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OZET

Yiksek Lisans Tezi

INSAN LENFOSIT KULTURLERINDE AFLATOKSIN B 1°iN NEDEN
OLDUGU GENOTOKSIK VE BiYOKIMYASAL DEGIiSIKLIKLER UZERINE
BAZI LIKEN, METANOL EKSTRAKTLARININ ANTAGONISTIK
ETKIiSININ BELIRLENMESI

Elif KOTAN
Atatirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Giileray AGAR

Bu ¢alismada, insan lenfosit kiiltlirlerinde aflatoksin B;’in (AFB;) kardes kromatid
degisimi(KKD), Mikronikleus(MN) ve biyokimyasal parametrelerdeki meydana
getirdigi degisiklikler ve bu degisikliklere kars1 7 liken turl ekstratlarinin antagonistik
etkisi aragtirnllmistir. AFB; her iki konsantrasyonunda insan lenfosit kultlrlerinde KKD
ve MN frekans: Onemli derecede artirdigi gozlenmistir. AFB; ile birlikte 7 liken turu
metanol ekstratlarmin verildigi iki farkli konsantrasyonu verilen gruplar AFB; ile
karsilastirildigin da KKD ve MN frekansinda 6nemli derecede azalma goriilmiistiir. En
etkili Cetraria islandica, Rhizoplaca chrysoleuca, Usnea longissima ve Umbilicaria
vellea likenlerinin oldugu, KKD frekansinin azaltilmasinda likenlerin etki sirasinin
Cetraria islandica > Rhizoplaca chrysoleuca > Usnea longissima > Umbilicaria vellea
> Parmelia somloensis > Cladonia rangiformis > Lecanora muralis seklinde oldugu
tespit edildi.

Bu c¢aligmanin biyokimyasal sonuglarinda ise AFB;’in 6nemli derecede superoksid
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini azaltip, malondialdehit
(MDA) seviyesini artirdig1 ortaya konulmustur. AFB; ile birlikte liken ekstratlarinin
verilmesi ile SOD ve GPx miktar1 aktivitesini artirirken, MDA miktarini azaltmustir.
Sonug olarak liken ekstratlarinin reaktif oksijen tiirlerinin salinimini saglayan AFB;’e
kars1 koruyucu etki yaptigi tespit edilmistir.

2010, 126 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin B;, Oksidatif stres, Kardes kromatid degisimi,
Mikronikleus ve Liken



ABSTRACT

Master

THE GENOTOXIC AND BIOCHEMICAL EFFECTS OF AFLATOXIN B; ON
HUMAN LYMPHOCYTE CULTURES AND THE ANTAGONISTIC EFFECTS
OF SOME LICHENS METHANOL EXRTACT

ELIF KOTAN

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Glleray AGAR

In this study, we researched the antagonistic effects of some lichens against aflatoxin B;
(AFB,) to induce sister-chromatid exchange (SCE), micronucleus (MN) and changes in
biochemical parameters on human lymphocyte cultures. The results showed that the
frequency of SCEs on human lymphocyte cultures was significantly increased by the
mutagen AFB; (5 uM, 10 uM). There was a significant decrease in the SCE frequency
in AFB;-treated group compared with the groups receiving AFB; and also different two
concentration of lichens. The most effective of the lichens were Cetraria islandica,
Rhizoplaca chrysoleuca, Usnea longissima ve Umbilicaria vellea. The order of the
decreasing effect of the SCE frequency of lichens was: Cetraria islandica > Rhizoplaca
chrysoleuca > Usnea longissima > Umbilicaria vellea > Parmelia somloensis >
Cladonia rangiformis > Lecanora muralis

The biochemical results of this experiment reveal that AFB; significantly decreased the
activities of SOD and GPx, and increased the level of MDA. Simultaneous
supplementation with lichens restored these parameters to that of normal ranges.. In
conclusion, lichens exhibited protective effects on human lymphocytes exposed to
AFB; by inhibiting AFB;-induced ROS generation.

2010, 126 pages
Keywords: Aflatoxin B;, Oxidative stress, Sister chromatid exchange, Micronucleus,

lichens
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1.GIRiS

Diinya niifusunun her gecen giin hizla artmasi, bilim g¢evrelerini diisiindiiren ¢esitli
sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Bunlarin basinda siiphesiz beslenme sorunu
gelmektedir. Artan niifusa karsilik azalan tarim alanlari, bilim adamlarini yeni teknikler
ve kaynaklar aramaya zorlamaktadir. Diinya da gida yetersizligi nedeniyle bir¢cok
tilkede insanlarin agliktan 6lmesi yaninda gida zehirlenmeleri nedeniyle de 6nemli
sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. insan beslenmesinde kullanilan gida maddeleri ile yem ve
yem maddeleri 0Uretim-tilkketim zincirinin herhangi bir asamasinda uygun olmayan
kosullarda depolandiklarinda mantarlar iireyerek onlarda istenmeyen degisikliklere ve

bozulmalara yol agmaktadirlar (Erdem ve Ozen 1990).

Insanlar ilk caglardan beri baz1 kiiflerden yiyeceklerini olgunlastirmada
yararlanmiglardir. Mantarlar besin olarak tiiketildigi gibi, ayn1 zamanda alkol
(mayalardan), antibiyotik (6rnegin Penicilin antibiyotigi Penicillium chrysogenum
tirtinden), yag (Penicillium turlerinden), vitamin (mayalardan), enzim, ilag ve peynir
tretiminde de c¢ok sik kullanilmaktadirlar (Algur 1992). Mantarlarin bu faydalari
yaninda zararlar1 da vardir. Mantarlar, 6zellikle de kiifler, deri, aga¢, kumaslarin
kiiflenmesine, tarimda iiriin kaybma yol agmaktadirlar. Insanlar dahil cesitli canlilar

tizerinde yasadiklarinda onlarin hastalanmalarina, hatta 6liimlerine neden olmaktadirlar.

Tarimsal Ttriinler ve gidalarda yaygin olarak zararlara yol acan kiif cinslerinin
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Stachybortrys, Pithomyees, Phame,

Myrothecium, Phomopsis ve Diplotia oldugu bilinmektedir (Sharby 1977).

Mantarlarin olusturdugu toksinlere mikotoksin adi verilir. Mikotoksinler olusturdugu
kife ve ilk kez belirlendigi tirtine gore isimlendirilirler. Giintimiize kadar varligi ortaya
konan mantar tiirlerinden 250 kadarinin mikotoksin olusturdugu ve bunlarda 20
kadarinin insan ve hayvanlarda zehirlenmeye neden oldugu bilinmektedir (Erdem ve

Ozen 1990). 1930-1940’l1 yillarda kesfedilen mikotoksinler, mantarlarin insan ve



hayvanlarda hastalik olusturabilen ve antijenik 06zellik gdstermeyen sekonder
metabolitleridir. Mikotoksinler, esas olarak protein yapisinda ve antijen 6zellikte olan
bakteriyel toksinlerin aksine, ¢ok cesitli kimyasal yap1 ve biyolojik aktiviteye sahip
maddelerdir.  Karotenoidler, alkaloidler, siklopeptitler ve kumarinler olarak
siiflandirilan  mikotoksinler, kimyasal yapt bakimindan birbirlerinden farklilik
gosterirler. Mikotoksinlerin en toksik olani aflatoksinlerdir (Wyllie and Morehouse
1977).

Aflatoksinler, Aspergillus flavus‘un bazi suslari, Aspergillus parasiticus‘un ise hemen
hemen biitlin suslar1 tarafindan iiretilmektedir (Scott 1978; Bullerman 1979). Ancak
1987 yilinda A. flavus’a fenotipik olarak benzeyen Aspergillus nomius (Betina 1989) ve
son olarak Aspergillus pseudotamarii olarak isimlendirilen tlrinde (Ito et al. 2001)

aflatoksin iirettigi belirlenmistir.

Aflatoksinler bakterilerde, kiiltiire edilmis insan hiicreleri ve deney hayvanlarinda
genetik hasarlara neden olurlar. Gen mutasyonlari, Mikronukleus (MN), Kardes
Kromatid Degisimi (KKD = Sister Chromatid Exchange = SCE), Mitotik indeks (MI)
ve Kromozom Anormallikleri (KA = Chromosomal Aberration) {izerine etkileri vardir
(Agar ve Alpsoy 2005; Geyikoglu ve Tiirkez 2006; Alpsoy vd 2009). Ozellikle
insanlarda karaciger kanserine neden oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir.
Aflatoksin B;’in (AFB;) en biiyilkk hedef orgami karacigerdir. Bununla birlikte
akcigerler, bobrekler ve kalinbarsak {izerinde de etkisi vardir (Wang and Groopman
1999).

Aflatoksin B; (AFB1) neden oldugu hiicresel hasarin tam olarak mekanizmasi agik

olmamasina ragmen, iki farkli mekanizma ile etkili oldugu diisiintilmektedir.

1-DNA’daki Guanin bazinin N-7 bolgesine baglanarak mutajenik etki gosterirler. 2-
AFB; reaktif oksijen tiirlerinin (ROT=reaktive oksijen species=ROS) i¢cinde bulundugu
serbest oksijen tiirlerinin salinimin1 uyararak hiicrelerde hasara neden olurlar. Ayrica

aflatoksinlerin serbest oksijen radikallerinin seviyesinde artmaya neden oldugu igin



lipid peroxidasyonunu ve buna bagli olarak da lipid peroksidasyonunun bir {iriinii olan
malondialdehit (MDA) miktarini artirdigi da bilinmektedir (Shen et al. 1994; Lee et al.
2005). Etlik piliclerde aflatoksin kullanimina bagli olarak eritrosit sliperoksid dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi azalirken, MDA seviyesinde
artma gozlenmistir (Eraslan vd 2005).

Aflatoksinlerin de salinimina neden olduklan serbest radikallerin en 6nemli hasarlari

membran lipidleri, DNA ve proteinlere verdikleri hasarlardir.

Serbest radikallerin nukleusta ve DNA’daki etkileri genotoksik ve mutajeniktir. Serbest
radikaller pirin ve pirimidin modifikasyonuna veya DNA iplikleri ve kromozom
kirtlmalarina, onkojen aktivasyonuna neden olduklari igin karsinogeneziste dnemlidirler

(Seven ve Candan 1995; Barrington et al. 1996).

Serbest radikaller niikleik asit ve baz modifikasyonlarina bagli olarak, nokta
mutasyonlart1 ve DNA zincir kirilmalarina neden olabilirler. DNA hasarina yol agan
hidroksil radikallerinin, hidrojen peroksit (H,O,) ve superoksitin gecis metalleriyle
reaksiyonu sonucu olustugu gosterilmistir (Bukan 1999). Gegis metalleri ve serbest
radikallerin etkisiyle DNA’da olusan major oksidatif etkiler sarmal agilmalari,
depiirinasyon, c¢apraz baglanma ve baz modifikasyonlar1 olarak bilinmektedirler.
Ozellikle baz modifikasyonlarindan timin bazi, timin glikol ve 5-hidroksimetil urasile,
guanin bazi da 8-hidroksiguanine (8-OH-Gua) déniisiir (Kasprzak 2002). In vivo
calismalarda ROT nin hasarinin hassas birer gostergesi olan 8-OH-d Gua (8-hidroksi—2-
deoksiguanozin) ve 8-OH-Gua mutajenik olmalari nedeniyle potansiyel birer kanserojen
oldugu gosterilmistir (Lunec et al. 2002). Aflatoksin tiketimi hucrelerde 8-OH-Gua
miktarinda artisa neden oldugu igin, 6zellikle p53 geninin 249. kodonunda mutajeniteye

neden olarak kansere sebep olurlar (Wang and Groopman 1999).

Gerek aflatoksinlerin gerekse diger mutajen maddelerin mutajenitelerinin tespit edilmesi

icin gelistirilen testlerden en yaygin olanlar1 KKD, MN analizleridir.



I¢ veya dis etkenlerin etkisiyle hiicre DNA’sindaki degisikliklere bagli olarak meydana
gelen KKD’lerinin olus mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Perry and Evans
1975). Ancak kolay ve ¢ok hizli sonu¢ verdiginden dolayr mutajenite testlerinden en
yaygin olarak kullanilanlardan bir tanesidir. Aflatoksinlerin KKD’ni artirdigi yapilan
bircok calismada ortaya konulmustur. Insan, rat ve fare lenfositlerinde aflatoksinlerin
KKD’ni artirdig belirtilmistir (Thomson et al. 1979; Deng et al. 1988; Andrew et al.
1997; Geyikoglu ve Tiirkez 2006; Alpsoy vd 2009). Cin hamster V79 hicrelerinde
aflatoksinlere bagli olarak KKD oranlari ¢alisilmis, sonug olarakta en toksik olandan en

az toksik olana dogru AFB;>AFG;>AFG,>AFB; oldugu bildirilmistir (Batt et al. 1980).

Son yillarda aflatoxinlerin toksik, mutagenik ve kanserogenik etkilerinin giderilmesi
konusunda ¢ok sayida galisma yapildig: bilinmektedir ( Huang et al. 1982 Ahmad et al.
2002; Siddique et al. 2005, Alpsoy vd 2010). Ozellikler baz1 iz elementlerin,
vitaminlerin, yag asitlerinin, flavonoidlerin ve fenolik asitlerin aflatoksinin bu etkilerini
giderebilecegi tespit edilmistir (Avani and Rao 2007; Ahmad et al. 2004; Badr et al.
1998; Siddique and Afzal 2005).

AFB;’in KKD’ni artirmasma karsiik, AFB; ile A vitamininin beraber verilmesi
aflatoksinin bu etkisini azalttig1 tespit edilmistir (Huang et al. 1982, Alpsoy vd 2009).
Ayrica yapilan benzer ¢alismalarda KKD’ni artiran arsenik, hidrokortizon ve gama

1sinlarinin mutajenik etkisinin A vitamini kullanimi ile azaldig: bildirilmistir (Avani and

Rao 2007; Ahmad et al. 2004; Badr et al. 1998).

En onemli antioksidan vitaminlerden Vitamin C’nin mutajenik etkiye sahip olan
hidrokortizon (Ahmad et al. 2004; Ahmad et al. 2002), mitomisin C (Krishnaja and
Sharma 2003), merkurik klorit (MC; HgCl2) (Rao et al. 2001), megestrol acetate
(Siddique et al. 2005) ve klormadinon asetat’in (CMA) (Siddique and Afzal 2005)

neden oldugu KKD iizerindeki etkisini azalttig1 gézlenmistir.



Ayrica E vitamininin hidrokortizon (Ahmad et al. 2002), karbontetraklorit (Sivikova et
al. 2001) ve aflatoksininin (Chlopkiewicz et al. 1991) neden oldugu KKD (izerine olan

mutajenik etkisini azalttig1 gosterilmistir.

Vitaminlerin disinda selenyum ve diger bazi bitkisel tiriinlerin de AFB;’in mutajenik
etkisini azalttifina dair ¢aligmalar mevcuttur. AFB;’in 1, 5, 10 uM’lik dozlarina karsi
sodium selenitenin (Na;SeOs) (5x107" ve 1x10°M) antagonistik etkisi calisilmis,
AFB;’in KKD oranini artirdigi, buna karsin AFB; ile birlikte Na,SeO3 verildiginde
KKD’nin azaldig1 belirlenmistir (Ahmad et al. 2004; Geyikoglu ve Tiirkez 2006; Agar
ve Alpsoy 2005).

Serbest radikaller DNA hasarlarinin yaninda aminoasitlerin oksidasyonu, peptid
baglarinin pargalanmasi, disiilfid baglarinin olusumu ve c¢apraz baglanmalara neden
olarak proteinlere de etki ederek, enzimlerin fonksiyonlarimin kaybolmasina neden

olabilirler (Seven ve Candan 1995).

Serbest radikallerin etkiledikleri diger bir hiicre yapisi da membran lipidleridir.
Membran lipidlerindeki doymamis yag asitlerinin oksidasyonu olan lipid
peroksidasyonunu baglatarak onlarin akigkanliklarma ve gecirgenliklerine etki ederler.
Bu sekilde lipidlerin yapisin1 da bozarlar (Ottino and Duncan 1997). Serbest radikaller
yag asitlerindeki doymamis baglarla kolayca reaksiyona girerek lipitlerin
peroksidasyonuna neden olurlar. Poliansature yag asitlerinin (PUFA) diger bir ifade ile
doymamis yag asitlerinin oksidatif hasarini1 baslatarak, kendi kendini devam ettiren
zincirleme bir reaksiyona doniistiip geri doniisiimsiiz olarak membran hasarlarina neden
olurlar (Akkus 1996). Bu reaksiyon doymamis yag asitlerinin birinin yapisindan bir
hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla baslar. Boylece bu doymamis yag asidi zinciri
bir serbest radikale doniisiir. Lipid radikali molekiler oksijenle reaksiyona girerek lipid
peroksid radikalini (LOO®) olusturur. LOO® de oksijen radikalleri gibi hicredeki
molekiiller lizerinde toksik etkiye neden olur. Lipid peroksidasyonu reaksiyonlari
sonucunda ortaya ¢ikan aldehitler en toksik olan Urlnlerinden biridir. Toksik etkiye

sahip olan aldehitlerin protein sentezini inhibe ettikleri bilinmektedir MDA ve 4-



hirroksinoneal (HNA)’de lipid peroksidasyon seviyesini go0steren parametrelerdir
(Hubel et al. 1989; Seven ve Candan 1995).

Hiicre igi antioksidantlarin en 6nemlilerinden biri olan SOD, siiperoksiti (O,") oksijene
(O,) ve daha az reaktif olan H,O, Katalizler. AFB; kullanimmin hiicre igi
antioksidanlarindan SOD, aktivitesini azalttig1 gozlenmistir (Eraslan vd 2005; Preetha et
al. 2006). Ayrica SOD aktivitesini C vitamini (Muthuvel et al. 2006; Krishnamoorthy et
al. 2007; Verma et al. 2007), E vitamini (Verma and Nair 2001; Kashif et al. 2004;
Banudevi et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 2007; Verma et al. 2007) ve A vitamini
(Kashif et al. 2004) kullanimi artirmaktadir.

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olanlarindan biridir. Hiicre i¢i hidroperoksitlerin
yok edilmesinden sorumludur (Armstrong 1998). H,0O,’i suya cevirerek,
methemoglobin olusumunu engeller (Kalaycioglu vd 1998). Yine AFB; kullanimi SOD
da oldugu gibi GPx aktivitesini de azalttig1 gézlenmistir (Eraslan vd 2005; Preetha et al.
2006). Yapilan diger ¢calismalarda oksidatif strese neden olan AFB; gibi maddelerin bu
etkisinin C vitamini (Muthuvel et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 2007; Verma et al.
2007), E vitamini (Verma and Nair 2001; Banudevi et al. 2006; Krishnamoorthy et al.
2007; Verma et al. 2007) ve A vitamini kullanimi ile azalttig1 gbzlenmistir (Vandana et
al. 2006, Alpsoy vd 2009).

Kanseri de i¢ine alan ¢esitli hastaliklarin gelismesine kars1 bu metabolitlerin koruyucu
olabilecegini gdsteren invivo ve invitro deneysel arastirmalardan ve epidemiyolojiden
elde edilen kanitlar; kimyasal olarak koruyucu etkiye sahip bitki metabolitleri iizerine
antimutajenik ve antigenotoksik calismalarin biiyiik 6l¢iide artmasini da saglamigtir
(Abdullaev et al. 2003).

Bununla birlikte antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellige sahip kimyasal bilesikleri
aragtirmak ve kesfetmek insanlarda artan kanser riski ve mutasyon oranlarindaki artigin

beraberinde getirdigi istenmeyen sonuglar nedeniyle giiniimiizde zorunlu hale gelmistir

( Hartman and Shankel 1990) .



Likenlerin antimutagenik ve antioksidant 6zellikleri bilinmektedir (Valentéo et al.
2001). Ayrica likenler c¢esitli amaglar icin 16. yy'dan itibaren cesitli hastaliklarin
tedavisinde infiisyon ve detoksiyon seklinde kullanilmistir. Ornegin, halk arasinda
ciger likeni olarak bilinen Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. Likeninin orta ¢agda
Avrupalilar tarafindan akciger hastaliklarinin tedavisinde ve yine Kolombiya’ da
yasayan Hesquiat halki tarafindan verem hastaliginin tedavisinde kullanildigima dair
kayitlar vardir. Likenlerin bu tedavi edici etkisi, onlarin stistik asit, giroforik asit ve
norstistik asit gibi sekonder metabolitlerine atfedilmekte (Asahina 1967.) ve guinimizde
de bu metabolitlerin kullanilmas1 ile artrit, egzema, solunum ve dolasim yolu
hastaliklar1 tedavi edilebilmektedir (Biswas 1956, Huneck and Yoshimura 1996)
Ulkemizde ise yaralarin tedavi edilmesinde, kan kesici olarak ve parfimeri sanayiinde

fiksator olarak (Evernia prunastri (L.) Asch) kullanilmaktadir.

Avrupa Ulkelerinde liken metabolitlerinin degisik mikroorganizmalar, mayalar ve algler
lizerine antibiyotik etki gosterdigi uzun yillardan beri bilinmektedir. Denenen liken
orneklerinin %50’sinden fazlasinin antibiyotik etki gosterdigi, en etkili maddelerin ise
usnik asitler, pulvunik asit tlirevleri (6rnegin vulpinik asit) ve alifatik asitler oldugu ve
bu maddelerin de Ozellikle Gram-pozitif bakterilere ve bazi funguslara antibiyotik
aktivete gosterdigi bildirilmistir (Lauterwein et al. 1995). Bunlara ilaveten likenlerin
antiherbivorve antitimor aktivete gostermeleri de diger 6nemli 6zelliklerdendir
(Huneck 1999).

Cesitli organizmalarda, oksidanlarin viicut sistemlerindeki hasari, yasla birlikte
artmakta ancak antioksidanlar tarafindan bu hasar 6nlenmektedir (Cook and Saman
1996). Likenlerin antioksidan aktiviteye sahip olmalar1 (Pietta et al. 1998) onlarin besin
seklinde almmmalar1 halinde Omiir uzunlugunu ve antimutagenik aktiviteyi
artirabilecegini diigiindlirmiistiir. Bu noktadan hareketle antioksidan aktiviteye sahip
olan L. pulmonaria likeninin metanol (Lpem), kloroform (Lpek) ve su ekstraktlarinin
Drosophila melanogaster’in ergin bireylerinde 6miir uzunlugu tizerine etkileri oldugu
belierlenmistir (Altun vd 2009).



Aflatoksinlerin meydana getirdigi mutagenik, biyokimyasal etkileri ve likenlerin
antioksidan ve antimikrobial, antimutagenik etkileri bilinmesine ragmen liken

ekstraktlar ile aflatoksinler arasindaki antagonistik etki ¢alisilmamustir.

Calismamizda tlketici dernekleri ve yapilan bilimsel ¢alismalarla piyasadaki bir¢ok
tirtinde bulundugu belirlenen; hepatotoksik, hepatokanserojen, mutajenik ve teratojenik

olan AFB;’in insan lenfosit kilttiriinde;

1-Mutajenik etkisini mutajenite testlerinden olan genotoksik ve sitotoksik etkinin bir
gostergesi olan KKD, Mikronukleus testi ve biyokimyasal parametrelerle (SOD, GPXx,
GSH ve MDA) belirlemek,

2-AFB;’in KKD, mikronukleus ve biyokimyasal parametreler (izerine olan bu etkisine
kars1 farkli dozlarda likenlerin metanol ekstratlarinin antagonistik etkiye sahip olup

olmadiklarini tespit etmek ve etki derecelerini belirlemek amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Aflatoksinler

2.1.1. Aflatoksinlerin ozellikleri, ¢esitleri ve ilk bulunmasi

Aflatoksinler yapisal olarak difurokumarinlere benzeyen, basta Aspergillus flavus ve
Aspergillus parasiticus olmak iizere c¢esitli Aspergillus turleri ile Penicillium
(P.puberulum gibi) ve Rhizopus tiirii mantarlar tarafindan sentez edilen toksinlerdir.
Bunlardan A.flavus AFB; ve AFB,, A.parasiticus’da AFB;, AFB,;, AFG; ve AFG;
toksinlerini Gretirler. Aflatoksinlere bu isim Aspergillus cinsinin “A”s1 flavus’un “fla”s1
alinarak sonuna “toksin” eklenmesiyle olusturulmustur. Aflatoksinler ciddi problemlere
yol agan kimyasal kanserojenlerdir. Ozellikle bu son iki tiir diinyanin her yerinde,
toprak ve havada yaygin sekilde bulunurlar. Aflatoksin olusturan mantarlar 12-40°C
arasinda ve %]15’in iizerinde rutubet igeren basta misir, pamuk tohumu ve yer fistigi
olmak {izere, hemen her ¢esit tahillar, yem ve yem hammaddeleri ile besinlerde kolayca
urerler ve mikotoksin sentezleyebilirler. A.flavus, %86-90 nisbi nemde 48 saat iginde
onemli 6lgiide mikotoksin olusturur (Nixon et al. 1981). Yem ve besinlerle alinan
aflatoksinler sindirim kanalindan sinirli 6l¢iide emilirler. Dolasima gecen aflatoksinler
baslica karaciger ve kaslarda dagilim gosterirler. Viicuda giren aflatoksinin %75°lik
kismui ilk 24 saat iginde digk ile %15-20’1ik kismi idrarla ve geri kalan1 da degismemis
ya da metabolitleri halinde siitle atilirken (Kaya vd 1998) %5-6’lik kismi karacigerde
tutulur. Siit ineklerine 10 giin boyunca %15 oraninda aflatoksin igeren yemle uygulanan
beslemede, 9. giinde yapilan 6lgimlerde AFB;’in %23-67’1ik kisminin idrar ve gaita ile
%1.35’lik kisminin da siitle atildig1 saptanmistir (Hoogenboom et al. 2001). Aflatoksinli
yemlerle beslenen ineklerin siit ve etlerinde, tavuklarin da yumurtalarinda aflatoksine
rastlanmistir. Siitle ¢ikarilmasi, et ve siit mamiillerinde bulunmasi insanlar i¢in biiytlik
bir tehlike olusturmaktadir (Arda 1980). Mikotoksinler, akut toksikozisten uzun siireli
kronik saglik sorunlarina kadar varabilen genis bir etki spektrumuna sahiptirler. Bazi
mikotoksinler insan toksikozlarinin esas kaynagini olusturabilir ki; en basit olarak AFB;

insan karaciger karsinojeni olarak bilinir (Coulombe 1993).
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Evcil ve deney hayvanlarinda aflatoksinlerin zehirliligi hayvanin cinsi, cinsiyeti, 1rki,
yasi, alinan toksinin ¢esidi ve miktari, maruz kalma siiresi gibi bircok faktore baghdir.
Ayrica zehirlilikleri riboflavin ve 1s18a maruz kalmakla, vitamin Bi,, karoten ve protein
noksanliklarinda artar. Evcil hayvanlar igerisinde erkekler disilerden daha duyarhdir.

Kanatlilar icerisinde de aflatoksine en duyarli olanlar1 6rdek ve hindi palazlaridir (Kaya
vd 1998; Arda 1980).

Aflatoksinler icerisinde zehirliligi en giiclii olan1 AFB;’dir. Bunu azalan sirayla AFGy,
AFB; ve AFG; izler. Hayvanlarin ¢ogunda AFB;’in LDsy degeri 0,5-10 mg/kg arasinda
degisir (LDsg: Aflatoksinin hayvanlara verildiginde %50 oraninda 6liime neden olan
dozdur). Ordek, alabalik, kedi, kdpek ve hindi gibi hayvanlar en duyarli; at, sigir,
koyun, keci, rat, kobay ve bildircin gibi hayvanlar orta derecede duyarli; fare ve
maymun ise en az derecede duyarli hayvanlar olarak bilinir (Kaya vd 1998). Uzerinde
en ¢ok calisilmis mikotoksin grubu olan aflatoksinler 1960 yilinda kesfedilmis ve 1962
yilinda da giiclii bir “hepatotoksik” ve “hepatokarsinojen” etkisi oldugu anlasilmistir

(Pohland 1993; Bullerman 1979).

2.1.2. Aflatoksinlerin kimyasal yapisi

Aflatoksinler, “difurokumarosiklopentenon” ve “difurokumarolakton” gruplarinda

smiflandirilmistir (Betina 1989). Aflatoksinlerin aflatoksin B,, B,, G, ve G, olmak lizere

dort ana fraksiyonu bulunmaktadir. Bu isimlendirme ince tabaka kromatografisinde,

uzun dalga boyu UV 15181 altinda aflatoksin B, ve B, 'nin mavi, aflatoksin G, ve G,'nin

ise yesil floresan vermesiyle iliskilidir (Bullerman 1979; Groopman and Kensler 1988;
Ozkaya ve Temiz 2003). B toksinleri kumarin yapidaki lakton halkasina eklenmis
siklopentenon halkasi, G toksinleri ise ek bir lakton halkas1 icermektedir (Ozkaya ve
Temiz 2003) (Sekil 2.1.).



11

o e
o Q
o
OCH;
OCH3
Ba
By
o o
| o
[
L Z~ OCH%
G2

Bog My

Sekil 2.1. Aflatoksin B1, By, Gi, Gz, My ve Baa, Goa yapist (Wyllie and Morehouse
1977)
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Sekil 2.1. Aflatoksin M, Gza, P1 ve Qp’in yapist (Wyllie and Morehouse 1977)

(devami)

Aflatoksinler, metanol, kloroform ve diger bir¢cok organik ¢oziiciide ¢oziinebilmektedir.
Ancak sudaki ¢oziiniirlikleri azdir (10-30 pg/mL). Toksinler, UV¥sigin1 (362 nm)

kuvvetle absorblarlar ve aflatoksin B1 ve B, 425 nm de; aflatoksin G1 ve G, ise 450 nm

de floresan emisyonu olustururlar. Aflatoksin g¢esitlerinin molekiil formiilleri, molekiil
agirhiklari, erime sicakliklari, floresan emisyonlari, UV emilimleri Cizelge 2.1.’de
gosterilmistir. Aflatoksinler gida ve yem maddelerinde ¢ok kararlidir, ancak ¢ok diistik
veya yuksek pH’larda (3’den az ve 10’dan buyiik), okside edici ajanlarla ve oksijen olan
ortamda UV 1s181ina maruz kaldiklarinda hizla aktivasyonlarimi yitirirler (Stoloff 1977;
Groopman and Kensler 1988).
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Cizelge 2.1. Aflatoksinlerin formul ve o6zelliklerini gosteren cizelge (Wyllie and
Morehouse 1977)

Aflatoksin  Molekiil Molekul Erime Ultraviyole Floresans
Formili  Agirhg Noktasi Emilimi Emisyonu

B, Ci7H120s 312 268-269 21.800 425

B, Ci7H1406 314 286-289 23.400 425

G Ci7H120; 328 244-246 16.100 450

G, Ci7H1407 330 237-240 21.000 450

M; Ci7H1207; 328 299 19.000(357 nm) 425

M, Ci7H1407 330 293 _ _

Boa Ci7H1407 330 240 20.400 _

Goa Ci7H140g 346 190 18.000 _

Ro Ci7H1606 314 230-234 14.100 425

Bs CigH1406 302 233-234 9.700 _

GM; Ci7H120g 344 276 12.000(358 nm)  _

Py CisH100s 298 >320 14900342 nm)  _

Toksijenik A.flavus kiiltiirleri ve aflatoksin ile kontamine olmus iiriinlerdeki biyolojik
aktiviteden AFB1 ve daha az olarak da AFG1 sorumludur. Bu durum, her iki toksinin

terminal furan halkasininin 8, 9 karbon pozisyonunda bir doymamis baga sahip
olmastyla iliskilendirilmektedir (Groopman and Kensler 1988; Ozkaya ve Temiz 2003).
Aflatoksin B,, B,’in, aflatoksin G, de G,’in dihidro turevleridir (Betina 1989; Ozkaya

ve Temiz 2003) ve “in vivo” kosullarda metabolik olarak B, ve G1’e okside olmadiklari

siirece biyolojik olarak inaktiftirler (Groopman and Kensler 1988; Ozkaya ve Temiz
2003). Bu dort aflatoksin disinda aflatoksin M, ve aflatoksin M, olarak isimlendirilen

onemli iki aflatoksin tlirevi daha bulunmaktadir. M toksinleri aflatoksinli yemle
beslenen laktasyon devresindeki memeli hayvanlarin siitlerinden ve idrarlarindan izole

edilmistir. Bu toksinler de ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga boyu UV 15181
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altinda mavi floresan verirler ve B toksinlerinden daha disiik R, degerlerine sahip

olmalariyla ayrilirlar (Bullerman 1979; Betina 1989; Ozkaya ve Temiz 2003).

Acetale

M

Folyketide

¥
Substituted trihydroxymaphthacene

“‘-..__“_J.i.
E : ‘\"“-‘

Averufin Morsolorinic acid

r

Versiconal acetate

]

W

Wersicolorin O

L 4

Wersweolorin A

0

S-Hydroxysterigmatocystin Aversin
Stergmatocysiin O-Methylsterigmatocystin

Aflapoxin By AL permoxin

=

Aflatoxin Br  Aflatoxin M Aflatoxicol  Aflatoxins G and Go

Sekil 2.2. Aflatoksinlerin sentez basamaklar1 (Wyllie and Morehouse 1977)

Aflatoksin M, ve My, aflatoksin B, ve B, nin hidroksi tirevleridir. Aflatoksin M, ayni

zamanda, dihidro-aflatoksin M, ’dir (Sekil 2.2.). Aflatoksin ¢esitlerinin sentez
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basamaklar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir. Aflatoksin B, ve Gy ’in hemiasetal tUrevleri olan
aflatoksin BZa ve Gz, da (Sekil 2.2.), A. flavus’un dogal metabolitleri olarak izole
edilmislerdir. Bu tiirevler, aflatoksin B, ve G;’in asitli ortamda hidroksillenmesi ile de
elde edilmektedir ve bu 0&zellikten aflatoksin B, ve G,’in dogrulanmasinda

yararlanilmaktadir (Betina 1989).

2.1.3. Aflatoksinlerin konsantrasyonunun azaltilmasi

Hayvanlarin yemlerine karnitin ilavesinin de faydali olacag: bildirilmektedir. Bu yonde
yapilan bir ¢alismada, aflatoksinli yemlere karnitin ilavesi ile karacigerde meydana
gelen bozukluklarin azaldigi, aflatoksin etkili yagli karaciger olgusunun karnitin

tarafindan engellendigi saptanmistir (Sachan and Yatim 1992).

Aflatoksin iceren yemlere bagli olarak safra kanali hiicre hiperplazisi, c¢ekirdek
bliylimesi, karaciger hiicre biiylimesi gibi bozukluklar mangan stilfat ilavesiyle 6nemli
diizeyde engellenmistir. Ayrica hayvanlarda aflatoksikozise bagli olarak sekillenen
serum kolesterolii ve karaciger glikojenindeki artiglar da mangan siilfat ilavesiyle

azaltilmistir (Hastings and Llewellyn 1987).

2.1.4. Aflatoksinlerin canhlar iizerine etkileri

Aflatoksinler, yiksek dozlarda akut, subletal dozlarda ise kronik toksisite
gostermektedirler. Diisiik dozda siirekli alimlari, birgok hayvan denemesinde karsinojen

etki ile sonuglanmugtir. Aflatoksinler igerisinde en yiiksek toksisiteyi AFB;

gostermektedir. Aflatoksinlerden hayvanlarin bir¢ogu etkilenmektedir, ancak duyarlilik
tiirden tiire degismektedir ve ayni tiirlin geng olanlar1 yasl olanlardan daha duyarhdir.
Ayrica toksik etki, tiikketilme miktar1 ve sikligina, hayvanin cinsine, yasina, cinsiyetine,
saglik durumuna ve beslenmesine bagli olarak degismektedir (Hsieh et al. 1977;
Bullerman 1979, 1986).
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Civciv, pili¢ ve ordek yavrulart en duyarli olanlardir, bunlar1 sirasiyla hindi yavrusu,
siilin palazi, tavuklar ve bildircinlar izler. Memeliler arasinda ise aflatoksinden
etkilenme sirasi; 3—12 haftalik domuzlar, hamile domuzlar, yetiskin domuz, sigir ve
koyunlar seklindedir. Alabaliklar ve kopekler de aflatoksine duyarli hayvanlardir.
Alabaliklarda, ppb diizeyindeki c¢ok diisiik konsantirasyonda bile karaciger kanseri
etkisi gortlmektedir (Bullerman 1979; Smith and Moss 1985).

Aflatoksinler, yiiksek dozlarda akut toksisiteye neden olabilirler. Hayvanlarin ¢ogunda
gozlenen akut aflatoksikozisin klinik bulgulari; istah azalmasi, agirlik kaybi, norolojik
anormallikler, mukoz membranlarda sarilik, kasilma ve sonunda dliimdiir. Karacigerde
rengin acgilmasi veya tamamen renksizlesme ve yag birikimi belirgin olarak goriiliir.
Viicut bosluklarinda sivi birikimi ile bobrek ve bagirsaklarda kanama da meydana

gelebilir (Bullerman 1979).

Aflatoksinler, subletal dozlarda, kronik etki gostermektedir. Subletal dozlarda aflatoksin
uygulanan hayvanlarda, karkasin sararmasi ve karacigerde siroz goriilmistiir
(Bullerman 1979). Diisiik diizeyde ancak uzun siireli aflatoksin alimi ise, bir¢ok deney
hayvaninda karaciger kanseri ile sonu¢lanmaktadir. Deney hayvanlarindan alinan bu
sonuclara bagli olarak aflatoksinin kuvvetli bir hepatokarsinojen oldugunun
belirlenmesi iizerine, insanlar {izerindeki etkisini anlamak amaciyla ¢ok sayida
etiyolojik caligma yapilmistir. Asya ve Afrika’nin c¢esitli iilkelerinde yapilan bu
caligmalarda; karaciger kanserine yakalanma siklig1 ile aflatoksinle kontamine olmus
gidalarin tiiketim diizeyi arasinda kuvvetli bir iligki gozlenmistir (Wilson 1978; Ueno
1985). Bu etiyolojik caligmalarda bir donem diger hepatokarsinojenik etmen olan
hepatit B virlsii enfeksiyonunun dikkate alinmadigi gerekgesiyle bir tartisma
baslatilmistir (Denizel 1989). Ancak son yillarda yapilan molekiiler genetik
calismalarda, aflatoksinin insanlarda karaciger kanserine neden oldugu konusunda
onemli bulgular elde edilmistir (Oztiirk 1995). Insan karaciger kanseri, kanser tiirleri
arasinda diinyada 5. sirada sik gozlenen bir kanserdir. Oliimle sonuglanan kanserler
siralamasinda ise 3. siradadir (Parkin et al. 2001). Uluslar arasi kanser arastirmalari

ajansia gore Cin’de gorulen karaciger kanserlerinin %54’i aflatoksin ve hepatit B
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kaynaklidir (IARC 1985). Uganda, Tayland, Kenya, Mozambik ve Cin’de yapilan
aragtirmalarda aflatoksin tiiketimi ile karaciger kanseri arasinda pozitif bir korelasyon
bulunmustur. ABD’nin aflatoksin tahmini tiiketimi daha fazla olan glineydogusunda
kuzey ve batisina gore %10 daha fazla karaciger kanserine rastlanmaktadir. [ARC’e

gore aflatoksinlerin neden olduklar1 kanser oranlari artmaktadir (IARC 1987). Daha
sonraki raporlarda da bu tekrarlanmigtir (IARC 1993,2002).

Insan kromozomlar iizerine AFB;’in AFG;’e gore daha toksik oldugu goriilmiistiir.
Ayrica insan kromozomlarindan bazi kromozomlarin AFB;’e daha direngli, bazi
kromozomlarin ise daha direngsiz oldugu tespit edilmistir. AFB;’in 6zellikle 2, 11, 19
ve 20. kromozomlar1 daha ¢ok, AFG;’in de 1, 2, 3, 4 ve 5. kromozomlar1 daha ¢ok
etkiledigi ortaya konulmustur. Genel olarak da boyca uzun olan kromozomlarin

aflatoksinlerden daha ¢ok etkilendikleri tespit edilmistir (EI-Zawahri et al. 1977,1990).

AFB,’in karsinojenite ve mutajenitesi viicuttaki metabolizmasi sonucunda ortaya

cikmaktadir. Aflatoksinler, hayvanlarda oncelikle mikrozomal ve sitoplazmik oksigenaz
enzim sistemleri tarafindan metabolize edilmektedir. Bu enzim sistemleri, esas olarak
karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda bulunan, sitokromla iligkili

enzimlerle, O,’ye ve NADPH’a bagimli enzimlerin kompleks bir organizasyonudur. Bu

enzimler, cesitli hidroksillenmis tiirevlerin ve yiiksek reaktif 6zellige sahip epoksid

metabolitin - olugmasiyla sonuclanan AFB 'in oksidatif metabolizmasini katalize
etmektedir (Ueno 1985). Bu sistemlerle AFB,’in metabolizma yollari ve AFB, 'in gesitli

metabolitlere biyotransformasyonu Sekil 2.3. de goriilmektedir.

Aflatoksin M, daha once de deginildigi gibi, AFB,'in hidroksillenmis tiirevlerinden
biridir ve karsinojenik glcinin AFB,’den 10 kat daha diisiik oldugu belirtilmektedir.

Mikrozomal hidroksilasyon ve dimetilasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan aflatoksin

Q, ve P1 metabolitleri de AFB,’den ¢ok daha az aktif olan maddelerdir. Bu nedenle bu

reaksiyonlar, detoksifikasyon prosesi olarak kabul edilmektedir. Metabolizmada AFB;

in detoksifikasyonu; hidroksillenmis metabolitlerin siilfat ve glukuronik asitle
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birleserek, suda ¢oziinebilir siilfat veya glukuronid esterlerine doniismesi, ardindan da
idrar ve safra ile atilmasi ile tamamlanmaktadir. Bu biyotransformasyon olaylarinda
esas Onemli olan proses, yine bu enzim sistemleriyle meydana gelen AFB,'in
epoksidasyonu prosesidir. Burada, bifuran halkasindaki ¢ift bagin epoksidasyonu
sonucu cok reaktif bir form olusmaktadir. Bu elektrofilik epoksid DNA, RNA ve
protein gibi hiicresel makromolekiillerdeki cesitli niikleofilik merkezlere kovalent

olarak baglanabilmektedir (Ueno 1985).

INDIFGEME >
0 0CH,

Aflaloyicol

SITOPLAZMIE,
REDUKTAZ
GISTEMI
Alatoksi G
(P /"
HIDROKSILLENME o 0
oo

KARACIGER /" P ey 0

0 MiKROSOMASIND S OH
—¥ MEYDANA GELEN
OESITLEYIC

SISTEMLER
T o7 D (OCH,

¥
v . Vs EROKSIDASYON DENETILASFON Aleteksit M
Aflatoksin Bi
G 0 o0
0 ‘ 0
b OCH; oD H
hilalohsih Breposdds Aflatoksin By

Sekil 2.3. AFB;’in farkli metabolitlere dontistiiriimesi (Ueno 1985)
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Sekil 2.4. AFB, -N7-Guanil kompleksi (Ueno 1985)

Bu baglanmanin sonucu olarak da DNA sentezini, DNA’ya bagli RNA polimeraz
aktivitesini, mMRNA ve protein sentezini inhibe edilmektedir (McLean and Dutton

1995). AFB,’in epoksi formunun bu aktiflesme reaksiyonunun sonucunda DNA ile
birleserek AFB -N7-Gua kompleksini olusturdugu bilinmektedir. Sekil 2.4.de AFB, -
N7-Gua kompleksinin yapis1 goriilmektedir. Bu kompleks organizma veya hiicreler igin
biyolojik bir tehlike olusturmakta, karsinojenik ve genotoksik etkilerin sorumlusu
olarak degerlendirilmektedir. AFB, alimi ile karaciger kanseri arasinda pozitif iligki
bulunan Kenya’min bir bélgesinde hastalardan toplanan idrarlarda AFB,-N7-Gua

kompleksi belirlenmistir (Ueno 1985).

Insanlarda AFB; sitokrom P450 enzimi tarafindan reaktif bir form olan aflatoksin-exo-
8,9-epoksit formuna doniistiiriiliir. Bu formdaki AFB; DNA’ya ve serum albiminine
baglanabilir. Aflatoksinin endo epoksit formunun mutajenitesi yaklasik 1000 kat kadar
exo formuna gore daha disiiktiir. AFB;-ex0-8,9-epoxid formu DNA’nin yapisinda
guanin niikleotidine baglanarak transversiyon tipi mutasyona neden olurlar. AFB;-N7-

Gua nin formuda 3 farkli reaksiyona ugrar. Ya AFB;-8,9-dihydrodiol forma doniisiir
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veya depiirinasyona ugrar ya da imidazol halkasinin agilmasi ile AFB;-
formamidopyrimidine (AFB;—FAPY) minor ve major formlarina donisiir (Sekil 2.5.)
(Bedard and Massey 2006).

AFB;’in karaciger kanserine neden olmasinin en 6nemli sebebi, DNA’daki N7-Guanine
baglanarak G-T transversiyona neden olmasidir (Sekil 2.4.). Ozellikle bu mutasyonlar
tiimor baskilayici gen olan p53 geninin 249. kodonunda meydana geldiginde karaciger
kanserine sebep olur. Insanlardaki kanser sayis1 ve gesitleri ile p53 geni arasinda iliski
oldugu belirlenmistir. Tahmini olarak aflatoksinli besinlerin daha ¢ok tiiketildigi Cin’de
karaciger kanseri olan hastalarin yaklasik %50’sinde p53 geninin 249. kodonunda G-T
transversiyon oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik tahmini olarak aflatoksinli
besinlerin daha az tiketildigi Avrupa ve Japonya’da p53 geninin 249. kodonunda
mutasyon tespit edilmemistir (Hsu et al. 1991). Yapilan bagka bir arastirmada da Cin’in
Quidong bolgesinde karaciger kanseri hastalardan aflatoksine ylksek oranda maruz
kalan 20 hastanin 9’unda (%45) 249. kodonda mutasyonu goéraliurken, Shangai
bolgesindeki 18 hastanin 3’tinde (%17) 3’te 1 hastada da (%33) 249. kodon mutasyonu
tespit edilmistir (Li et al. 1993).

Tlimor supressor geni olan p53 geni hiicre siklusunun kontrol noktalarindan DNA hasari
kontrol noktasinda (G1/S) DNA’y1 kontrol eder. Eger DNA’daki hasar onarilacak
duzeyde ise DNA tamir edilinceye kadar hiicre dongisunu durdurur, DNA tamir

edilemeyecek diizeyde hasarli ise hiicreyi apoptosise yonlendirir (Jin and Levine 2001)

AFB;’in neden oldugu DNA hasarlar1 tamir edilebilir. Memelilerde DNA’daki hasari
tamir (nucleotide excision repair = NER) mekanizmas1 vardir. Burada AFB; DNA’ya
baglanarak hasara neden oldugu i¢in hasarli olan niikleotid DNA’dan ¢ikarilarak tamiri
gerceklestirilebilir. NER iki sekilde gerceklestirilir. ilk olarak transkripsiyona bagl
olmadan DNA’da nikleotidlerdeki hasar tespit edilerek genel genom tamiri (global
genome repair = GGR) mekanizmasi ile tamir edilebilir. ikinci olarak ta DNA’nin

transkripsiyonu sirasinda hasarli bolge bir dizi reaksiyon ve cift transkripsiyon tamiri
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(transcription coupled repair = TCR) sonunda ¢ikarilir. Daha sonrada transkripsiyon

tekrar baglatilir (Sekil 2.6.) (Bedard and Massey 2006).
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Sekil 2.5. AFB; in biyoaktivasyonu ve DNA ile etkilesimleri (Bedard and Massey
2006)
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Sekil 2.6. Memeli hiicrelerinde meydana gelen hasarlarin onarim mekanizmasi (Bedard
and Massey 2006).

DNA’daki hasar1 tamir (nucleotide excision repair = NER) mekanizmasi, genel genom
tamiri (global genome repair = GGR) ve cift transkripsiyon tamiri (transcription coupled
repair = TCR) olmak iizere iki yolu vardir. CSA, CSB: Cockayne’s sendromu proteini A
ve B; DDBI1, DDB2, hasarli DNA bagl proteinler; PCNA: bdliinen hiicre niikleer
antijeni; Pold, Pole, DNA polimeraz; RNAPII, RNA polimeraz Il; RPA, replikasyon

protein A; XP, xeroderma pigmentosum.
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2.2. Likenler

Likenler tanim olarak, bir mikobiyont olarak anilan fungal ortak ile bir ya da daha fazla
sayida alg ya da siyanobakteri olabilen ve fotobiyont veya fotosentetik olarak anilan
ortak simbiyotik organizmalardir (Nash and Thomas 1996). Sekil ve yasayis
bakimindan kendilerini olusturan alg ve mantarlardan tamamen ayr1 bir yap1 gosterirler.
Renksiz bir mantar hifinden olusan tallusun yapisina katilan fotosentetik canli
(fotobiyont), genellikle yesil alg ya da bir cyanobakteridir; fakat bazi sari-yesil
alglerden ve kahverengi alglerden de olustuklar1 bilinir. En ¢ok Cyanophyta ve
Chlorophyta'ya ait cinsler ve Xanthophyta ve Phaeophyta'dan bazi alg tiirleri goriliir.
Mantarlarda ise genellikle Ascomytcetes ve az olarakta Basidiomycetes'e ait cinslerdir
(Cocchietto et al. 2002; Sanders 2004).

Giiniimiizde likenlerin ikili yapist biiylik 6lc¢iide biliniyor olmasinin yami sira, bazi
likenlerin ii¢ ya da daha fazla ortak iceren simbiyotik canlilar oldugu da bilinmektedir
(Nash and Thomas 1996). Alg ve mantarin birbirleri ile birlesmeleri farkli sekillerde
olabilir. Eger alg ve mantar dagilimi homojen sekildeyse bu likenler; "Homeomerik
liken", heterojen bir dagilim varsa "Heteromerik liken" olarak isimlendirilirler
(http://tr.wikipedia.org/wiki/likenler (01.03.2010).

Onceleri mantarm klorofil icermemesi nedeniyle bir parazit gibi alglerden yararlandig1

diistiniilmesine karsin daha sonralar1 bu agiklama 6nemini yitirmistir (Aslan 1995).

Likenleri olusturan alg ve mantarlar (funguslar) arasinda bazi fizyolojik is boliimleri
vardir. Funguslar, kendi karbohidratini liretemez, alg ve cyanobakterilerden hazir olarak
alirlar. Bunlar da ekosistem i¢in c¢alisir ve fungus i¢in glukoz iiretirler. Simbiyotik
organizmalardan alg, klorofil tasidigindan fotosentez yapar ve birligin karbohidrat

gereksinimini karsilar. Mantar ise SU ve madensel maddelerin alinmasinda gorev alir.

Likenlerde metabolik aktivite su, 1s1 ve 1sikla degiskenlik gosterir. Su igerigi %65-90

arasinda oldugunda fotosentez orani artar, 15-20°C fotosentez i¢in en uygun sicakliktir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tallus&action=edit�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fotosentetik�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yeşil_alg�
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cyanobakteri&action=edit�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kahverengi_algler�
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cyanophyta&action=edit�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Chlorophyta�
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Xanthophyta&action=edit�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Phaeophyta�
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ascomytcetes&action=edit�
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Basidiomycetes&action=edit�
http://tr.wikipedia.org/wiki/likenler�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Klorofil�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fotosentez�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Karbonhidrat�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Su�
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Depo  maddesi olarak nisasta  bulunur  (Cocchietto et al. 2002,
http://tr. wikipedia.org/wiki/likenler (01.03.2010)). Iki organizma da tek baslarina

yasayamayacaklar1 yerlerde beraber kolonize olup yasayabilirler (Nash and Thomas
1996).

Yeterli nemin bulundugu kizgin ¢ollerde, Arktik ve Antartik bolgeler ile yiiksek
daglarin dondurucu soguklarinda diger bitkilerin yasayamadigi taslar, verimsiz
topraklar, kuru aga¢ kabuklar1 ve kiremitler iizerinde dahi yetisebilmektedirler (Nash

and Thomas 1996; Aslan et al. 1998).

Likenlerin besin maddelerine olan ihtiyaglari azdir. Yalniz havasi temiz olan yerlerde
yasayabilirler, kirli havaya kars1 ¢ok duyarlik gosterirler. Endiistri bolgelerinde biiyiik
sehirlerin yakinlarinda liken florast c¢ok fakirdir. Buna karsilik havasi temiz olan
bolgelerde kayalarin, agag¢ ve dallarinin {izerini ¢esitli renk ve sekilde 6rterler. Onun igin
likenler bir bolgenin havasimin temiz olup olmadigini belirten iyi bir gostericidir

(Karamanoglu 1971).

Temiz hava olmak sartiyla, likenler igerisinde kisa omiirlii olan tiirler genellikle nadir
bulunmaktadir. Giiniimiizde ¢evre kirliligi, kiiresel 1sinma, ozon tabakasinin delinmesi
vb. ¢evre sorunlar1 dikkate alindiginda likenlerin yasam Omrii azalmis olsa da, likenler
uygun sartlar altinda (temiz hava, yeterli nem ve 151k vb.) yine de 5000 yildan fazla
hayatta kalabilirler. Mezar taslar1 ve bazi tarihi eser anitlarin yaglar1 ile heyelan ve
depremlerin meydana gelis tarihleri likenler incelenerek belirlenebilir (Armstrong
2004). Likenlerde yillik biiylime bir veya birka¢ milimetreden bir kag¢ santimetreye
kadar degisir. Daha hizli biiyliyen tiirler biyokiitlelerini yilda %20—40 artirabilirler ve
Ozellikle siyanolikenler baskinsa, bulunduklar1 ekosistemin mineral dongiisiinde 6nemli
bir rol oynayabilirler (Richardson 1975; Richardson 1992; Nash and Thomas 1996;
Baron 1999; Gilbert 2000; Dobson 2005)

Dinya Uzerindeki ototroflar icerisinde likenler minyatiir olarak ilging varyasyonlar

gosterirler. Renk olarak fantastik bir turuncu, sari, kirmizi, yesil, gri, kahverengi ve


http://tr.wikipedia.org/wiki/Nişasta�
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siyah, ihtisamlarim sergilemektedir. Ebat olarak Imm®den, aga¢ dallarinda 2 m’ye

kadar sarkan, uzun, asili formlar olmak iizere degisik boyutlarda bulunabilirler.

Kayalar iizerinde en agik likenler yiizeyde epilitik (topluluklar halinde tas ya da kayalar
lizerinde yasayan algler) olarak ortaya ¢ikarlar ancak digerleri kaya ylizeyine gomiili
yani endolitik (asit salgilayarak bulundugu ortami pargalayan)’tir (Nash and Thomas
1996; Boustie and Grube 2005).

Likenlerin sekonder Grtnleri olan liken asitleri likenlere dogadaki karasal siiksesyonda
onciil bitki olma 6zelligi kazandirmistir (Aslan 1995). Kumul, kayalik, killi, bataklik ve
cakilli olan ortamlar Oncelikle likenler tarafindan isgal edilir. Bunlara Oncii
populasyonlar denir. Likenler ortamin toprak kalitesini yiikseltir. Tutunduklar1 kayalar
salgiladiklar1 maddelerle yavas yavas parcalayarak kaya {izerinde ince bir toprak
tabakasi olustururlar. Daha sonra liken parcalar1 ve orada gelisen karayosunlarinin da
katilmasiyla organik maddenin siirekli artmasi sonucu daha yiiksek bitkilerin
gelismesine olanak saglarlar (Lawrey 1989; Nash and Thomas 1996; Miuller 2001;
http://tr.wikipedia.org/wiki/likenler (01.03.2010)). Likenler dogal abiyotik sartlara

(canlilardan kaynaklanmayan ortam sartlarina) ¢ok dayaniklidir (Nash and Thomas
1996).

Gilintimiizde 17000 den fazla tiire sahip oldugu bilinen likenlerin, iilkemizdeki florasi
heniiz tamamlanmamis olup bdlgemiz ile ilgili yapilan ¢alismalar ise simdilik sinirh
olmasina karsin giin be giin artmaktadir (Oztiirk ve Aslan 1991; Aslan ve Oztlirk 1994;
Aslan 2000).

Diger yandan Ulkemizde 9000’e yakin bitki tiiriiniin dogal olarak yetistigi ve bunlarin
kimyasal igerikleri hakkindaki ¢alismalarm yeterli olmadig1 da vurgulanmaktadir (il¢im
et al. 1998). Bitkisel organizmalar igerisinde incelenen likenler de antik ¢aglardan beri
morfolojik &zelliklerine dayanilarak (6rnegin: akcigere benzeyen Lobaria pulmonaria)
o organdaki hastaliklarin tedavisinde yararlanilmaya c¢alisilmig ve tibbi o6zellikleri

itibariyle degerlendirilmislerdir (Boustie and Grube 2005; Dilsizoglu vd 2004).
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Fungus (mycobiont) ve alg (phycobiont) partnerlerinin olusturdugu simbiyotik bitkiler
olan likenler, yavag liremelerinden kaynaklanan rekabette zayif kalma dezavantajlarini,
iirettikleri 6zel maddeler sayesinde telafi ederler. Ozellikle aromatik yapili sekonder
metabolitler, onlarin en gii¢lii antagonistik maddelerini olusturmaktadir. Diger taraftan
likenlerin boya ve kozmetik sanayisinde ham madde olarak ve hava kirliligini
belirlemek amaciyla kullanildiklart da kaydedilmistir. (Cocchietto et al. 2002;
Dilsizoglu vd 2004; Yazic1 ve Aslan 2006). Her ne kadar likenlerin global krizlerde
besin kaynagi olarak kullanilabilecegi teklif edilmisse de, dogal yolla iiremeleri ¢ok
yavas oldugundan, bu tiir bir degerlendirmenin ekonomik olmadigi ifade edilmistir

(Harmala et al.1992).

Likenlerin {iistiin yasam mukavemeti kendi biinyelerinde {irettikleri c¢ok 0Ozel
molekdllerden ileri gelmekte ve yapilan biyolojik aktivite Olglimlerinde liken
metabolitlerinin her gecen giin yeni Ozellikleri kesfedilmekte ve ilag ozelliklerinin
aragtirtlmasinda onemli yer tutmaktadir (Huneck 1999). Likenlerin insanlardaki
toksisitesiyle ilgili ¢ok az sayida veri bulunmakla birlikte, kaydedilmis yan etkiler lokal
tahrisler ve bazen konjunktivit (genel anlamda gozii koruyan zarin iltihaplanmasi) ile
beraber meydana gelen alerjik deri iltihabi ile sinirhidir. Likenlerin sebep oldugu alerjik
kontakt dermatitis ¢ok uzun zamandan beri bilinmekte ve bunun yaygin olmamakla
birlikte liken bilesenlerine kars1 duyarlilik potansiyelleriyle ilgili oldugu
diistiniilmektedir (Ingolfsdottir 2002).

Likenler, diinyada ve iilkemizde ¢ok eski zamanlardan beri halk hekimliginde bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) bircok iilkedeki
yayinlara dayanarak hazirladigi bir arastirmaya gore, diinyada tedavi amaciyla
kullanilan t1bbi bitkilerin toplam tiir sayis1 20.000 civarindadir (Oztiirk ve Aslan 1991;
Aslan ve Oztiirk 1994; Aslan 2000).

Son yillardaki arastirmalar, liken metabolitleri ve onlarin antimikrobiyal etkileri
tizerinde yogunlagmistir. Arastirmalar sonucunda 800’{in iizerinde liken metabolitinin

yapist aydinlatilmistir (Huneck 1999; Ingdlfsdottir 2002; Boustie and Grube 2005).



27

Likenlerdeki bu antimikrobiyal etkileri, yapilarinda bulunan asitlerden ileri gelmektedir.
Farkli liken tiirlerinden izole edilmis protolikesterinik asit, pulvinik asit tiirevleri, depsid
grubundan evernik, olivetorik asit, tridepsid grubundan giroforik asit, depsidon
grubundan fisodik, lobarik, fumarprotosetrarik asitler ile dibenzofuran turevlerinden
usnik asitin antimikrobiyal etkileri saptanmigstir. Bunlardan 6zellikle protolikesterinik
asit, pulvinik asit, fisodik asit, lobarik asit, fumarprotosetrarik asit ve usnik asitin en
yuksek antimikrobiyal etki gosteren liken maddeleri oldugu belirlenmistir (Vartia 1950;
Dilger vd 1997; Dulger vd 1998; Ingolfsdottir 2002; Boustie and Grube 2005).

Likenlerde bulunan maddelerin ¢ogu asit 6zelligi gosterdigi i¢in bunlara karakteristik
olarak “liken asitleri” denilmektedir. Likenlerin kayalar1 par¢alama 06zelligini
sentezledikleri bu asitler vasitasi ile gerceklestirdiklerine inanilmaktadir. Likenlerin bu
asidik maddeleri %1-5 oraninda, liken ekstratlarinin ise ¢ogu zaman %?25’lere varan
oranlarda igermeleri bu maddelerin izolasyonunu kolaylastirmakta, dolayisiyla da
likenlerin bu yoniiyle tohumlu bitkilerden daha fazla 6nem kazanmasina neden
olmaktadir (Oztiirk ve Aslan 1991). Cladonia sp., Evernia sp., Cetraria sp., Usnea sp.,
Alectoria sp., Ramalina sp. cinsleri antibiotik 6zellige sahip asitler yoniinden 6nemlidir.
Bu maddeler gram pozitif koklara, verem basiline ve difteri etkenine karsi etkilidir
(Aslan vd 1998). Likenlerin primer metabolitleri yalniz algler tarafindan fotosentezle
sentezlenmektedir. Likenlere 6zgii ¢esitli polisakkaritlerin yani sira g¢esitli aminoasit,
amin ve proteinler de likenlerden izole edilmis primer metabolitlerdir (Huneck 2001;
Boustie and Grube 2005). Likenler tarafindan sentezlenen alifatik ve aromatik bilesikler
ise sekonder metabolitler olup glnimize kadar 300’den fazla sekonder metobolitin
saflagtirilmis ve yapist spektroskopik yontemlerle aydinlatilarak karakterize edilmistir

(Huneck 1999; Culberson 1969; Boustie and Grube 2005).

Liken ekstraktlarinin ve likenlerden elde edilen molekillerin antimikrobiyal
antimutajenik ve antigenotoksik etkilerinin incelendigi arastirmalar vardir (Gulcin vd

2002).
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Ulkemizde likenlerin antioksidan aktiviteleri iizerine yapilmis bazi ¢alismalar da

mevcuttur (Odabasoglu vd 2006; Aslan vd 2006; Giilliice vd 2005).

2.3. Kardes Kromatid Degisimi

Biyolojik varliklarda bir kisim fiziksel, kimyasal veya farkli kaynaklardan olusan
mutajenlerin genom materyali iizerinde hasar olusturabilecegi uzun yillardan beri
bilinmektedir. Bu genotoksik etkileri gosterebilmek ve kantitatif olarak belirleyebilmek
igin bir ¢ok test sistemleri gelistirilmistir. Bu test sistemleri gerek in vivo gerekse in
vitro ortamlarda kullanilabilmektedir. Bunlar icerisinde en sik kullanilanlardan biri olan
KKD replikasyon esnasinda bir metafaz kromozomunda kromozom morfolojisini
degistirmeden kardes kromatidler arasinda degisimi ifade etmektedir. KKD testi hizli ve

giivenilir olmasinin yaninda duyarl ve basit bir testtir.

KKD testi, c¢evredeki atiklarin etkisini arastirmak igin 1957 yilinda Taylor ve
arkadaglan tarafindan gelistirilmis olup, kisa siireli mutajenite ve karsinojenite testleri
arasinda en hassas ve en fazla kabul edilen yontem haline gelmistir (Taylor et al. 1957).
Mutajen ve kanserojenlerin KKD’yi artirdigimi belirtmelerinden sonra KDD yaygin
olarak kullanilmaya baslamistir (Perry and Evans 1975). KKD genetik hasarlar
hakkinda bilgi verebilen ve sitogenetikte olduk¢a yaygin bir kullanima sahip olan hassas

bir testtir (Oztiirk 1995).

Mutajen ve kanserojenlerin toksik dozlarin altindaki dozlarda meydana getirdikleri
genetik hasarlarin kisa zamanda, hassas bir sekilde ve nicel olarak gosterilmesinin KKD
analizi ile miimkiin olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica aragtirmacilar bir maddenin
mutasyon meydana getirmesi ile KKD olusumunun uyarilmasi arasinda lineer bir iligki
oldugunu da belirtmislerdir. Goriildiigii gibi bir maddenin mutajen ve kanserojen olup
olmadigimmin belirlenmesi, bu maddenin KKD’ni uyarmadigmin saptanmasi ile de
mimkun olabilmektedir (Carrano et al. 1978). Ancak KKD’de ortaya ¢ikan artiglarin
uzun siire sonra yapilan kontrollerinde ise KKD’deki bu artigin normale inmesi seklinde

diizelmelerin oldugu da tespit edilmistir (Ikbal et al. 2003). Buradan da su fikre
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varilabilmektedir ki, belli kimyasal veya fiziksel etkiler arasinda genom materyalin
vermis oldugu KKD’deki artig yoniindeki tepki, yine genom igerisinde kalict olmadan
da diizeltilebilecegidir. Su da unutulmamalidir ki, KKD artiglarinin hangi durumda veya

ortamda diizelebilecegi ve hangi durumlarda kalic1 olacagi kesinlikle bilinmemektedir.

2.3.1. KKD ydntemini etkileyen faktorler

KKD frekansi saglikli insanlarda da belirli diizeyde gériilmektedir. insan lenfositlerinde
KKD’nin ve KA’in temel sikliginda kisiden kisiye ve kisinin yasina, cinsiyetine, sigara
aligkanligina, yasam sekline, mesle§ine bagli olarak arttigi gosterilmistir (Latt and
Schreck 1980). Insanda olusan KKD’ye, enfeksiyon, kimyasal maddeler, radyasyon ve
virtsler de neden olabilmektedir (Garret et al. 1986). Tarim ile ugrasan ve pestiside
maruz kalan insanlarla bu bilesiklere maruz kalmayan bireyler arasinda yapilan
calismalar, pestiside maruz kalan insanlarda, yapisal ve sayisal KA’ ler ile KKD’nin
yiiksek oranlarda tekrarlandigini gostermektedir (De Ferrari et al. 1991). Adriamycin ile
Down sendromlu hastalarda yapilan caligmalarda, adriamisinin KKD’yi 6nemli
derecede artirdigi bulunmustur (Gadhia et al. 1991). KKD oranlar1 sigara igmeyenlere
gore sigara icenlerde (bayanlarda, erkeklerde ve genel toplamda) daha yiiksek oldugunu
belirleyerek sigaranin KKD bazinda genotoksik etkisini belirlemislerdir (Akbas vd
2001). Sigara ve tiitiin kullanimimin KKD oranlarina etkisini inceledigi ¢aligmada
kontrol grubunda 5.48 olan KKD oraninin sigara igenlerde 8.15'e ve pipo kullananlarda
10.12'ye yiikseldigini saptamistir (Ghosh et al. 1987). KD’yi etkileyen faktorler
asagidaki gibi siniflandirilabilir.

a) Yas: KKD sikliginda yasin bir etkisi olmadigi seklinde calismalar yaninda,
cocuklarda KKD sikliginin yetiskinlere gore daha az oldugunu gdésteren yayinlar da

vardir (Baysal et al. 2003).

b) Genetik: Bir¢ok kalitsal hastalikta (Bloom sendromu vs.) KKD oraninin ¢ok arttigi
bilinmektedir (Baysal et al. 2003).
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c) Diyet: Sigara kullanimi ve kronik alkoliklerde KKD sikliginda artis bildirilmistir
(Gantt et all. 1978).

d) Ila¢ kullanimi: Kullanilan birgok ilacin (Penisilin, Nitrofrontoin vs.) KKD sikligini
arttirdig1 yoniinde bulgular bulunmaktadir (Baysal et al. 2003).

e) Hastalik ve Enfeksiyon: Behget hastaligi, anklizon spondilit vb bir¢ok kronik
hastalikta, viral enfeksiyonlarda KKD sikliginin arttigi gosterilmistir (Baysal et al.
2003).

f) Kanin ¢alisma zamani: Alinan kanlarin 24 saat igerisinde calisilmasi Onerilmistir
(Baysal et al. 2003).

g) Diger: Insektisitler, Peptiside, X-ray, UV ve petrol iiriinii gibi kimyasal ajanlarin
dahil oldugu ¢evresel faktorlerin KKD oranini arttirdigi bilinmektedir (Baysal et al.
2003).

2.3.2. KKD’nin olus mekanizmalari

I¢ veya dis etkenlerin etkisiyle hiicre DNA’sindaki degisikliklere bagli olarak meydana
gelen KKD’lerin olus mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bir¢ok arastirici

tarafindan degisik modeller one siiriilmiistiir.

Loveday ve Latt tarafindan one siiriilen modelde, her bir ¢ift sarmalda tek zincir kirigi
olusmakta ve ciftlerden birindeki bir zincir ile karst DNA’nin tamamlayic1 zinciri
arasinda ger¢eklesmektedir. Kalip DNA’dan timidin yerine 5-bromodeoksiuridine
(BrdU) alinarak komplementer DNA zinciri sentezlenmektedir (Sekil 2.7.).
Rekombinant heterodubleks uclar olugmakta, sentezin ilerlemesiyle heterodubleks
bolgeler uzamaktadir. DNA molekiiliiniin kirilma ve tekrar tamir edilme noktasi
etrafindaki rotasyonu ile X formasyonu meydana gelmektedir. Bu yapidaki ¢entiklerin
olugsmas1 ve bunlarin ligazla birlestirilmesi sonucu her iki zincirde BrdU ve her iki
zincirde timin igeren iki rekombinant yapi olusmaktadir (Sekil 2.7.). Bunlar farkl
boyanarak KKD’lerin goriiniir hale gelmesini saglar (Latt and Schreck 1980). Bu
yontemde timidin bazimnin analogu olan BrdU replikasyonu aksatmadan DNA’nin

yapisina girer. BrdU mevcudiyetinde, replikasyonun ilk siklusunda iki kardes
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kromatidden yalnizca birisi BrdU igerir, digeri igermez. BrdU’ nin timinin yerine girdigi
kromatidde boya baglama kapasitesi azalmistir. Giemsa ile boyaninca ayri
fizikokimyasal 6zellikler tasiyan BrdU ve timidin igeren DNA boélgeleri farkli affinite
gosterdiginden, iki kardes kromatidden BrdU iceren DNA bdlgeleri daha az ve daha
acik tonda boyanmasiyla kardes kromatidlerin ayrilmasi miimkiin olmaktadir (Zakharov
etal. 1974).

1973’de Latt floresan bir boya olan Hoechst-33258 ile insan kromozomlarinda kardes
kromatidlerin farkli tonlarda boyandigin1 gostermistir (Allen and Latt 1976). Sonucta
BrdU’li kromatid giemsa ile agik boyanirken, kardes kromatidi koyu boyanmig olarak
gorilecektir.
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Karilma
Nolctalan

Sekil 2.7. Loveday ve Latt isimli arastiricilara gére KKD olus mekanizmasi

* 1-Timin igeren kalip DNA Timin yerine BrdU almarak sentezlenen koplementer DNA,

2-Her bir dublekste tek zincir kirig1 olusmasi ve zincirlerin krosing-over sonucu kardes DNA
dubleksinin zinciri ile birlesmesi,

3-Sentezin ilerlemesi ile timin ve BrdU iceren heterodubleks zincirlerin olusmasi,

4-Molekdliin krosing-over noktasi etrafindaki rotasyonu ile X formunun meydana gelmesi,
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Sekil 2.7. Loveday ve Latt isimli arastiricilara gore KKD olus mekanizmasi (devam)

*5-Molekliin Krosing-over noktast etrafindaki rotasyonu ile olusan X formununda enine kirilma

meydana gelmesi,
6-Krosing-over noktasinda kirilmalarla olusan kirik parcalarin birbirleri ile degil de kardeslerinin
pargalari ile birlestirilmesi sonucu ayni dubleks {izerinde timin, digerinde BrdU igeren bdlgelerin
olugmasi,
7-Ortamda BrdU mevcutken 2. replikasyonun gecirilmesi ve sadece BrdU iceren koplementer
zincirlerin sentezlenmesi,
8-Her iki zincirinde BrdU iceren bdlgelerin soluk, her iki zincirinde timin veya bir zincirinde BrdU,

digerinde timin igeren bolgelerin koyu boyanmasit sonucu KKD gézlenmesi bu mekanizmanin

esasini olusturmaktadr.
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Sekil 2.7. Loveday ve Latt isimli arastiricilara gore KKD olus mekanizmasi (devam)

* 9-Molekiliin krosing-over noktasi etrafindaki rotasyonu ile olusan X formununda boyuna kirilma

meydana gelmesi,

10-Krosing-over noktasinda kirtlmalarla olusan kirik parcalarin birbirleri ile degil de kardeslerinin
pargalari ile birlestirilmesi sonucu ayni dubleks {izerinde timin, digerinde BrdU igeren bolgelerin
olugmasi,

11-Ortamda BrdU mevcutken 2. replikasyonun gecirilmesi ve sadece BrdU iceren koplementer
zincirlerin sentezlenmesi,

12-Her iki zincirinde BrdU iceren bolgelerin soluk, her iki zincirinde timin veya bir zincirinde BrdU,

digerinde timin igeren bolgelerin koyu boyanmasi sonucu KKD gozlenmesi bu mekanizmanin

esasini olusturmaktadir.
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KKD olusum yerleri aktif replikon veya replikon kiimeleri (cluster) ile iligkilidir. KKD,
tahminen ayni kromatid tzerindeki homolog yerde bulunan DNA replikon drtnlerinin
intrakromozomal aligverisidir. KKD ni olusturan replikon kiimeleri 10-100’er adetlik
DNA replikasyon iinitelerinden (replikonlardan) olusur. Bu replikonlarin her biri 100
kilobaz (1 kilobaz=1.000 bazlik DNA segmenti) uzunlugundadir (Ikbal et al. 2003).
Boylece bir clusterin biiyiikliigii 1-10 megabaz (1 megabaz = 1.000.000 baz) olarak
hesaplanabilir, bu da yaklasik olarak yiiksek rezolusyonlu bir kromozom bandindaki
DNA miktarina esittir. Bu durumda clusterler 1s1k mikroskobu ile goriilebilecek
biiytiklige ulasmis olurlar (Ikbal et al. 2003). Boya replikasyon kiimeleri arasindaki
birlesme ¢izgileri, KKD formasyonuna egilimli kararsiz yerler oldugunu belirtmektedir.
DNA hasarlar replikon kiimelerindeki replikasyon c¢atalinda bir engel olusturarak o
segmentte replikasyonu durdurabilir. Replikasyonun iki yone dogru ilerledigi
diistintiliirse yeni sentezlenmis bir segmentle eski bir segment u¢ uca gelebilir ve KKD
gerceklesebilir. Bu tiir bilesimlere DNA’daki ¢ift zincir kiriklar1 da neden olabilir,
bunlar da KKD olusumuna yol agar (Ikbal et al. 2003).

2.4. Mikronukleus ( MN)

Gilintimiizde, hizli endiistrilesmeye bagli olarak cevresel kirliligin giderek artmasiyla,
canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla giiclii toksik,
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit etme ve
Onlemler alma ihtiyaci kaginilmaz olmaktadir. Bu nedenle, MN testi sitogenetik
harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla
sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi

avantaji saglamastyla yaygin kullanim alan1 bulan bir teknik olmustur.

Mikro niikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege
dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan kdken alan
olusumlardir. MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

Anoéploidiyi uyaran ajanlar, sentromer bolinme hatalarima ve ig iplikgiklerinde
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fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak

MN olusumuna katkida bulunmaktadirlar.( Vanparys et al 1990; Zijno et al 1994).

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6lgiilmesinde, 1970’lerde
hayvan hicrelerinde (Widel et al. 2001; Jagetia et a.l 2001) ve daha sonra Haddle ve
arkadaglar tarafindan kiiltiire edilmis (Schmid 1975) insan lenfositlerinde kimyasal
karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir. Bazi
aragtirmacilar (Von et al. 1973; HOgstedt et al. 1958) gelistirdikleri modifiye metotlarla
anoploidiye yol agan ajanlar ile klastojenleri birbirinden ayirmada MN biiyiikliik
farkindan yararlanmiglar; klastojenlerce uyarilan MN’lerin asentrik kromozomal
fragmanlar iceren kigik, anojenlerce uyarilan MN’lerin tam kromozomlar igeren daha
biiyiik ebatli oldugunu goéstermislerdir. Eastmond ve Tucker (Eastmond and Tucker
1989) ayn1 amagla antikinetokor antikorlar1 kullanarak kinetokor pozitif MN’lerin tam
bir kromozom, kinetokor negatif MN’lerin ise asentrik kromozom fragmani igerdigini
ve bu yontemin andploidi uyaran ajanlart klastojenlerden ayirmada daha kesin bir yol
oldugunu vurgulamiglardir. Daha sonralar1 Fenech ve Morley (Fenech and Morley
1985,1986) tarafindan gelistirilen Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-Blocked) Metodu, bazi
kinetik problemlerin ortadan kalkmasimi ve teknigin uygulanmasindaki giivenirligin

artmasini saglamistir.

Bu metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan Cytochalasin-B (Cyt-B) ile
mitoz geciren hucrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Standart lenfosit
kalturlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, c¢ekirdek bolinmesini
tamamlamig, ancak sitoplazmik bdliinmesini gergeklestirememis ¢ift c¢ekirdekli
hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani
saptanabilmektedir. Incelenen alanda, kiiltiir siiresi icinde ikinci bdliinmesini
tamamlamis 4 ¢ekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir; ancak MN sayiminda Heddle ve
Countryman’in (Heddle and Countryman 1976) kriterleri kullanildigindan bu hiicrelerde
goriilen MN’ler degerlendirme dis1 birakilmaktadir. Heddle ve Countryman’in

kriterlerine gore:
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1. MN capimin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiigiik olmast;

2. Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi;

3. Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢cekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi esas

alinmaktadir.

Lenfosit kiiltiirlerindeki caligsmalara paralel olarak MN teknigi, eksfolyatif hiicrelere
1982 yilinda ilk defa Stich ve arkadaslar1 (Stich et al. 1982) tarafindan uygulanmistir.
Bu teknik sayesinde agiz, burun, brons ve iirotelyal eksfolyatif hiicrelerde kimyasallarin
ve enfeksiyonlarin etkilerini degerlendirmek miimkiin olmustur (Rosin and Gilbert
1990; Stich and Rosin 1984). Hizla ¢ogalan bu epitelyal dokular cevreleriyle siirekli
temas halindedir ve epitelin ylizeyel tabakasini olusturan eksfolyatif hiicreler kolaylikla
elde edilebilmekte, dolayisiyla ugradiklari genotoksik hasar da kolaylikla
gosterilebilmektedir. Bdylece bu hiicreler ait olduklari dokularda meydana gelen
morfoloji bozuklugunu, kromozom kiriklarmi, premalign degisiklikleri ve kanseri
gosterebildiklerinden bir biyomarker olarak degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere
maruz kalmis bireylerde artmis kanser riskini gdstermek amaciyla kullanilabilmektedir
(Stich and Rosin 1984; Moore et al. 1996) Eksfolyatif hiicrelerde uygulanan MN
tekniginde Fuelgen-Fast Green boyama yontemi kullanilmakta, hiicrenin ¢ekirdegi
parlak pembe, sitoplazmasi ise acik yesil boyanmaktadir. MN testi sigara, pestisid ve
parazitik enfeksiyonlar gibi c¢evresel ve mesleki etkileri degerlendirebilmek icin

kolaylikla kullanilmaktadir.

1980°den sonra Ozellikle deney hayvanlariyla gerceklestirilen kontrollii ¢aligmalarda,
kimyasal ve fiziksel ajanlarin sebep oldugu sitogenetik harabiyetin glvenilir bir

gostergesi olarak kullanilan MN ¢aligsmalarinin sayisi ¢ok hizli bir sekilde artti.

Mavournin ve arkadaslart (Mavournin et al. 1990) 1990 yilina kadar kimyasallarin
canlilar tlizerindeki etkilerini belirleyebilmek igin yapilan tim MN test sonuglarini
toplayarak, ABD Cevre Koruma Grubunun Gen-toks Programi dahilinde

degerlendirmeye almiglardir. Memelilerin kan ve kemik iliginde in vivo ¢alisilmis olan



38

414 bilesigin sadece 220’sinin kriterlere uygun test edilebildigi ortaya ¢ikmistir. Uygun
test edilen kimyasallar arasinda karsinojenlerin orani %’91 olarak saptanmis; ancak
negatif testlerin azlig1 ciddi bir eksiklik olarak bildirilmistir. Ayrica bu g¢alismalarda
esas alinan ve yillar 6nce Schmid (Cruz et al. 1994) tarafindan tanimlanan MN test
protokolunun modifikasyonuna ihtiya¢ duyuldugu ve daha fazla calismanin gerekli

oldugu vurgulanmastir.

Fiziksel ajanlarin etkileri deneysel MN caligmalar1 yaninda, 13 Eylil 1987°de
Goiania’da (Brezilya) meydana gelen radyolojik kazanin genetik materyalde
olusturdugu hasar1 belirlemek i¢in kullanilmistir. MN sikliginda iyonizan radyasyonun
dozuna bagli ¢ok anlaml bir artig gézlenmis ve MN testinin biyolojik dozimetre olarak
kullanilmasi 6nerilmistir. Ayrica Goidnia kazasina maruz kalan insanlardaki sitogenetik
degisiklikler iyonizan radyasyon ile yas ve hayat tarzi (alkol tiiketimi, sigara kullanimi)
gibi faktorlerin etkisi birlikte ele alinarak degerlendirilmistir. (Cruz et al. 1994). Daha
sonra bu konuda yapilan g¢esitli arastirmalar iyonizan radyasyonun ve mikro dalga
isinlarin - Klastojenik etkisini agik¢a ortaya konulmus ve ayrica mikro dalga 1smlarin,
anoploidi uyaran bazi kimyasallarin, karakteristik mutajen 6zelliklerine de sahip oldugu

gosterilmistir. (Jagetia et al. 2001; Yoshida et al. 2001; Jagetia and Jacob 1994).

Yenidogan bebeklerde ve 18-25 yas grubu bireylerde yapilan iki ayr1 ¢aligmada (Cora
vd 1992; Acar vd 1995). MN frekansinin erkek ve disi cinsiyete bagli bir farklilik
gostermedigi saptanmustir. Ancak yaslilarda yapilan bir diger ¢alismada (Richard et
al.1994) kadinlarda MN sikliginin yaslanma ile artis gosterdigi anlagilmis; ayrica FISH
teknigi ile MN olusturan kromozomlarin kimligi belirlenerek; yaslh kadmnlarda X
kromozomlariin otozomal kromozomlardan daha sik olarak MN olusumuna katildigi
gosterilmigtir. X kromozom kaybi, ayn1 zamanda monozomik hiicrelerde karyotip
analizleriyle de dogrulanmistir. Bu g¢alisma, MN olusumu ile karyotip analizlerinde
saptanabilen kromozom duzensizlikleri arasindaki paralelligi acik¢a ortaya

koymaktadir.
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Sonug olarak; sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilen MN testi, organizmayi etkileyen ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin
sitogenetik etkilerini belirlemek i¢in yapilabilecek biiyiik capli tarama calismalarinda

giivenle kullanilabilir bir test olarak kabul edilmistir ( Demirel ve Zamani 2002).

2.5. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, son yoriingelerinde paylasiimamis elektron igeren molekiil ya da
atomlardir (Woods et al. 2001). Elektronlarin bu dizilimi kararsiz oldugundan radikaller
hizli bir sekilde diger molekiillerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararli bir
konfigiirasyon olusturmaya ¢aligirlar. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan en etkili

serbest radikaller ROT tur. (Basu 1999; Woods et al. 2001).

Organizmalardaki en aktif ROT ureticileri fagositoz hicreleridir. Cesitli metabolik
yangilarla uyarildiklarinda, oksijeni indirgeyerek hidroksil radikali (OH"), hidrojen
peroksit (H20,) ve superoksit (O;) gibi ROT’lar1 olustururlar. Diger ROT kaynaklart;
yine oksijenin katildig1 mitokondriyal elektron tagima zinciri, doymamis yag asitlerinin
ve katesolaminlerin oksidasyonu ile NADPH bagimli oksidazlardir (Basu 1999;
Thannickal and Fanburg 2000).

ROT iiretimi hem ekzojen hem de endojen kaynakli olabilmektedir. Ekzojen kaynaklar:
Hava kirleticiler, dogal zararli gazlar (ozon, oksijen), iyonize ve non-iyonize radyasyon,
ilaclar, alkol, patojenik bakteri ve virtsler (Halliwell and Gutteridge 2001).Endojen
kaynaklar: Mitokondrial, endoplazmik ve nuklear elektron transport sistemlerinde
(Sitokrom P450), peroksizomlarda, monosit ve noétrofillerin fagositozu gibi normal

metabolik olaylar sirasinda bol miktarda serbest radikal iiretilir (Akkus 1996).
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Sekil 2.8. Oksidatif stres seviyesinin hiicrelerde meydana getirdigi etkiler (Valko et al.
2006)

* Sekil 2.8.’de goriildiigii gibi oksidatif stresin diisiik seviyede olmasi tiimor olusumunu tesvik ederken,

orta seviyede mutasyonlara, yliksek seviyede oksidatif stres ise hiicre 6liimlerine neden olmaktadir (Valko

et al. 2006).
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Cizelge 2.2. Papas (1999)’a gore ROT nin olusumu (Turna 2008)

Aktif oksijen turleri

Olusum

Superoksit(0,*)

Hidroksil radikali (HO*")

Alkoksil ve peroksil radikalleri (LO*®),
(LO")

Hidrojen peroksit (H20,)

Demir-oksijen kompleksi

Singlet oksijen (*0,)

Lipit ve protein hidroperoksitler

Nitrojen dioksit (NO,)

Nitrik oksit (NO")

Tiyil radikalleri (RS)

Protein radikalleri

Oksijenin, enzimatik veya nonenzimatik
yolla bir elektron rediksiyonu
Suyun radyolizi, H,O;’in metal-katalizli

parcalanmasi, NO ve O, etkilesmesi

Hidroperoksitleri metal-katalizli
parcalanmasi

Stiperoksitin  dismutasyonu, sekerlerin
oksidasyonu

Hemoglobin, Miyoglobin, vb.
Fotosensitizasyon ile oksidasyon,
peroksil radikalleri arasindaki

biyomolekiiler etkilesimler, hipoklorit ve

hidrojen peroksit reaksiyonu

Lipit ve proteinlerin oksidasyonu
Peroksil radikali ve NO reaksiyonu, hava
kirliligi ve sigara

Nitrik oksit sentaz, nitrozo tiyol ve hava

kirliligi

Tiyollerden hidrojen atomu transferi

Proteinlerden hidrojen atomu transferi

ROT’lerinin baslicalar1 siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, singlet

oksijeni, peroksil ve alkoksil radikalleridir.
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2.5.1. Superoksit radikali (O,*)

Nordberg ve Arner (2001)’e gore molekiler oksijenin indirgeyici bir ajandan bir
elektron almasi sonucu siiperoksit radikali (O,°") olusur. Cok reaktif bir serbest radikal
degildir. Siiperoksit notral ¢cozeltilerde negatif yiikliidiir, lipit membranlara penetre olma
ozelligi yoktur, biyomembranlar1 sadece anyon kanallar1 yoluyla asabilmektedir ve bu

nedenle iiretildigi kisimda kalmaktadir (Turna 2008).

Stiperoksit radikali olustugu yerden fazla uzaga gidemez. Siiperoksit, bir serbest radikal
olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla hasar veremez, asil 6nemli olan, H,O,
kaynagi ve ge¢is metal iyonlarimin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali sulu
cozeltilerde H,0; olusturmaktadir. Siiperoksitlerden biri elektronlarini digerine verir,
boylece birinci stperoksit O,’ye okside olurken ikinci stperoksit H,O,’e redikte olur.

Bu reaksiyon dismutasyon olarak adlandirilir (Gutteridge and Halliwell 1994).

SOD

20"+ 2H"
n"l

H.0, +

Stiperoksit genel olarak anyon seklinde tarif edildigi halde ortamin pH’ 1na bagl olarak
protonlanarak katyon haline doniisebilir. Bu durumda peroksit radikali (HO,) ismini alir
(Cherubini et al. 2005).

Stiperoksit radikalinin kimyasal davranisi nerede ¢oziindiigline gore degisir. Suda
siiperoksit ¢ok reaktif degildir. Bazen bir elektron alarak okside edici ajan olarak
davranabilir. Buna 6rnek olarak askorbik asidin oksitlenmesi verilebilir (Gutteridge and

Halliwell 1994).
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Askorbik asit + (0,*") — Askorbik asit radikali + H,0,

Artmis siiperoksit diizeyleri ise SOD enzimiyle H,O, ve oksijene doniistiiriilerek
azaltilir. Boylece hiicresel siiperoksit diizeyi siki kontrol altina alinmis olur (Cherubini

et al. 2005).

2.5.2. Hidrojen peroksit (H,05)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron indirgenmesiyle ya da
stiperoksitlerin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur.
Yapisinda eslenmemis elektron icermediginden radikal 6zellik tasimaz (Halliwell and
Gutteridge 1984). Uretildigi bolgede kalan siiperoksitin aksine membranlar1 gecen,
sitozole diffiize olan ve uzun émdirli bir oksidan olarak bilinir. Bu nedenle stiperoksitin
ulasamadigi membranla korunan yapilara kolaylikla ulasabilir. Burada siiperoksitle
reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak
Uzere kolaylikla yikilabilir (Cherubini et al. 2005). Hidrojen peroksitin oksitleyici bir
tiir olarak bilinmesinin sebebi demir, bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil

radikalinin 6nciilii gibi davranmasidir (Halliwell et al.1984).

2.5.3. Hidroksil radikali (OH®)

Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan OH®, su dahil, ortamda rastladig1 her
molekdl ile tepkimeye girer. Bitlin bu tepkimeler OH®*’1n eslenmemis elektron iceren
dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir (Halliwell et al.1984). Aminoasitler,
niikleik asitler, organik asitler, fosfolipitler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin
birgoguyla reaksiyona girebilirler. Hidroksilin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir (Cherubini et
al. 2005). Baska yere go¢ edecek kadar uzun omiirlii degildir (Gutteridge and Halliwell
1994).
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Biyolojik sistemlerde hidroksil radikali birgok reaksiyon ile olusabilmektedir. Fe**"lin
stiperoksitle indirgenip Fe*? olmasi ve Fe*? ‘nin H,0, ile reaksiyona girerek OH®

olusturmasi fenton reaksiyonu olarak bilinir (Gutteridge and Halliwell 1994).

Fe+3 + Oz. Fe+2 + 0O,

Fe™+ OH® + OH*

Fe+2 + H,0,

Dogal enzimler ve glutatyon yetersiz diizeyde iseler siiperoksit ve hidrojen peroksit

3 veya Cu'™® katalizorliigiinde birbirleriyle

ortamda serbestlesmis halde bulunan Fe®
reaksiyona girerek en gucli radikal olan OH®" molekiiliinii olusturur. Bu reaksiyona

Haber-Weis reaksiyonu denir (Aruoma et al.1991).

Fe*3

02." + H,0, O, + OH*® + OH*

Hidroksil radikali yiksek enerjili iyonize radyasyon ile suyun radyolizi sonucu
olusabilmektedir (Gutteridge and Halliwell 1994). Hidroksil radikali, UV ile indiiklenen
hidrojen peroksitin O-O baglarinin homolitik kirilmas1 sonucu da olusmaktadir
(Halliwell and Gutteridge 1996). Hidroksil radikalinin sebep oldugu en 6nemli hasar,
lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hiicre zar1 su
icermediginden OH®’1n baslica hedefi yag asitleridir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu
zarin yapisini bozar ve gecirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilir (Nishiyama et

al. 1998).
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2.5.4. Singlet oksijen (Oy)

Singlet oksijen, molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formudur. Oksijenin
enerjetik olarak uyarilan bu formunun reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Singlet oksijen
molekiil yapisinda iki adet eslenmemis elektron tagir. Ihtiva ettigi yiiksek enerjiyi
cevreye dalga enerjisi seklinde vererek yeniden oksijene doniisebilir veya kovalent

tepkimelere girerler (Stahl and Sies 2002).

2.5.5. Peroksil (ROQ®) ve alkoksil (RO®) radikalleri

Karbon merkezli radikaller, lipit, nikleik asit, karbonhidrat, protein gibi biyolojik
molekiillerin hidroksil grubu ile reaksiyona girmesi sonucu olusur. Bunlar hizli bir
sekilde O, ile reaksiyona girerek peroksi radikalini (ROO®) olusturur. Peroksi
radikalinden de alkoksil radikali (RO®) olusabilir. Peroksil radikalleri askorbat ve
NADH’1 okside etmekte; oksijen varliginda NADH’in oksidasyonu ise siiperoksit
olusumuna yol agmaktadir. Peroksil radikalleri ayrica singlet oksijen olusturmak tizere

birbirleriyle reaksiyona girebilmektedir (Halliwell and Gutteridge 1996).

Genel olarak hiicredeki ROT’nin olusumu ve olugan ROT nin hasar meydana getirdigi
hiicre yapilar1 ve bunlar1 etkisiz hale getiren antioksidan sistemler Sekil 2.9°de
gosterilmistir. Ayrica antioksidan 6zellige sahip SOD, GPx, GR gibi enzimlerle GSH 1n
ROTleri ile etkilesimi ile Fe atomlariin etkiside Sekil 2.9’da gosterilmistir.

2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, genel olarak serbest radikal olusumunu engelleyen maddeler olarak
tanimlanmiglardir (Powell 2000). Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre dis1

olarak ikiye ayrilir.
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a) Hiicre i¢i savunma sisteminin enzimatik antioksidanlari, SOD, CAT ve GPx’tir.
Enzimatik olmayan hiicre i¢i antioksidanlar, GSH, membranlara baglanabilen a-

tokoferol ve B-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve bilirubindir (Woods et al.

2002).

b) Hiicre dis1 savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yokedicileri ve Zn

gibi iz elementlerden olusur (Armstrong 1998).

SERBEST RADIKAL OLUSUMU 0
ER \ Mitochondrion |
inflamasyon P'45_U i 1. I R
Radyasyon Oksidaz d.\ Solunum Zinciri Enzimleri
Oksijen Toksidites] ——3 T3 e .
Kimyasallar 2 ——— Sitolojik Enzimler
Reperfizyon NADPH & Peroxisome )
Taralanma Oksidaz | b+ Oksiiazlar
'
0z
Reaktif Oksijen Reaktif Oksijen N
Tiirleri Tiirleri Fe*? Fenton Fe*
3 ; : . 500
0, H;0,, OH 05, H,0;, OH oF H40; O + O
. N
Biitiin Membranlar = GCatalase Ghinkions H:0
Membran Lipid Vitamin Ave E AR poroxidase o
i -Karoten
Peroksidasyonu p Ho0 Glutathione
reductase
L Mitekondri
Sitezel 50D
50D GPx
Vitamin C
GPx 0
Ferritin () Peroksizom
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Seruloplazmin
DNA Protein Capraz Baglanh ve

Kmlmalarn  Kinlmalan

SERBEST RADIKALLERIN HiiCRE SERBEST RADIKALLERIN NOTRALIZASYONU

HASARI

Sekil 2.9. ROT ve antioksidanlar (Erdemli 2006)
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Canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi oksitlenebilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu
olaya antioksidan savunma denir. Insanda belli basl hiicre ici antioksidanlar SOD, CAT
ve GPx enzimleridir. SOD’un yapisinda bakir, ¢inko ve manganez, GPx’de ise
selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak ta adlandirilirlar.
Hiicre igi ortamin aksine hiicre dis1 ortamda antioksidan savunmadan E ve C vitamini,
transferrin, seruloplazmin, albumin, bilurubin, B-karoten sorumludur. SOD, GPx ve
CAT enzimlerinden ayr1 olarak E ve C vitamini de hiicre i¢i antioksidan Ozellige
sahiptir. Her ikisi de hiicre membranlarindaki lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarini
kiran antioksidanlardir. Hiicre i¢i ortamin aksine, hiicre dist sivilarda enzimatik

antioksidan sistemin aktivitesi sinirlidir (Halliwell 1991).

Antioksidan bilesiklerin etki sekli ve etkinlik diizeyi oldukca farklidir. Genelde
antioksidanlar reaktif oksijen ve nitrojen tirlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle
hasarlanmis dokularin tamiri, diger antioksidanlarin onarimi veya yenilenmesi ve metal
selasyonu gibi olduke¢a farkli etki sekillerinden birini veya birkagini ortaya koyarlar.
Ideal bir antioksidan bilinen bu etki sekillerinden birgogunu yerine getirebilme

ozelligine sahiptir (Biewenga et al. 1994).

Cherubini ve arkadaslarina (2005) gore biyolojik sistemlerde oksidanlarin yikimi ve
olusumu arasindaki denge, hiicre ve dokunun biyolojik biitiinliigiiniin stirdiiriilmesinde

onemlidir. Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlari etkisizlestirirler:

1. Temizleme (Scavenging) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan

bu etki enzimler tarafindan gerceklestirilir.

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

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoitler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi: Serbest radikallerin meydana getirdigi zararli etkinin onarilmasidir.
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4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan

yapilir (Turna 2008).

2.6.1. Enzimatik antioksidanlar

En 6nemli enzimatik antioksidantlar SOD ve GPx’tir.

2.6.1.a. Superoksit dismutaz (SOD)

Hicre ici antioksidanlarin en 6nemlilerinden biridir. Antioksidan bir enzim olan SOD
O, yi O,’ye ve daha az reaktif olan H,O,’ye katalizler. 1939’larin baglarinda izole
edilen SOD’ un antioksidan aktivitesi 1969’da McCord ve Fridovich tarafindan tespit
edilmistir (Mc Cord and Fridovich 1969). Insanlarda SOD enziminin 3 formu vardir.
Sitozolde bulunan Cu ve Zn-SOD, mitokondride bulunan Mn-SOD ve ekstraselular
SOD (EC-SOD) dur (Landis and Tower 2005).

2 Og._ +2H" H,O, + O, ( pH 45—95)

Cu-Zn SOD: Genellikle sitozolde ve lizozom organellerinde bulunur. Cu-Zn SOD
enzimi 32 kDa molekiil agirliginda iki alt birimden olugsmustur. Her bir alt birim bakir
ve ¢inkodan olusan kiime halinde iki ¢ekirdekli aktif bolge bulundurur. Enzim aktivitesi
pH’m 5-9.5 olmasina baglidir. Cu ve Zn atomlar1 arasindaki kdprii histaminle saglanir.

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

Mn-SOD (Mitokondrial SOD): Mitokondride bulunur ve kofaktorii mangandir. Mn-
SOD’lar bakterilerden yuksek yapili organizmalar kadar, pek ¢ok kaynaktan izole

edilmistir. Yiiksek yapili organizmalardan elde edilen tiim Mn-SOD’lar tetramerdir ve
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her alt tinitede bir Mn*? iyonu icerirler (Fridovich 1985). Mn-SOD en etkili antitimor
aktiviteye sahiptir (Behrend 2003). Mn-SOD 96 kDa molekiil agirligindadir (Mates
1999).

Ekstraseluler SOD (EC-SOD) tetramerik bir proteindir, ekstraselliilar bolumlere
salgilanir. Heparin bir domaine sahiptir ve hiicre yiizeyindeki heparin siilfat
proteoglikanlara baglanabilir. Cu-Zn SOD enzimi gibi EC-SOD enziminin de
kofaktorleri ¢inko ve bakirdir (Mates 1999).

Bu ii¢ ¢esit SOD enziminin disinda son zamanlarda Streptomyces’lerde kesfedilen Ni-
SOD enzimi vardir. 117 aminoasitlik kii¢iik bir proteine sahip bu enzim diger SOD

enzimleri ile sekans homolojisi gostermemektedir (Barondeau 2004).

2.6.1.b. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olanidir. Hiicre i¢i hidroperoksitlerin yok
edilmesinden sorumludur (Armstrong 1998). H,O,’i suya cevirerek methemoglobin
olusumunu engeller (Kalaycioglu vd 1998) ve membran lipidlerini peroksit anyonuna
kars1 koruyarak hiicre membraninin biitiinliigiinii korur. E vitamini ile sinerjik etkilesimi
s0z konusudur. GPx ayrica biiyiime, gelisme ve iireme i¢in gerekli bir iz element olan
selenyumu yapisinda bulundurur. Selenyum eksikliginin, bu enzimin aktivitesini

azalttig1 bilinmektedir (Brigelius and Flohe 1999; Karagul vd 2000).

GPx ilk kez 1957°de Mills tarafindan tanimlanmistir. Glutatyon sisteminin ilk enzimi
olan GPx, lipit peroksitlerini daha az toksik yag asitlerine indirger, bunu yaparken de
GSH’u kofaktor olarak kullanir (Bukan 1999).

GPx

ROOH + 2GSH ROH + GSSG + H,0O
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GPx

2GSH + H,0, 2H,0 + GSSG

Mates (1999)’e gore Uc¢ peptidli glutatyonu (GSH) kendi oksidize formuna (GSSG)
oksidize ederken sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan iiretilmis olan hidrojen
peroksidi de ortadan kaldirabilme o6zelligine sahiptir. GPx’in selenyum bagimli ve
selenyumdan bagimsiz olmak flizere iki tipi vardir. Farkli substratlar1 kullanirlar.

Selenyum bagimli formu sitoplazmada bulunur ve diisiik bir kapasiteye sahiptir.

Selenyum bagimsiz formu ise organik hidrojen peroksitleri kullanir ve daha yliksek bir
aktiviteye sahiptir. Glutatyon metabolizmasi antioksidan savunma sistemlerinden en
onemlilerinden biridir. Insan dokular1 major peroksit uzaklastirict enzim olarak GPx

icermektedir. Insanlarda selenyuma bagl 4 farkli GPx vardir (Turna 2008).

CAT ve SOD baslica membranin hidrofilik bélgelerinde etki gosterir. Glutatyon
peroksidaz ise hidrofobik membran komponentlerinde lipit peroksidasyonuna karsi
indirekt olarak koruyucu etki yapmaktadir. Dolayisiyla glutatyon peroksidaz, CAT ve
SOD’un kombine bulundugu durumlarda serbest radikal ataklarina karsi hiicre
biitlinliigiiniin korunmasinda daha etkili olmaktadir (Mates 1999). E vitamini yetersiz

oldugunda membrant peroksidasyona karsi GPx korur. Eritrositlerde en kuvvetli

antioksidandir (Chao et al. 2002).

2.6.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.6.2.a. Glutatyon (GSH)

GSH ise oOnemli bir intraseliiler antioksidandir. Okside edilmis sekli, serbest

radikallerinin inhibisyonunda (Boehme et al. 1992), indirgenmis siilfidril gruplarinin
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stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatin rejenerasyonunda gorevlidir (Armstrong

1998). Ayrica GPx’in kofaktorii olarak da gorev yapar (Boehme et al. 1992).

2GSH + H,0; GSSG + 2H,0

Glutatyon sitozolde bol miktarda bulunur. Sitozolde (1-11 mM), nukleusta (3-15 mM)
ve mitokondride (5-11 mM) bulunur, ayrica suda ¢oziinebilir (Masella et al. 2005).
Tabiatta yaygin bir sekilde bulunan bu stilfiirlii bilesik 1921 yilinda Hopkins tarafindan
kesfedilmis ve glutamil-sisteinden ibaret bir dipeptit oldugu zannedilmistir. Ancak 1929
yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin tripeptit oldugu anlagilmistir
(Goziukara 1997).

Glutatyon sistein iceren bir tripeptid olup glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir.
Glutatyon hiicrelerde en ¢ok bulunan protein dis1 endojen tioldiir. Doku GSH diizeyi
sadece senteze katilan enzimler tarafindan duzenlenmez, tiol iceren aminoasitlerin
yeterince olmasit da oldukca Onemlidir (Parcell 2002). GSH’in antioksidan 6zelligi
bulundurdugu —SH grubundan veya koenzim veya kofaktér olarak gorev yaptigi
enzimlerin ROT’lerini etkisizlestirmelerinden kaynaklandigi bildirilmistir (Janssen et
al. 1993). In vivo sentezlenebilen ve ince bagirsaktan kismen emilebilen GSH endojen
ve eksojen bir antioksidandir. Glutatyon, GSH-transferaz ve peroksidazlar icin bir
substrat olup ksenobiyotik ve ROT’nin detoksifikasyonuna katilir. Ayrica, antioksidan
etkili C ve E vitaminleri Uzerinde orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir (Parcell 2002).
GPx GSH’ 1n GSSG’ ye oksitlenme reaksiyonunu katalizler. GSH ile GSSG arasindaki
dinamik dengenin korunabilmesi i¢in glutatyonun oksitlenmis formu (GSSG) glutatyon
redilktaz (GSSG-red) enzimi ile GSH’a indirgenir ve kofaktor olarak NADPH kullanilir
(Luberda 2005).
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GPx

2GSH + H,0, GSSG + 2H,0

GR
GSSG + NADPH + H* 2GSH + NAD

GSH eksikligi hiicre 6liimiine yol agabilir. Karaciger iki GSH havuzuna sahiptir.
Birincisinin yar1t omrii 2—4 saat ve sitozoliktir, ikincisinin yar1 omrii 30 saattir ve
mitokondriyaldir. Okaryotik hiicrelerde GSH’nin %90°1 sitozolde, %10’u mitokondride,
cok azi da endoplazmik retikulumda bulunur. GSH oksidasyonu, apoptozis siirecin
erken belirticidir ve metabolik sinyal gibi davranabilir. GSH, DNA sentezinde ve hasarli
DNA pargalarinin onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde,
zehirli maddelerin inaktif hale doniistiiriilmesinde ve serbest radikallerin olasi

hasarlarinin 6nlenmesinde gorev yapmaktadir (Masella et al. 2005).



53

3.MATERYAL ve METOD

3.1.Deney Bitkilerinin Temini ve Teshisi

Bu arastirma doneminde ¢alisma materyali olarak bolgemizde bulabilecegimiz Cetraria
islandica (ATA-KKEF-460), Cladonia rangiformis (ATA-KKEF-461), Lecanora
muralis (ATA-KKEF-462), Parmelia somloensis (ATA-KKEF-463), Rhizoplaca
chrysoleuca (ATA-KKEF-464), Umbilicaria vellea (ATA-KKEF-465), Usnea
longissima (ATA-KKEF-466), isimli farkli liken tiirleri tercih edildi. Liken ornekleri,
2008-2009 yillarinin Haziran-Eyliil aylarinda muhtelif zaman araliklariyla Artvin,
Erzurum, Giresun illeri ve gevresinden toplandiktan sonra uluslar arasi teshis yontemleri
kullanilarak Dr. Ali Aslan tarafindan tiirlerin teshisi yapildi (Aslan 2000; Aslan vd
2002; Purvis et al. 1992). Liken tirlerin birer herbaryum &rnegide Atatiirk Universitesi

Kazim Karabekir Egitim Fakiiltesi Herbaryumu’nda depolanmastir.

3.2. Bitki Tiirlerinin Ekstraksiyonu ve Etken Maddelerin Izolasyonu

Liken Ornekleri toplandiktan sonra yabanct maddelerden temizlendi ve oda sicakliginda
kurutuldu. Kuru 6rnekler bir havanda sivi azot ile 6giitiilerek toz haline getirildi. Her bir
liken tiirtiniin 10 g Ornegi ayr1 ayr1 metanol ekstraksiyonu soksoletle hazirlandi, daha
sonra evapore edilerek 4°C’ta muhafaza edildi. Likenlerimiz 5ug/ml ve 10ug/ml olacak
sekilde hazirlandi. 0.012 gr liken %10’luk 10 mL DMSQO’da ¢ozildi. Hazirladigimiz bu
stoktan 250 pl kiiltiir ortamina katilinca medium ortaminda son konsantrasyon Sug/ml
oldu ve 500 pl kiiltiir ortamina katilinca medium ortaminda son konsantrasyon 10 pug/ml

oldu.
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3.3. KDD Analizi

3.3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

RPMI-1640

Fitohemaglutinin (FHA)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Karyotyping Medium Peripheral Blood (Biological Industries)
L-Glutamine

Penisiline-Streptomisin (PS)

Kolsemide soliisyonu (Biological Industries)
KCl (MERCK)

KH,PO, (MERCK)

Na,HPO4 (MERCK)

Giemsa boyasi (MERCK)

Asetik asit (MERCK)

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

Aflatoxin B; (Sigma)

DMSO (Dimetil sulfoxide)

3.3.2 Kullanilan alet ve cihazlar

Elektronik terazi (Precisa 160 M)
pH metre (Jenway 3010)
Santrifuj (nive CN180, NF048)
Mikroskop ( Olympus BX2)
Mikroskop ( Nikon)

Kromozom Gorintileme (Nikon)

UV kaynagi
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Su banyosu (Nuve BM402)

Isitmal1 manyetik karigtirict (Velp Scientifica)
Cam erlen mayer

Cam mezur

Cam sale

Plastik pastor pipeti

Kltdr tapleri

3.3.3. Kullanilan cézeltilerin hazirlanmasi

AFB; ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg AFB; %10’luk 10 mL DMSQO’da ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiden 2.5 mL alinarak iizeri 1
L’ye distile su ile tamamlandi. §M Ik stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stoktan kiiltiir
ortamma 0.5 mL katilinca medium ortaminda son konsantrasydviu ofarak

ayarland.

Tespit solisyonunun hazirlanmasi

1/3 asetik asit methanol

Hipotonik solisyonun hazirlanmasi

0.560 gr KCI 100 mL distile suda ¢6ziilerek 0.0075 M KCI ¢ozeltisi hazirlandi.
Hoechst 33258 stok ¢ozeltisi hazirlanmasi

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

Hoechst 33258 calisma cozeltisi hazirlanmasi

1 mL Hoechst 33258 Stok Cozeltisi ile 99 mL PBS c¢ozeltisi taze hazirlanarak
kullanildi.
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5-bromo-2-deoksitridin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5-Bromo-2-deoksiiiridin (BrdU) (Sigma) 0.0026 g tartildi ve 5 mL RPMI 1640 ile
sulandirildi. Aliiminyum folyo ile sarilarak karanlik ortamda +4°C’de saklandi.

Kultiirde son konsantrasyon 10 M olacak sekilde ayarland.
20XSSC ¢0zeltisinin hazirlanmasi

175.3 gr NaCl ve 88.2 gr Na-Sitrat 800 mL distile suda ¢6zuldu ve toplam hacim distile

suile 1 L’ye tamamlandi.
2XSSC c¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mL 20XSSC solusyonuna 850 mL distile su eklendi. pH NaOH ile 7.0’ye ayarlandi.

Toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanda.
PBS ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0.2 gr KCI + 0.2 gr KH,PO,4 + 8 gr NaCl + 1.15 gr (anhidroz) Na,HPO, 1 litre distile
suda ¢ozildi (pH 7.0)

Boya soltisyonunun hazirlanmasi

9.08 gr/L KH,PQOy4, 14.8 gr/L Na;HPO,4 2H,0 hazirlandi. 30 mL Na;HPO,4 2H,0 alinip
uzerine 40 mL KH,PQ, soliisyonu eklenerek pH 6.8’e ayarlandi.

Lenfosit Besi Yerlerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

100 mL RPMI-1640

20 mL FBS

5mL FHA

2 mL L-Glutamine

1 mLPS

Hazirlanan solusyon 7.5 mL olacak sekilde steril hiicre kiiltiir tiiplerine paylastirildi.

Kullanim zamanina kadar -20°C’de saklandi.
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3.3.4. Donor segimi

Saglikli 25 ile 35 yas arasinda 2 erkek ve 2 kadindan olusan goniillii olarak deneye
katilmak isteyen toplam 4 dondr secildi. Donorler sigara kullanmayanlar arasindan
secildi (pasif i¢icide olmadiklari belirlenerek). Son 6 ay igerisinde her hangi bir nedenle
antibiyotik, X-Ray almadiklari, bilinen veya tanimlanan akut veya kronik bir
rahatsizliklarinin olmadigi sozlii beyanlart ile kabul edildi. Donérlerden deneye

baslanacag saatte kan alindi.

3.3.5. Deney diizeneginin olusturulmasi

Daha o6nce hazirlanan besi yerleri -20°C’den ¢ikarilarak oda 1sisina gelmesi saglandi.
Oda 1s1s1na gelen besi yerine asagida planlanan kimyasallar, belirlenen oranlarda steril
(filtre) edilerek eklendi. Bu islemler sonrasinda belirlenen dondrden alinan kan
orneklerinden 1 mL eklendi (her bir tiip i¢in). Bu deney diizenegi toplam 4 donér igin

tekrarlanda.

Kltir 1: Sadece besi yeri

Kltdr 2: Besi yeri + 5 uM AFB;

Kltdr 3: Besi yeri + 10 uM AFB;

Kltir 4: Besi yeri + 5 uM AFB; + 5ug/ml liken
Kltdr 5: Besi yeri + 5 uM AFB; + 10pg/ml liken
Kiltdr 6: Besi yeri + 10 uM AFB; + 5ug/ml liken
Kltdr 7: Besi yeri + 10 uM AFB; + 10ug/ml liken

3.3.6. Lenfosit kulturi

Donorlerden alinan periferik kan 6rnegi ve ilgili kimyasallar ile hazirlanan 8 mL’lik
hiicre kiiltir tiipine 5 damla 10 M stok BrdU cozeltisi eklenerek 72 saat 37°C’de
kapali hiicre kiiltiiriine alindi. Kiiltiir tiipleri aliminyum folya ile sarilarak karanlik

ortam saglandi.
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Kiiltiirtin 69. saatinde her kiiltiir tiipiine 5 damla kolsisin soliisyonu eklendi.

72. saatte kilttre edilen tupler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek stipernatan
kismi biyokimyasal analizler i¢in ayrildi.

Pellet Uzerine hipotonik solusyonu (0.075 M KCI) eklendi ve tipler 25 dakika 37°C’lik
ettivde bekletildi.

1000 rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek silipernatan kismi atildi ve pellet tizerine 1:3
oraninda soguk asetik asit methanol karisimi eklenerek tespit islemi gergeklestirildi.
Tespit islemi toplam {i¢ kez tekrarlandi. Tespit islemi sonunda siipernatanin 1-1.5
mL’lik alt kismi hari¢ diger boliimii atild1.

Dipte kalan pellet calkalanarak restispanse edildikten sonra soguk tespit i¢inde bekleyen
lamlarin her birine 5-6 damla bu siispansiyondan damlatilarak 5 lam hazirlandi.
Hazirlanan preparatlar ii¢ giin oda sicakliginda bekletilerek yaslandirildi.

Bu siire sonunda her bir preparat floresan plus giemsa teknigi ile boyandi.

3.3.7. Floresan plus giemsa teknigi ile boyama

Bu islem sirasi ile su sekilde tatbik edildi;

Ug giin oda 1sisinda kurutulan preparatlar 100 mL PBS tampon ¢ozeltisi bulunan
aliminyum folyoya sarili temiz bir salede 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.

Siire sonunda saleden ¢ikarilan preparatlar 0.5 pgr/mL konsantrasyondaki stok Hoechst
33258 soliisyonundan 1/100 oraninda PBS tampon ¢ozeltisi i¢erisinde hazirlanarak bu
soliisyonda 10 dakika karanlik ortamda bekletildi.

1-2 saniye PBS’te yikanan preparatlar bir kaba horizontal olarak dizilip Gzerlerine
lamel kapatildu.

Hazirlanan preparatlar 13 cm yiikseklikte bulunan UV lambasmin altinda 25 dakika
bekletildi.

Preparatlardan lameller kaldirilarak 65°C’deki 2XSSC solusyonu iginde 15 dakika
bekletildi.

2XSSC soliisyonundan ¢ikartilan preparatlar distile su ile yikand.

Preparatlar 5 dakika Giemsa boyasinda tutularak boyandi ve incelemeye alindi.
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3.3.8. KKD sayimi

Her bir dondr igin en az 20 metafaz mikroskopta (Olympus BX50 100x biyltmede)
degerlendirildi. Her kromozomda koyu boyali KKD bdlgelerinin bir kromatitten
digerine atladig1 bolgeler bir adet degisim olarak kabul edildi. Ayn1 kromozom iizerinde
1 den fazla gecis goriildiigii durumlarda bunlarin her biri ayr1 ayr1 sayildi. Sentromerden
gecis gosteren bolgeler degerlendirmeye alinmadi (Sekil 3.1.). Planlanan deney
diizenegine uygun olarak her bir dondrden alinan kan Ornekleri ve uygulanan

kimyasallarin farkli konsantrasyonlar1 i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere ortalama KKD siklig1

belirlendi.
oy L ™y
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Sekil 3.1. KKD’lerin sayilmasinda esas alinan kriterler
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3.4. MN Analizi

3.4.1. Kullanilan kimyasal maddeler

RPMI-1640
Fitohemaglutinin (FHA)
Fetal Bovine Serum (FBS)
L-Glutamine

Karyotyping Medium Peripheral Blood (Biological Industries)
Penisiline-Streptomisin (PS)
KCl (MERCK)

KH,PO4 (MERCK)
Na,HPO4 (MERCK)
Giemsa boyasi (MERCK)
Asetik asit (MERCK)
Metanol (MERCK)
Aflatoxin B; (Sigma)
DMSO (Dimetil sulfoxide)
Cytochalasin B (Sigma)

3.4.2 Kullanilan alet ve cihazlar

Elektronik terazi (Precisa 160 M)

pH metre (Jenway 3010)

Santriflj (nive CN180, NF048)

Mikroskop ( Olympus BX2)

Mikroskop ( Nikon)

Kromozom Goériintiileme (Nikon)

Isitmali manyetik karistiric1 (Velp Scientifica)
Cam erlen mayer

Cam mezir
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Cam sale

Plastik pastor pipeti
Kltdr tapleri

Etuv

3.4.3. Kullamilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tespit solisyonunun hazirlanmasi

1/3 asetik asit methanol

Hipotonik solisyonun hazirlanmasi

0.560 gr KCI 100 mL distile suda ¢oziilerek 0.0075M KCI ¢ozeltisi hazirlandi.

Boya soltisyonunun hazirlanmasi

9.08 gr/L KH;PO4, 14.8 gr/L Na;HPO4 2H,0 hazirlandi. 30 mL NayHPO, 2H,0 alinip

uzerine 40 mL KH,PO, solusyonu eklenerek pH 6.8’e ayarlandi.

Lenfosit besi yerlerinin hazirlanmasi ve saklanmasi

100 mL RPMI-1640

20 mL FBS

5mL FHA

2 mL L-Glutamine

1 mLPS

Karyotyping Medium Peripheral Blood Biological Industries

Hazirlanan solusyon 7.5 mL olacak sekilde steril hiicre kiiltiir tliplerine paylastirildi.

Kullanim zamanina kadar -20°C’de saklandi.

3.4.4. Donor segimi
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Saglikli 25 ile 35 yas arasinda 2 erkek ve 2 kadindan olusan goniillii olarak deneye
katilmak isteyen toplam 4 dondr segildi. Dondrler sigara kullanmayanlar arasindan
secildi (pasif igicide olmadiklari belirlenerek). Son 6 ay igerisinde her hangi bir nedenle
antibiyotik, X-Ray almadiklari, bilinen veya tanimlanan akut veya kronik bir
rahatsizliklarinin olmadig1 sozlii beyanlar1 ile kabul edildi. Dondrlerden deneye

baslanacag saatte kan alindi.

3.4.5. Deney diizeneginin olusturulmasi

Daha 6nce hazirlanan besi yerleri -20°C’den c¢ikarilarak oda 1sisina gelmesi saglandi.
Oda 1s1s1na gelen besi yerine asagida planlanan kimyasallar, belirlenen oranlarda steril
(filtre) edilerek eklendi. Bu islemler sonrasinda belirlenen dondérden alinan kan
orneklerinden 1 mL eklendi (her bir tiip i¢in). Bu deney diizenegi toplam 4 donér igin

tekrarlanda.

Kltir 1: Sadece besi yeri

Kualtir 2: Besi yeri + 5 uM AFB;

Kltdr 3: Besi yeri + 10 uM AFB;

Kltdr 4: Besi yeri + 5 uM AFB; + 5ug/ml liken
Kltdr 5: Besi yeri + 5 uM AFB; + 10pg/ml liken
Kiltir 6: Besi yeri + 10 uM AFB; + 5ug/ml liken
Kltdr 7: Besi yeri + 10 uM AFB; + 10ug/ml liken

3.4.6. Lenfosit kiltlru

Donorlerden alinan periferik kan 6rnegi ve ilgili kimyasallar ile hazirlanan 8§ mL’lik
hicre kultir tlpunu 72 saat 37°C’de kapali hiicre kiiltiiriine alindi. Kiiltiiriin 44.
Saatinde her bir tipe 6ug/ml Cytochalasin B ilave edildi.

72. saatte kdlttre edilen tipler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek stipernatan

kism1 biyokimyasal analizler i¢in ayrildi.
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Pellet izerine hipotonik soltisyonu (0.075 M KCI) eklendi ve tupler 25 dakika 37°C’lik
ettivde bekletildi.

1000 rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek siipernatan kismi atildi ve pellet iizerine 1:3
oraninda soguk asetik asit methanol karisimi eklenerek tespit islemi gergeklestirildi.
Tespit islemi toplam {i¢ kez tekrarlandi. Tespit islemi sonunda siipernatanin 1-1.5
mL’lik alt kismi hari¢ diger boliimii atild1.

Dipte kalan pellet calkalanarak restispanse edildikten sonra soguk tespit iginde bekleyen
lamlarin her birine 5-6 damla bu siispansiyondan damlatilarak 5 lam hazirlandi.
Hazirlanan preparatlar ii¢ giin oda sicakliginda bekletilerek yaslandirilda.

Bu siire sonunda her bir preparat giemsa boyasi ile boyandi.

3.4.7 Giemsa ile boyama

Bu islem sirasi ile su sekilde tatbik edildi;
Ug giin oda 1sisinda kurutulan preparatlar Giemsa boyast ile 10 dk boyandi ve

incelemeye alindu.

3.5.SOD, GPx, MDA Ol¢uimu
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SOD, GPx, MDA, Ol¢iimii igin 72 saat kiltiire edilen tiipler 1000 rpm’de 10 dakika

santrifiij edildi, slipernatan kismi1 analiz i¢in kullanildu.

3. 5. 1. Superoksit dismutaz (SOD) 6l¢ctimdi:

Kullanilan reaktifler:

* Deney reaktifi (Ksantin 0.3 mM; EDTA 0.6 mM; NBT 150 uM; Na,CO3 4 M; BSA 1
gr/L)
* Ksantin oksidaz 167 U/L

Cu,Zn-SOD aktivitesi hiicre kiiltiirli siipernatantinda Sun ve arkadaslarinin tarif ettigi
metod kullanilarak 6lgiildii (Sun et al. 1988). 100 ul numune Gzerine 2.45 mL assay
reaktifi (0.3 mM xanthine, 0.6 mM Na,EDTA, 0.15 mM NBT, 0.4 M Na,COs, 1 g/L
bovine serum albumin (BSA) katildi. Ksantin oksidaz (50 ul, 167 U/L) ilavesi ile
reaksiyon baslatildi. Ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan iiretilen siiperoksit
anyon radikalleri tarafindan NBT’nin indirgenmesi ile olusan absorbans degisimi 560
nm de o6l¢ildid. NBT’nin indirgenmesini %50 inhibe eden enzim aktivitesi 1 enzim
tinitesi olarak tanimlandi. Cu, Zn-SOD aktivitesi mg proteinde SOD unitesi olarak ifade
edildi.

3. 5. 2. Glutatyon peroksidaz (GPx) Ol¢iimii:
Kullanilan Reaktifler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.5 mM EDTA’])

GSH (150 mM)

Glutatyon rediiktaz (30 U/mL)
NADPH (8 mM)

NaNs3 (0.12 M)

H,0, (2 mM)
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NADPH (8 mM)

GPx aktivitesi, hiicre kiiltiirii siipernatantinda Paglia ve Valentine metodu ile 6l¢iildii
(Paglia and Valentine 1967). Ozetle, bir kiivet icerisine 50 pl numune, 100 ul NADPH
(8 mM), 100 ul rediikte glutatyon (150 mM), 20 ul glutatyon rediiktaz (30 U/mL), 20 pl
sodyum azid ¢oOzeltisi (0.12 M) ve 2.65 mL potasyum fosfat tamponu (50 mM) (pH 7.0,
5 mM EDTA) birlestirildi. 30 dk. 37°C’de inkibe edildi. 100 ul H,O, (2 mM) ilave
edilip alt st edilerek kanstirildi ve reaksiyon baglatildi. NADPH’In NADP’ye
doniisimii 5 dk. 340 nm’de spektrofotometrik olarak él¢uldi. Enzim aktivitesi, 340 nm
dalga boyundaki NADPH’in molar absorbtivite katsayisi (6.22x10°) kullamlarak

hesaplandi ve iinite/gr protein olarak ifade edildi.

3. 5. 3. Malondialdehit (MDA) Olguimii:

Kullanilan Reaktifler:

% 8.1 sodyum dodesil sulfat

%20 asetik asit

n-bltanol/piridin (15:1, v/v)
EDTAO0.1M

Tiobarbutirik asit (TBA) ¢Ozeltisi % 1
NaOH 0.05 N

MDA seviyesi hiicre kiiltiirli slipernatantinda Ohkawa tarafindan tanimlanan metoda
gore spektrofotometrik olarak belirlendi (Ohkawa 1979). Toplam hacim 4 mL olacak
sekilde % 8.1 sodyum dodesil sulfat, %20 asetik asit, %0.9 thiobarbiturik asit
karistmma 0.2 mL numune eklenerek 1 saat 95°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra tiipler oda sicakligina kadar sogutuldu ve Uzerine 1 mL distile su ile 5 mL n-
butanol/piridin (15:1, v/v) eklendi. Numuneler 4000xg 10 dk. santriftj edildi.
Stipernatantin 532 nm’de absorbansi Olciildii ve standart grafik yardimi ile MDA
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konsantrasyonu hesaplandi. 1.1.3.3-Tetraetoksipropan standart olarak kullanildi. MDA

konsantrasyonu umol/L olarak ifade edildi.

Protein konsantrasyonu hiicre kiiltiirii siipernatantinda Bradford metoduna gore
belirlendi (Bradford 1976). Fotometrik 6lctimler, DU 530 spektrofotofmetre (Beckman

Instruments, Fullerton, CA) ile kuartz kiivetler kullanilarak 6lgiildii.

3.6. Istatistiksel degerlendirme

Elde edilen KKD verileri ile sayi, ortalama ve standart hatalar ( X +SE) hesaplandu.
AFB;’in KKD fiizerine etkisi ve liken ekstratlarinin nasil bir iliski igerisinde oldugu
SPSS 11.5 analiz programinda T-Testi ile degerlendirildi. Sonuglarin p<0.05 olmasi

durumunda aradaki fark istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.

Elde edilen MN verileri ile sayi, ortalama ve standart hatalar ( X +SE) hesaplandi.
AFB;’in MN uzerine etkisi ve liken ekstratlarinin nasil bir iligki igerisinde oldugu SPSS
11.5 analiz programinda Duncan’s ile degerlendirildi. Sonuglarin p<0.05 olmasi

durumunda aradaki fark istatistiksel olarak énemli kabul edildi.

Biyokimyasal parametrelerin ortalama degisimlerinin degerlendirilmesinde Mann-

Whitney U testi kullanildi. Sonuglarin p<0.05 olmas1 durumunda énemli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismamizin sonuglari; mutajenite testleri olan Kardes Kormatid Degisimi (KKD),
Mikronukleus (MN) ve biyokimsal analizlerden olan SOD, GPx, MDA icin bulgular t¢
ana baslik halinde verilmistir. Kontrol ve deney gruplar1 arasindaki farklar her bir

degisken grup i¢in istatiksel olarak degerlendirilmistir.

4.1. KKD Bulgulan

Deney gruplarinin her biri i¢in ortalama KKD frekanslar1 (+SE) hesaplanmig, donorlara
ait KKD frekanslar iizerine AFB; ve AFB; ile beraber yedi liken turinin Cetraria
islandica (C.I.M.E.), Cladonia rangiformis (C.R.M.E.), Lecanora muralis (L.M.M.E),
Parmelia somloensis (P.S.M.E.) metanol ekstrakti Cizelge 4.1°de; Umbilicaria vellea
(U.V.M.E.), Usnea longissima (U.L.M.E.)ve Rhizoplaca chrysoleuca (R.C.M.E.)

metanol ekstrakti Cizelge 4.2°de sunulmustur.

Biitlin deney gruplarinda elde edilen KKD bulgular1 degerlendirildiginde; metafaz
alanlarinda en az 2, en fazla 17 KKD degisimlerinin bulundugu gézlenmistir. Dondr

kanlarindan elde ettigimiz baz1 KKD goriintiileri asagida verilmistir(Sekil 4.1- 4.4.)
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Sekil 4.2. Donorlara ait elde edilen metafaz alaninda 13 adet KKD degisimi



69

Sekil 4.4. Donorlara ait elde edilen metafaz alaninda 14 adet KKD degisimi
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AFBi‘in 5 pM dozu verildiginde KKD frekans1 7.92+1.74 bulunmustur bu degerimizi
kontrol ile kiyaslandigimizda AFB;’in KKD’yi artirdig1 ve istatistiksel olarak 6nemli
bulundugu tespit edilmistir.(p<0.001). AFB;‘in 10 uM dozu verildiginde ise KKD
frekans1 8.2+2.49 bulunmus ve bu deger kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel agidan
daha anlaml1 goriilmiistiir (p<0.001). AFB;’in 5 uM konsantrasyonu ile birlikte verildigi
C.R.M.E’in 5ug/ml ve 10 pg/ml dozlarindaki verildiginde KKD frekanslar1 sirasiyla
5.97+£1.32, 5.95 £1.66, 6.75 +2.04 ve 7.05+2.08 olarak bulunmustur. Bu degerler
C.R.M.E’in AFB7’in KKD’yi arttiric1 etkisini engelledigi gosterilmektedir. AFB;’in
KKD’yi arttirict etkisini engellemesi agisindan degerlendirildiginde, C.R.M.E’in 5pg/ml
dozlarindaki uygulamalarin etkisinin daha net oldugu ve istatistik olarak énemli oldugu
fakat C.R.M.E’in 10pg/ml’lik dozu ile kontrol grubu arasinda KDD degeri birbirine

yakin ve istatistiksel olarak da onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Cladonia rangiformis metanol ekstratlart uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen KKD frekanslar1 (£SE) ve MN Frekanslar1 (+SE)

Metafaz KKD Arahgi  KKD/Hucre  MN/Hucre
Kontrol 20 2-9 595+175 127012
AFB; 5 M 20 4-13 7.92+41.74*  3.17+0.20*
AFB; 10 uM 20 6-15 8.242.49°°  4.45+0.57*
AFB,(5uM)+C.r. 1 20 5-10 5.97+1.32" 2.1+0.37*
AFB;(5uM)+ C.r. 2 20 4-9 5.95+1.66°  1.58+0.21*
AFB,(10pM)+C.r. 1 20 3-12 6.75+2.04"  2.40+0.65
AFB;(10uM)+C.r. 2 20 5-14 7.05+2.08° 2.45+0.60

KKD igin;

AFB, =5 uM, AFB,=10 pM, C.r. 1 = 5ug/ml C.R.M.E, C.r. 2 = 10 pg/ml C.R.M.E

#p<0,001 Kontrole gore, p<0,05 Kontrole gore

p<0,05 AFB; 5uM a gore, dp<0,05 AFB; 10puM a gore
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MN igin;

(*) P<0.01 6nemli, () 6nemsiz

AFB;’in 5 uM konsantrasyonu ile birlikte C.I.M.E’nin Spg/ml ve 10 pg/ml dozlarindaki
KKD frekanslar1 karsilastirildiginda C.I.M.E’nin AFB;’in KKD’yi arttirict etkisinin
engellendigi goriilmiistiir 6zellikle yine diger likenlerde oldugu gibi 6zellikle Spg/ml
dozunun Cizelge 4.2.’de goriildiigii gibi daha etkili oldugu gézlenmistir (P<0.001).

Cizelge.4.2. Cetraria islandica metanol ekstratlari  uygulandiginda lenfosit

kiiltiirlerinden elde edilen KKD frekanslar1 (+SE) ve MN Frekanslar1 (£SE)

Metafaz KKD Arahgi  KKD/Hicre  MN/Hucre
Kontrol 20 2-8 49+179 1912085
AFB;5 pM 20 3-11 6.42+1.79*  3.0£0.65*
AFB; 10 uM 20 5-14 7.75+2.41*°  4.19+0.19*
AFB;(5uM)+ C.i. 1 20 4-11 5.02+41.51°  2.82+0.82
AFB;(5uM)+C.i. 2 20 3-8 491+1.67°  1.92+0.56*
AFB(10pM)+C.i. 1 20 3-10 4.98 #1,76™  2.05+0.15
AFB;(10uM)+C.i. 2 20 5-13 4.92+42.40°  1.930.8*
KKD igin;

AFB; =5 uM, AFB;=10 pM, C.i. 1=5ug/ml C.Ii.M.E, C.i. 2 =10 pg/ml CI.M.E
#p<0,001 Kontrole gore °p<0,05 Kontrole gore

“p<0,05 AFB1 5uM a gore dp<0,001 AFB1 10uM a gore

MN igin;

(*) P<0.01 6nemli, () 6nemsiz
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AFB;’in 5 uM verildigi kiiltiirlerin LLM.M.E ;P.S.M.E ve R.C.M.E’nin 5 pg/ml ve 10
png/ml dozlarindaki KKD frekanslar1 karsilastirildiginda sirasi ile 6.05 +1.73, 5.87
+1.65, 6.85 +2.35 ve 6.82 +1.93 ; 7.02 +1.34, 5.82+1.44, 5.85 +1.95 ve 5.82 +1.96; 7.02
+1.34, 5.82+1.44, 585 +£1.95 ve 5.82 +£1.96 olarak bulunmustur. Bu degerler ile
L.M.M.E ;P.S.M.E ve R.C.M.E’nin AFB;’in KKD’yi arttiric1 etkisinin engellendigi
goriilmiistiir.  AFB;’in - KKD’yi  arttirict  etkisini  engellemesi  agisindan
degerlendirildiginde, ozellikle LM.M.E ;P.S.M.E ve R.C.M.E’nin 5pg/ml dozunun,
istatistiksel olarak daha Onemli oldugu,diger dozonun ise Onemsiz oldugu tespit

edilmistir. (Cizelge 4.3.- 4.4.- 45.)

Cizelge 4.3. Lecanora muralis metanol ekstratlart uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen KKD frekanslar1 (£SE) ve MN Frekanslar1 (+SE)

Metafaz KKD Arahg KKD/Hicre MN/Hucre

Kontrol 20 2-9 62222  2.12+0.27
AFB.5 UM 20 4-13 7.02+¢256°  3.8+0.13*
AFB, 10 uM 20 6-15 8.3+2.67*  5.64+0.38*
AFB,GUM)+ Lm.1 20 5-10 6.05+1.73" 2.300.29*
AFB,(5uM)+L.m. 2 20 4-9 5.87 £1.65° 2.15+0.11*
AFB,(10uM)+L.m.1 20 3-10 6.85+2.35"  3.620.08
AFBy(10uM)+L.m.2 20 5-13 6.82£1.93°  3.5:0.35
KKD igin;

AFB;=5 uM, AFB;=10 uM, L.m. 1 =5pg/ml LM.M.E, L. m.2 =10 pg/ml L.M.M.E
#p<0,001 Kontrole gére "p<0,05 Kontrole gére
“0p<0,05 AFB; 5uM a gore dp<0,001 AFB; 10uM a gore



MN igin;

(*) P<0.01 6nemli, () 6nemsiz

Cizelge 4.4.
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Parmelia somloensis metanol eckstratlari uygulandiginda lenfosit

kiiltiirlerinden elde edilen KKD frekanslar1 (£SE) ve MN Frekanslar1 (+SE)

Metafaz KKD Arahigti KKD/Hicre  MN/Hicre

Kontrol 20 2-9 5.25+1.59  1.90+0.37
AFB; 5 uM 20 4-13 8.15+2.27°  3.94+0.06*
AFB; 10 pM 20 6-15 8.2+2.18" 5.15+0.23*
AFB;(5uM)+P.s. 1 20 5-10 7.02 +1.34* 3.5+0.37
AFB;(5uM)+P.s. 2 20 4-9 5.82+1.44"  3.4+0.17
AFB(10uM)+P.s. 1 20 3-10 5.85 +1.95*  2.01+0.54*

20 5-13 5.82+1.96™  1.91+0.20%

AFB;(10uM)+P.s. 2

KKD igin;

AFB, =5 uM, AFB,=10 pM, P.s 1.= 5pg/ml P.S.M.E, P.s. 2 = 10 pg/ml P.S.M.E

#p<0,001 Kontrole gore, °p<0,05 Kontrole gére
“p<0,05 AFB; 5uM a gore, dp<0,001 AFB; 10uM a gore, p°< 0,001 AFB, 5uM gore

MN igin;

(*) P<0O.01 6énemli, () 6nemsiz
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Cizelge 4.5. Rhizoplaca chrysoleuca metanol ekstratlar1 uygulandiginda lenfosit
kiltlirlerinden elde edilen KKD frekanslar1 (£SE) ve MN Frekanslar1 (+SE)

Metafaz  KKD Arahgi KKD/Hicre MN/Hucre

Kontrol 20 3-8 6.2 £1.69 2.37+0.39
AFB15 uM 20 4-12 7.3£1.94° 3.5+0.15*
AFB; 10 pM 20 7-16 7.8+2.46" 5.8+0.45*
AFB,(5uM)+ R.c. 1 20 5-10 6.3+1.75"  3.1+0.32
AFB;(5UM)+ R.c. 2 20 4-8 6.25+1.67™  2.37+0.55
AFB;(10pM)+ R.c. 1 20 3-12 6.35+1.96™  2.40+0.24*
AFB;(10pM)+ R.C. 2 20 5-14 6.55+1.56™  2.85+0.60*

KKD igin;

AFB; =5 uM, AFB;=10 puM, R.c.=5pg/ml R.C.M.E, R.c.= 10 pg/ml R.C.M.E

%0<0,001 Kontrole gore

“0p<0,05 AFB; 5uM a gore dp<0,001 AFB; 10uM a gére p°<0,05 AFB; 10uM gore

MN igin;

(*) P<0.01 6nemli, () 6nemsiz

AFB;’in 5 uM  ve 10 uM verildigi kiiltiirlerin U.V.M.E’nin Sug/ml ve 10 pg/ml

®p<0,05 Kontrole gére

dozlarindaki KKD frekanslar1 karsilastirildiginda sirast ile 6.71+1.46, 6.51+1.20,

6.55+1.94 ve 6.45 +1.77 olarak bulunmustur. Bu degerler ile U.V.M.E’nin AFB;’in
KKD’yi arttiricr etkisinin engellendigi goriilmiistiir. AFB;’in KKD’yi arttirict etkisini
engellemesi acisindan degerlendirildiginde, U.V.M.E’nin Sug/ml ve 10pg/ml’hik

dozlarindaki uygulamalarin her ikisinde de AFBI’in etkisini azalttifi gorilmiistiir.

(Cizelge 4.6.)
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Cizelge.4.6. Umbilicaria vellea. metanol ekstratlari uygulandiginda lenfosit
kiltlirlerinden elde edilen KKD frekanslar1 (£SE) ve MN Frekanslar1 (+SE)

Metafaz ~ KKD Arahgi KKD/Hucre MN/Htcre

Kontrol 20 2-9 6.4+1.20 2.3+0.39
AFB; 5 M 20 4-13 7,82+¢1.93*  3.4+0.10*
AFB; 10 uM 20 6-15 8.1+2.07% 5.6+0.40*
AFB;(5uM)+ U.v. 1 20 5-10 6.71+1.46™  3.1+0.40
AFB;(5uM)+ U.v. 2 20 4-9 6.51+1.20°  2.67+0.85
AFB;(10pM)+ U.v. 1 20 3-10 6.55+1.94™  2.40+0.24*
AFB1(10uM)+ U.v. 2 20 5-13 6.45+1.77°  2.35+0.19*
KKD igin;

AFB; =5 uM, AFB;=10 uM, U.v. = 5ug/ml U.V.M.E, U.v. = 10 pg/ml U.V.M.E
#p<0,001 Kontrole gore  °p<0,05 Kontrole gore

“0p<0,05 AFB; 5uM a gére dp<0,001 AFB; 10uM a gore

MN igin;

(*) P<0.01 6nemli, () 6nemsiz

AFB;’in 5 uM verildigi kiiltiirlerin U.L.M.E’nin 5Spg/ml ve 10 pg/ml dozlarindaki KKD
frekanslar1 karsilastirildiginda sirasi ile 6.7+1.47, 6.75+£1.42, 5,75 +2.03 ve 5.65 +1.67
olarak bulunmustur. Bu degerler ile U.L.M.E’nin AFB;’in KKD’yi arttirict etkisinin
engellendigi goriilmiistiir. AFB;’in KKD’y1 arttiric1 etkisini engellemesi agisindan
degerlendirildiginde, U.L.M.E’nin 10pug/ml dozlarindaki uygulamalarinda daha etkili
oldugu istatistiksel olarakta 6nemli oldugu U.L.M.E’nin Spg/ml’lik uygulamasinin ise
onemsiz oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.7.).



Cizelge 4.7. Usnea longissima metanol
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ekstratlar1 uygulandiginda lenfosit
kalturlerinden elde edilen KKD frekanslar1 (+SE) ve MN Frekanslari (+=SE)

Metafaz KKD Arahgi KKD/Hucre MN/Hcre

Kontrol 20 2-9 5.7 £1.69 1.75£0.21
AFB; 5 uM 20 74-12 7.242.06° 3.0+0.50*
AFB; 10 pM 20 6-15 8.05%2.14° 4.9+0.50*
AFB(5uM)+ U.l.1 20 5-10 6.7+1.47 2.82+0.30
AFB(5uM)+ U.l.2 20 5-9 6.75+1.42°  2.7+0.20
AFB.(10pM)+ U.l.1 20 4-11 5.75+2.03"  1.80+0.15*
AFB.(10pM)+ U.l.2 20 6-13 5.65+1.67°  1.77+0.40*

KKD igin;

AFB, =5 uM, AFB;=10 pM, U.I. 1 = 5ug/ml U.L.M.E, U.I. 2 = 10 pg/ml U.L.M.E

p<0,001 Kontrole gére  °p<0,05 Kontrole gore

°p<0,05 AFB; 5uM a gére “p<0,001 AFB, 10uM a gore

MN igin;

(*) P<0.01 6nemli, () 6nemsiz
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Cladonia rangiformis Cetraria islandica
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Sekil 4.5. KDD uzerine AFB; ve Cetraria islandica, Cladonia rangiformis, Lecanora

muralis ve Parmelia somloensis tirlerinin metanol ekstratlarinin etkisi

* AFB; 1 =5uM AFBy, AFB, 2 =10 uM AFBy, C.i. 1 =5ug/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakt1, C.i.
2 =10 pg/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakti, C.r. 1=5 pg/ml Cladonia rangiformis Metanol
Ekstrakti, C.r. 2 =10 pg/ml Cladonia rangiformis Metanol Ekstrakti, L.m. 1= 5 pg/ml Lecanora muralis
Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pg/ml Lecanora muralis Metanol Ekstrakti, P.s. 1= 5ug/ml Parmelia
somloensis, P.s. 1= 5ug/ml Parmelia somloensis
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Sekil 4.6. KDD uzerine AFB; ve Rhzoplaca chrysoleuca, Umbilicaria vellea ve Usnea

longissima tiirlerinin metanol ekstratlarinin etkisi

* AFB,; 1 =5uM AFB,, AFB; 2 =10 pM AFBy, R.c. 1 =5pg/ml Rhzoplaca chrysoleuca Metanol Ekstrakti,

R.c. 2 =10 pg/ml Rhzoplaca chrysoleuca Metanol Ekstrakti, U.v. 1=5 pg/ml Umbilicaria vellea Metanol
Ekstrakti, U.v. 2 =10 pg/ml Umbilicaria vellea Metanol Ekstrakti, L.m. 1= 5 pg/ml Usnea longissima
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Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pug/ml Usnea longissima Metanol Ekstrakti
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4.2. MN Bulgular1

Deney gruplarinin her biri i¢in ortalama MN frekanslart hesaplanmis, dondrlara ait MN
frekanslar tizerine AFB; ve AFB; Cetraria islandica, Cladonia rangiformis, Lecanora
muralis, Parmelia somloensis metanol ekstrakti Cizelge 4.1- 4.4’de; Umbilicaria vellea,
Usnea longissima ve Rhizoplaca chrysoleuca metanol ekstraktlarinin etkileri Cizelge

4.5. - 4.7.°de sunulmustur.

Donér kanlarindan elde ettigimiz bazit MN goriintiileri agsagida verilmistir.

Sekil 4.7. Sitokinezi bloke edilmis bir mikronukleus bulunan hticre

Sekil 4.8. Sitokinezi bolke edilmis iki mikroniikleus bulunan hiicre
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Sekil 4.9. Mitoz boliinmede niikleuslarin disinda kalan ve mikroniikleus olusturmaya
aday iki kromozom gorulen hucre

AFB:‘in 5 pM luk ve 10 pM luk dozlan verildiginde MN frekansi1 AFB;‘in artisina
bagli olarak artmis ve bu deger (3.17+0.20; 4.45+0.57 ) istatistiksel agidan daha anlamli
gorilmiistir (p<0.01)AFB;’in 5 uM verildigi kiiltirlerin C.R.M.E’in 5ug/ml ve 10
png/ml dozlarindaki MN frekanslar1 karsilastirildiginda sirasi ile 2.1+0.37, 1.58+0.21,
2.40+0.65 ve 2.454+0.60 olarak bulunmustur. Bu degerler ile C.R.M.E’in AFB;’in
MN’yi arttiric1 etkisinin engellendigi goriilmiistir. AFB;’in MN frekansini1 arttirici
etkisini engellemesi acisindan degerlendirildiginde, C.R.M.E’in 10pug/ml dozlarindaki
uygulamalarinda istatistiksel olarak o©Onemli oldugu ve C.R.M.E’in 5Spg/ml’lik

uygulamasinin ise 6nemsiz oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1.)( Sekil 4.2.).

5 UM AFB; ve 10 uM AFB; verildigi kiiltiirlerin C.I.M.E’nin 5Sug/ml ve 10 pg/ml
dozlarindaki MN frekanslarini etkiledigi fakat 10 pg/ml dozunun daha etkili oldugu ve
istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<0.01)(Cizelge 4.2). )( Sekil 4.2.).

AFBy’in 5 uM ve 10 uM verildigi kaltirlerin L.M.M.E’nin 5pg/ml ve 10 pg/ml
dozlarindaki MN frekanslarin1 karsilastirdigimizda siras1 ile 2.30+£0.29, 2.15+0.11,
3.6+£0.08 ve 3.5+0.35 olarak bulunmustur. Elde etmis oldugumuz bu degerler ile
L.M.M.E’nin AFB;’in MN frekansin1 yukseltici etkisinin baskiladigi belirlenmistir. 5
UM AFB; ile 5pg/ml LM.M.E ve 5 pM AFB; ile 10pug/ml LM.M.E dozlarindaki
uygulamalarimizda elde edilen sonuglar; AFB;’in MN frekansin1  yukseltici etkisini
L.M.M.E’nin baskiladigi kanis1 vardirmistir (p<0.001) (Cizelge 4.3.) ( Sekil 4.2.).



81

P.S.M.E’nin 10 uM AFB; ile beraber verilen 5ug/ml dozu ve 10 uM AFB; ile beraber
10pg/ml’lik dozunun MN frekansi iizerine etkisinin daha fazla oldugu ve istatistiksel
olarak( p<0.001) seviyesinde 6nemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4.) )( Sekil
4.2)).

5 UM AFB; ile birlikte verilen 10pg/ml R.C.M.E’nin ve 10 uM AFB; ile birlikte verilen
5ug/ml R.C.M.E’nin; AFB;’in MN frekansini yiikseltici etkisinin baskilandigi goriilmiis
ve bu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.(p<0.001) Bu likenin diger
konsantrasyonlarinin MN frekansiyla olan etkileri kontrolle mukayese edildigi zaman

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.5.) )( Sekil 4.2.).

AFB;’in 5 uM ve 10 puM verildigi kiiltiirlerin U.V.M.E’nin 5Spg/ml ve 10 pg/ml
dozlarindaki MN frekanslarimi kiyasladigimiz zaman, sirasi ile 3.1+0.40, 2.67+0.85,
2.40+£0.24 ve 2.35+0.19 olarak bulunmustur. Elde ettigimiz bu degerler U.V.M.E’nin
AFB;’in MN frekansini arttirict etkisini baskiladigii gostermistir. Ozellikle AFB;’in 10
MM konsantrasyonunda 5 pg/ml ve 10pug/ml U.V.M.E uygulanmasinda MN frekansini
baskiladig istaistiksel olarak bu dozlarin etkili oldugu goriilmiistiir (p<0.001) (Cizelge
4.6.). (Sekil 4.2.).

AFB; ile birlikte verilen U.L.M.E’nin tiim konsantrasyonlarinin MN frekansi tizerine
etkisinin oldugu AFB1‘in MN frekans: {izerine olan olumsuz etkisini inhibe ettigi

gorulmiistiir (p<0.001) (Cizelge 4.7.) ( Sekil 4.2.).



82

Cetraria islandica Cladonia rangiformis
4,5 5
W 4 I.|_|4,5
o 3,5 e 4
O 3 O35
:325 D 3 -
:I:'Z_ I2s -
~N N 2 -
zlfi N 215 +
S - S 1
0,5 0,5
0 - 0 -
s -3 - 9 o« S - o = o = A
e @ @ G J g 9 € 28 @ g g O O
S < < + + & & S X < + + + o+
o - — — ~ ~
R 2 2 @ =
< < < < 2 % % %
Lecanora muralis Parmelia somloensis
6 6
W 5 E 5
e 4 O 4 -
(@) Heo
? 3 I 3-
S~
ST 27
S 1 S 1+
0 - 0 -
9 - o o = A o o o o8 A
= — — I IS I IS fras) — — %] %] ] %)
s 2 B2 5 35 35 35 S 2 2 o o o o
~ < < + + + + ~ < < + + + +
~ ~ ~ — - o o
— — — — -
— 5‘ 5‘ 5‘ faa) o0 faa) faa)
o s e e [N o [N [N
L X < < < < < <

Sekil 4.10. MN Uzerine AFB; ve Cetraria islandica, Cladonia rangiformis, Lecanora

muralis ve Parmelia somloensis tiirlerinin metanol ekstratlarinin etkisi

* AFB, 1 =5uM AFB,, AFB, 2 =10 uM AFB,, C.i. 1 = 5ug/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakti, C.i.
2 = 10pg/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakti, C.r. 1 = 5ug/ml Cladonia rangiformis Metanol
Ekstrakti, C.r. 2 =10 pg/ml Cladonia rangiformis Metanol Ekstrakti, L.m. 1= 5 pg/ml Lecanora muralis
Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pug/ml Lecanora muralis Metanol Ekstrakti, P.s. 1 = 5ug/ml Parmelia

somloensis, P.s. 1 = 5ug/ml Parmelia somloensis
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Sekil 4.11. MN Uzerine AFB; ve Rhzoplaca chrysoleuca, Umbilicaria vellea ve Usnea

longissima tiirlerinin metanol ekstratlarinin etkisi

* AFB; 1 =5uM AFB;, AFB; 2 =10 pM AFB;, R.c. 1 =5ug/ml Rhzoplaca chrysoleuca Metanol
Ekstrakti, R.c. 2 =10 pg/ml Rhzoplaca chrysoleuca Metanol Ekstrakti, U.v. 1=5 pg/ml Umbilicaria vellea
Metanol Ekstrakti, U.v. 2 =10 pg/ml Umbilicaria vellea Metanol Ekstrakti, L.m. 1= 5 pg/ml Usnea

longissima Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pg/ml Usnea longissima Metanol Ekstrakti
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4. 3. SOD, GPx ve MDA Bulgulan

Yaptigimiz ¢alismalarda sadece AFB; verilen grup kontrol grubuna gore, AFB; ile
birlikte liken verilen gruplarda sadece AFB; verilen gruba gore degerlendirilmistir.
AFB;’in her iki konsantrasyonunun kontrol grubuna gore dnemli derecede (p<0.001)
SOD aktivitesini azalttigi goriilmiistiir (Cizelge 4.8- 4.14. ). AFB; ile birlikte kulttr
ortamina ilave likenler ve bunlarin 2 farkli konsantrasyonlarinin SOD enzim aktivitesi
tizerine etkileri incelenmistir. AFB; in SOD aktivitesini azaltmasina karsin, AFB; ile
birlikte likenlerin 2 farkli konsantrasyonunun eklenmesi, bu enzimin aktivitesini 6nemli
derecede artirdigr belirlenmistir.(3.78£0.22, 2.98+0.15) Likenlerin uygulanan
konsantrasyonlarinin artmasina bagli olarak SOD aktivitesi de artmistir. (Cizelge 4.8.-
4.14 ). Cizelge 4.8. ile Cizelge 4.9. ve Sekil 4.12.’de goriildiigii gibi; C.R..M.E.’nin ve
C.IL.M.E.’nin 5uM AFB; ile birlikte verilen 5ug/mlI’lik ve 10pug/ml’lik dozlarinin SOD
aktivitesi Uzrine olan aktivitesi istatistiksel olarak p<0.001 6nemli bulunurken, 10uM
AFB; ile birlikte verilen C.I.M.E.’nin 5ug/mI’lik dozu ve 10 pM AFB;ile birlikte
verilen 10pug/ml’lik dozu ile AFB; gruplar arasindaki SOD aktivitesi istatistiksel olarak
p<0.05 seviyesinde 6nemli bulunmustur. L.M.M.E.’nin 5uM AFB.ile birlikte verilen
Spg/ml’lik dozu ve 5 uM AFB;ile birlikte verilen 10ug/ml’lik dozu ile AFB; gruplari
arasindaki SOD aktivitesi istatistiksel olarak p<0.001 énemli bulunurken, C.I.M.E.’nin
10uM AFB.ile birlikte verilen 5ug/mlI’lik dozu ve 10 uM AFB;ile birlikte verilen
10pg/mI’lik dozu ile AFB; gruplari arasindaki SOD aktivitesi istatistiksel olarak p<0.05

seviyesinde 6nemli bulunmustur.(Cizelge 4.9. - 4.10)

R.CM.E'’nin tim konsantrasyonlarinda AFB; gruplar arasindaki SOD aktivitesi
arttirdig1 be bununda istatistiksel olarak (p<0.001) 6nemli oldugu bulunmustur. Cizelge
4.12. ve Sekil 4.12.’de goriildiigii gibi R.C.M.E. nin kontrole en ¢ok yaklastig1 grup ise;
10 uM AFB;ile birlikte verilen 10pg/ml R.C.M.E.’dir.
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U.V.M.E.’nin 5uM AFB;ile birlikte verilen 10ug/ml’lik dozu ve 10 pM AFB; ile
birlikte verilen 5pg/ml’lik dozu ile AFB; gruplari arasindaki SOD aktivitesi istatistiksel
olarak p<0.001 ©6nemli bulunurken, U.V.M.E.’nin 5uM AFB; ile birlikte verilen
S5pg/ml’lik dozu ve 10 uM AFB; ile birlikte verilen 10pg/ml’lik dozu ile AFB; gruplari
arasindaki SOD aktivitesi istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde 6nemli bulunmustur
(Sekil 4.13. ve Cizelge 4.13.).

U.L.M.E.’nin ve P.S.M.E.’nin tiim konsantrasyonlarinda AFB; SOD aktivitesi (izerine
olan olumsuz etkisini giderdigi ve bununda istatistiksel olarak( p<0.001 )onemli oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.14. ve Cizelge 4.14.).

AFB; ve likenlerin GPx Uzerine etkilerinde ise genel olarak AFB;’in GPx aktivitesini
azalttigt AFB; ile likenlerin 2 farkli dozunun verilmesi ile GPx aktivitesinin arttigi
goriilmiistiir. Kontrol grubunda GPx aktivitesi 330£25.04 U/g protein iken, 5uM AFB,
ve 10 uM AFB; grubunda sirasiyla 210+£6.47 U/g proteine ve 160+4.45 U/g proteine
dismistiir, GPx aktivitesindeki azalma istatistiksel olarak ©onemli bulunmustur
(p<0.001).

Cizelge 4.9.” da goriildiigii gibi, C.I.M.E.’nin ve P.S.ME.’nin AFB1 ile birlikte verildigi
tim konsantrasyonlarinda GPx aktivitesini az miktarda artirdigi gorilmiis ve
istatistiksel ag¢idan p<0.05 seviyesinde 6nemli bulunmustur. C.R.M.E.’nin 5 uM AFB;
ile birlikte verilen 10ug/ml, 10 uM AFB; ile birlikte verilen 5pg/ml ve 10 uM AFB; ile
birlikte verilen 10ug/ml dozlarinin yine GPx aktivitesi artis1 iizerine olan etkisinin
oldugu bununda p<0.001 seviyesinde istatistiksel olarak Onemli tespit edilmistir.
C.R.M.E.’nin 5 pM AFB; ile birlikte verilen 5 pg/ml dozu ise p<0.05 seviyesinde
onemli bulunmustur (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.14.)

L.M.M.E.’nin, R.C.M.E.’nin ve U.L.M.E.’nin  GPx aktivitesi artig1 iizerine olan etkisi
sonuglarinda ise ; bu ¢ likenin 10 uM AFB; ile birlikte verilen 5ug/ml ve 10 uM AFB;
ile birlikte verilen 10pg/ml’lik dozlart Cizelge 4.8. ;Cizelge 4.12.; Cizelge 4.14.; Sekil
4.16. ve Sekil 4.17.”de goriildiigii gibi kontrol gruplarina en yakin degerler oldugu ve
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bununda istatistik agidan énemli oldugu (p<0.001) gozlenmistir. U.V.M.E.’nin 10 uM
AFB; ile birlikte verilen 10pg/mlI’lik dozu GPx aktivitesi artigi {lizerine olan etkisi
p<0.001 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli bulunurken U.V.M.E.’nin 5 uM AFB;
ile birlikte verilen 5ug/ml, 5 uM AFB; ile birlikte verilen 10ug/ml ve 10 uM AFB; ile
birlikte verilen Spg/ml’lik dozlarinda GPx aktivitesi p<0.05 seviyesinde 6nemli

bulunmustur.

MDA miktar1 ile yaptigimiz ¢alismalarda, AFB; lipid peroksidasyonunu artirdigindan
dolayt MDA miktarinda 6nemli derecede artisa neden olmustur. Fakat AFB; ile birlikte
antimutajenik 6zellige sahip olan likenlerin ilave edilmesi ile MDA miktarinin azaldigi

gozlenmistir.

Kontrol grubunda MDA aktivitesi 1,21+1.75 pumol/L iken, 5uM AFB; ve 10 uM AFB;
grubunda sirasiyla 1,45£1.74 pmol/L ve 1,7+2.49 umol/L’dir. Bu sonuclar AFB;’in
MDA miktarinda artisa sebep oldugunu ve bu artisin istaistiksel olarak énemli oldugunu
gostermektedir. Cizelge 4.9.’da goriildiigii gibi, C.I.LM.E.’nin 10 uM AFB; ile birlikte
verildigi 5 pg/ml’lik dozunda MDA miktar1 1,26+1.32 pumol/L dir. Bu sonuclar
C.I.M.E.’nin bu konsantrasyonun kontrol grubuyla ayni oldugunu gostermis ve MDA
miktarindaki bu azalma AFB; grubu ile mukayese edildigi zaman istatistiksel olarak
onemli oldugu bulunmustur (p<0.001). C.R.M.E.’nin 10 uM AFB; ile birlikte verilen
5ug/ml ve 10 uM AFB; ile birlikte verilen 5ug/ml‘lik dozlar1t MDA miktarinda
azalmay1 saglamistir ve istatistiksel agidan p<0.001 seviyede Onemli oldugu tespit
edilmistir.(Cizelge 4.8.) L.M.M.E.’nin 10 uM AFB; ile birlikte verilen 10pg/ml dozu
MDA miktarinda azalmaya saglarken L.M.M.E.’nin 10 uM AFB; ile birlikte verilen 5
ug/ml dozu MDA seviyesinde anlamli bir degisiklige sebep olmazken (Cizelge 4.10).
L.M.M.E.’nin AFB; ile birlikte verilen diger konsantrasyonlar1 ise p<0.05 seviyesinde
6nemli oldugu goriilmiistiir. Cizelge 4.12.’de goriildiigi gibi R.C.M.E.’nin 5 uM AFB;
ile birlikte verilen 10pg/ml dozunun kontrol ile aym1 seviyeye diistiigii bu
konsantrasyonun istatistiksel a¢idan p<0.001 seviyesinde anlamli oldugu tespit
edilmistir.. R.C.M.E.’nin 10 uM AFB; ile birlikte verilen 5ug/ml, 10 uM AFB; ile
birlikte verilen 10pg/ml dozlar1 AFB; grubu ile mukayese edildigi zaman MDA
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miktarindaki bu azalma istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde 6nemli bulunmustur.
U.V.M.E.’nin ve U.L.M.E.’nin 5 uM AFB; ile birlikte verilen 5ug/ml, 5 uM AFB; ile
birlikte verilen 10pug/ml, 10 uM AFB; ile birlikte verilen 5ug/ml ve 10 uM AFB; ile
birlikte verilen 10pg/ml dozlarinda MDA miktarindaki azalma oldugu tespit edilmis ve
bu degerler istatistiksel agidan p<0.005 seviyesinde onemli goriilmiistiir (Cizelge 4.13.-

4.14).

P.S..M.E.’nin 5uM AFB; ile birlikte verilen Sug/mlI’lik dozu, 5uM AFB; ile birlikte
verilen 10pg/ml’lik dozu, ve 10 uM AFB; ile birlikte verilen Spg/ml’lik dozu ile
AFB; gruplan arasindaki MDA aktivitesi istatistiksel olarak p<0.001 seviyesinde
6nemli bulunurken, P.S.M.E.’nin  10uM AFB; ile birlikte verilen Spug/ml’lik dozu ile
AFB; gruplari arasindaki MDA aktivitesi istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde 6nemli
bulunmustur.(Sekil 4.13. ve Cizelge 4.14.)
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Cizelge 4.8. AFB; ve Cladonia rangiformis Metanol Ekstrakti’nin SOD, GPX ve MDA

Uzerine etkileri

GPx MDA
SOD

(U/mg protein) (U/g protein) (umol/L)

Kontrol 6,41+0.55 280+15.34 1,244+1.72
AFB.5 UM 4,39+0.85" 14045.05° 1,607+1.64°
AFB; 10 uM 3,15+0.76" 90+6.25° 1,708+2.23"
AFB;(5uM)+C.R. 1 8,1+0.21% 160+3.55 1,267+1.31°
AFB;(5uM)+ C.R. 2 6,89:+0.17°% 220+5.85 1,302+1.40°
AFB;(10pM)+C.R. 1 5,6+0.22" 270+6.54 1,24+2.98%
AFB;(10uM)+C.R. 2 4,74+0.31" 275+3.90 1,211+2.79°

* C.r. 1 = 5ug/ml Cladonia rangiformis Metanol Ekstraktt C.r. 2 =10 pg/ml Cladonia rangiformis
Metanol Ekstrakti

%0<0,001 Kontrole gore,
®p<0,05 Kontrole gére

°p<0,05 AFB, 5uM a gore,
9<0,001 AFB; 10pM a gore,
*p< 0,001 AFB; 5uM gore
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Cizelge 4.9. AFB; ve Cetraria islandica Metanol Ekstrakti’nin SOD, GPX ve MDA

Uzerine etkileri

GPx MDA
SOD

(U/mg protein) (U/g protein) (umol/L)

Kontrol 5,18+0.20 330+22.14 1,21+1.84
AFB1 5 UM 3,25+0.05% 210+10.7° 1,45+1.33°
AFB; 10 uM 2,52+0.08" 160+6.15% 1,742.26%
AFB,(5uM)+C.I. 1 9,9+0.16% 250+7.65" 1,26+1.16°
AFB1(5uM)+ C.I. 2 11,3+0.10% 280+6.34" 1,241.55*
AFB,(10uM)+C.1. 1 6,52+0.33% 295+5.87% 1,21+2.89™
2,68+0.03" 297+7.63* 1,23+2.38°

AFB;(10pM)+C.1. 2

* C.i. 1 = 5ug/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakt: C.i. 2 =10 pug/ml Cetraria islandica

Metanol Ekstrakti

aEKO'OOl Kontrole gore,
p<0,05 Kontrole gére

“p<0,05 AFB; 5uM a gore,
99<0,001 AFB; 10uM a gére,

*p< 0,001 AFB; 5uM gore
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Cizelge 4.10. AFB; ve Lecanora muralis Metanol Ekstrakti’nin SOD, GPX ve MDA

Uzerine etkileri

GPx MDA
SOD
(U/mg protein)  (U/g protein) (umol/L)

Kontrol 5,5420.5 506+30.13 1,21+1.62
AFB; 5 uM 5,23+0.10" 79+8.58 1,6+1.32°
AFB; 10 pM 4,55+0.20° 250+5.95" 1,7242.24°
AFB;(5uM)+L.M. 1 8,49+0.4° 350+10.12° 1,24+1.51°
AFB;(5uM)+ L.M. 2 5,71+0.20 % 320+4.70° 1,27+1.68°
AFB1(10pM)+L.M. 1 4,42+0.5° 500+9.19" 1,23+2.43°
AFB(10uM)+L.M. 2 3,03+0.12° 506+8.02% 1,19+2.06°

* L.m. 1 = 5ug/ml Lecanora muralis Metanol Ekstrakti L.m. 2 =10 pg/ml Lecanora muralis Metanol
Ekstrakti

%p<0,001 Kontrole gore,
®p<0,05 Kontrole gére
“p<0,05 AFB; 5uM a gore,
9<0,001 AFB; 10uM a gore,
°0p< 0,001 AFB, 5uM gore
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Cizelge 4.11. AFB; ve Parmelia somloensis Metanol Ekstrakti’nin SOD, GPX ve MDA

Uzerine etkileri

GPx MDA
SOD

(U/mg protein) (U/g protein) (umol/L)
Kontrol 6,27+0.12 350+28.15 1,18+1.59
AFB15 uM 4,81+0.6° 220+7.65° 1,51+1.14°
AFB; 10 uM 2,5+0.02% 160+5.56 1,97+2.19°
AFB;(5uM)+P.S. 1 5,15+0.11° 290+7.03° 1,27+1.10°
AFB;(5uM)+ P.S. 2 5,5+0.8° 295+5.70° 1,23+1.11°
AFB(10uM)+ P.S. 1 4,85+0.4° 308+8.11°% 1,27+2.09°
AFB3(10uM)+ P.S. 2 7,26+0.3° 345+6.44%% 1,28+2.04°

* P.s. 1 = 5pug/ml Parmelia somloensis Metanol Ekstrakti P.s. 2 =10 pg/ml Parmelia somloensis Metanol
Ekstrakti

%0<0,001 Kontrole gore,
®p<0,05 Kontrole gére
p<0,05 AFB; 5uM a gore,
9<0,001 AFB; 10pM a gore,
*p< 0,001 AFB; 5uM gore



Cizelge 4.12. AFB; ve Rhizoplaca chrysoleuca Metanol Ekstrakti’'nin SOD, GPX ve

MDA lizerine etkileri

GPx MDA
SOD

(U/mg protein) (U/g protein) (umol/L)
Kontrol 8,06+0.12 310+24.22 1,22+1.73
AFB; 5 M 6,41+0.27° 194+7.87° 1,47+1.30
AFB; 10 uM 4,43+0.03° 97+6.35° 1,642.29
AFB,;(5uM)+R.C. 1 5,86+0.29" 260+4.47° 1,43+1.36
AFB;(5uM)+R.C. 2 7,01+0.14 290+5.24° 1,22+1.99
AFB;(10uM)+R.C. 1 9,97+0.06° 295+6.18% 1,29+2.52
AFB;(10uM)+R.C. 2 7,27+0.09° 300+8.10% 1,23+2.75

* R.c. 1 = 5ug/ml Rhizoplaca chrysoleuca Metanol Ekstrakt1 R.c. 2 =10 pg/ml Rhizoplaca chrysoleuca

Metanol Ekstrakti

#p<0,001 Kontrole gore,
Pp<0,05 Kontrole gore

p<0,05 AFB, 5uM a gore,
9<0,001 AFB; 10uM a gore,
°0p< 0,001 AFB, 5uM gore
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Cizelge 4.13. AFB; ve Umbilicaria vellea Metanol Ekstrakti’nin SOD, GPX, GSH ve
MDA (zerine etkileri

GPx MDA
SOD

(U/mg protein) (U/g protein) (umol/L)

Kontrol 5,14+0.08 410£29.13 1,17+1.83
AFB; 5 M 2,43+0.5 320+7.20 1,31+1.72°
AFB; 10 pM 3,39+0.4 250+6.36 1,61+2.49°
AFB,(5uM)+U.V. 1 9,4+0.09 390+5.34 1,29+1.73"
AFB;(5uM)+ U.V. 2 6,96+0.15 395+6.43 1,24+1.81°
AFB;(10uM)+U.V. 1 4,54+0.4 398+5.25 1,23+2.75™
AFB(10pM)+U.V. 2 3,71+0.13 405+6.18 1,21+2.30™

* U.v. 1 = 5ug/ml Umbilicaria vellea Metanol Ekstrakti U.v. 2 =10 pg/ml Umbilicaria vellea Metanol
Ekstrakti

%0<0,001 Kontrole gore,
®p<0,05 Kontrole gére
p<0,05 AFB; 5uM a gore,
9<0,001 AFB; 10pM a gore,
*p< 0,001 AFB; 5uM gore
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Cizelge 4.14. AFB; ve Usnea longissima Metanol Ekstrakti’'nin SOD, GPX, GSH ve

MDA lizerine etkileri

GPx MDA
SOD

(U/mg protein) (U/g protein) (umol/L)

Kontrol 6,27+0.9 350+26.56 1,18+1.66
AFB; 5 M 4,81+0.28" 220+6.89% 1,51+1.65%
AFB; 10 uM 2,5+0.13 16045.33° 1,97+2.38°
AFB;(5uM)+U.L. 1 5,15+0.25" 290+7.43° 1,27+1.55"
AFB;(5UM)+ U.L. 2 5,5+0.47" 295+5.66° 1,23+1.76"
AFB,(10pM)+ U.L. 1 4,85+0.42" 308+8.09° 1,27+42.52°
AFB(10pM)+U.L. 2 7,2620.13" 345+7.20° 1,28+2.78"

* U.l. 1 = 5ug/ml Usnea longissima Metanol Ekstrakti1 U.l. 2 =10 pg/ml Usnea longissima Metanol

Ekstrakt1

#0<0,001 Kontrole gore,
p<0,05 Kontrole gore

°p<0,05 AFB, 5uM a gore,
<0,001 AFB; 10pM a gore,
*p< 0,001 AFB; 5uM gore
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Sekil 4.12. SOD seviyesi Uzerine AFB; ve Cetraria islandica, Cladonia rangiformis,
Lecanora muralis ve Rhizoplaca chrysoleuca tirlerinin metanol ekstratlarinin etkisi

* AFB; 1 =5uM AFB,, AFB; 2 =10 uM AFBy, C.i. 1 =5ug/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakti, C.i.
2 =10 pg/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakti, C.r. 1=5 pg/ml Cladonia rangiformis Metanol
Ekstrakti, C.r. 2 =10 pg/ml Cladonia rangiformis Metanol Ekstrakti, L.m. 1= 5 pg/ml Lecanora muralis
Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pug/ml Lecanora muralis Metanol Ekstrakti, R.c. 1= 5 pg/ml Rhizoplaca
chrysoleuca Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pg/ml Rhizoplaca chrysoleuca Metanol Ekstrakti
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Umbilicaria vellea Usnea longissima
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Sekil 4.13. SODseviyesi Uzerine AFB; ve Parmelia somloensis, Umbilicaria vellea ve
Usnea longissima tiirlerinin metanol ekstratlarmin etkisi

* AFB; 1 =5uM AFBy;, AFB; 2 =10 uM AFB;, P.s. 1 =5pg/ml Parmelia somloensis Metanol Ekstrakti,
P.s. 2 =10 pg/ml Parmelia somloensis Metanol Ekstrakti, U.v. 1=5 pug/ml Umbilicaria vellea Metanol
Ekstrakti, U.v. 2 =10 pg/ml Umbilicaria vellea Metanol Ekstrakti, U.l. 1= 5 pg/ml Usnea longissima
Metanol Ekstrakti,, U.l. 2 = 10 pg/ml Usnea longissima Metanol Ekstrakt:
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Sekil 4.14. MDA seviyesi lizerine AFB, ve Cetraria islandica, Cladonia rangiformis, Lecanora
muralis ve Rhizoplaca chrysoleuca tiirlerinin metanol ekstratlarinin etkisi

* AFB; 1 =5uM AFB,, AFB; 2 =10 uM AFBy, C.i. 1 =5ug/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakti, C.i.
2 =10 pg/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakti, C.r. 1=5 pg/ml Cladonia rangiformis Metanol
Ekstrakti, C.r. 2 =10 pg/ml Cladonia rangiformis Metanol Ekstrakti, L.m. 1= 5 pg/ml Lecanora muralis
Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pg/ml Lecanora muralis Metanol Ekstrakti, R.c. 1= 5 pg/ml Rhizoplaca
chrysoleuca Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pg/ml Rhizoplaca chrysoleuca Metanol Ekstrakt,
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Sekil 4.15. MDA seviyesi Uzerine AFB; ve Parmelia somloensis, Umbilicaria vellea ve
Usnea longissima tiirlerinin metanol ekstratlarmin etkisi

* AFB; 1 =5uM AFB;, AFB; 2 =10 uM AFB;, P.s. 1 =5pug/ml Parmelia somloensis Metanol Ekstrakti,
P.s. 2 =10 pg/ml Parmelia somloensis Metanol Ekstrakti, U.v. 1=5 pg/ml Umbilicaria vellea Metanol
Ekstraktr, U.v. 2 =10 pg/ml Umbilicaria vellea Metanol Ekstrakti, U.l. 1= 5 pg/ml Usnea longissima

Metanol Ekstrakti,, U.I. 2 = 10 pg/ml Usnea longissima Metanol Ekstrakti
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Sekil 4.16. GPx seviyesi lzerine AFB; ve Cetraria islandica, Cladonia rangiformis, Lecanora
muralis ve Rhizoplaca chrysoleuca tirlerinin metanol ekstratlarinin etkisi

* AFB; 1 =5uM AFB,, AFB; 2 =10 uM AFBy, C.i. 1 =5ug/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakt1, C.i.
2 =10 pg/ml Cetraria islandica Metanol Ekstrakti, C.r. 1=5 pg/ml Cladonia rangiformis Metanol
Ekstrakti, C.r. 2 =10 pg/ml Cladonia rangiformis Metanol Ekstrakti, L.m. 1= 5 pg/ml Lecanora muralis
Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pg/ml Lecanora muralis Metanol Ekstrakti, R.c. 1= 5 pg/ml Rhizoplaca
chrysoleuca Metanol Ekstrakti,, L.m. 2 = 10 pg/ml Rhizoplaca chrysoleuca Metanol Ekstrakti,
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Sekil 4.17. GPx seviyesi Uzerine AFB; ve Parmelia somloensis, Umbilicaria vellea ve
Usnea longissima tiirlerinin metanol ekstratlarnin etkisi

* AFB; 1 =5uM AFB,, AFB,; 2 =10 uM AFBy, P.s. 1 =5ug/ml Parmelia somloensis Metanol Ekstrakti,
P.s. 2 =10 pg/ml Parmelia somloensis Metanol Ekstrakti, U.v. 1=5 pug/ml Umbilicaria vellea Metanol
Ekstrakti, U.v. 2 =10 pg/ml Umbilicaria vellea Metanol Ekstrakti, U.l. 1= 5 pg/ml Usnea longissima
Metanol Ekstrakti,, U.l. 2 = 10 pg/ml Usnea longissima Metanol Ekstrakt:
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢ercevesinde yaptigimiz calismalarda, AFB;’in insan periferal lenfositlerinde
KKD’ni ve MN artirdi@i goriilmiistir. AFB; (5 uM, 10 puM) uygulanan lenfosit
kilturlerinde KKD ve MN frekanslarini kontrol ile mukayese edildiginde aralarindaki
farklar istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. SuM AFB ; verildiginde KKD frekansi
7.37+1.90 ve 10 uM AFB; verildiginde KKD frekans1 8.25+2.07 olarak tespit edilmistir
(p<0.001).

Daha once yapilan benzer calismalarda aflatoksinlerin KA’lar1 ve KKD’ni artirdigi
bilinmektedir. Leon-Cazares ve Aroche-alfonso (1977), insan lenfositleri ile Aspergillus
parasiticus tlirii mantarin sporlarin1 birlikte 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakmis,
yapilan ¢aligmalarin sonucunda da aflatoksinlerin KA’lere neden oldugunu gostermistir
Thomson ve Evans (1979) ise Cin hamster ovaryum (CHO) hicreleri ve insan
lenfositleri ile yaptiklar1 ¢alismada AFB;’in KKD artisindan sorumlu oldugunu
belirtmislerdir. Deng ve arkadaslar1 (1988), AFB;’in KKD olusumunu ciddi oranda
artirdigini tespit etmislerdir. Andrew ve arkadaglarinin (1997), yaptig1 calismada ise 1-
10 uM AFB;’in fare, rat ve insan lenfositlerinde KKD’ni artirdigini1 bildirmislerdir.
Calismamizla paralellik gosteren diger bir arastirmada da 1, 5, i AFB  ;’in insan
lenfosit hicrelerinde KKD’ni artirdigi ve sodyum selenite uygulamasi ile AFB;’in bu
zararl etkisinin azaldig1 ortaya konulmustur (Geyikoglu ve Tiirkez 2006; Agar vd 2005;
Alpsoy vd 2009).

KKD’nin olusum mekanizmas: tam olarak bilinmemekle beraber, mutajenitenin
artmasina bagli olarak KKD artiginin oldugu diisiiniilmektedir (lkbal vd 2003). AFB;
gerek DNA’ya baglanarak, gerekse salinimini uyardigt OH™ iyonlarinin DNA hasarina
neden olmasindan dolayr mutajenik etkisi vardir. AFB;’in mutajenik etkisi DNA’daki
guanin bazinin N-7 ile AFB;’in 8. karbonu arasinda kovalent bag kurulmasina bagl
olarak, ozellikle G-T seklinde transversiyona neden olmasindan kaynaklandigi ileri
sirilmektedir. AFB; verilmesine bagli olarak ratlarin karacigerlerinde 8-

oksodeoksiguanozin (8-oxodG) olusumu artmakta bunun da KKD olusumunu arttirdigi
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distintilmektedir. AFB;’in KKD’ni artirmasinin ikinci bir nedeni ise ROT olusumunu
artirmasidir. AFB;’in metabolik aktivasyonundan dolayr ROT un miktarini ve oksidatif
stresi artirdig1 bildirilmektedir (Chan et al. 2003). ROT’lerinin artig1 ise mutasyona
neden olarak KKD’ni ve MN frekansini artirmaktadir (Lee et al. 1989; Weitberg 1987).
Bu s6z konusu mekanizma yardimi ile mikronukleus olusumuna asentrik kromozom,
kromatid fragment, anafazda kopriilere ve geri kalmis kromozoma sebep olmakta bu da

klastogen ve aneogen olusumuna Onciiliikk etmektedir.

AFB; (5 uM, 10uM) ile birlikte likenler (5ug/ml, 10 pg/ml Yin iki farkl
konsantrasyonlar1 uygulandiginda, bitlin liken ekstratlarinin KKD sayisinin azaldigi
tespit edilmistir. KKD’nin azaltilmasi iizerine kullanilan liken ve dozlar1 dikkate
alindiginda, en etkili likenler indirgeyici aktiviteye sahip, gucli bir antioksidan,
siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girebildikleri i¢in, onlarin
temizlenmesini saglayan Cetraria islandica, Rhizoplaca chrysoleuca, Usnea longissima

ve Umbilicaria vellea oldugu goriilmiistiir. (p<0.001)

AFB;’in ve bazi kimyasal maddelerin mutajenik etkisine karsi likenlerin antimutajenik
etki gosterdigine dair gesitli ¢alismalar vardir (Turkel vd 2003; Ogmundsdottir et al.
1998; Orange et al 2001; Olafsdottir 1999; Geyikoglu ve Turkez 2006).

Likenlerdeki bu antimutajenik etkileri, yapilarinda bulunan liken asitlerden ileri
gelmektedir. Farkli liken tiirlerinden izole edilmis protolikesterinik asit, pulvinik asit
tirevleri, depsid grubundan evernik, olivetorik asit, tridepsid grubundan giroforik asit,
depsidon grubundan fisodik, lobarik, fumarprotosetrarik asitler ile dibenzofuran
tirevlerinden usnik asitin antimikrobiyal etkileri saptanmistir. Bunlardan o6zellikle
protolikesterinik asit, pulvinik asit, fisodik asit, lobarik asit, fumarprotosetrarik asit ve
usnik asitin en ylksek antimikrobiyal etki gosteren liken maddeleri oldugu
belirlenmistir (Vartia 1950; Dilger vd 1997; Dilger vd 1998; Ingélfsdottir 2002;
Boustie and Grube 2005).
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Likenlerden izole edilen depsidon, depsid bilesiklerinin antiflamuar, antibakterial,
antifungal ve antikanserojenik o6zelliklerinin oldugu daha oOnceki calismalarda ifade
edilmistir (Muller 2001; Piovana et al 2002; Russo et al 2006).

Ozellikle calismamizda iyi antimutagenik aktiviteye sahip olan Usnea longisima’da elde
edilen sekonder bilesiklerden usnik asit, diffraktaik asit, evernik asit, salazinik asit,
bartatik asit, 4-Odimetibarbatik asit, squamatik asit, filodik asit, likensterinik asit,
lobarik asit, fumarprotosetrarik asit, atranorin ve fatty asitin degisik eksema, antiviral
antitumor, antiprotozoa, antibakterial, antifungal, antiflamuar, analzetik gibi hastaliklara
kars1 etkili oldugu daha 6nceki ¢alimalarda belirlenmistir (Okuyama 1995; Ingolfsdottir
et al.1998). Bunlardan 6zellikle usnik asitin, likensterinik asitin, depsid ve depsidonun
antibiotik etkilerinin oldugu belirtilmistir (Yasuhiko 1954).

Cetraria sp.’den elde edilen fatty asitin, Pallifera varia’nin larval gelisimini engelledigi
bu tirden elde edilen usnik asitin ise Glyptotermes dilatatus karsi antiterminite
aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir (Kathirgamanthar et al.2005).

Cetraraia islandica’dan elde edilen su ekstratalarinin Drosophila melanogaster’ yavru
birey sayis1 tizerine etkisi arastirilmis ve buna bagli olarak yavru birey sayisini artirdigi

liken ekstratlarinin teratogenik etkilerinin olabilecegi diisiiniilmiistiir (Altun vd. 2009).

Cladonia rangiformis’ten elde dilen metanol ekstratlarinin antiflamuar etkisinin oldugu
tespit edilmis bunun etkinin yapisinda bulunan fumarprotosetraraik asit, norrangiformik
asit, atranorinik asit, atroronik asit ve usnik asitten kaynaklanabilecegine

deginilmistir.(Siileyman vd.2002)

Son ¢aligmalarda yine likenlerden izole edilen depsid ve depsido’nun UV.(Ultraviole
1sinlarin) sebep oldugu deri kanserine kars1 korudugu gézlenmistir (Rancan et al. 2007).
UV.A ve UV.B nitrojen tlrevlerini ve ROT sistemini lretmesine sebep oldugu
bilinmektedir. Bunlar biyolojik sistemlerde gen mutasyonlarina; DNA’da zararlara

dolayisiyla kansere sebep olmaktadirlar. Rosso et al. (2008) likenlerden izole ettigi
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depsid ve depsidonun nitroksil verici angeli tuzunun (Na;N,Os3) sebep oldugu tek zincir
DNA kiriklarini azalttigini gbézlemlemis, bu bilesiklerden depsidonun major etkisinin
olmamasinin sebebini ise serbest oksijen radikalleri ile iligkilendirlmistir. Yine aymi
calismada liken konsantrasyonunun artmasi ile ROT aktivitesinde artis gézlenmis, ROT

aktivitesinin artigini likenlerin apoptozise yonlendirici etkisiyle agiklamigtir.

Diger benzer bir ¢alisma da likenlerden izole edilen epigallokatektin gallet, quercetin,
gallik asit curcurin, eugenol bilesiklerinin anti yaglanma ve antikanser 6zellige sahip

oldugu bildirilmistir (Fusisava et al. 2002; Loo 2003).

Zeytinoglu ve ark (2008) Cetraria aculeata’dan elde edilen aseton ekstrasinin
antimutagenik 6zelliklerini S typhimurium TA98 ve TA100 testi ile arastirmiglar bu
sistemlerde aseton ekstrasinin antigenotoksik etkisinin oldugunu fakat memeli
sistemlerinden olan MN testinde ise genotoksik etkisinin olmadigini antimutagenik
Ozelliginin ise ekstraktta bulunan protolikesterinik asit, usnik asit likensturinik asit ve
polisakkarit Ci 3 den kaynaklanabilecegini ileri sitirmiislerdir (Turkel vd 2003;
Ogmundsdottir et al. 1998; Orange et al. 2001; Olafsdottir 1999).

Lin et al.(2003) likenlerden elde edilen polisakkarid CFP-2 nin HL 60 ve K562
hiicrelerinin miktarin1 degistirerek azalttigi yani apoptozis ve telomeraz aktivitesini

degistirerek antikanser 6zelligi sahip oldugunu bildirilmislerdir (Lin et al. 2003).

Yine likenlerle ilgili diger bir calismada Cetraria islandica’dan elde edilen
protolikesterinik asidin kanserde malignant hiicre olusumunu inhibe ettigi tespit

edilmistir (Ogmunsdottir et al.1998).

Peltigera canina’min metanol ekstratalarindan elde edilen ve yapisinda galaktoz,
mannoz, glukoz, fukoz, arabinoz monosakkaritleri bulunan Pc-1, Pc-2,Pc-3,Pc-4
polisakkartlerinin farelerde TNFa sekresyonunu artirarak(sitokininler) immiin sistemi
giiclendirdigi ve buna bagli olarakta antikanser tedavisinde kullanilabilecegini ileri

stirmislerdir (Omarsdottir et al.2005).
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Geyikoglu ve Tirkez (2007) bismutsitrat karsi Pseudevernia furfuraceae,
Dermatocarpon intestiniforme, Ramalina capitata, Parmelia pulla tirlerinden elde
edilen ekstraktlarin KKD testi ile antigenotoksik etkinin oldugu belirlemisler ve
antigenotoksik etkisinin bu likenlerin igeriginde bulunan antioksidan 6zellige sahip olan
fenolik bilesiklerde kaynaklandigini ve antimutagenik o6zelliginin temelinde de bu

sistemin etkili olabilecegini ifade etmislerdir.

Celikler ve ark. (2009) alg ekstraktlarinin invitro insan lenfosit kullturklerinde
antigenotoksik etkisinin oldugunu bununda ROT sistemi ile alakasinin olabilecegini
belirtmisler ve bu mekanizmanin temelinde alg iceriginde bulunan polifenol, klorofil,

vitamin ve proteinden kaynaklanabilecegini ile agiklamislardir.

Genel anlamda biyolojik sistemlerde antimutagenite 6zelligi ayn1 zamanda antikanser
anlamina gelebilir. Bundan hareketle bazi arastiricilar liken ekstraktlarindan izole edilen
protolikeesterinik asiti, lobarik asit, usnik asitin timor olusumu fizerine etkisinin
oldugunu bildirmislerdir (Cordenelli et al.1997;Lin et al. 2003;Bucor et al. 2004).

Cladonia rangiformis, Cetraria islandica, Lecanora muralis’te 5uM AFB; ile birlikte
verilen 5pg/ml ve 10pug/ml’lik dozlar1 KKD ve MN frekansimi diisiiriirken; Parmelia
somloensis’te 5uM AFB; ile birlikte verilen 5pg/ml ve 10pg/ml’lik dozu KKD
miktarinda ¢ok fazla bir degisiklige sebep olmamis, bu deger istatistik olarak anlamli
bulunmamistir. Artan liken konsantrasyonu ile bunun sitotoksik etki yapabilecegi

diistiniilmektedir.

Benzer ¢alisma C.rongiformis’den elde edilen stistik asitin ve ekstralarinin normal

hiicrelere karsi sitotoksik etkisinin oldugu ifade edilmistir (Perry et al. 1999).

Yine likenlerden izole edilen vulpunik asitin Spodoptera ornithogelle turlerinde larval

peryotta 6liime sebep oldugu belirlenmistir (Slansky 1979).
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Yaptigimiz c¢alismalarda AFB;’in SOD aktivitesi ilizerine olan etkisi aragtirilmistir.
Kontrol grubunda ki SOD aktivitesi, sadece AFB; verilen grupla karsilastirildiginda

fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.001).

Organizmada metabolik ve fizyolojik olaylar sonucu ROT firetilmekte ve zararh
oksidatif reaksiyonlar olusabilmektedir (Erel 2004). Giinlimiizde ¢ok sayida arastirmaci
serbest radikallerin DNA, proteinler, lipitler ve hiicrenin diger bilesenleri tizerinde
sebep oldugu oksidatif hasar1 arastirmaktadir (Cakatay ve Kayali 2004). Serbest
radikallerin nukleusta ve DNA’daki etkileri genotoksik ve mutajeniktir. Serbest
radikaller pirin ve pirimidin modifikasyonuna veya DNA iplikleri ve kromozom
kirilmalarina, onkojen aktivasyonuna neden olduklari i¢in karsinogeneziste dnemlidirler
(Seven ve Candan 1995; Barrington et. al. 1996). Aflatoksinlerde ROT’lerinin
seviyesinde artmaya neden olduklar1 bildirilmistir (Lee et al. 2005). AFB; 6zellikle
serbest radikallerden DNA, protein ve lipidlerle kolayca reaksiyona girerek DNA’nin
yapisinda mutasyonlara, proteinlerin yapisina baglanarak proteinlerde yapi
degisikliklerine ve dolayisiyla da proteinlerin oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna

neden olan "OH radikalinin salinimina neden olurlar (Bedard and Massey 2006).

ROT’lerinin azaltilmasini veya baska molekiillere ¢evrilmesini antioksidan sistemler
saglamaktadirlar. Bu antioksidan sistemlerin enzimatik olanlarindan en énemlilerinden
bir tanesi slperoksit radikallerini O, veya daha az reaktif olan H,O,’e doniistiiren SOD
enzimidir (Mc Cord and Fridovich 1969). Verma ve Nair’in (2001), yapmis oldugu
caligmada total aflatoksin kullaniminin (25 veya 50 mg/aflatoksin/hayvan/giin) DNA,
RNA ve protein miktarini ve SOD enzim aktivitesini azalttigini bildirmislerdir. Ratlarin
karacigeri tlizerine yapilan ¢alismada da, AFB; verilen ratlarda SOD aktivitesi kontrol
grubunda AFB; verilen gruba gore daha diisiik oldugu belirlenmistir (Preetha et al.
2006). Ross PM3 1rki piliglere de aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm ve 1.0 ppm)
yem verildiginde 15, 30 ve 45 giinliik kan parametrelerinde SOD aktivitesinin azaldigi
gosterilmistir  (Eraslan vd 2005). Calismamizin bulgular1 yukarida belirtilen
litaratiirlerle paralellik gostermektedir. Oksidatif stresin SOD aktivitesini diisiirmesinin

sebeplerinden birincisi, ROT’lerinin enzim aktivitesi (zerine inhibisyon etkisi
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yapmalari, ikinciside, ROT’lerinin proteinlere baglanarak proteinlerde yapisal
degisikliklere ve buna bagli olarakta proteinlerin oksidasyonuna neden olmalaridir.
Buna ilaveten lipid peroksidasyonunun artmasi ve buna bagli olarak ortaya cikan
aldehitler SOD aktivitesi tizerine azaltic1 etkiye sahip olmasindan kaynaklanmaktadir

(Venkataraman et al. 2004).

Diger bir antioksidan enzim olan GPx ise hidroperoksitlerin ortadan kaldirilmasinda
etkilidir (Armstrong 1998). Yaptigimiz ¢alismada AFB;’in GPx aktivitesini azalttigi
tespit edilmistir. Kontrol grubunda GPx aktivitesi AFB; grubuna gore daha diisiik
Ol¢iilmiis, aradaki azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.001). Daha 6nce
yapilan benzer bir g¢aligmada ratlara AFB; verilen grupta karacigerde ki GPX
aktivitesinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu belirlenmistir (Preetha et al.
2006). Total aflatoksin kullanimi (25 veya 50 mg/aflatoksin/hayvan/giin) ile DNA,
RNA, protein miktarinda ve enzim aktivitesinde onemli derecede azalma meydana
geldigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Verma and Nair 2001). Ross PM3 1rki piliglere
aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm ve 1.0 ppm) yem verilmis, 15, 30 ve 45.
giinlerinde kan alinarak GPx seviyeleri 6l¢iilmiis, GPx aktivitesinde azalma goriilmiistiir
(Eraslan vd 2005). AFB;’in neden oldugu oksidatif stresin GPx aktivitesini
diistirmesinin sebeplerinden birincisi AFB;’in neden oldugu ROT’lerinin enzim
aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi yapmalaridir. Ikinci bir sebepte, ROT’lerinin
proteinlere baglanarak proteinlerde yapisal degisikliklere ve buna bagli olarakta
proteinlerin oksidasyonuna neden olmalaridir (Janssen et al. 1993; Preetha et al. 2006).
GPx aktivitesinin azalmasinin bir diger sebebi de GPx aktivitesinin GSH miktarina
bagli olmasidir. Oksidatif stres GR aktivitesinin azalmasina neden olarak GSH miktarini
azaltmakta (Preetha et al. 2006), buna bagl olarakta GPx aktivitesi azalmaktadir. Ozetle
GPx aktivitesinin azalmasi GSH’in azalmasia, GPx sentezinin azalmasina, enzim
bozulmasmin artmasina ve enzimin inaktivasyonuna bagli oldugu bilinmektedir

(Janssen et al. 1993; Krishnamoorthy et al. 2007).

Lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan MDA lipid peroksidasyonunu gdsteren

parametrelerden birisidir (Seven ve Candan 1995). AFB; lipid peroksidasyonunun
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dolayisi ile de onun bir {irlinii olan MDA miktarinin artmasina neden olur (Shen et al.
1994). Yaptigimiz ¢alismada kontrol grubunda MDA miktar1 diisiik iken AFB; ilave
edilen grupta daha yiiksek olarak Olciilmiistiir. Aradaki fark istatistiksel agidan énemli
bulunmustur (p<0.001). Ratlarin karacigeri lizerine yapilan benzer bir ¢alismada, AFB;
(1 mg/kg) verilen grupta lipid peroksidasyonunun arttig1 buna bagli olarakta MDA
miktar1 kontrol grubunda diisiik iken, AFB; grubunda ise daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Preetha et al. 2006). Ross PM3 1rki piliglere aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm,
0.5 ppm ve 1.0 ppm) yem verilmis 15, 30 ve 45. glinlerinde kan alinarak MDA miktar1
Ol¢lilmiis, MDA miktar1 kontrol grubuna gore artma gostermistir (Eraslan vd 2005).
PCB (Aroclor 1254) ile yapilan ¢alismada ise PCB’nin H,O,, OH" iyonu miktari ile lipid
peroksidasyonunu ve buna bagli olarak MDA miktarini artirdigi bildirilmistir (Muthuvel
et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 2007). Ayrica arsenik’in neden oldugu oksidatif
stresden dolayida MDA miktarinin arttigt  gosterilmistir (Chang et al. 2007).
Aflatoksinlerin MDA seviyesini artirmalarinin nedeni ¢esitli arastirmacilar tarafindan
ROT’lerinin artisina ve bunun da lipid peroksidasyonunu artirmasina baglanmistir

(Verma and Nair 2001; Lee et al. 2005; Bedard and Massey 2006; Alpsoy vd 2009).

AFBA ile beraber likenlerin metanol ekstratlart verildigi kiiltiirlerde genel anlamda SOD
GPx aktivitesi artmig, MAD aktivitesi ise azalmistir. Bu degerler istatistik agida 6nemli
bulunmustur. (p<0.001).

Bir¢ok liken tiiriiniin antioksidant 6zelligi bilinmektedir. Likenlerin bu antioksidant
ozelligi yapilarinda bulunan flavonoidlerden, epigallokatektin, gallat, quercetin, gallik
asit, kurkumin, eugenol, olarak fatty asit, lakton, antrhraquinon, depsid, depsidon,
tridepsidon gibi bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Loo 2003,Fujisawa et al. 2002;
Atsumi et al. 2005).

Cetraria islandica’dan elde edilen protolikensterinik, a-metilen Y -lakton
fumarprotosetrik asit, $-arsinol ve depsidon asitin ve Usnea longissima’ dan elde edilen

diffraktaik asit ve usnik asitin glcli antioksidant 6zelliginin oldugu tespit edilmistir
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(Oggmunddottir et al. 1998; Starner et al.1998; Snachez-Mareno et al.1999; Malencic et
al.2002).

Cetraria islandica’dan ile yapilan baska bt arastirmad a ise bu bitkiden izole edilen
aliphatik a -metilen o- lakton HIV-IRT’nin(Human mmmunodefect virus I revers
transtriptase) DNA polimeraz aktivitesini inhibe ettigi ifade edilmistir (Ponggusupurp et
al.1995).

Ratlarda Usnea longisima’dan elde edilen su ekstraktlarinin indomethasinin sebep
oldugu ulsere karsi antiulser aktivitesinin oldugunu ve bununda SOD, CAT, GST

aktivitesi tzerine olan etkisiyle iliskilendirmislerdir (Odabasoglu vd.2006).

Pseudevernia furfuraceae ve Dermatocarpon intestiniforme elde edilen fenolik
bilesiklerin antioksidant aktivitesinin oldugunu ve dolayisiyla SCE ile yapilan
antimutagenik aktivitesinin bundan kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir (Geyikoglu
ve Tirkez 2007).

Arastirmada kullandigimiz bazi likenlerimiz; AFB;’in KKD ve MN’yi yikseltici
etkisini inhibe edip KKD ve MN frekanslarim1 azalttigi goriiliirken, biyokimsal
analizlerde ayn1 etkiyi gostermemistir. Bu sonuglar ¢alismada kullanilan likenlerimizin
antigenotoksik etkisinin oldugu fakat bu etkisinin antioksidant &zelliginin
kaynaklanmadigin1 gostermektedir. Ornegin Umbilicaria vellea AFB;’in KKD ve
MN’yi yikseltici etkisine karsi ¢ok iyi sonug¢ verirken biyokimyasal analizlerde ayni

etkiyi gostermedigini tespit edilmistir.

Bunun tam aksine yine bazi likenlerimiz biyokimyasal analizlerde ¢ok iyi etki
gosterirken, MN ve KKD frekanslarinda anlamli bir azalma goriilmemektir. Ornegin
Lecanora muralis’in MN ve KDD frekanslar1 diger likenlere gére daha diisiik, yani
AFB;’in MN ve KKD vyukseltici etkisine kars1 daha diistik koruyuculugu olmasina
ragmen yapilan biyokimyasal analizlerde 6zellikle GPX ve MDA degerleri kontrolle

ayn1 ya da ¢ok yakindir. Bu bulgular likenin antigenotoksik etkisinin az olmasina kars1
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antioksidant aktivitesinin yiiksek oldugunu gosterir ve ayn1 zamanda likenlerin

antimutajenite temelinde antioksidan 6zelliginin olmadig1 anlamina gelmektedir.

Her ne kadar bulgularimizda ifade edilmemis olsa da bazen biyolojik sistemlerde bitki
ekstraktlarin konsantrasyonlarini artmasina bagli olarak ROT aktivitesi almistir. ROT
artisin sebebinin apoptozise onciiliik eden kaspazlarin artmasi anlamina geldigini ifade
edilmistir. Biyolojik sistemlerde yeterince ROT olmasi apoptozise Onciilik eden
sitoplazmik protein kinaz, MAPK kaspaz enzimlerinin aktivitesini artirr. ROT
aktivitesinin artmasi kisacasi bu enzim aktivitelerinin artmasi anlamina gelmektedir.
Ayrica mitokondrial zarar ROT sisteminin asil kaynagidir. Asir1 kaspaz ve ROT Uretimi
mitokondrial zarara sebep olmaktadir. Membran potansiyel kaybi ve cytokrom C serbest
birakilmasi apoptozise igerisine alan bir olaydir. Dolayisiyla liken konsantrasyonlarinin
artmasina bagli olarak ROT aktivitesinin artmasi veya degismemesinin sebebi AFB1 in
mutagenik etkisinin altinda ROT olmamas: ve veya likenlerin kanseri Onleyici

mekanizmasi olan apoptozisi yonlendirici sebebinin oldugu diisiindiirmektedir.

5.1. Oneriler

AFB;’in mutajenik ve kanserojenik etkisi yapilan birgok c¢alisma ile gosterilmistir.
AFB;’in bu mutajenik ve kanserojenik etkisine karsi, antagonistik etkisi olan birgok
madde calisilmis ve bunlarin etkileri ortaya konulmustur. Ancak yapilan ¢aligmalarin
tamami kromozomlar iizerine olan antimutajenik, antigenotoksik etkileri ile
biyokimyasal parametreler {izerine olan etkisi ayr1 ayr1 calismalarda gosterilmistir.
Calismamizda her iki parametre iizerine AFB;’in etkisi ve liken metanol ekstratlarinin

antagonistik etkisi ¢alisilmasit yoniinden dnemlidir.

Liken ekstraktlarinin AFB1’in neden genotoksik ve biyokimyasal degisiklikler {izerine
antogonistik  etkisinin  oldugu  belirlenmistir.  Yapilan c¢alisma  sonucunda
antigenotoksite’den  sorumlu olan bitki ekstraktlarinin  kimyasal bilesenleri
aydinlatilarak, etken maddenin izole edilip aktivitelerinin hangi derecede etkili oldugu

arastiritlmasi1 yapilabilir. Ekstratlarin antimutagenite aktiviteleri serbest radikalleri
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toplayabilme o6zelliginden veya multifaktoriyel kaynakli olabilir. Bu sebeple
antimutagenite etki mekanizmas: ayrintili olarak c¢aligilabilir. Bundan sonraki

calismalarin bu noktaya odaklanmasinin faydali olacag: diistiniilmektedir.
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