanin sonucu olarakta DNA sentezini, DNA'yaglbaRNA polimeraz
aktivitesini, mMRNA ve protein sentezini inhibe eddktedir (McLean and Dutton 1995).

AFB_'in epoksi formunun bu aktifigne reaksiyonunun sonucunda DNA ile bideek
AFB -N7-Gua kompleksini okturdusu bilinmektedir. Bu kompleks organizma veya

hiicreler icin biyolojik bir tehlike olgturmakta, karsinojenik ve genotoksik etkilerin

sorumlusu olarak derlendirilmektedir.

Sekil 2.1.4.2 de AFBN7-Gua kompleksinin yapisi gorilmektedir. AFBImi ile

karacger kanseri arasinda pozitif siki bulunan Kenyada bir bdlgesinde hastalardan
toplanan idrarlarda AFBN7-Gua kompleksi belirlenntir (Ueno 1985).

Insanlarda AFBsitokrom P450 enzimi tarafindan reaktif bir fortaro aflatoksin-exo-
8,9-epoksit formuna dogturtlir. Bu formdaki AFB DNA'ya ve serum albiminine
baglanabilir. Aflatoksinin endo epoksit formunun muaitesi yaklaik 1000 kat kadar

exo formuna goére daha giktir. AFB;-exo0-8,9-epoxid formu DNA'nin yapisinda
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guanin nukleotidine Qganarak transversiyon tipi mutasyona neden oluA&B;-N7-
Gua nin formuda 3 farkh reaksiyon&rar. Ya AFB-8,9-dihydrodiol forma dongiir
veya depirinasyona gtar ya da imidazol halkasinin  acilmasi ile AFB

2.1.4.3.) (Bedard and Massey 2006).

AFB7'in karaciger kanserine neden olmasinin en énemli sebebi, DAKM'N7-Guanine
baglanarak G-T transversiyona neden olmasidgek{l 2.1.4.2.). Ozellikle bu
mutasyonlar tumoér baskilayici gen olan p53 geni@g49 kodonunda meydana
geldiginde karagier kanserine sebep olinsanlardaki kanser sayisi vsitleri ile p53
geni arasinda gki oldugu belirlenmgtir. Tahmini olarak aflatoksinli besinlerin daha
cok tuketildgi Cin'de karacger kanseri olan hastalarin yaika%50’sinde p53 geninin
249. kodonunda G-T transversiyon aidutespit edilmjtir. Buna kagihk tahmini
olarak aflatoksinli besinlerin daha az tukegidAvrupa ve Japonya da p53 geninin 249.
kodonda mutasyon tespit edilmaini (Hsu et al 1991). Yapilan bga bir agtirmada
da Cin'deki karagier kanseri hastalardan aflatoksine yuksek orandeuznkalinan
Quidong bolgesinde 20 hastanin 9'unda (%45) 24%@okomutasyonu gorulirken,
Shangai bdlgesindeki 18 hastanin 3’'Ginde (%17) 3 teastada (%33) oraninda 249.
kodon mutasyonu tespit edilgtir (Li et al. 1993).

TUmor supressor geni olan p53 geni hiicre siklusiamtrol noktalarindan DNA hasari
kontrol noktasinda (G1/S) DNA'yr kontrol edergdt DNA’daki hasar onarilacak
dizeyde ise DNA tamir edilinceye kadar hicre doéagisdurdurur, DNA tamir
edilemeyecek duzeyde hasarli ise hicreyi apoptgsisendirir (Jin and Levine 2001)

AFB7'in neden oldgu DNA hasarlari tamir edilebilir. Memelilerde DNAg#i hasari
tamir (nucleotide excision repair=NER)ekanizmasi vardir. Burada AFBONA'ya
baglanarak hasara neden ofduicin hasarli olan nikleotid DNA'dan ¢ikarilarakrtiri
gerceklatirilebilir. NER iki sekilde gercekigtirilir. ilk olarak transkripsiyona Igh
olmadan DNA’da nukleotidlerdeki hasar tespit edilergenel genom tamiri (global

genome repair=GGR) mekanizmasi ile tamir edilebilkinci olarakta DNA’nin
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transkripsiyonu sirasinda hasarli bolge bir diakseyon ve cift transkripsiyon tamiri
(transcription coupled repair=TCR) sonunda cikariDaha sonrada transkripsiyon
tekrar balatilir (Sekil 2.1.4.4.) (Bedard and Massey 2006).
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Sekil 2.1.4.3.AFB; in biyoaktivasyonu ve DNA ile etkijgnleri (Bedard and Massey
2006)
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Sekil 2.1.4.4. Memeli hicrelerinde meydana gelen hasarlarin onanekanizmasi
(Bedard and Massey 2006). DNA'daki hasari tamircl@otide excision repair=NER)
mekanizmasi, genel genom tamiri (global genomeire&R) ve cift transkripsiyon
tamiri (transcription coupled repair=TCR) olmak teeki yolu vardir. CSA, CSB:
Cockayne’s sendromu proteini A ve B; DDB1, DDB2s&id DNA ba&li proteinler;

PCNA: bolunen hicre nikleer antijeni; BoPok, DNA polimeraz; RNAPII, RNA
polimeraz Il; RPA, replikasyon protein A; XP, xessthapigmentosum.

2.2. Kardes Kromatid Degisimi

Biyolojik varliklarda bir kisim fiziksel, kimyasaleya farkli kaynaklardan ajan
mutajenlerin genom materyali Uzerinde hasarstahabilecgi uzun yillardan beri
bilinmektedir. Bu genotoksik etkileri gosterebilme& kantitatif olarak belirleyebilmek

icin bir cok test sistemleri gstirilmistir. Bu test sistemleri gerei vivo gereksein
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vitro ortamlarda kullanilabilmektedir. Bunlar igerisinee sik kullanilanlardan biri olan
KKD replikasyon esnasinda bir metafaz kromozomumkdamozom morfolojisini
degistirmeden kardgkromatidler arasinda g@simi ifade etmektedir. KKD testi hizl ve

glvenilir olmasinin yaninda duyarli ve basit bstte.

KKD testi, cevredeki atiklarin etkisini atamak icin 1957 yilinda Taylor ve
arkadalan tarafindan gedtirilmis olup, kisa sireli mutajenite ve karsinojenite lezst
arasinda en hassas ve en fazla kabul edilen ydmaéne gelmgtir (Taylor et al. 1957).
Mutajen ve kanserojenlerin KKD'yi artirgini belirtmelerinden sonra KKD yaygin
olarak kullanilmaya bdamistir (Perry and Evans 1975). KKD genetik hasarlar
hakkinda bilgi verebilen ve sitogenetikte oldukegyn bir kullanima sahip olan hassas
bir testtir (Ozturk 1995).

Mutajen ve kanserojenlerin toksik dozlarin altinddkzlarda meydana getirdikleri
genetik hasarlarin kisa zamanda, hassagekilde ve nicel olarak gésterilmesinin KKD
analizi ile mumkun olabile@ni belirtmiglerdir. Ayrica argtirmacilar bir maddenin
mutasyon meydana getirmesi ile KKD glununun uyariimasi arasinda lineer bigkili
oldugunu da belirtrmglerdir. Goruldgl gibi bir maddenin mutajen ve kanserojen olup
olmadginin belirlenmesi, bu maddenin KKD’ni uyarmgohin saptanmasi ile de
mumkun olabilmektedir (Carranet al. 1978). Ancak KKD’de ortaya ¢ikan agarin
uzun slre sonra yapilan kontrollerinde ise KKD'dekiartsin normale inmesjeklinde
dizelmelerin oldgu da tespit edilmgtir (Ikbal et al. 2003). Buradan dau fikre
varilabilmektedir ki, belli kimyasal veya fiziksatkiler arasinda genom materyalin
vermis oldusu KKD’deki artis yontundeki tepki, yine genom icerisinde kalici otfaa
da duzeltilebilecgidir. Su da unutulmamahdir ki, KKD aglarinin hangi durumda veya

ortamda duzelebilegeve hangi durumlarda kalici olagiakesinlikle bilinmemektedir.

2.2.1. KKD yontemini etkileyen faktorler

KKD frekansi sglikl insanlarda da belirli diizeyde goriilmektedirsan lenfositlerinde

KKD’nin ve KA'in temel sikliginda ksiden kiiye ve kiinin yasina, cinsiyetine, sigara



25

aliskanlgina, ygam sekline, meslgine bali olarak arttg1 gosterilmgtir (Latt and
Schreck 1980)insanda olgan KKD’ye, enfeksiyon, kimyasal maddeler, radyasyen
virisler de neden olabilmektedir (Garedt al. 1986). Tarim ile grasan ve pestiside
maruz kalan insanlarla bu hbjlklere maruz kalmayan bireyler arasinda yapilan
calismalar, pestiside maruz kalan insanlarda, yapisatayesal KA ler ile KKD'nin
yuksek oranlarda tekrarlargani gostermektedir (De Ferrat al 1991). Adriamycin ile
Down sendromlu hastalarda yapilan gaklarda, adriamisinin KKD’yi 6nemli
derecede artirgh bulunmytur (Gadhiaet al. 1991). KKD oranlari sigara icmeyenlere
gore sigara icenlerde (bayanlarda, erkeklerde nelgeplamda) daha yiksek ofginu
belirleyerek sigaranin KKD bazinda genotoksik etkidelirlemislerdir (Akbas vd.
2001). Sigara ve tutun kullaniminin KKD oranlariegisini inceledgi calismada
kontrol grubunda 5.48 olan KKD oraninin sigara leete 8.15'e ve pipo kullananlarda
10.12'ye yukselgini saptamgtir (Ghoshet al. 1987). KKD vyi etkileyen faktorler
asagidaki gibi siniflandirilabilir.

a) Ya: KKD sikhginda yain bir etkisi olmadii seklinde calgmalar yaninda,
cocuklarda KKD sikiginin yetigkinlere gore daha az oldunu gosteren yayinlar da
vardir (Baysakt al. 2003).

b) Genetik: Bircok kalitsal hastalikta (Bloom semdu vs.) KKD oraninin ¢cok argi
bilinmektedir (Baysakt al. 2003).

c) Diyet: Sigara kullanimi ve kronik alkoliklerdeKlO sikhginda artg bildirilmi stir
(Ganttet all. 1978).

d) ilag kullanimi Kullanilan birgok ilacin (Penisilin, Nitrofrontoias.) KKD siklgini
arttirdigl yonuinde bulgular bulunmaktadir (Baysahl. 2003).

e) Hastallk ve EnfeksiyonBehcet hastgh, anklizon spondilit vb birgcok kronik
hastalikta, viral enfeksiyonlarda KKD sikinin arttgi gosterilmgtir (Baysal et al.
2003).

f) Kanin calsma zamani:Alinan kanlarin 24 saat icerisinde g¢dmasi onerilmgtir
(Baysalet al.2003).
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g) Diger: Insektisitler, Peptiside, X-ray, UV ve petrol urtigibi kimyasal ajanlarin
dahil olduu cevresel faktorlerin KKD oranini arttigal bilinmektedir (Baysalket al.
2003).

2.2.2. KKD’nin olus mekanizmalari

ic veya dy etkenlerin etkisiyle hiicre DNA’sindaki gigikliklere bagl olarak meydana
gelen KKD’lerin ol mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Birgok sareci

tarafindan dgisik modeller 6ne surulniir.

Loveday ve Latt tarafindan dne sirtlen modelde,birecift sarmalda tek zincir ki
olusmakta ve ciftlerden birindeki bir zincir ile karDNA'nin tamamlayici zinciri
arasinda gerceldmektedir. Kalip DNA’dan timidin yerine 5-bromodeaksdine
(BrdU) alinarak komplementer DNA zinciri sentezlesktedir Qekil 2.2.2.1).
Rekombinant heterodubleks uclar ghakta, sentezin ilerlemesiyle heterodubleks
bolgeler uzamaktadir. DNA molekulintin kirllma vekrgg tamir edilme noktasi
etrafindaki rotasyonu ile X formasyonu meydana @gdfiedir. Bu yapidaki ¢entiklerin
olusmasi ve bunlarin ligazla big#rilmesi sonucu her iki zincirde BrdU ve her iki
zincirde timin iceren iki rekombinant yapi efuaktadir §ekil 2.2.2.2 veSekil 2.2.2.3).
Bunlar farkli boyanarak KKD’lerin goriinir hale gedsini sglar (Latt and Schreck
1980). Bu yontemde timidin bazinin analoolan BrdU replikasyonu aksatmadan
DNA’nin yapisina girer. BrdU mevcudiyetinde, repldyonun ilk siklusunda iki kargle
kromatidden yalnizca birisi BrdU icerir,@iri icermez. BrdU’nin timinin yerine girgi
kromatidde boya RQgama kapasitesi azalgtwr. Giemsa ile boyaninca ayri
fizikokimyasal 6zellikler tasyan BrdU ve timidin iceren DNA bdlgeleri farkl fafite
gosterdginden, iki karde kromatidden BrdU iceren DNA bdlgeleri daha az ahal
aclk tonda boyanmasiyla kagdaomatidlerin ayrilmasi mamkuin olmaktadir (Zakharo
et al, 1974).

1973'de Latt floresan bir boya olan Hoechst—33288rnsan kromozomlarinda karxde

kromatidlerin farkli tonlarda boyangini gostermitir (Allen and Latt 1976). Sonucta
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BrdU’li kromatid giemsa ile acik boyanirken, kagdgomatidi koyu boyanmgiolarak
gorilecektir.

Karilima
Nolktalar

Sekil 2.2.2.1 Loveday ve Latt isimli arduricilara gére KKD olg mekanizmasi

1-Timin iceren kalip DNA Timin yerine BrdU alinarakentezlenen koplementer DNA,
2-Her bir dublekste tek zincir k@n olusmasi ve zincirlerin krosing-over sonucu karde
DNA dubleksinin zinciri ile birlgmesi,
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3-Sentezin ilerlemesi ile timin ve BrdU igeren hetubleks zincirlerin olgmasi,
4-Molekulin krosing-over noktasi etrafindaki rotasy ile X formunun meydana

gelmesi,

Enme Kuilma

|
b
BrdU varhginda 2. replikasyon
5 l  —

Sekil 2.2.2.1.Loveday ve Latt isimli arduricilara gore KKD olg mekanizmasi

5-Molekulin Krosing-over noktasi etrafindaki rotasy ile olgan X formununda enine
kirllma meydana gelmesi,

6-Krosing-over noktasinda kirilmalarla ¢dun kirik parcalarin birbirleri ile g de
kardelerinin parcalari ile birlgiriimesi sonucu ayni dubleks lzerinde timingafinde
BrdU iceren bolgelerin olimasi,

7-Ortamda BrdU mevcutken 2. replikasyonun gecirdimee sadece BrdU iceren

koplementer zincirlerin sentezlenmesi,
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8-Her iki zincirinde BrdU iceren bolgelerin soluker iki zincirinde timin veya bir
zincirinde BrdU, dgerinde timin iceren boélgelerin koyu boyanmasi sondkD

gozlenmesi bu mekanizmanin esasinstolumaktadir.

Sekil 2.2.2.1 Loveday ve Latt isimli arduricilara gore KKD olg mekanizmasi

9-Molekulin krosing-over noktasi etrafindaki rotasy ile olgan X formununda
boyuna kirilma meydana gelmesi,

10-Krosing-over noktasinda kiriimalarla ghm kirik parcalarin birbirleri ile ¢d de
kardelerinin parcalari ile birlgtiriimesi sonucu ayni dubleks Uzerinde timingetinde
BrdU iceren bolgelerin olimasi,

11-Ortamda BrdU mevcutken 2. replikasyonun gecesimve sadece BrdU iceren

koplementer zincirlerin sentezlenmesi,
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12-Her iki zincirinde BrdU iceren bdlgelerin soluker iki zincirinde timin veya bir
zincirinde BrdU, dgerinde timin iceren boélgelerin koyu boyanmasi sondkD

gozlenmesi bu mekanizmanin esasinstolumaktadir.

KKD olusum yerleri aktif replikon veya replikon kiimelerister) ile iligkilidir. KKD,
tahminen ayni kromatid tzerindeki homolog yerdeunah DNA replikon drtnlerinin
intrakromozomal ajverisidir. KKD ni olusturan replikon kiimeleri 10-100’er adetlik
DNA replikasyon unitelerinden (replikonlardan) glu. Bu replikonlarin her biri 100
kilobaz (1 kilobaz=1.000 bazlik DNA segmenti) uayinindadir (Ikbalet al. 2003).
Boylece bir clusterin biyukfii 1-10 megabaz (1 megabaz=1.000.000 baz) olarak
hesaplanabilir, bu da yakl& olarak yiksek rezolusyonlu bir kromozom bandkida
DNA miktarina aittir. Bu durumda clusterlersik mikroskobu ile gérilebilecek
blyuklige ulamis olurlar (Ikbal et al. 2003). Boya replikasyon kimeleri arasindaki
birlesme cizgileri, KKD formasyonunagédimli kararsiz yerler oldgunu belirtmektedir.
DNA hasarlan replikon kiimelerindeki replikasyontajenda bir engel okiurarak o
segmentte replikasyonu durdurabilir. Replikasyonikh yone da@ru ilerledigi
distnulirse yeni sentezlengribir segmentle eski bir segment u¢ uca gelebiliKi®
gerceklgebilir. Bu tur bilsimlere DNA'daki ¢ift zincir kiriklari da neden oldib,
bunlar da KKD olgumuna yol acar (lkbadt al. 2003).

2.3. Serbest Raikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, son yoringelerinde pgilfl@ams elektron iceren molekil ya da
atomlardir (Woodet al 2001). Elektronlarin bu dizilimi kararsiz olglindan radikaller
hizli bir sekilde diger molekullerle veya radikallerle reaksiyona gikedeararli bir
konfigirasyon olgturmaya cakirlar. Bu reaksiyonlar sonucunda ghm en etkili
serbest radikaller ROT’dir (Basat al 1999; Wood®t al 2001).

Organizmalardaki en aktif ROT dureticileri fagositdzicreleridir. Cesitli metabolik
yangilarla uyarildiklarinda, oksijeni indirgeyeréidroksil radikali (OH), hidrojen
peroksit (HO,) ve superoksit (&) gibi ROT’lari olutururlar. Diger ROT kaynaklari;
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yine oksijenin katildiit mitokondriyal elektron tama zinciri, doymansi yag asitlerinin
ve katesolaminlerin oksidasyonu ile NADPHgbali oksidazlardir (Baset al 1999;
Thannickal and Fanburg 2000).

ROT uretimi hem ekzojen hem de endojen kaynakbibteektedir. Ekzojen kaynaklar:
Hava kirleticiler, dgal zararli gazlar (ozon, oksijen), iyonize ve ngarize radyasyon,
ilaclar, alkol, patojenik bakteri ve virtusler (Halell and Gutteridge 2001).Endojen
kaynaklar: Mitokondrial, endoplazmik ve nikleafektron transport sistemlerinde
(Sitokrom P450), peroksizomlardajonosit ve notrofillerin fagositozu gibi normal

metabolik olaylar sirasindaol miktarda serbest radikal dretilir (Akkd996).

ROT Baslangi; Tetleme Proneoplastik Hicre
GeriDentgimtis . ) Fokal lezyon
s DNAHesan . ogns (7

'—P‘,‘__f ) —= < ILEELEME

Marmal LITA Tamitt Baglangg Apoptosts e

. Hitctesi .
Hiicre (ren Détiigimsiiz
an

B :

F Neoplastik Hicre
“ Duturu

E Apoptoss

= Hekrosis

F

k=)

:

E [ 11 (1}
=l ] L, Tiimor

Drtsitk Orta Titksek
Clesidatif Stres Seviyest

Sekil 2.3.1. Oksidatif stres seviyesinin hicrelerde meydanardjgtietkiler (Valko et
al. 2006)
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Sekil 2.3.1. de goruldgil gibi oksidatif stresin diilk seviyede olmasi timoér glumunu
tesvik ederken, orta seviyede mutasyonlara, yuksekysde oksidatif stres ise hcre

olumlerine neden olmaktadir (Vallat al. 2006).

Cizelge 2. 3. 1Papas (1999)’'a gbére ROT nin glumu (Turna 2008)

Aktif oksijen tirleri Olu sum

Superoksit(@) Oksijenin, enzimatik veya nonenzimatik
yolla bir elektron reduiksiyonu

Hidroksil radikali (HO") Suyun radyolizi, HO.'in metal-katalizli
parcalanmasi, NO ve Cetkilesmesi

Alkoksil ve peroksil radikalleri (LO),

o Hidroperoksitleri metal-katalizli
(LO,") y

parcalanmasi

Hidrojen peroksit (HO,) (?ESS;OSI;S()IEE dismutasyongekerlerin

Demir-oksijen kompleksi Hemoglobin, Miyoglobin, vb.

Fotosensitizasyon ile oksidasyon,
peroksil radikalleri arasindaki
biyomolekiler etkilgimler, hipoklorit ve
hidrojen peroksit reaksiyonu

Singlet oksijen t0,)

Lipit ve protein hidroperoksitler Lipit ve proteinlerin oksidasyonu

Nitrojen dioksit (NOy) Peroksil radikali ve NO reaksiyonu, hava
kirlili gi ve sigara

Nitrik oksit (NO) Nitrik oksit sentaz, nitrozo tiyol ve hava
kirlili gi

Tiyil radikalleri (RS) Tiyollerden hidrojen atomu transferi

Protein radikalleri Proteinlerden hidrojen atomansferi

ROT lerinin balicalari stperoksit radikali, hidrojen peroksitdioksil radikali, singlet

oksijeni, peroksil ve alkoksil radikalleridir.
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2.3.1. Suiperoksit radikali (;*)

Nordberg ve Arner (2001)a gbre molekiler oksijenndirgeyici bir ajandan bir
elektron almasi sonucu stperoksit radikaly*(PDolusur. Cok reaktif bir serbest radikal
degildir. Stperoksit nétral cozeltilerde negatif yudlir, lipit membranlara penetre olma
Ozelligi yoktur, biyomembranlari sadece anyon kanallatuyla sabilmektedir ve bu
nedenle uretildii kisimda kalmaktadir (Turna 2008).

Superoksit radikali oktugu yerden fazla uZa gidemez. Superoksit, bir serbest radikal
olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla hasaeremez, asil 6nemli olan, .8,
kaynai ve gegg metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Supesdkradikali sulu
cOzeltilerde HO, olusturmaktadir. Stperoksitlerden biri elektronlaringedine verir,
bdylece birinci stperoksit {ye okside olurken ikinci stperoksit,B.’e redukte olur.

Bu reaksiyon dismutasyararak adlandirlir (Gutteridge and Halliwell 1994)

SOD

20"+ 2H H.0, + O,

Superoksit genel olarak anyeeklinde tarif edildgi halde ortamin pH sina plaolarak
protonlanarak katyon haline dggibilir. Bu durumda perhidroksi radikali (HDismini
alir (Cherubiniet al. 2005).

Superoksit radikalinin kimyasal davraninerede c¢ozungiiine gére d@sir. Suda
superoksit ¢cok reaktif @ddir. Bazen bir elektron alarak okside edici ajatarak
davranabilir. Buna 6rnek olarak askorbik asidinitdesmesi verilebilir (Gutteridge and
Halliwell 1994).

Askorbik asit + (Q*) —— Askorbik asit radikali +,8,
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Artmis suUperoksit dizeyleri ise SOD enzimiyle;®d ve oksijene dongitrulerek
azaltilir. Boylece hiicresel superoksit dizeyi &dmtrol altina alinng olur (Cherubini
et al 2005).

2.3.2. Hidrojen Peroksit (HO5)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak ikiektron indirgenmesiyle ya da
superoksitlerin enzimatik veya non-enzimatik disasybnu tepkimeleri sonucu alur.
Yapisinda genmems elektron icermegiinden radikal 6zellik tamaz (Halliwell and
Gutteridge 1984). Uretildi bolgede kalan stiperoksitin aksine membranlarieggec
sitozole diffiize olan ve uzun 6murlt bir oksidaarak bilinir. Bu nedenle stperoksitin
ulasamadg membranla korunan yapilara kolaylikla gahilir. Burada stperoksitle
reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici ratli@lan hidroksil radikali olgturmak
Uzere kolaylikla yikilabilir (Cherubineét al 2005). Hidrojen peroksitin oksitleyici bir
tur olarak bilinmesinin sebebi demir, bakir gibitaleyonlarinin varlginda hidroksil
radikalinin dncull gibi davranmasidir (Halliwelt al1984).

2.3.3. Hidroksil radikali (OH *)

Biyolojik sistemlerin tanidii en reaktif tlir olan OH su dahil, ortamda rastla@giher
molekdil ile tepkimeye girer. Butiin bu tepkimeler QH eslenmemi elektron iceren
dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanira{liivell et al1984). Aminoasitler,
nikleik asitler, organik asitler, fosfolipitler weekerler gibi biyokimyasal maddelerin
bircoguyla reaksiyona girebilirler. Hidroksilin yarilann@enri ¢cok kisadir (Cherubieit
al. 2005). Baka yere go¢ edecek kadar uzun émurlgilde (Gutteridge and Halliwell
1994).

Biyolojik sistemlerde hidroksil radikali bircok rksiyon ile olgabilmektedir. FE"tn
stiperoksitle indirgenip F& olmasi ve F& ‘nin H,0, ile reaksiyona girerek OH

olusturmasi fenton reaksiyoralarak bilinir (Gutteridge and Halliwell 1994).
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Fe®+0,"— » FE+0O,

Fe3+ OH® + OH

Fe™? + H,0,

Dogal enzimler ve glutatyon yetersiz dizeyde iselgvesoksit ve hidrojen peroksit
ortamda serbestimis halde bulunan F& veya Ci? katalizorligiinde birbirleriyle
reaksiyona girerek en glcli radikal olan Okholekilind olgturur. Bu reaksiyona

Haber-Weis reaksiyonu denir (Aruoragal 1991).

Fé

Oz.“ + H,O, O+ OH® + OH"

Hidroksilradikali ylksek enerjili iyonize radyasyoile suyun radyolizi sonucu
olusabilmektedir (Gutteridge and Halliwell 1994). Hi#lsdl radikali, UV ile indiklenen
hidrojen peroksitin O-O Rgarinin homolitik kirilmasi sonucu da ghaktadir
(Halliwell and Gutteridge 1996). Hidroksil radikaiin sebep oldgu en 6nemli hasar,
lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikimcir reaksiyonudur. Hiicre zari su
icermedginden OH'In baslica hedefi yg asitleridir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu
zarin yapisini bozar ve gecirgenti artirip hiicre 6limune sebep olabilir (Nishiyaeta
al. 1998).

2.3.4. Singlet Oksijen t0,)

Singlet oksijen, molekiler oksijenin yiksek enelgi uyariimg formudur. Oksijenin
enerjetik olarak uyarilan bu formunun reaktivitegdk yuksektir. Singlet oksijen
molekiil yapisinda iki adetsienmemi elektron tair. ihtiva ettgi yiksek enerjiyi
cevreye dalga enerjisieklinde vererek yeniden oksijene déeliilir veya kovalent

tepkimelere girerler (Stahl and Sies 2002).
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2.3.5. Peroksil (ROO) ve Alkoksil (RO®) radikalleri

Karbon merkezli radikaller, lipit, nukleik asit, Heonhidrat, protein gibi biyolojik
molekdllerin hidroksil grubu ile reaksiyona girmesbnucu olgur. Bunlar hizli bir
sekilde Q ile reaksiyona girerek peroksi radikalini (RQOolusturur. Peroksi
radikalinden de alkoksil radikali (R olusabilir. Peroksil radikalleri askorbat ve
NADH'I okside etmekte; oksijen vaginda NADH'In oksidasyonu ise superoksit
olusumuna yol agmaktadir. Peroksil radikalleri ayrigagket oksijen olgturmak tzere

birbirleriyle reaksiyona girebilmektedir (Halliwedind Gutteridge 1996).

Genel olarak hiucredeki ROT'nin glumu ve olgan ROT'nin hasar meydana getgdi
hiicre yapilarn ve bunlan etkisiz hale getiren @kgtidan sistemlegekil 2. 3. 5. 1'de
gosterilmitir. Ayrica antioksidan 6zefie sahip SOD, GPx, glutatyon rediuktaz (GR)
gibi enzimlerle GSH in ROT leri ile etkif@mi ile Fe atomlarinin etkisid8ekil 2. 3. 5.

1 de gosterilmstir.

2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, genel olarak serbest radikalsamunu engelleyen maddeler olarak
tanimlanmglardir (Powell 2000). Antioksidan savunma sisteriicrie ici ve hiicre di

olarak ikiye ayrilr.

a) Hucre ici savunma sisteminin enzimatik antio&sidri, SOD, CAT ve GPx'tir.
Enzimatik olmayan hiicre ici antioksidanlar; GSH, nmbeanlara bglanabilen a-
tokoferol vep-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin Veutindir (Woodset al
2002).

b) Hicre dg1 savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbeslikal yokedicileri ve Zn
gibi iz elementlerden ofur (Armstrong 1998).



37

SERBEST RADIKAL OLUSUMU &
. ER \ Mitachandrion |
inﬂamsynn - 2 AR i I
il T = Solunum Zinciri Enzimleri
Radyaston Oksidaz (W
Oksijen Toksiditesi sl sk T
Kimyasallar B —=—  hitolojik Enzimler
Reperfiizyon NADPH Peroxisome .
Yaralamma Oksilaz b Oksilulr
0,
ReaktifOkitjn Reaktif Ok N
Tiirlel"i Tiirleri FEh |'Eﬂ[C'I'I r’E”
: , ; ; 800
0y, H,0,, OH 0y, H;0,, OH 05— My T O + OF
Bittin Memhrantar f.atalas% {3'“'“‘_’;“”9 H0
i Vitamin Ave E ke
Al 6556 263H

; -Karvie
Pemks@:asynnu p X H0 Glutathione
% N\ faductase
Maga)
] 6“.\ ; M\ Mitokendri
i nitozol 3 40D
[

{ 0D (P
l 5 Vitamin .
i GPI J
e ' Ferritin JJ_-,, Peroksizom
) Seruloplazmin ¢ Katalar
i 1.
DNA Protein Capraz Bagluntuve
Knlmalan  Kirlmalan
SERBEST RADIKALLERIN HUCRE SERBEST RADIKALLERIN NOTRALIZASYONU

HASARI

Sekil 2.3.5.1 ROT ve antioksidanlar (Erdemli 2006)

Canli hucrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidve DNA gibi oksitlenebilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirabiteaddelere antioksidanlar ve bu
olaya antioksidan savunma deritsanda belli bgi hiicre ici antioksidanlar SOD, CAT
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ve GPx enzimleridir. SOD’un yapisinda bakir, ¢cinke manganez, GPx'de ise
selenyum iyonu bulundwndan bu enzimler metaloenzim olarakta adlandanliHtcre

ici ortamin aksine htcre @i ortamda antioksidan savunmadan E ve C vitamini,
transferrin, seruloplazmin, albumin, bilurubipskaroten sorumludur. SOD, GPx ve
CAT enzimlerinden ayri olarak E ve C vitamini dechal i¢ci antioksidan Ozellige
sahiptir. Her ikisi de hiicre membranlarindaki lipgroksidasyon zincir reaksiyonlarini
kiran antioksidanlardir. Hicre ici ortamin aksirf@jcre dgi sivilarda enzimatik

antioksidan sistemin aktivitesi sinirhdir (Halliiv&991).

Antioksidan bilgiklerin etki sekli ve etkinlik diizeyi oldukca farklidir. Genelde
antioksidanlar reaktif oksijen ve nitrojen tirlenntemizlenmesi, oksidatif stresle
hasarlanny dokularin tamiri, dier antioksidanlarin onarimi veya yenilenmesi veainet
selasyonu gibi oldukca farkli etlgekillerinden birini veya birkacini ortaya koyarlar.
ideal bir antioksidan bilinen bu etkiekillerinden birggunu yerine getirebilme
Ozelligine sahiptir (Biewengat al 1994).

Cherubini ve arkadgarina (2005) gore biyolojik sistemlerde oksidamiayikimi ve
olusumu arasindaki denge, hiicre ve dokunun biyolojiibliiginiin sirddrtlmesinde

onemlidir. Antioksidanlar dort farkli mekanizma d&sidanlari etkisizlgirirler:

1. Temizleme (Scavenging) etkisi: Oksidanlar zénfmolekule ¢evirmgeklinde olan

bu etki enzimler tarafindan gercegielir.

2. Baskilama (Quencher) etkisi: Oksidanlara birdjeh aktararak etkisiz hale getirme

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoitler &undan yapilir.

3. Onarma etkisi: Serbest radikallerin meydanadigtizararli etkinin onariimasidir.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlari @ayarak fonksiyonlarini engelleyengia
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin veviEamini tarafindan
yapilir (Turna 2008).
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2.4.1. Enzimatik antioksidanlar

En 6nemli enzimatik antioksidantlar SOD, CAT ve GiPx

2.4.1.a. Superoksit Dismutaz (SOD)

Hucre ici antioksidantlarin en énemlilerinden hiricdAntioksidant bir enzim olan SOD
0" yi Oy'ye ve daha az reaktif olan,B.'ye katalizler. 1939’larin bgarinda izole
edilen SOD un antioksidant aktivitesi 1969'da Mc€ee Fridovich tarafindan tespit
edilmistir (Mc Cord and Fridovich 1969)nsanlarda SOD enziminin 3 formu vardir.
Sitozolde bulunan Cu ve Zn-SOD, mitokondride buiudn-SOD ve ekstraselular
SOD (EC-SOD) dur (Landis and Tower 2005).

SOD

|

2C" +2F ——» L0, +C, (pH 4.1-9.5)

Cu-Zn SOD: Genellikle sitozolde ve lizozom orgaeetide bulunur. Cu-Zn SOD
enzimi 32 kDa molekul@rhginda iki alt birimden olgmustur. Her bir alt birim bakir
ve cinkodan olgan kiime halinde iki cekirdekli aktif bolge bulundurEnzim aktivitesi
pH'In 5-9.5 olmasina kgadir. Cu ve Zn atomlari arasindaki kdpru histamisé&lanir.

Cu-Zn SOD’un antioksidan savunmada ilk sirada {éagma inanilir (Mates 1999).

Mn-SOD (Mitokondrial SOD): Mitokondride bulunur veofaktoriic mangandir. Mn-
SOD’lar bakterilerden yiUksek yapili organizmalard&a pek c¢cok kaynaktan izole
edilmistir. Yuksek yapili organizmalardan elde edilen tMn-SOD’lar tetramerdir ve
her alt tinitede bir Mif iyonu icerirler (Fridovich 1985). Mn-SOD en etkiititiimor

aktiviteye sahiptir (Behrend 2003). Mn-SOD 96 kDalekil girligindadir (Mates

1999).
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Ekstraseluler SOD (EC-SOD): Tetramerik bir prot@indekstrasellilar bélimlere
salgilanir. Heparin bir domaine sahiptir ve hicrézeyindeki heparin silfat
proteoglikanlara h#anabilir. Cu-Zn SOD enzimi gibi EC-SOD enziminine d
kofaktdrleri cinko ve bakirdir (Mates 1999).

Bu Uc¢ ¢git SOD enziminin dyinda son zamanlardatreptomycékerde kefedilen Ni-
SOD enzimi vardir. 117 aminoasitlik ktguk bir priag sahip bu enzim ger SOD

enzimleri ile sekans homolojisi géstermemektedar(Bdeau 2004).

2.4.1.b. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olanidir. Hiagi hidroperoksitlerin  yok
edilmesinden sorumludur (Armstrong 1998),CGdi suya cevirerek methemoglobin
olusumunu engeller (Kalaycgu vd. 1998) ve membran lipidlerini peroksit anyoau
karsi koruyarak hiicre membraninin batigiat korur. E vitamini ile sinerjik etkigami
s6z konusudur. GPx ayrica buyume, geé ve Ureme icin gerekli bir iz element olan
selenyumu yapisinda bulundurur. Selenyum ekgikh, bu enzimin aktivitesini
azalttgi bilinmektedir (Brigelius and Flohe 1999; Karagdl 2000).

GPx ilk kez 1957'de Mills tarafindan tanimlargim. Glutatyon sisteminin ilk enzimi
olan GPXx, lipit peroksitlerini daha az toksikgyasitlerine indirger, bunu yaparken de
GSH'u kofaktor olarak kullanir (Bukan 1999).

GPx
ROOH + 2GSH—— ROH + GSSG + kD

GPx

2GSH + HO, 2H,0 + GSSG
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Mates (1999)’ e gore ucg peptidli glutatyonu (GSHN&i oksidize formuna (GSSG)
oksidize ederken sitozol ve mitokondrideki SOD fiam@an Uretilmg olan hidrojen
peroksidi de ortadan kaldirabilme Ozghie sahiptir. GPx'In selenyum @anh ve
selenyumdan @amsiz olmak Uzere iki tipi vardir. Farkli substaatl kullanirlar.
Selenyum bgmli formu sitoplazmada bulunur ve gk bir kapasiteye sahiptir.
Selenyum bgmsiz formu ise organik hidrojen peroksitleri kallave daha yuksek bir
aktiviteye sahiptir. Glutatyon metabolizmasi ansiolant savunma sistemlerinden en
onemlilerinden biridir.insan dokulari major peroksit uzaklastirici enzirarak GPx

icermektedirinsanlarda selenyumadie4 farkli GPx vardir (Turna 2008).

CAT ve SOD bgica membranin hidrofilik bdlgelerinde etki goésteriGlutatyon

peroksidaz ise hidrofobik membran komponentleriiggg peroksidasyonuna ksr

indirekt olarak koruyucu etki yapmaktadir. Dolaylalglutatyon peroksidaz, CAT ve
SOD’un kombine bulundiu durumlarda serbest radikal ataklarina skahntcre

batinliguinin korunmasinda daha etkili olmaktadir (Mates9)9& vitamini yetersiz
oldugunda membrani peroksidasyona skaGPx korur. Eritrositlerde en kuvvetli
antioksidandir (Chaet al. 2002).

2.4.1.c. Katalaz (CAT)

Sumer ve Dounce tarafindan 1937’de kristalize halfttirildi. Her biri bir prostetik
grup olan ve yapisinda Pe bulunduran dért hem grubundan ghus bir
hemoproteindir. SOD’un olgurdusu H,O,'yi peroksidazlarla beraber oksijen ve suya
parcalar (Mates 1999).

CAT
2H, 0, ———» 26D+ O,
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2.4.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.4.2.a. Glutatyon (GSH)

GSH ise onemli bir intraselller antioksidandir. @ks edilmi sekli, serbest
radikallerinin inhibisyonunda (Boehmet al 1992), indirgennsi salfidril gruplarinin
stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatin refesyonunda gorevlidir (Armstrong
1998). Ayrica GPx'in kofaktdru olarak da gorev yaffdoehmeet al. 1992).

2GSH + HO, GSSG + 2HO

Glutatyon sitozolde bol miktarda bulunur. Sitozolde11 mM), nukleusta (3—15 mM)
ve mitokondride (5-11 mM) bulunur, ayrica suda ¢ighilir (Masellaet al 2005).
Tabiatta yaygin bisekilde bulunan bu sulfirli bilesik 1921 yilinda Haps tarafindan
kesfedilmis ve glutamil-sisteinden ibaret bir dipeptit ofsluzannedilmgtir. Ancak 1929
yilinda kristal halde elde edildikten sonra yaprsitripeptit oldgu anlgiimistir
(Gozukara 1997). Glutatyon sistein iceren bir fogek olup glutamat, sistein ve
glisinden sentezlenir. Glutatyon hicrelerde en lgolkinan protein gi endojen tiolddr.
Doku GSH duzeyi sadece senteze katilan enzimlafitalan dizenlenmez, tiol iceren
aminoasitlerin yeterince olmasi da olduk¢ca ©Onemli@arcell 2002). GSH’In
antioksidan 6zelii bulundurdgu —SH grubundan veya koenzim veya kofaktér olarak
gorev yaptgl enzimlerin ROT lerini etkisizlgtirmelerinden kaynaklangh bildirilmi stir
(Jansseret al. 1993)./n vivo sentezlenebilen ve ince pesaktan kismen emilebilen
GSH endojen ve eksojen bir antioksidandir. Glutaty@SH-transferaz ve peroksidazlar
icin bir substrat olup ksenobiyotik ve ROT'nin desdikasyonuna katilir. Ayrica,
antioksidan etkili C ve E vitaminleri Uzerinde odézeyde koruyucu etkiye sahiptir
(Parcell 2002)GPx GSH’ In GSSG’ ye oksitlenme reaksiyonunu kakadi GSH ile
GSSG arasindaki dinamik dengenin korunabilmesi ghitatyonun oksitlenngiformu
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(GSSG) glutatyon rediktaz (GSSG-red) enzimi ile @SHKdirgenir ve kofaktor olarak
NADPH kullantlir (Luberda 2005).

GPx

2GSH + HO, GSSG + 2HO

GR
GSSG + NADPH + H 2GSH + NAD

GSH eksiklgi hiicre olumine yol acabilir. Kargar iki GSH havuzuna sahiptir.
Birincisinin yari émri 2—-4 saat ve sitozoliktir,inkisinin yart émri 30 saattir ve
mitokondriyaldir. Okaryotik hiicrelerde GSH’nin %98itozolde, %10’u mitokondride,
cok azi da endoplazmik retikulumda bulunur. GSHidd&syonu, apoptozis strecin
erken belirticidir ve metabolik sinyal gibi davrdmi@r. GSH, DNA sentezinde ve hasarl
DNA parcalarinin onarilmasinda, metabolik fonksigom yerine getiriimesinde,
zehirli maddelerin inaktif hale dostiirilmesinde ve serbest radikallerin olasi

hasarlarinin 6nlenmesinde gérev yapmaktadir (Masehll. 2005).

2.4.2.b. A Vitamini

Suda ¢6ziinmeyen, §da ve organik ¢ozuculerde ¢ozinebilen bir maddéduitamini
bir primer alkol grubuna ve ¢ok sayida doymg@basa sahiptir. Buyimede etkili olan A
vitamini alkol (retinol), aldehit (retinal) ve aditetinoik asit) formlari mevcuttur (Keha
vd. 1997). Ayricau-karoten iley-karotenin birlgmesiyle bir molekil A vitamini olgur.

A vitamini karacgerde y& asidi estergeklinde depo edilir. A vitamini biylime, gérme,
ureme ve epitelyum hucrelerinin gamligi fonksiyonlarina sahiptir. Karaggr, yas,
yumurta sarisi A vitamini, sari ve koyusilesebze ve meyveler ise A vitamininin énci
maddesi olan karotenler bakimindan zengindir (TU2817). A vitamini singlet oksijen

1985).
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2.4.2.c. C Vitamini (Askorbik Asit)

C vitamininin kapali formuli gHsOg olan ketolaktondur. Suda ¢6zinebilen C vitamini
Ozellikle ysail sebze, patates ve meyvelerde bol miktarda buluBagirsaklardan
kolayca emilir. C vitamini eksik@inde skorblt hastah olusur. C vitamininin fazlasi
ter ve idrarla dian atildgi icin depo edilemez (Tuzun 1997).

Askorbik asit; molekller oksijen, nitrat, sitokroave c bilgiklerinin indirgenmesine

neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikaltedksiyona girebilme kabiliyetindedir.
Plazmada oksidan ajanlara §aik antioksidan savunmayi afturur. Superoksit ve

hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onlarinzleyen bir antioksidan olmasinin
yani sira tokoferoksil radikalinin tekrar tokofezalonigmesini sglar. Bu sirada kendisi

de dehidroaskorbata oksitlenir (Cheruk@nal 2005).

C vitamini yetersizki durumlarinda olgan tokoferoksil radikalleri tokoferole
donsmek icin GSH ile reaksiyona girerek bdylece hicked&SH miktarini
azaltacaktir. Yine plazma C vitamini gik (0.2 mmol/L’den diilk) oldygu zaman
oksidan etki de gosterebilir. Stiperoksigidda Fé® 'ii Fe™ye indirgeyen bgka bir
ajandir. Busekilde demiri Fenton reaksiyonuna girmeye uygure lgdtirerek bdylece
plazma duzeyleri diiik oldusu zaman superoksit Gretimine katkida bulunur (Cihieru
et al 2005). C vitamininin iki ana formu vardir: 1. Iskorbik asit gicli indirgeyici
ajandir. 2. L-dihidroaskorbik asit (DHAA) ise oksidlormudur. C vitamininin kanserin

onlenmesinde kullanilabilegedistiniimektedir (Deckeet al 1999).

2.4.2.d. E Vitamini

E vitamini ilk olarak Evans (1938) tarafindan bulwstur. Yagda c¢oOzinen bir
vitamindir ve 8 farkli formu vardir. Membranlardaksigen radikallerinin ana

temizleyicisidir. Insanlarda en aktif forma-tokoferoldiir ve ¢ok kuvvetli bir biyolojik
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antioksidandir. En temel antioksidan 6zglllipid peroksidasyonuna kgr koruma
salamasidir (Pryor 2000).

E vitamini dgal olarak alfa, beta, gama ve delta, gibi cesittinflarda bulunmaktadir.
Bunlar icerisindea -tokoferol en geni dogal dgilima ve en yiuksek antioksidan
aktiviteye sahiptir (Akkg 1996). Bitkisel yglar E vitamini yonuyle zengin, karaar
ve yumurta E vitamini bakimindan orta zenginliktedDzer 1996). Zincir kiric
antioksidan olarak fonksiyon gortr. Hidrofobik kigra hidrojenini kolaylikla verebilen
OH grubu bgidir. Bu yizden lipit peroksidasyonu sirasindasafu peroksil ve
alkoksil radikalleri yg asidi yerinea-tokoferolle birlgir ve reaksiyon zinciri kirilmsi
olur. Béyleceu-tokoferol yeni bir radikal olan-tokoferol-O%e dénisturiilmis olur. Bu
radikalin ise bgka bir yg asidiyle birl@ebilme aktivitesi dgiktlr. Sonugta zincir
reaksiyonu durur. Okan bu tokoferoksil radikali membran ylzeyinde abKorasitle

(C vitamini) reaksiyona girerek tekrar tokoferokndsmektedir (Chaet al 2002).

Analizlere gore gunlik 400 IU miktarinda alinmaagl&k riskini artirirken, 200 U

alinmasinin gaik riskini artirmadgi gibi faydasi vardir (Valko 2006).

a-Tokoferol-OH + ROO a -Tokoferol-@ + ROOH

o -Tokoferol-O +Askorbik Asit—» o —Tokoferol+Dihidroaskorbik asit (DHAA)

E vitamini peroksit ve hidroperoksitleri hidrojeryonu ile doyurarak peroksit
radikallerinin aktivitesini azaltir (Celilet al 1996). Tokoferoller singlet oksijen ile
reaksiyona girerek membranlari bunun zararingi Kesrumaktadir (Halliwellet al
1996).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. KKD Analizi

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

- RPMI-1640

- Fitohemaglutinin (FHA)

- Fetal Bovine Serum (FBS)

- L-Glutamine

- Penisilin-Streptomisin (PS)

- Kolsemid soliisyonu (Biological Industries)
- KCI (MERCK)

- KH,PO, (MERCK)

- Na,HPQ, (MERCK)

- Giemsa boyasi (MERCK)

- Asetik asit (MERCK)

- Methanol (MERCK)

- 5-Bromo-2-deoksiuridin (BrdU) (Sigma)
- Hoechst 33258 (Sigma)

- Aflatoxin B; (Sigma)

- Vitamin A

- Vitamin C

- Vitamin E

- DMSO (Dimetil sulfoxide)

b) Kullanilan alet ve cihazlar

- Elektronik terazi (Precisa 160 M)
- pH metre (Jenway 3010)
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- Santrifilj (ntive CN180, NF048)

- Mikroskop ( Olympus BX2)

- Mikroskop ( Nikon)

- Kromozom Goartntileme (Nikon)
- UV kaynal

- Su banyosu (Nlive BM402)

- Isitmali manyetik kagtirici (Velp Scientifica)
- Cam erlen mayer

- Cam mezur

- Camsale

- Plastik pastor pipeti

- Kaltar tapleri

3.1.2. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

AFB; ¢Ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg AFB %10’luk 10 mL DMSQO’da ¢ozuldi. Bu ¢ozeltiden 2.5 mlinarak tzeri 1

L'ye distile su ile tamamlandi. 80M lik stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stoktan kalttr

ortamina 0.5 mL katilinca medium ortaminda son &otrasyonu 5uM olarak

ayarlandi.

A vitamininin hazirlanmasi

Stok ¢ozelti icin 0.038 mL retinoik asitten (%9%, lmolekul girligi 300 gr/mol) 160
mL DMSO’'da ¢ozulip 75Q@M’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 8 ik
medyum ortamina @L katinca 0.5uM, 11 pL katinca 1uM ve 16 uL katinca 1.5

uM’lik son konsantrasyonlar elde edildi.
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C vitamininin hazirlanmasi

Stok icin 0.0352 gr askorbik asit (0.025 M) 8 mistde su ile ¢ozuldi. Stok ¢ozeltiden
8 mL’lik medyum ortamina &L katildiginda 25uM, 16 uL katilinca 50uM ve 32uL

katilincada 10@M’lik son konsantrasyon elde edilgrolur.

E vitamininin hazirlanmasi

Stok a- tokoferol igcin 18uL o- tokoferolt (0.01 M, d: 0.95 gr/mL, MA:430.7 gr/in@
mL asetonda ¢6zulip medyum ortaminauBOicin 41 uL, 100 uM igin 81 uL ve 200
uM icin 163 uL katildi.

Tespit solisyonunun hazirlanmasi

1/3 asetik asit methanol ¢ozeltisi hazirlandi.

Hipotonik solisyonun hazirlanmasi

0.560 gr KCI 100 mL distile suda ¢ozilerek 0.0078RIl ¢cozeltisi hazirlandi.

Hoechst 33258 stok ¢ozeltisi hazirlanmasi

25 mg’lik Hoechst 33258 (sigma)sesi 5 mL distile su ile sulandirildi. Karanlik
ortamda -20C de saklandi.

Hoechst 33258 cagma cozeltisi hazirlanmasi

1 mL Hoechst 33258 Stok Cozeltisi ile 99 mL PBSettigi taze hazirlanarak kullanildi.
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5-Bromo—-2-Deoksiuridin ¢dzeltisinin hazirlanmasi

5-Bromo-2-deoksiuridin (BrdU) (Sigma) 0.0026 g ddrtve 5 mL RPMI 1640 ile
sulandirildi. Aliminyum folyo ile sarilarak kardaliortamda +4°C de sakland.

Kiltirde son konsantrasyon1®1 idi.

20XSSC c¢ozeltisinin hazirlanmasi

175.3 gr NaCl ve 88.2 gr Na-Sitrat 800 mL distilela ¢ozuldl ve toplam hacim distile

suile 1 L'ye tamamlandi.

2XSSC c¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mL 20XSSC solusyonuna 850 mL distile su eklepidiNaOH ile 7.0’ye ayarlandi.
Toplam hacim distile su ile 1 L'ye tamamlandi.

PBS c¢o6zeltisinin hazirlanmasi

0.2 gr KCI+0.2 gr KHPO,+8 gr NaCl+1.15 gr (anhidroz) NdPQO, 1 litre distile suda
¢ozaldu (pH 7.0).

Boya sollisyonunun hazirlanmasi

9.08 gr/lL KHPQO,, 14.8 gr/L NaHPO, 2H,0 hazirlandi. 30 mL N&lPO, 2H,0 alinip

Uzerine 40 mL KHPQy, soliisyonu eklenerek pH 6.8’e ayarlandi.

3.1.3.Lenfosit besi yerlerinin hazirlanmasi ve saklanmasi

- 100 mL RPMI-1640
-20 mL FBS
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-5 mL FHA
- 2 mL L-Glutamine
-1 mLPS

Hazirlanan solusyon 7.5 mL olacakkilde steril hiicre kdltur tUplerine paytaildi.

Kullanim zamanina kadar -2Q de saklandi.

3.1.4. Dono6r segimi

Salikli 25 ile 35 yg arasinda 2 erkek ve 2 kadindansalu gonulli olarak deneye
katilmak isteyen toplam 4 donér secildi. Dondrlégasa kullanmayanlar arasindan
secildi (pasif icicide olmadiklari belirlenerek)ors6 ay icerisinde her hangi bir nedenle
antibiyotik, X-Ray almadiklari, bilinen veya tanenbn akut veya kronik bir
rahatsizliklarinin olmadi s6zli beyanlari ile kabul edildi. Donérlerden ega

baslanacg saatte kan alindi.

3.1.5. Deney dizergnin olusturulmasi

Daha 6nce hazirlanan besi yerleri “ZD den cikarilarak oda isisina gelmesilaiadi.
Oda 1sisina gelen besi yeringg@ada planlanan kimyasallar, belirlenen oranlardailste
(filtre) edilerek eklendi. Bu slemler sonrasinda belirlenen dondrden alinan kan
orneklerinden 1 mL eklendi (her bir tlp icin). Bargy dizeng toplam 4 donér icin
tekrarlandi.

Kaltar 1: Sadece besi yeri + DMSO (Kontrol)
Kaltar 2: Besi yeri + 5 uM AFB

Kaltar 3: Besi yeri + 5 uM AFB+ 0.5 uM Vit A
Kaltar 4: Besi yeri + 5 uM AFB+ 1 uM Vit A
Kaltar 5: Besi yeri + 5 uM AFB+ 1.5 uM Vit A
Kaltar 6: Besi yeri + 5 uM AFB+ 25 uM Vit C
Kaltar 7: Besi yeri + 5 uM AFB+ 50 uM Vit C
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Kaltar 8: Besi yeri + 5 uM AFB+ 100 uM Vit C
Kaltar 9 : Besi yeri + 5 uM AFB+ 50 uM Vit E
Kaltar 10: Besi yeri + 5 uM AFB+ 100 uM Vit E
Kaltar 11: Besi yeri + 5 uM AFB+ 200 uM Vit E

3.1.6. Lenfosit kilttri

1- Dondrlerden alinan periferik kan dpneve ilgili kimyasallar ile hazirlanan 8 mL'lik
hiicre kltir tiptine 5 damla 1M stok BrdU cozeltisi eklenerek 72 saat %7 de
kapali hicre kdltirine alindi.  Kultar tupleri almpum folya ile sarilarak karanlk
ortam sglandi.

2- Kultaran 69. saatinde her klttr tipine 5 dakagisin solisyonu eklendi.

3- 72. saatte kultlre edilen tupler 1000 rpm’ded@Rika santrifije edilerek stipernatan
kismi biyokimyasal analizler icin ayrildi.

4- Pellet tzerine hipotonik solisyonu (0.075 M K@HRlendi ve tupler 25 dakika
37°C’lik etlivde bekletildi.

5- 1000 rpm’de 10 dakika santrifije edilerek stp&n kismi atildi ve pellet Gzerine
1:3 oraninda gtuk asetik asit methanol kammi eklenerek tespitlemi gerceklstirildi.

6- Tespit glemi toplam U¢ kez tekrarlandi. Tespitemi sonunda supernatanin 1-1.5
mL’lik alt kismi hari¢ dger bolumu atildi.

7- Dipte kalan pellet calkalanarak reslispanse i&thid sonra sguk tespit icinde
bekleyen lamlarin her birine 5-6 damla bu sispamsign damlatilarak 5 lam
hazirlandi.

8- Hazirlanan preparatlar t¢ giin oda sigaktla bekletilerek ydandirildi.

9- Bu sure sonunda her bir preparat floresan pgkragp tekrii ile boyandi.

3.1.7. Floresan plus giemsa tek@i ile boyama

Bu islem sirasi ilegu sekilde tatbik edildi;
1. Ug giin oda isisinda kurutulan preparatlar 100 RBIS tampon ¢ozeltisi bulunan

aluminyum folyoya saril temiz bgalede 5 dakika oda isisinda bekletildi.
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2. Sure sonundagaleden cikarilan preparatlar 0.5 pgr/mL konsantmadgki stok
Hoechst 33258 solusyonundan 1/100 oraninda PBS otangdzeltisi igerisinde
hazirlanarak bu soliisyonda 10 dakika karanlik adabekletildi.

3. 1-2 saniye PBS’te yikanan preparatlar bir katmaztintal olarak dizilip Uzerlerine
lamel kapatildi.

4. Hazirlanan preparatlar 13 cm yukseklikte bulundhlambasinin altinda 25 dakika
bekletildi.

5. Preparatlardan lameller kaldirilarak°6Sleki 2XSSC soliisyonu icinde 15 dakika
bekletildi.

6. 2XSSC solusyonundan ¢ikartilan preparatlarldisti ile yikandi.

7. Preparatlar 5 dakika Giemsa boyasinda tutulaogandi ve incelemeye alindi.

3.1.8. KKD sayimi

Her bir dondr icin en az 20 metafaz mikroskoptay(@us BX50 100x buyitmede)
degerlendirildi. Her kromozomda koyu boyali KKD bdlgehin bir kromatitten
digerine atladil bélgeler bir adet digsim olarak kabul edildi. Ayni kromozom Ulzerinde
1 den fazla gegig6rildigu durumlarda bunlarin her biri ayri ayri sayilden8omerden
geck gosteren bolgeler derlendirmeye alinmadiSékil 3.1.7). Planlanan deney
dizengine uygun olarak her bir dondérden alinan kan Omrekhve uygulanan
kimyasallarin farkli konsantrasyonlari icin ayririagimak Uzere ortalama KKD sigli

belirlendi.
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b 'uJ L LA
DEGiSiM YOK DEGigiM YOK 1 DEGisim 2 DEGigiM 3 DEGISiM

Sekil 3.1.7.KKD’lerin sayllmasinda esas alinan kriterler

3. 2. SOD, GPx, MDA, GSH Ol¢umi

SOD, GPx, MDA, GSH Ol¢iimi icin 72 saat kultire ediltipler 1000 rpm’de 10

dakika santrifij edildi, stipernatan kismi analim kullanildi.

3. 2. 1. Superoksit Dismutaz (SOD) 6lcumu:

Kullanilan reakstifler:

e Deney Reaktifi (Ksantin 0.3 mM; EDTA 0.6 mM; NBBQ uM; NaCO; 4 M; BSA
1gr/L)

e Ksantin oksidaz 167 U/L
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Cu,Zn-SOD aktivitesi hucre kultirt supernatantii®lan ve arkadgarinin tarif ettgi
metod kullanilarak olculdi (Suet al. 1988). 100ul numune Uzerine 2.45 mL assay
reaktifi [0.3 mM xanthine, 0.6 mM NEBDTA, 0.15 mM NBT, 0.4 M NgCO;, 1 g/L
bovine serum albumin (BSA)] katildi. Ksantin oksadéO pl, 167 U/L) ilavesi ile
reaksiyon bglatildi. Ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindéretilen stperoksit
anyon radikalleri tarafindan NBT’nin indirgenmek blusan absorbans daimi 560
nm de OGl¢culdd. NBT'nin indirgenmesini % 50 inhibdea enzim aktivitesi 1 enzim
Unitesi olarak tanimlandCu, Zn-SOD aktivitesi mg proteinde SOD Unitesi akaifade
edildi.

3. 2. 2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) 6lcumu:

Kullanilan reaktifler:

e Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.5 mM EDTA'I)
e GSH (150 mM)

e Glutatyon reduktaz (30 U/mL)

e NADPH (8 mM)

e NaN; (0.12 M)

e H,O, (2 mM)

e NADPH (8 mM)

GPx aktivitesi, hiicre kultiri stipernatantinda Ragé Valentine metodu ile 6lgtldi
(Paglia and Valentine 1967). Ozetle, bir kiivetigiae 50ul numune, 10Qul NADPH
(8 mM), 100ul rediikte glutatyon (150 mM), 2@ glutatyon rediktaz (30 U/mL), 2@
sodyum azid ¢ozeltisi (0.12 M) ve 2.65 mL potasyiosfat tamponu (50 mM) (pH 7.0,
5 mM EDTA) birlestirildi. 30 dk. 37°C’de inkiibe edildi. 10qul H,O0, (2 mM) ilave
edilip alt ust edilerek kagtirildi ve reaksiyon bdatildi. NADPH'In NADP'ye
donimi 5 dk. 340 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢il&nzim aktivitesi, 340 nm
dalga boyundaki NADPH in molar absorbtivite katsay(6.22x1F) kullanilarak

hesaplandi ve Unite/gr protein olarak ifade edildi.
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3. 2. 3. Total Glutatyon (GSH) olcimu:

Kullanilan reaktifler:

e N&EDTA (5 mM pH 7.5)

e Fosfat reaktifi (0.3 M NaHPQO,)

e DTNB (5-5 dithiobis(2-nitrobenzoik asit) 40 mg/db6 1'lik Na sitrat icinde)
o KH,PQ, (100 mM )

e Glutatyon reduktaz (625 U/L)

Hucre koltart stpernatantinda GSH seviyesi, TietzeAnderson’nun (Tietze 1969;
Anderson, 1985) metoduna gore olguldi. Ozetle, Jiknhir kilvete 100ul numune
konuldu ve daha sonra 5-5’-dithio-bis-2-nitrobetzasit (DTNB) (10 mM) ¢oOzeltisi,
N&EDTA (5 mM) (pH 7.5) iceren KEPO, (100 mM) ve 750ul glutatyon rediktaz
(625 U/L) eklendi ve oda sicaginda 3 dk inkibe edildi. Daha sonra 1.47 nfiM
NADPH’dan 150pl eklendi ve alt Ust edilerek kamrildi ve 5-thio-2-nitrobenzoik asit
olusumu 2 dk 412 nm spektrofotometrik olarak ol¢uldianGclar pmol/gr protein

olarak ifade edildi.

3. 2. 4. Malondialdehit (MDA) ol¢imu:

Kullanilan Reaktifler:

e % 8.1 sodyum dodesil sulfat

® %20 asetik asit

e n-bitanol/piridin (15:1, v/v)

e EDTAO0.1 M

e Tiobarbutirik asit (TBA) ¢ozeltisi % 1
eNaOH 0.05 N

MDA seviyesi hicre kultirt supernatantinda Ohkawftndan tanimlanan metoda
gore spektrofotometrik olarak belirlendi (Ohkawar2R Toplam hacim 4 mL olacak
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sekilde % 8.1 sodyum dodesil sulfat, %20 asetik,a%w0.9 thiobarbiturik asit
karsimina 0.2 mL numune eklenerek 1 saat°@%de inkiibe edildi.inkiibasyondan
sonra tupler oda sicaglna kadar sgutuldu ve Gzerine 1 mL distile su ile 5 mL n-
butanol/piridin  (15:1, v/v) eklendi. Numuneler 406@0 10 dk. santrifij edildi.
Supernatantin 532 nm’de absorbansi Ol¢luldi ve atangrafik yardimi ile MDA
konsantrasyonu hesaplandi. 1.1.3.3-Tetraetoksiprgpndart olarak kullanildi. MDA

konsantrasyonumol/L olarak ifade edildi.

Protein konsantrasyonu hicre kudltiri sUpernataatiB¥adford metoduna gore
belirlendi Bradford 1976. Fotometrik dlciimler, DU 530 spektrofotofmetree(@man
Instruments, Fullerton, CA) ile kuartz kuvetler lamilarak élguldi.

3.3.Istatistiksel degerlendirme

Elde edilen KKD verileri ile sayi, ortalama ve siant hatalar \fiSE) hesaplandi.
AFB7'in KKD uzerine etkisi ve bunun vitamin A, C ve Einaslil bir ilgki icerisinde
oldugunu SPSS 11.5 analiz programinda T-Testi ilgedendirildi. Sonuclarin p<0.05
olmasi durumunda aradaki fark istatistiksel olaiakmli kabul edildi.

Biyokimyasal parametrelerin ortalama gdemlerinin deserlendiriimesinde Mann-

Whitney U testi kullanildi. Sonuclarin p<0.05 olmdarumunda 6nemli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yaptigimiz calsmada elde effimiz sonuclar mutajenite testi olan KKD ve
biyokimyasal analizlerden olan SOD, GPx, MDA ve GH&ih ayn iki balik altinda
verilmigtir. Her bir parametre icinde kontrol ve deney daup arasindaki farklar
istatistiksel olarak desrlendirilmistir.

4.1. KKD Bulgulari

Deney gruplarinin her biri i¢cin ortalama KKD frelsar (fiSE) her bir dondr igin
toplanmstir. Dondrlere ait KKD frekanslari vitamin A iginigglge 4.1.1 de, vitamin C

icin Cizelge 4.1.2'de ve vitamin E i¢in Cizelge 8tle sunulmstur.

Dondrlerden elde edilen KKD bulgular gexlendirildiginde; metafaz alanlarinda en az
2, en fazla 17 KKD d&simlerinin bulundgu goralmigtar.

Donér kanlarindan elde edilgni KKD goriantuleri Sekil 4.1.1-4.1.8 arasinda

fotograflanmstir.
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Sekil 4.1.2 Donoér 1'e ait elde edilen bir metafaz alanindakidet KKD dgisimi
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Sekil 4.1.4 Donor 1'e ait elde edilen bir metafaz alanindekiadet KKD dgisimi
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Sekil 4.1.6 Donor 3'e ait elde edilen bir metafaz alanindakidet KKD dgisimi
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Sekil 4.1.8.Dondr 4’e ait elde edilen bir metafaz alanindakatiet KKD dgisimi
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AFB; tek verildginde KKD frekansi 9.89+0.1Dbulunmutur bu deger kontrol ile
kiyaslandginda AFB’in KKD'yi indukledi gi (p=0.000) gorulmgtir. Sadece AFBIn
verildigi kdltarlerin vitamin A'nin 0.5 pM, 1 pM ve 1.5 pMiozlarindaki KKD
frekanslan kaglastirildiginda sirasi ile 9.01 + 0.24 (p=0.012), 8.48 + ((1280.01) ve
6.86 + 0.38 (p=0.006) olarak bulungtur. Bu deerler ile vitamin A'nin AFB’in
KKD'yi arttirici etkisinin engellendii gorulmisttr. AFB;'in KKD'yi arttirici etkisini
engellemesi acisindan gilendirildiginde, vitamin A'nin 1.5 uM dozlarindaki
uygulamalarinda daha net gorigditespit edilmgtir (p=0.008; Cizelge 4.1.1.). A
vitamininin 1.5 pM’lik dozu ile kontrol grubu arasia KKD deeri ortalamalari
birbirine yakin ve fark istatistiksel olarak 6neadir (Cizelge 4.1.1.).

Cizelge 4.1.1 Vitamin A uygulandginda lenfosit kilttrlerinden elde edilen KKD
frekanslar X £SE)

Donor 1 Don6r 2 Don6r 3 Donor 4 Ortalama
Kontrol 6.20+0.22 590+051 647+046 6.12+0.33 7&D.12
AFB, 10.12+0.10 9.71 £ 0.36 10.22+0.269.52 +0.36 9.89 +0.77

AFB;+VA1 9.42+024 8.38+0.72 9.35+0.73 8.91+0.49 19®.24°
AFB;+VA2 821+0.76 8.35+0.23 8.15+0.71 8.22+0.23 8&4.2%¢

AFB1+VA3 7.40+0.29 6.04+0.29 6.43+0.25 7.60+0.71 66:8.38"

AFB:: 5 uM, VAL: 0.5 uM, VA2: 1 uM, VAS3: 1.5 uM
Kontrole gore; ¥=0.000 t33:0.004

AFB; e gore; °p=0.012 “p=0.01 °“p=0.006
AFB.+VAl'e gore; 'p=0.008

AFB;+VA2'e gore; 9=0.02

Sadece AFB in verildigi kdltarlerin vitamin C’nin 25 pM, 50 uM ve 100 pM
dozlarindaki KKD frekanslari katastirildiginda sirasi ile 7.76 + 0.37 (p=0.01), 6.86
+0.31 (p=0.000) ve 6.47 = 0.29 (p=0.003) olarakubotwtur. Bu degerler ile vitamin
C’nin AFB;in KKD'yi arttirici etkisinin engellendiinin ve vitamin C’nin 100 uM
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dozlarindaki uygulamalarinda daha net gorgldeespit edilmgtir (p=0.004) (Cizelge
4.1.2.). C vitaminin 25uM’lik dozu ile 50 puM’lik asindaki fark dnemli dglken, 25

uM’lik doz ile 100 uM’hk doz arasindaki fark 6nenil (p=0.004). Kontrole en yakin
KKD degeri C vitamininin 100 uM’lik dozunda gorulmive kontrol ile arasindaki fark

onemsiz bulunmgiur (Cizelge 4.1.2.)

Cizelge 4.1.2.Vitamin C uygulandiinda lenfosit kulturlerinden elde edilen KKD
frekanslar Z £SE)

Donor 1 Donor 2 Don6r 3 Donor 4 Ortalama
Kontrol 6.20+0.22 590+051 6.47+046 6.12+0.33 7&D.12
AFB 10.12 +0.10 9.71 +0.36 10.22 +0.269.52 +0.36 9.89 + 0.17

AFB;+VC1 7.20+0.49 7.12+0.23 8.64+0.44 8.10+0.62 6&D.37
AFB;+VC2 6.80+0.60 6.78+0.36 7.18+1.34 6.56+0.30 6&8.31°

AFB+VC3 6.00+0.49 6.36+0.12 7.24+0.42 7.04+1.18 764.29"

AFBy: 5 uM, VC1: 25 pM, VC2: 50 uM, VC3: 100 pM
Kontrole gore; =0.000 "p=0.011 °p=0.006
AFB. e gore; %=0.01 °p=0.000

AFB,+VC1'e gére; 'p=0.004

Sadece AFB in verildigi kdlttrlerin vitamin E’nin 50 pM, 100 pM ve 200 puM
dozlarindaki KKD frekanslari kaitastirildiginda sirasi ile 8.49+0.27 (p=0.028),
7.55£0.46 (p=0.022) ve 6.83+0.32 (p=0.001) olarakubmutur. Bu deerler ile
vitamin E’nin AFB/'in KKDyi arttirici etkisinin engellendii gortlmistir. AFBy’in
KKD'yi arttirici etkisini engellemesi acisindan géelendirildiginde, AFB+VE?2 ile
AFB;+VE3 kasilastirildiklarinda, KKD Uzerine azaltici etkileri yonden bir fark
olusmadgl, vitamin E’'nin 200 uM dozlarindaki uygulamalaran&KKD'yi azaltici bu
etkinin daha net gorulgi tespit edilmgtir (p=0.001; Cizelge 4.1.3.). E vitamininin 200
uM’lik dozu ile kontrol grubu arasinda KKD gieri ortalamalari birbirine yakin ve fark

istatistiksel olarak dnemsizdir (Cizelge 4.1.1.).
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Cizelge 4.1.3.Vitamin E uygulandiinda lenfosit kultirlerinden elde edilen KKD
frekanslar Z £SE)

Donér 1 Don6r 2 Don6r 3 Don6r 4 Ortalama

Kontrol 6.20+0.22 590+051 6.47+046 6.12+0.33 7&D.12

AFB; 10.12 £+0.10 9.71+0.36  10.22 +0.269.52 + 0.36  9.89 + 0.£7
AFB+VE1 8.10+0.48 8.00+0.26 8.78+0.38 9.11+0.57 984.27°
AFB;+VE2 6.60+0.52 6.95+0.38 8.10+1.69 8.53+0.34 52%H.46%

AFB,+VE3 6.40+0.64 654+034 7.78+061 6.60+0.39 368.32"

AFB;: 5 uM, VE1: 50 uM, VE2: 100 pM, VE3: 200 pM
Kontrole gore;  %=0.000 °p=0.002 °p=0.03
AFB, e gore; %=0.028 °p=0.022 'p=0.001
AFB+VEL e gore;%p=0.02  "p=0.013
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Sekil 4.1.1.KKD Uzerine AFB ve vitaminlerin etkisi
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4. 2. SOD, GPx, MDA ve GSH Bulgulari

Yaptigimiz calgmalarda sadece ARBverilen grup kontrol grubuna gore, ArFHe
birlikte vitamin verilen gruplarda sadece AfBerilen gruba gore gerlendirilmistir.
AFB7'in kontrol grubuna gore 6nemli derecede (p<0.080D aktivitesini azaltg
gorulmistar (Cizelge 4.2.1.). AFBile birlikte kultar ortamina ilave edilen A, C &
vitaminleri ve bunlarin 3 farkli konsantrasyonlannSOD enzim aktivitesi Uzerine
etkileri incelenmgtir. AFB; in SOD aktivitesini azaltmasina kar, AFB; ile birlikte A
vitamininin 3 farkli konsantrasyonunun eklenmesiy énzimin aktivitesini énemli
derecede artirgh belirlenmitir.  Vitamin  A’nin  uygulanan konsantrasyonlarinin
artmasina h#i olarak SOD aktivitesi de artgtir. Kontrol grubunda SOD aktivitesi
5.12+0.34 U/mg protein, sadece AfF®&erilen grupta SOD aktivitesi 1.45+ 0.081 U/mg
protein, A vitamini ilavesine [ olarak AFB+A vitamininin 0.5 pM’lik dozunda
SOD aktivitesi 1.67+ 0.07 U/mg protein, AFBA vitamininin 1 pM’lik dozunda
1.92+0.08 U/mg protein ve ARBA vitamininin 1.5 pM’lik dozunda ise 2.33+0.26
U/mg protein olarak olculmiir. AFB;+A vitamininin 0.5 uM’lik dozu ile AFB grubu
arasindaki SOD aktivitesi istatistiksel olarak BaL seviyesinde énemli bulunmazken
p<0.05 seviyesinde 6nemli bulungtwr. A vitamininin AFB ile birlikte kullanilan 2
farkli dozunun SOD aktivitesi Uzerine olan etkisiOp001 seviyesinde dnemli olgiu
gorulmistar (Cizelge 4.2.1.)Sekil 4.2.1). SOD aktivitesinin A vitamininin 0.5 PNk
dozuile 1 uM’lik ve 1.5 uM’lik dozu arasindaki iar(p<0.001 seviyesinde 6nemli iken,
1 pM’lik dozu ile 1.5 pM’hk dozu arasindaki artip<0.05 seviyesinde onemli

bulunmugtur.

AFB; ile verilen C vitaminin de 25, 50 ve 100 uM’hikf&kh konsantrasyonunun SOD
aktivitesini artirdgl gozlenmgtir. Her 3 konsantrasyonunun sadece ANBrilen grupla
mukayese edilgi zaman SOD aktivitesi Uzerine olan etkisi istatlkslarak 6nemli
bulunmuytur (p<0.001). Ozellikle C vitamini konsantrasyonnrartmasina ki olarak
SOD aktivitesinin artfii gozlenmgtir. AFB;+C vitamininin 25 pM’lik dozunda SOD
aktivitesi 1.99+0.10 U/mg protein, ARBC vitamininin 50 uM’lik dozunda 2.40+0.25
U/mg protein, AFB+C vitamininin 100 uM’lik dozunda ise 3.34+0.21 Ujrprotein
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olarak olgulmigtir. C vitamini konsantrasyonun artmasinglbalarakta SOD aktivitesi
artisl pozitif korelasyon gosterstir. C vitamininin bitiin konsantrasyonlarindaki SOD
aktivitesi artglar istatistiksel olarak 6nemli bulungtur (p<0.001) (Cizelge 4.2.2.)
(Sekil 4.2.1). C vitamininin 25 uM’lik dozu ile 50 WMk dozu arsindaki fark p<0.05
seviyesinde 6nemli iken, 25 puM ve 50 uM’lik doz 180 pM’lik dozu arasindaki fark
p<0.001 seviyesinde 6nemli olglugozlenmgtir.

E vitamininin kullanilan farkli konsantrasyonlaring SOD aktivitesinde aga neden
olmustur. SOD aktivitesi AFB+E vitamininin 50 uM’lik dozunda 2.28+0.18 U/mg
protein, AFB+E vitamininin 100 puM’lik dozunda 2.91+0.30 U/mgppein ve AFB+E
vitamininin 200 uM’lik dozunda 4.03+0.17 U/mg prioteolarak olculmigtar. Her 3
konsantrasyonda da SOD aktivitesindeki sadieserleri istatistiksel olarak 6nemli
bulunmutur. Ozellikle AFB ile+E vitamininin 200 pM’lik dozunda 6lgilen SOD
aktivitesinin kontrol grubuna en yakin @ oldysu tespit edilmgtir. E vitamininin 3
farkli dozu arasindaki SOD aktivite farkininda @Bl seviyesinde 6nemli oldu
gorulmistr. SOD aktivitesi Uzerine kullanilan vitaminleratkinlik sirasinin ortalama

aktivitelerine bakilarak E>C>A ol séylenebilir.

AFB; ve vitamin A, C ve E'nin GPx Uzerine etkilerindeigenel olarak AFBn GPx

aktivitesini azalttgi AFB; ile vitaminlerin 3 farkli dozunun verilmesi ile &P
aktivitesinin arttgl gortlmistir. Kontrol grubunda GPx aktivitesi 243.75+28.20gU
protein iken, AFB grubunda 58.12+8.5 U/g proteinesdiiistir. GPx aktivitesindeki
azalma istatistiksel olarak dnemli bulungtur (p<0.001). Cizelge 4.2.1. de gorUgd
gibi, AFB; ile A vitamininin 3 farkli konsantrasyonu verifginde ise GPx aktivitesi
sirayla AFB+A vitamininin 0.5 pM’lik konsantrasyonunda 76.62#8 U/g protein,
AFB;+A vitamininin 1 puM’lik konsantrasyonunda 91.62+16.U/g protein ve AFBrA

vitamininin 1.5 pM’lik konsantrasyonunda ise 12528.48 U/g protein olarak
Olctlmustar (Sekil 4.2.2). A vitamininin her 3 konsantrasyonunda GPx aktivitesi
artisl Uzerine olan etkisi p<0.001 e gore istatistiksi@rak énemli bulunmyiur. GPx

aktivitesi Uzerine A vitamininin 3 farkli dozu aradaki farklar ise 0.5 uM’lik doz ile 1
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HM’lik doz arasindaki fark p<0.005 seviyesinde ohein5 pM’lik doz ile 0.5 pM ve 1
HM’lik doz arasindaki fark ise p<0.001 seviyesitaemli bulunmstur.

AFB; ile C vitamininin 3 farkli konsantrasyonu veritde ise GPx aktivitesi sirasi ile
AFB,+C vitamininin 25 pM’lik dozunda 82.75+8.18 U/g pem, AFB,+C vitamininin
50 puM’lik dozunda 114.12+11.98 U/g protein ve AFB vitamininin 100 puM’lik
dozunda ise 149.87+8.18 U/g protein olarak olcihinti(Cizelge 4.2.2.)Sekil 4.2.2).
A vitamininde oldgu gibi C vitamininin 3 farkli konsantrasyonunun GRBktivitesi
Uzerine etkisi istatistiksel olarak énemli bulurgtuw (p<0.001). C vitamininin 3 farkl

dozu arasindaki GPx aktivitesi fark@lip<0.001 seviyesinde dnemli gorilghiir.

Son olarak kullanilan E vitamininin 3 farkli konseasyonuda AFB ile beraber
verildiginde GPx aktivitesi AFB+E vitamininin 50 uM’lik dozunda 87.12+5.51 U/g
protein, AFB+E vitamininin 100 uM’lik dozunda 124.50+8.66 U/pfein ve AFB+E
vitamininin 200 pM’lik dozunda ise 166.00+10.16 Upgotein olarak olgulmgidr
(Cizelge 4.2.3.). E vitamininin bu 3 farkli dozunkiantrol grubuna en yakin olan GPx
aktivitesi, E vitamininin 200 uM’hik dozunda tespedilmistir. E vitamininin her 3
dozununda GPx aktivitesi a1 Uzerine olan etkisi istatistiksel olarak 6nemli
bulunmuytur (p<0.001). GPx aktivitesi Uzerine kullanilariavninlerden E vitamininin
en etkili oldigu gozlenmg ve etki sirasinin GPx aktivite ortalamalarina lzakk

E>C>A vitaminiseklinde oldgu sdylenebilir.

Enzimatik olmayan antioksidan GSH miktari Gzeria@tgimiz calsmalarda ise AFB

grubunda (0.13+0.016 pmol/g protein) kontrole (.88 pmol/g protein) gore GSH
miktari 6nemli derecede gliik 6lculmistir. Fakat kullanilan vitaminlerin 3 farkh dozu
da AFB grubu ile mukayese ediglizaman GSH miktarini énemli derece arirdi

gozlenmitir (p<0.001).

AFB;+A vitamininin 0.5 uM’lik dozunda GSH miktar1 0.24+0.04 pmol/g protein,
AFB;+A vitamininin 1 uM’lik dozunda 0.77£0.07 pmol/g protein ve AHR
vitamininin 1.5uM’lIk dozunda ise 0.91+0.07 umol/g protein olardkibdmustir. A
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vitaminin her 3 konsantrasyonunda GSH miktarisaiizerine olan etkisi istatistiksel
olarak dnemli bulunmyur (p<0.001).

Cizelge 4.2.2 de gorulga Uzere, AFB+C vitamininin 25 uM’lik dozunda GSH
miktari 0.27+0.06 pumol/g protein, ARBC vitamininin 50uM’lik dozunda 0.99+0.11
pmol/g protein ve AFB+C vitamininin 100uM’lik dozunda ise 1.25+0.07 pumol/g
protein olarak 6lculmgitr. A vitamininde oldgu gibi C vitaminin de 3 farkh dozu
GSH miktari art Uzerine etkisi p<0.001lseviyesinde istatistikséarak onemli

bulunmutur.

E vitamininin ise AFB ile verilen 3 farkli dozunda GSH miktari AFE0 uM E
vitamininde 0.38+0.09 umol/g protein AFBLOO uM E vitamininde 1.43+0.07 pmol/g
protein AFB+200uM E vitamininde ise 1.54+0.06 pumol/g protein olatd&ulmistdr.
Bu olcumler ile AFB grubu arasindaki GSH miktari farki istatistikseldan énemli
bulunmuytur (p<0.001). GSH miktar1 tGzerine vitaminlerin ieskrasi E>C>A vitamini
seklinde oldgu tespit edilmgtir.

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA taik ile yaptgimiz calsmalarda
ise, AFB lipid peroksidasyonunu artigndan dolayr MDA miktarinda 6nemili
derecede aga neden olmgtur. Kontrol grubunda MDA miktari 15.50+£3.42 pmol/L
iken AFB, ilave edilen grupta MDA miktarinin 94.25+8.01 pvhobldugu gézlenmgtir
(p<0.001). Fakat AFBile birlikte antioksidan 6zelle sahip olan vitaminlerin (A; C ve

E) ilave edilmesi ile MDA miktarinin azakgligdzlenmstir.

Cizelge 4.2.1'de goruldiil gibi, AFB+0.5 uM’lik A vitamini dozunda MDA miktari
66.12+10.02 pmol/L, AFB-1 puM’hk A vitamini dozunda 42.12+9.49 pmol/L ve
AFB;+1.5 uM’lik A vitamini dozunda 39.25+5.67 pmol/L olgu goralmigtar. A
vitamini konsantrasyonu agina ba&li olarak MDA miktarinin azalmasi dikkati
cekmstir. MDA miktarindaki bu azalma AFBgrubu ile mukayese edilgli zaman
istatistiksel olarak dnemli bulunnsturr (p<0.001)
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AFB; ile C vitamininin 25uM’lik dozunda MDA miktarn 47.25+3.95 pumol/L, 50
uM’lik dozunda 38.12+3.68 pumol/L ve 1Q0M’'hk dozunda 31.75+8.31 pmol/L olarak
OlcUlmistar. A vitamininde oldgu gibi C vitamininin de MDA (zerine olan etkisi

istatistiksel olarak 6nemli bulunrstur (p<0.001).

AFB; ile E vitamininin verildgi gruplarda ise sirasi ile MDA miktari 50M’lik
dozunda 35.37+6.11 pmol/L, 10eM’lik dozunda 26.37+6.30 pmol/L 20QM’lik
dozunda 21.75+7.55 pmol/L olarak olcllgtiir ve bu olcimlerle AFB grubu
arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemli bulugiuu (p<0.001). SOD ve GPx
aktivitesi ile GSH miktarinda oldw gibi MDA miktari Gzerine de E vitaminin en etkili
vitamin oldigu ve vitaminlerin etki sirasinin E>C>g&klinde old@gu tespit edilmitir.

Vitaminlerin AFB;/'in mutajenik etkisine kar antimutajenik mekanizmada her 3
vitaminin de etkili oldgu ve bu vitaminlerin konsantrasyonlarinin artmésiAFB;’in
mutajenik etkisinin azalgh gozlenmitir. Ozellikle bu vitaminlerden C vitamininin
yuksek dozunun antimutajenite mekanizmasinda daki& eldugu tespit edilmgtir
(C>E>A).

AFB7in SOD ve GPx enzimlerinin aktivitesi ile GSH makt Uzerine azaltici, MDA
miktari Uzerine ise artirici etkisine kar vitaminlerin antagonistik etkisinin oldu,

Ozelliklede E vitamininin yliksek dozunun en etlitiz oldi@gu gozlenmgtir (E>C>A).
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Cizelge 4.2.1AFB; ve Vitamin A'nin SOD, GPX, GSH ve MDA Uzerine etk

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Kontrol AFB; AFB+VAl AFB+VA2 AFB+VA3
SOD ;
) 5.12+0.34 1.45+0.08 1.67+0.07 1.92+0.08° 2.33+0.26°
(U/mg protein)
GPx
) 243.75+28.20 58.12+8.5 76.62+6.78 91.62+11.18"  125.25+12.48*°
(U/g protein)
GSH
(umol/g 1.73+0.08 0.13+0.0168 0.24+0.04 0.77+0.07¢ 0.91+0.07¢
protein)
MDA ;
15.50+3.42 94.25+8.0% 66.12+10.02 42.12+9.49 39.25+5.67°
(umol/L)

Kontrol ve AFB, grubuna goére; %<0.001

AFB; grubuna gore; ®p<0.05
AFB+VAl'e gore; °p<0.001 %<0.05
AFB+VA2'e gore; p<0.001 'p<0.05



Cizelge 4.2.2S0D, GPx, GSH ve MDA uzerine AkBe Vitamin C’nin etkileri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Kontrol AFB, AFB;+VC1 AFB+VC2 AFB;+VC3
SOD
(U/mg 5.12+0.34 1.45+ 0.08 1.99+0.16 2.40+0.25° 3.34+0.2 £
protein)
GPX
(Ulg 243.75+28.20 58.12+8.52 82.75+8.18 114.12+11.98 |
_ 149.87+8.18
protein)
GSH
(nmol/g 1.73+0.08 0.13+0.018 0.27+0.06 0.99+0.1f° 1.25+0.078
protein)
MDA )
15.50£3.42 94.25+8.0% 47.25+3.95 38.12+3.68° 31.75+8.3%
(umol/L)

Kontrol ve AFB, grubuna géreZp<0.001
AFB;+VC1’e gore;
AFB;+VC2’e gore;

®p<0.001 °p<0.05
%<0.001 °p<0.05
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Cizelge 4.2.3AFB; ve Vitamin E'nin SOD, GPX, GSH ve MDA uzerine etkil

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Kontrol AFB AFB.+VE1 AFB;+VE2 AFB,+VE3
SOD
(U/mg 5.12+0.34 1.45+ 0.08 2.28+0.18°>  2.91+0.36" 4.03+0.17°¢¢
protein)
GPX
243.75+28.2 X
(Ulg 0 58.12+8.52 87.1245.5% 124.50+8.68°° 166.00+10.18™°°
protein)
GSH
(umol/g 1.73+0.08 0.130.0f 0.38+0.09®  1.43+0.07° 1.54+0.06"
protein)
MDA b bd d
15.50+3.42 94.25+8.61 35.37+6.1% 26.37+6.30 21.75+7.58
(umol/L)
Kontrole gore; %<0.001
AFB; grubuna gore; "p<0.001
AFB+VEl'e gore; °p<0.001 “p<0.05
AFB,+VE2'e gore; °p<0.001 fp<0.05
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez cercevesinde yagimiz calgmalarda, AFBin insan periferal lenfositlerinde
KKD’ni artirdigl géralmitar. AFB; (5 uM) uygulanan lenfosit kilttrlerinde kontrol ile
aralarindaki farklar istatistiksel olarak 6nemliloumustur. AFB; tek verildiginde KKD
frekansi 9.89+0.17 olarak tespit editm (p=0.000).

Daha oOnce yapilan benzer galalarda aflatoksinlerin KA’leri ve KKD’ni artirgh
bilinmektedir. Leon-Cazares ve Aroche-alfonso ()9#¥an lenfositleri ileAspergillus
parasiticustirti mantarin sporlarini birlikte 3%C’de 72 saat inklibasyona birakmi
yapilan cagmalarin sonucunda da aflatoksinlerin KA'lere nedéugunu gosternstir
Thomson ve Evans (1979) ise Cin hamster ovaryum Q)CHudcreleri ve insan
lenfositleri ile yaptiklari cajmada AFBin KKD artisindan sorumlu oldgunu
belirtmislerdir. Deng ve arkagéari (1988), AFB’in KKD olusumunu ciddi oranda
artirdgini tespit etmglerdir. Andrew ve arkaddarinin (1997), yap#i calsmada ise 1—
10 uM AFBYy'in fare, rat ve insan lenfositlerinde KKD’ni adigini bildirmislerdir.
Calismamizla paralellik gosterengdir bir argtirmada da 1, 5, 1M AFB7'in insan
lenfosit hicrelerinde KKD’ni artirgh ve sodyum selenitenin antioksidan 6z@tiden
dolayl, AFB’'in bu zararl etkisini azalth ortaya konulmgtur (Geyikglu ve Turkez
2006).

KKD’nin olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber, ajanitenin
artmasina bl olarak KKD artsinin oldigu distnilmektedir (Ikbal vd. 2003). ARB
gerek DNA'ya bglanarak, gerekse salinimini uyandOH  iyonlarinin DNA hasarina
neden olmasindan dolayr mutajenik etkisi vardirBRia mutajenik etkisi DNA'daki
guanin bazinin N-7 ile ARBn 8. karbonu arasinda kovalentgolurulmasina bz
olarak, 6zellikle G-Tseklinde transversiyona neden olmasindan kaynaldaribdri
surdlmektedir. AFB verilmesine bgh olarak ratlarin karagerlerinde 8-
oksodeoksiguanozin (8-oxodG) elumu artmakta bunun da KKD glumunu arttirdg

distindimektedir. AFB'in KKD’ni artirmasinin ikinci bir nedeni ise ROTIwgumunu
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artirmasidir. AFBin metabolik aktivasyonundan dolayrt ROT'nin miktarve oksidatif
stresi artirdil bildiriimektedir (Chanet al 2003). ROT’lerinin artn ise mutasyona
neden olarak KKD’ni artirmaktadir (Lext al 1989; Weitberg 1989).

AFB; (5 uM) ile birlikte vitamin A (0.5, 1, 1.4M ), C (25, 50, 10QM ) ve E (50, 100,
200 uM)'nin Gg¢ farkh konsantrayonlari uygularginda, KKD sayisinin azalgh tespit
edilmistir. KKD’nin azaltilmasi Gzerine kullanilan vitaminve dozlari dikkate
alindginda, en etkili vitaminin indirgeyici aktiviteye Isig, gucli bir antioksidan,
superoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksia girebildgi icin, onlarin

temizlenmesini gdayan C vitamini oldgu gorulmigtir. AFB; ile birlikte tim vitamin
uygulamalar, AFB in mutajenik etkisini azaltarak KKD’ni azalgti belirlenmitir.

AFB7in KKD’ni arttirici etkisini engellemesi agisindaheserlendirildiginde, vitamin
A’nin 1.5 pM’lik dozundaki uygulamalarda A vitamimin diger dozlarina goére KKD

oraninda daha net bir azalma gor@ddespit edilmgtir (p=0.008; Cizelge 4.1.1.).

AFB7in ve csitli kimyasal maddelerin mutajenik etkisine kar vitaminlerin
antimutajenik etki gostergine dair ceitli calismalar vardir. AFBin KKD’ni
artirmasina karn, p-karotenin dgtik dozlarinin (2x10 M) KKD'ni azalttigi, yiiksek
dozlarinin (1d-10°) ise KKD oranini artirdi yapilan bir argtirmada gosterilnstir
(Denget al. 1988). Vitamin A’'nin dger bir formu olan retinol ile yapilan {ea bir
calismada retinolin dozu ve uygulama suresinin sidofosfare AFB’in neden oldgu
KKD’ni azalttigi bulunmytur (Huanget al. 1982). Yine retinol ve 3-Amino—1-metil-
5H-pirido [4.3-b] indol (Trp-P-2) ile yapilan gkr bir calsmada, retinolin 1 ve 10
uM’lik konsantrasyonlari KKD oranini azaltirken 1Q®8’'hk dozunun KKD Uzerine
etkili olmadgl bildiriimistir (Edenharderet al. 1998). insan lenfosit kiltiriinde
hidrokortizonun genotoksik etkisi Gzerifiekarotenin iki farkli konsantrasyonu (0.5 ve
0.7 uM) calsilmis ve KA'ler, KKD ve replikasyon indeksi Uzerine dti
incelenmgtir. KA’ler ile KKD’ni azaltirken replikasyon indekni artirdgl tespit
edilmis, askorbik asitir-karotene gore daha etkili olgu ortaya konulmgtur (Ahmad
et al. 2004). Arserin mutajenik etkisine kar A vitamininin antagonistik etkisini

gosteren dier bir calsmada ise, insan lenfosit hicrelerinde d (2.72 uM)’hk A
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vitamini ilavesiyle KKD azaldii gosterilmgtir (Avani and Rao 2007). Fakat
literattrlerde bildirildgi gibi, A vitamininin yiksek dozlarinin toksik etl@ sahip
oldugu, bunun da KA’leri artirdn belirtiimistir. Bununla ilgili yapilan bir cajmada
insan lenfosit kdltir ortamina gamgniari ile birlikte A vitamininin yiksek dozlari (2
8 ve 24 ug) verildiginde, A vitamini mutajenik etkiyi artirarak KA'lerartirdgi
gozlenmgtir (Badr et al. 1998). A vitamininin antimutajenik etkisinin sirgloksijen
dolay! old@gu disunulmistir. Mutajenik bir madde ile birlikte A vitamininin

verilmesinin KKD’ni azaltmasi da bunag@anmstir (Kiling 1985).

Sadece AFBverilen kilttrlerin KKD frekanslari C vitamininig5 pM, 50 uM ve 100
UM’k dozlarn ile kasilastirildiginda, vitamin C’nin AFBin KKD’ni arttirici etkisini
engelledgi ve vitamin C’nin 100 uM’lik dozunun uygulamalaraiaha etkili oldgu
tespit edilmgtir (p=0.000; Cizelge 4.1.2.). C vitamininin galgimiz 3 farkli dozunun
da toksik etkisine rastlaniimaghr. 25, 50 ve 10QM’lik dozlar KKD oraninda 6nemli
derecede azalmaya neden oftnu Insanlar icin tedavi edici dozu giinliik 500 mg olan
C vitamini, AFB, ile birlikte Isvicre albino farelerine verilmi C vitamini AFB/'in
neden oldgu KA’leri azaltmstir (Bose and Sinha 1991) Hidrokortizonun mutajenik
etkisine kagi da insan lenfosit kultirlerinde C vitamininin 6@e 80 pM’hk
konsantrasyonlari kullanilgi ve B-karoten ve flavonoidlere goére KA, KKD ve
replikasyon indeksi tUzerine daha etkili ofdugosterilmgtir (Ahmadet al. 2002; 2004).
Insan lenfosit kiiltirlerinde doksorubisin (DXR) vevitamininin KA'ler tizerine etkisi
incelenmg ve C vitamininin 100 ve 20Qg/mL’lik dozlari 500 ve 100Qug/mL’lik
dozlara gore daha etkili olgu bulunmgtur (Lusaniaet al. 1999). Pirimetamin ile
yapilan bgka bir calsmada, yine insan lenfosit kultlrlerinde 20, 40, @@’k C
vitamininin KA’leri azaltip mitotik indeksi artirgq belirlenmitir (Egel et al. 2002).
insan lenfosit kilturiinde merkurik klorid’in  (MC) najenik etkisine kam C
vitamininin 12 ug/7 mL (9.7 uM)’ ik konsantrasyonu c¢afilmis ve MC’in KKD ve
KA'ni artirmasina kagilik C vitamininin mutajenik etkiyi azal@ go6zlemlenmitir
(Rao et al. 2001). Fareler Uzerinde yapilanska bir calsmada ise megastrol asetat
(32.50 mg/kg) ile birlikte 20, 40 ve 60 mg/kg Cantini verildiginde, gerek KA'de
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gerekse KKD’de 6nemli derecede azalma meydana gyeddsterilmitir (Siddiqueet
al. 2005). Cakmalarimiz bu literatirlerle paralellik gostermekted vitamininin bu
antimutajenik etkisi plazmada oksidan ajanlarasikatk antioksidan savunmayi
olusturmasi, stperoksit ve hidroksil radikalleriyle kegona girip onlari temizleyen bir
antioksidan olmasinin yani sira, tokoferoksil ratlikin tekrar tokoferole déiinesi, bu
esnada kendisinin de dehidroaskorbata oksitlenmesin kaynaklanmaktadir.
(Cherubini et al. 2005). Mutajenik maddelerin hicrede arta neden oldgu
ROT’lerini bu mekanizma ile C vitamininin azaltmda) KKD'ni azalttpi

dUstndlmektedir.

Diger bir antioksidan 6zefie sahip olan E vitamininin de ¢galan 3 farkli dozunun da
AFB; tarafindan artirlan KKD’ni dnemli derecede azaittgorilmistir. Sadece
AFB7'in verildigi kaltirlerin KKD frekanslari vitamin E’nin 50 uM100 uM ve 200
UM dozlarindaki KKD frekanslari ile kgtastirildiginda, vitamin E’nin AFBin
KKD'ni arttirici etkisini engellendii gorulmisttr. AFB;'in KKD’ni arttirici etkisini
engellemesi acisindan glendirildiginde, vitamin E’nin 200 puM’hk dozundaki
uygulamalarda daha net gorifdi tespit edilmgtir (p=0.013) Yapilan benzer
calismalarda karager dokusunda AFBve adriamisinin mutajenik etkisine karkE
vitamininin antimutajenik aktivitesi gosterilgtir (Chlopkiewicz et al1991). insan
lenfosit kultirinde hidrokortisonun neden aldu KA'ler ve KKD’ni azalttig
belirlenmitir (Ahmad et al. 2002). Cakmalarimizla paralellik gdsteren ggir bir
calismada ise koyun periferal lenfosit kilttrinde katietrakloritin neden oldgu KA,
KKD ve MN'u vitamin E ve selenyum ilavesinin azgittbildirilmistir (Weitberg 1989;
Sivikova et al. 2001). E vitamininin antimutajenik etkisi peroksg hidroperoksitleri
hidrojen iyonu ile doyurarak, peroksit radikallenrektivitesini azaltmasi (Celikt al.
1996), ayrica tokoferollerin singlet oksijen ileaksiyona girerek membranlari singlet
oksijenine kagi korumasi (Halliwellet al. 1996) ve bu koruma sayesinde oksidatif stresi
azaltmasindan kaynaklagdicssitli calismalarda bildirilmgtir (Anderson. and Phillips
1999; Ahmackt al. 2004).
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Yaptigimiz calgmada KKD dzerine vitaminlerin etki sirasinin KKD aatarina
bakildginda C>E>A seklinde oldgu sdylenebilir. Uygulanan vitaminler kendi
aralarinda katrlastirildiginda, C vitamininin A ve E vitaminine gbére mutajeni
maddelere kar antimutajenik aktivitesinin daha fazla offly yaptgimiz calsmalarin
sonuclarina paralel olan cgahalarla gosterilngtir. Bunun nedeni ise DNA ile ¢ok
kolay reaksiyona girdi icin mutasyonlara neden olan OH  radikallerGlgitamininin
dogrudan reaksiyona girerek miktarini azaltmasi olagékterilmstir (Anderson. and
Phillips 1999; Ahmaectt al. 2004).

Organizmada metabolik ve fizyolojik olaylar sonu®OT Uretilmekte ve zararl
oksidatif reaksiyonlar okabilmektedir (Erel 2004). Gunumuzde ¢cok sayidataraaci
serbest radikallerin DNA, proteinler, lipitler veidrenin dger bilesenleri Uzerinde
sebep oldgu oksidatif hasari agarmaktadir (Cakatay ve Kayali 2004). Serbest
radikallerin nukleusta ve DNA’'daki etkileri genowk ve mutajeniktir. Serbest
radikaller puarin ve pirimidin modifikasyonuna veyaNA iplikleri ve kromozom
kirilmalarina, onkojen aktivasyonuna neden olduktan karsinogeneziste énemlidirler
(Seven ve Candan 1995; Barrington et. al. 1996)atéksinlerde ROT’lerinin
seviyesinde artmaya neden olduklari bildirgtini (Lee et al. 2005). AFB o6zellikle
serbest radikallerden DNA, protein ve lipidlerleldgca reaksiyona girerek DNA'nin
yapisinda mutasyonlara, proteinlerin yapisinagldmarak proteinlerde yapi
degisikliklerine ve dolayisiyla da proteinlerin oksidasyina ve lipid peroksidasyonuna

neden olan OH radikalinin salinimina neden ol{Badard and Massey 2006).

ROTlerinin azaltilmasini veya blka molekillere cevrilmesini antioksidan sistemler
sgilamaktadirlar. Bu antioksidan sistemlerin enzimatitnlarindan en énemlilerinden
bir tanesi stiperoksit radikallerini,Qeya daha az reaktif olan,&,’e donitiren SOD
enzimidir (Mc Cord and Fridovich 1969). Yagpmiz calsmalarda AFBin SOD
aktivitesi Uzerine olan etkisi agtariimistir. Kontrol grubunda ki SOD aktivitesi, sadece
AFB; verilen grupla kaglastirildiginda fark istatistiksel olarak énemli bulungtwr
(p<0.001). Verma ve Nairin (2001), yapmioldugu calsmada total aflatoksin
kullaniminin (25 veya 50 mg/aflatoksin/hayvan/gidNA, RNA ve protein miktarini
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ve SOD enzim aktivitesini azaktni bildirmiglerdir. Ratlarin karageri tGizerine yapilan
calsmada da, AFB verilen ratlarda SOD aktivitesi kontrol grubund&B\ verilen
gruba gore daha diikk olduysu belirlenmgtir (Preethaet al. 2006§. Ross PM3 irki
piliclere de aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm, Ofanpve 1.0 ppm) yem verilginde 15,
30 ve 45 gunluk kan parametrelerinde SOD aktiviiesazaldg! gosterilmgtir (Eraslan
vd. 2005). Cakmalarimiz bu sonugclarla paralellik gostermekte@ksidatif stresin
SOD aktivitesini dgirmesinin sebeplerinden birincisi, ROT’lerinin emziaktivitesi
Uzerine inhibisyon etkisi yapmalari, ikinciside, R@rinin proteinlere bglanarak
proteinlerde yapisal desikliklere ve buna bgi olarakta proteinlerin oksidasyonuna
neden olmalaridir. Ayrica lipid peroksidasyonunumasi, ve buna Igh olarak ortaya
citkan aldehitler SOD aktivitesi Uzerine azaltici kiyg sahip olmasindan

kaynaklanmaktadir (Venkataramanal. 2004).

Enzimatik olmayan gger antioksidan maddelerden birisi de vitaminlerBunlardan en
nedeniyle oksijen radikallerine karkoruyucu etki yapar (Kiling 1985). Bundan
hareketle yapgmiz calsmalarda vitaminlerin bu antioksidan aktiviteleriidenmistir.
AFB; verilen grupta SOD aktivitesi kontrolle mukayes@diginde azalma gosterirken,
AFB; ile birlikte vitaminlerin uygulanan 3 farkli dozarb&li olarak SOD aktivitesi
artmstir. Kontrole en yakin SOD aktivitesi E vitamininien yiksek dozunda
OlcUlmistar. Diger bir ifade ile en etkili vitamin E vitaminidir. @&larin beyin
hicrelerinde yapilan ¢camalarda sabah 9 ile 15 arasinda strese maruz Idika&n
sonra A, C, E ve C ile E vitamini birlikte verilmgke Oonce azalan SOD aktivitesi,
vitamin verilmesiyle artnstir. Vitaminlerin etki sirasi E>C>Aeklinde olmgtur. E ve
C vitamini birlikte verilince antioksidan etki daliazla old@gu gozlenmgtir (Guptaet
al. 2003; Kashifet al. 2004). Kromiumun neden oldu oksidatif strese kar C
vitamini, E vitamini vep-karotenin etkisi ardiriimig, kromiumun SOD aktivitesini
azaltmasina kam vitamin verilen tim gruplarda SOD aktivitesitat gosterilmgtir
(Vandanaet al. 2006). Yine benzer bir ¢catmada klorifirifos’'un (CPF) neden ol@u
oksidatif strese kar vitamin A, C ve E den okan vitamin kagiminin (1000ug
vitamin A, 10 mg vitamin E, ve 60 mg vitamin C) isik¢alsiimis ve CPF SOD
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aktivitesini azaltirken vitamin verilen gruplardeOB aktivitesinin énemli derecede
arttigi bildirilmistir (Verma et al. 2007). Krishnamoorthy ve arkagdiarinin (2007),
ratlarin epididimal spermlerinde PCB’nin (Aroclo234) SOD aktivitesini azaltmasina
karsi C ve E vitamininin antagonistik etki gosterereR3 aktivitesini dnemli derecede
artirdgini gostermglerdir. PCB ile yapilan @er bir calgmada ise kontrole gore
PCB’nin SOD aktivitesini azalgl, C vitamini muamelesiyle SOD aktivitesinin aitt
bulunmutur (Muthuvelet al. 2006). Cakmalarimizdaki sonuclari goulayan dger bir
calsmada ise erkek albino ratlarin kargge, akcger ve bobreklerinde PCB
muamelesiyle SOD aktivitesi azalirkemtokoferol verilen ratlarda SOD aktivitesinin
arttigl gosterilmgtir (Banudeviet al. 2006). Vitaminlerin SOD aktivitesini artirici eski
ve etkili olan vitaminlerin etki sirasi farkl lit@ttirle belirlenmitir. SOD aktivitesi
Uzerine en etkili vitaminin E oldiw ve vitaminlerin etki sirasinin E>C>A olgiu
calisma sonuglarimizi dgulayan ¢agmalarla ortaya konulnytur (Kashifet al. 2004;
Krishnamoorthyet al. 2007).

Diger bir antioksidan enzim olan GPx ise hidroperdésit ortadan kaldiriimasinda
etkilidir (Armstrong 1998). Yap#@imiz calsmada AFB’in GPx aktivitesini azaltgi
tespit edilmgtir. Kontrol grubunda GPx aktivitesi ARBgrubuna gore daha glik
Olcilmis, aradaki azalma istatistiksel olarak 6nemli bulugtor (p<0.001). Daha 6nce
yapillan benzer bir camada ratlara AFB verilen grupta karagerde ki GPx
aktivitesinin kontrol grubuna goére dahasdik oldusu belirlenmgtir (Preethaet al.
2009. Total aflatoksin kullanimi (25 veya 50 mg/afledon/hayvan/gin) ile DNA,
RNA, protein miktarinda ve enzim aktivitesinde Otiegerecede azalma meydana
geldigini gbsteren cagmalar mevcuttur (Verma and Nair 2001). Ross PMBpiliclere
aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm ve 1.0 ppram verilmi, 15, 30 ve 45.
gunlerinde kan alinarak GPx seviyeleri 6lcUn@Px aktivitesinde azalma gorulgtdr
(Eraslan vd. 2005). ARBn neden oldgu oksidatif stresin GPx aktivitesini
disirmesinin sebeplerinden birincisi AEB neden oldgu ROT’lerinin enzim
aktivitesi zerine inhibisyon etkisi yapmalaridiikinci bir sebepte, ROT lerinin
proteinlere bglanarak proteinlerde yapisal ggkliklere ve buna bgi olarakta
proteinlerin oksidasyonuna neden olmalaridir (Jamesal. 1993; Preethat al. 2006.
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GPx aktivitesinin azalmasinin bir ggir sebebi de GPx aktivitesinin GSH miktarina
bagli olmasidir. Oksidatif stres GR aktivitesinin apalsina neden olarak GSH miktarini
azaltmakta (Preethet al.2006),buna bl olarakta GPx aktivitesi azalmaktadir. Ozetle
GPx aktivitesinin azalmasi GSH’In azalmasina, GBrtezinin azalmasina, enzim
bozulmasinin artmasina ve enzimin inaktivasyonurgl boldugu bilinmektedir
(Janssemt al. 1993; Krishnamoorthgt al. 2007).

Yaptigimiz calsmada AFB verilen grupta GPx aktivitesi azalirken AFBe birlikte
vitamin verilmesi GPx aktivitesini artirgtir. Kontrol grubuna en yakin GPx aktivitesi
E vitamininin 200 uM’lik dozunda ol¢ulngtiir. Kullanilan vitaminler ve dozlarina
bakildginda en etkili vitaminin E oldiu gortlmigtir. TUm vitamin uygulanan gruplar
ile AFB; grubu arasindaki farklar istatistiksel olarak otiebulunmustur (p<0.001).
Daha oOnce yapilan benzer bir galada aflatoksin (50 mg/aflatoksin/hayvan/giin)
verilen hayvanlarin testislerinde ki GPx aktivitesiflatoksinle birlikte E vitamini
verilen hayvanlardaki GPx aktivitesine gore dahksgk Olculmigtir (Verma and Nair
2001). Yine PCB’nin neden old@u oksidatif strese kgh olarak, GPx aktivitesi 6nemli
derecede azalirken C vitamini wetokoferol verilen ratlarda GPx aktivitesi normale
yaklasmistir (Krishnamoorthyet al. 2007). PCB ile yapilan kla bir calsmada ise
olusan oksidatif stresde GPx aktivitesi azalirken @Gmiini GPx aktivitesini artirngtir
(Muthuvel et al. 2006). Kromiumun neden oldu oksidatif strese kar C vitamini, E
vitamini ve B-karotenin etkisi ardiriimis, kromiumun GPx aktivitesini azaltmasina
kargin vitamin verilen tim gruplarda GPx aktivitesirarttigi gézlenmgtir (Vandanaet
al. 2006). N-nitrosodietilamin’in (NDEA) ratlarin kasigerinde GPx aktivitesini
azalttgl, E vitamini verilmesi GPx aktivitesini dnemli amede artg bildirilmistir
(Bansalet al. 2005). Vitaminlerin GPx aktivitesini artirmalannmedeni ise ROT leri ile
reaksiyona girerek onlarin temizlenmesinde ve midgtain azaltiimasinda rol
oynamalarina kg oldugu belirtilmistir. AFB; GR enzim aktivitesini azalfit yapilan
calismalarla gosterilmgiir (Verma and Nair 2001; Preetlefal. 2006). GR aktivitesinin
azalmasina ki olarakta GSH miktarinin azafgl) gerek yapgimiz calsmada gerekse
calisma sonuclarimizla paralellik gosteren galalarla belirlenmitir (Preethaet al.
2006; Krishnamoorthet al. 2007).



85

Enzimatik olmayan antioksidanlardan olan GSH isex Gftbi aktivite gostererek
H.O7'in ortamdan uzakkgirilmasini sglar (Boehmeet al. 1992). Ayrica GSH, DNA
sentezinde ve hasarli DNA parcalarinin onariimasintetabolik fonksiyonlarin yerine
getiriimesinde, zehirli maddelerin inaktif hale d®tiirilmesinde ve serbest radikallerin
olasi hasarlarinin dnlenmesinde goérev yapmaktadasé¢llaet al. 2005). Yaptgimiz
calsmada GSH miktari AFB grubunda kontrol grubuna gore sdi Olgulmi,
arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemli bulugimu (p<0.001). Sonuclarimizla
paralellik gosteren ¢éli calismalarda aflatoksinin  GSH seviyesini azitti
gosterilmitir (Verma and Nair 2001; Preetle al. 2006. Bu konuda yapilan farkl
calismalarda Arsenik, PCB, stres, kromium ve klorifiston neden oldiu oksidatif
strese bgl olarak GSH seviyesinin azafbildirilmistir (Kashif et al. 2004; Muthuvel
et al. 2006; Banudevet al. 2006; Vandanat al. 2006; Krishnamoorthgt al. 2007,
Changet al2007; Vermeet al. 2007).

AFB; ile vitaminlerin farkli konsantrasyonlari verifiinde ise GSH miktarinda agti
meydana gelmgtir. AFB; grubu ile AFB ve vitamin verilen grup arasindaki fark
istatistiksel agidan énemli bulungtur (p<0.001). E vitamini ve aflatoksin ile yapilan
bir calsmada aflatoksinin kontrole gore GSH miktarini agalt goralmistor.
Aflatoksinle birlikte vitamin E (2 mg/gun/hayvanéryolla) verildiginde ise GSH
miktarinin arttg bildirilmistir (Verma and Nair 2001). Arseiin neden oldgu
oksidatif stresden dolayr GSH miktari azgldbuna kagin C vitamini muamelesiyle
GSH seviyesinin arg gosterilmgtir (Changet al2007). Banudevi ve arkagarinin
(2006), yapi calsma ile Krishnamoorthy ve arkadarinin (2007), yap#
calismalarda PCB verilen albino ratlarda GSH miktariazaldgi, H,O, ve OH iyonu
miktarinda ise artma ol@u gosterilmgtir. PCB ile birlikte E vitamini verilince GSH
miktarinda artma, O, ve OH iyonu miktarinda ise azalma meydana gelimiYine
vitaminlerle yapilan dier bir calymada, strese maruz birakilan ratlarda GSH miktari
azalms, antioksidant vitaminlerin (A, E, C) verilmesiyl@SH miktari artirmgtir. En
etkili vitaminin E vitamini oldgu vitaminlerin etki sirasinin da E>C>g&klinde oldgu
belirtiimistir. E ve C vitaminin birlikte verilmesiyle antioi&n etkinin daha fazla
oldugu goriyu savunulmstur (Kashif et al. 2004). Vandana ve arkagiarida (2006),
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kromiumun neden oldiu oksidatif stresi E ve C vitamininin azaltarak G8tiktarini
artirdgini ileri sirmglerdir. Ratlarda klorfirifosun neden olgu oksidatif strese kar
vitamin A, E ve C caliimis, bunlarin GSH miktarini artirgh tespit edilmgtir (Verma

et al.2007). Bu sonuclar camalarimizla paralellik gostermektedir.

AFB'in artirdigi ROT'leri GSH ile reaksiyona girerek GSH'I G& (okside glutatyon)
donistirmektedirler. iki adet GS ise GR enzimi yardimi ile tekrar glutatyona
donistaralmektedir (Krishnamoorthgt al. 2007). AFB GR enzim aktivitesini azalg
yapilan cakmalarla gosterilngtir (Verma and Nair 2001; Preethet al. 2006). GR
aktivitesinin azalmasina pla olarakta GSH miktarinin azalgi gerek yapg@imiz
calismada gerekse caina sonuclarimizla paralellik gosteren galalarla belirlenmytir
(Preetheet al. 2006).

Lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan MDAdliperoksidasyonunu gdsteren
parametrelerden birisidir (Seven ve Candan 1993)B;Alipid peroksidasyonunun
dolayisi ile de onun bir Griint olan MDA miktarimntmasina neden olur (Shenhal.
1994). Yaptgimiz calgmada kontrol grubunda MDA miktar glik iken AFB ilave
edilen grupta daha yiksek olarak olculnii. Aradaki fark istatistiksel agidan énemli
bulunmutur (p<0.001). Ratlarin karggri Uzerine yapilan benzer bir gahada, AFB

(1 mg/kg) verilen grupta lipid peroksidasyonunurtigwr buna bgh olarakta MDA
miktari kontrol grubunda dik iken, AFB grubunda ise daha yuksek ofdutespit
edilmistir (Preetheet al.200§. Ross PM3 irki piliclere aflatoksinli (0.05 ppth1l ppm,
0.5 ppm ve 1.0 ppm) yem verilgnl5, 30 ve 45. glnlerinde kan alinarak MDA miktari
Olcilmis, MDA miktari kontrol grubuna gore artma gostegtini(Eraslan vd. 2005).
PCB (Aroclor 1254) ile yapilan camada ise PCB’nin pDo, OH iyonu miktari ile
lipid peroksidasyonunu ve buna ghaolarak MDA miktarini artirdl bildirilmi stir
(Muthuvel et al. 2006; Krishnamoorthet al. 2007). Ayrica arsenik’in neden olgiu
oksidatif stresden dolayida MDA miktarinin agittgosterilmgtir (Changet al2007).
Aflatoksinlerin MDA seviyesini artirmalarinin nedegesitli arastirmacilar tarafindan
ROT’lerinin artgsina ve bunun da lipid peroksidasyonunu artirmasegdanmstir
(Verma and Nair 2001; Lest al. 2005; Bedard and Massey 2006)
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Yaptigimiz calsmada AFB ile birlikte antioksidan 6zelie sahip vitaminlerin (A, C ve
E) ilave edilmesinin MDA miktarini azalgh belirlenmgtir. Daha 6nce yapilan benzer
calismalarda aflatoksinin kontrole gore MDA miktarintiedigi, aflatoksinle birlikte E
vitamini (2 mg/gun/oral yolla) verilmesiyle sadeea#latoksin verilen gruplara gore
MDA miktarinin azaldg bildirilmistir (Verma and Nair 2001). PCB verilen albino
ratlarda MDA miktari, LPO orani, 40, ve OH iyonu miktarinda artma olnguPCB ile
birlikte E ve C vitamini verilmesiyle MDA miktari,.PO orani, HO, ve OH iyonu
miktarinda azalma meydana gedtiti (Muthuvel et al. 2006; Banudevit al. 2006;
Krishnamoorthyet al. 2007). Arsergin neden oldgu oksidatif stres MDA miktari
artirms, buna kagin C vitamini muamelesiyle MDA seviyesinin azagdgosterilmgtir
(Changet al2007). Vitaminlerin aflatoksine kgirbu antagonistik etkisi serbest oksijen
radikallerini azaltmasi, buna @ga olarakta lipid peroksidasyonunu azaltmasina
baglanabilir. Vitaminlerin biyokimyasal parametrelezdiine olan etki sirasinin E>C>A
seklinde oldgu, gerek bizim ¢cajmamizda gerekse benzer gadalarda vurgulanngtir.

En etkili vitamin olan E vitamini zincirleme realgsn seklinde ilerleyen lipid
peroksidasyonunda, lipid peroksit radikalleri iEaksiyona girerek zincirin kirilmasina
neden oldgu, buna bgl olarakta lipid peroksidasyonunu durdugdubelirtiimistir.
Bununla birlikte, membranlara gla olarak ROT’leri ile dgrudan reaksiyona girerek
onlarin konsantrasyonlarini azdittbildirilmistir. Ayrica C vitamini E vitamininin en
etkin formu olana-tokoferolin lipid peroksil radikalleri ile reaksigu sonucunda
olusan a-tokoferoksilin tekraro-tokoferole dongimund saladigl icin E vitamininin
etkinligini artirdigl gosterilmgtir.

C vitamininin A vitamininden daha etkin olmasingbsbi ise, C vitamininin indirgeyici
aktiviteye sahip oldgu icin gucli bir antioksidan olmasi, superoksit helroksil
radikali ile kolayca reaksiyona gigiicin onlarin temizlenmesini glamasi (Akky
1996; Granadoet al. 1998), ayrica singlet oksijen temizleyicisi olaragorev
yapmasindan kaynaklargdibilinmektedir (Kiling 1985). Buna kg@n A vitamini sadece

yapar (Kiling 1985). C vitamininin antioksidan sist icerisinda daha etkin rol almasi
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sebebiylede, A vitaminine gore biyokimyasal paragiet tizerinde daha etkili olgu
bildirilmi stir.

5.1. Oneriler

AFB,in mutajenik ve kanserojenik etkisi yapilan bircgllsma ile gosterilmitir.
AFB7'in bu mutajenik ve kanserojenik etkisine arantagonistik etkisi olan birgok
madde cafilmis ve bunlarin etkileri ortaya konulngwr. Bu maddelerin en
onemlilerinden olan vitaminlerin antioksidan 0OzZddiri ve buna bgi olarakta
antimutajenik etkilerii nedeniyle yapilan ¢cok sayighlsma mevcuttur. Ancak yapilan
calismalarin tamami kromozomlar Uzerine olan antimut&jetkileri ile biyokimyasal
parametreler Uzerine olan antigenotoksik etkisii ayr1 calgmalarda gosterilngtir.
Calsmamizda her iki parametre Uzerine ARB etkisi ve buna vitaminlarin
antagonistik etkisi ¢calilmasi yoninden énemlidir. Ayrica A ve E vitamiminiazgda, C
vitamininin suda ¢6zunuyor olmasi ve gunlik ihtiydigyulan dozlarinin farkli olmasi
ve buna bgh olarakta plazmada bulunma seviyelerinin farkimasi nedeniyle etki

derecelerinin siniflandiriimasi zogtaaktadir.

E vitamininin antioksidan sistem Uzerine en etkiiamin olmasina @men KA ve
KKD Uzerine C vitamininin daha etkin olmasinin neideir problem olarak énimtzde

durmaktadir. Cagmalarin bu noktaya odaklanmasinin faydal gtadéstntlmektedir.
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