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OZET

Bugra SOYKUT, Protez iiretiminde ¢alisgan personelde mesleki maruz kalmaya
bagh etkilerin toksikolojik yonden aragtirilmasi, Farmasotik Toksikoloji Doktora
Tezi, Ankara, 2015. Protez malzemelerinin iiretimi ve uygulanmasi, 6zellikle dis
hekimliginde olduke¢a yaygindir. Bu materyallerin {iretimleri, gesitli kimyasallarin
kullanim siirecini kapsamaktadir. Akrilik asit esterleri ve metaller, bu protezlerin
yapiminda kullanilan en 6nemli bilesenlerdir. Bu tezin amaci, 6zellikle protetik
dis tedavileri ve ortodonti uygulamalarinda Onemli yer tutan protezlerin
tretiminde kullanilan, oOzellikle metil metakrilat monomerleri ve metallere
calisma yasamlar1 boyunca mesleki olarak maruz kalan bireylerde, olasi
toksikolojik etkilerin degerlendirilmesidir.

Bu tez caligmasinda, eksternal maruz kalmanin gostergesi olarak, calisma
ortamindaki metakrilat hava diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Protez tiretiminde ¢alisan 69
kisilik maruz grup ile 67 kisilik kontrol grubu arasinda, olasi toksik etkilerin
sistemik acidan degerlendirilmesi amaciyla; bir¢ok hastaligin olusum siirecinde de
o6nemli rol oynadig: diisiiniilen oksidatif stres durumu, alinan kan 6rneklerindeki
“stiperoksit dismutaz”, “katalaz” ve “glutatyon peroksidaz” enzimlerinin
aktiviteleri (UV) spektroskopik ol¢iimle belirlenmistir. S6z konusu gruplarda,
onemli bir diger antioksidan olan ‘glutatyon’ diizeyleri de ayni yontemle tespit
edilmis, lipid peroksidasyonu diizeyini saptamak amaciyla “malondialdehit”
ol¢timii yapilmistir. Bunun yaninda, ilk maruziyet bolgesi olan bukkal mukozada
“mikrogekirdek sitom analizi” ile mikroskobik inceleme yapilarak, muhtemel
genotoksik etkilerin belirlenmesine calisilmistir. Ayrica lenfositlerde, DNA
hasarinin 6nemli gostergelerinden olan “tek hiicre jel elektroforez (COMET)”
analizi uygulanmis; oksidatif DNA hasarinin tespiti ic¢in ise “8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin  (8-OHdG)” o6l¢iimii; yine spektroskopik yolla (UV)
gerceklestirilmistir. Ayrica, her iki gruptaki bireylerde atomik absorbsiyon
spektroskopisiyle kan metal 6l¢timleri gerceklestirilmistir.

Yapilan tiim 6l¢tim sonuglan istatistiksel olarak karsilastirildiginda, maruz
grubun SOD, Glutatyon ve MDA diizeylerinde; ayrica bukkal mikrocekirdek
sikliginda kontrol grubuna goére anlamlh artis (p<0,001); GPx aktivitesi ve 8-
OHJdG diizeylerinde ise anlaml azalma (p<0,05) saptanmistir. Maruz grubun kan
bakir ve ¢inko diizeylerinde kontrol grubuna goére anlaml disiis (p<0,001)
saptanmistir. Incelenen diger parametrelerde ise gruplar arasinda istatistiksel
anlamh farklilhk saptanmamistir. Bu tez caligmasinda elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, diisiikk diizey mesleki MMA maruziyetine karsi, dis
teknisyenlerinde bir adaptif cevap gelismis olabilecegi diisiiniilm{istiir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Metakrilat, Mikrogekirdek, COMET, Hormesis
Destekleyen Kurumlar: TUBITAK/SBAG:114R045 no.lu proje ile desteklenmistir.



ABSTRACT

Bugra SOYKUT, Research of the toxicological effects on prosthesis production
personnel due to occupational exposure, Pharmaceutical Toxicology PhD Thesis,
Ankara, 2015. Prostheses manufacturing and application are highly common in
dentistry. Various chemicals are used in the production of this material. Acrylic
acid esters and metals are the main materials used in the production of the
prostheses. The purpose of this thesis is the evaluation of possible toxicological
effects on personnel, who exposed to production materials of prostheses and
orthodontic appliances during their entire working life.

In this thesis, the level of methyl methacrylate in air was measured as an
indicator of external exposure on the personnel. In order to evaluate the possible
toxic effects of oxidative stress which is thought to play an important role in the
formation process of many diseases, was examined via UV-spectroscopic
determination of “superoxide dismutase”, “catalase” and “glutathione peroxidase”
antioxidant enzyme activities in blood between exposed (n=69) and control
(n=67) groups. In these groups, "malondialdehyde" (in order to determine the
level of lipid peroxidation), and “glutathione” levels (which is another important
cellular antioxidant) were also determined by the same method. Moreover,
“Micronucleus Cytome Assay” which is one of the most important biomarkers of
possible genotoxic effects determined in buccal mucosa, the first exposure area,
was performed by microscopic examination. “Single cell gel electrophoresis
(COMET)”  analysis and  “8-hydroxy-2’'-deoxyguanosine  (8-OHdG)”
measurements were performed with UV-spectroscopy, for detecting DNA
damages and oxidised DNA bases, respectively. In addition, measurements of
blood metal levels in both groups were performed by atomic absorption
spectroscopy.

The results showed that SOD activity, buccal micronuclei frequency,
glutathione and MDA levels were significantly higher in exposed group when
compared with the control group (p<0,001). A significant decrease was
determined in the GPx activities and 8-OHdG levels of exposed group (p<0,05).
Also, copper and zinc blood levels of exposed group was found lower than those
of control group (p<0,001). It has not been found any significant difference in
other parameters between groups. When the results obtained in this thesis are
considered, it has been thought that an adaptive response might be developed by
dental technicians against low level MMA exposure.

Keywords  : Antioxidant, Methacrylate, Micronucleus, COMET, Hormesis
Supported by : TUBITAK / Project No.114R045
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GIRIS

Giniimiizde, akrilik bazli materyaller plastikler, tekstil iiriinleri, yazici
miirekkepleri, elektronik iiriinleri ve yapistiricilar gibi giinlik yasami
kolaylagtiran bircok iiriinde kullanimlarinin yami sira; tibbi amach olarak dig
hekimligi (agiz i¢i protezler), ortopedi (artroplasti ameliyatlar1), oftalmoloji
(intraokiiler lensler), cene ve yiiz cerrahisi ile plastik cerrahi (rekonstriiksiyon
amagli) alanlarinda da kullanilmaktadirlar (1,2). Metakrilat tiirevlerinin giinliikk
olarak yogun sekilde kullanimlari, ozellikle dis protezlerinin iiretiminde
gerceklesmektedir. Dis teknisyeni olarak protez iiretiminde ¢alisan personel de,
bundan dolay1 metil metakrilat (MMA) monomerlerine en fazla maruz kalan ve
ayn1 zamanda bu monomerlerin yol actig1 allerjik reaksiyonlarin en sik goriildiigi
meslek grubudur (3). Dis hekimligi ve ortopedi alanindaki uygulamalarda 6nemli
yer tutan bu protez materyallerinin saglik iizerine istenmeyen etkilerini konu
edinen; genellikle hiicre kiltiirleri {izerinde veya iretilmis protezleri
kullananlarla gerceklestirilmis, farkli parametrelerin degerlendirildigi bircok
aragtirma bulunmaktadir. Mesleki olarak bu maddelerin iiretiminde ¢aligmak
suretiyle bunlara maruz kalan kisiler {izerinde yapilan ¢aligmalar ise son derece

sinirh sayidadir (4).

Akrilik bazli protez materyalleri, genellikle “iki bilesenli sistem” olarak
tarif edilen, toz ve sivi kisimlarin karistirilmasiyla elde edilmektedirler. Sivi
kisim, ana bilesen olarak MMA icermektedir. MMA, kimyasal yap1 olarak
metakrilik asit'in polimerlesebilen c¢ifte bag iceren esteri olup; suda zayif
¢ozliniirliige sahip, renksiz, berrak, yogun kokulu ve alevlenebilen bir sividir (5).
Siv1 kisimda bundan bagka; aktivasyonu saglamak i¢in kullanilan ‘N,N-dimetil-p-
toluidin (DMPT)’ ile 1s1 ve 15tk gibi etkenlerle olusabilecek istenmeyen
polimerizasyonlarin 6niine ge¢mek i¢in kullanmilan ‘hidrokinon’ bulunmaktadir
(6,7). Toz kisimda ise, polimerizasyon baglatma amach olarak ‘benzoil peroksit’

bulunmaktadir (8). Burada, toz kisimdaki benzoil peroksit ile sivi kisimdaki

1



DMPT 'nin etkileserek serbest radikal olusturmasi, “baglama reaksiyonu” olarak
adlandirilmaktadir. Polimerizasyon, bu radikaller araciligiyla baglayip,
ekzotermik bir reaksiyon olarak gerceklesmektedir (5,6). Tiim bunlarin yaninda,
protez iiretiminde saglamlik ve renk gibi 6zelliklerin saglanabilmesi amaciyla
krom, kobalt, molibden, nikel, aliiminyum, gilimiis, gibi metallerin de

kullanimlar s6z konusudur (9).

Baglanmamis olarak kalan monomerler, sitotoksik ve allerjik etkilerden
dogrudan sorumlu tutulmaktadirlar (4). Artik monomerler araciligiyla, 6zellikle
oral mukozada irritasyon ve enflamasyon olusabilmektedir (10). Irritan etkinin
de, metabolizma (ester hidrolizi) sonucu agiga ¢ikan metakrilik asitten dolay:
olustugu diisiintilmektedir (11). Dis hekimliginde ve cerrahide yaygin kullanilan
lateks ve vinil eldivenlerden birka¢ dakika igerisinde gecerek cildi etkileyen bu
maddelerin, “Amerikan Kontakt Dermatit Toplulugu (ACDS)” tarafindan 2012
yilinda “Yilin Temas Allerjeni’ olarak belirlenmis olmasi; saglik iizerine etkileri
bakimindan halen giindemde olan ¢ok 6nemli bir kimyasal grubu oldugunun

gostergelerindendir (12).

Cok hizli metabolizmaya ugramas: dolayisiyla, solunumla maruz kalinan
metakrilat esterlerini kanda net olarak saptamak, giiniimiiz teknikleriyle
miimkiin olamamaktadir (13,14). Bundan dolayi, metakrilat tiirevlerinin biyolojik
izlenmesi amaciyla, kan ve idrarda metabolit olarak metanol diizeyi 6l¢iimii veya
ortam havasinda metakrilat buharinin saptanmasi gibi yontemlerin kullanimi

onerilmektedir (15).

MMA monomerleri i¢in 6ne ¢ikan sitotoksik etki mekanizmalarinin ilki,
monomerlerin karigim yoluyla polimerlesmesi asamasinda kisa siireli monomer
salim1 dolayisiyla olusabilmektedir. Tkincisi ise, zamanla olusabilecek degradasyon
ve erozyonla birlikte, uzun dénemde olusabilecek sizintilar sonucudur. i1k yol

mesleki maruz kalma bakimindan 6nem arz ederken; ikinci yol, bu protez



materyalini kullanan hastalar bakimindan o6nemlidir (4). MMA kaynakh
sitotoksik etkilerin molekiiler temelinde ise, glutatyon diizeylerinde azalma ve

reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusmas1 yatmaktadir(6).

Reaktif Oksijen Tiirleri'nin, cesitli otoimmun ve enflamatuar hastaliklar,
diyabet, kanser, yaslanma ve ilag toksisiteleri gibi bircok rahatsizligin gelisiminde
o6nemli rolii oldugu belirlenmistir (16,17,18). ROT miktarindaki asir1 artisa bagh
olarak hiicresel onarim kapasitesinin asilarak redoks dengesinin bozulmasi,
“Oksidatif Stres” durumunu ortaya ¢ikarmaktadir (19). Bu durumun uzamasi
halinde ise hiicredeki lipidlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin oksidatif hasara
ugramasi da s6z konusu olmakta; boylece hiicrede sinyal iletimi bozulmalarindan,
mutajenite ve hatta hiicre olimiine kadar gidebilen, ciddi sonuglar ortaya

¢ikmaktadir (20).

Reaktif Oksijen Tiirleri, diizeylerine gore hiicreye yararli veya hasar
olusturucu o6zellikte olabilmektedirler (9). Normal sartlarda insan viicudu, disitk
miktardaki ROT ile bakteri ve viruslara karsi diren¢ gosterebilmektedir (16,20).
Ancak, mitokondrideki asir1 ROT birikimi, istenmeyen etkilerin olusumuna yol

acmaktadir (17,21).

Olusan bu reaktif molekiillerin ortadan kaldirilmas: ve negatif etkilerinin
onarilmasi, viicuttaki oksidatif stresle savasan antioksidan molekiillerle
saglanmaktadir (22). Hiicresel seviyede etkili olan ve viicudun antioksidan
savunmasinl olusturan en Onemli molekiiller, enzimatik yapidaki Siiperoksit
dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GPx), Katalaz (CAT) ile enzimatik
olmayan Glutatyon (GSH), C ve E vitaminleri ile iirik asit gibi maddelerdir
(21,23). SOD enzimi, mitokondride elektron transport zinciri sonucu olusan
sliperoksit radikalinin hidrojen peroksit’e doniistiiriilmesini saglamaktadir

(17,24). Olusan H20: de reaktif 6zellik tasidigindan, detoksifikasyon amaciyla



GPx ve CAT enzimleri araciligiyla, su ve molekiiler oksijene doniistiiriilmektedir

(25).

Serbest radikallerin mikrosaniye diizeyleriyle ifade edilen ¢ok kisa yar
omre sahip olmalari, onlarin laboratuar ortamindaki dl¢limlerini son derece giig
hale getirmektedir. Ayrica, yiiklerinden dolay: hiicre zarini1 gecememekte ve
etkin sekilde kan dolagimina katilamamaktadirlar. Bundan dolayi, dogrudan bu
reaktif tirlerin 6l¢iimii yerine olusturduklar: hasarlarin Ol¢tilmesi, ileri doniik
risklerin degerlendirilebilmesi bakimindan ¢ok daha gergek¢i bir yol olarak
degerlendirilmektedir (26).

Bununla birlikte, gliniimiizde oksidatif stres durumunu ve bunun
sonucunda olusabilen hasar1 dogrulukla 6lgen, tek bir yontem bulunmamaktadir.
Nitekim antioksidan molekiiller i¢in, hiicre icinde ve viicut sivilarinda (kan ve
idrar gibi) olmalar1 gereken bir referans deger de s6z konusu degildir.
Antioksidan kapasitenin 7n vivo olarak tanimlanmasi ise, bir¢ok faktore baghdir.
Bunlara 6rnek olarak biyolojik ulagilabilirlik, metabolizma, lokalizasyon, dagilim,
antioksidan radikallerinin akibeti ve diger antioksidanlarla etkilesim gibi faktorler

verilebilir (27).

Hiicrede olusan reaktif tiirlerin, hiicresel biyomolekiillerin ve membran
lipidlerinin peroksidasyonu gibi oksidatif hasarlara yol agmalar1 da s6z konusudur
(21). Lipid peroksidasyonu ve sonucunda olusan “malondialdehit (MDA)” gibi
tiriinler, hiicre yasamu i¢in tehlike olustururlar. Lipid peroksidasyonunun birikmis
etkileri sonucunda ise ateroskleroz, hemolitik anemi, iskemi-reperfiizyon hasar

gibi bircok patolojik durumun gériilme riski artmaktadir (24).

Metakrilat monomerlerinin sorumlu tutuldugu toksik etkilerin en
onemlilerinden biri de, genotoksik etkilerdir. Bu etkilerin mekanizmalar1 kesin
olarak bilinmemekle birlikte, protez bilesenlerinin “Reaktif Oksijen Tiirleri”

olusturmalar1 ve hiicredeki en 6nemli non-enzimatik serbest radikal siipiiriicii
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molekiil sayilan “Glutatyon” diizeylerinde azalmaya yol agmasi, en ¢ok kabul
goren molekiiler toksisite mekanizmalaridir (28,29). Bu reaktif iiriinler, DNA
yapisindaki seker, baz ve kromatin gibi kisimlarla etkileserek oksidatif DNA
hasarina sebep olabilmekte; bundan bagka cift sarmal kiriklarina ve DNA

tizerindeki mutasyonlara da yol acabilmektedirler (30,31).

Hiicrede en hassas yapilardan biri olan DNA iizerindeki oksidatif hasarlara
ornek olarak, 8-OHdG (8-hidroksi-2’-deoksiguanozin), FapyGuanin ve Timin
glikol gibi olusumlar sayilabilir. Bu hasar tiirlerinin biyolojik materyalde
Olctimleri gerceklestirilerek, hasarin boyutu hakkinda fikir edinilebilmektedir
(24). DNA iizerinde gerceklesen mutasyonlar (hasar), karsinojenite agisindan
kritik basamag: olusturmaktadir ve bir¢ok tiimor hiicresinde bunun bir gostergesi

olarak, artmig 8-OHdG diizeyleri tespit edilmistir (16).

Kanser, olusmus genetik hasarlarin birikmesiyle ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Bu hastaligin erken asamalarinda, genom stabilitesinde bozulmalar ve
kromozomal hasarlar 6n plana ¢ikmaktadir. Kromozomal hasarlarin bir
biyogostergesi olarak periferal lenfositlerdeki mikrogekirdek sikliginin 6l¢iilmesi
gibi, diisiik maliyetli ve gercek durumu yansitabilen bazi yontemler, giiniimiizde
yaygin sekilde kullamilmaktadir (32). Hiicrelerin mitoz boliinmeleri sirasindaki
bozukluklar dolayisiyla, kromozom ayrilmalarindaki veya DNA onarimindaki
aksakliklarin ortaya ¢ikardigi kromozom kiriklari; bolinmekte olan hiicrelerde
ana c¢ekirdekten ayri1 bir mikrogekirdekcik olusumuna neden olmaktadir. Bu
olusuma yol acan baslica etkenler, oksidatif stres, mutajen maddelere maruziyet
ve DNA metabolizmasindaki bozukluklar olarak siralanabilir (33). MMA
monomerlerine en 6nemli mesleki maruz kalma solunumla oldugundan, ilk
maruziyet bolgesi olarak bukkal hiicrelerin ugradig: genetik hasarin 6l¢iimii de,
ucucu olan diger maddeler i¢in oldugu gibi MMA i¢in de 6nemli bir gosterge

niteligi tasimaktadir. Ayrica COMET (tek hiicre jel elektroforez) teknigi de,



insanlarda lenfosit ve tiikiiriik bezi gibi 6rneklerde metakrilat tiirevi dental
materyallerin olusturdugu genotoksik etkilerin son dénemdeki en etkili tespit

yontemlerinden biri olarak kullanilmaktadir (34,35).

Norodejeneratif hastaliklar, diyabet ve kanser gibi, oksidatif stres ve
genetik toksisite katkisiyla olustugu bilinen bir¢ok kronik hastaligin yani sira;
ozellikle meslek hastaliklarinin da bireysel ve toplumsal olarak negatif etkileri
dikkate alindiginda, iilkemizde protez iiretiminde calisarak cesitli kimyasallara
kronik maruziyeti bulunan bireylerdeki risklerin degerlendirilmesi, biiyiik 6nem

arz etmektedir.

Gergeklestirilen bu tez arastirmasi, s6z konusu maruziyet grubunda bir
arada incelenecek parametreler bakimindan iilkemiz i¢in bir ilk olma niteligi
tagimaktadir. Bu tez c¢aligmas: ile protez iiretimi sirasinda, 6zellikle dis hekimligi
ve daha az olarak ortopedi alaminda, hem sivil hem de Tiirk Silahli Kuvvetleri
blinyesindeki saglik kuruluglarinda siklikla kullamilan metakrilat tiirevlerine,
metallere ve partikiillere mesleki olarak maruz kalan personeldeki olas1 kronik
toksik etkilerin, molekiiler diizeyde etki ve maruziyet biyogéstergelerinin
Olctimleri yapilarak degerlendirilmesi ve buna bagh olarak risklerin belirlenmesi

amaclanmgtir.



GENEL BILGILER
2.1. Protezlerin Tarihgesi

Dis protezlerinin kullanimi, ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir ve ge¢misten
giniimiize bircok materyal bu amagla kullamilmistir. Gegtigimiz yiizyilda
vulkanit, fenol-formaldehit, seliiloz ve vinil yapili materyaller 1930’lu yillara
kadar yaygin olarak kullanilmiglardir. 1935 yilinda, dis protezlerinde akrilik bazh
materyallerin ilk kullanimlar1 goriilmistiir. Akrilik yapili maddelerin saglamlig:
ve uyumu dolayisiyla kullanimlan hizla yayginlasmis; 1946 yilina gelindiginde
tiim protezlerin % 95’'i MMA ile olusturulan polimerlerden yapilir hale gelmistir
(36). Ik kez Almanya’da sentezlenen MMA’ ya ait fizikokimyasal 6zellikler,
Tablo 2.1’de verilmigtir (37).

Tablo 2.1. Metil metakrilat’in fizikokimyasal 6zellikleri

2-metil-2-propenoik asit metil ester
Kimyasal Adi — Formiilii

CsHsO2 (CAS no.: 80-62-6)
Fiziksel Durumu Siv1
Renk Renksiz
Koku Keskin, Meyvemsi
Molekiil agirhigi 100.1158 g/mol
Yogunlugu 0.944
Kaynama noktas 100.36 °C
Suda ¢oziinirlik Zayif (20°C’de 15.3g/L)
Parlayabilirlik Yiiksek
Patlayicilik Yok

Diinya c¢apindaki iiretimi yillik milyon tonlarla ifade edilen MMA,
gliniimiizde halen ¢ok cesitli endiistriyel ve tibbi uygulamalarda yaygin olarak

kullanilan bir materyal olma 6zelligini korumaktadar.
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Sekil 2.1. Metil metakrilat sentezi.
Giintimiizde tiim diinyada, protez {iretimi amaciyla MMA ’ya ek olarak,
yeni gelistirilen bazi metakrilat tiirevleri de kullanilmaktadir. En yaygin olarak

kullanilan bazilari, Tablo 2.2 ’de formiilleriyle gosterilmigtir (29).

Tablo 2.2. Dis hekimliginde sik kullanilan metakrilat tiirevleri.

Metakrilat tiirevi Molekiil formiilii Yapis1
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2.2. Protez Uretimi

Dental protezler, ana madde olan metil metakrilat monomerlerini iceren
sivi ve toz kisimlarin kangtirilmasiyla, polimer olusumu seklinde elde
edilmektedirler (Sekil 2.2)(7). Polimerizasyon, karistirilmayla baglamakta ve iki
farkli siirecten olusmaktadir. ilk asamada viskoz bir karisim elde edilirken; ikinci
asamada kimyasal olarak materyalin sertlesmesi gerceklesmektedir. Ancak bu

radikal polimerizasyonu, hi¢bir zaman % 100 oraninda gerceklesememektedir.



Mutlak surette bir miktar (genellikle % 2-6 civarl)) monomer artik olarak
kalmakta ve bu miktar, ii¢ hafta icerisinde % 0,5 diizeylerine kadar diismektedir

(5,29).

H CHy polimeri CH;
) I OIIMerizasyvon r
c=¢ YR e fCH, e
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CH; CH;
Metil metakrilat Polimetil metakrilat

Sekil 2.2. MMA’nin polimerlesmesi.

Protezin iiretim metoduna gore, kalint1i monomerin miktar1 degisiklik
gostermektedir. Ozellikle polimerizasyon tipi (soguk veya sicak), karigtirma
zamani, 181, karigim orami1 ve dozu da, kalinti monomer miktarimi etkileyen
faktorlerdir (7). Siire ve 1s1 artisi, belirli bir yere kadar kalint1 monomer miktarini

azaltmaktadir (10).

MMA, dis protezi iretiminden bagka ortopedik cerrahideki artroplasti
ameliyatlarinda da siklikla kullanilan bir materyaldir. Bundan bagka, insanlarda
goz i¢i lens implantlarinda ve takma tirnaklarda kullanimi da s6z konusudur (2).
Ulkemizde de protez materyali olarak, yogunlukla MMA ile elde edilen
polimerler (PMMA) kullanilmaktadir.

2.3. Protezlerin Bilesiminde Bulunan Metakrilat Digindaki Maddeler ve
Toksik Etkileri

Metakrilat polimerizasyonu i¢in kullamilan sivi monomer c¢ozeltisinde
MMA ’dan baska, polimerizasyon baslatici olarak DMPT (N,N-dimetil-p-toluidin)
ve istenmeyen reaksiyon inhibitorii olarak hidrokinon (2-100 ppm)

bulunmaktadir. Toz kisimda ise, polimerizasyon baslatic1 olarak benzoil peroksit



ve renklendiriciler bulunmaktadir (Sekil 2.3). Tiim bu maddelere baglh olarak da,

protez materyali kaynakl toksik etkiler agiga ¢ikabilmektedir (38).
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Benzoil peroksit DMPT Hidrokinon

Sekil 2.3. Protez tiretiminde kullanilan MMA disindaki baglica maddeler.

Protez malzemelerinin karigim O©ncesi bilesiminde bulunan benzoil
peroksit, ilk olarak 1858’de sentez edilmistir. Benzoil kloriir, NaOH ve H20:
reaksiyonuyla elde edilen bu madde, iyi bir serbest radikal kaynagi olmasi
dolayisiyla, plastiklestirme gereksinimi bulunan endiistriyel alanlarda da halen
kullanilmaktadir. Bundan bagka, tibbi amagla akne preparatlarinda da kullanimi
soz konusudur. Toksisite testleri sonucunda karsinojen, mutajen ya da teratojen
etki varlig1 saptanmamis olmakla birlikte, 6zellikle solunum yolu ve gozler i¢in
irritan Ozellikte oldugu bildirilmistir (39). Tekrarlayan doz toksisite testlerinde

ise, NOAEL degeri (oral) 500 mg/kg/giin olarak saptanmuistir (40).

DMPT i¢in baglica maruziyet yolu ise inhalasyon ve dermal yol olup,
bircok test sistemi sonucunda (Ames, Mikrocekirdek ve Kromozomal Aberasyon)
genotoksik etkili bulunmustur. Kronik toksisitesi ve karsinojenitesi hakkinda elde

bulunan veriler kisithdir ve negatif yondedir (41).

Bir bagka yan madde olan hidrokinon da, hiicre kiiltiiriindeki in vitro
toksisite testlerinde (SCE ve Kromozomal Aberasyon) mutajenik etki gdstermistir.
Okside olan hidrokinon metabolitlerinin, hiicresel makromolekiillere
baglanabildigi ve glutatyon gibi diisitk molekiil agirlikli niikleofillere baglanmak

suretiyle, enzim inhibisyonu ve niikleik asit yapilarinda degisiklikler
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olusturabildigi, oksidatif strese yol acabildigi saptanmistir. Ayrica, deney

hayvanlarindaki karsinojenitesi hakkinda da bazi deliller elde edilmistir (42).
2.4. Metakrilatlarin Olas: Toksik Etkileri
2.4.1. Protez Kullanicilarinda Olugabilen Etkiler

Tamamlanmayan polimerizasyon sonucunda arta kalan monomerler,
protez kullanicilarinda, agiz ortamina sizintilar sonucu mukozal irritasyon,
enflamasyon ve allerjik cevaplarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedirler (10).
Sizan metakrilat monomerleri, kullanicilarin agzinda bulunan protezden
tiikklirtige salinarak, buradan gingiva, mukoza ve tiikiiriik bezine ulagabilmektedir.
Hatta buradan sistemik dolagima gecisleri de soz konusu olabilmektedir (35).
Protez kullanicilarinda, salinan monomerler dolayisiyla olusabilen toksik etkiler
kullanimin ilk donemlerinde yiiksek diizeyde iken; ilerleyen donemlerde bu

toksisite giderek azalmaktadir (4).

Akrilat tiirevi protezleri kullananlarda, tiikiiriikk karakteristikleri (su
icerigi, enzimler, flora, vb.), ¢igneme kuvveti ile termal ve kimyasal diyet
degisiklikleri (gida 1s1s1, ag1z ici pH degisimi, gida katkilari, vb.) gibi bireysel
faktorlere baglh olarak, materyalin biyolojik parcalanmasi ve olas1 toksik
bilesenlere boylece maruz kalinmasi s6z konusu olabilmektedir (6,43). Monomer
sizintilarina sebep olan madde kaynakl faktorler ise, polimer karigimindaki toz-
sivl orani, polimerizasyon metodu (is1, kimyasal, mikrodalga) ve materyalin

ozellikleri olarak gosterilmektedir (10).

MMA ve diger metakrilat tiirevleri, organizmaya alindiktan sonra baslica
iki ana yolla metabolize edilmektedir (11). Burun mukozas1 da dahil bir¢ok
dokuda bulunan karboksilesterazlar tarafindan hidroliz; bu grup kimyasallar i¢in
birincil metabolizma (detoksifikasyon) yoludur (1). Bunun sonucunda, metakrilik

asit ve alkol grubu agiga c¢ikar. Olusan bu asit yapisi, sitrik asit dongisii
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araciligryla CO2 ve H2O’ya metabolize olmaktadir (5). Alkol kalintis ise, endojen
alkoldehidrojenaz enzimi ile metabolize edilmektedir (1). Ikinci ana metabolizma
yolu da, glutatyon konjugasyonuyla merkaptiirik asit olusumudur. Enzimatik
yolla  kendiliginden  olusan bu  konjugasyon, yitksek  metakrilat

konsantrasyonlarinda gerceklesmektedir (11).

Tiikiiriikteki esteraz enzimleri, metakrilatlarin parcalanmasinda 6nemli
paya sahiptir (44,45,46). Insan tikiirik sivisinda, normalde metakrilat
tiirevlerinin parcalanmasini saglayabilecek yeterlilikte esteraz enzim aktivitesi
bulunmaktadir. Bununla birlikte materyalin kimyasal yapist (karbon zincir
uzunlugu gibi), enzimatik parcalanmaya karsi diren¢ bakimindan 6nemli bir
faktordiir. UDMA ve Bis-GMA gibi monomerler, bu direnci artirmak amacina

hizmet etmektedirler (47).

Yapilarinda ¢esitli metalleri de bulunduran dis hekimligindeki protez
malzemeleri, zaman igerisinde korozyon sonucu bu metal iyonlarini salabilmekte;
salinan bu iyonlar lokal ve sistemik olarak istenmeyen zararli etkilere yol
acabilmektedirler. Sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda dahi bu metaller, IL-6
artist gibi enflamatuar yanitlann ve makrofaj aracilikli immun yanitlan

uyarabilirler (48).
2.4.2. Mesleki Maruziyet Sonucu Olugabilen Etkiler

Mesleki olarak MMA maruziyeti sonucunda baslica cilt, solunum ve sinir
sistemleri olumsuz yonde etkilenmektedir (7). Metakrilat tiirevlerine mesleki
olarak maruz kalma, bashica MMA monomerlerine ait buharlarin inhalasyonu
yoluyla gerceklesmektedir (29). Inhalasyonla MMA maruziyetinde toksikolojik
acidan o6nemli hedefler, solunum sistemine ait dokulardir (14). Bu sekilde
gerceklesen MMA maruziyetinin diizeyi, fiiretilen polimer miktar1 ve

havalandirma kogullar gibi faktorlere gore degiskenlik gosterebilmektedir (2).
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Mesleki maruziyetin solunum sistemi {izerine etkilerinin incelendigi bir
calismada, akrilat tiirevi protez malzemelerinin solunum yolunda muhtemelen
IgE aracilikli asir1 duyarlilik reaksiyonlarimi tetikleyebilecegi ortaya konmustur
(49). Ulkemizde yapilmis bir calismada da, yillar boyu ayn1 ortam ve kosullarda
calisan dis teknisyenlerinde, solunum sisteminin etkilenme diizeyi yedi yil arayla
degerlendirilmis ve pnémokonyoz gibi solunum sistemini ciddi diizeyde etkileyen
meslek hastaliklarinda 6nemli ilerlemeler oldugu sonucuna varilmistir (50).
Protez iiretiminin polimerizasyon sonrasindaki uyumlama ve bitim asamalarinda
ortaya ¢ikan tozlara maruziyet, pnémokonyoz olusumunun altinda yatan asil

etken olarak goriilmektedir (51).

Dis hekimlerini, dis teknisyenlerini ve hemgireleri kapsayan bagka bir
aragtirmada ise, metakrilat ve akrilat tiirevlerine mesleki olarak maruz kalmanin
ciltteki etkileri degerlendirilmig; hekim ve hemsirelerde HEMA’nin,
teknisyenlerde ise MMA'nin en allerjen 6zellik gosteren monomer oldugu sonucu
ortaya ¢ikmistir (3). Akrilik tiirevi maddeler, cilt {izerindeki olumsuz etkilerinden
dolay1 ACDS (Amerikan Kontakt Dermatit Toplulugu) tarafindan, 2012 yilinda
“Yilin Temas Allerjeni” olarak secilmiglerdir (12). Cilt iizerinden gecisi miimkiin
olan MMA, ozellikle ciltte dermatit ve periferik sinir uglarinda parestezi,
demiyelinizasyon gibi sorunlara da yol agabilmektedir (52). Akrilat tiirevlerine
karsi, cilt koruma amagh kullanilan ve farklh materyallerden iiretilmis
eldivenlerin koruyuculuk 6zellikleri de farklilhik gostermektedir. MMA ve HEMA
gibi diisiik molekiil agirlikli monomerler, vinil veya lateks yapili eldivenlerden
cok kisa siirelerde (ilk dakika itibariyle) rahatlikla gegebilmektedirler. Neopren
yapili eldivenler, digerlerine gore daha az gecirgenlige sahip olmakla birlikte (25
dakika koruma), MMA’ya karsi yiiksek dayanikliik goésterememektedirler
(12,53). Eldivenler bundan bagka, kapatici etki yaratarak monomerin hassasiyet
olusturucu ve irritan etkilerinin artmasina dahi yol acgabilmektedirler (52).

Ozellikle kisa siireli calismalar esnasinda 2-3 kat eldiven kullaniminin, korunma
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amaciyla gorece yarar saglayabilecegi oOnerilmistir (53). Ancak baska bir
calismanin sonucunda, dermal yolla MMA maruziyetinin olusturdugu etkiler
bakimindan, hi¢ eldiven kullanmamis olan bir personel ile ara sira kullanmakta
olan personel arasinda ¢ok hafif diizeyde bir farklihk bulundugu gorilmistiir

(54).

Mesleki olarak ¢ok yiiksek diizeylerde MMA maruziyeti bulunan ve biiyiik
fabrikalarda calisan iscilerin mide, kolorektal ve solunum sistemi kanserleri
bakimindan potansiyel risklerinin incelendigi bir diger ¢alismada ise, MMAnin

bu kanserlere neden olabilecegine dair yeterli kanit bulunamamaistir (55).

Dermal yolla MMA maruziyeti ile ortam havasindan inhalasyonla maruz
kalinan konsantrasyon arasinda, etkiler bakimindan bir iligki bulunmamaktadir
(54). Laboratuar ortamindaki MMA konsantrasyonu, laboratuarin tasarimi ve
tiretim kapasitesi, havalandirma kosullari, kullanilan donanim ve giivenlik
onlemlerine bagli olarak degiskenlik gostermektedir (51). Polimerizasyon
sirasinda, inhalasyonla MMA’ya maruz kalan personelin serum diizeyleri,
karistirma baglangicindan itibaren 30 saniye ve 3 dakika araliginda analiz edilmis;
ancak MMA varlig1 tespit edilememistir. Esas itibariyla, “inhalasyonla maruz
kalma” sonucunda serumda MMA tespitinin basarildigi bir aragtirma, heniiz

bilimsel literatiirde bulunmamaktadir (56).
2.5. Diizenleyici Toksikoloji Bakimindan Yapilan Testler ve Limitler

Diinyada toksikolojinin gelisimiyle uyumlu olarak, ozellikle yaygin
maruziyet s6z konusu olan kimyasallarla ilgili risk ve limitlerin dogru sekilde
tanimlanabilmesi amaciyla, ilgili uluslararas: otoriteler tarafindan siirekli olarak
bilimsel degerlendirmeler yapilmaktadir. Bu kapsamda ayni otoritelerce, 6nemli
bir kimyasal olan MMA’'nin ve yani sira kullamilan diger kimyasallarin da
olusturabilecegi etkilerin toksikolojik degerlendirmesi yapilmis, mesleki

maruziyet limitlerinin tespiti gerceklestirilmistir.
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In vitro ve in vivo olarak farkl otoritelerce yapilmis degerlendirmelerin
sonuclarina gore, rodentlerde MMA’nin genis kapsamli inhalasyon maruziyeti
denemelerinde karsinojenik etki saptanmamustir. /n vitro olarak bakteriyel
sistemlerde mutajenik degilken; memeli hiicre kiiltiirlerinde mutajenik ve
klastojenik etkili oldugu goriilmiistiir. /n vivo olarak ise, inhalasyon maruziyeti
sonucu hedef dokularda toksisite kanitlarina rastlanmistir. /nm wvivo olarak
genotoksisite kanitlarinin kisith oldugu MMA, IARC tarafindan Grup 3
(Insanlarda karsinojenik etki bakimindan siniflandirilamayan kimyasal) olarak
degerlendirilmistir (37). Mesleki maruziyet bakimindan da, bir¢ok diizenleyici
otorite tarafindan MMA i¢in degerlendirme sonucunda TLV degerleri, TWA (8
veya 10 saat) = 50 ppm (210 mg/m3) ve STEL (15 dk) = 100 ppm (410 mg/m3)
olarak saptanmistir (39,57,58,59).

2.6. Metakrilat Tiirevlerinin Toksik Etki Mekanizmalan

Metakrilatlar, farkli kimyasal yapilarda olmalarina karsin; tamaminin
ortak ozelligi, asit kalintisinin o ve B karbonu arasindaki cifte bag ile konjuge
olmusg karboksilik ester yapisi icermeleridir (Tablo 2.2). Elektrofilik 6zellikteki 8
karbonu, glutatyon, DNA ve proteinler gibi niikleofilik yapilarla reaksiyona
girebilmektedir. Farkli yapidaki metakrilat tiirevlerinin olusturduklar toksisite
mekanizmalari, birbiriyle benzerlik gostermektedir. Bunlar arasinda, in vitro
olarak gozlenmis olan hiicresel glutatyon diizeylerinin azalmasi, kritik 6nem
tasimaktadir. Metakrilat tiirevi monomerlerin GSH ile katim iiriinii olusturucu
ozellikleri, GDMA>Bis-GMA>TEGDMA>HEMA>MMA  seklinde azalarak
siralanmaktadir. GSH ile baglanma 0Ozelligi, bu maddelerin tek toksisite
mekanizmas1 olmamakla birlikte; toksik cevaplarin olusumunda biiyiikk 6nem

tagimaktadir (29).

Genomik materyal olarak DNA da, dental protez materyallerinin

molekiiler hedefi konumundadir. HEMA ve MMA gibi metakrilatlarin DNA
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hasarini indiikledikleri tespit edilmis olmakla birlikte, bunlarla dogrudan
iligkilendirilen bir mutasyon heniiz bulunmamaktadir (28). MMA’'nin

karsinojenik etkileri konusunda da, halen delil yetersizligi s6z konusudur (2).

Maruz kalinan monomerler, absorbe olduktan sonra epoksi ara iiriinler
olusturmakta ve bu ara iiriinler de, basta DNA olmak iizere biyolojik molekiillere
atak yapabilmektedir. Bunun sonucu olarak, ¢ift sarmal kiriklar1 gibi hasarlarla
baglayan, dolayisiyla mutajenite/karsinojenite ’ye yol acabilen etkiler
olusabilmektedir (60). Metakrilat tiirevi monomerler, c¢ift sarmal kiriklarim
indiikleyici etkileri bakimindan hiicre kiiltiirii {izerinde incelendiginde, hasar
olusturucu etkilerin Bis-GMA>UDMA>TEGDMA>HEMA sirastyla azaldig:
sonucuna ulagilmigtir  (61). Ayrica, metakrilat tiirevi monomerlerin
mikrogekirdek sikliginda artisa sebep oldugu, hiicre kiltiiriinde yapilan

denemelerde gosterilmistir (62).

MMA ’nin, in vitro kosullarda kana eklenisini takip eden dort saat
icerisinde metanol’e hidroliz edildigi saptanmigtir (15). MMA’nin hidroliz yoluyla
metabolize  edilmesi,  serumda  bulunan  non-spesifik  esterazlarca
gerceklestirilmektedir. Bundan dolayi, esteraz aktivitesinin distikligi, MMA
toksisitesinde artisa yol agabilecek bir etkendir (14). MMA’nin, metakrilik asit ve
metanol’e enzimatik olmayan yolla dogrudan hidrolizinin, tiikiirik’te

gerceklesmesi miimkiin degildir (13).

Tip ve dis hekimligi alaninda, daha giivenli metakrilatlarin kullanim icin
denemeler yapilmaktadir. Ornek olarak, polimerizasyonuyla polietil metakrilat
olusan monomer “butil metakrilat”, MMA’ya goére daha az toksik oldugu

gozlenmis bir molekiildir (7).

Insan viicudundaki bir¢ok hiicre tiirii, zararh ksenobiyotik etkilerine kars
adaptasyonun bir yolu olarak, metabolizma kapasitesini artirmak gibi degisimler

gerceklestirebilmektedir. CYP3A4, CYP3A7 ve CYP2El1 gibi enzimler,
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metakrilatlarin toksisitesinde degisiklie neden olabilecek adaylardandir (63).
Gelisen bu adaptif cevaplarda en 6nemli rol oynayan antioksidan ise, enzimatik
olmayan glutatyon’dur. Monomerlerin metabolizmalarindan bagka, glutatyon ile
olusturduklar1 katim iiriinlerinden dolay: hiicresel glutatyon diizeylerinde azalma
meydana geldigi, buna baglh olarak da ROS miktarinin arttig1 diisiintilmektedir.
Bu durumda, okside glutatyon (GSSG) diizeylerinde bir artis olusmadan; rediikte
glutatyon (GSH) diizeylerinde, monomerlerin bu etkilerinden dolay1 azalma
olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir (64,65). Giintimiize kadar yapilmis ¢aligmalarda
elde edilen bulgularin ¢ogunlugu, metakrilat tiirevi monomerlerin, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunda artisa yol acgabilecegini ortaya c¢ikarmistir (31). Ancak,
metakrilat tiirevlerinin reaktif oksijen tiirii olusturucu ve sitotoksik etkileri, doza

bagimlidir (66).

2.7. Oksidatif Stres

Bir¢cok yasam formu i¢in tehlikeli sayilan oksijen’in, ayn1 zamanda enerji
tretimi i¢in vazgecilmez olmasi, “Oksijen Paradoksu” adiyla amilmistir (24).
Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin, potansiyel olarak zarara yol
acacak sekilde oksidanlar lehine kaymasi durumuna ise “Oksidatif Stres” adi
verilmektedir (19). Oksidasyondan korunma; sitotoksik, mutajenik ve
karsinojenik etkilere yol agmasindan dolayi, tiim aerobik organizmalar igin
yasamsal onemi olan bir siirectir (25). Oksidatif stres, baslibagina bir hastalik
olarak goriilmemekle birlikte yaslanma, kanser ve nérodejeneratif hastaliklar gibi
bir¢ok hastaligin 6nemli bir bileseni olarak degerlendirilmektedir (27). Normal
fizyolojik kosullarda pro-oksidan ve antioksidan dengesi, hafif sekilde pro-
oksidanlar lehinedir; yani normal sartlarda da organizmada bir miktar oksidatif
stres zaten mevcuttur (67). Hiicreler, genellikle hafif diizeydeki oksidatif stres
durumunu, koruyucu ve onarici sistemleri araciligryla tolere edebilmektedirler.

Ciddi boyutlara ulagsmasi halinde oksidatif stres, hiicre o6liimiine dahi yol
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acabilmektedir (26). Oksidatif stresin olusumunda, i¢ ve dis kaynakli bircok
etkenin degisik diizeylerde rolii bulunmaktadir. Dengesiz veya yetersiz besin
degerine sahip olan beslenme tarzi dahi, hiicresel savunma mekanizmalarim

bozdugu icin, dolayll yoldan oksidatif stres olusumuna katkida bulunmaktadir

(68).

2.8. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksidatif stres olusumu, viicutta meydana gelen ve c¢abuk reaksiyona
girebilen, oksijen veya nitrojen tiirevi radikal veya radikal olmayan &zellikteki
driinlerin aktiviteleri sonucu gerceklesmektedir. Serbest radikal tamimi, tek
basina varliginmi siirdiirebilen (serbest) ve bir veya daha fazla ortaklanmamais
elektron iceren (radikal), bundan dolay:1 kararsiz kimyasal dogaya sahip olup,
reaktif Ozellik sergileyen molekiiler tiirler i¢in kullamilmaktadir. Bu 6zellikleri
dolayisiyla s6z konusu reaktif tiirler DNA, RNA, protein ve lipidlerle reaksiyona
girerek hiicrede toksik etkiler olusturabilmektedirler. Serbest radikal tanimi, hem
reaktif oksijen tiirlerini (stiperoksit, hidroksil, hidroperoksil, peroksil, alkoksil,
vb.), hem de reaktif nitrojen tiirlerini (nitrik oksit, peroksinitrit, nitrojen peroksit,
vb.) tanimlamada kullanilabilmektedir (Tablo 2.3). Serbest radikal o&zelligi
bulunmayan, ancak reaktif 6zellikte olan hidrojen peroksit ve nitrik oksit gibi
molekiiller de, oksidatif stres olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar ($ekil 2.4).
Serbest radikaller, genel itibariyla viicudumuzun gida ve oksijenden enerji elde
etmesi sirasinda olusmaktadir. Bunun yaninda mikrobiyal enfeksiyonlar, iyonize
edici radyasyon, kirleticilere ve toksinlere maruz kalma, asir1 egzersiz, sigara,
alkol, pestisitler gibi bircok etken de serbest radikal olusumuna sebep olmaktadir

(69).
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Tablo 2.3. Baz1 onemli reaktif oksijen/nitrojen tirevleri.

Reaktif Oksijen Tiird Semboli Reaktif Nitrojen Tiirii Sembolii
Hidroksil OH- Nitrik oksit NO-
Siiperoksit 0, " Peroksil RO,
Lipid peroksil LOO- Peroksinitrdz asit ONOOH
Hidrojen peroksit H,0, Nitroksil anyonu NO~
Singlet oksijen 10, Nitrojen dioksit NO-,
Hipokloréz asit HOCI Dinitrojen trioksit N,0O,
Nitrdz asit HN02
Nitril Klorir NO,CI
Nitrozil katyonu NO*

Reaktif oksijen tiirleri, genellikle kisa yar1 omiirlii olmalar1 dolayisiyla
yalnizca bulunduklan yerlerde hasar olusturabilirler; ancak H20: gibi uzun yan
omre sahip tiirler, bulunduklar yerden daha uzak bolgelerde de hasar olusturma
yetenegine sahiptirler (70). Reaktif oksijen tiirleri arasinda en ¢ok ilgi duyulanlar,
hidroksil ve siiperoksit radikalleri ile hidrojen peroksit olmustur. Ancak,
stiperoksit radikali ve H20: molekiilii, diisiik kimyasal reaktiflige sahip
oldugundan DNA, protein ve lipid gibi hiicresel yapilarla reaksiyona
girememektedir. Hidroksil radikali ise, farkli olarak yiiksek reaktiflik ozelligi
sayesinde DNA’daki purin (Adenin/Guanin C8-OH katim radikalleri) ve
pirimidinlerle (Sitozin/Timin C5-OH ve C6-OH katim radikalleri) reaksiyona
girebilmektedir (71). Siiperoksit, hidroksil, peroksinitrit gibi radikaller, lipid
tabakalara sahip olan hiicre zarini serbest halde gecememektedirler (72). Ancak,
nitrik oksit ve hidrojen peroksit, membranlardan difiize olabilen molekiillerdir.
Hidroksil radikaline goére daha az reaktif ve daha uzun omiirli olduklarindan,

hiicre ici ve hiicreler arasi sinyal molekiilii olarak da islev gorebilmektedirler (73).

DNA sarmallarinda dogrudan olusan kiriklar, kimyasallar veya

metabolitlerince olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin, DNA ile etkilesmesi

sonucu ortaya c¢ikmaktadirlar (74). Basta hidroksil radikali ((OH) ve daha az
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reaktif olmak {izere singlet oksijen (!O2) molekiilleri guanin, histidin, triptofan ve
tirozin gibi spesifik hedeflere saldirmak suretiyle, DNA ve protein yapilariyla
etkilesime girebilirler (70). Hidroksil radikali bundan bagka, DNA yapisinda
olusturdugu tek ve c¢ift sarmal kiriklarindan dolay1 genomik biitiinliige zarar

verebilmekte; boylece gen ekspresyonunda bozulmalar olusabilmektedir (69).

In vivo olarak yar1 émriiniin 1 ns'den daha kisa olmasi dolayisiyla ¢ok
yiiksek reaktiviyete sahip olan hidroksil radikalinin demir, bakir, krom, kobalt ve
diger baz1 gecis metalleri araciligiyla olusmasi, baglica Fenton ve/veya Haber-

Weiss reaksiyonu sonucu gerceklesmektedir (16,75).

Fenton reaksiyonu : Fe*2 + H202 — Fe*® +-OH + -OH
Haber-Weiss reaksiyonu  : Fe® + O™ — Fe*2 + Oz (1)
Fe?2 + H2O2 — Fe*® + ‘OH + -OH (2)
(Net Reaksiyon) O2” + H20:— O2 + 'OH + -OH (3)

Oksijenin belki de en reaktif ve toksik formu olan hidroksil serbest
radikali, yiiksek reaktifligi ve kisa yar1 omrii dolayisiyla baz, seker ve serbest
niikleotit gibi en yakinindaki hiicresel yapiyla reaksiyona girme egilimi
gostermektedir. Bu radikalin 6ncii molekiilii olan hidrojen peroksit ise, daha az
reaktiftir ve daha ¢ok baz oksidasyonuna yol agmaktadir (75). /n vivo olarak
hidroksil radikalini siipiirecek hizda bir antioksidan molekiil, halihazirda mevcut
degildir. Hidroksil radikali gibi alkoksil radikalleri de, bir¢ok biyolojik molekiille,

antioksidanlarin temizleyemeyecegi kadar hizh etkilesime girmektedirler (76).

Stiperoksit anyon radikali, mitokondri’de normal oksidatif fosforilasyon
slirecinin bir yan iriinii olarak ortaya ¢ikmaktadir (77). Neredeyse hi¢ enerji
gerektirmeden, difiizyonla reaksiyona girebilen bu radikal, Fe® — Fe*

doniistimiiyle, depolanan demirin serbest hale ge¢mesini saglar. Hidrojen peroksit
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ile reaksiyon sonucunda, onemli toksisiteye sahip hidroksil radikali olusur

(Stiperoksit aracilikli Fenton Reaksiyonu = Haber-Weiss Reaksiyonu)(25).

Normalde “siiperoksit dismutaz (SOD)” enzimi tarafindan etkisizlestirilen
stiperoksit anyon radikali, kararinda iiretildigi zaman normal ve kullanigh bir
metabolittir ve hiicre béliinmesi gibi 6énemli olaylarda, sinyal molekiilii olarak
gorev almaktadir. Siiperoksit anyon radikali, bunun yani sira organizmanin
adaptasyonunu saglamasi bakimindan kimi zaman yararli da olabilen, DNA

mutasyonlarina da sebep olmaktadir (27).

Stiperoksit anyon radikali, yine reaktif bir molekiil olan nitrik oksit ile
cabuk reaksiyon verme Ozelligine sahiptir ve bu iki molekiiliin “nitrik oksit
sentetaz” ve “NADPH oksidaz” gibi enzimler araciligiyla reaksiyona girmesi
sonucu, peroksinitrit ve nitrojen dioksit gibi “Reaktif Nitrojen Tiirleri” agiga
cikmaktadir (77). Peroksinitrit, hiicreler arasinda tasinabilir 6zelliktedir.
Enflamasyon sirasinda aktiflesmis makrofajlarca da olusturulan bu molekiil, DNA

bazlarinda hasara yol agabilmektedir (75).

NO + Oz — ONOO" (Peroksinitrit)—> ONOOH (Peroksinitroz asit)

l

NO2 + ‘OH
2NO' + O2 — 2NOx (Nitrojen dioksit radikali)

2NO2 — N204 — NO2” + NO3~

Reaktif 6zellikli diger bir molekiil olan nitrik oksit'in (NO-) yar1 6mri,

birka¢ saniye kadardir. Ancak, diisiitk oksijen konsantrasyonlarinda stabilitesi
artmakta ve yar1 0mrii 15 sn.’ye kadar uzamaktadir. Hem hidrofilik hem lipofilik

ortamlarda ¢oziinebilen nitrik oksit, bu sayede plazma membranlarinda ve
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sitoplazmada rahatlikla ilerleyebilmektedir. Ayni zamanda, hiicre dis1 ortamlarda

oksijen ve suyla reaksiyona girerek, nitrit ve nitrat anyonlarimi olusturmaktadir

(16).
2.8.1. Serbest Radikal Olusturan Baghca Hiicresel Yapilar

Hiicresel oksijen tiiketimi, bircok metabolik reaksiyonda ve bagta
mitokondri, peroksizomlar ve endoplazmik retikulum olmak tizere; farkh
hiicresel bolgelerde gerceklesmektedir (73). Bundan dolayi, reaktif oksijen
tiirleri'nin olusumu i¢ (Fenton reaksiyonu, mitokondriyal elektron tagima zinciri,
peroksizomal [-oksidasyon ve endoplazmik retikulumda bulunan CYP450
metabolizma enzimleri, enflamatuar fagositik hiicre aktivasyonu) ve ayrica dis
(sigara, alkol, UV 1sik, iyonizan radyasyon, ozon, kimyasallar) kaynakli
olabilmektedir (28,69).

NO OONO ———» HOONO  nritrojen dioksit
Nitrik Peroksinitrit Peroksinitroz asit TR,
oksit

Sekil 2.4. Reaktif oksijen/nitrojen tiirevlerinin olusumu.

Mitokondri, oksijen tiiketiminin ve dolayisityla siiperoksit ve hidrojen
peroksit gibi reaktif {iriinlerin olusumunun gerceklestigi baslica organel
konumundadir (78,79). Bundan dolay:i, membran kisminin her iki yaninda
bulunan SOD, GPx gibi antioksidan enzimler ve glutatyon gibi antioksidan
molekiiller bakimindan da zengin durumdadir. Siiperoksit dismutaz enziminin

insan hiicrelerinde bulunan alt tiirlerinden Mn-SOD enzimi, mitokondrinin
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matriks kisminda yer alirken; Cu,Zn-SOD enzimi i¢ ve dig membranlarin

arasindaki boglukta bulunmaktadir (Sekil 2.5)(16).

Ribozom
/ Graniiller

Sekil 2.5. Mitokondri'nin yapisi.

Mn-SOD enzimi tarafindan, mitokondri’de olusan siiperoksit radikali
dismutasyona ugrayarak, H202 olusur. Bu asamadan sonra, gecis metal iyonlar
varliginda Fenton ve/veya Haber-Weiss reaksiyonlar1 sonucu, yiiksek reaktiflige
sahip olan hidroksil radikali agiga ¢ikar (80). SOD tarafindan katalizlenen
stiperoksit radikalinin dismutasyon reaksiyonunda, ara iiriin olarak hidroperoksil

radikali de olugsmaktadir (73).

O2+e — O™+ H — HO2~ (1)
2HO2™ — H202 + O2 (2)

Mitokondri'de olusmus olan siiperoksit anyon radikali, enzimatik olmayan
yolla da, hidrojen peroksit ve singlet oksijen’e doniistiiriilebilmektedir. Akut
hipoksi gibi durumlarda, kemotaktik molekiiller, sitokinler ve adipokinler gibi
enflamatuar arac1 molekiillerin artti§1 durumlarda, mitokondriyal elektron tasima
zinciri tarafindan  reaktif oksijen tiirlerinin iretimi asin diizeyde

gerceklesmektedir (17). Bununla birlikte, mitokondrideki reaktif oksijen
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tirlerinin  kesin iiretim mekanizmasi, halen tam olarak agikliga
kavusturulamamistir (79). Mitokondriyal siiperoksit ve hidrojen peroksit’in makul
miktarlari, hiicrenin yasamim siirdiirebilecegi sinyal yolaklarinin aktive edilmesi
ve hormesis mekanizmasina dayali hastalik direncinin saglanmasinda 6nemli role

sahiptir (81).

Peroksizomlar, sekil esnekligine sahip ve dinamik yapili organellerdir
(Sekil 2.6). Peroksizomlardaki solunum mekanizmasi, oksidatif fosforilasyonla
bagintili degildir ve sonucunda ATP olusmamaktadir. Burada gerceklesen yag
asidi oksidasyonlar1 sonucu olusan serbest enerji, 1s1 olarak aciga ¢ikmaktadir
(73,82). Peroksizomlar, membran lipid bilesiminin ideal tutularak hiicrenin
oksidatif strese karsi korunmasina yardimci olmaktadirlar (21). Yapisinda “hem”
olan veya olmayan, ancak demir bulunduran enzimleri de yiiksek miktarlarda

icermektedirler (83).

Plazma
membran:

lipid yapis1

Urat oksidaz kristal yapis1

Sekil 2.6. Peroksizom’un yapisi.

Peroksizomlar, normal katalitik aktivitelerinin sonucu olarak, hiicrede
oksijen tiiketimi gergeklestirirler. Bundan dolayr da, ksantin oksidaz gibi
sliperoksit olusturan ve nitrik oksit sentetaz-2 (NOS2=iNOS) gibi nitrik oksit
olusturan enzimleri igermelerinin yani sira; bunlar etkisizlestiren antioksidan
enzimleri (hidrojen peroksit i¢cin CAT ve GPx, siiperoksit radikali i¢in SOD-1,
peroksinitrit icin peroksiredoksin-5, epoksitler icin epoksit hidrolaz-2 ve lipid

peroksitler i¢cin GST-x) de biinyelerinde barindirmaktadirlar (21,79,84). Memeli
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peroksizomlarinda, enzimler aracihigiyla hidroksil veya  peroksinitrit
radikallerinin iiretildigine dair, giiniimiizde kamit bulunmamaktadir. Ancak,
enzimatik yolla peroksizomlarda siiperoksit radikali ve nitrik oksit iiretimi soz
konusudur ve bu iki molekiiliin kinetik olarak reaksiyonu sonucu, peroksinitrit
olusabilmektedir (83). Peroksizomlarda H:0: olusumuna sebep olan baglica
metabolik siirecler ise, yag asitlerinin p-oksidasyon reaksiyonlar:, flavin
oksidazlarin enzimatik reaksiyonlar1 ve siiperoksit radikalinin etkisizlestirilme

siireci olarak siralanabilir.

Ksenobiyotikler gibi bazi etkenlerle, peroksizomlarda genellikle karmasik
formda bulunan demir ve bakir gibi gecis metal iyonlar1 salinarak, Fenton
reaksiyonu araciigiyla hidroksil radikali olusumuna ve sonrasinda lipid
peroksidasyonu sonucu membran hasarina; bdylece peroksizomal fonksiyon
kayiplarina sebep olabilmektedirler (73). Peroksizomlardaki fonksiyon kayiplar
sonucunda, yag asitleri ve ftanik asit gibi toksik maddelerin birikimi ve miyelin
lipidleri gibi peroksizom iiriinlerinin kisaligi olusabilmektedir. Sayilan bu
bozukluklardan dolayi, sinirlerde miyelin defektleri, hepatomegali, siroz ve
kraniofasyal dismorfi gibi erken ¢ocukluk déneminde 6liime yol acan durumlar

ortaya ¢ikabilmektedir (85).

Dolasimda bulunan nétrofiller gibi fagositik hiicreler tarafindan da,
enfekte hiicrelerde hasar olusturan siiperoksit, nitrik oksit ve peroksinitrit gibi
reaktif tirler {retilebilmekte; boylece enflamatuar hiicreler, olusturduklarn
reaktif oksijen tiirleri sayesinde bakterileri oldiirmek gibi yararhh bir islev de
gormektedirler (77,79). Olusan H>O: ile fagositik bir enzim olan myleoperoksidaz
etkileserek, klor iyonlarinin varligiyla hipokloréz asit (HOCI) olusturmakta ve bu
sayede cok cesitli patojenler {izerinde antibakteriyel aktivite goriilebilmektedir
(Sekil 2.8). Ancak, enflamatuar yamitin bir pargas: olarak olusan HOCI, gii¢lii

oksidan 0Ozelligi dolayisiyla viicudun kendi hiicresel bilesenlerinin de
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oksidasyonuna yol agabilmekte; hatta bunun sonucu apoptoz veya nekroz dahi

olabilmektedir (86).

Fagositler tarafindan olusturulan siiperoksit, hipoklordz asit ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri, ¢cok ¢esitli bakteri ve mantar tiirlerine karsi
onemli bir savunma sergilemektedirler. Siiperoksit radikali, fagositlerin yani sira

lenfosit ve fibroblast gibi hiicre tiirleri tarafindan da olusturulmaktadir (87).

Mikrozomlar da normal fizyolojik kosullarda hiicre igerisinde hidrojen
peroksit iiretebildigi i¢in, Onemli hiicresel ROS kaynaklar1 arasinda yer
almaktadirlar (16). Hiicrede, bunlarin disindaki diger ROS/RNS kaynaklar olarak
plazma membranindaki NADPH oksidazlar, peroksizomlardaki flavin oksidazlar

ve farkli bolgelerde bulunan nitrik oksit sentetazlar siralanabilir (88).
2.9. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkileri, viicut tarafindan antioksidan
enzimler ve enzimatik olmayan antioksidanlarin iglev gérmesiyle dengelenmeye
calisilmaktadir. Antioksidan bir molekiil serbest radikalle etkilestigi zaman, onu
radikal olmayan kararli bir {iriine déniistiiriirken; kendisi de antioksidan tiirevi
radikal olusturmaktadir. Antioksidan’in etkinliginin bilinmesinde, bu radikalin
yazgist Onem tagimaktadir. Bu durumda, antioksidanlarin birlikte hareket

edebiliyor olmalar1 6nem arz etmektedir (76).

Iyi bir antioksidan molekiil, su 6zelliklere sahip olmalidir (16);

e Ozel olarak serbest radikalleri siipiirebilmeli

e Redoks metallerini baglayabilmeli

e Diger antioksidanlar1 rejenere edebilmeli/onlarla birlikte aktivite
gosterebilmeli

¢ Gen ekspresyonunu olumlu yonde etkilemeli
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e Absorbe edilebilir olmali
e Dokularda ve biyolojik sivilarda, fizyolojik olarak etkili diizeylerde
bulunmal

e Hidrofilik ve lipofilik ortamlarda islev gorebilmeli

Onemli bazi antioksidan molekiiller GPx, SOD, CAT gibi enzimler ile
askorbik asit, o-tokoferol, vitamin A, P-karoten, metallotionein, melatonin,
NADPH, adenozin, koenzim Quo, iirik asit, ubikinol, flavonoidler, homosistein,
taurin, metionin, resveratrol, glutatyon, gibi enzimatik olmayanlar olarak
siralanabilirler (25). Gerek SOD, GPx ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin
diizeylerinde; gerekse glutatyon, Vitamin C ve tiyoredoksin gibi enzimatik
olmayan antioksidanlarin diizeylerinde olusan degisimler, insanlardaki birgok
kanser olgusunda kanitlanmis durumdadir (89). Antioksidan maddeler, metal
iyonlarimi indirgeyebilme 6zellikleri bakimindan da 6nem arz etmektedirler (76).
Ayrica, bazi antioksidanlar sadece hidrofilik (Vitamin C gibi) veya sadece lipofilik
ortamlarda (Vitamin E gibi) etki gosterebilirken, bazilar («-lipoik asit gibi) hem

hidrofilik hem de lipofilik ortamlarda aktif olabilmektedirler (16).
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Sekil 2.7. Antioksidanlarin hiicre igerisindeki aktivite bolgeleri.
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2.9.1. Enzimatik Savunma Mekanizmalan
Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

Stiperoksit dismutaz enzimi (EC 1.15.1.1), siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksite doniismesini saglar ve olusan H202, katalaz ve glutatyon peroksidaz

tarafindan yok edilebilir (25).

O™ + O = 2H* 25 H,04 + O3

SOD ailesinin tiim {yeleri, aktif merkezlerinde gecis metallerini
barindinrlar (24). Insanda, sitozolik (Cu/Zn-SOD, SOD1), mitokondriyal (Mn-
SOD, SOD2) ve ekstraselliiler (EC-SOD, SOD3) olarak ii¢ farkl: formda siiperoksit
dismutaz bulunabilmektedir. Ozellikle, bakir ve cinko iceren iki aktif merkeze
sahip olan Cu/Zn-SOD enziminin, siiperoksit radikalinin temizlenmesinde en

onemli rolii oynadig: bilinmektedir.

SOD-Cu*? + O2” — SOD-Cu* + Oz

SOD-Cu*+ O2™ + 2H* — SOD-Cu*?+ H202

Mn-SOD enziminin, antitiimoral aktivitesi de bulunmaktadir ve aktif
bolgesinde Mn*® icermektedir (16). Solunum zincirini icermesi dolayisiyla, oksijen
radikallerinin hiicredeki asil kaynag1 olan mitokondride bulunmaktadir ve bu
radikalleri yok etmek gibi 6nemli bir gorevi vardir. EC-SOD ise, bakir ve ¢inko
iceren, ekstraselliller sivida ve interstisyel doku bosluklarinda bulunan,
glikoprotein  yapili bir enzimdir. Herhangi bir oksidan tarafindan
indiiklenemeyen bu enzimin memeli dokularindaki regiilasyonu sitokinler

tarafindan saglanmaktadir (25).
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Katalaz (CAT) enzimi

Katalaz enzimi (EC 1.11.1.6), hiicrede “peroksizom” adli organelde
bulunmaktadir. En hizli aktivite gosteren enzimlerden biri olan katalaz’in her bir
molekiilii, dakikada yaklasik olarak alt:1 milyon hidrojen peroksit molekiiliiniin su
ve oksijene doniisiimiinii saglamaktadir (16). Katalaz, homotetramerik ve “hem”
iceren bir enzimdir. Memelilerde katalaz, ayni zamanda bir oksidaz 6zelligi de
gostermekte ve substrat olarak H202 bulamadiginda, oksijeni de
kullanabilmektedir. Katalaz enzimi, organizma i¢in ¢ok biiyiik 6nem arz etmekle
birlikte, aktivitesi yasamsal ©neme sahip degildir (83). Bilinen en etkili
enzimlerden olan katalaz’in aktivitesi, H2O: tarafindan hi¢bir konsantrasyonda

durdurulamaz (25).

TH202 =5 2H,0 + Os

Katalaz enzimi genellikle peroksizomlarda olusan H20: molekiillerini
parcalarken; sitoplazmadaki H20:2 molekiillerinin parcalanmasi ise GPx tarafindan

saglanmaktadir (24).
Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi

GPx enzimi (EC 1.11.1.9), dort alt dnitesinin herbirinde, etkinligi i¢in
gerekli olan selenyum atomunu igerir ve H:0:2 ’nin yaninda bir¢ok baska
hidroperoksit'in indirgenmesini katalizleyerek, hiicreyi oksidatif hasara kars:
korur. Bu islevleri esnasinda, indirgenmis glutatyon (GSH) molekiiliine ihtiyag
duyar. Ozellikle insan eritrositlerinde, H2O: detoksifikasyonu igin birincil

onemdeki enzim, GPx olarak bilinmektedir (25).
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ROOH = 2GSH = ROH = GSS5G+ H20
veya,

H205 + 2GSH =% 2HL0 = GSSG

GPx enzimi, hiicrede yiiksek diizeylerde (uM) bulunan glutatyon ile ortak
calisgmaktadir ve hem H20O: hem de organik peroksitleri, sirasiyla su ve alkole
dontstirmektedir. H202 i¢in katalaz ile yarisgan GPx, kendi redoks dongiisiiyle

diistik diizeydeki oksidatif strese kars1 viicudun asil koruma kaynagidir (16).

HoC .\ d 2

Miyeloperoksidaz

> Llpld peroksidasyonu j

k/
Q \/ . * - [ DNA oksidasyonu ]

-Mitokondriyal oks. /-n
fosforilasyon f
-NADPH oksidaz talaz
-Ksantin oksidaz I Protein cksidasyonu I
-Siklooksijenaz

-Lipoksijenaz

-CYP450 ‘ .

Sekil 2.8. Serbest radikallere karg: antioksidan enzimlerin aktiviteleri.

Diger enzimler

Bir bagka 6nemli antioksidan enzim olan “DT diaforaz (Kinon rediiktaz;
EC 1.6.5.2)”, bircok ¢evresel ajan ve kinonoid ilaglari, daha giivenli sayilabilecek
“kinol” formuna donistiriilerek, diger enzimlerce konjugasyon ve atilimina
hazirlar (24). Tiyoredoksin de, hiicre i¢i redoks ortaminin siirdiiriilebilmesi i¢in

glutatyon sistemiyle birlikte calisan oksidorediiktaz bir enzimdir (17).
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2.9.2. Enzimatik Olmayan Savunma Mekanizmalan
Glutatyon

Viicut icin enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda belki de en
onemlisi, tiyol yapili bir tripeptit olan glutatyon’dur. Hiicre i¢i glutatyon havuzu
sitozol, mitokondri, endoplazmik retikulum ve c¢ekirdek kisimlarindaki
molekiillerden olusmaktadir (80). Glisin, sistein ve glutamik asit'ten olusan
glutatyon, hem indirgenmis formda (GSH), hem de yiikseltgenmis distlfit
formunda (GSSG) bulunmaktadir. Rediikte glutatyon, toplam glutatyonun % 98
’den fazlasim1 olusturur. Okaryotik hiicrelerde ana glutatyon depolan (% 85)
sitozol’de bulunurken, kalan kisim ¢ogunlukla (% 10-15) mitokondri’de ve bir

miktar da endoplazmik retikulum’da depolanmaktadir (90).

Reaktif Oksijen Tiirlerine karsi ilk savunma glutatyon tarafindan
olusturulurken, ikincil savunma da ona bagiml enzimler tarafindan
olusturulmaktadir (91). Glutatyon, tiyol grubunun yiiksek niikleofilik potansiyeli
dolayisiyla, bircok reaktif elektrofil icin iyi bir stipiiriicti 6zelligi tasir (92). Reaktif
oksijen tiirleri’nin artmas: veya HNE gibi reaktif oksijen tiirleri olusumuna yol
acan molekiiller, glutatyon’un sentezini artirmak suretiyle miktarinda artisa sebep
olabilmektedirler (16). Bu vyoniiyle hiicrenin glutatyonu indirgeme veya
sentezleme yetenegi, oksidatif stresle miicadele yetenegini gosteren bir anahtar

niteligi tasimaktadir (25).

Glutatyon, memeli hiicrelerinin sitoplazmasinda, sirasiyla hiz kisitlayici
enzim olan ‘y-glutamilsisteinil sentetaz (veya Glutamat sistein ligaz-GCL)’ ve
‘glutatyon sentetaz (GS)’ enzimleri tarafindan sentezlenmektedir ve bu
basamaklarda, ATP yaninda Mg veya Mn* da kullanilmaktadir (93). Sentezdeki
ilk basamag1 olusturan GCL enziminin (EC 6.3.2.2), agir ve hafif alt iiniteleri
bulunmaktadir. Her iki alt iinite de farkli genler tarafindan kodlanmaktadir ve

farkli dokularda farkli diizeylerde eksprese edilmektedir (94). Katalitik
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aktiviteden sorumlu olan agir alt iinite 637 aminoasit'ten olugmaktadir.

Diizenleyici isleve sahip hafif alt {inite ise 274 aminoasit’ten olusur (95).

Glutatyon diizeylerindeki artiglar, GCL enziminin (kendisini kodlayan
genin artan ekspresyonu sonucu) indiiklenmesi ve sistein aminoasiti'nin
kullanilabilirligi sayesinde olugsmaktadir (94). Glutatyon molekiilii ayn1 zamanda,
aktivitesi i¢in gerekli olan siilfidril grubunu bulunduran sistein aminoasiti'nin
deposu ve tastyicisidir (96). Glutatyon artisina yol agan baglica etkenlere, oksidatif
stres, faz 2 enzimlerini aktive eden maddeler, antioksidanlar, ilaca direngli timor
hiicreleri, hormonlar ve diyabet 6rnek verilebilir (93). GCL enziminin her iki alt
tnitesi de, oksidatif stres olusturan etkenler tarafindan, kendilerini kodlayan

genlerin transkripsiyonel aktivasyonu araciligiyla indiiklenebilmektedir (91).

Glutatyon, sentezinden sonra plazma membrandan gegebilir ve organlar
arasinda taginabilir. Baglica sentez bolgesi olan karacigerden kan dolasimi ile diger
dokulara ulagabilir (97). Sistemik olarak glutatyon homeostazi ve plazma
glutatyonunun neredeyse tamami, karaciger tarafindan saglanir. Hiicresel
savunmanin artirimasina ihtiya¢ duyulan durumlarda, GCL enziminin

ekspresyonu artirilarak, glutatyon seviyeleri artis saglanmaktadir (90).

Aktif olan indirgenmis form, oksidatif stres sonucunda okside olarak
disiilfit formuna doniisiir ve GSH/GSSG orani da, hiicresel oksidatif stresin bir
biyogostergesi sayilmaktadir (98). Normal fizyolojik kosullarda, karaciger gibi
dokularda 100/1 kadar olabilen GSH/GSSG orani, oksidatif stres ve apoptosis gibi

durumlarda diisiis gosterebilmektedir (99).

Iki molekiil GSH’ un okside olarak disiilfit bagiyla baglanmasina karsilik,
bir molekiil H20: indirgenmektedir. Glutatyon rediiktaz enzimiyle, NADPH
araciligiyla bir molekiil GSSG, yine iki molekiil GSH haline getirilir. Bu sayede,
GPx enziminin aktivitesinin siirekliligi saglanmaktadir (Sekil 2.9)(24).

Glutatyon’a ait redoks dongiisii, diisiik diizeydeki oksidatif strese karsi birincil

32



onemdeki korunma kaynagi iken; yiiksek diizeydeki oksidatif stres icin bu

koruyuculuk baslica katalaz tarafindan saglanmaktadir (100).

(2 GSH)
NADP* Hidrojen’
peroksit

Glutat} on 1 reduktaz Glutat\ on peroksndaz

Rlboﬂavln |
‘ (F AD) ; Selenyum
NADPH+H* / \’
(GSSG)

Sekil 2.9. Glutatyon indirgenme-yiikseltgenme (redoks) dongiisii.

Okside formdaki glutatyon’un yiiksek diizeylere ¢ikmasi durumunda, diger
enzimlerde de oksidatif hasar olusabilmektedir. Glutatyon'un, hiicresel redoks
ortamini dengeleyerek, hiicreyi apoptosis’e karsi koruma islevi de bulunmaktadir

(16).
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Sekil 2.10. Glutatyonun indirgenmis (A) ve yiikseltgenmis (B) formlar.

Glutatyon molekiiliiniin oksidatif strese kars1 baslica koruyucu gorevleri

soyle siralanabilir (93,101);

33



J Glutatyon peroksidaz ve Glutatyon-S-transferaz gibi detoksifiye
edici enzimler i¢in, kofaktér olarak gérev yapar

J Plazma membranindan aminoasit tasinmasinda rol alir

. Hidroksil radikali ve singlet oksijen i¢in dogrudan siipiiriicii etki
gosterirken, H20: ve lipid peroksitlere kars1 GPx ile birlikte gorev yapar

. Vitamin C ve E gibi 6nemli antioksidanlari, aktif formlarina
rejenere etme 6zelligi tagir

J Proteinlerin tiyol gruplarinin korunmas: ve oksidatif stres sonucu
olusmus distilfit baglarinin indirgenmesini saglar

. Sistein depolanmasi ve taginmasini saglar.

Glutatyon'un bunlarin disindaki énemli fonksiyonlar1 arasinda, 16kotrien

C4 ve tiirevlerinin sentezi de bulunmaktadir (102).
Diger Molekiiller

Insan viicudunda, hidrofilik ve/veya lipofilik ortamlarda etki gosterebilen
bircok antioksidan molekiil vardir. Sulu fazda aktif antioksidanlar arasinda,
Glutatyon’dan bagka Vitamin C en basta gelmektedir. Urik asit, flavonoller ve
seruloplazmin; bu gruptaki diger ornekler olarak siralanabilir. Membran bagh
(lipofil) antioksidan olarak da baslica Vitamin E gelirken; ubikinon ve p- karoten

gibi molekiiller de bu grupta bulunmaktadir (24).

Askorbik asit (Vitamin C), 6nemli ve giiclii bir antioksidan olup; viicutta
goz ve akciger de dahil bir¢ok hidrofilik ortamda bulunabilmektedir. Antioksidan
ozelligi sayesinde, cesitli uyaranlar tarafindan tetiklenen hiicre 6liimiine kars: da
koruma saglayan Vitamin C, tek basina aktivite gosterebildigi gibi, Vitamin E ve
karotenoidler gibi diger antioksidanlarla da igbirligi yapabilmektedir (16).

Askorbik asit, ortamda serbest olarak bulunan gecis metal iyonlar1 varliginda,
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hidroksil ve alkoksil radikalleri olusturarak pro-oksidan oOzellik de

gosterebilmektedir (103).

Urik asit, insanlarda purin metabolizmasinin son iiriinii olup; kendisi
okside olmadan bakir ve demir gibi gecis metallerinin selasyonunu saglayarak,

onlarin aracilik ettigi oksidasyon reaksiyonlarini engellemektedir (24).

Vitamin E, lipofilik ortamda aktivite gosterebilen ve sekiz farkli formda
bulunabilen bir antioksidandir. En aktif formu olan «-tokoferol sayesinde,
membranlar lipid peroksidasyonuna kars1 korumaktadir. Koruyucu etkisi, serbest
radikal olusumunu ve endoniikleaz aktivasyonunu dnlemek seklinde gelisir (16).
Giigli bir radikal siipiiriicii olan a-tokoferol, lipoksijenaz enzimince olusturulan

lipid peroksidasyonu iizerinde ise, zayif antioksidan etki gostermektedir (76).

Oktanoik asit’in distilfit tiirevi olan a-lipoik asit (tioktik asit), hem suda
hem de yagda ¢oziiniir 6zelligi sayesinde membran ve sitozolde etkili olabilen,
dogal bir antioksidan molekiildiir. Diyetle alindiktan sonra, dokularda hizli bir
sekilde antioksidan ozellikli olan “dihidrolipoik asit” formuna indirgenir.
Glutatyon, Vitamin C ve E gibi antioksidanlarin rejenerasyonunu saglayabilen o-
lipoik asit, Cu*?, Fe*? ve Cd*? gibi baz1 metaller icin de selasyon yapic1 6zellige
sahiptir (16). a-lipoik asit, agir metal zehirlenmelerinin tedavisinde ¢ok etkindir
ve bundan baska Amanita tiirii mantarlarla olugan zehirlenmelerin tedavisinde de
basarili olmustur (104). Onemli bir antioksidan olan lipoik asit’in, cesitli hiicre
kiiltiirlerinde ve periferal kan lenfositlerinde, hiicresel glutatyon diizeylerinde
artis sagladig1 gosterilmistir. Lipoik asit’in glutatyon artirici etkisi, GCL enziminin
aktivitesini gerektirmektedir. Lipoik asit hidroksil radikalini, singlet oksijeni ve

hipoklordz asit’i slipiirebilme yetenegine de sahiptir (105).

Polifenollerin en 6nemli sinifi sayilan flavonoidlerin sayilar1 dért bini
gecmektedir. Serbest radikal siiplirtimii, redoks aktif metallerin selasyonu gibi

ozellikleri bulunan fenolik antioksidanlar, yiiksek konsantrasyonlarda ve yiiksek
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pH degerlerinde, bakir ve demir gibi metallerin varligiyla pro-oksidan o6zellik

gosterebilmektedirler (16).

Hidrokinon ve polifenol yapili maddeler, in wvivo olarak Onemli
antioksidan etkinlik gostermektedirler. Bu maddelerin serbest radikallerle
reaksiyonlar1 sonucunda, semikinon radikalleri olusmaktadir. Bu radikaller, bagka
bir semikinon radikali veya oksijenle reaksiyona girerek, tekrar kinon yapisini ve
hidroperoksil radikalini olusturmaktadirlar. Bu radikal molekiilii ise, sulu fazda

stiperoksit radikaline doniigmektedir (76).
2.10. Lipid Peroksidasyonu

Hiicre membrani yapisindaki fosfolipidler de, siirekli olarak oksidatif
ataklarin hedefi konumundadirlar. Burada bulunan ¢oklu doymamais yag asitleri,
birden fazla sayida ¢ifte bag icermektedir ve bu baglar, reaktif oksijen tiirleri
tarafindan kolayca okside edilerek, ilk iiriinler olan lipid peroksil radikalleri ve
lipid hidroperoksitler olusmaktadir. Bu siirece, “lipid peroksidasyonu” adi
verilmektedir (Sekil 2.11). Bu siire¢ bir kez basladigi zaman, serbest radikal
aracilikly zincirleme reaksiyonlar (baslama, yayilma, sonlanma) seklinde
ilerlemektedir. Bu mekanizmanin baglangicinda, membran fosfolipidlerinin
yapisinda bulunan coklu doymamis yag asitlerinden, reaktif oksijen tiirleri
tarafindan bir hidrojen atomu koparilir. Serbest radikal ile lipid tarafindan, yeni
bir serbest radikal olusturulmus olur. Bu siireg, yayilma asamasiyla ¢ogalarak
devam eder. Bu siirecin sonlanmasi ise, ancak bu zinciri kirabilecek antioksidan
bir molekiil sayesinde gerceklesmektedir (106,107). Ornegin, Vitamin E
antioksidan 6zelligi sayesinde peroksil radikalini indirgeyerek radikal zincirinin

kirilmasini ve lipid peroksidasyonunun yavaslamasini saglamaktadir (108).

Peroksidasyona ugrayan membranlar secici gecirgen o6zelliklerini
yitirdikleri icin, aldehitler gibi suda ¢oziinen lipid peroksidasyon iiriinleri,

membranlardan difiize olarak hiicre i¢indeki yapilara da ulasabilirler (24). Lipid
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peroksidasyonu sonucu olusan birincil iiriinler olan lipid hidroperoksitler, GPx ve
fosfolipazlar gibi cesitli enzimlerin substrati olarak islev gormekte ve ikincil
reaksiyonlara da  girebilmektedirler (109). Sitozolde bulunan lipid
hidroperoksitler, GPx enzimi tarafindan indirgenerek “hidroksi yag asitleri”

seklinde detoksifiye edilmektedirler.

v CO0R  PUFA (Goklu doymamis yag asitlerd)

.
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Sekil 2.11. Lipid peroksidasyonu mekanizmalari.

Ancak bu lipid hidroperoksit yapilar, kolaylikla lipid alkoksi radikalleri
(LO), aldehitler (MDA), alkanlar, lipid epoksitler ve alkoller gibi cesitli reaktif
tiirlere de doniigebilmektedir (Sekil 2.12)(24). Lipid peroksidasyonu sonucu
olusan bu karmagik {iriinler, ayrica sitotoksik ve genotoksik etkiler de

gosterebilmektedirler (110,111).
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Sekil 2.12. Baslica lipid peroksidasyonu iiriinleri.

Lipid peroksidasyonu, ii¢ mekanizma ile olusabilmektedir. Bunlardan
birincisi, serbest radikal aracilikli oksidasyon iken; ikincisi serbest radikallerden
bagimsiz ve enzimatik olmayan oksidasyon seklinde gerceklesir. Ucgiincii
mekanizma ise, enzimatik oksidasyon seklinde gerceklesmektedir. Coklu
doymamuis yag asitleri ve kolesterol molekiilii, hem enzimatik hem de enzimatik

olmayan yolla okside olabilmektedirler (109).

Fenton reaksiyonu sonucu olusan hidroksil radikalinin, lipid
peroksidasyonunu baslatic1 6zellikte oldugu kesin olarak bilinmektedir. Demir
aracilikli lipid peroksidasyonunda, birincil hedef konumunda mitokondrideki
¢oklu doymamis yag asitleri bulunmaktadir ve Fe*?: Fe*3 orami (1:1) oldugunda en
yliksek diizeyde olan lipid peroksidasyonu, ateroskleroz, iskemi-reperfiizyon
hasari, hemolitik anemiler, kanser ve enflamasyon gibi bir¢ok hastaligin

etiyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir (16,24).

Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan reaktif elektrofilik o6zellikteki
triinlerin en basinda gelen, MDA ve 4-HNE gibi aldehit yapili molekiiller,
protein ve DNA gibi makromolekiillerle katim iiriinleri olusturabilmektedirler
(Sekil 2.13)(79). Lipid peroksidasyonundan bagka, prostaglandin biyosentezi
sonucu da olusan MDA; guanin, sitozin, adenin gibi DNA bazlariyla katim
tirtinleri verebilmesinden dolayi, bakteri ve memeli hiicrelerinde mutajenik ve

karsinojenik 6zellik gésteren bir tiriindiir. MDA, DNA iizerinde en sik olarak baz
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cifti degisikliklerine yol a¢maktadir (108). MDA'min kendisinden baska,

olusturdugu MDA-MDA dimerleri de mutajenik 6zellik gostermektedir (75).

En o6nemli katim iiriinii olan MG, saglikli insan l6kosit, pankreas ve
karaciger gibi viicut yapilarinda, 10® niikleotit'te 1-120 arasi siklikta
goriilebilmektedir. Diger bir iriin olan HNE ise, daha zayif mutajenite
gostermesine karsin; siilfidril proteinleriyle etkilesimi dolayisiyla lipid

peroksidasyonunun en toksik iiriinii olma 6zelligini tasimaktadir (16).
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Sekil 2.13. MDA ile DNA niikleozitlerinin baglica katim iiriinleri.

Insanlarda lipid oksidasyon {iriinlerinin saptanabilmesi icin, cesitli
yontemler gelistirilmistir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar tiyobarbitiirik asit
reaktif driinleri (TBARS), izoprostanlar, hidroperoksioktadekadienoik asit
(HODE) ve oksisteroller olarak siralanabilir. Bunlardan bagka, ekshale edilen
gazdaki (verilen nefesteki) etan ve pentan diizeyleri de, in vivo olarak lipid
oksidasyonu biyogOstergesi amaciyla kullanilabilmektedir (109). Lipid
oksidasyonunun gosterimi ic¢in, en kolay ve sik kullanimi olan yéntem,
tiyobarbitiirik asit reaksiyonudur. Bu reaksiyonda, giiclii asidik sartlarda isitma
sonucu tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren biyolojik drnekler, kolorimetrik

veya florometrik yontemlerle olgiilebilen, pembe renkli tirtinler vermektedirler

(108).
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MDA, tiyobarbitiirik asit reaktif {iriinlerinin bir 6érnegi olarak, lipidlerin
oksidatif hasarinin gecerli bir biyogostergesi olma islevi dolayisiyla, uzun
zamandan beri yogun sekilde incelenmektedir (108). Giintimiize kadar yapilmig
bir¢cok calismada, plazma MDA diizeyleri ile yas, cinsiyet, alkol kullanimi gibi
faktorler arasinda belirgin iligki varligi saptanmistir (112,113,114).

2.11. DNA Uzerinde Olugan Oksidatif Hasarlar

Oksidatif stres gibi oksidan artiginin olustugu durumlar, oksidatif hasar ile
iligkili olmak zorunda degildir (68). Hiicresel hasarin boyutu, reaktif oksijen
tiriiniin olustugu bolge, metal iyonlarinin varligi, hedefin uzaklig ve reaktifligi
gibi bircok faktore bagh olarak degismektedir (77). Ayrica, artan lipid
peroksidasyonu ve azalan antioksidan korunma sonucunda olusan epoksit yapilar,
hiicrede bulunan DNA, RNA ve proteinlerdeki niikleofilik merkezlerle,
kendiliginden kovalent baglar olusturabilirler (25). Endojen DNA hasarinin
baglica sorumlusu olarak reaktif oksijen tiirleri'nin goériilmesinin sebebi, bu
tlirlerin baz oksidasyonu, abazik bolgelerin olusumu ve sarmal kiriklarina sebep
olmasidir. Reaktif oksijen tiirleri aracilikli DNA hasarimin siirekliligi halinde
mutasyonlar  olusarak, karsinogenez’e  kadar gidebilen bir  siireg

baglayabilmektedir.

Malignant doniisiimlerde ve karsinogenez’in baslangic asamalarinda
onemli rol oynamakta olan reaktif oksijen tiirii kaynakli DNA baz hasari, sarmal
kiriklar1 ve DNA-protein ¢apraz baglanmas: gibi genetik hasarlara, bir de DNA
onarim mekanizmasindaki bozukluklar eklendigi zaman, bu sorunun kansere
dontisim olasilignt 6nemli Olgiide artmaktadir (69). Kanser gelisimi baglama,
yiikselme ve ilerleme gibi ¢ok asamali bir siiregtir ve reaktif oksijen tiirleri'nin, bu

stireclerin tiimiinde aktif oldugu gortilmiistiir (75).
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Bakteri, maya ve memelilerde bulunan 30-40 kadar gen, gelisebilecek
oksidatif duruma kars1 adapte olup hizla cevap verebilmek amaciyla, koordineli
ve hazir durumdadirlar. Bu sayede, oksidatif strese maruz kalan organizma
tarafindan, bu duruma adaptasyon icin antioksidan molekiillerin iiretimleri

artirilmaktadir (24).

Reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulabilen baglica DNA hasar tipleri
abazik bolgeler, baz oksidasyonlari, baz degisimleri, deoksiriboz degisimleri,
capraz baglanma, tek sarmal kiriklarn ve ¢ift sarmal kiriklar1 olarak
siralanabilmektedir. Bu hasarlar uygun sekilde onarilmadig: zaman, hiicre 6limi,
mutasyon, replikasyon hatalari, yanls transkripsiyon ve sinyal uyarimlari gibi
karsinogenezle ilgilendirilen bozukluklara yol agmaktadir. Her bir hiicrede
bulunan DNA iizerinde, bir giinde olustugu tahmin edilen oksidatif lezyonlarin
siklig1 10 kadardir (70,75). Oksidatif DNA lezyonlarinin ¢ogu, kuvvetli mutajen

olarak bilinmekte ve insan kanserlerinde yaygin olarak bulunmaktadirlar (71).

DNA iizerindeki purin bazlarinin C8-OH katim radikalleri, indirgenebilir
veya ylikseltgenebilirler. Oksidasyonlar1 sonucunda “8-OH-Gua” ve “8-OH-Ade”
olugsmakta; imidazol halkasinin agilmasimi takip eden rediiksiyonlar1 sonucunda
ise “4,6-diamino-5-formamidopirimidin” (FapyAde) ve “2,6-diamino-4-hidroksi-
5-formamidopirimidin” (FapyGua) olusmaktadir. Bunlarin disinda, olusan en
onemli hasar iriinleri olarak, “8-okso-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozin (8-oxodG)”
ve “5,6-dihidroksi-5,6-dihidrotimidin  (timin glikol)” siralanabilir (Sekil
2.14)(69,70,71).
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Sekil 2.14. En 6nemli DNA baz hasari iirtinleri.

DNA baz modifikasyonlari, 6zellikle hiicresel oksijen metabolizmasi
dolayisiyla reaktif oksijen tiirlerinin dretiminin siireklilik arz ettigi hiicreler
olmak tizere; tiim hiicre tiplerinde bazal diizeylerde bulunabilmektedirler (115).
DNA bazlarn arasinda guanin, diisiik oksidasyon potansiyeline sahip olmasi
dolayisiyla, oksidatif hasar bakimindan en hassas olanidir (77). Guanin ile olusan
ve yliksek diizeyde mutajenik olan katim iiriinleri, adenin ile olusanlardan bes kat
daha fazladir (108). Sitozin bazindaki hasar sonucu olusan iiriinler ise urasil
glikol, 5-hidroksi sitozin ve 5-hidroksiurasil olarak siralanabilir (Sekil 2.14).

Bunlardan “5-hidroksi” iiriinleri, mutajenik 6zellige sahiptirler (77).

Pirimidin (C ve T) bazlariyla, en toksik reaktif oksijen tiirli sayilan
hidroksil radikalinin reaksiyonu sonucu en yaygin sekilde olusan hasarli DNA
dirtinleri, sitozin glikol ve timin glikol ’diir (Sekil 2.14). Hidroksil radikalinin
DNA iizerinde yol actig1 tek sarmal kiriklar ise, “2-deoksiriboz’ dan bir hidrojen

atomu ¢ikarilmasi ve olusan karbon merkezli radikalin, oksijen varliginda
peroksil radikaline (ROO-) doniisiimii seklinde olugsmaktadir. Peroksil radikalleri

ise, lipid peroksidasyonu aracilikli DNA hasarlarinda rol oynamaktadirlar (70).

Biyogosterge olarak en ¢ok dikkat ¢eken DNA lezyonlari, 8-OHdG ve 8-
OH-Gua olup; bunun yaninda 5-OH-Ura, 8-OH-Ade ve FapyGua ol¢timleri de,

idrardaki potansiyel biyogostergeler olarak bilinmektedirler (71). Guanin bazinin
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C8 konumundan oksidasyonu sonucu olusan 8-hidroksi-2"-deoksiguanozin (8-
OHdG), yiiksek diizeyde mutajenik o6zellige sahip olup; en sik rastlanan ve
istikrarli olmasi1 dolayisiyla oksidatif stres biyogostergesi olarak en ¢ok ol¢iimii
yapilan DNA hasar iiriintidiir. Bundan dolayi, bir¢ok dokuda ve idrarda kolayca
saptanabilir ve oksidatif DNA hasar1 ile oksidatif stres i¢in en yaygin kullanilan
biyogostergedir (78,80). Insanlarda da idrar ve l6kosit gibi 6rneklerde 8-
OHdG’nin tanimlanmasi, oksidatif stres, yaslanma ve karsinogenez gibi birgok
durumda biyogdsterge niteliginde kabul gérmektedir (116). Ozellikle bircok

kanser tiiriinde, idrarla 8-OHdG atiliminin arttig1 gorilmiistiir (115).

8-hidroksiguanin, keto-enol tautomerizmi gostermektedir. Bundan dolayi,
8-okso guanin olarak da adlandirilmaktadir (Sekil 2.15). Normal bir insan
hiicresinde, 10° guanidin kalintisinda bir modifiye baz olarak rastlanmaktadir
(16,115). 8-OHAG (8-oksodG), DNA’nin oksidatif hasarinin biyogostergesi olarak,
karsinogenezin hem baslama hem de ilerleme dénemlerinde énem tagimaktadir.
Insanlarda kanser olusturabilen sigara, agir metaller, pAH’lar ve asbest gibi
etkenlere, mesleki veya mesleki olmayan maruziyetler sonucunda olusabilecek

DNA hasarinin tahmini i¢in de, yaygin bicimde kullanilmaktadir (115).
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Sekil 2.15. 8-OHdG molekiiliiniin olusumu.
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Insanlardaki kanser olgularinda en sik goriilen somatik mutasyonlardan
olan G — T transversiyonunu indiikleyici etkiye sahip olan, 8-OHdG kaynakl
mutagenez’e karsi hiicresel savunma sistemleri baz eksizyon onarimi, niikleotit
eksizyon onarimi ve yanlis eslesme onarimi mekanizmalarindan olusmaktadir

(117).

DNA ile reaktif oksijen tiirlerinin etkilesimlerinin sonug iiriinleri olan
DNA lezyonlarinin dogru olarak tanimlanmasi i¢in, serbest radikallerin tiyoller
ve histon proteinleri gibi yapilarca korunan DNA’ya erisebilirligi, onarim
sistemlerinin ¢aligma dogrulugu ve antioksidan enzimlerin diizeyleri gibi bir¢ok

faktor goz oniine alinmaktadir (70).
2.11.1. Oksidatif DNA Hasarlarinin Onarim

Oksidatif hasarin onarilmasi, genel itibariyle dogrudan veya dolayh
onarim sistemleri araciligiyla gerceklesmektedir. Dogrudan onarimda, okside olan
kismin (proteinlerdeki siilfidril gruplar gibi) tekrar indirgenmesi saglanmaktadar.
Ancak proteinlerdeki sistein kalintilari, metal aracilikli oksidasyona ve
otooksidasyona karsi c¢ok duyarhidirlar. Dolayli onarim ise, iki basamakta
gerceklesmektedir. Ik basamakta hasarli molekiiliin/parcasinin  taninmasi,
¢ikarilmasi veya parcalanmasi meydana gelirken; ikinci basamakta molekiiliin
hasarli parcasinin yerine yenisinin yapilip yerlestirilmesi ya da, molekiiliin

tamami hasarli ise yeniden sentezlenmesi saglanmaktadir (24).

DNA lezyonlarinin onarimindaki bozukluklar mutajenite, sitotoksisite,
hiicre oliimii, karsinogenez ve takip eden hastalik siireclerinin gelisimine yol
acmaktadir. Oksidatif DNA lezyonlarinin onarimi i¢in, baz eksizyon onarimi ve
niikleotit eksizyon onarimi olarak iki ana mekanizma mevcuttur. Baz eksizyon
onariminda, “DNA glikozilaz” tarafindan N-glikozidik bagin hidrolizi sonucu

“abazik bolge” olusturularak, hasarli baz ¢ikarilir. Abazik bolge, daha sonra

44



endoniikleaz, DNA polimeraz ve DNA ligaz enzimleri tarafindan onarilir (71).
Baz eksizyon onarimi mekanizmasi, abazik boélgeleri, okside, alkillenmis veya
deaminasyona ugramig bazlari, yanlig baz eslesmelerini ve tek sarmal kiriklarim
taniyarak, onarimlarini saglamaktadir (77). Niikleotit eksizyon onarim
mekanizmas1 ise bir bazdan daha biiyiik olan, hacimli DNA bozukluklarinin
onariminda uygulanir. Timin glikol ve 8-OH-Gua gibi lezyonlarin onariminda, bu
mekanizma gegerlidir (71,115). Eksizyon onarim mekanizmalarinin dogru
calisamamast  sonucu, hasarli DNA bolgeleri tek sarmal kiriklarina

doniigsmektedirler (118)

Cekirdek DNA’sindaki okside bazlarin %90 kadari tek niikleotit onarim
mekanizmalari ile onarilirken, %10 civarindaki hasar da, baz eksizyon onarimina
tabi tutulmaktadir. Bu yoniiyle, ¢ekirdek DNA’sinin onarimi ile ilgili olarak
literatiirde ¢okga bilgi mevcutken; mitokondriyal DNA i¢in onarim hakkinda
bilgi azdir ve buradaki onarimin daha disiik diizeyde oldugu diistiniilmektedir
(119). Mitokondriyal DNA, c¢ekirdek DNA’sina gore oksidatif hasara karsi daha
duyarhdir. Ciinki mitokondriyal DNA c¢ekirdekteki gibi histonlar tarafindan
korunmamaktadir, onarim kapasitesi diisiiktir ve fizyolojik sartlarda
mitokondride solunum zinciri dolayistyla reaktif oksijen tiirlerinin olusumu
fazladir (69). Mitokondriyal DNA {izerindeki oksidatif hasarin, bir¢ok kanser
tliiriniin gelisiminde 6nemli roli oldugu saptanmistir. Kanser hiicrelerindeki
mitokondriyal DNA {izerinde gorillen mutasyon, c¢ekirdekteki DNA
mutasyonundan 220 kez fazla olarak bulunmustur (120). En yaygin goriilen baz
hasar1 sayilan 8-OHdG kaynakli bozulmalara karsi, insan DNA’sinin
biitliinliigiiniin saglanmas1 i¢in ana koruyucu mekanizma, DNA glikozilaz
(hOGG1) aracilikli baz eksizyon onarim mekanizmasidir. OGG1 enzimi, bundan

bagka FapyGua lezyonunun da ayni1 mekanizma ile onariminda etkili olmaktadir

(28,117).
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DNA onarim enzimlerinden Fapy-DNAglikozilaz (FPG), 8-oksoguanin ve
acik halka purin lezyonlarini tanimakta iken; Endoniikleaz III enzimi okside
pirimidin bazlarini, sarmal kiriklarina doniistiirmektedir. FPG enziminin
insandaki analogu, hOGG1 enzimidir. FPG ve Endoniikleaz III gibi enzimlerle
lenfosit DNA’sindaki okside bazlarin dl¢iilmesi, viicut genelindeki oksidatif stres

durumu hakkinda bilgi saglayabilmektedir (121).

Hiicresel onarim kapasitesini agan DNA hasarlari, mutasyonlara sebep
olarak apoptoz olusumunu tetikleyebilmektedir (77). Bu yoniiyle DNA
mutasyonu, karsinogenez bakimindan belki de en kritik asama ozelligi
tasitmaktadir (16). DNA onarim genlerinde olusan mutasyonlar ise, onarim
sisteminin isleyisinde bozulmalara yol a¢gmaktadir ve bu mutasyonlarin, kanser
hiicrelerinin %60 kadarinda goriildiigii ortaya ¢ikmistir. Bundan bagka, DNA

onarim genlerindeki polimorfizmler de, kanser i¢in bir risk faktoridiir (71).

Devam eden mitotik béliinme siirecindeki hiicreler, bu sirada DNA’lan
korunmasiz durumda oldugu igin oksidatif hasara karst daha duyarh
konumdadirlar (24). Mitoz sonrasinda ise, hiicreler oksidatif strese kars1 belirgin
bir adaptif koruyucu cevap sergilemektedirler. Bu adaptasyonlar, DNA onarim
enzimleri ve antioksidan enzimlerin diizeylerinin artirilmasi gibi cevaplan
icermektedir. Oksidatif strese adaptasyon, beyin, kalp ve iskelet kas1 gibi hayati
o6nemi olan dokularda, hiicrenin koruyucu savunmasimin 6nemli bir bileseni

olarak a¢iga cikmaktadir (122).

Reaktif oksijen tiirleri DNA'nin yani sira, hiicre dongiisiiniin kontroliinde
ve onarimda rol alan hiicresel proteinlere de atak yaparak, bunlarla ilgili siirecleri
de bozabilmektedirler (70). Ornek olarak, aminoasitler reaktif oksijen tiirleri
tarafindan yan zincir reaksiyonu sonucu degisime ugratilabilmektedir. Bu
degisimler bakimindan en duyarli aminoasitler, aromatik yan zincire sahip olan

fenilalanin ve histidin ile siilfidril grubu igeren sistein ve metionin’dir. Stlfiir
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iceren aminoasitlerin oksidatif degisimleri, geri doniisiimlii olmaktadir. Arjinin,
prolin, histidin ve lizin gibi bazi aminoasitler ise, oksidasyonla geri déniisiimsiiz
karbonil iiriinleri vermektedir ve bu {iiriinler, protein hasarinin gostergesi olarak
biyolojik Orneklerde siklikla Olciilmektedirler. Karbonil driinleri de, lizin
kalintilarinin o-amino gruplariyla reaksiyon vererek, molekiil i¢i ve molekiiller
arast capraz baglanmalar sonucu yiiksek molekiil agirligina sahip kiitlelerin
(protein agregatlar1) olusmasina yol acabilmektedir. Bu protein kiitleleri ise
yiiksek  sitotoksisiteye sahip olup; hiicreyi apoptoz veya nekroz’a

stiriitkleyebilmektedirler (77).
2.12. DNA Hasarlarnnnin Tanimlanmasi

Kanser, genetik hasarlarin birikmesi ile baglantili olarak ortaya cikan,
genomik bir hastaliktir. Genomik instabilite de, esas olarak yerlesmis genom
mutasyonlarinin hiicresel birikimi sonucu olusmaktadir (32). Kromozom
diizeyindeki DNA hasarlarinin tamimlanmas: ise, bu diizeydeki mutasyonlarin
karsinogenezdeki rolii nedeniyle, genetik toksikoloji bakimindan biiyitk 6nem
tasimaktadir. Kromozomal DNA hasarinin degerlendirilmesinde, SCE, FISH,
COMET gibi ¢esitli yontemler kullanilmakla birlikte, ‘Sitokinez’de Durdurulmus
Mikrogekirdek’ teknigi de, hasar ve kayiplarin gercek¢i oOl¢timiine olanak
saglamasindan dolayi, son yillarda siklikla tercih edilen bir yontem olarak one
cikmistir (123). Buna ek olarak, solunum yoluyla maruz kalinan ksenobiyotikler
i¢in ilk maruziyet bélgesi olmasi dolayisiyla, solunum sistemindeki giris dokular:
olan bukkal ve nazal hiicrelerde mikrogekirdek olusumunun incelenmesi de, bu

maddelerin olas1 genotoksik etkileri hakkinda énemli bilgiler saglamaktadir (124).
2.12.1. Yanak Epitel Hiicrelerinde Mikrogekirdek Analizi
Mikrogekirdek sikligi incelenmesi bakimindan eritrosit, lenfosit gibi kan

hiicreleri yaninda, cesitli epitel (oral, nazal, iirotelial, vb.) hiicreler de uygun
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niteliktedirler. Bukkal mikrogekirdek taramasi, insan populasyonlarindaki
genetik hasar1 gosteren ve girisimsel 6zelliginin en az olmasi nedeniyle kolay
uygulanabilen bir yontemdir. (125). Bukkal mukoza gibi c¢abuk boéliinebilen
hiicrelerde mikrogekirdek yontemi, dig ortamda hiicre boliinmesinin
saglanmasina ihtiya¢ duyulmadan analizin gerceklestirilebilmesini saglamaktadir
(124). Bukkal mukoza, potansiyel karsinojenlere ve viicuttaki metabolizma
sonucunda reaktif 6zellikli {irinlere doniisebilecek maddelere karsi bir bariyer
gorevi gormektedir. Kanser olgularinin % 90 kadar: epitel kaynakli oldugundan,
bukkal mukoza hiicreleri inhalasyonla veya oral yolla maruz kalinan potansiyel
karsinojenlerin erken genotoksik etkileri hakkinda, 6nemli bir bilgi kaynag:
durumundadirlar (126). Alimdan sonraki siirecte Orneklerin islem ve

saklanmasindaki kolaylik da, bu yéntemin diger bir avantajidir.

Bukkal hiicreler, her 7 ile 21 giin arasinda yenilenmektedirler. Buna gore,
akut maruziyetin olusturabilecegi etkileri saptamak, ancak maruziyetten bu kadar
siire gectikten sonra miimkiin olabilmektedir (126). Bu sebeple, maruziyet sonrasi
stirecte mikrogekirdek olusumunun gozlenebilmesi igin, 2-3 hafta kadar bir

zamana ihtiya¢ bulunmaktadir.

Bukkal hiicrelerdeki mikrogekirdek olusum mekanizmasi,
lenfositlerdekiyle uyum gostermektedir (124). Ayrica, bukkal ve lenfosit
mikrogekirdek sikliklar1 arasinda da, gii¢li bir korelasyon mevcuttur (125).
Mikrogekirdek, c¢ekirdek boliinmesinin erken agsamasinda kromozom kaybi
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Bukkal mikrogekirdek skorlamasinda, sadece
farklilagsmis  (diferansiye) hiicrelerdeki  mikrocekirdekler —sayima tabi
tutulmaktadir. Bukkal hiicrelerdeki mikrocekirdekte ¢ap, genelde ana cekirdegin
1/374 ile 1/16’s1 araliginda, yuvarlak veya oval sekilli ve ana cekirdekle aym
boyama yogunluguna sahiptir. Genellikle bukkal hiicreler sadece bir
mikrocekirdek icermektedirler. Bir hiicrede daha fazla mikrogekirdek goriilmesi,

nadiren mimkiin olmaktadir. Mikrogekirdek iceren hiicreler, diger hiicrelerle
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ayn1 morfolojiye sahip olmali ve mikrocekirdek, sitoplazmada ana g¢ekirdekten

ayr1 olarak bulunmalidirlar (126).

Bukkal hiicrelerdeki mikrogekirdek sikligi iizerinde de, lenfositlerde
oldugu gibi yas, cinsiyet ve yasam aligkanliklar1 gibi faktorlerin karistirici etkileri
bulunmaktadir (127). Bundan bagka, B vitamini diizeyleri, genetik altyap: ve
sigara gibi etkenler, bukkal mikrocekirdek siklig1 iizerinde etkili olan diger
degiskenlerdir. Degerlendirmelerin ¢ok daha dogru ve etkin olabilmesi igin,
genotoksin maruziyeti (toksin tiirii ve giicii, maruz kalma siiresi ve diizeyi, 6rnek
alimina kadar gegen siire, vb.) ile ilgili detayl bilgiye sahip olunmas: gereklidir
(126). Bukkal hiicrelerde goriilen bazal mikrogekirdek sikligi, ortalama 1.10/1000
hiicre (0.72 - 1.72) olarak tespit edilmistir (128). Coziiciiler, pAH bilesikleri, siv1
yakitlar, arsenik, antineoplastik ilaglar gibi bir¢ok etkene mesleki maruz kalma
sonucunda, bukkal mikrocekirdek sikliginda Onemli derecede artiglar

olusabilmektedir (124).

Bukkal epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek siklig: ile sigara kullaniminin
iligkisi, birka¢ c¢alismada pozitif yonde saptanmakla birlikte; caligmalarin
neredeyse tiimiinde aralarinda bir ilisgki bulunmadigi sonucuna varilmistir.
Ancak, sadece sigara kullaniminin var olup olmadigi degil; kullanim
yogunlugunun da bu inceleme sirasinda goz oniine alinmasi gereken bir husus
oldugu belirtilmektedir (128). Lenfositlerdeki spontan mikrogekirdek siklig
kadinlarda erkeklere oranla daha yiiksek iken; bukkal hiicrelerde cinsiyetler
arasinda belirgin bir fark bulunmamaktadir. Giinliik alkol kullanimi ile bukkal
mikrogekirdek sikli1 arasinda, bir iligki olmadig1 saptanmais; yesil sebze ve meyve
tiiketimi ¢ok olan bireylerdeki bukkal mikrogekirdek sikligi, bunlan

tiiketmeyenlere gore anlamli derecede diisiik cikmstir (124).

Son yillarda, lenfositlerde oldugu gibi bukkal mukozadaki genetik hasarin

tespitinde de, ortamdaki tiim hiicreleri skorlamay1 esas alan “sitom” yaklasimi,
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daha yaygin hale gelmektedir. Bukkal mukoza sitom analizi, DNA hasarinin,
proliferatif potansiyelin ve hiicre oOlimiiniin etkili bir biyogostergesi olarak
degerlendirilmekte ve bu analiz sonucunda yaglanma, kanser ve norodejeneratif
hastaliklarin  riskinde olusabilecek artiglar, gercek¢i bicimde ortaya
konabilmektedir (126). Ancak, bukkal mikrocekirdek analizi sirasinda Ornek
toplama, boyama ve skorlama yontemindeki farkliliklar, analiz sonuglarinin da

degiskenlik gostermesine neden olmaktadir (124).
2.12.2. Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Y6ntemi

COMET yontemi, DNA dzerindeki tek ve c¢ift sarmal kiriklarinin
ol¢timiinde, yiiksek duyarlilik gosteren ve hem hiicredeki DNA hasari, hem de
hiicrenin bu hasar1 onarabilme kapasitesi hakkinda bilgi veren bir yontemdir. Baz
eksizyon onarimi ve tek sarmal kiriklarinin onarimi gibi siiregler, COMET
teknigiyle analiz edilebilmektedirler (121). COMET analizi, kolay uygulanabilen
ve radyasyon, stiren, vinil kloriir, 1,3-butadien, pestisitler, sa¢ boyalar,
antineoplastikler gibi bir¢ok etkene mesleki maruziyetin biyolojik izlenmesinde
kullanilan, hizli sonug veren, ucuz ve az miktarda biyolojik 6érnek gerektiren bir

tekniktir (129).

Her bir hiicredeki DNA iizerinde bulunan ve sayis1 yiiz ile birka¢ bin
arasinda degisebilen kiriklar, bu yolla tespit edilebilmektedir. Cekirdek
DNA’sindaki hasarlar bu yolla analiz edilebilirken; ¢ok kiiclik boyutta olmasi
dolayisiyla mitokondriyal DNA, COMET ile analiz edilebilmek i¢in uygun
degildir. Standart alkali COMET teknigi ile sarmal kiriklan (abazik bolgeler) ve
alkali degisken (labil) bolgeler saptanabilmektedir. DNA iizerinde siklikla goriilen
bir bagka hasar tiirii olan bazlarin oksidasyonu ise agaroz’daki hiicrelerin
parcalanmasi sonrasinda, DNA’nin lezyona 6zgii endoniikleazlarca kesime tabi
tutulmas: sayesinde, COMET teknigiyle analiz edilebilmektedir. Alkali islem,

DNA zincirlerinin kirik bélgelerden ayrilmasim1  saglamaktadir. Normal
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kosullarda, niikleozomlar’da histon proteinlerince koruma altina alinmis olan
DNA, 25 M NaCl ile lize edilip histon proteinleri ve niikleozomlar
uzaklastirildiktan sonra, alkali veya noétral kosullarda sarmallarinin agilmasi
saglanmaktadir (121). COMET analizinde, alkali kosullar i¢in pH>13,1 oldugunda,
katim iirtinii olusmus bazin depurinasyonu sonucu agiga cikan abazik bolge

sarmal kiriklarina doniiserek, alkali degisken bolgeler olusabilmektedir (129).

Lokositler, insan kaninda COMET analizi araciligiyla yapilan biyolojik
izleme i¢in yaygin kullanimi bulunan hiicreler olup; bu yoniiyle bazi avantajlar
ve dezavantajlara sahiptirler. Kolay ve ¢ok miktarda elde edilebilirler, hiicre
kiiltiiriine ihtiya¢ duymazlar. Dolasimda olduklarindan, viicudun genel durumu
hakkinda fikir verebilirler. Ancak, 6zel bir organ hasarinin degerlendirilmesi i¢in,
bu yoniiyle uygun degildirler. Ayrica, in vitro ortamlarda fitohemaglutinin gibi
bir mitojen olmadan, uzun siire yasayamazlar (121). Lenfosit disindaki hiicre
tiplerinde de, DNA hasarinin degerlendirilmesi amaciyla COMET analizi
kullanilabilmektedir. Ornek olarak, nazal ve bukkal epitel hiicreleri, inhalasyon
veya oral yolla maruz kalinan maddelerle dogrudan temasta olduklarindan, bu

analiz i¢in uygundurlar (129).

Beslenme, egzersiz, cinsiyet, enfeksiyonlar ve sigara gibi bir¢ok karistiric
faktor COMET analizi sonuglar {izerinde etkili olabildigi i¢in bu yontem, DNA
hasarinin maruziyet diizeyleriyle iligkilendirilmesi amaciyla kullanilamamaktadir.
Clinkii maruz kalinan kimyasallar ile olusgan DNA hasar1 arasinda doz-cevap

iligkisi bulunmamaktadir (129).
2.13. Protezlerin Bilesiminde Bulunan Metaller ve Etkileri

Protez iiretiminde, oran ve igerik degisikligi sz konusu olmakla birlikte;
Cr, Co, Mo, Ni, Al, Fe, Be gibi metallerin bir arada bulunabildigi alagimlar
kullanilmaktadir. En sik kullanilan metal alagimlar ise, Co-Cr igerikli olanlar ve

Au, Ag, Pd igerikli olanlardir (130). Bu metallerin 6zellikle solunum yolunda
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verdigi klinik bulgulara (9) ek olarak, oksidatif hasar olusturabilme kapasiteleri de
bulunmaktadir. Ornek olarak, krom’un hiicre icerisinde indirgenmesi sonucu, Cr-
DNA katim iriinleri (adduct) olusabilmekte ve bu sayede mutajenik ve
genotoksik etkiler goriilebilmektedir. Nikel ise, zaten karsinojenik etkili bir metal
olup, lipid peroksidasyonuna yol a¢makta ve DNA onarim siireglerini
bozmaktadir. Ayrica, bu iki metalin burun ve akciger kanserleriyle baglantili

olduklar: saptanmistir. Kobalt'in da, karsinojenik 6zelliginden siiphelenilmektedir

(131).

Krom (+3), dogada bulunan bir esansiyel eser elementtir ve viicutta kan
sekeri diizenlenmesinde rolii bulunmaktadir. Krom, hiicre igerisinde DNA katim
triinleri, capraz baglanmalar gibi DNA hasarlarina da yol agabilmektedir. Cr+*
‘nin mutajenik ve genotoksik etkilerinden, Cr-DNA katim iiriinleri sorumlu
tutulmaktadir. Cr*® gibi tiim kromatlar, siilfat ve fosfat gibi anyonlarin giris
yaptig1 kanallar araciligiyla, hiicrelere aktif olarak giris yapabilmektedirler.
Coziinmeyen kromatlar ise hiicre tarafindan fagositoz yoluyla alinmaktadirlar.
Kromatlar, hiicre igerisine giri yapmalarindan itibaren serbest radikal
olusturabilmektedirler (16). Hiicre igerisinde glutatyon ile Cr*¢ hizli bir kompleks
olusturmakta, daha sonra DNA iizerinde degisim olusturma kapasitesine sahip
olan Cr” sekline doniismektedir. Bu degisimi, H20: ile verdigi Fenton reaksiyonu

sonucu agiga ¢ikan hidroksil radikali araciligiyla gerceklestirmektedir (132).

Kobalt, kardiyotoksik etkili bir metaldir. Ancak, Biz vitamininin de
yapisina girmektedir. Co*? ile H20: reaksiyonu sonucu siiperoksit radikali
olusmaktadir ve bu etkinin, ADP veya sitrat ile gelasyonla inhibe edildigi
goriilmiistiir (16). Kobalt tarafindan, demir ile benzer kimyasal ozellikler
gostermesi  sonucu  Fenton  benzeri  reaksiyonlarla =~ ROS  iiretimi

gerceklesebilmektedir (117).
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Toksisitesinde hedef organin akciger oldugu nikel, DNA metilasyonu
Ozelliginin yani sira DNA onarim siireglerinin de bozulmasina yol ag¢mas:
dolayisiyla, karsinojen etki gosteren bir metaldir (16). Ayrica nikel, allerjen etkisi
de yiiksek olan bir metaldir. Nikel ve kobalt, serum proteinleriyle dolasimda

bulunabilmektedirler (48).

Kadmiyum, ¢ok toksik bir metaldir; dogrudan ve dolayl olarak siiperoksit
ve hidroksil gibi bir¢ok radikalin olusumuna yol agmaktadir. Hiicrede, sitoplazma
ve membrandaki proteinlerin yapisinda bulunan demir ve bakir ile yer
degistirebildigi; bu sekilde de fenton reaksiyonuyla serbest radikal olusumuna yol
acabilen bu iki metali serbestlestirerek, viicuttaki diizeylerini artirdig:
gbzlemlenmistir (133). IARC tarafindan “Kategori 1 - Insan karsinojeni” olarak
siniflandirilan kadmiyum, mesleki maruziyet sonucu akciger, prostat, bobrek ve

pankreas kanserleriyle de iliskilendirilmektedir (134).

Demir, DNA hasar1 olusturarak kanser hiicrelerinin daha kolay
biiyimesine katkida bulunan bir metaldir. Bakir, pro-oksidan 6zellige de sahip bir
metal olmasi  dolayisiyla, lipidlerin  peroksidasyonuna da  katkida
bulunabilmektedir (16). Memeli hiicrelerinde, sitoplazmada demir baglayan
“ferritin” ve serumda bakir baglayan “seruloplazmin” proteinlerinin de, radikal
olusturan reaksiyonlara aracilik eden bu metalleri baglamalar1 dolayisiyla,

antioksidan kapasite iizerinde dnemli etkileri oldugu diisiintilmektedir (24).

Antimutajenik bir ajan olarak gorev yapan selenyum, DNA ve diger
hiicresel bilesenleri oksidatif hasara karsi koruyan ‘Glutatyon Peroksidaz’ ve
‘Tiyoredoksin Rediiktaz’ enzimlerinin yapisina girmek suretiyle aktivite
gostermektedir (16). Zn ise, DNA polimeraz enziminin c¢aligmasinda kofaktor

olarak gorev yapmaktadir (135).
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GEREC VE YONTEM

Bu tez caligmasi, GATA Yerel Etik Kurulu'nun 06 OCAK 2014 tarih ve 31
no.lu oturumunda alinan onay sonrasinda, Eczacilik Bilimleri Merkezi Farmasotik
Toksikoloji Anabilim Dali, Ar-Ge Merkezi Uluslararasi Proje Koordinasyon ve
Yiiriitme Kismi (FAVOR) Laboratuar1 ve Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik ~ Toksikoloji ~ Anabilim  Dali  biinyesindeki  ¢aligmalarla
gerceklestirilmistir. Tez caligmasi, TUBITAK-SBAG tarafindan 114R045 numarali

Hizli Destek Projesiyle desteklenmistir.
3.1. Gruplann olugturulmasi

Gruplarin seciminde, asagidaki kosullar1 saglayan bireylerden oOrnek

alinmasina dikkat edilmistir;

e (Caligma grubu, kesintisiz olarak en az bir yildir protez iiretiminde
calisan kisilerden olusturulmustur. Kontrol grubu ise, protez tiretiminde

kullanilan materyallere maruz kalmayan kisilerden olusturulmustur.
e Tim goniilliiler 18 yasindan biiyiiktiir.

e Goniilliiler, herhangi bir kronik ilag¢ tedavisi gérmeyen, kalitsal veya

kronik bir hastaligi bulunmayan bireylerden se¢ilmistir.
e  Goniilliiler kronik alkol kullanimi olmayan bireylerden olusmaktadir.

e Goniilliller, radyoterapi ve/veya kemoterapi gormeyen bireylerden

olusmaktadir.

e Gonilliilerin tamamu, bilgilendirme ve olur (riza) formunu okuyup

imzalamigtir.
Asagidaki durumlara uyan bireyler ise ¢alisma dis1 birakilmigtir;

e Ornek alim giiniinde radyoterapi/kemoterapi/anestezi/dis tedavisi

almig olanlar
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e Ortopedik protezi bulunanlar
e Kronik ilag ve/veya alkol kullanimi bulunanlar
e Kanama bozuklugu ve/veya kan hastalig1 bulunanlar

e Bir yildan az siiredir protez iiretiminde ¢alisanlar

3.2. Goniilllilerden oOrneklerin toplanmasi ve ortam havasinda OGlgiim

yapilmasi

Tez c¢alismas1 kapsaminda, goniillii bireylerin déahil olma kriterleri
bakimindan  degerlendirilmesi i¢in, bu ¢alisgma i¢in = hazirlanmis
anket/degerlendirme formu kullanilmistir. Bu form araciligiyla bireylerin sigara,
alkol, kahve kullanimi aligkanliklari, beslenme diizenleri, hastalik ge¢misleri ve
hasta grubunun maruziyet ozellikleri ve siiresi gibi degiskenler hakkindaki
bilgiler kayit altina alinmigtir. Bu sorgulama sayesinde, uygun olmayan bireylerin
calisma dis1 birakilmas: saglanmig; uygun kosullari tasiyan bireylerin de dogru

degerlendirilebilmesi i¢in gerekli bilgiler alinmaya caligilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda uygulanacak genotoksisite testleri i¢in, sodyum
heparin (BD Vacutainer, 367876) ve lityum heparin (BD Vacutainer, 368884)
iceren tiiplere, tek kullanimlik alim setleriyle (BD Vacutainer, Eclipse 368609)
ayr ayri yaklasik 5 ’er ml kan 6rnegi alinmistir. Testlerle ilgili hazirhiklara (MN
ve COMET), kan ornekleri alindiktan hemen sonrasinda baglanmigtir. Yine es
zamanli olarak, oksidatif stres parametrelerinin ve metal (eser element)
diizeylerinin c¢alisilmasi amaciyla, EDTA iceren eser element tiiplerine (BD
Vacutainer, 368381) de yaklasik 5 ml kan 6rnegi, aym sirada alinmistir. Bu testler
icin de, kan Ornekleri derhal laboratuara alinarak +4 °C 'de 4400 rpm’de 5 dakika
stireyle santrifiij edilmis; plazma kismi polipropilen tiiplere ayrilarak -80 °C ’de
analiz yapilincaya kadar saklanmistir. Geride kalan sekilli elemanlar iizerine

hacminin iki kat1 kadar % 0,9’luk NaCl soliisyonu ilave edilerek hafifce ters yiiz
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edilmis ve +4 °C ’de 5 dakika daha santrifiij edilerek iistteki stipernatant kismi
atilmigtir. Bu iglem iki defa daha tekrar edilerek, sonunda dipte kalan eritrosit
kismindan polipropilen tiiplere 1 ml alinmuis, lizerine 4 ml soguk distile su ilave
edilerek vortekslenmis; bdylece eritrositlerin pargalanmasi saglanmistir.
Sonrasinda, numuneler analiz edilinceye kadar -80 °C ’de saklanmistir. Bukkal
mukoza epitel hiicre 6rnekleri ise yanak iginden tahta bir spatiil yardimiyla
alinarak, derhal onceden kodlanmis olan lamlara yayilmigs ve kurumaya

birakilmigtir.

Goniillilerin ¢aligmakta oldugu tiim protez laboratuarlarindaki ornek
alimlan sirasinda, ortam havasindaki metil metakrilat diizeyleri de, bu amagcla
tiretilmis 6zel 6l¢tim tiipleri (Gastec Detector Tube No.149, Japonya) aracilifiyla

Ol¢tilmiistiir.
3.3. Analizlerin uygulanmasi

Bu tez c¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen antioksidan enzim
aktivitelerinin, tiyobarbitiirik asit reaktif tiriiniiniin, oksidatif DNA hasarinin ve
glutatyon diizeylerinin o6l¢iimleri; Cayman Chemical Company (ABD) marka
kitlerle gerceklestirilmistir. Kitlerle ilgili bilgiler, ilgili bagliklar altinda

verilmistir.
3.3.1. Katalaz enzim aktivitesinin 6l¢iimii

Daha o6nce hazirlanmis olan plazma Orneklerindeki katalaz enzim
aktivitesi, katalaz enziminin peroksidatik fonksiyonu esasina dayali olarak
Olciilmistiir. Yontemin temeli, ortamdaki H20: varliginda, enzimin substrat
olarak metanol ile reaksiyon vermesi esasina dayanir. A¢iga ¢ikan formaldehit
iiriind, renk olusturucu Purpald (4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol)
ile mor tonlarinda renkler olusturmakta ve bu renk siddeti de kolorimetrik olarak

540 nm dalga boyunda o6l¢iilmektedir.
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Kullanilan cihaz ve kimyasallar

Metanol (Merck, 106009)
Bidistile su

Pipet (tek kanall1 ve ¢ok kanalli)

D N N N NN

Deneyin yapilisi

Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy H1)

Cayman Chemical marka kit (No.707002)(Tablo 3.1)

Olgiimler, herbiri 96 kuyucuklu mikroplaklarla asagida olusturulmus olan

tabloya gore gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1. Katalaz aktivitesi i¢cin hazirliklar ve 6l¢iimiin tasarima.

CAT
5 ml stok + 45 ml su = 50 ml Sample Buffer KUYUCUK (WELL)
;s Standartlar Pozitif -
Hazirhk Reaktif A-G) Kontro] | Srnek
Assay
2 ml stok + 18 ml su = 20 ml 100 100 100
Buffer
Hazir Metanol 30 30 30
Ana stok + 2 ml dilue Sample Buffer - Vortex - Pozitif
. Kontrol 20
100 pl + 1,9 ml dilue Sample Buffer
Standartlar A B C D E F G ul
Stok 0 10 | 30 | 60 | 90 | 120 | 150 Standart 20
1000
Sample 1000 | 990 | 970 | 940 | 910 | 880 | 850
Buffer
Dilusyonsuz okuma Sample 20
40 pl stok + 9,96 ml su = 10 ml H202 20 20 20
4 ml soguk su eklenerek hazirland1 KOH 30 30 30
Hazir Purpald 30 30 30
Hazir Potasyum 10 10 10
periyodat
TOPLAM
. Tek okuma. : 24 2 2
540 nm. Tek okuma HACIM(u) 0 40 40
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Okumalar sonucunda,

standartlarla elde edilmis degerlerden bir

kalibrasyon dogrusu ¢izilmis ve buradan Orneklerdeki enzim aktivitesi

(nmol/dk/ml) cinsinden hesaplanmigtir ($ekil 3.1).

Katalaz

_—®

*

/ y = 0,0074x - 0,0048

0,6
0,5
0,4
w
f=
5 03
2 02
<

/ R?=0,9871

0,1 *
0
-0,1

0

10

20

30 40 50 60 70 80

Konsantrasyon (nmol/dk/ml)

Sekil 3.1. Katalaz aktivitesi 6l¢limiine ait kalibrasyon grafigi.

3.3.2. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin 6l¢iimii

Plazma orneklerindeki SOD aktivitesi, ksantin oksidaz ve hipoksantin

tarafindan olusturulan siiperoksit radikalinin, tetrazolyum tuzu araciliiyla

saptanmasi esasina dayanmaktadir. Bir iinite SOD, siiperoksit radikalinin %50

oraninda dismutasyonunu saglamak icin gereken enzim miktarim1 ifade

etmektedir. Kit araciligiyla, 440 nm dalga boyunda total SOD aktivitesi

Ol¢tilmektedir.

Kullanilan cihaz ve kimyasallar

v Cayman Chemical marka kit (N0.706002)(Tablo 3.2)

v' Bidistile su

v" Pipet (tek kanalli ve ¢ok kanalli)
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v' Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy H1)

Deneyin yapilis

tabloya gore gerceklestirilmistir.

Olgiimler, herbiri 96 kuyucuklu mikroplaklarla asagida olusturulmus olan

Tablo 3.2. Siiperoksit dismutaz aktivitesi i¢in hazirliklar ve 6l¢iimiin tasarimi.

SoD
3 ml stok + 27 ml su = 30 ml Assay Buffer
KUYUCUK (WELL)
2 ml stok + 18 ml su = 20 ml Sample Buffer
Hazirlik Reaktif %aéthr Ornek
50 pl stok + 19,95 ml Dilue Assay Buffer = 20 ml Rl 200 200
Detektor
Standart A B C D E F G pl
Stok 0 20 |40 |80 | 120 160 | 200 Standart 0
1000
Sample 1000 | 980 | 960 | 920 | 880 | 840 | 800
Buffer
10 pl Plazma + 40 pl Sample Buffer Numune 10
50 pl stok + 1,95 ml Dilue Sample Buffer = 2 ml Ksantin 20 20
oksidaz
440 nm. Tek okuma. TOPLAM
: 230 230
*(20ul + 1,98 m1 dilue sample buffer =2ml) HACIM (pl)

Okumalar

sonucunda,

standartlarla elde

edilmis degerlerden bir

kalibrasyon dogrusu cizilmis ve bu dogru araciligiyla orneklerdeki enzim

aktivitesi (U/ml) cinsinden hesaplanmistir (Sekil 3.2).

59




Siiperoksit dismutaz

1,2

3
= 1
z
g 0,8
S 06 / y = 2,9103x + 0,2391
s = R = 0,9896
g of ‘//
3 02
£
—

0

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Konsantrasyon (U/ml)

Sekil 3.2. Siiperoksit dismutaz aktivitesi 6l¢iimiine ait kalibrasyon grafigi.

3.3.3. Glutatyon peroksidaz enzimi aktivitesinin ol¢iimii

Kullanilan kit araciligiyla GPx aktivitesinin ol¢iilmesi, dolayli yoldan
“Glutatyon Rediiktaz (GR)” reaksiyonuyla saglanmaktadir. Hidroperoksitlerin
indirgenmesi sirasinda GPx araciligiyla okside olan glutatyon molekiilii, eski
haline GR ve NADPH ile donmektedir. Bu sirada kullanilan NADPH molekiili,
NADP+ sekline okside olmakta ve bu oksidasyon, 340 nm dalga boyunda
absorbans azalisi meydana getirmektedir. Bu azalisa gore de, GPx aktivitesi

hesaplanmaktadir.

Kullanilan cihaz ve kimyasallar

v Cayman Chemical marka kit (N0.703102)(Tablo 3.3)
v’ Bidistile su
v" Pipet (tek kanalli ve ¢ok kanalli)

v" Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy H1)

Deneyin yapilisi

Olciimler, herbiri 96 kuyucuklu mikroplaklarla asagida olusturulmus olan

tabloya gore gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.3. Glutatyon peroksidaz aktivitesi i¢in hazirliklar ve 6l¢iimiin tasarimi.

GPx
2 ml stok + 18 ml su = 20 ml Sample Buffer KUYUCUK (WELL)
Hazirlik Reaktif Pozitif .
Background Kontrol Ornek
3 ml stok + 27 ml su = 30 ml Assay Buffer 120 100 100
3 vialin her birine 2’ser ml su Ko-substrat 50 50 50
10 pl stok + 490 pl Sample Buffer GPx Kontrol 20
10 pl Plazma + 10 pl Sample Buffer | Numune 20
Kiimen
Hidroperoksit 20 20 20
340 nm. 1 okuma/dk. (5 okuma) TOPLAM HACIM 190 190 190

Okumalar sonucunda, kor (background) ve pozitif kontrol degerleri

araciligiyla, orneklerdeki enzim aktivitesi (nmol/dk/ml) cinsinden hesaplanmistir.

3.3.4. MDA diizeyinin 6l¢iimii

Yontemin esasi, biyolojik orneklerde bulunan lipid peroksidasyonunun

major iirtind sayillan MDA (malondialdehit) ile TBA (tiyobarbitiirik asit) arasinda

yiiksek sicaklikta (90-100 °C) olusan katim driiniiniin vermis oldugu pembe

rengin siddetinin, 530 nm dalga boyunda kolorimetrik yontemle 6l¢iimiine

dayalidir.

Kullanilan cihaz ve kimyasallar

Bidistile su

A N N NN

Benmari

Pipet (tek kanall1 ve ¢ok kanalli)

Santrifiij cihazi (IEC Centra MP4R)

Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy H1)

Cayman Chemical marka kit (No.10009055)(Tablo 3.4)
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Deneyin yapilisi

Olgiimler, herbiri 96 kuyucuklu mikroplaklarla asagida olusturulmus olan

tabloya gore gerceklestirilmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Malondialdehit diizeyi i¢in hazirliklar ve dl¢timiin tasarimai.

TBARS (MDA)
CH3COOH®: 40 ml stok + 160 ml su NaOH®®: 20 ml stok + 180 ml su
Hazirhk Reaktif ?g)artlar Ornek
A B C D E F G H
Stok© 0 5 10 | 20 | 40 | 80 | 200 | 400 | Standart 100
Su 1000 | 995 | 990 | 980 | 960 | 920 | 800 | 600
Numune 100
SDS 100 100
2 g TBA + 200 ml dilue CH3COOH® + 200 ml dilue NaOH®® | Renk Reaktifi 4000 4000
©: 250 pl MDA stok st. + 750 pl su = 1 ml (=125pM MDA) ;iléllﬁM /1131(1)y}‘1[11cuk /llfl?yi;lllcuk

Olgiimlerin sonucuna gore, standartlarla elde edilmis degerlerden bir
kalibrasyon dogrusu cizilmis ve bu dogru araciligiyla da, 6rneklerdeki MDA
diizeyi (uM) cinsinden hesaplanmistir (Sekil 3.3).

MDA

0,08
0,07
0,06
0,05

y =0,0014x + 0,0006

0,04
' R?=0,9994
0,03 e
0,02
0,01 A
! ’,,&

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (uM)

Absorbans

Sekil 3.3. Malondialdehit diizeyi 6l¢limiine ait kalibrasyon grafigi.
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3.3.5. Glutatyon diizeyinin 6l¢timii

Yoéntemin esasi, glutatyon molekiiliindeki siilfidril grubunun, DTNB (5,5 -
ditiyo- bis-2-(nitrobenzoik asit)) ile reaksiyon vererek sar1 renkli TNB (5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit) agiga ¢ikarmasi; sonrasinda da, GSH ile TNB arasinda olusan
GSTNB adh disiilfit bilesiginin GR enzimi tarafindan indirgenmesiyle, GSH ve
daha ¢ok TNB olusmasidir. TNB’nin bu déngiisii sirasindaki degisim, 6rnekteki
glutatyon diizeylerini saptayabilmek amaciyla, 405 nm dalga boyunda
Olciilmektedir. Kullanilan kit araciligiyla, bu sekilde dolayli yoldan glutatyon
diizeyleri ol¢iilmekte ve bu sayede hem indirgenmis, hem de yiikseltgenmis

(total) glutatyon diizeyleri 6l¢iilmiis olmaktadar.
Kullanilan cihaz ve kimyasallar

Cayman Chemical marka kit (No.703002)
Bidistile su

Pipet (tek kanalli ve ¢ok kanalli)
Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy H1)
Metafosforik asit (Alfa Aesar, 33267)

AN N N N N

Trietanolamin (Sigma, 90279)

Deneyin yapilisi

Orneklerin, analiz  &ncesinde deproteinasyona tabi  tutulmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in, %10 ’luk metafosforik asit ¢o6zeltisi hazirlanarak
Orneklerin {izerine esit hacimde eklenmis ve vortekslenmistir. Oda 1sisinda 5
dakika bekletilen ornekler, 2000 g devirde iki dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatant alinarak, 6nceden hazirlanmis olan 4 M trietanolamin ¢6zeltisinden

50 ’ser pl eklenmis ve derhal vortekslenmistir.

Analize baslarken, oncelikle her kuyucuga 50 pl 6rnek eklenmistir. Kit

icerisindeki reaktiflerle, tarif edilen sekilde “Assay Cocktail” hazirlanarak, derhal
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her kuyucuga 150 pl katilmis ve orbital calkalayicida ¢alkalanmigstir. Mikroplaka
okuyucuda 405-414 nm dalga boyunda, 5 dakikada bir olacak sekilde ve 30 dakika
stireyle (toplamda 6 adet) okuma yapilmistir. Okumalar sonucunda, standartlarla
elde edilmis degerlerden bir kalibrasyon dogrusu cizilerek, bu dogru araciligiyla

orneklerdeki glutatyon diizeyi (M) cinsinden hesaplanmistir (Sekil 3.4).

Total Glutatyon

1
(]

0,8
S 06
2 ¢ y =0,0573x + 0,029
3 R2=0,9926
o)
<

0;4 /
0,2
0 /

0 5 10 15 20
Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.4. Glutatyon diizeyi 6l¢iimiine ait kalibrasyon grafigi.

3.3.6. Oksidatif DNA hasarinin 6l¢iimii

Analizin prensibi, keci’den elde edilmis olan “Anti-fare IgG monoklonal
antikoru” ile kaph kuyucuklara, tracer (AChE bagh 8-OHdG) ile serbest haldeki
oksidatif hasarli guanin’in yarismali olarak baglanmasi; sonrasinda ise
baglanmayan molekiillerin Ellman Reajani (AChE enziminin substrati)
araciligryla uzaklagtirilarak, buradaki enzimatik reaksiyonun agiga ¢ikardig: sar
rengin siddetinin 405-420 nm araliginda bir dalga boyunda 6l¢timiidiir. Burada,
baglanan baz diizeyinin (tracer) saptanmasi aracilifiyla, baglanmayan serbest
hasarli guanin miktar1 (8-OHdG, 8-OHG ve 8-OH-guanozin toplami)

hesaplanmaktadir.
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Kullanilan cihaz ve kimyasallar

v Cayman Chemical marka kit (N0.589320)
v' Ultra saf su
v" Pipet (tek kanalli ve ¢ok kanall1)

v' Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy H1)

Deneyin yapilisi

Calismanin tasarimi ve uygulanmasi, kit igerisinde verilen yonergelere
uygun olarak gerceklestirilmis ve hesaplamalar da yine kit igerisinde bildirilen
yonteme uygun olarak yapilmistir. Standartlarin buna uygun sekilde

kalibrasyonu, asagida gosterilmistir (Sekil 3.5).

Oksidatif DNA Hasari
1

00,000 y = 2,0058x* - 9,58x3 + 0,4393x2 + 9,8549x + 75,697
2 60,000
S~
)
X 40,000 \

20,000

0,000
0 1 2 3 4
log-konsantrasyon

Sekil 3.5. Oksidatif DNA hasar diizeyi 6l¢iimiine ait kalibrasyon grafigi.

3.3.7. Bukkal epitel hiicrelerinde sitom taramasi

Tez calismasi kapsaminda tiim bireylerden alinmig olan bukkal epitel
ornekleri, sitom taramas: amaciyla Bolognesi ve dig. tarafindan yayimlanan

yonteme gore degerlendirilmistir (136). Feulgen ve Light Green (Fast Green) ile
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boyanan hiicrelerin kalici ve parlak goriiniimlii olabilmesi ve bunun da
mikroskobik analizde 6nemli kolaylik saglamasindan dolayi; boyamalar bu yolla
yapilmigtir. Feulgen boyas1t DNA’ya 6zgii olarak, mikroskop altinda parlak kirmizi
goriintii olusturan bir boyama yapmaktadir. Light green ise hiicre sitoplazmasini
parlak yesil renge boyamaktadir. Giemsa ve May-Griinwald gibi boyalar ise,
yanlis pozitif sonuglara yol acarak mikrogekirdek sikliginin oldugundan daha
yliksek degerlendirilmesine sebep olmakta ve bu yilizden bukkal hiicre

boyamalarinda ¢ok tercih edilmemektedirler (126).

Orneklerin  degerlendirilmesi sirasinda, analize uygun durumda
bulunmayan 11 6rnek (¢aligma grubundan 1 6rnek, kontrol grubundan 10 6rnek)

degerlendirme dis1 birakilmistir.

Kullanilan cihaz ve kimyasallar

v' Tiragh lam (Thermo Sci. Superfrost)
v" Tahta spatiil

Metanol (Merck, 106009)
Pararosanilin (Merck, 107509)

Fast Green (Merck, 104022)
Bidistile su

Hidroklorik asit (Merck, 137007)
Benmari

Ksilen (Merck, 108665)

Pipet (tek kanalli ve ¢ok kanall1)

NN N N N R N NN

Isik mikroskobu (Nikon Eclipse E200)

Deneyin yapilisi

Bireylerden, tahta bir spatiil araciligiyla her iki yanak icinden alinan
stirlintdi 6rnekleri, bekletilmeden 1slak lamlara yayilarak kurumaya birakilmistir.

Kurumay: takiben %80 metanol ile fiksasyona tabi tutularak kurutulan 6rnekler,
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Feulgen Boyama ile boyanmigstir. Bunun i¢in, daha 6nceden kodlanmis lamlar, 1
N HCI ile sirasiyla 2 dak. oda sicakliginda, 10 dak. 60 °C ’de ve 2 dak. oda
sicakliginda bekletilmis, distile suyla yikanarak kurumaya birakilmistir. Oda
sicakliginda ve karanhikta 90 dak. siireyle Feulgen boyama (100 ml distile su
icerisinde 1 g pararosanilin) yontemi uygulanan lamlar, siire sonunda 5 dak.
distile suyla yikanmistir. Lamlar, fast green soliisyonunda (100 ml etil alkol iginde
0.5 g fast green) 10 sn. i¢in boyanmis ve 10 dak. ksilen’de bekletilmistir. Son

olarak kurutulan lamlar, 151k mikroskobu altinda degerlendirmeye alinmistir.

Degerlendirme amaciyla, literatiirdeki sayim ve siniflama kriterlerine
uygun olarak, her birey i¢in 2000 bukkal hiicredeki anomali sikliklar: skorlanmis
ve kayit altina alinmistir. Daha sonra, sayimi yapilan bu parametrelerin gruplar

aras! istatistiksel kargilastirmalar gerceklestirilmistir.
3.3.8. Tek Hiicre Jel Eletroforez (COMET) analizi

COMET analizinde hiicreler agaroz kaph lamlara eklenmekte; agaroz’da
hiicreler ve cekirdek zarlar1 parcalanarak ortaya ¢ikan DNA, alkali veya nétral
kosullarda elektroforez ile siiriikklenmektedir. Hiicreler uygun sekilde
boyandiktan sonra, floresans mikroskopta analizleri gerceklestirilmektedir. Sonug
¢iktis1 olarak, dogrudan olusmus veya DNA baz hasarindan doniigsmiis olan sarmal
kiriklan1 olgiilmektedir. DNA hasarinin diizeyi, kuyruk uzunlugu (tail length)
veya bu uzunlugun kuyruktaki floresans yogunlugu ile ¢arpilmasi sonucu elde
edilen deger (tail moment) olarak degerlendirilmektedir (129). Ayrica, cok
kullanish ve degiskenligi diisiik bir degerlendirme yolu olmasi dolayisiyla, kuyruk
bolgesindeki DNA'min % olarak ifadesi (tail intensity) de, son yillarda hasarin

kantitatif 6l¢iimii olarak yogun sekilde kullanilmaktadir (137).

Bu tez ¢aligmasinda COMET analizi, gerekli donanima sahip olmasindan
dolay1 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Toksikoloji Anabilim

Dali laboratuarinda gergeklestirilmistir.
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Kullanilan cihaz ve kimyasallar

R&D Systems Trevigen COMET Lamlar1 (4250-200-03)
Analiz Yazilimi (Perceptive Instruments COMET Assay IV)
Yatay Jel Elektroforez Cihazi (Cleaver Scientific CSL-COM20)
Floresans mikroskobu (Leica DM1000)

pH metre (WTW pH330i / SET, Almanya)

Lenfosit Izolasyon Tiipii (LeucoSep®)(Greiner Bio-One, Almanya)
PBS tablet (Ambresco, ABD)

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck, Almanya)

Potasyum kloriir (KCl) (Merck, Almanya)

EDTA.2H,0 (Ambresco, ABD)

Etanol (Merck, Almanya)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Ambresco, ABD)

Diisiik erime dereceli agar (LMA) (Sigma, ABD)

Tris. HCI (Ambresco, ABD)

Sodyum lauril sarkosinat (Ambresco, ABD)

Triton X-100 (Ambresco, ABD)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)

Etidyum bromiir (Sigma, ABD)

NN N N N N N T U N N N N N N N

Deneyin yapilisi

PBS (Phosphate Buffered Saline)(pH 7.4): 10 tane PBS tablet, 900 ml kadar

saf suda manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oziilmiis ve ¢ozeltinin pH’s1 7.4 olarak
ayarlanmistir. Cozelti balonjoje’ye aktarilarak, saf su ile 1 L hacme tamamlanmig

ve +4 °C ’de saklanmigtir.
1 N NaOH: 4 gr NaOH tartilarak, distile su ile 100 ml hacme tamamlanmistir.

Lizing Stok Cozeltisi: 146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA ve 1,2 g Tris tartilarak, 500 ml
distile su eklenmistir. 10 gr NaOH eklenerek, pH=10 olarak ayarlanmistir.

Kimyasallar tamamen ¢6ziindiikten sonra, 10 g Sodyumlaurilsarkosinat eklenerek
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¢ozlinlinceye kadar karistirilmig, sonrasinda distile su ile 890 ml hacme

tamamlanmistir.

Lizing Cozeltisi: 0,7 ml Triton X-100, 7 ml DMSO ve 63 ml lizing stok ¢ozeltisi,

deneyin yapilacag: giin taze olarak kargtirilarak, buzdolabinda soguyuncaya

kadar bekletilmigtir.

10 N NaOH ¢ozeltisi: 200 g NaOH tartilarak, 500 ml distile suda ¢oziilmiistiir.

200 mM EDTA ¢ozeltisi: 14,89 g EDTA tartilmis ve 200 ml suda ¢oziilerek, pH=10

olarak ayarlanmigtir.

Elektroforez Cozeltisi: Deney giiniinde 6,5 ml 200 mM’lhik EDTA, 39 ml 10 N

NaOH ve 1254,5 ml soguk su karistirilmis; buzdolabinda +4 °C "de saklanmistir.

Notral Lizing Cozeltisi: 48,5 g Tris tartilarak 750 ml distile suda ¢6ziilmiis ve
pH=75 olarak ayarlanmistir. Daha sonra, distile su ile 1000 ml ’ye

tamamlanmistir.

Etidyum Bromiir Cozeltisi: 10 mg etidyum bromiir tartilarak 50 ml distile suda

¢oziilmiis; bu stok (200 pg/ml) ¢ozeltiden, boyama sirasinda 1ml alinip, 9 ml
distile su eklenmistir (20 pg/ml). Bu son c¢ozeltiden, her bir lama 60 pl

damlatilmistir.

Diisitk Erime Noktali Agar (LMA) Cozeltisii PBS (Na ve K icermeyen) ile

coziillerek % 0,75 ’lik c¢ozeltisi hazirlanmis ve buzdolabinda + 4 °C ’de

saklanmigtir. Kullanilmadan 6nce su banyosunda 37 °C ’ye getirilmistir.

Lenfosit izolasyonu i¢in, LeucoSep® izolasyon tiiplerine 3’er ml Biochrom
koyularak, 1000 g devirde 10 saniye santrifiij yapilmis; bu sekilde lenfosit ayrim
soliisyonunun dibe inmesi saglanmistir. Uzerlerine kan numuneleri koyularak,
1000 g devirde 10 dakika daha santrifiij yapilmistir. Daha sonra, siipernatant 15
ml’ lik tiipe alinmisg; {izerine 10 ml'ye kadar PBS ilave edilerek, 250 g devirde 10
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dakika daha santrifiij yapilmistir. Stipernatant atilarak, lenfositlerden olusan

pellet PBS ile 2 ml 'ye tamamlanmis ve homojenize edilmigtir.

Hiicreleri agara almak igin, PBS igerisinde homojenize edilmis olan
hiicrelerden, her bir lamda 10.000-20.000 arasinda olacak sekilde hesaplanarak;
50 pl hiicre siispansiyonunda 37 °C’de eritilmis ve 100 pl % 0,5'lik LMA ile
kanigtirilarak, agar ile kaplanmis lamlara yayilmistir. Lamlarin iizerine lamel
kapatildiktan sonra, buzlu metal yiizey {izerinde yaklasik 5 dakika bekletilerek
agar’in katilagsmas: saglanmig; LMA donduktan sonra, lameller atilmigtir. Lamlar,
daha onceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizing c¢ozeltisine

daldinilarak, 1 saat siireyle buzdolabinda bekletilmistir.

Elektroforez uygulamasi i¢in tank, soguk elektroforez ¢ozeltisi ile uygun
miktarda doldurulmus; lizing c¢ozeltisinden ¢ikarilan lamlar, agar yayilan
kisimlarn iiste gelecek ve hepsi ayni yone bakacak sekilde tank igerisine
yerlestirilmistir. Lamlar bu ¢ozeltide 20 dakika akim uygulamadan bekletildikten
sonra, 25 V ve 300 mA akim altinda, 20 dakika siireyle elektroforez
uygulanmigtir. Bu sirada tankin 1sinmasini engellemek amaciyla, tanka sogutucu

su pompasl baglanmistir.

Notralizasyon ve hiicrelerin fiksasyonu amaciyla, elektroforez islemi
sonucunda tanktan cikarilan lamlar cam sale igerisine dizilmis; bir kez distile
sudan gecirilerek pH=7.4 ’teki notral lizing c¢ozeltisi icerisinde 15 dakika
bekletilmistir. Hiicreleri fikse etmek amaciyla, lamlar sirasiyla % 50, % 70 ve %
96’11k etil alkol icerisinde 5 ’er dakika bekletilmis; sonrasinda kurutularak, okuma

yapilincaya kadar karanlhkta ve +4 °C 'de saklanmistir.

Boyama ve mikroskopta degerlendirme icin de, degerlendirilecek lamlara
60 pl (20 pg/ml) etidyum bromiir ¢ozeltisi eklenmis; iizerine lamel kapatilarak 10

dakika karanlikta bekletilmistir. Bu sayede, DNA'nin floresan boya ile boyanmasi
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saglanmistir. Daha sonra, fluoresan mikroskop araciligiyla, jelin kapladig:
alandaki biitiin koselerden 2 ’ser mm iceride olacak sekilde rastgele tarama
gerceklestirilmis; bu taramada {ist iiste gelen ve asir1 kuyruk olusturmus hiicreler
dikkate alinmamistir. Lamlardaki okumalar, ‘Comet Assay IV’ yazilim
kullanilarak yapilmigtir. Kuyruktaki DNA yogunlugu (tail intensity) degerleri,
her lamda 100 hiicre olacak sekilde kaydedilmistir.

3.3.9. Metal Analizleri

Gontllilerden alinan plazma 6rneklerindeki eser elementlerin 6l¢iimleri
yapilarak; her iki grup iizerinde karsilagtirilmali olarak istatistiksel degerlendirme

uygulanmustir.

Kullanilan cihaz ve kimyasallar

Mikrodalga asit dijesyon {iinitesi (Milestone mls1200 mega)
Atomik Absorbsiyon Spektrometresi (Perkin Elmer AAS-800)
Santrifiyj (IEC Centra MP4R)

Bidistile su

Pipet (tek kanalli ve ¢cok kanall1)

Nitrik asit (Merck, 100443)

N N N N R NN

Hidrojen peroksit (Merck, 108597)

Deneyin yapilisi

Eser element tiiplerindeki kan o&rnekleri santrifiij edilerek, plazma
kisimlarindan 1 ml alinmis ve asit dijesyon sisteminin teflon kaplarina konarak,
tizerine 3 ml nitrik asit ve 0,5 ml hidrojen peroksit eklenmistir. Kapaklar:

sikigtirllarak mikrodalga iinitesinde dijesyon islemine tabi tutulmustur. Islem
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sonrast kalan miktar, bidistile su ile 5 ml'ye tamamlanmig ve sonrasinda Flame-

AAS sistemiyle eser element diizeyleri tespit edilmigtir.

3.4. Istatistiksel Analiz

Ol¢iim ve sayim yoluyla gerceklestirilen analizler sonucu elde edilen
veriler dagilimlar itibariyle incelenmis (Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk),
normal dagilima uygunluk gostermedikleri saptanmigtir. Elde edilen verilerin
normal dagilim gostermemeleri dolayisiyla, istatistiksel olarak
yorumlanmalarinda Mann-Whitney U testi, Spearman korelasyon analizi ve
olusan farkliliklar iizerinde yas, cinsiyet ve sigara kullanimi gibi faktorlerin
etkilerini degerlendirmek i¢in de Kovaryans analizi yontemleri kullanilmistir.
Istatistik hesaplamalar, gruplar arast farkin anlamlibk diizeyi p<0,05 kabul

edilerek, bilgisayar ortaminda SPSS 21.0 programi araciligiyla gerceklestirilmistir.
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BULGULAR

Numunelerin alindig: dis protez laboratuarlarinda yapilan hava 6l¢iimleri
sonucunda, ¢alisma ortamindaki metil metakrilat konsantrasyonlar1 25 — 50 ppm

araliginda bulunmustur.

Tez caligmasinda numune alinan goniillillerin olusturdugu maruziyet ve

kontrol gruplarina ait 6nemli bazi veriler asagida sunulmustur (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Gruplara ait demografik veriler.

Yas Meslek siiresi Sigara Sigara
(Ort.+St.Sapma)  (Ort.+St.Sapma) Igen I¢meyen
(Tf;;yen 35,289+ 9,804 16,159+ 9,111 o p 40 i
B T i (%88,4)  (%11,6)  (%58) (%42)
Kontrol 45 22 23 44
35,731 + 8,682
(n=67) 4 — (%67,2)  (%32,8)  (%343)  (%65,7)

Tim gruplardaki analizler sonucu elde edilen, antioksidanlara ve lipid
peroksidasyon {iriiniine ait veriler; normal olmayan dagilim sergilemelerinden
dolay1, parametrik olmayan “Mann-Whitney U” testiyle degerlendirilmis ve
“Ortanca (En diisiik — En yiiksek)” seklinde gruplara gore asagida gosterilmigtir
(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Antioksidan molekiil aktiviteleri ve lipid peroksidasyon iiriini
diizeylerinin gruplar arasinda karsilagtirilmasi.

PARAMETRE TEKNISYEN (n=69) KONTROL (n=67)

CAT (nmol/dk/ml) 80,451 (40,564 — 143,540) 74,139 (34,425 — 285,376) 50,05
SOD (U/ml) 13,273 (5,271 — 28,624) 10,447 (0,471 — 18,607)  <0,001
GPx (nmol/dk/ml) 106,970 (2,546 — 187,962) 120,214 (0,509 — 166,059)  <0,05
Glutatyon (uM) 159,019 (46,017 — 324,769) 55,378 (16,894 — 179,747)  <0,001
MDA (uM) 5,000 (0,357 — 13,928) 3,500 (0,500 — 14,928)  <0,001
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Tim bireylerde yapilmis olan genetik hasar gostergelerine ait veriler de,
“Mann-Whitney U” testiyle degerlendirilmis ve “Ortanca (En disik — En

yiiksek)” olarak gruplara gore asagida gosterilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Gruplara ait oksidatif DNA hasar1 ve COMET analiz sonuglarinin

kargilagtirilmasi.
PARAMETRE TEKNISYEN (n=69) KONTROL (n=67)
8-OHdG (pg/ml)  6176,60 (2374,10 — 18019,80) 7643,10 (3498,72 - 30662,67)  <0,05
COMET
4,8882 (0,7649 — 30,6976) 4,75572 (0,5773 — 11,6133) >0,05

(Tail intensity)

Gruplar olusturan bireylerin serum eser element diizeylerinin istatistiksel
olarak “Mann-Whitney U” testiyle karsilastirilmasi, “Ortanca (En disiik — En

yiiksek)” seklinde asagidaki tabloda sunulmustur (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Serum eser element diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi.

PARAMETRE TEKNISYEN (n=69) KONTROL (n=67)

Bakur (pg/ml) 0,317 (0,063 — 0,666) 0,503 (0,265 — 2,039) <0,001
Demir (pg/ml) 1,288 (0,411 — 3,935) 1,289 (0,168 — 2,209) 50,05
Cinko (pg/ml) 0,259 (0,124 — 0,481) 0,376 (0,209 — 0,656) <0,001

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanan parametreler
tizerinde cinsiyet, yas ve sigara kullanimi gibi faktoérlerin etkinligi de, kovaryans
analiziyle istatistiksel olarak degerlendirilmis ve bu faktorlerin hangisinin olusan

farklilikta etkili oldugu, asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Olgiilen parametrelerde gruplar arasi farkliliga etki eden faktérler ve
etkilerinin anlamhlik diizeyleri.

FARKLILIK ETKENI (p)
PARAMETRE
Maruziyet Yas Cinsiyet Sigara Kullanimi

SOD (U/ml) <0,001 >0,05 >0,05 >0,05
GPx (nmol/dk/ml) >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Glutatyon (uM) <0,001 >0,05 >0,05 >0,05
MDA (pM) =0,001 >0,05 >0,05 =0,008
8-OHdG (pg/ml) <0,001 >0,05 =0,007 >0,05
Bakir (pg/ml) <0,001 >0,05 <0,001 >0,05
Cinko (pg/ml) <0,001 >0,05 >0,05 >0,05

Olgiimle elde edilen ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmis olan parametrelerden, SOD aktivitesi ile glutatyon ve c¢inko
diizeylerinde gruplar arasindaki farkin diger faktorlerden degil, metakrilat
maruziyeti kaynakli olabilecegi degerlendirilmistir. Gruplardaki GPx aktiviteleri
arasinda, sadece metakrilat maruziyetinin yarattigni fark anlamliliga yakin
bulunmakla birlikte (p=0,06); olusan bu farkliligin degerlendirilen faktérlerden
higbirinden etkilenmedigi goriilmiistiir. Oksidatif DNA hasar1 ve bakir diizeyleri
arasindaki farkin nedeni incelendiginde ise, metakrilat maruziyetinin yami sira
cinsiyetin de bu farkin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu goriilmiistiir. Tki grup
arasindaki MDA diizeylerinde goriilen farkin da, metakrilat maruziyetinin ve

sigara kullaniminin etkisiyle ortaya ¢iktig1 saptanmisgtir.

Bukkal epitel hiicrelerinde yapilmis olan mikrogekirdek sitom taramas: ile
ilgili parametrelerin, “Mann-Whitney U” testiyle elde edilen gruplar arasi
istatistiksel karsilastirma sonuglari, “Ortanca (En diisiik — En yiiksek)” seklinde
asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 4.6). Bu analiz i¢in hazirlanan
numunelerden, maruz grupta bir adedi ve kontrol grubunda on adedi, uygun

analiz kosullarini saglamadi i¢in degerlendirme dis1 birakilmistir.
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Tablo 4.6. Bukkal epitel sitom taramasi bulgularinin istatistiksel kargilagtirilmasa.

PARAMETRE TEKNISYEN (n=68)

Bazal Hiicre 1,994 (0,000 - 19,733)
Piknotik Hiicre 8,496 (0,000 — 31,936)
Karyolitik Hiicre 44,422 (10,000 — 141,645)
Karyorhektik Hiicre 23,609 (3,976 — 122,000)
Biniikleer Hiicre 0,969 (0,000 — 11,000)
Kondanse Kromatin 14,877 (2,980 — 57,855)
Kirik Yumurta 0,000 (0,000 — 4,992)
Niikleer Tomurcuk (NBUD) 0,492 (0,000 — 3,994)
MN igeren hiicre sayist 0,992 (0,000 — 6,012)
MN sayis1 0,992 (0,000 — 10,000)

KONTROL (n=57)
7,972 (0,000 — 97,463)
2,000 (0,000 — 15,000)
58,970 (5,976 — 230,476)
23,000 (0,000 — 108,945)
0,000 (0,000 — 8,000)
37,981 (8,964 — 100,000)
0,000 (0,000 — 5,896)

0,000 (0,000 — 1,000)

0,000 (0,000 — 3,000)
0,000 (0,000 — 6,000)

P
<0,001

<0,001
<0,05
>0,05
>0,05
<0,001
>0,05

<0,001

<0,001
<0,001

Bukkal sitom taramasi sonucunda, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmis parametreler iizerinde, yas ve sigara kullaniminin etkinligi

de kovaryans analiziyle istatistiksel olarak degerlendirilmis ve bu farklilikta hangi

faktorlerin etkili oldugu, asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Bukkal sitom sonuglarinda gruplar arasi farkliliga etki eden faktorler ve

etkilerinin anlamhilik diizeyleri.

FARKLILIK ETKENI (p)
PARAMETRE Sigara
Maruziyet Yas
Kullanim1
Bazal Hiicre <0,001 <0,05 >0,05
Piknotik Hiicre <0,001 >0,05 >0,05
Karyolitik Hiicre =0,007 >0,05 >0,05
Kondanse Kromatin <0,001 >0,05 >0,05
Niikleer Tomurcuk (NBUD) <0,001 >0,05 >0,05
MN igeren hiicre sayis1 <0,001 <0,05 >0,05
MN sayis1 <0,001 >0,05 >0,05
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Bukkal sitom taramasi sonucu elde edilen verilerdeki farkliliklarin
tamaminda, metakrilat maruziyetinin etkili oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda,
bazal hiicre ve mikrocekirdek igeren hiicre sayilarinda yas faktoriiniin de etkili

oldugu, istatistiksel degerlendirme sonucu saptanmuistir.
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TARTISMA

MMA kaynakli olabilecegi diisiiniilen patolojik ve toksikolojik etkiler,
gliniimiize kadar yapilmis ve sayis1 fazla olmayan bilimsel yayinlarda ¢ogunlukla
in vitro; daha az olarak da in vivo olarak (protez kullanicilarinda) incelenmis ve
bu bilesenlerin saghk riski olusturabilecegi yoniinde sonu¢ ve goriisler ortaya
konmugtur. Farkli parametrelerin degerlendirilmesiyle yapilmis bu caligmalar,
genellikle hiicre kiiltiirleri iizerinde veya {iretilmis protezleri kullananlarla
gerceklestirilmistir. Mesleki olarak protez iiretenlerdeki etkilerin incelendigi
calismalar ise, daha da sinirli sayidadir. Bu tez galismasi kapsaminda incelenmis
olan toksikolojik parametreler, lilkemizde daha 6nce mesleki MMA maruziyeti

bulunan dis teknisyenlerinde incelenmemisgtir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, bireylerin maruziyetini gosterebilmek
amaciyla igyeri ortam havasinda MMA diizeyi Ol¢imii gerceklestirilmistir.
Inhalasyonla maruz kalinan MMA’nin ¢ok hizli metabolize olmasi ve bu yiizden

kan veya idrarda saptanamiyor olmasindan dolay1, bu yontem tercih edilmistir.

Solunumla maruziyeti takiben MMA, ¢ok hizli bir sekilde metabolize
olarak metakrilik asit ve metanol’e doniismekte; bu tiriinler de kandan hizla
uzaklagtirilmaktadir. MMA buharlarina  solunum yoluyla maruz kalan
teknisyenlerde, maruziyeti takiben derhal alinan kan orneklerinde MMA
saptanmasi i¢in yapilan bir ¢calismada, serumda bu molekiilii saptamak miimkiin
olmamistir (14). Metabolitlerin saptanmasi amacryla da, mesleki olarak MMA
maruziyeti bulunan is¢ilerin, igyeri ortaminda soluduklar1 konsantrasyon ile idrar
metanol diizeyleri arasindaki nicel iligki incelenmis ve solunan MMA
konsantrasyonunun yalnizca % 1,5 kadarinin idrarla metanol olarak atildig:
sonucu ortaya c¢ikmistir (15). Ancak, metanol MMA’ya spesifik bir metabolit

olmadigindan, biyogosterge amach kullanilmaktan uzak olarak kabul edilebilir.
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Bu tez c¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen isyeri ortam havasi
Olciimlerinin sonuglar1 (en yiiksek 50 ppm), teknisyenlerin uluslararasi
otoritelerin belirlemis oldugu maruziyet limitlerini agmayan; diisiik dozlarda

MMA buharlarina maruz kaldigini ortaya koymustur.

Tez kapsaminda, mesleki olarak MMA maruziyetinin viicudun antioksidan
savunma sistemi {izerindeki olas1 etkilerinin incelenmesi amaciyla, teknisyen
grubunda ve kontrol grubunda SOD, CAT, GPx enzimlerinin aktiviteleri ile Total
Glutatyon diizeyleri 6lgiilmiistiir. Istatistiksel olarak yapilan kargilagtirma
sonucunda, teknisyen grubundaki SOD aktivitesinin, kontrol grubuna gore
belirgin artig gosterdigi goriilmistiir (p<0,001). Bu artig {izerinde yas, sigara
kullanimi, cinsiyet gibi karistirici faktorler ve MMA maruziyeti etkenlerinin
hangilerinin etkili olabilecegi istatistiksel olarak degerlendirilmis, farkin sadece
MMA maruziyetinden kaynaklandig: goriilmiistiir. CAT aktivitelerinde, gruplar
arasinda anlaml sayilabilecek bir farklilik tespit edilmezken; teknisyen grubunun
GPx aktivitelerinde, kontrol grubuna gore belirgin bir diislis oldugu goze
carpmistir (p<0,05). Bu farkliligin kaynag olarak da yas, cinsiyet, sigara kullanimi
ve MMA maruziyetinin etkileri incelenmis, sayilan hic¢bir faktoriin aradaki
farklihikta anlamli bir etken olmadig1 sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu calismada,
hiicre zar1 lipidlerinin peroksidasyon {riinii olan MDA diizeylerinin
teknisyenlerde yiiksek ¢ikmasinin; hiicre zar1 ve proteinlerini oksidasyona kars:
koruyucu aktivite gosteren GPx enzim aktivitelerinde gozlenen bu diisiikliikle

baglantili olabilecegi degerlendirilmigtir.

Viicudun antioksidan savunmasi iizerinde yas, cinsiyet ve sigara kullanimi
gibi faktorlerin etkilerini degerlendirmek amaciyla, iilkemizde yapilmig 257 kisiyi
kapsayan bir calismada; yas, cinsiyet ve sigara kullanimi faktoérlerinin bazi
oksidatif stres parametreleri iizerindeki etkileri incelenmistir. Cinsiyetin, kandaki

SOD, GPx ve MDA diizeyleri iizerinde istatistiksel acidan anlamh bir fark
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yaratmadigl; yas dikkate alindiginda ise ileri yas ile birlikte, SOD ve GPx
degerlerinde anlaml bir azalis; MDA diizeylerinde artis olustugu saptanmustir.
Sigara kullanim1 g6z 6niine alindiginda da, gruplarin GPx degerlerinde farklilik
goriilmezken; sigara igenlerin MDA degerlerinde i¢gmeyenlere gore bir artis ve

SOD degerlerinde azalis oldugu goriilmiistiir (138).

Bu tez caligmasinda goriillen SOD ve GPx degerlerindeki farklhiliklarda,
yukarida bahsi gecen calismayla uyumlu olarak, cinsiyet faktorii ve sigara
kullaniminin etkili olmadif1 gozlemlenmistir. Ancak, yukaridaki c¢aligmadan
farkli olarak, tezdeki parametreler iizerinde yas faktdriiniin de bir etkisinin

olmadig: sonucuna varilmigtir.

Tez ¢alismasindaki teknisyen grupta, viicuttaki antioksidan savunmanin en
onemli molekiilii sayilan glutatyon diizeylerinde, kontrollere gore ciddi bir
ylikselme saptanmustir (p<0,001). Bu yiikselis {izerinde de yas, sigara kullanimi,
cinsiyet faktorleri ve MMA maruziyetinden hangilerinin etkili olabilecegi
istatistiksel olarak incelenmis; artisin sadece MMA maruziyeti kaynakli oldugu
goriilmiistir. Tez c¢alismasi kapsaminda saptanmig olan GPx aktivitesi

distikliigiiniin de, bu ytikselisle iligkili olabilecegi degerlendirilmistir.

Meister tarafindan, radyasyon, oksidatif hasar ve toksikanlarin bir¢oguna
karsi hiicre direncinin artirilmasinin, hiicresel glutatyon diizeylerinin
artirilmasiyla saglaniyor olabilecegi yoniinde goriis bildirilmistir. Ancak,
disaridan viicuda verilen glutatyon, GSH diizeylerinde ¢ok hafif diizeyde artis
saglayabilmektedir (96). Parkinson, Wilson hastaligi, AIDS, pulmoner fibrosis ve
kanser gibi oksidatif stresle baglantili oldugu one siiriilen bircok hastalikta da,
glutatyon diizeylerinde artisa rastlanabilmektedir. Hiicresel glutatyon
diizeylerinin siirdiiriilebilirligi ise, esas olarak yeniden (de novo) sentezle

saglanmaktadir (105).
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Glutatyon sentez enzimlerinin hepatik ekspresyonu, oksidatif stresin
erken donemlerinde adaptif bir cevap olarak artig gostermektedir (139). Oksidatif
strese karsi gelisen hiicresel adaptif cevap kapsaminda, artan tiyol kullanimina
cevaben glutatyon sentezinin artirilmasindaki kritik asama, sentezdeki hiz
kisitlayic: basamag olusturan GCL (Glutamat sistein ligaz veya y-glutamilsisteinil
sentetaz) enziminin aktivitesinin artmasidir. Bu artig da, GCL enzimini kodlayan

genlerdeki transkripsiyonel aktivasyonla ortaya ¢ikmaktadir (91).

Oksidatif stres, GCL alt dinitelerinin dogrudan post-translasyonel
modifikasyonu  sonucunda da, enzimin aktivitesinde Onemli artis
olusturabilmektedir (95). Hiicrede oksidatif strese yol acan bircok etken
(metilciva, menadion, sitokinler, radyasyon, H202, vb.) tarafindan GCL enziminin
aktivitesi, glutatyon sentez aktivitesinden sorumlu agir alt {nitesinin

transkripsiyonu dolayisiyla artirilmaktadir (93).

Insanlarda, tiimér hiicrelerindeki glutatyon diizeyleri normal
hiicrelerdekinden farklilik gostermektedir. Ozellikle gégiis, bag-boyun, over ve
akciger tiimorlerindeki glutatyon diizeylerinin, normalden daha yiiksek oldugu
gozlemlenmigtir (140). Kanser hiicrelerindeki glutatyon diizeylerinin artmasinin,
tedaviye karsi diren¢ gelisiminin en Onemli sebeplerinden biri oldugu
bildirilmistir. Bu artistan dolayi, tiimor hiicrelerinin DNA ve proteinleri oksidatif

hasara kars1 korunmakta ve DNA onarim siirecleri aktiflesmektedir (94).

Insan over tiimérii hiicre dizilerinde (141) ve hepatoselliiler karsinoma
hiicrelerinde (94) yapilmis ¢alismalarda, GCL enzimi agir alt {initesinin mRNA
diizeylerindeki artis dolayisiyla glutatyon diizeylerinin katlarla ifade edilen
diizeylerde artmis oldugu, cisplatin gibi kanser tedavilerine karsi direng

gelisiminde de, glutatyon diizeylerindeki bu artisin rol oynadig: 6ne siiriilmiistiir.
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Insan bronsial epitel hiicrelerinde, menadion gibi kimyasallar araciligiyla
(142), yine insan fibroblast hiicrelerinde hafif diizeydeki 1s1 soku etkisiyle (143)
ve rat pulmoner epitel hiicrelerinde kinon maruziyeti (144) sonucunda
olusturulan ve hiicre i¢in 6liimciil diizeyde olmayan oksidatif stresin, s6z konusu
hiicrelerde hizli ve etkin bir adaptif cevap olusturdugu ve bu kapsamda, GCL
enzimi agir alt initesinin mRNA ve protein diizeylerindeki artis saglanarak enzim
aktivasyonunda artma ve bdylece glutatyon seviyelerinde yiikselme meydana

geldigi gosterilmigtir.

Egzos gazlar, hava kirliligi ve sigara kullanimi sonucu maruz kalinan ve
o/ doymamuis aldehit yapili bir ksenobiyotik olan ‘akrolein’ toksisitesine kars1 ilk
savunma da, glutatyon tarafindan saglanmaktadir. Insan bronsial epitel
hiicrelerinde, diisitk dozlarda akroleine maruziyetin incelendigi bir ¢aligmada,
adaptif cevap gelisimi sonucu, yiiksek dozdaki akrolein toksisitesine kars1 bir tiir
koruma gelistigi saptanmistir. Burada da, GCL gen ekspresyonunun artirilmasi
sonucu glutatyon diizeylerinin yiikselmesi; yani hormetik bir cevap gelisiminin

soz konusu oldugu gorillmiistiir (145).

Bu tez ¢aligmasinda, maruz grupta saptanmis olan glutatyon yiiksekliginin
de, yukarida bahsi gecen c¢aligmalarla uyumlu olarak, oksidatif strese kars

gelismis adaptif cevap kapsaminda ortaya ¢iktig1 degerlendirilmigtir.

Lipid peroksidasyonunun en toksik iiriinlerinden olan MDA, viicuttaki
oksidatif stresin genel durumu bakimindan da potansiyel bir biyogosterge niteligi
tastmaktadir. Bu tez caligmasinda oOlciillen MDA diizeylerinin iki grup arasinda
karsilagtirilmas1 sonucunda, teknisyenlerde kontrol grubuna goére belirgin

diizeyde artis saptanmistir (p<0,001).

Aydin ve dig. tarafindan, uzun siireli MMA maruziyetine bagli olarak

solunum yolu ve antioksidan sistemin havalandirma kosullarindan nasil
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etkilendigi, deney hayvanlarinda gerceklestirilen bir ¢aligmayla arastirilmistir. Bu
amagla bir ay siiresince, haftada 5 giin ve giinde 6 saat boyunca, inhalasyon
yoluyla 1000 ppm MMA’ya maruz birakilan ratlar, degisik havalandirma
kosullarina gore gruplara ayrilmis; gruplar arasinda yapilan karsilagtirmada, zayif
havalandirma kosullarinda MMA maruziyeti bulunan hayvanlarin eritrosit
glutatyon diizeylerinde, kontrole gore anlaml bir diisiis ve MDA diizeylerinde
kontrole gore anlamli artis olustugu saptanmistir. Normal havalandirma kosullar
uygulanan grubun glutatyon ve MDA degerleri arasinda, belirgin fark
saptanmamigken; tiim gruplarin SOD degerleri arasinda, zayif havalandirma

kosullarinda dahi farklilik goriilmemigtir (146).

Tez c¢alismasi icin Ol¢iim yapilan dis protez laboratuarlarindaki
havalandirma kosullarinin vasat durumda oldugu dikkate alinirsa; tezdeki maruz
grubu olusturan ve MMA buharlarina siirekli olarak kontrolsiiz degiskenlikteki
dozlarda maruz kalan bireylerin MDA diizeylerinde de, yukaridaki ¢aligmada
zayif havalandirma kosullarinda bulunan gruba benzer sekilde artis; glutatyon’da
ise aksi yonde azalma degil artis olustugu goriilmektedir. Bu durumun da, MMA
maruziyeti kaynakl artmis olan oksidatif stres ve lipid peroksidasyonuna karsi

gelisen adaptif cevabin bir sonucu oldugu degerlendirilmistir.

Bununla birlikte, MDA olusumu iizerinde en etkilileri yas, cinsiyet ve
sigara kullanimi bagta olmak iizere, bir¢ok risk faktorleri de etkili olabilmektedir
(114,147). Tez calismasindaki maruz grupta saptanmis olan MDA artisinda da
bahsi gecen risk faktorlerinin etkileri incelenmis; yas ve cinsiyetin bu artigta
etkisiz oldugu, ancak MMA maruziyetinin ve sigara kullaniminin, artan MDA

diizeylerinde etkili oldugu bulunmustur.

Lykkesfeldt tarafindan, MDA (TBARS) diizeylerine sigara kullaniminin
etkileri konusunda yapilmig bir¢ok caligmanin derlenmesi sonucunda, sigara

kullananlarin MDA diizeylerinde, incelenen c¢aligmalarin % 80 kadarinda
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istatistiksel olarak anlamli artig; % 12 kadar calismada ise anlamli olmayan bir
artis oldugu bildirilmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda, plazma MDA
konsantrasyonu ile sigara kullanimi arasinda doza bagimli bir iliski oldugu
distintilmistiir (68). Tez ¢alismasinda elde edilen MDA verileri de, bu bulgularla
uyumlu olarak, sigara kullaniminin MDA diizeylerindeki artisa etki ettigini

gostermektedir.

Gerek cevresel, gerekse mesleki olarak bir¢ok maruziyetin 8-OHAG
diizeylerine etkileri, yapilmis bir¢ok ¢aligmada arastirilmistir ve genis cesitlilikte;
yani geligkili sonucglar ortaya konmustur. Maruziyetlere dair iyi tanimlanmis bir
doz-cevap egrisinin olmamas: ve yas, cinsiyet, beslenme, sigara, alkol, fiziksel
aktivite, vitamin diizeyleri gibi bir¢ok karstirici faktoriin 8-OHdG olusumunu
etkilemesinden dolayi, bu parametrenin oOzellikle ‘isyeri maruziyetleri’ igin

spesifik bir biyogosterge olamayacag: 6ne siiriilmiistiir(148).

Gergeklegtirilen bu tez caligmasinda, teknisyen grubunun 8-OHdG kan
diizeylerinde kontrole gore istatistiksel olarak belirgin bir diisiikliik saptanmigtir
(p<0,05). Gruplar arasindaki farklilik sebepleri de istatistiksel olarak analiz
edilmis; yas ve sigaranin bu farklilikta etkisiz oldugu, farkin MMA maruziyeti ve

cinsiyet faktoriiniin etkisiyle olustugu ortaya ¢ikmistir.

8-OHdG i¢in karnistiric: faktor olarak siklikla sigara kullanimi tanimlanmig
olmasina karsin; Pilger ve Riidiger tarafindan cesitli mesleki maruziyet
incelemeleri degerlendirilmis ve sonug olarak, ayn1 maruziyete sahip bireylerden
sigara icenlerde daha yiitksek 8-OHdG diizeylerine rastlanmadigl ortaya
konmustur (117). Tez c¢alismas1 sonunda elde edilen 8-OHdG diizeyi farkina
sigara kullaniminin etkili olmadigi yoniindeki bulgular, buradakilerle uyum

gostermektedir.
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Insan 18kositlerindeki DNA hasarinin biyogdstergesi olarak 8-OHdAG
diizeylerinin incelendigi bir calismada, kisiler arasi genis bir deger aralig:
bulunmakla birlikte bu tez calismasindan farkli olarak, giinde 10 adetten fazla

sigara kullanan saglikli insanlarda belirgin bir 8-OHdG artis1 goriilmiistiir (149).

van Zeeland ve dig. tarafindan yapilan bagka bir calismada da, yukarida
bahsedilen calismadan ve bu tezdeki bulgulardan farkl sekilde; 6zellikle giinde
20’den fazla sigara icen saglikli erigkinlerin I6kositlerindeki 8-OHdAG
diizeylerinin, hi¢ i¢meyenlerinkinden daha diisiik oldugu bulunmustur. Bunun
altinda yatan sebebin de, oksidatif hasar onarim mekanizmalarinin sigara

tarafindan uyarilmasi oldugu degerlendirilmistir (150).

Pilger ve dig. tarafindan, mesleki kuvarz maruziyeti bulunan kisiler
tizerinde yapilan bir bagka calismada ise, silikozis gelismis olan kisilerin idrar ve
lokosit 8-OHAG diizeylerinde, saglikli calisanlara gore anlamli bir degisiklik
saptanmamuigtir. Yag ve sigara kullanimi gibi faktorlerin de, bu tezdeki sonuglara
benzer sekilde, idrar ve 16kosit 8-OHdG diizeylerinde anlaml fark olusturmadig:

gozlenmistir (151).

Yukarida bahsedildigi gibi, bu tez calismasindaki 8-OHdG diizeylerinde
ortaya ¢ikan farklilik, literatiirde gecen ve genis cesitlilik arz eden sonuglarin bir
kismiyla celismekte; bir kismiyla da uyumluluk gostermektedir. Teknisyen
grubun 8-OHAG diizeylerinde goriilen disiisiin, viicudun diisik dizey MMA
maruziyetine karsi gelistirdigi glutatyon artis1 gibi adaptif mekanizmalar
dolayisiyla, DNA'nin da oksidatif hasara karsi korunmus olabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Tez kapsaminda incelenen parametrelerden, Glutatyon diizeyi ile SOD
aktivitesi (r=0,390; p<0,001) ve Glutatyon ile MDA (r=0,340; p<0,001) diizeyleri

arasinda, pozitif yonde korelasyon saptanmistir. Bu korelasyonun varligi, maruz
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grupta artmig olan SOD aktivitesinin sonucu olarak artan hidroksil radikali
araciligiyla, hem lipid peroksidasyonunda bir artma oldugunu; aym: zamanda
olusan bu radikalin bertaraf edilmesi i¢in, savunma mekanizmasi olarak glutatyon
diizeylerinin artirilmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte, 8-OHdG
ile Glutatyon diizeyleri arasinda, negatif korelasyon saptanmistir (r=-0,186;
p=0,03). Green ve dig. tarafindan yapilmis bir calismada da, bu tezdekine benzer
bir negatif korelasyona rastlanmis; sonu¢ olarak mitokondriyal ve g¢ekirdekteki
glutatyon havuzlarinin, 6zellikle DNA’y1 oksidatif hasara kars1 koruyucu 6zellikte

oldugu gorilmistiir (152).

Genetik toksisite gostergelerinden biri olarak bu tezde incelenmis olan
‘bukkal mikrogekirdek sitom analizi’ sonucunda, dis teknisyenlerinin piknotik
hiicre, niikleer tomurcuk ve mikrogekirdek sikligi degerlerinde, kontrol grubuna
gore belirgin bir artis dikkati ¢ekmistir (p<0,001). Bu artisa etki edebilecegi
disiiniilen, yas ve sigara kullanimi gibi karstiric1 faktorlerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi sonucunda, sadece yas faktoriiniin gruplar arasindaki MN
iceren hiicre sayis1 ve bazal hiicre farkliliklan {izerinde anlaml etkisinin oldugu;
olusmus farkhiliklarin tiimiindeki asil kaynagin ise, MMA maruziyeti oldugu
gorillmiistiir. Sigara kullaniminin, gruplar aras1 bukkal mikrogekirdek sikligi ve
incelenen diger parametrelerin farklhiliklar1 iizerinde anlamli bir etkisinin
olmadig sonucu ortaya ¢ikmistir. Dis teknisyenlerinin bazal hiicre ve kondanse
kromatin degerlerinin ise, kontrol grubuna gére anlamli olarak azaldig: dikkat
cekmigtir. Bazal hiicrelerdeki bu azalma, maruziyete bagh olarak proliferasyon
oraninin azaldigini, yani hiicresel yenilenmenin yavaslamis oldugunu; kondanse
kromatin azalisi da, aym1 maruziyet dolayisiyla mitoz depresyonu gelisimini

distindirmigtiir.

Azhar ve dig. tarafindan, dis teknisyenlerinden olusan kii¢iik bir 6rneklem

grubunda (13 maruz-14 kontrol) yapilmis bir ¢aligmada, bu tezdeki bulgularin
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aksi yonde; bukkal mikrogekirdek sikliginda kontrol grubuna gore anlaml fark
bulunmadign sonucuna varnlmistir (153). Ancak, buradaki Orneklem
kiictikliigiintin, durumun gergek haliyle yansitilmasini etkileyebilecegi agiktir. Bu
tez ¢alismasindaki bulgularla uyumlu olarak ise, dizel yakitlara (154), alkolli agiz
sularina (155), pamuk (156) ve komiir tozuna (157) maruz kalan bireylerde
gerceklestirilen bukkal sitom taramasi ¢aligmalarinda, incelenen bir¢ok
parametrede sitotoksik ve genotoksik etkiler bakimindan belirgin artis

saptanmigtir.

Karahalil ve dig. tarafindan, mesleki olarak pAH maruziyeti bulunanlarda
yapilmig bir bagka caligmada ise, bukkal mikrogekirdek siklig: ile yas ve sigara
kullanimi arasinda anlamh bir iligkinin bulunmadig1 yéniinde sonuglar alinmistir
(158). Bu bulgunun aksine, bu tez ¢aligmasinda yas ile MN siklig1 arasinda pozitif
korelasyon bulundugu goériilmiistiir (r=0,283; p<0,05).

Tez ¢alismasinda, dis teknisyenlerinin meslekte gecirdigi siire ile bukkal
sitom taramas: kapsaminda incelenen hicbir parametre arasinda iligki
saptanmamis; bu durum bukkal hiicrelerde goriilen genotoksik etkilerin, MMA
tarafindan zamana bagli olmadan da olusturulabildigini diisiindiirmistiir. Buna
benzer bir sonug, Bruschweiler ve dig. tarafindan, mesleki olarak odun tozuna
maruz kalan bireylerde de goézlenmis; genel olarak bukkal hiicrelerde kontrole
gore farkl sonu¢ bulunmakla birlikte, maruz kalma siiresinin bu farkhilikta etkili

olmadig tespit edilmistir (159).

Ulkemizde yapilmis bir bagka calismada ise, dis teknisyenlerinde nazal
mukoza ve lenfositlerdeki mikrocekirdek sikliklar1 incelenmistir. Genel olarak
bakildiginda, dis teknisyenlerinin nazal mukoza ve lenfositlerindeki
mikrocekirdek sikliginin, kontrol grubundakilere oranla 3 kat civarinda artmis

oldugu goze carpmistir. Nazal epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek sikligi ile
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meslek siiresi arasinda korelasyon goriilmemigtir (131). Bu ¢alismadan elde edilen

sonuglarla, tez calismasinda elde edilenler arasinda uyumluluk goriilmektedir.

Sigara veya c¢igneme seklinde kullanmilan aligkanlik yapici maddeleri
kullananlarda gergeklestirilmis bir c¢alismada, mikrogekirdek ve COMET
analizlerinin genotoksik etkileri degerlendirmedeki etkinlikleri kargilastirilmis ve
aralarinda gii¢lii bir korelasyon bulundugu sonucuna varilmigtir. Buna gore,
kandaki genotoksik etkilerin tespiti amaciyla, her iki yontemin de ayni etkinlikte

kullanilabilecegi goriisii ortaya konmustur (160).

COMET analizinde kuyruktaki % DNA oraninin, degiskenlik
gostermemesi nedeniyle degerlendirme yapilirken segilebilecek en uygun
parametre oldugu bildirilmistir (121). Tez ¢alismas: kapsaminda, her iki gruptaki
bireylerin lenfositlerinde gerceklestirilen COMET analizi sonucunda, gruplar
arasindaki ‘kuyruk DNA yogunlugu’ degerlerinde anlamli bir farkhilik tespit
edilmemistir. Ayrica, maruz grubun COMET degerleri iizerinde yas ve meslek
siiresi gibi faktorlerin de etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglarin, maruziyetin

disiikliigli dolayisiyla ortaya ¢ikmis olabilecegi degerlendirilmistir.

COMET  analizi, giintimiize kadar bircok mesleki maruziyetin
incelenmesinde kullanilmigtir. Bu kapsamdaki ¢aligmalarin birinde, ameliyathane
kosullarinda anestezik gazlara mesleki olarak maruz kalan personelde yapilan
COMET analizi sonucunda, tez caligmasinin aksine, maruz gruptaki DNA

hasarinda, kontrole gore belirgin diizeyde artis olustugu saptanmistir (161).

Onkoloji departmaninda ¢aligan ve antineoplastik ilaclarla mesleki olarak
temasta bulunan hemsirelerde yapilmis bir ¢aligmada ise, COMET analizi sonucu
DNA hasarinin kontrole gore anlamli degisiklik gostermedigi saptanmuis; tez
kapsaminda elde edilenlerle uyumlu olan bu sonug, eldiven ve maske gibi

koruyucu tedbirlerin kullanimina baglanmistir (162).
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Toksikolojik veya biyolojik anlamiyla stres, “fiziksel, kimyasal veya
biyolojik bir etken tarafindan olusturulan ve yasayan sistemin etkilesme,
adaptasyon veya hayatta kalabilmek gibi amacglarla bir dizi cevap faaliyeti
baglatmasina yol acan sinyal” olarak tamimlanmaktadir (81). Yiiksek dozlariyla
toksisite yaratan stres olusturucu etkenlerin (kimyasallar, radyasyon, 1s1
degisimleri, egzersiz, iskemi, vb.), maruz kalinan diisitk dozlarina karsi, hiicresel
yasamin siriidiiriilebilmesi i¢in gereken proteinler ve antioksidan sistemler gibi
savunma mekanizmalarinin artirilarak adaptif biyolojik cevap olusturulmasi,
“hormesis” veya “hormetik cevap” olarak adlandirilmaktadir (163,164,165,166).
Giintimiizde biyolojik gercekligi bakimindan genis kabul géren bu olgu, sonug
ciktilari, bunlarin elde edildigi biyolojik model ve stres etkeninin tiiriinden

bagimsiz olarak; genel bir kavram seklinde literatiirde yer almaktadir (167).

Diisiitk doz maruziyetlerin olusturdugu uyarici etkileri tanimlamakta
kullanilan ve giderek daha genis bilimsel kabul gérmekte olan bu olgunun da
katkisiyla, bu tez kapsaminda, diisiik dozda mesleki MMA maruziyeti bulunan
bireylerden elde edilen veriler degerlendirilmis ve adaptif cevap gelisimini

gosteren sonugclar ortaya ¢ikmigtir.
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SONUG VE ONERILER

Dis teknisyenleri, MMA maruziyeti bakimindan 6zel risk altindaki bir
meslek grubudur. Bundan dolay1 gerek sivil kuruluslarda, gerekse Tiirk Silahli
Kuvvetleri saglik teskillerinde ¢alisan dis teknisyenlerinin, mesleki maruziyetler
dolayisiyla karsilasabilecegi toksikolojik risklerin incelenmesi Onem arz
etmektedir. Bu tez calismasiyla, s6z konusu meslek grubundaki toksikolojik

risklerin, oksidatif stres ve genotoksisite boyutlariyla incelenmesine ¢aligilmigtir.

Toksikolojik yonden MMA, ulusal ve uluslararas1 diizenleyici otoriteler
tarafindan kapsaml sekilde degerlendirilmistir. Kanitlar, deney hayvanlarinda
karsinojenik etkili olmadig1 yoniindedir; insanlarda ise karsinojenitesi hakkinda
yeterli kamit bulunmamaktadir. Bu maddeye mesleki olarak maruz kalma
sonucunda ise, malignant doniisiimlerin normale gore daha sik oldugunu gosteren
yeterli diizeyde bilimsel veri bulunamamistir. Hayvan deneyleri sonucunda,
tireme organlarinda ve fertilitede bozulmaya yol agmadig: goriilen MMA, gozler,
cilt ve solunum sistemi {izerinde irritan etki gosterebilmektedir. MMA
monomerleri, irritan etkilerinden korunmak amaciyla kullanilan lateks ve vinil
yapili eldivenlerden kolaylikla gecebilmektedir. Ayrica, tibbi amagh yiiz
maskelerinin de, MMA buharlarina kars: koruyucu etkisi bulunmamaktadir. Bu
etkilerden korunmak amaciyla, nispeten daha dayanikli olan neopren eldivenler
kullanilmali ve en 6nemli tedbir olarak da, ¢caligma ortaminda siirekli ve etkin bir
havalandirma saglanmalidir. Maruziyeti engellemenin en etkili yolu olarak,
buharlarin ortamdan hizli sekilde uzaklastirilmasi saglanmalidir. Ugucu 6zellikli
ksenobiyotiklere ilk maruziyet bolgesi olan agiz ve burun mukozasinda olusan;
ayrica bu tez caligmasinda da saptanmis olan mikrogekirdek olusumu gibi

genotoksik etkilerin 6niine, ancak maruziyetin engellenmesiyle gecilebilecektir.

Yasayan organizmalar, c¢evresel kosullarla basedebilmek igin bircok

mekanizma  gelistirmislerdir. Bu mekanizmalarin temelinde, viicudun
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homeostazinin siirdiiriilebilmesi; bozulmugsa da eski haline dondiriilmesi
yatmaktadir. S6z konusu bozukluk, giinliik hayattaki bircok etken tarafindan
olusturulan oksidatif stres dolayisiyla da ortaya ¢ikabilmektedir. Oksidatif stres ve
buna neden olan bircok etkene maruziyet; siirekli incelenen ve bilimsel literatiire
her gecen giin yeni bilgilerin eklendigi bir konu olarak, giincelligini
korumaktadir. Oksidatif stresin diizeyi, organizmanin verecegi yanit1 da etkileyen
bir unsurdur. Yiiksek dozlardaki oksidatif stres hiicreler i¢in 6liimciil sonuglara
yol acabiliyorken; diisik dozlara karsi savunma mekanizmas1 tarafindan
olusturulan yanit, organizma i¢in koruyucu islev de gorebilmektedir. Viicudun,
daha yiiksek dozdaki olasi maruziyetlere karsi tedbir amagli gelistirdigi ve
‘hormetik cevap’ olarak adlandirilan bu olguya, bilimsel literatiirde gittikce artan

siklikta rastlanmaktadar.

Bu tez kapsaminda elde edilen bulgularin ilgili literatiir verileriyle
karsilastirilmasi sonucu, dis teknisyenlerinde MMA buharlarina solunum yoluyla
diisiik dozda maruz kalmanin, GPx aktivitesinde ve 8-OHdG diizeylerinde azalma
ve GSH diizeylerinde artma seklinde ortaya ¢ikan bir hormetik cevap gelisimine
neden oldugu degerlendirilmigtir. Maruz grubun SOD aktivitesi ve MDA
diizeylerindeki artisin da, hidroksil radikali aracilikl: olabilecek bir oksidatif stres
durumunu gosterdigi ve olusan hormetik cevabin, diisiik diizeydeki bu oksidatif

strese kars1 olustugu disiintilmiigtiir.

Bu ongoriiniin aydinlatilabilmesi amaciyla, o6zellikle glutatyon redoks
dongiistiniin diger bilesenleri olan ‘glutatyon rediiktaz’ ve ‘glutatyon-S-transferaz’
enzimlerinin ve spesifik olarak okside glutatyon diizeylerinin 6l¢iimii, daha ileri
diizeyde detayli degerlendirmeye olanak saglayacaktir. Buna ek olarak, DNA
onarim enzimlerinin Ol¢limlerinin yapilmasiyla, baz hasarlarinin onarim
durumlar1 da netlestirilmis olacaktir. Ayrica, oksidatif stres ve buna bagli DNA

hasarlarinin azaltilmasini destekleyen lipoik asit, askorbik asit, melatonin gibi
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antioksidanlarin  kullaniminin, s6z konusu personeldeki MMA kaynakl

potansiyel zararlarin 6niine ge¢mede etkili olacag: diisiiniilmektedir.

Tez calisgmasi kapsaminda, ugucu oOzellikteki MMA’ya mesleki yolla kronik
sekilde maruz kalan dis teknisyenlerinde, ilk maruziyet bolgesi olmasindan dolay1
o6nem arz eden bukkal epitel hiicrelerindeki mikrogekirdek sikliginin, belirgin
olarak arttig1 saptanmistir. Bu maddenin ilk maruziyet bolgesinde olusturdugu
genotoksik etkilerin, sistemik olarak ne diizeyde ortaya ¢iktiginin daha net
sekilde saptanmasi amaciyla lenfositlerdeki mikrogekirdek sikliginin da tespit
edilmesi, mesleki maruziyetin olas1 etkileri hakkinda Onemli bilgiler

saglayacaktir.
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EK-1

ANKET FORMU
AdiSoyadl o
Yas1 e Cinsiyeti: E K
AdTeS, Tl O ..
Kag yildir protez iiretiminde ¢aligtyorsunuz? ................ Kontrol

Grubu

Gunliik ¢caligma siireniz ............. saat.
Sigara kullanima ........ adet/gilin ......... yildir. Sigara Kullanmiyorum
Bulundugunuz ortamda sigara igiliyor mu? E H
Alkol kullanima ............. gin/hafta Alkol Kullanmiyorum
Son bir hafta icinde kahve i¢tiniz mi? E H

Kronik bir hastaligimz (Astim, Allerji vb.) var mi1? Varsa, bununla ilgili uzun

stireli bir tedavi goriiyor musunuz? Varsa, kullandigimz ilag/tedavi?

Stirekli kullandigimiz bir vitamin/takviye var m1? Var Yok
Kendiniz dig protezi/ortopedik protez kullaniyor musunuz?  E H
Daha 6nce hig radyoterapi/kemoterapi aldiniz mi? E H
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Son 1 y1l igcinde Réntgen Filmi/Tomografi ¢ektirdiniz mi? E H

Son 2 yil i¢inde herhangi bir viral enfeksiyon (Sarilik, Kizamik, Kizamike¢ik, Su

icegi, Kabakulak, Menenjit) gecirdiniz mi? E H
Giceg jit) geg

Ailenizde Kanser, Diyabet, Kalp Rahatsizli81, Akciger Rahatsizlig1, Wilson

Hastalig1, Hemokromatosis gibi hastaliklardan hayatini kaybeden oldu mu?

E H

Caligma esnasinda aldiginiz korunma tedbirleri nelerdir?

Protez iiretiminde ¢alismaya basladiginizdan beri solunum yoluyla ilgili herhangi

bir hastalik tanis1 aldiniz mi?

Cevabiniz “Evet” ise, hangi hastalik? ........................ E H

Asagidaki solunum sikintilarindan, varsa son bir yil i¢inde en az bir kez

yasadiklarinizi isaretleyiniz.

Nefes Darlig: Oksiiriik Diger ............

Hinltili Soluk Alip Verme Astim krizi

Beslenme aliskanliginiz nasildir?

Et Agirhikh Kuru Bakliyat Agirlikh Karisik

Sebze Meyve Agirlikh Balik ve Deniz Uriinleri Agirlikli
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