T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BITKISEL KOKENLI BAZI AROMATIK BILESIKLERIN
ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ IN VITRO ARASTIRILMASI

Dilek YILMAZ

YUKSEK LISANS TEZI
BIYOLOJi ANABILIM DALI

BURSA-2009



T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BITKISEL KOKENLI BAZI AROMATIK BILESIKLERIN
ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ IN VITRO ARASTIRILMASI

Dilek YILMAZ

Prof. Dr. Rahmi BILALOGLU
(Danigsman)

YUKSEK LISANS TEZi
BIYOLOJI ANABILIM DALI

BURSA-2009



il

T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BITKISEL KOKENLI BAZI AROMATIK BILESIKLERIN
ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ iN VITRO ARASTIRILMASI

Dilek YILMAZ

YUKSEK LISANS TEZI
BIYOLOJI ANABILIM DALI

Bu Tez 01/09/2009 tarihinde agagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile kabul
edilmistir.

Prof.Dr.Rahmi BILALOGLU
(Danigsman)

Dog. Dr. Berrin TUNCA
(Asil Uye)

Dog. Dr. Niliifer CINKILINC
(Asil Uye)



il

OZET

Bu caligmada agir metal olan kadmiyumun genotoksik etkisi ve bu genotoksik hasar
lizerine naringinin antigenotoksik etkisi belirlenmeye calisilmistir. Bu amacla insan
periferal kan lenfositlerinde in vitro kromozom hasar1 (CA) ve kardes kromatit degisimi
(SCE) testleri uygulanmaistir.

Kadmiyumun 10puM, 20puM ve 40uM’lik dozlar kiiltiir baglatildiktan 48 saat sonra
kiiltiire eklenmistir. 20uM ve 40uM’lk doz gruplarinda CA testinden elde edilen
sonuglara gore kontrol grubuna kiyasla hiicre basina diisen total anomali oraninda ve
gap ve pulverizasyonlar hari¢ tutuldugunda hiicre basina diisen total anomali oraninda
anlamli bir artis olurken kadmiyumun 10uM dozunda anlamli bir faklilik
saptanamamistir. SCE testinden elde edilen sonuglar CA testi sonuclarina benzerdir.
Kadmiyumun 20uM ve 40uM’lik doz gruplarinda kontrol grubuna kiyasla hiicre basina
diisen SCE oraninda anlamli bir artis saptanirken kadmiyumun 10uM’lik doz grubu
kontrole kiyasla hiicre bagina diisen SCE oraninda anlamli bir farklilik yaratmamustir.

Bulgular kadmiyumun 20uM’lik ve 40uM’lik dozlarinin genotoksik oldugunu
10uM’lik dozunun ise genotoksik olmadigini gostermistir.

Kadmiyumun 40uM’lik dozu ile naringinin 1pg/ml ve 2pg/ml’lik dozlar ayri
ayr1 kombine edilerek naringinin kadmiyumun neden oldugu genotoksik etki iizerine
antigenotoksik aktivitesi 6l¢iilmiistiir.

Kromozom hasar testi sonuglarina gore 40uM Cd + 1pg/ml naringin ve 40uM
Cd + 2pg/ml naringin kombine doz gruplarinda kadmiyumun 40uM’lik doz grubuna
kiyasla hiicre basina diisen anomalilerde anlamli bir azalma oldugu saptanmistir. Fakat
SCE testi sonuglar1 degerlendirildiginde 40uM’lik doz grubuna kiyasla kombine doz
gruplarinda hiicre basina diisen SCE oraninda anlamli bir azalma olmadig1 saptanmustir.

Sonug olarak denedigimiz 20uM’lik ve 40uM’lik kadmiyum dozlart hem CA hem
de SCE testi sonuglarina gore genotoksik etki goOstermistir. Naringin dozlari ise
40uM’lik kadmiyumun neden oldugu kromozom hasarlarini azaltmis fakat ayni doz
kadmiyumun neden oldugu SCE’yi azaltmada etkisiz kalmigtir. Naringinin CA testi
sonuclarina gore antigenotoksik etkisinin olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Naringin, Kadmiyum, Antioksidan, Agir metal, Kromozom
Hasar1 Testi, Kardes Kromatit Degisimi Testi, Genotoksisite.
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ABSTRACT

In this study, we aimed to evaluate the genotoxic effects of cadmium, which is a
heavy metal, and the antigenotoxic effect of naringin on genotoxic damage caused by
cadmium. For this reason, in vitro chromosomal aberration (CA) and in vitro sister
chromatid exchange (SCE) tests were carried out in human peripheral blood
lymphocytes.

10uM, 20uM and 40uM doses of cadmium were administered to human
lymphocytes after 48 h of culture initiation. 20uM ve 40uM doses of cadmium induced
a significant increase of CAs, when both gaps and pulverized metaphase proportions
were included and excluded. CA frequencies at 10uM concentrations did not show any
significant differences when compared with control.

According to SCE results, there appeared to be a statistically significant increase in
the SCE/Cell frequency at 20pM and 40uM cadmium concentrations when compared
with control. However there is no significant increase in the SCE frequency was
obtained at 10uM/ml concentration when compared to control.

According to our results, 20uM and 40uM doses of cadmium show genotoxiceffect,
10uM dose of cadmium shows non-genotoxic effect in the CA and SCE tests in vitro
human peripheral blood lymphocytes.

CA test results showed that; when 1ug/ml ve 2pg/ml naringin doses were combined
with 40uM Cd, the enhanced chromosomal abnormalities by 40uM Cd was
significantly reduced as compared with the extent of chromosome abnormalities.
However co-treatment of 40uM Cd with 1pg/ml naringin and 2pg/ml naringin did not
decrease the frequencies of SCE.

The present study demonstrates that cadmium concentrations at 20uM and 40uM
showed genotoxic effect in human peripheral blood lymphocytes using the sister
chromatid exchange (SCE) and chromosome aberration (CA) tests.

In the present study the ability of naringin to protect against cadmium- induced
structural chromosome aberrations by CA assay was investigated. Co-treatments of
cadmium and naringin did not significantly decreased the frequency of SCE induced by
cadmium.

Keywords: Naringin, Cadmium, Antioxidant, Heavy Metal, Chromosomal
Aberration (CA) Test, Sister Chromatid Exchange (SCE) Test, Genotoxicity.
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1. GIRIS

Giliniimiizde Kalp ve Damar Hastaliklarindan sonra kanser en c¢ok oliimle
sonuclanan hastaliktir. Prostat ve kolon kanserlerinin %80’inin beslenme, besinlerle ve
yasam seklinden etkilendigi diisiiniilmektedir. Onlenebilen kanserlerin iigte birinde
DNA hasarmin diyetle alinan mikro besinlerin eksikliginden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Mikro besinler dogrudan genoma etki ederek veya dolayli olarak
antioksidan enzim aktivitesini artirarak mutasyonlar1 6nleyebilirler (Ames 2001).

Metaller periyodik cetvelin dortte li¢iinii olusturmalarina ragmen sadece ¢ok kiigiik
bir kismi1 yasam i¢in esansieldir. Ornegin selenyum, bakir, ¢cinko ve demir gibi esansiel
metaller genom stabilitesini korumakta, DNA hasarima yanitta ve tamirinde rol
oynamaktadir (Cheng 2009).

Bilinen metallerin ¢ogu canli organizmalar i¢in oldukca toksiktir. Bazen esansiel
metaller bile toksik olabilirler (Ballatori 2002).

Baz1 metal bilesiklerine maruz kalan iscilerde bu bilesiklerin kansere neden oldugu
uzun siiredir bilinmektedir. Bilinen ilk vakalar 19. ylizyilda ortaya ¢ikmustir. Biiyilik
endistri iilkelerinde tretimin ve diger ekonomik faaliyetlerin hizla artmasi demir
icermeyen ve insan kanserojeni olarak bilinen metallerin yaygin kullanimini da
beraberinde getirmistir. Bu metallerin yiiksek oranda kullanimi1 ve metal iceren atiklarin
iyi sekilde depolanmamasi c¢evresel agir metal kontaminasyonu icin sayisiz kaynak
olusturmaktadir. Metallerin toksisitesinin yiiksek olmasinin nedeni ise agir metallerin
kimyasal veya biyolojik olarak yikilamamalaridir (Salnikow ve Zhitkovich 2008).

Kanserojen metaller genellikle zayif mutajeniktirler, krom disindakiler DNA
adduklart olusturmazlar. Metallerin neden oldugu kanserlerde asil yol reaktif oksijen
tiirlerinin olusturulmasidir.

Calismamizda diinyada yaygin kullanilan gecis metallerinden biri olan kadmiyum
kullanilmigtir. Kadmiyum endiistride sik kullanilmast nedeniyle ¢evresel olarak
birikmektedir. Insanlarin kadmiyuma cevresel maruz kalmasi kontamine olmus
besinlerin tiiketilmesiyle, topraktan kadmiyum almus tiitiiniin dumanindan ve kontamine
olmus havanin solunmasiyla gerceklesmektedir (Filipic ve Hei 2004). Kadmiyumun
biyolojik yar1 omrii ¢ok uzundur ve biriken bir toksin olmasina neden olmaktadir.

Mesleki maruz kalma insanda akciger kanserleri ile iligkilidir (IARC 1993).



Giliniimlizde c¢evresel kanserojenlere c¢ok sik maruz kalinmaktadir. Bu
kanserojenlerin etkilerinden korunmak icin antioksidan tablet kullanimi da oldukga
yayginlagsmistir. Fakat tablet halinde olan m1 yoksa besinlerle alinan antioksidanlarin mi1
daha yararli oldugu tam olarak bilinmemektedir. Antioksidanlar hiicrede reaktif oksijen
tirlerinin meydana getirdigi hasara karst koruyucu mekanizmalardir (Halliwell ve
Whiteman 2004).

Antioksidan maddelerin kullanim miktarlar1 son derece 6nemlidir. Fazla alindiklar
takdirde bazi antioksidanlarin kendisinin de oksidan o6zellik gosterebilecegi
bilinmektedir (Childs ve ark. 2001). Kemoterapi ilaglari ile alinan antioksidanlar kanser
tedavisinin etkisini azaltabilmektedir (Agus ve ark. 1999). Bu nedenle hangi maddelerin
antioksidan etkisi oldugunun bilinmesi olduk¢a 6nemlidir.

Calismamizda greyfurt suyunda bulunan bir flavonoid olan naringinin kadmiyum
agir metalinin olusturdugu genotoksik hasar tizerine antigenotoksik etkisi arastirilmistir.
Naringinin antimutajenik, antimikrobiyal, antienflamatuar, kolestrol distiriicli, serbest
radikalleri toplayici ve antioksidan etkiler gosterdigi bilinmektedir (Jeon ve ark. 2004).

Calismada insan periferal kan lenfositlerinde genotoksik hasar yaratmak i¢in se¢ilen
kadmiyum bir fenton metali olmamasina ragmen dolayli mekanizmalarla serbest
radikalleri tUretmektedir. Kadmiyum hiicrede ki glutatyon, siipoeroksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz veya katalaz gibi antioksidan enzimlerin sentezini azaltmaktadir.
(Waisberg ve ark. 2003, Stohs ve Bagchi 1995). Antioksidanlarin aktivitelerinin veya
hiicre i¢indeki seviyelerinin kadmiyum tarafindan azaltilmasi hiicrede oksidatif stresin
artmasina neden olmaktadir. Oksidatif stres neticesinde ise DNA zincir kiriklari
olugmaktadir (Hengstler ve ark. 2003).

Kadmiyum genotoksik etkisini hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin miktarini artirarak
gosterdigi i¢in antioksidan bir madde olan naringinin serbest radikalleri azaltarak veya
antioksidan enzim sentezini artirarak antigenotoksik etki gosterebilecegi diistiniilmiistiir.

Calismamizda in vitro kromozom hasar1 (CA) ve kardes kromatit degisimi (SCE)
test yontemleri kullanilmistir. Insan lenfositlerinde in vitro kromozom hasar1 (CA) ve
kardes kromatit degisimi (SCE) testleri genotoksik kanserojenlere mesleki ve ¢evresel
maruz kalmanin erken etkilerinin biyomarkir1 olarak kullanilmaktadir (Joseph ve ark.

2006, Wilson ve Thompson2007).



Bir¢ok ¢evresel kirleticilerin insan saghigini ciddi sekilde tehdit ettigi bilinmektedir.
Besinlerle alinan antioksidan maddelerin ise bu zararli etkilere kars1 koruyucu
ozelliklerinin oldugu g6z ardi edilmemelidir. Bu calismadan elde edilen sonuglarin
kadmiyumun genotoksik etkileri ve buna karsin naringinin antigenotoksik etkileri

hakkinda fikir verecegi diisiiniilmiistiir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Agir Metaller

Son 200 yilda iz elementlerin dogadaki dongiileri insan aktiviteleri ile de degisiklige
ugramistir. Neticede bu elementlerden ¢ogu havada, toprakta, canlilarda ve suda dogal
miktarindan fazla birikmis ve ekosistemde toksik etkiler gostermistir. Bu iz elementler
ekosistemin temel elemanlarina ve fonksiyonlarina zarar vermekte bu da insan yagamini
tehdit etmektedir. insan sagligini tehlikeye sokan maddeler besin zincirinde birikirler.
Agir metaller siirekli birikme egilimlerinden ve mikroorganizmalar, hayvanlar, bitkiler
ve insanlar i¢in toksik olmalarindan dolay: tehlikelidirler (Serrano 1995, Sandrin ve
Maier 2003).

Yogunlugu 4,5 den veya 5,0 den biiyiik olan elementler agir metaller olarak
adlandirilmaktadir. Ag, As, Bi, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Pt, Sb, Se, Sn,
Te, Ti, Tl, Zn ve Zr agir metallerdir. Bu metallerden biiyiikk bir kismi kayalarda ve
sedimentlerde mineral formunda siilfid, oksit, fosfat, siilfat ve karbonat seklinde
bulunmaktadir. Kii¢iik bir kismi ise (6rnegin Au, Hg, Cu, Pt) element formundadir
(Olmez ve Yilmaz 2004).

Cu, Fe, Mn, Mo, Ni ve Zn gibi agir metaller organizma i¢in esansiyel elementler
olarak gerekliyken, Cd, Hg, Pb ve Tl gibi agir metallerin biyolojik bir fonksiyonu
bulunmamaktadir. Bir metal elementinin organizma i¢in gerekli degerinin iistiindeki
konsantrasyonu canli i¢in zararli ya da toksiktir. Metallerin agir metal olarak
adlandirilmasinin nedeni molekiil agirliklarindan ¢ok, canli i¢in zararli maddeler
olmasindandir. Bir agir metalin organizma i¢in esansiyel bir iz element mi yoksa zararlh
mi oldugu bu metalin iyon formunun ya da 6zel ligandlarla veya organik molekiillerle

olusturdugu bilesiklerinin reaksiyonlarina baglidir (Guderian 2001).

Farkli ligandlarla olusturduklar1 bilesiklere goére agir metaller 3 grupta

incelenmektedir.

1) A grubu elementler oksijen igeren ligandlarla baglanirlar,

2) B grubu elementler azot ve kiikiirt iceren ligandlarla baglanirlar,



3) Ara elementler: Bunlarin baglanma tercihleri A grubu ve B grubu arasindadir. B
grubu elementleri sirastyla Zn, Ni, Co, Cd, Cu, Pb, oksijen igeren ligandlarla kompleks
bilesik olusturmak i¢in daha az ilgi gostermektedir yani Zn, Cu’a kiyasla daha az ilgi
gosterir. 2 degerlikli Hg iyonu kiikiirt ve azot iceren ligandlara olan biiyiik afinitesinden
dolay1 B grubu elementi olarak siiflandirilmigtir. Cogu metaller A ve B elementleri
arasindaki gecis bolgesinde bulunmaktadirlar. Ornegin Pb ve Cd B grubuna daha
yakindir. Agir metallerin molekiiler ve biyokimyasal olaylar1 iizerine toksisitesini
anlamak i¢in siniflandirmasini agiklamak gerekmektedir (John, 2002).

Yiiksek bitkiler agir metallerin kara ekosistemindeki biyokimyasi ile etkilesimde
oldugundan ve bununla baglantili olarak biyosferdeki farkli etkilerinden dolay1
onemlidir. Bitkiler diger canlilarin besin maddelerini olusturmakta ve bdylece agir
metallerin birikmesine neden olmaktadir. Bu yolla metaller biyolojik dongiilere
katilarak diger yasam tiirlerini etkilemektedir (Lambers ve ark. 1998). Bitkiler filtre
etkileri nedeniyle biyosfer ve atmosfer arasinda koprii gorevi lstlenmekte ve agir
metallerin atmosfere girigini azaltmada 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu da ekosistemde
agir metallerin birikmesi i¢in 6nemlidir. Bitkiler agir metallerin besin zincirine giris
kapis1 olarak gorev yapmaktadirlar. Agir metallerin ¢esitli bulasma yollarinda bitkisel
besinler insanlar ve hayvanlar i¢in asil kaynaktir. Bitkiler belli sartlar altinda bir alana
agir metal bulastiginin indikatoriidiir (Lambers ve ark. 1998).

Esansiyel metallerin hiicre icindeki konsantrasyonlari sinirhidir, fakat esansiyel
olmayan metallerin genellikle homeostatik kontrolii bulunmamaktadir. Metal
homeostasisine etki eden bazi molekiiler faktorler bulunmaktadir, bunlardan biri de
esansiyel metallerin hiicre disindan i¢ine alinmasini ve hiicreden atilmasini saglayan
proteinlerdir (Sacher ve ark. 2001). Bu proteinlerden bazilar1 belli bir esansiel metal i¢in
cok secici iken digerleri daha az spesifiktir ve ¢esitli metallerle etkilesime girmektedir,
buna toksik metaller de dahildir. Ornegin DCT1 (divalent cation transporter-1), Fe™ ve
diger esansiyel iki degerlikli metallerin hiicre i¢ine alinma mekanizmasindaki bir
proteindir fakat bu protein Cd™, Pb** ve diger toksik iki degerlikli metallerin alinmasina
da aracilik etmektedir. Metallerin hiicre zarindan gecisini saglayan ve hiicreye zarar
veren diger bliyiik bir mekanizmada ise metaller endojen molekiillerin yapisina benzer

kompleksler olusturmaktadir. Ornegin arsenat ve vanadat tasinma ve metabolizma igin



fosfatla rekabete girmekte, boylece normal hiicresel fonksiyonlara zarar vermektedirler
(Ballatori 2002).

Deiyonize suda ¢6ziinmiis ve atik sulara ulagmig kadmiyum, bakir, krom, civa, nikel
ve ¢inkonun akut toksisitesi ve genotoksisitesine farkli mikrobiyal testler kullanilarak
elde edilen EC50 ve EC20 (effective concentration=etkili konsantrasyon) degerleri
kiyaslanarak ulasilmistir. Akut toksisite testinde, solunum inhibisyonu ig¢in
spektrofotometrik testlerde Saccharomyces cerevisiae ve Pseudomonas fluorescens
kullanilmis ve Microtox testi uygulanmigtir. Metal genotoksisitesini belirlemek ig¢in
Salmonella typhimurium ve Escherichia coli mutajenite testi, SOS-B-galaktosidaz
genotoksisite testi ve Mutatox ™ testi uygulanmustir. Toksisite siralamasi
Hg>Cr>Cu~Cd~  Ni>Zn  seklindedir  ve  genotoksik  etki siralamasi
Hg>Cr>Cu~Cd~Ni>Zn seklindedir (Codina ve ark. 2000).

2.2. KADMiYUM

2.2.1 Kadmiyumun fiziksel ozellikleri

Kadmiyum 1817’ de es zamanli olarak Herrmann ve Stromeyer tarafindan
bulunmustur. Kadmiyum’un atom numarasi 48 ve atom agirligi 112.40 dir. Kadmiyum
¢inko ile birlikte bulunan metallerdendir. Kadmiyum oksit (Cd,O), kadmiyum siilfat
(CdS,), kadmiyum kloriir (CdCl) ve brom kadmiyum (BrCd) bazi kadmiyum
bilesikleridir (Olmez ve Yilmaz 2004).

2.2.2 Kadmiyum kaynaklari

Kadmiyum dogada saf olarak degil, kursun ve c¢inko maden filizleri halinde
bulunmaktadir. Ik defa ¢inkonun saflastirilmas: sirasinda elde edilmistir. Giiniimiizde
kadmiyum cevre Kkirliligine sebep olan agir metallerdendir. Kadmiyum endiistriyel
olarak nikel/kadmiyum pillerde, korozyona kars1 6zellikle denizsel kosullara dayanikli
olmasi nedeniyle gemi sanayinde, celiklerin kaplanmasinda, boya sanayinde, PVC

stabilizatorii olarak, alasimlarda ve elektronik sanayide kullanilmaktadir. Kadmiyum



fosfatl giibrelerde, deterjanlarda ve rafine petrol tlirevlerinde bulunmakta ve bunlarin
cok yaygin kullanimi sonucunda da onemli miktarlarda kadmiyum kirliligi ortaya
cikmaktadir (Socolow 1996).

Kadmiyumun yillik dogaya yayilim miktar1 25,000 — 30,000 tondur ve bunun 4,000-
13,000 tonu insan faaliyetine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kadmiyumun g¢evreye
yayilmasinin nedeni uguculugudur. Metal {iretimi esnasinda buharlagsmakta ve oksijenle
reaksiyona girerek CdO’ 1 olusturmaktadir. Komiir, petrol, ¢op gibi kadmiyum iceren

maddelerin yakilmasiyla da yayilmaktadir (Fuhrmann 2006).
2.2.3 Kadmiyuma maruz kalma

Kadmiyuma maruz kalma g¢evresel ya da mesleki olarak gerceklesebilmektedir.

Kadmiyuma maruz kalma yollar1 sekil 2.1. ve 2.2°de verilmistir.

o ‘E ==
Cd E|9kt”kl' Kadmiyum igeren P|gmentlerin Kaynak
Kaplama Endistrisi  (retilmesi Ve Kullanilmasi
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Sekil 2.1.: Kadmiyuma mesleki maruz kalma: Kadmiyuma elektrikli kaplama
endiistrisinde, kadmiyum igeren pigmentlerin iiretilmesinde, kaynak yapma esnasinda,
kadmiyum alasimlariin iiretimi esnasinda, nikel kadmiyum pillerin {iretimi esnasinda,
miicevher iretimi esnasinda c¢alisan is¢iler maruz kalabilirler (http://com-
med.ikalogic.com, 2009).
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Sekil 2.2.: Kadmiyuma c¢evresel maruz kalma: Evsel atiklarin, komiiriin yakilmasi,
madencilik, endiistriyel faaliyetler neticesinde ag¢iga c¢ikan kadmiyum, havanin
kontamine olmasina neden olur. Kontamine olan havanin direk solunmas ile insanlar
kadmiyuma maruz kalabilir. Yine sigara dumani da 6énemli bir kadmiyum kaynagidir.
Yagislar ile havadaki kadmiyum suya gecer ve suda erir. Kontamine suyun i¢ilmesi ya
da kontamine su ile sulanmis ekinlerin insanlar tarafindan tiiketilmesi ile kadmiyuma
maruz kalinabilir (http://com-med.ikalogic.com, 2009).

Memeliler diinyaya geldiklerinde viicutlarinda kadmiyum bulunmamaktadir, fakat
zamanla 6zellikle de karaciger ve bobreklerde birikmeye baslamaktadir. Hizli renal
konsantrasyon hayatin ilk yillarinda olugmakta ve viicuttaki toplam kadmiyumun % 50-
70 1 bu iki organda toplanmaktadir. Her bireyin viicudunda 5-20 mg kadmiyum
bulundugu kabul edilmektedir. Bu miktar {ilkeden iilkeye degismektedir (Henke ve ark.
1970).

Kadmiyum emilimini etkileyen faktorler canlinin tiirii, kadmiyum bilesiklerinin tipi,
dozu, uygulanma frekansi, yas veya gelisme durumu, ila¢ alip almama durumu,
beslenme seklidir. Deney hayvanlarindaki calismalar tek bir uygulamada kadmiyum
nitrat veya kadmiyum kloridin %0,5-8 inin absorbe edildigini gdstermistir. Insanlarda
radyoaktif kadmiyum %5 oraninda absorbe edilmektedir (Flanagan ve ark. 1978).

Demir, bakir ve kalsiyum eksikligi olan insanlarda kadmiyum emiliminin arttig
tespit edilmistir (Chaney ve ark. 1996). Yiiksek alkol tiikketimi kadmiyumun idrarla daha
az atilmasina neden olmaktadir. Sigara igmeyen menopoz Oncesi kadinlarda kadmiyum

miktar1 ayni1 yastaki erkeklerden daha fazladir. Kadinlarda menopozdan sonra idrarla

atilan kadmiyum miktar1 artmaktadir. Agir kadmiyum bulagsmasi olan bolgelerde



yasayan insanlarda idrarla kadmiyum atilim1 %30 dan fazladir (Lauwerys ve ark. 1991,
Sartor ve ark. 1992).

Amerika birlesik devletlerindeki bir saglik arastirmasinda 22162 katilimcinin
idrarindaki kadmiyum konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir. Kadmiyum konsantrasyonunun yas
ve sigara kullanimiyla orantili olarak arttig1 tespit edilmistir. Idrardaki ortalama
kadmiyum konsantrasyonu 0.57 ug/L dir. Bagka bir arastirmada kadinlarin idrarla

erkeklerden iki kat fazla kadmiyum attiklar1 gosterilmistir (Paschal ve ark. 2000).

Kadmiyumun sindirim sistemi ile alinimi

Gatrointestinal sistemle alinan kadmiyum miktarinin yaklasik %5’ini agizla alinan
kismi olusturmaktadir (Jin ve ark. 2002). Alman vatandaslari giinde 30-35 pg
kadmiyum almaktadir bunun %95°1 yiyecekle ve iceceklerle alinmaktadir. Ortalama
sigara kullanan bir kisi ilave olarak her giin 30 ug daha fazla kadmiyum almaktadir
(Godt ve ark. 2006). Vitamin D’nin, kalsiyumun, ¢inko, bakir gibi iz elementlerin az
alinmasi gibi c¢esitli faktorler alinan kadmiyum miktarini artirabilmektedir. Kadmiyum
ve c¢inkonun molekiiler benzerligi yiiksek kadmiyum emiliminin telafisinin nedeni
olabilmektedir. Hayvan modellerinde Cd’un emiliminde bir rekabet bulunmaktadir
(Taylor 1988). Kadmiyumun sigan jejunumunda alimmmi diger polivalent katyonlarin
(Pb, N1, Cr3+, Sr ve Mg) cok yiiksek konsantrasyonlarda olmasi nedeniyle azalmaktadir
(Foulkes 1985).

Yiiksek oranda lifli besinler i¢eren diyet giinliik Cd alinimini artirmaktadir (Jarup ve
ark. 1998). Giinliik Cd alinimini etkileyen en onemli faktor kisideki demir eksikligidir.
Demir eksikligi olan kisilerde demir stoklar1 dengede olan kisilerdekinden %6 daha
fazla kadmiyum emilimi olmaktadir (Flanagan ve ark.1978). Anemisi olan ve stirekli
demir eksikligi olan, ¢ocuklar veya mensturasyon dongiisiinde olan kadinlar gibi
insanlarda yiiksek kadmiyum emiliminin nedeni budur. Kandaki diisiik demir seviyesi
DCT-1 expresyonunu uyarmaktadir. DCT-1 (divalent cation transporter-1) sindirim
sistemindeki metal iyonu tasiyicisidir, kadmiyum emiliminde giris kapisi gibi gorev

yapmaktadir (Gunshin ve ark. 1997).
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Kadmiyumun solunum sistemi ile alinima

Solunumla kadmiyum zehirlenmesinin asil kaynagi sigara dumanidir. Sigara
dumanindaki kadmiyumun %40-60’1 akcigerler tarafindan emilmektedir (Elinder ve ark.
1976). Hayat1 boyunca sigara igen kisilerde kadmiyum miktar1 30 mg iken, 50 yas
ortalamasindaki sigara i¢gmeyen kisilerde kadmiyum miktar1 15mg dir. Sigara i¢en
kisilerde kandaki kadmiyum seviyesi sigara igmeyenlerdekinin 4-5 katidir (Jarup ve
ark. 1998).

Kadmiyum iceren dumana maruz kalan iscilerde akut solunum zorlugu sendromu
gelismektedir (Barbee ve Prince 1999). Solunumla alinan kadmiyum kan dolasimina

kadmiyum-sistein kompleksi formunda katilmaktadir (Zalups ve Ahmad 2003).

Kadmiyumun deri yolu ile alinimi

1991°de Wester ve arkadaslar1 kadmiyumun bulastifi toprak ve suyun insan
kadavrasindaki deri hiicrelerinden difiizyonla emilimi modeli {izerinde deneyler
yapmustir. Uygulanan kadmiyum dozunun topraktan gelenin %8,8’inin ve sudan gelenin
%12,7’sinin deriden girdigi halde plazmaya topraktan %0,01’inin ve sudan %0,07’sinin
emildigi gosterilmistir (Wester ve ark.1992).

Kadmiyumun deriden emilimini kolaylastiran iki mekanizma vardir: Serbest
kadmiyum iyonlarinin epidermal keratindeki sisteinin siilfidril radikallerine baglanmasi
veya metallothioninlerin indiiklenmesi ve bunlarla kompleks olusturmasidir (Fasanya-

Odewumi ve ark. 1998).
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Sekil 2.3.: Kadmiyumun insan viicudunda tasinmasi, metabolizmasi, depolanmasi ve
salgilanmasi (Godt ve ark. 2006).

2.2.4 Kadmiyum metabolizmasi

Absorbe edilen kadmiyum kanla 6zellikle de eritrositlerle tasinmakta ve hiicre
icinde yiiksek ve diisiik molekiil agirliktaki proteinlere baglanmaktadir (Nordberg
1972). Disiik molekiiler agirliktaki bu proteinler metallothioninlerdir. Plazma
metallothioninlerinin kadmiyumun tasinmasinda O6nemli bir goérevi bulunmaktadir.
Bunlar %11 den fazla kadmiyumu siilfidril gruplarina baglayarak tasiyabilmektedirler
(Elinder ve Nordberg, 1985).

Metallothioninler metal baglayan proteinlerdir. Bu proteinlerin molekiiler agirliklar
kiiciiktiir, kadmiyuma afinite gosteren sistein uzantilar1 bulunmaktadir ve bunlar
kadmiyumun toksisitesine etki etmektedirler (Nordberg 1998, Miles ve ark. 2000).

Metallothioninlerin sentezi esansiyel metaller olan bakir ve g¢inko tarafindan
indiiklenmektedir. Cinkonun varligt ve metallothioninlerin indiiksiyonlar1 karbon
tetraklorid, etanol ve iyonize radyasyon gibi ajanlarin toksisitesini azaltmaktadir.
Metallothionein kadmiyum tarafindan indirgenmekte ve kadmiyumun hiicre i¢inde
metallothioninlere baglanmasi kadmiyum toksisitesine karsi koruyucu etki yapmaktadir
(Lu ve ark. 2001).

Metallothionin insanda en az 4 genetik isomer formuyla ortaya ¢ikmaktadir, bunlar

1, 2, 3 ve 4 diir. Iki biiyiik formu lve 2 dir ve dzellikle karaciger, bobrek ve beyin
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olmak tizere birgok organda bulunmaktadir. Bu iki formun isoelektrik noktalar1 faklidir
fakat sistein kalintilarinin siras1 benzerdir. Yetiskinlerden ve fetus karacigerinden elde
edilen metallothioninler ¢ogunlukla ¢inko ve bakir igermektedir. Metaller peptide
mercaptid zincirleriyle baglanmakta ve iki farkli gruba yerlesmektedirler: Proteinin C
terminalindeki dort- metal kiimesi alfa domain olarak ve 3- metal kiimesi beta domain
olarak adlandirilmaktadir. Alfa bolgesi zorunlu bir ¢inko grubudur, beta kiimesindeki
cinko esansiyel bir metal olan bakir veya toksik metal olan kadmiyum ile yer
degistirebilmektedir. Metallothioninlerle etkilesim metaller arasindaki etkilesimin

temelini teskil etmektedir (Davis ve Robert 2000).

Karaciger Glarmerlus Mermbrani Reral TibO Hocreleri
Hicresi Flazra
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Sekil 2.4.: Kadmiyum metabolizmas1 ve kadmiyumun viicutta taginmasi (Nordberg ve
2009).

Kadmiyum sindirim sistemi ya da akcigerler yoluyla alinmasindan sonra kana
gecmektedir ve ilk evrede albumin gibi yliksek molekiiler agirliktaki proteinlere
baglanmaktadir. Kanda kadmiyumun %901 alyuvarlara girmekte ve diger kismi
plazmada albiimine baglanmaktadir. Kadmiyum metallothioninlerin expresyonuna
neden olmaktadir (Lu ve ark. 2001). Karacigerden ayrilan kadmiyum-metallothionin
kompleksleri glomeruluslardan siiziilmekte ve diisilk molekiiler agirliklarindan dolay1
proksimal tiiplerden geri emilmektedir. Kadmiyum-metallothionin kompleksi
lizozomlarda ayrilmaktadir (sekil 2.4.). Bu gin gecerli modeller, Cd™-
metallothioninlerin proksimal tlip hiicrelerinin {ist membranindaki reseptorler araciligi

ile endositozla alindigini ve lizozomda ayrildigin ileri siirmektedir (Nordberg ve ark.
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1994). Hiicresel toksisitenin gerceklesmesindeki en 6nemli basamaklardan biri Cd™
tarafindan indiiklenmektedir, bu adim serbest Cd"*’nin lizozomdan ¢ikip sitoplazmaya
gecmesi ve sitoplazmada reaktif oksijen tiirlerini olusturmasidir, bunlar endojen radikal
temizleyicileri azaltmaktadirlar. Kadmiyum, basolateral kalsiyum pompalariyla
etkilesime girmekte ve kalsiyum dengesini bozarak hiicresel toksisiteye neden

olmaktadir (Nordberg ve ark. 1994).

2.2.5. Kadmiyumun bitkiler iizerine etkisi

Agir metallerin bitkiler {izerindeki toksisitesinde 3 farkli molekiiler mekanizma 6ne
cikmaktadir.
1) Oksidasyon ve Fenton reaksiyonlari ile reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasi.
2) Biyomolekiillerde ki esansiel fonksiyonel gruplarin bloke edilmesi, bu reaksiyon
genelikle cadmiyum ve civa gibi non-redox-reaktif agir metaller i¢in rapor
edilmistir.

3) Biyomolekiillerden esansiel metal iyonlarinin yerinden ¢ikarilmasi.

Kadmiyum bitkilerdeki en toksik agir metallerden biridir (Clemens 2006).
Kadmiyum toksisitesi stoma sayisini, agikligii ve CO, gecirgenligini azaltmakta,
bunlarda yaprak fotosentezini azaltmaktadir (Baryla ve ark. 2001). Yaprak dliimiinden
once agir metal toksisitesi siiperoksitler, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri gibi
reaktif oksijen tiirlerinin olusmasma neden olmaktadir. Bunlar antioksidatif enzim
aktivitesini bozmaktadir (Gratdo ve ark. 2005). Asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS)
lipidlerle, pigmentlerle ve proteinlerle reaksiyona girmekte ve bu reaksiyonlar membran
hasari, fotosentezin inhibisyonu ve enzim inaktivasyonuyla son bulmaktadir (Scandalios
2005). Kadmiyum indirekt mekanizmalarla oksidatif strese neden olmaktadir. Ornegin
fonksiyonel enzimlerin SH-gruplariyla reaksiyona girip enzimlerin yapisint bozmakta,
elektron transfer zincirini kesmekte ve niikleik asitlerle etkilesime girmektedir (Smeets
2005). SH bilesikleri seviyesi yiiksek olan bitkiler agir metal toksisitesini tolere etmede
SH igermeyen tiirlerden daha sanslidir (Clemens 2006).

Bitkilerde ROS’u temizleyen en dnemli enzimler superoksit dismutaz (SOD; EC

1.15.1.1), katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) ve peroksidazdir (POD; EC 1.11.1.7). SOD
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hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan anahtar bir enzim olarak gorev yapmaktadir
(Alscher ve ark. 2002, Fatima ve Ahmad 2005).

Metal biriktiren ve metal biriktirmeyen bitkilerin antioksidan enzimlerinin Cd stresi
altindaki tepkileri incelenmistir. Bitki fideleri 4 giinliik periyodlarla 200 veya 400 uM
CdCl; igeren sivi ortamda yetistirildiginde fotosentez degerleri, terleme degerleri ve
stoma gecirgenligi metal biriktiren bitkilerde metal biriktirmeyenlere kiyasla daha yavas
azalmistir. SOD ve CAT aktivitelerinin metal biriktiren bitkilerde biriktirmeyenlere

oranla daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Wang ve ark. 2008).

2.2.6. Kadmiyumun insan saghgina etkisi

Kronik kadmiyuma maruz kalan hastalarda bobrek hasari en 6nemli problemdir
(Barbier ve ark. 2005). Kadmiyum bobreklere kadmiyum-metallothionin (Cd-MT)
formunda ulagmaktadir. Cd-MT glomeruluslardan siiziilmekte ve daha sonra proksimal
tiiplerden geri emilmektedir (Svartengren ve ark. 1986). Artiklar tubul hiicrelerinde
kalmakta ve kadmiyum kiitlesinin biliyik kismuni olusturmaktadir. Bdobrek
hiicrelerindeki kadmiyum miktar1 her kisinin hayati boyunca artmaktadir. Fosfor ve
kalsiyum metabolizmasindaki diizensizlik bunun bir sonucudur. Artan kadmiyum
bobreklerde birikmekte ve neticesinde yiiksek kalsiyum salgilanmasi bobrek tasi olusum
riskini artirmaktadir (Svartengren ve ark. 1986).

Idrardaki kadmiyum atilmi kadmiyumun bobreklerde hasara neden oldugu
diisiincesi ile paralellik gostermektedir; idrarda 1gr kreatin i¢in 2,5 mikrogram
kadmiyum %@4 oraninda renal tubular hasarin gostergesidir (Jarup ve ark. 1998). Bobrek
hasarmin ilk belirtisi idrarda f2-microglobulin, N-acetyl-a-D-glukosaminidiaz (NAG),
ve retinol-binding-protein (RBP) atilmasidir (Bernard 2004). Kaninda normal
konsantrasyondan daha fazla kadmiyum bulunan insanlarda B2-microglobulin ve
RBP’nin idrarla atilim miktarmin anlamh sekilde arttigi gosterilmistir (Jin ve ark.

2002).

Kadmiyumun iireme biyolojisine etkileri
Kadmiyumdan en ¢ok etkilenen progesteron ve testosteron iiretimidir (Piasek ve

Laskey 1999). Kadmiyumun diisiik dozlar1 ovaryumun progesteron biyosentezini
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artirirken yiiksek dozlari inhibe etmektedir (Henson ve Chedrese 2004). Annenin
kadmiyuma maruz kalmasi ani diistik riskini artirmaktadir. Kadmiyumun in vivo ve in
vitroda steroidal olmayan Ostrojen gibi etkili olduguna dair kamtlar bulunmaktadir
(Frery 1993, Shiverick ve Salafia 1999). Sicanlardaki ¢alismalarda kadmiyum erken

meme gelisimini hizlandirmig ve uterus agirligini artirmistir (Johnson ve ark. 2003).

Kemik Hasar1 Ve Itai-Itai-Hastalig

20’yiizy1ldaki c¢esitli calismalar kadmiyum buharina ve tozlarima maruz kalmisg
is¢ilerde kadmiyum zehirlenmesi ve kemik hasar1 arasinda iliski oldugunu gostermistir
(Kazantzis 1979).

Kadmiyum Itai-Itai hastaliginin olusmasi ile baglantidir. Bu hastalik kemik
mineralizasyonu derecesinin diisilk olmasi, kirilma oraninin fazla olmasi, osteoporoz
oraninin artmasi, siddetli kemik agrilar1 gibi genis semptomlar gostermektedir. itai-itai
hastalig1 salgini1 Japonya’da Jinzu nehri havzasinda 1940’larda ortaya ¢ikmistir. Yiiksek
oranda kadmiyumla kirlenmis sularla sulanan tarlalarda yetismis piringle beslenen
hastalarda karakteristik semptomlar gézlenmistir (Inaba ve ark. 2005).

Giiney Isve¢’ten 1021 kisinin katildig1 arastirmada 6zellikle 60 yas ve iizerindeki
insanlarda idrardaki kadmiyum konsantrasyonu ve kemikteki diisiik mineral
konsantrasyonu arasinda anlamli negatif bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Ek olarak
kadmiyuma maruz kalan bireylerde 6n kol kiriklarinin artma riski oldugu bulunmustur.
Bu caligmadaki bireyler ya pil fabrikasi ¢alisanlari ya da pil fabrikalarina yakin yerlerde
oturan kisilerden secilmistir (Jarup ve ark. 1998).

Sekil 2.5.°de kadmiyumun ¢esitli sistmler {izerine etkisi sematik olarak

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.5.: Kadmiyumun cesitli organ sistemlerine etkisi (Godt ve ark. 2006).

Kadmiyumun karsinojenik etkisi

Kadmiyumun kansere neden olabilecegine dair bazi kanitlar bulunmaktadir.
Sicanlara kadmiyum klorid deri altina enjekte edildiginde prostat kanserine neden
olabilmektedir (Waalkes ve ark. 1988). Bu gruplarda kadmiyumun yiiksek dozlarinin
sicanlarda agir testis nekrozlaria neden oldugu ve bunu testis kanserinin izledigi kabul
edilmektedir. Laboratuar bilgilerinin tersine epidemik ¢aligmalar kadmiyumun prostat
kanserine neden oldugunu kanitlayamamaktadir (Sahmoun ve ark. 2005).

IARC (International Agency for Research on Cancer) kadmiyumu insan kanserojeni
olarak birinci grupta siniflandirmaktadir. Son ¢aligmalar, kadmiyumun solunum yoluyla
alimmasimin kanserojenik potansiyele sahip oldugunu ileri stirmektedir (Jin ve ark.
2002).

Kadmiyumun neden oldugu kanserin mekanizmasi heniiz anlasilamamistir, mitotik
sinyallerin up-regulasyonu, kadmiyuma maruz kalma ile apopitoza diren¢ kazanilmasi
gibi ¢esitli faktorler buna neden olabilmektedir (Goyer ve ark. 2004). Transkripsiyonu
diizenleyen proteinlerde ¢inkonun kadmiyumla yer degistirdigi tartisiimaktadir. Yeni
bilgiler kadmiyumun E-Cadherin’nin (E-cadherin bir adezyon molekiiliidiir ve doku
biitiinliigiinlin korunmasi, tiimor invazyonu ve tiimdr metastazi gibi birgok olayda rol

almaktadir ve membranda Ca(Il) baglayan bir glikoproteindir) yapisim
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degistirebilecegini gostermektedir. Bu sonuglar E-cadherinin Cd™*’nin toksisitesinin

direkt hedefi olabilecegi hipoteziyle tutarlidir (Prozialeck ve Lamar 1999).

Kadmiyumun toksik etkisi

Kadmiyumun toksisitesi ilk defa 1955°de Japonya’da Itai Itai hastalifiyla
bulunmustur. Kadmiyumun bu hastalikta en 6nemli etkileri bobrek hasarlari (tiibiilar ve
glomerular fonksiyon bozukluklar1), immun eksiklikler, kemik hasarlar1 (osteomalazi ve
osteoporos), uyluk kemigi agrisi, bel agrisi, iskelet deformasyonudur. Kadmiyum
kontaminasyonu nehrin iist tarafinda bulunan ¢inko madeninin atik sularindan
kaynaklanmistir ve bu bolgede yasayan insan populasyonunun sagligim1 derinden
etkilemistir (Nogawa ver ark. 2004).

In vitro sistemde hiicrelerin agir metallere maruz birakilmasi, agir metallerin immun

toksik etkisinin aydinlatilmasi igin gereklidir. 0.1, 1 veya 10.0 ppm CdCl, fare
splenositlerinde (dalak dokusunda meydana gelen monosit) toksik degilken 1000ppm
konsantrasyonunda toksik etki gostermistir (Lee 1992).
In vitro olarak NK (natural killer) hiicreleri aktivitesi ve insan periferal kan
lenfositlerinde (PBL) antikora bagl hiicresel sitotoksisite, CdCl, eklendiginde doza ve
zamana gore baskilanabilmistir. Sitotoksik etki yalmizca Cd kiiltiire ¢ok erken eklenirse
gozlenmistir. Cd’un etkisinin bu hiicrede erken sinyal yolu iizerine oldugu ileri
stiriilmiistiir (Cifone ve ark. 1990).

Cd’un humoral immun sistem iizerine in vitro etkisinin artirict oldugunu
gosterilmistir. Ornegin Balb/c farelerinin mononuklear dalak hiicre kiiltiiriine 5 giin 4-
40 uM CdCl; eklenmesi PFC’nin (antibody plaque forming cell) SRBC’ye (sheep red
blood cell) olan cevabinin anlamli sekilde artmasiyla sonu¢lanmistir (Fujimaki ve ark.
1981). CBA/J farelerinin kiiltiirtine veya CBA/J veya Balb/c farelerinin karaciger
mononuclear hiicre kiiltiirlerine 0.1, 1.0, 10.0 veya 100 uM CdCl, eklendiginde
SRBC’de PFC sayisinda artis gézlenmistir (Lee 1992).

Kadmiyumun hiicre iizerine ¢ok ¢esitli etkileri bulunmaktadir. Kadmiyumun hiicre
dongiisii stirecine, boliinmesine, farklilagmasina, DNA replikasyonuna ve DNA tamirine
ve apopitoz yoluna etkileri bulunmaktadir (Oh ve Lim 2006). Kadmiyum bazi hiicresel
sinyallerin aktivasyonu ile hiicre dongiisiinii diizenlemekte, DNA metilasyonunu inhibe

ederek ve/veya E-cadherin’e miidahale ederek hiicre yapismasina neden olmaktadir.
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DNA sentezine ve hiicre boliinmesine etkisi doza baghdir. 1 uM kadmiyuma maruz
kalma DNA sentezini ve hiicre boliinmesini engellemektedir (Misra ve ark. 2003). Fakat
kadmiyumun daha diisiik konsantrasyonlar1 DNA sentezini ve hiicre bdliinmesini
artirmaktadir (Zglininicki ve ark. 1992).

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesiyle ilgili baz1 genler kadmiyuma maruz kalindiktan
sonra asir1 ifade edilmekte ve bazi proteinler daha az regule edilmektedir, 6rnegin
GRB2 ve SHC, RAS sinyal yolunun iki 6nemli proteini hiicre boliinmesinde ve
farklilagmasinda etkilidir. Kadmiyum RAS yolunun kinaz seviyesini artirmaktadir,
bunlar: RAF-1, MAPK, MEK1/2, ERK1/2, p38 MAPK ve JNK (Misra ve ark. 2003).
Kadmiyum muamelesi NF-kappaB’nin sitoplazmadan membrana translokasyonunu
artirmaktadir ( Jeong ve ark. 2004).

Kadmiyum protoonkogenler olan C-FOS, C-MYC ve C-JUN’lerin ve bazi
translasyon faktorlerinin asir1 ekspresyonlarina neden olmaktadir. Bu genler hiicre
boliinmesine ve kadmiyuma maruz kalinmasindan sonra tiimor gelismesine neden
olmuslardir. Memeli hiicrelerinde Cd™ Myb-tipi transkripsiyon faktoriinii aktive ederek
cyclin D ve cyclin E ekspresyonuna neden olmustur. Oysa bitkilerde Cd™* Cyclin B’nin
inhibisyonuna neden olmaktadir (Deckert 2005).

Kamiyumun hiicredeki toksik etkileri sekil 2.7.’de sematik olarak 6zetlenmistir.
2.2.7. Kadmiyumun Oksidatif Strese etkisi

Kadmiyum zehirlenmesinden sonra DNA tek zincir kiriginin olusmasi oksidatif
stresle iligkilidir (Waisberg ve ark. 2003). Cesitli memeli hiicreleri tiplerinde
kadmiyumun yiiksek sitotoksik (Cd™ ) konsantrasyonlari DNA’ daki tek zincir
kiriklariyla (SSB), kromozom hasarlari, kardes kromatit degisimi ve DNA- protein
baglanma basarisizliklar ile iligkilendirilmistir (Misra ve ark. 1998, Fotakis ve ark.
1997). Kadmiyum sitotoksik olmayan konsantrasyonlarinda DNA’ya hasar veren diger
ajanlarla kombine edildiginde genotoksik bir maddedir. Ger¢ekte kadmiyum UV
1s1nlar1, gama-radyasyonu gibi diger mutajenik ajanlarla kombine edildiginde veya metil
metan-sulfonat, N-methyl-N-nitrosourea, N-nitro-N-nitrosoguanidine gibi alkilleyici
kimyasallarin varliginda ko-genotoksik etki gostermektedir (Lynn ve ark. 1997,
Murkherjee ve ark 2004).
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Kadmiyum zehirlenmesi hiicresel DNA’y1 etkilemekte ve oxidatif stresi
artirmaktadir. Fakat ROS’un iiretimi dolayhidir. Kadmiyum redox-aktif bir metal
degildir. DNA’ya direkt baglanmamakta ve DNA ile kararli etkilesime girmemektedir.
Bu kadmiumun direkt genotoksik olmamasinin nedeni olarak gosterilmistir (Waalkes ve
Poirier 1984).

4 farkli kemirgen hiicresi 0.1, 5, 10, 50 veya 100 uM CdCl, maruz birakilarak direkt
DNA hasarinin olup olmadigi goézlenmistir. DNA zincir kinginin 6l¢iilmesi igin
mikrofiltrasyon testi kullanilmistir ve DNA-protein ¢apraz baglarinin Sl¢iilmesi igin
filter-binding testi uygulanmustir, bu lezyonlar kadmiyum muamelesiyle baglantilidir ve
metallerin genotoksisitesine aracilik etmektedir. Her ne kadar DNA hasarina olan
duyarlilik farkli hiicre hatlarinda degisken ise de sadece tamamen tutulmus hiicrelerde
artan bir DNA hasar1 gozlenmistir. Test edilen dort hiicre hattindan {igiinde
kadmiyumun neden oldugu sitotoksisite ve genotoksisiteye karsi metallothioninlerin
neden oldugu oOnemli koruyucu etki gozlenmemistir. Bu hiicre hatlarinda
metallothioninler kadmiyumun neden oldugu DNA —protein capraz baglarina karsi
koruyucu etki gostermemistir. Deney sonuglart kadmiyumun direk genotoksik olmadigi
hipotezini desteklemektedir (Misra ve ark. 1998).

5-35 uM kadmiyuma maruz kalan insan lenfosit hiicrelerinde Cd™ ‘nin neden
oldugu oksidatif stres 8-oxo-7, 8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-oxodG) adduktlar1 gibi
tipik oksidatif mutajenik lezyonlarini olusturmaktadir (Mikhailova ve ark. 1997). Cin
hemstirlarinin  yumurtalik hiicrelerinde, 8-oxodG’nin en yiiksek seviyesi S fazinda
gozlenmektedir. Kadmiyum DNA replikasyonunu azaltarak oxidatif DNA hasarina
neden olmaktadir (Banfalvi 2000).

Kadmiyumun neden oldugu ROS Hela ve sigir endotel hiicrelerinde 1-20 uM
kadmiyum konsantrasyonlarinda superoksit iyonlarinin (O,”) ve H,O, seviyesinde artis
ortaya c¢ikmaktadir. Kadmiyum ROS iiretimindeki roliine ek olarak DNA hasari
olusmasina da dahil olmakta, ROS’un yok edilmesinde 6nemli rol oynayan antioksidatif
proteinleri etkilemektedir. Normal sican karaciger hiicresi hatlarinda kadmiyumun
yiiksek konsantrasyonlart (100-300 uM) katalaz (CAT), glutatyonreduktaz (GR),
glutatyonun metabolitleri ve okside olmus glutatyon (GSSG) gibi bazi antioksidan

proteinlerin aktivitelerini muameleden 4 veya 8 saat sonra azaltmistir. Sasirtic1 sekilde
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superoksid dismutaz (SOD) aktivitesi muameleden 4 saat sonra azalmis fakat 8 saat
sonra tekrar artmistir (Ikediobi ve ark. 2004).

Kadmiyumun neden oldugu oksidatif stres sadece DNA hasarina (mutasyon) ve
proteinlerin  oksidasyonuna neden olmamakta ayni zamanda lipidlerin de
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Ornegin kadmiyum konsantrasyonu 7,5 pM den
ylksek oldugunda iskelet kasi hiicrelerinde Cd,Cl, lipid oksidasyonu gézlenmistir
(Yano ve Marcondes 2005).

2.2.8. Kadmiyumun DNA Metilasyonuna etkisi

DNA metilasyonu dogal olarak DNA modifikasyonunda meydana gelmektedir ve
sitozin halkasinin 5’ pozisyonundaki karbona metil grubu (5-MeC) eklenmesiyle
gerceklesmektedir. Timor dokularinda karakteristik olarak global metilasyon
durumunda bir azalma gozlenmekte ve buna DNA’nin belli bolgelerinde ki metilasyon
artis1 eslik etmektedir (Robertson ve Jones 2000). Tiimor supressorlerin promotor
bolgesinde ki hipermetilasyon genlerin susturulmasiyla iligkilidir, kanserde yaygin
olarak meydana gelmektedir (Esteller ve ark. 2001, Lin ve ark. 2001, Patel ve ark.
2000).

Global DNA hipo metilasyonu kimyasallarin neden oldugu kanser vakalarinda
onemli bir rol oynamaktadir (Baylin 2002, Razin ve Shemer 1999, Goodman ve Watson
2002). Bu durum ras ve metilasyonla susturulmus diger onkogenlerin hasarli gen
ekspresyonlarini  kolaylastirmaktadir (Ray ve ark. 1994). Ayrica hipometilasyon
metilasyonun neden oldugu yabanci genomik elementlerin susturulmasini azaltarak
genomik biitiinliigiin azalmasina sebep olmaktadir ( Laird 1997). Sonradan ortaya ¢ikan
kanser vakalarinda Cd’un DNA metilasyonunu azalttig1 goriilmiistiir (Takiguchi ve ark.
2003). Methionin DNA metilasyonunda metil grubunun dondrii olarak S-
adenosylmethionin (SAM) sentezi i¢in gereklidir. Methionin’in bazi kanserojenlerin
neden oldugu hipometilasyonu ve meme kanseri hiicrelerinin poliferasyonunu
engelledigi rapor edilmistir (Pereira ve ark. 2004, Tao ve ark. 2000).

Memeli hiicrelerinde DNA’daki sitozin kalintilarinin  DNA  (5-cytosin)
metiltransferaz (DNA MeTase) tarafindan metilasyonu replikasyondan sonraki en sik

goriilen baz modifikasyonudur. Bu metillenen bolgelerin fonksiyonu tanima ve gen



21

transkripsiyonunun diizenlenmesiyle iligkilidir. Memeli DNA MeTase’lar, S-
adenosylmethionin’den (SAM) DNA c¢ift zincirinin CpG diniikleotid i¢indeki C-5
pozisyonundaki sitozin iistiine metil grubu transfer eden enzim grubudur (Bonfils ve

ark. 2000).

2.2.9. Kadmiyumun gen ekspresyonuna etkisi

Memelilerin metallothioninleri (MT) sisteince zengin agir metal baglayan
proteinlerdir. Bunlar kadmiyumun toksisitesine ve oksidatif strese kars1 koruyucudurlar.
%30 civarinda cystein kalintist igerirler, bunlarin serbest kadmiyumu baglama yetenegi
oldugu bilinmektedir. Hiicrelerin veya hayvanlarin kadmiyuma maruz birakilmasi
metallothioninlerin iiretiminin artmastyla sonu¢lanmigtir, bu yol agir metallerin
detoksifikasyonundaki ilk yoldur. MT gen ekspresyonu kadmiyum ve oksidatif stres
tarafindan indiiklenmektedir. Metallothionin kadmiyuma yiiksek bir affinite ile
baglanmakta, bu da bu katyonlarin hiicrede detoksifikasyonuna izin vermektedir.
Metallothioninlerin ~ 6nemi  kadmiyuma maruz kalmig siganlara  ekzojen
metallothioninler verildiginde oksidatif stresin azalmasi gercegiyle gosterilmigtir. MT
seviyesi ile Cd™ muamelesinden sonraki apopitoz arasinda negatif bir korelasyon
bulunmaktadir ( Shimoda ve ark. 2001). Kadmiyum muamelesi insan periferal kan
lenfositlerinde MT-1B hari¢ MT-1’in isoformu olan MT-1A, MT-1E, MT-1F, 1G, 1H
ve 1X’in gen ekspresyonlarini artirmaktadir (Chang ve ark. 2006).

Kadmiyum zehirlenmesi, strese cevap veren diger 6nemli proteinlerin, 6rnegin heat
shock proteinler (HSP), ekspresyon seviyelerini degistirmektedir. Proteinlerin
kadmiyum tarafindan denatiirasyonu ve oksidasyonu HSP saperonlarinin asiri
ekspresyonlarina cevaptir (Parsel ve ark. 1994). Cd ™ ye maruz kalinmasindan sonra
HSP induksiyonu oksidatif stresin artmasina baglidir (Gaubin ve ark. 2004).

Kadmiyum zehirlenmesi HSP10, HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP72, HSP&9,
HSP90, GRP78 gibi baz1 saperon proteinlerinin agir1 ekspresyonuna neden olmustur. Bu
durum yanlis katlanmis proteinlerin tamir edilmesini veya biitlin proteinlerin ubiquitin-
proteasom sistemi tarafindan yok edilmesini kolaylastirmaktadir.

Bazi durumlarda kadmiyumun neden oldugu hiicre 6liimlerinin p53 proteinin ve p53

mRNA seviyesinin kadmiyuma maruz kaldiktan sonra farkli hiicre hatlarinda artmasiyla
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iliskili oldugu gosterilmistir ( Achanzar ev ark. 2000). Ayrica MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde 10-20 pM kadmiyuma maruz kaldiktan sonra p53 serin 15’in

+2 ¢

fosforilasyonu ile aktive edilmistir (Matsuoka ve Igisu 2001). Cd™“ ‘ye maruz kalan
insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde p53 fonksiyonunda azalma, sekil
degisiklikleri, DNA baglanma aktivitesinin kaybolmasi, transkripsiyonel aktivitenin
azalmasi1 ve gama- radyasyonuna bagli DNA hasari ile gozlenmistir (Meplan ve ark.

1999).

2.2.10. Kadmiyumun DNA Tamir Mekanizmalarina etkisi

Kadmiyumun DNA tamir enzimlerini inhibe etmesi miimkiindiir. Kadmiyum diisiik,
sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda DNA tamir sistemlerini etkilemektedir. Bazi
hiicresel DNA tamir sistemleri kadmiyumun neden oldugu DNA tek zincir kirig1 iceren
hasarlarla ilgilidir: yanlis eslesme tamiri (MMR), niikleotid kesip ¢ikarma tamiri (NER)
ve baz kesip ¢ikarma tamiri (BER).

Yanhs Eslesme Onarima (MMR)

Insan 293T hiicrelerine kadmiyum verildiginde veya alkilleyici ajanlarla muamele
edildiginde MMR ’nin aracilik ettigi G2 fazinda hiicre dongiisiinde alikoyma baskilanir.
MMR’nin bu sekildeki kadmiyum tarafindan invitro inhibisyonu muameleden Once
cinko eklenirse tersine doner (Lutzen ve ark. 2004). Kadmiyum 5 pM gibi diisiik

konsantrasyonlarda da MMR’yi tamamen inhibe edebilir.

Niikleotid Kesip Cikarma Onarimi (NER)

Kadmiyuma maruz kalma NER’in farkli basamaklarini etkilemektedir: DNA
hasarinin taninmasi, proteinlerinin DNA hasarinin oldugu bdlgeye baglanmasi ile
gerceklesmektedir (Jin ve ark. 2003). Kadmiyuma maruz kalma xeroderma
pigmentosum A’y1 (XPA) inhibe etmistir. Bu protein, 273 aminoasit igermektedir,
birgok ¢evresel ajanin neden oldugu DNA lezyonunun taninmasi ile ilgilidir ve diger
NER proteinlerini hasarli bolgeye toplamaktadir. Kadmiyum muamelesinden sonra

XPA’nin DNA’ya baglanma kapasitesi ¢cok azalmistir (Cleaver ve States 1999). Bu
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durum c¢inko parmak (zinc finger) yapisindaki Zn’nin cadmiyum ile yer
degistirmesinden kaynaklanmaktadir (Asmuss ve ark. 2000, Kopera ve ark. 2004).
Kadmiyum XPA diger NER proteinleri ile etkilesebilmektedir [Excision repair
cross-complementing protein 1 (ERCC1), transkripsiyon faktor 2H (TF2H) ve
replikasyon proteini A (RPA) 99] ve bu proteinlerin normal fonksiyonunu bozmaktadir

(Miyamoto ve ark. 1992, Ikegami ve ark. 1998).

Baz Kesip Cikarma Onarimi (BER)

GO sistemi:

MutM ve MutY genlerinin iriinii olan 2 glikozilaz DNA daki 8-oxoG (GO)
lezyonlarindan kaynaklanan mutasyonlar1 6nlemek icin ¢aligmaktadirlar. MutT geninin
tirtiniiyle birlikte GO sistemi olarak adlandirilmaktadirlar. DNA da spontan oksidatif
hasar neticesinde GO lezyonlar1 olustugunda mutM geni tarafindan kodlanan glikozilaz
lezyonlar1 uzaklastirmaktadir. MutY geninin iriinii olan ikinci bir glikozilaz yanlis
eslesen adeninini uzaklastirmaktadir ve bdylece DNA polimeraz 1’in aracilik ettigi
tamir mekanizmalari ile sitozinin dogru sekilde yerlestirilmesini saglamaktadir (Kremer

ve ark. 2004). GO tamir sistemi sekil 2.6.’da sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.6.: GO Tamir Mekanizmasi (Kremer ve ark. 2004).

Kadmiyuma maruz kalma BER’in 6nemli proteinlerinden formamidopirimidin
glikozilas’1 inhibe ve modifiye etmektedir. Bu glikozilaz oksidatif stresin neden oldugu

DNA hasarinin tamiri ile ilgilidir, Escherichia coli’de BER’i baslatmaktadir. Oksidatif
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olarak olusan baz modifikasyonlari, Ornegin 8-o0xo-7,8-dihidroguanin (8-oxoGua)
ROS’un neden oldugu biiylik lezyonlardan biridir, glikozilaz bunu tanimakta ve tamir
etmektedir. 8-oxoGua sabit adenin formuna doniisebilmektedir. DNA replikasyonundan
sonra tamir edilmemis 8-oxoGua, G-C c¢iftinin T-A ¢iftine donlismesine neden
olmaktadir. 8-oxoGua lezyonu yiiksek mutajeniktir ve genomik stabiliteyi
etkilemektedir (Moriya ve ark. 1991).

Kadmiyum Fpg proteininin ¢inko parmak yapisina yonelmektedir. Fpg proteininin C
terminalinde bulunan ¢inko parmak yapisindaki bir sisteinin ayrilmasi Fpg proteininin
DNA'’ya baglanmasini inhibe etmistir (O’Connor ve ark.1993).

OGG1 (8-oxoguanin-DNA glycosylaz-1) proteini memelilerin Fpg proteininin
homologudur. OGG1 yapisal olarak Fpg’den farklidir fakat foksiyonlar1 aynidir. OGG1
8-0x0G gibi oksidatif hasarlara karsi bir savunma sistemidir.

Kadmiyum zehirlenmesi transkripsiyon faktorii olan Specificity protein-1 (SP1)’in
DNA baglanma aktivitesinin azalmasi ile iligkilidir. Alveolar epitel hiicrelerinde
kadmiyum muamelesinden sonra fosforilasyonla Sp1’in DNA’ya baglanma aktivitesi
azalmigtir. Insan hiicrelerinde transkripsiyon faktdrii SP1°in hOGG1 promotoruna
baglanmasinin azalmast hOGGl1 transkripsiyonunun azalmasiyla sonuglanmistir. OGG1
(8-oxoguanine-DNA glyycosylase-1) 8-0xoG gibi oksidatif hasara kars1 koruyucu bir
sistemdir (Watkin ve ark. 2003).

Kadmiyumun yiiksek konsantrasyonu (>10 uM) Apel niikleaz aktivitesini inhibe

etmektedir. NER proteini olan Apurinic/apyrimidic (AP) endoniikleazl (Apel) DNA
Mg bagimli reaksiyonlar gibi DNA hasarma neden olan temel reaksiyonlari onarimini
baslatmaktadir. Apel endoniikleaz aktivitesinin kadmiyum tarafindan inhibe edilme
mekanizmasi bilinmemektedir (McNeill ve ark. 2004).
Ek olarak poly(ADP-ribosyl)ation uzunlugunun kadmiyum tarafindan azaltilmasi tek
zincir kinginin (SSB) BER tarafindan tamir edilmesiyle alakalhidir (Hartwig ve ark.
2002). PARP N-terminalindeki DNA baglanma bdlgesinde 3 sistein ve 1 histidin
bulundurmaktadir (Schreiber ve ark. 1992).

Cesitli proteinlerin NAD™a baglh poly(ADP-ribosyl)asyonu DNA tek zincir
kiriginin olugsmasinda ki ilk olaydir. Kromatin yapisini agmakta ve tamir proteinlerinin
DNA’nin hasarli bolgesine toplanmasina izin vermektedir (Gradwohl ve ark. 1990).

Poly ADP Riboz Polimeraz (PARP) SSB’nin tamir edilmesini koordine etmekte ve
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hiicre dongiisiinlin diizenlenmesini ve Olim yolunu (P53 ve AIF etkilesimi ile)
diizenlemektedir (Koh ve ark. 2005).

Memeli hiicrelerinde caspase’nin i¢ ve dis olmak iizere aktive ettigi iki biiyilik yol
vardir. D1s yolda (extrinsic) olii reseptorlerin baglanmasi caspase-8’in (Oncii caspase)
aktivasyonuna neden olmaktadir. I¢ yolda ¢esitli hiicresel stresler mitokondrinin
yaslanmasina, mitokondri membraninin depolarizasyonuna, sitokrom c¢’nin serbest
kalmasina neden olmaktadir. Cd™nin apopitotik yolu harekete gecirdigi
tartisilmaktadir. Bazi ¢alismalarda caspase’m Cd™*’nin neden oldugu hiicre dliimiinde
anahtar rol oynadig ileri siiriilmektedir (Kondoh 2002). Bazi ¢alismalar ise Cd™ ‘nin
caspase’a bagli yollar vasitasiyla apopitozu uyardigini ileri siirmektedir (Harstad ve

Klaassen 2002, Lemarie 2004). Cd™ apopitozu hiicre tipine ve maruz kalma sekline

uygun olarak harekete gegirmektedir.

Cd+2
/ } DNA Tamir N Antioksidan —\
sistemi savunma Mitokondriyal
Gen "'“""‘-a..,“ / tahribatlar
E .
xpresyonu t H,0,,10,., “OHt
l }Oksidatif stres
Hiicre dongusii,
farklilagma, Lipid
oliferasyon i
P y Oksidatif hasarli peroksidasyonu
proteinler
v
| DNAHasan | l " Apopitoz
— t HSP
DNA mutasyonlari ‘ l R
| Adaptif tepkiler |
Protein tekrar katlanmasi
veya ubiquitin-proteozom
¥ tarafindan yilmasi

Kanser tetiklenmesi,
tiimor olusumu

Sekil 2.7.: Hiicredeki kadmiyum toksisitesinin biyolojik sonuglarinin genel semasi
(Berlin ve Averbeck 2006).
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2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Damar sertligi, hipertansiyon, diyabetteki damar komplikasyonlar1 ve kalp
yetmezligi gibi kalp damar hastaliklarinda reaktif oksijen tiirlerinin miktar1 artmaktadir

(Bagi 2009).
Siiperoksit (0> ), hidroksiradikalleri (OH), peroksiradikalleri (RO ), alkoly

radikalleri (RO. ) ve hidroksiperoksil radikalleri (H 0.2) reaktif oksijen radikalleridir.

Fakat HZO ) reaktif oksijen radikali olmamasina ragmen Fenton reaksiyonlar ile reaktif

oksien tiirlerini olusturmaktadir.

Memeli hiicrelerinde potansiyel reaktif oksijen (ROS) kaynaklar1 mitokondrideki
elektron transfer zinciri, arasidonik asiti metabolize eden lipoksigenaz enzimi ve
cycloksigenaz, sitokrom P450, ksantin oksidaz, NAD(P)H oksidaz, ayrilmamis nitric
oksit sentaz (NOS), peroksidaz ve diger hem proteinleridir. Bu sistem molekiiler
oksijenin bir elektron alarak siiperoksite doniismesini katalizlemektedir. Siiperoksit
NO’yu inaktif yaparak peroksinitrite donistiiriir. Cevresel kosullarda siiperoksit
kendiliginden ya da siiperoksitdismutaz (SOD) tarafindan katalizlenerek
hidrojenperoksite doniismektedir. NO’nun eksikligi H,O, ‘nin olusumunu artirabilir.
Baz1 enzimler 6rnegin ksanthin oksidaz ve glukoz oksidaz oksijene 2 elektron vererek
direk H,O,’yi olusturabilir (Kowaltowski ve ark. 2009).

Agir metallerin varliginda H,O, Fenton reaksiyonlarma girerek c¢ok reaktif olan
hidroksi radikalleri olusturmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda H,O, ve hidroksi
radikali iiretildiginde bunlar proteinleri ve lipidleri oksitleme yetenegindedir ve DNA

zincir kiriklarina neden olabilmektedir (Stohs ve Bagchi 1995).

Fenton reaksiyonlari:

1)H,0,+0, — OH +OH +0,
2+ i . - 3+ 9
2)HO,+Fe /Cu — OH +OH +Fe /Cu
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1 Haber-Weiss reaksiyonu; 2 Fenton reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir. Fenton
reaksiyonlar1 oksidatif DNA hasarini agiklayan bir hipotezdir ve bu hipoteze gére OH-
radikalleri DNA ya saldirarak hasar olusturmaktadir. Hidroksi radikallerinin etkili
olabilmesi icin DNA’nin ¢ok yakininda veya fiizerinde olusmasi gerekmektedir.
Reaktivitesi ¢cok yliksek hidroksi radikallerinin hiicreye diflizyonla girerek DNA’ya
ulagsma ihtimali olduk¢a azdir. Dolayisiyla hiicrede hidroksi radikalleri hidrojen

peroksitin Fe ve Cu ile reaksiyona girmesiyle olusmaktadir (Burgak ve Andican 2004).
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2.4. Antioksidanlar

Halliwell ve Whiteman’in tanimina gore “antioksidanlar oksitleyici bir maddenin
dozuna kiyasla daha diisiikk konsantrasyonlarda bu maddenin oksitleyici etkisinden

koruyan veya oksidasyonu engelleyen maddelerdir” (Halliwell ve Whiteman 2004).

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki etmektedirler.

1) Toplayic1 Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha
zayif yeni molekiillere ¢evirmektedirler. Antioksidan enzimler, trakeobrongiyal mukus
ve kiiciik molekiiller bu tip etki gostermektedirler.

2) Bastiric1 Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistirmektedirler. Vitaminler, flavanoidler
bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Zincir Kirier Etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarmi engellemektedirler. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir
kiricr etki gostermektedirler.

4) Onaria Etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasar1 onarmaktadirlar (Baskin ve

Salem 1997).

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.
A) Endojen antioksidanlar
Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak {izere iki sinifa

ayrilmaktadir.

Enzim olan endojen antioksidanlar: 1) Siiperoksit dismutaz (SOD). 2) Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px). 3) Glutatyon S-Transferazlar (GST). 4) Katalaz (CAT). 5)
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi. 6) Hidroperoksidaz (Harold 2006).

Enzim olmayan endojen antioksidanlar: 1) Melatonin. 2) Seruloplazmin. 3)
Transferrin. 4) Miyoglobin. 5) Hemoglobin. 6) Ferritin. 7) Bilirubin. 8) Glutatyon. 9)
Sistein. 10) Metiyonin. 11) Urat. 12) Laktoferrin. 13) Albiimin (Harold 2006).
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B) Eksojen antioksidanlar
Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak {izere

siniflandirilabilirler (Harold 2006).

Vitamin eksojen antioksidanlar: 1) o-tokoferol (vitamin E) 2) B-karoten 3)

Askorbik asit (vitamin C) 4) Folik asit (folat) 5) Urik asit 6) Glutatyon (Harold 2006).

Endojen Antioksidanlar
Enzim olan endojen antioksidanlar

Organizmalar oksidatif stresle basa c¢ikmak i¢in ¢esitli enzimatik ve enzimatik
olmayan sistemler gelistirmistir, bunlar arasinda siiperoksit radikallerini H,O;’e
indirgeyen siiperoksit dismutaz (SOD) ve H,O;’yi su ve oksijene indirgeyen katalaz
(CAT) bulunmaktadir, bu enzimler ¢ok reaktif olan hidroksi radikallerinin (OH)
olusmasini engellemektedirler. Bu hidroksi radikalleri lipid peroksidasyonuna, protein

denaturasyonuna ve DNA da mutasyonlara neden olabilirler (Halliwell 1991).

Siiperoksit Dismutaz (SOD):

Stiperoksit radikallerinin H,O, ve molekiiler oksijene doniismesini saglamaktadir
(Kwee ve ark. 1991). SOD enziminin konsantrasyonu organa goére degisebilmektedir.
Akciger, kalp, karaciger ve bobrek gibi metabolizmast hizli olan organlarda daha
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Serbest radikal hasarina karsi son derece
savunmasiz olan beyinin glutatyon peroksit aktivitesi katalaz aktivitesinin 7 kati

kadardir (Friedovich 1995).

202'%-2HJr p H202+ 02

Bu enzimin iki formu vardir ve bunlar sitoplazmik (Cu, Zn-SOD) ve mitokondrial
(Mn-SOD) siiperoksit dismutazdir (McCord ve Fridovich 1969). Bir¢cok calismada
akciger kanserinde antioksidan enzimlerin  aktivitelerinin normal akciger
dokusundakinden daha diisiik oldugu rapor edilmistir. Akciger kanseri hastalarinda

SOD aktivitesindeki azalma siiperoksit serbest radikallerinin artmasina neden
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olmaktadir. SOD’un azalmasi ROS tarafindan inaktivasyonu nedeniyle olmaktadir
(Steaper 1997).
Katalaz (CAT):

Katalaz enzimi H,O,’1 su ve oksijene pargalamaktadir.

2H,0, — 2H, 0+ 0O,

Hayvanlarda hidrojen peroksit katalaz ve glutatyonperoksidaz tarafindan detoksifiye
edilmektedir. Hidrojenperoksitin hidroksi radikallerini olusturmasini engellemektedir.
Katalaz esas olarak peroksizomlarda bulunmakta fakat az miktarda sitoplazmada ve

mikrozomlarda bulunmaktadir (Gaetani ve ark. 1996).

Eksojen antioksidanlar

Vitamin olan eksojen antioksidanlar

Viicutta serbest radikalleri temizleyen ¢esitli enzimler vardir. Ek olarak hiicre de
kiiciik molekiiler agirlikta ki antioksidanlar bulundurmaktadir. C ve E vitaminleri
onemli antioksidanlardir. Yiiksek dozlarda bazi vitaminler istenmeyen etkiler
gosterebilmekte ve artan dozla beraber bu etkilerin siddeti de artmaktadir.
Vitaminlerden bazilarinin besinlerle asir1 tiiketilmesi olasiligi diisiiktiir fakat yiiksek
dozda vitamin yiiklenmesi miimkiindiir. Baz1 vitaminlerin yeterince yiiksek dozlarinin
mide bulantisi, ishal ve kusma gibi yan etkileri olabilmektedir. Vitaminlerin yan etkileri
ortaya c¢iktiginda iyilesme dozun azalmasi ile ger¢eklesmektedir. Bireyin tolere
edebilecegi vitamin konsantrasyonlar1 yasa ve saglik durumuna gore degismektedir
(Canter ve ark. 2007).

Vitamin alinmasinin ve eksikliginin etkileri sekil 2.8.’de 6zetlenmistir.

C Vitamini

Son ¢alismalar vitamin C ve kronik rahatsizliklar arasinda ki iliskiye dikkat
cekmektedir. Ornegin vitamin C’nin alinmasinin atar damarlarda ki kan basincin
azaltan yonde etki yaptig1 rapor edilmistir (Block 1991). Diger taraftan vitamin C nin
kanseri 6nleme etkisi bir¢ok ¢alismada tartisilmakta ve bu noktaya dikkat ¢ekilmektedir.

Nobel odiillii Pauling ve arkadasi Cameron soguk alginliklarinin iyilestirilmesi ve
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Onlenmesi ayni sekilde kanserin de baglangicinin engellenmesi i¢in askorbik asidin
ylksek dozlarda kullanilmasini tavsiye etmektedirler. Yapilan ¢alismalarda turunggilleri
haftada iki defa tiiketen yaslilarin 61liim riskinin haftada bir defadan az turuncgil tiikketen
yashlarin 6liim riskinin yaris1 kadar oldugu dikkat ¢ekmektedir. Onemli biyokimyasal
ve fizyolojik deliller askorbik asit fonksiyonunun serbest radikalleri temizledigini ve
nitratlardan potansiyel kanserojen N-nitroso bilesiklerinin olugsmasin1 engelledigini ve
bunun da mide kanserine kars1 korudugunu gostermektedir (Drake ve ark. 1996, Block
1991). Fakat baz1 ¢aligmalar C vitamini eklenmesinin pozitif bir etkisi olmadigin
gostermektedir (Moertel ve ark. 1985). Mayo Clinic’de kanser hastalarindaki klinik
caligmalar C vitamini verilen gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda hayatta kalma siiresi
acisindan onemli bir fark olmadigin1 gostermistir (Moertel ve ark. 1985). Ek olarak lipid
hidroperoksidleri askorbik asitle reaksiyona girerek DNA’ya hasar veren iiriinleri
olusturmaktadir. Bu goriise gore askorbik asit mutajeniteyi ve kanser riskini
artirabilmektedir (Lee ve ark. 2001). Sonug¢ olarak tiimor hiicrelerinde yiiksek
miktarlarda askorbik asit bulunmasi kemoterapi veya radyasyon terapisini
etkilemektedir. Bu terapiler siiresince oksidatif mekanizmalar hiicre 6liimiine neden
olmaktadir. Ancak askorbik asit takviyesi kanser tedavisinin etkisini azaltmaktadir
(Agus ve ark. 1999).

Bagka oOnemli bir nokta da vitamin C’nin pro-oksidan olarak davranmasinin
miimkiin olmasidir. Vitamin C’nin bu pro-oksidatif reaksiyonlar1 in vitro ve in vivo
ortaya ¢ikmaktadir (Childs ve ark. 2001). Demirin askorbik asitle beraber uzun siireli
alinmasi1 LDL’ nin lipid peroksidasyonunun artisina neden olmakta ve damar tikanmasi
riskini artirmaktadir (Berger ve ark. 1997). Diger bir ¢alismada fazla demir yiiklenmis
plazmada askorbik asit antioksidant gibi davranmakta ve in vivo lipid oksidatif hasarini

onlemektedir (Chen ve ark. 2000).

E Vitamini

Epidemik ¢aligmalar vitamin E’nin fazla miktarda alinmasinin yasla ilgili ve kronik
hastaliklarin riskini azalttigin1 gostermektedir. Deneysel ¢aligmalar hastaliklarin
Onlenmesinde ve tedavi edilmesinde vitamin E’nin saglik i¢in 6nemli oldugunu
gostermistir. A-tocopherol vitamin E’nin viicuttaki en biiyiikk formudur, tekrar eden

hastaliklar i¢in (Chappell ve ark. 1999), yasa bagl goz hastaliklar1 (Mares-Perlman ve
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ark. 2000), metabolik diizensizlikler (Jain ve ark. 2000) ve ndrolojik bozukluk
diizensizlikleri i¢in faydali olmaktadir (Sano ve ark. 1997).

2003°de a-tocopherol ve B-karotenlerin kalp damar hastaliklarindan 6lim ve bu
hastaliklara yakalanma iizerine etkileri uzun siire test edilmistir (Vivekananthan ve ark.
2003). Vitaminlerin farkli populasyonlarda pozitif bir etkisi olmadigi gosterilmistir
(Virtamo ve ark. 2003). Diger bir ¢alisma da her giin 200 IU E vitamini aliminin evde
hasta bakici himayesindeki yaslilarda solunum yollar1 enfeksiyonunun tekrarlanma
oraninin diigiirmede etkili olmadigr (Meydani ve ark. 2004) ve aynmi vitaminin 600 [U
giin asirt alinmasiin saglikli kadinlarda kanser veya biiyiik kalp damar hastaliklar
iizerine yarar1 olmadig gosterilistir (Lee ve ark. 2005). Yeni arastirmalar § karoten, A
vitamini ve E vitamini ilavesinin 6lim oranin atisiyla iliskilendirmektedir (Bjelakovic
ve ark. 2007).

Diyetin antioksidanlarla yiiklenmesi veya antioksidanlarca zengin meyvelerin veya
sebzelerin artan alimimi bir¢ok calismada periferal kan lenfositlerinde oksidatif DNA
hasarin1 azaltmistir. DNA hasar1 kanseri baslatirken bu sonuglar meyvelerin ve
sebzelerin DNA’ya atak yapan serbest radikalleri engelleyerek kansere karsit korudugu

goriistinii dogurmustur (Frnech ve Rinaldi 1994).

| YARARLI || POTANSIYEL TOKSIK I |Tm;su-; DEGIL I | COZELME |
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Sekil 2.8.: Vitamin alinmasinin ve eksikliginin etkileri (Vin"a ve ark. 2007).
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2.4.1.Flavonoidler

Flavonoidler polifenolik bilesiklerdir. 4000 kadar cesidi bulunmakatdir. Bunlar
flavonoidler, flavonlar, flavanonlar, kateghinler, antokyosiyanidlerdir ve ¢ok sayidaki
memelide farkli biyolojik etkiler gostermektedirler. Naringin greyfurttaki ve
turunggillerdeki en baskin flavanondur (Ng ve ark. 2000).

Flavonoidler bir¢ok bitkide ve meyvede kendiliginden olusan polfenolik bilesiklerin
biiyiik grubudur. Insan diyetinde bol miktarda bulunur ve kanser ve kalp damar
hastaliklarin1 Onleyici etkisi vardir. Bu bilesikler kas giiclinli, damarlarin iltihabi
durumlara dayanikliligini, antioksidan aktivitesini ve serbest radikalleri sondiirebilme
yetenegini artirmaktir. Avrupa’da ilag regetesi ile kronik toplardamar yetmezligi gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar (Cesarone ve ark. 2006).

Flavinoidler bilinen dogal ilaglardir, antioksidan, anti-inflammatory, antikanser,
antimikrobial ve antiviral akviteleri igeren biyolojik/farmakolojik  ozellikler
gostermektedirler. Meyvelerin ve sebzelerin biyoaktif bilesenlerine olan ilgi, bu
bilesenlerin ¢esitli kalp damar hastaliklarina ve kanserin bazi tiplerine karsi olan
koruyucu etkisi nedeniyle son yillarda artmistir (Gorinstein ve ark. 2003).
Turuncggillerde asil biyoaktif bilesenler askorbikasit, karotinoidler, flavinoidler,
limonoidlerdir (Yu ve ark. 2003). Son zamanlarda 6zellikle turunggillerden izole edilen
anti-inflammator etki gosteren flavonoidlere ilgi gosterilmistir. Bir¢cok flovonoid
antioksidan aktivitesini B halkasindaki ¢ok sayida hidroksil grup vasitasiyla
gerceklestirmektedir (Rotelli ve ark 2003). Bu bodlge biyomolekiillerin anti-
inflammatuar etkisinden sorumludur. Serbest radikalleri temizlemesi ve lipid
peroksidasyonunu engellemek yaninda flavinoidlerin anti-inflammatory aktivitesi
arachidonate metabolizmasindaki siklooksigenaz ve 5-lipooksigenaz yolunun

inhibisyonu ile alakalidir (Morikawa ve ark.2003).
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2.4.1.1. Naringin

Naringinin Kimyasal Yapisi

Naringinin kimyasal yapisi sekil 2.9.’da gosterilmistir.

HO

OH O

Sekil 2.9.: Naringinin kimyasal yapisi, 7-(2-O-(6-deoxy-alpha-L-mannopyranosyl)-p-D-
lucopyranosyloxy)-2,3-dihydro-4’,5,7-trihydroxyflavone (Jagetia ve ark. 2007).

Naringin (4°,5,7-thrihydroxyflavanone-7-rhamnoglucoside) greyfurt suyundaki en
cok bulunan flavonoiddir ve naringenin (4’,5,7-thrihydroxyflavanone) gibi antioksidant
ve antiflammator aktivite gostermektedir.

Naringinin Bulundugu Bitkiler

Naringin, Citrus paradisi, Citrus sinensis, Citrus unishu, Citrus nobilis, Citrus
tachibana, Citrus junos, Artemisia selengenesis, Artemisia stolonifera’nin meyvelerinde
Cudrania cochincinensis’nin koklerinde, Poncirus tiirlerinin meyvelerinde Mabea
fistulifera, Swartiza polyphylla’nin meyvelerinde bulunmaktadir (Jagetia ve Reddy
2002).

Naringin a-ramnosidaz ve B-glikosidaz gibi enzimlerin aktivasyonu ile naringenine
dontigebilmektedir (Shiratori ve ark. 2005). Naringinin naringenine pargalanmasi sekil

2.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 2.10.: Naringin, a-rhamnosidaz ve B-glukosidaz aktivitesi ile prunin, rhamnoz,
naringenin ve glikoza pargalanmaktadir (Jagetia ve ark. 2007).

Naringinin insan saghgina etkileri

Naringin farmokolojik ve tedavi edici Ozellikler gdsterir; bunlar antimutajenik,
antimikrobial, anti-inflamatory, kolestrol diisiiriicii, serbest radikalleri topayict ve
antioksidant etkilerdir (Jeon ve ark. 2004).

Naringin ve naringenininin antioksidant aktiviteleri in vivo onemli bir role sahip
olabilirler. Bu bilesiklerin antioksidan, anti-inflammatory O6zellikleri iltihapli hayvan
deneyi modellerinde aragtirilmistir.

Naringinin etkisi in vivo ve in vitro farkli olabilmektedir. Naringin agizdan
alindiginda emilmeden Once enterobacteria tarafindan naringenin gibi aglikonlarina
hidroliz edilmektedir (Ameer ve ark. 1996). Naringenin, naringinin aglycon’u ve
metaboliti’dir. Naringin ve naringeninin metabolik farmokokinetigi kiyaslandiginda
naringenin si¢anlara damar ve agiz yoluyla naringin ise agiz yoluyla verilmektedir.
Naringeninin serumdaki konsantrasyonu enzimatik parcalanmadan Once ve sonra
Ol¢iilmiistiir. Agizdan almman naringeninin biyoyararliligi %4 diir oysa konjugant

naringenin alindiginda %8’e artt1g1 gosterilmistir (Hsiua ve ark. 2002).
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Naringinin kemik gelisimine etkisi

Naringinle muamele edilmis sicanlarda kemik gelisimi agisindan, uyluk kemiginin
uzunlugu, capi, kalsiyum ve fosfor seviyesi agisindan daha {istiindiir. Kontrol
grubundakinden daha fazla naringin alan si¢anlarin kemiklerin mineral yogunlugu daha
fazladir. Bu da naringinin osteoporozun yonetimi {izerine olumlu etki ettigini
gostermektedir (Wei ve ark. 2007).

Naringin BMP-2 promotorunu aktive edebilmektedir ve kemik gelisimini aktive
etmektedir. BMP-2 insanda ve hayvanda kemik gelisimi saglayan bir biiylime
faktoriidiir (Wong ve Rabie 2005).

Naringinin kan kolesterolii seviyesine etkKisi

Naringinin kolesterolii diisiiren gii¢lii bir ajan olmast HMG-CoA reduktazi inhibe
etmesiyle iligkilendirilmistir (Shin ve ark. 1999). Kolestrol varligt apo B
lipoproteinlerinin karacigerden salgilanmasinin diizenlenmesinde anahtar bir rol
oynamakta ve kolesterol sentezi ve apo B lipoproteinin iiretimi arasinda giiglii bir
korelasyon bulunmaktadir (Thompson ve ark. 1996, Watts ve ark. 1995). Homozigot
kalitsal hiperkolesterolde artan bir kolesterol biyosentezi gozlenmektedir, yani artan bir
pro B lipoprotein tiretimi vardir (Bilheimer ve ark. 1979). Hepatic HMG-CoA reduktaz
kolesterol biyosentezi yolunda sinirlandirict bir enzimdir ve inhibitdrleri bir¢gok hayvan
tiiriinde ve insanlarda da plazmadaki kolesterol diistiigiinde oldukga etkilidir (Amin ve
ark. 1993).

LDLR-KO fareleri naringin’in HMG-CoA reduktaz’in inhibisyonu ile olan iliskisini
farelerde aragtirmak i¢in secilmistir. LDL reseptorlerinin yokluguna bagli olarak
hayvanlarda kolesterol biyosentezi ve plazmadaki kolesterol miktari anlamli sekilde
artis gostermistir. Bu fareler homozigot kalitsal hiperkolesterol arastirmalar1 igin LDL
reseptor genlerinin bozulmasiyla olusturulmustur. Yabanil tip farelere zit olarak LDLR-
KO farelerinde diisiik miktardaki kolesterolle beslendiklerinde plazmadaki kolesterol
seviyesi anlamli ylikselis gostermektedir (Ishibashi ve ark. 1993).

Naringin LDL-reseptorlerinin eksikliginde hepatic HMG-CoA reduktaz enzimini

inhibe ederek plazmadaki kolesterol konsantrasyonunu azaltmaktadir. Naringin
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eklenmesi kolesterolle beslenen LDLR-KO farelerinde plazmadaki kolesteroliin

diismesine katkida bulunmaktadir (Kima ve ark. 2004).

Naringinin kan plazmasindaki etanol seviyesine etkisi

Etanolle muamele edilmis sicanlara naringin verilmesi plazmanin, hepatic lipidlerin
ve hepatic TBARS (thiobarbituric acid-reactive substances) seviyesinin ve plazmadaki
etanol konsantrasyonunun azalmasiyla sonuglanmistir. Bu belirtiler hepatik SOD ve
GSH-Px aktivitesinde ki artisla iligkilidir. Naringin, etanol alinmasiyla olusan kotii
etkilere karsi etanol ve lipid metabolizmasi gibi karaciger antioksidan savunma
sistemlerinin aktivitesini artirarak miicadele etmektedir (Seo ve ark. 2003).

Alkol, ADH (alkoldehidrogenaz) tarafindan asetaldehit'te ve ALDH
(aldehitdehirogenaz) tarafindan asetata parcalanmaktadir. Asetaldehit etanolun ¢ok
toksik bir metabolitidir ve alkolik karaciger rahatsizliklarina neden olmaktadir. Kronik
alkol alimindan sonra karacigerdeki asetaldehit birikimi ADH ve ALDH aktivitesi ile
belirlenmektedir. Naringin ADH ve ALDH aktvitesini artirarak plazmadaki etanol

konsantrasyonunu azaltmaktadir (Seoa ve ark. 2003).

Naringinin Kalp Damar Hastaliklarina etkisi

Naringin kalp damar hastaliklarinin gelisimini engellemektedir. Naringin muamelesi
biiyiime inhibisyonu ile sonuglanmaktadir ve p53’e bagh p21WAF1 ekspresyonunun
induksiyonu; VSMC ‘de (damarlarin diiz kas hiicreleri) siklinlerin ve CDK’nin az
regule edilmesi, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda tutuklanmasina neden olmaktadir. ERK
(extracellular signal regulated kinase = hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz)
fonksiyonunun bloke edilmesi naringine bagli p21WAF1 (p21) ekspresyonunu inhibe
etmekte, naringin’in neden oldugu hiicre poliferasyonu, inhibisyonunu geri
dondiirmekte ve hiicre dongiisii proteinlerini azaltmaktadir. Naringin muamelesi Ras ve
Raf aktivasyonunu artirmaktadir (Lee ve ark 2008).

P21 VSMC’de CDK’nin ilk negatif diizenleyicisidir. Cyclin/CDK komplekslerinin
kinaz aktiviteleri p21WAF1 gibi CDK inhibitorleri tarafindan negatif olarak
diizenlenmektedir. Bu inhibitérler hiicre dongiisiiniin devamhiligimm G1 fazinda
cyclin/CDK kompleksinin inaktivasyonu ve baglanmasi ile bloke ederler (Taner ve

ark.1998).



38

Naringinin Cytochrome P450’ye etkisi

In vitro calismalarda naringinin antimutajenik etkisi hakkinda olumlu ve olumsuz
sonuclar bulunmaktadir. Diger taraftan bazi ilaclar greyfurtla beraber alindiginda
biyoaktiviteleri artmaktadir. Bu etkinin nedeni insandaki Cytochrome P450 (CYP) 3A4
enziminin naringin tarafindan inhibe edilmesidir (Kupferschmidt ve ark. 1998).
Cytochrome P450 karacigerdeki ila¢g metabolizmasinda yer alan tipik bir enzimdir,
bir¢ok ilacin parcalanmasi i¢in ¢ok Onemlidir. P450 ailesi {iyeleri arasinda yer alan
CYP3A, P450 tarafindan katalizlenen metabolizmalarin biiyiik ¢ogunlugunda yer alan
en onemli enzimdir

Calismalar greyfurt suyunun CYP3A’nin katalitik aktivitesini giiclii sekilde inhibe
ettigini gdstermektedir. Meyve sularinin CYP3A’nin inhibisyonuna etkileri greyfurt >
karadut > yabani {liziim> nar >siyah ahududu seklindedir. Her meyvenin kendine 6zgii
bir i¢erigi vardir ve inhibe edici etki de bu farkli igerige baghdir (Hidaka ve ark. 2005).
Greyfurt suyu bazi ilaglarin plazmadaki miktarlarinin artmasina neden olmaktadir,
Ornegin calcium channel antagonistleri (Bailey ve ark. 1993, 1998), cyclosporin (Yee ve
ark. 1995), midazolam (Kupferschmidt ve ark. 1995), HIV proteaz inhibitorleri (Lilja ve
ark. 1998) ve HMG-CoA reduktaz inhibitorleri (Hidaka ve ark. 2004).

Naringinin antioksidan etKisi

Flavonoidlerin serbest radikalleri temizlemesi gibi antioksidan etkileri radikallere
hizli sekilde hidrojen atomu aktarmasi ile ger¢eklesmektedir. Naringin de bu
antioksidan o6zellikleri tastyan bilesikleri igermektedir. Naringinin C halkasinda C-4’de
karbonil grup ve A halkasindaki C-5’deki ve B halkasinin C-4’tindeki hidroksil grubu
bulunmaktadir. Naringin gibi C-4 karbonil grup ve C-3 veya C-5 hidroksil gruplari
iceren flavonoidler demir iyonlar1 ile chelatlar olusturmakta ve flavonoidlerin metal
iyonlarin1 ayirma yetenekleri Fenton sistemde serbest radikallerin olusmasini
engelleyerek anti-lipoperoksidatif 6zellige katkida bulunmaktadir. Flavonoidler serbest
radikalleri temizleme aktivitelerini demir iyonlar1 ile kompleksler olusturduktan sonra
da korumaktadir ve bu metal iyon chelatlarin olusumu flavonoidlerin antioksidan

mekanizmalarindan biridir (Cook ve Samman 1996).
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2.5. Kardes Kromatit Degisimi (SCE) Ve Kromozom Hasar1 (CA) Test Yontemleri
2.5.1. Kardes kromatit degisimi (SCE):

Hiicre dongiisiiniin S-faz1 boyunca DNA replikle olmakta ve her kromozom
sentromerden sikica tutunan birbirinin aym1 duplike olmus iki kardes kromatit
icermektedir. Kardes kromatittler mitozun ge¢ profazinda ve erken metafazinda hiicre
boliinmesinden Once agikca goriilebilmektedirler. SCE kardes kromatitlerin etkili olarak
kirildig1 ve bir digeriyle fiziksel degisim bdlgesinden birlestigi bir siiregtir (Taylor
1958).

SCE ilk defa Taylor tarafindan bitki hiicrelerinde tritium ve otoradyografi
kullanilarak gézlemlenmistir. Daha sonra DNA baz analogu olan 5’-bromodeoxyuridin
(BRDU)’in Hoechst 33258 boyasi ile kombine edilmesiyle kardes kromatitlerin ayirt
edilebilecegi ve SCE’ler gozlenebilecegi kesfedilmistir (Latt 1973). BRDU timine ¢ok
benzemekte ve replikasyon sirasinda uzayan DNA iplikleri i¢ine girmektedir. Standart
FPG (florosans art1 Gimsa) boyama metodu BRDU igeren kiiltiirde biiyiiyen hiicrelerde
degisimleri gozlemek i¢in giivenilirdir. DNA replikasyonu semikonservatif oldugundan
BRDU’nun tamamu her bir ¢ift heliksin yeni olusan ipligine dahil olmaktadir. BRDU’lu
kiiltiirdeki ikinci biiylime dongiisii boyunca iki kardes kromatit BRDU igerigi agisindan
farklilik gostermektedir (Perry ve Wolff 1974). Orijinal DNA kalibimin bir ipligini
tastyan kromatitin bir ipligi normal diger ipligi BRDU igermektedir. Diger kardes
kromatit her iki ipliginde de BRDU tasimaktadir. BRDU renk agict 6zellige sahiptir
dolayisiyla daha cok BRDU igeren kromatitler daha agik renkte goriilmektedir.

UV radyasyonuna maruz birakilmay1 gerektiren FPG teknigine alternatif uygun bir
teknikte DNA denaturasyonu sirasinda BRDU yerine baglanan antikorlar kullanmaktir.
DNA propidium iodid ile veya fliioresan boya DAPI ile zit boyanarak SCE olaylarini
daha kolay hesaplamamizi saglayacak goriintii olusmasina izin vermektedir. Antikor
kullanilan metodun bir avantaji da BRDU’nun yerini alan seyin ¢ok daha az
kullanilmast ve boylece BRDU’nun neden oldugu SCE’ nin azaltilabilmesidir (Pinkel
ve ark. 1985).
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SCE’nin molekiiler mekanizmasi

SCE dogal olarak normal DNA replikasyonu sirasinda ve ¢atallanma basarisizligina
bagli olarak eger ortamda BRDU ¢ok azsa veya hi¢ yoksa her dongiide hiicre basina 3-4
degisim olarak tahmin edilmektedir (Stoilov ve ark. 2002). Yukarida bahsedildigi gibi
BRDU kendisi de SCE’ye neden oldugu gibi (Zhao ve ark. 1992) tek zincir kirnig1 ve
alkali degisim bolgelerinin seviyesini de artirmaktadir (Dillehay ve ark. 1982). E.
coli’deki biyokimyasal ve genetik aragtirmalar BRDU’nun urasil’e donistiigiinii ve
bunlarin urasil -DNA glykosylase tarafindan uzaklastirilmasini takiben abazik
endontikleazlar tarafindan tek zincir ¢entigi olusturuldugunu gostermektedir (Krych ve
ark. 1979).

Boyama i¢in BRDU yerine biotin-dUTP’nin kullanildig1 deneylerde iyonize
radyasyon ve UV-C ile BRDU varligina atfedilenden daha fazla SCE diretildigi
bulunmustur (Wojcik ve ark. 2004). Mitomisin C’nin (MMC) neden oldugu SCE
BRDU kullanimimin bir sonucu degildir. Capraz bag ajanlar1 genel olarak SCE
indiikleyicileridir, muhtemelen ¢apraz baglarin tamir edilmesi sirasinda olusan kirik
replikasyon catallarinin onarilmasi i¢in homolog rekombinasyona ihtiya¢ duyulmaktadir
(Thompson 2005). Hiicrede tek zincir kirigi (SSB) miktarini artiran olaylar SCE’yi
etkili sekilde tetiklemektedir (Thompson ve ark. 1982): Bu olaylar XRCC1 eksikligi,
poly (ADP-riboz ) polymeraz 1 (PARP-1)’in inhibisyonu (Murcia ve ark. 1997),
hidrojen peroksite maruz kalma (Speit ve ark. 1982), DNA sentezinin hidroksiiire,
aphidicolin veya camptothecin tarafindan inhibe edilmesi olarak siralanabilir. Bunlar
denatiire edilmemis pules field jel elektroforezinde ¢ift zincir kirig1 gibi davranan kirik
replikasyon ¢atallar1 lireten ilaglardir (Saleh-Gohari ve ark. 2005). Boylece SCE gibi
gerceklesen bu en basit yol sekil 2.11°de gosterildigi gibi parental zincirde bir gap veya
kirik ile karsilasildiginda kirikk DNA replikasyon ¢atali homolog rekombinasyon (HR)-
araciligi ile yeniden baslatilmaktadir (Helleday 2003).



41

Sekil 2.11.: Homolog rekombinasyon mekanizmasi: Replikasyon catalinin temel
ipliginde tek zincir kirig1 veya gap ile karsilasildiginda SCE’nin olusum mekanizmasi. 1
ve 2. basamak: Catal bir tek zincir kirigina yaklagir. 3. basamak: c¢atal kirilir. 4.
basamak: Kirilmayan kromatitdeki gapde tamir sentezi gerceklesir. Egimli siyah ok
sonraki olaylarin goriintiilenmesini kolaylastirmak i¢in yapisal degisimleri gosterir. 5.
basamak: Kirik duplex’in ilerlemesi 3’ tek zincir dizisi olusturur. 6. basamak: Rad51
zincir tutunmasina aracilik eder. 7. basamak: Yonlenme sirasinda Holliday (junction)
birlesme noktasinin ¢oziilmesi yesil oklar tarafindan gosterilmektedir ve SCE ile
sonuglanir, bunlar parental zincirlerde kirmizi/ mavi renkteki birlesme yerleriyle
gosterilmektedir. Yonlenme sirasindaki ¢6ziilme mor ok baglar ile gdsterilmektedir ve
SCE iiretmeyecektir. 8. basamak: Replikasyon ¢atali onarilmistir ( Wilson ve Thompson
2007).

XRCCI1, baz kesip ¢ikarma tamiri (BER) ve tek zincir kirigi tamiri (SSBR) ile ilgili
yollara katilan enzim olmayan bir faktérdiir. BER ve SSBR hidrolitik parcalanma
tiriinlerini (urasil bazlar1 ve abazik bdlgeler) ve oksidatif lezyonlar1 iceren (baz
modifikasyonu ve tek zincir kirigr) spontan DNA hasarlarinin birgok formunu
diizeltmektedir.

XRCCI1 eksik olan hiicreler ki bunlarda kirik orami yiiksektir énemli derecede
yiiksek HR (homolog rekombinasyon) bolgelerini gosteren Rad51 seviyesine sahiptirler
(Saleh-Gohari veark. 2005). Kirik catallarin HR benzeri siirecleri genotoksinler gibi
replikasyon inhibitorlerinin eklenmesiyle iiretmesi miimkiin olmaktadir (Arnaudeau ve

ark. 2001).
2.5.2. Kromozom Hasar (CA):
Kromozomal hasarlar (CA) normal kromozom yapisint veya sayisini

degistirmektedir. Bu kendiliginden veya kimyasal/ radyasyon muamelesi sonucu olarak

ortaya c¢ikmaktadir (Russell 2002). Yapisal kromozomal hasarlart dogrudan DNA
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kirilmasiyla, zarar gormiis DNA kalib1 iizerindeki replikasyonla, DNA sentezinin
inhibisyonuyla ve diger mekanizmalarla meydana gelmektedir (Albertini ve ark. 2000).
Morfolojik kriterlere gore yapisal kromozom hasar1 iki ana sinifa ayrilmaktadir:
kromozom tipi hasar (CSA) , bir veya ¢ok sayida kromozomun her iki kromatitini
icermektedir ve kromatit tipi hasar (CTA) bir veya birka¢ kromozomun bir veya iki
kromatitini farkli konumlarda icermektedir (Hagmar ve ark. 2004).

Yapisal kromozom hasarinin olusumunda DNA’da bir veya birkac ¢ift zincir
kirmimi gergeklesmektedir, fakat kromozom tipi hasar ve kromatit tipi hasar olusumu
mekanizmalart mutajen (iyonize radyasyon veya kimyasal) ve 6zel DNA tamir
mekanizmalar1 agisindan farklilik gostermektedir. Kromozom tipi hasar S fazindan
bagimsiz klastojenlerle in vivo Gy —G; lenfositlerinde tam onarilmamis ¢ift zincir
kiriklar ile ortaya c¢ikmaktadir (6rnegin iyonize radyasyon). DNA sentezinden ve
kromozom duplikasyonundan sonra Gy —G; de olusan hasarlar ikiye katlanmakta ve
metafazda kromozom tipi kiriklar ve degisimler olusmaktadir (bunlar disentrik ve
halkasal kromozomlar, dengeli translokasyonlardir). CTA ( kromatit tipi kiriklar ve
degisimler) kiiltiire edilmis lenfositlerin S- faz1 boyunca in vitro ortaya ¢ikmakta, in
vivo S- fazinda klastojenlere bagli olarak (6rnegin kimyasallar) tek zincir kirmnimi
(SSB) ve baz degisimi goriilmektedir (Hagmar ve ark. 2004). Sekil 2.12 de yapisal CA
olusumundaki miimkiin olan mekanizmalara 6rnekler verilmistir (Obe ve ark. 2002).

Yapisal kromozom hasart DNA kiriklariyla olusmaktadir, bunlarin akibeti DNA
kiriklarinin akibetine baglidir. DNA kiriklar1 kromozomlar orijinal halinde onarilacak
sekilde yeniden birlesmekte, yanls sekilde birlesmekte ya da hi¢ birlesmemektedir. Bu
son iki durum metafaz hiicresinin mikroskobik incelenmesinde de goriilebilmektedir.
Kromozom hasarmin bu tipi hiicrenin 6liimii i¢in kesindir. Kararsiz hasarlar (6rnegin
disentrik, halka ve kromozom fragmentleri) gosteren hiicreler P53’¢ bagli yolda
apopitoz ile yok edilmektedirler (Schwartz ve Jordan 1997). Diger taraftan dengeli
translokasyonlar gibi kararli hasarlar organizma i¢in zararli sonuglara neden
olabilmektedir ¢iinkii delesyona ugramis yapilar apoptotik hiicre Oliimiinii daha az
etkilemektedirler.

Sayisal kromozom hasar1 normal kromozom sayilarinin degistigine isaret etmektedir

(aneuploidi, poliploidi), ki bunlar anormal kromozom ayrimina uygun olarak
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gerceklesmekte ve kendiliginden ya da aneugen uygulamalarin sonucu olarak ortaya

cikmaktadirlar (Albertini ve ark. 2000).
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Sekil 2.12.: Kromozom hasari olusum mekanizmasi: 1,2) Disentrikler ve
translokasyonlar gibi CA lar farkli kromozomlarda lokalize olmus homolog DNA
dizileri arasinda homolog rekombinasyon ile olusmaktadir. 3) Dizi homologundan
bagimsiz iki ¢ift zincir kirigima gerek duyulan non homolog endjoining (NHEJ)
tarafindan olusturulan farkli CA’lar (6rnegin disnetrikler), 4) tekrarlanan iki dizi
arasindaki ¢ift zincir kingi, tek zincir birlesmesi (SSA=single-strand annealing) ile
tamir edilebilmektedir (Obe ve ark. 2002).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calismada Kullamlan Deney Ekipmam

Hassas Terazi
Santrifiij
Inkiibator
Mikroskop
Buzdolab1
Mikropipet

pH metre
Vortex
Besiyeri tiipleri
Cam malzemeler
Flowkabin
Enjektor



3.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

45

Kimyasal Madde Firma Katalog No
KCI Merck 104936
KH,PO4 Merck 104871
Na,HPO, Merck 106586
NaCl Merck 106404
Nevparin Mustafa Nevzat

Gimsa Merck 109204
Immersiyon yag Merck 104699
Kolsisin Sigma D-7385
Fetal calf serum Biochrom S-0113
Penicilin, streptomycin Sigma P-4333
Phytohemagglutinin Biochrom M5030
RPMI medium Sigma R-8758
L-Glutamine Sigma G-7513
Hoechst (Bisbenzimide) Sigma B-2883
Trisodyumsitrat Merck 6432
BrdUrd Sigma B5002
Metanol Merck 106008
Asetik Asit Merck 100056
Naringin Sigma N1376
CdCl,H,O Merck B897411
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3.3. Calismada Kullanmilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Kolsisin: 10mg lik Demecolcine 1ml steril distile su ile sulandirilir. Bu ¢6zeltiden 0,1cc
almarak 10ml’lik steril distile su ile sulandirilir ve her kite bu soliisyondan 0,05cc
katilir.
Hipotonik Cozelti: 0,075M KCl i¢in 1,397gr KCI 250ml bidistile suda ¢oziiniir.
Fiksatif: 3:1 oraninda metanol (3) ve asetikasit (1) karisimu.
KH,PO,4 tamponu: 500 ml i¢in 6,85gr KH,PO4 kullanilir.
Na,HPO,4 tamponu: 1000ml i¢in 18gr Na,HPO4 kullanilir.
Hoechst (Bisbenzimide) stok soliisyonu:

0,5 mg Bisbenzimide 10ml bidistile suda ¢oziildii. Aliminyum folyo ile sarilarak +4
de saklandu.
Giemsa (%5):

56ml Na,HPO4’den ve 44ml KH,PO4’den alinarak pH’1 6,8 olan tampon ¢ozelti
hazirlanir. Bu tampon ¢6zeltiden 95 ml alinarak Sml Giemsa ile karistirilir.
5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdUrd):

0,0077 gr tartilarak Sml steril saf suda ¢6ziiniir ve koyu renkli sisede stoklanarak +4
de muhafaza edilir. Her bir kite 0,05 ml katilir.
PBS:

72 ml Na,HPO4 tamponu, 28 ml KH,POy, igerisine 0,03 gr KCI ve 0,82 gr NaCl
katilir bunun i¢inden 99,99 ml alinir ve 0,1 ml Hoechst soliisyonu ilave edilir.
2 x SSC:

8,82 gr trisodyumsitrat (2H,O) ve 17,53 gr NaCl 100 ml distile suda ¢dziiniir bu 20
x SSC olur. 10 ml 20 x SSC’den alinir ve 90 ml distile su ilave edilerek 2 x SSC
hazirlanir.
Kadmiyum Cozeltisi:

0.0015gr CdCl,H,0 tartilarak 5Sml steril distile suda ¢oziilmiistiir.
Naringin Cozeltisi:

0.0002gr Naringin tartilarak 1ml Fetalcalf i¢inde ¢ozlilmiistiir.



Besiyerinin Hazirlanis:

100cc RPMI 1640 medium.

15cc Fetal calf serum

2cc Glutamin

0,5cc Penicilin, streptomycin

2,5¢cc Phytohemagglutinin

Karigim steril Flow’da hazirlanir ve steril siselere Scc dagitilir.

3.4. Yontem:

SCE (kardes kromatit degisimi) ve CA (kromozom hasar1) test ydntemleri

uygulanmistir.

Besiyeri Sayisinin Belirlenmesi:

Her dondr i¢in 8 besiyeri ¢alisilmistir. Ve her deneyin tekrar1 yapilmistir.

1. Tiip:
2.Tip:
3.Tup:
4. Tup:
5. Tup:
6.Tiip:
7. Tup:
8.Tip:

10uM Cd

20uM Cd

40uM Cd

Ipng/ml Naringin

2pg/ml Naringin

40 uM Cd ve 1pg/ml Naringin
40 uM Cd ve 2pg/ml Naringin
Kontrol

Bireylerin Secimi

Arastirma grubu yaslar1 23- 28 arasinda degisen, hi¢ sigara kullanmamus, ilag

kullanmayan saglikli iki erkek iki bayan olmak iizere 4 kisiden olugsmaktadir. Deney
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grubunun yas ortalamasi 25.75 £ 2,217 dir.

Kan Orneklerinin Alinmasi

Enjektorlere bir miktar heparin ¢ekilip bosaltilmis ve daha sonra bu enjektorlerle her

kisiden 10 ml kan alinmastir.
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Lamlarim Temizlenmesi

Deneyden bir giin 6nce lamlar i¢i etanol dolu olan bir behere yerlestirilerek difrizde

bekletilmis ve preparatlar hazirlanmadan 5 saat once kurulanarak iizerlerine hangi

bireye ait oldugu ve dozlar yazilarak derin dondurucuda bekletilmistir.

Preparatlarin Hazirlanmasi

1.

S A e

S

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.
17.

Genetik Laboratuarinda daha 6nceden hazirlanan ve 37 °C’de inkiibe edilmis
kitlere 40 ar damla kan ekimi yapilmistir. Kan ekimi steril Flow’da
gergeklestirilmistir.

Tipler 72 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

SCE yapilacak kiiltiirlere 24. saatte BRDU ilave edildi.

Tiiplere 48. saatte belirlenmis dozlarda kadmiyum ve naringin ilave edildi.

70. saatte tiiplere 0,5 ml kolsisin eklendi.

Tipler 2 saat daha 37 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibatorden ¢ikarilan tiipler santrifiij tiiplerine bosaltilmis ve 3500 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda tiiplerdeki siipernatant kisim atildi.

Tiplere 37 °C’de etiivde bekletilen hipotonik ¢ozeltiden 5 ml eklendi. Yavasca
karistirildr ve etiivde 10 dakika bekletildi.

Etiivden ¢ikarilan tiipler 3500 rpm’de 10dk santrifiij edildi.

Siipernatant atildi ve vortex iizerinde damla damla dipfrizde bekletilen
fiksatifden eklendi ve harvest islemine baslandi.

10 dakika siireyle damla damla fiksatif eklenerek harvest islemine devam edildi.
[lk harvestten sonra tiiplerin kapaklari katildi iyice karistirildiktan sonra
dipfrizde 20 dakika bekletildi.

Dipfrizden ¢ikarilan tiipler tekrar 3500 rpm’de santrifiiz edildi ve siipernatant
uzaklastirildiktan sonra harvest islemi 2 defa daha tekrarlandi.

Son harvestten sonra tiipler tekrar 3500 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklagtirildiktan sonra kalan kisim iizerine vortex’de 6-7 damla fiksatif eklendi.
Bu kisim pipetaj yapildiktan sonra iki lam iizerine yayildi.

CA preparatlar1 havada kurutuldu.
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18. SCE preparatlar1 PBS’den gecirildikten sonra saleye 99,99 ml PBS dolduruldu
ve 0,Iml Hoechst eklenerek i¢ine SCE preparatlar yerlestirildi ve karanlikta 10
dakika bekletildi. Cikarilan preparatlar ayn1 pH daki PBS ile durulandiktan sonra
1slak sekilde 45 dakika UV 1s1g1na maruz birakildi.

19. SCE preparatlar1 24 saat sonra 60 derecelik su banyosundaki 2 SSC igerisinde
15 dakika bekletildi.

20. Daha sonra c¢ikarilan lamlar bidistile su ile yavas yavas lamlar catlatilmadan

duruland.

Preparatlarin Boyanmasi

CA preparatlar1 cam sale igerisine dizildi ve %5’lik Giemsa ile 15 dakika boyandi.
Preparatlar saf sudan gecirildi ve kurumaya birakildi.
SCE preparatlar1 kaynatma igleminden sonra %5’lik gimsa ile 25 dakika karanlikta

boyandi. Preparatlar saf sudan gecirilerek karanlikta kurumaya birakildi.

Mikroskobik incelemeler

CA Preparatlarimin incelenmesi:

Isik mikroskobunun immersiyon objektifinde (x100) her birey i¢in iyi dagilmis ve
eksik kromozomu olmayan 50 metafaz sayildi. Kromozom anormallikleri
kaydedilmistir. Kromatit kirig1, kromozom kirig1, disentrik kromozom, poliploidi, halka
kromozom, asentrik parcalar gibi anormallikler degerlendirildi. Ek olarak mitotik indeks

hesaplandi.

SCE Preparatlarinin Incelenmesi:

Isik mikroskobunun immersiyon objektifinde (x100) her birey icin iyi dagilmis ve
eksik kromozomu olmayan 50 M2 metafazi sayildi. Toplam SCE miktar1 hesapland1 ve
hiicre bagina diisen SCE miktar1 hesaplandi. Ek olarak M;, M, M3 metafazlar1 sayilarak

asagidaki formiile gore replikatif indeks hesaplandi.

RI=(1xM;+2xM;+3xM;j)/100
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Istatistiksel Hesaplamalar

Tim dondrlerden elde edilen verilerin her iki test yOntemindeki dozlara gore
karsilagtirmalari tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) ile gergeklestirildi. Fark
gruplart Tukey HSD testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim istatistiksel analizler SPSS
11.5 bilgisayar programu ile yapildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada agir metal olan kadmiyumun insan kan lenfosit kiiltiirlerindeki
genotoksik etkisi ve naringinin, kadmiyumun yaratti§i genotoksik hasara Kkarsi
gostermis oldugu antigenotoksik etki in vitro kardes kromatit degisimi (SCE) ve
kromozom hasar1 (CA) testleriyle 6l¢iilmiis ve elde edilen sonuclar cizelge 4.1., 4.2. ve

4.3.de ve sekil 4.1.,4.2.,4.3.,4.5.,4.6. ve 4.7.”de verilmistir.

4.1. Kromozom Hasari Testinden Elde Edilen Sonuclar

4.1.1. Kadmiyum dozlarinin kromozom hasari (CA) sonuclari:

Kadmiyumun sirasiyla 10uM, 20uM, 40uM dozlar1 denenmistir. Bu dozlardaki
kadmiyum neden oldugu kromozom hasar1 sonuglar cizelge 4.1.’de ve sekil 4.1.’de
verilmistir. Kadmiyum dozlar1 kontrol grubuyla kiyaslanmistir. Kontrol grubunda
metafaz basina diisen total anomali miktar1 0.0825 iken kadmiyumun 10puM, 20uM ve
40uM doz gruplarinda sirasiyla 0.1575, 0,1474 ve 0.255 oldugu saptanmistir. Kontrol
grubu ile kadmiyum dozlar kiyaslandiginda kadmiyum dozlarinin hiicre basina diisen
total anomaliyi arttirdigr goriilmektedir. Fakat kadmiyumun 10uM doz grubunda
kontrol grubuna kiyasla metafaz basma diisen total anomali hasarinda bir artis
gozlenmis olsa da bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). 20uM ve 40uM
kadmiyum dozlar1 kontrol grubuna kiyasla hiicre basina diisen total anomaliyi anlamli
sekilde artirmugtir (p<0.05). Istatistik sonuglar ¢izelge 4.2.’de verilmistir.

Gap ve pulverizasyonlar hari¢ metafaz bagina diisen total anomali miktar1 kontrol
grubunda 0.03 iken kadmiyumun 10puM, 20uM ve 40uM doz gruplarinda sirasiyla
0.0649, 0.07 ve 0.1175 oldugu saptanmistir. Beklendigi gibi uygulanan kadmiyum dozu
arttikca gap ve pulverizasyonlar hari¢ metafaz basma diisen total anomali miktar1 da
artis gostermistir. Kontrol grubuna kiyasla kadmiyum 10uM’lik dozunun neden oldugu
artis anlamh degil iken kadmiyum 20uM ve 40uM dozlarinin neden oldugu artig
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05, Cizelge 4.2.).

Kadmiyumun dozlar1 kendi i¢inde karsilastirildiginda 10uM, 20uM ve 40uM doz
gruplarinda metafaz basina diisen total anomali orani ise sirastyla 0.1575, 0.1474 ve
0.255 seklindedir. Beklenenin aksine 10uM kadmiyum doz grubundaki metafaz basina
diisen total anomali miktar1 20uM doz grubundakinden daha yiiksektir fakat bu fark
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istatistiksel olarak anlamli degildir. Istatistiksel olarak sadece 10uM ve 40uM
kadmiyum doz gruplar1 arasinda bir faklilik gézlenmistir (p<<0.05). Sonuglar ¢izelge
4.2.”de verilmistir.

Gap ve pulverizasyonlar hari¢ total anomali bakimindan kadmiyum doz gruplari
kendi i¢inde kiyaslandiginda 10uM, 20uM ve 40uM kadmiyumun doz gruplarinda ki
anomali miktarinda sirasiyla 0.0649, 0.07 ve 0.1175 seklinde bir artis gézlenmistir.
10uM ve 20uM’lik kadmiyum doz gruplart arasindaki farkin istatistiki olarak anlamsiz
(p>0.05) oldugu fakat 10uM ve 40uM’lik kadmiyum doz gruplari arasindaki farkin

anlamli oldugu saptanmustir (p<0.05). Istatistik sonuclar1 ¢izelge 4.2.”de verilmistir.

Kadmiyum Dozlarinin Neden Oldugu Kromozom Hasari

0,3

Anomali /
Matfaz Sayis1 . |

0,2 1

O Kontrol

B 10uM Cd
020uM Cd
O40uM Cd

0,15 4

0,1 1

0,05

Total Anomali Gap Ve Pulverizasyon Hari¢ Total
Anomali

Dozlar

Sekil 4.1.: Kadmiyum dozlarinin neden oldugu metafaz basina diisen total anomali
miktarlarinin ve gap ve pulverizasyonlar hari¢ metafaz basmna diisen anomali
miktarlarinin karsilastirilmasi.
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4.1.2. Naringin dozlarimin kromozom hasari (CA) sonuclar:

Naringinin 1pg/ml ve 2ug/ml dozlar1 denenmistir. Bu dozlarda naringinin
kromozom hasarina etkileri ¢izelge 4.1.’de ve sekil 4.2°de verilmistir. Naringin dozlari
kontrol grubuyla kiyaslanmistir. Metafaz basina diisen total anomali miktarinin kontrol
grubunda 0.0825 iken naringininlpg/ml dozunda 0.0525, naringinin 2ug/ml dozunda ise
0.0675 oldugu, gap ve pulverizasyonlar hari¢ metafaz basma diisen total anomli
sayisinin kontrol grubunda 0.03 iken naringin 1pg/ml doz grubunda 0.025, naringinin
2ug/ml doz grubunda ise 0.025 oldugu saptanmistir. Naringin dozlarinin kontrol
grubuna kiyasla metafaz basina diisen total anomali miktarm1 ve gap ve
pulverizasyonlar hari¢ metafaz basina diisen total anomali miktarin1 azalttig
goriilmiistiir fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Istatistik
sonuclar ¢izelge 4.2.’de verilmistir.

Naringin dozlar1 kendi i¢inde kiyaslandiginda beklenenin aksine 1pg/ml naringin
doz grubunda metafaz basmma diisen total anomalinin 2pg/ml naringin  doz
grubundakinden daha diisiik oldugu goriilmektedir, fakat istatistiki a¢idan anlamlilik
yoktur (p>0.05). Gap ve pulverizasyonlar haric metafaz basina diisen total anomali
miktarinin ise narringinin her iki dozun da da ayni oldugu saptanmistir. Naringin

dozlarinin kromozom hasarina etkisi sekil 4.2.”de goriilmektedir.

Naringin Dozlarinin Kromozom Hasarina Etkisi

0,09

0,08

0,07

0,06

0051 @ Kontrol
Anomali/ P
Metafaz B 1pg/ml Naringin
0,04 O2pg/ml Naringin

0,03 4

0,02

0,01

0

Total Anomali Gap Ve Pulverizasyon Hari¢ Total Anomali

Dozlar

Sekil 4.2.: Naringin dozlarinin total anomaliye ve gap ve pulverizasyonlar hari¢
tutuldugunda total anomaliye etkisinin grafiksel olarak gosterimi.



54

4.1.3. Kombine dozlarin kromozom hasari (CA) sonuclari:

40uM kadmiyum dozu lpg/ml ve 2pg/ml naringin dozlariyla ayri ayr1 kombine
edilmistir. 40uM kadmiyum doz grubunda metafaz basina diisen total anomali miktar1
0.255 iken 40uM Cd + 1pg/ml naringin kombine doz grubunda 0.123’e, 40uM Cd +
2ug/ml naringin doz grubunda ise 0.105’¢e diistiigli saptanmistir ve anomali miktarindaki
bu azalma istatistiki acidan da anlamlidir (p<0.05). Fakat kombine dozlar kendi i¢inde
karsilagtirildiginda 40uM Cd + 2pg/ml naringin doz grubundaki metafaz basina diisen
total anomali miktar1 40uM Cd + 1pg/ml naringin doz grubundakinden az olmasina
ragmen bu iki grup arasinda istatistiki agidan anlamli bir farklhilik yoktur (p>0.05,
Cizelge 4.2.).

Gap ve pulverizasyonlar hari¢ metafaz basina diisen total anomali miktar1 40uM
kadmiyum doz grubunda 0.1175 iken 40uM Cd + Ipg/ml naringin doz grubunda
0.0459’e ve 40uM Cd + 2pg/ml naringin doz grubunda 0.04’e¢ diismiistiir. Naringin,
kombine dozlarinda kadmiyumun neden oldugu gap ve pulverizasyonlar hari¢ metafaz
basma diisen total anomali miktarini istatistiki ac¢idan anlamli sekilde azaltmistir
(p<0.05). 2pg/ml’lik naringin uygulamasi 1pg/ml naringin uygulamasina kiyasla 40uM
kadmiyumun neden oldugu anomaliyi daha ¢ok azaltmasina ragmen istatistiki olarak
kombine doz gruplari arasinda bir farklilik saptanmamastir (p>0.05).

Sonu¢ olarak kromozom hasari testinden elde edilen tim sonuglar
degerlendirildiginde metafaz basina diisen total anomali ile gap ve pulverizasyonlar
hari¢ hiicre basma diisen total anomali miktart 20uM, 40uM kadmiyum dozu
uygulamalarinda anlamli bir artis gostermistir. 40uM kadmiyumun neden oldugu
anomali artis1 naringin ilave edildiginde anlaml sekilde azalmistir (sekil 4.3.). Fakat
naringin dozlarinin hasari azaltici etkileri arasinda anlamli bir farklilik olmadig: tespit

edilmistir.
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Dozlara Gore Hiicre Basina Diisen Anomali Miktar1

0,3

0,25

0,2 1 O Kontrol

. B 10uM Cd
Anomali/Metafaz 020uM Cd
Sayisi 040pM Cd

0,15 B 1pg/ml Naringin

O2pg/ml Naringin
] B40puM Cd +1pg/ml Naringin
0,1 1 040pM Cd +2pg/ml Naringin

0,05 1

| |

Total Anomali Gap Ve Pulverizasyon Hari¢ Total
Anomali

Dozlar

Sekil 4.3.: Kontrol, 10uM Cd, 20uM Cd, 40uM Cd, 40uM Cd + 1pg/ml naringin ve
40uM Cd + 2pg/ml naringin gruplarinda hiicre basina diisen total anomali ve gap ve
pulverizasyonlar hari¢ hiicre bagina diisen anomali miktar1 grafiksel olarak
gosterilmistir.

4.2. Doz uygulamalarinin Mitotik indekse (MI) Etkileri:

Kontrol grubunda mitotik indeks % 5.3 olarak hesaplanmistir. 10uM, 20uM, 40uM
kadmiyum doz gruplarinda ise sirasiyla %6.075, %5.412, %3.4 oldugu saptanmistir.
Kadmiyum uygulamasimin MI’i azaltmasi beklenmistir fakat, 10uM, 20uM kadmiyum
uygulamalar1 mitotiks indeksde istatistiki olarak anlamli olmayan (p>0.05) artisa neden
olmustur. Sadece 40uM kadmiyum uygulamasi MI’i azaltmistir fakat bu azalma anlaml
degildir (p>0.05). Kadmiyum dozlarinin Mi’e etkisi kendi i¢inde karsilastirildiginda
yine anlamli bir azalma ya da artig s6z konusu degildir (p>0.05). Naringin dozlarindaki
mitotik indeks yiizdelerinin 1pg/ml ve 2pg/ml naringin doz gruplarinda sirasiyla %5.86
ve 5.925 oldugu saptanmistir. Kontrol grubuna kiyasla naringin dozu arttik¢a mitotik
indeksde bir artis gézlense de bu artig anlamli degildir (p>0.05). Kombine dozlar olan
40uM Cd + Ipg/ml naringin ve 40uM Cd + 2pg/ml naringin doz grubundaki mitotik
indeks ytiizdesi sirasiyla %4.475 ve %5.6875 olarak bulunmustur. 40uM kadmiyum doz

grubuna kiyasla kombine doz gruplarinda MI’de bir artis gézlense de bu artig anlamli
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degildir (p>0.05). Istatistik sonuglar1 ¢izelge 4.2.’de verilmistir. Doz uygulamalarinin

MI’e etkileri sekil 4.4.’de grafiksel olarak gdsterilmistir.

Dozlarin Mitotik indekse Etkisi

Mitotik indeks
%

Kontrol 10pM Cd 20pM Cd  40pM Cd Ipg/ml 2pg/ml 40uM Cd  40pM Cd
Naringin  Naringin  +1pg/ml +2pg/ml
Naringin  Naringin

Dozlar

Sekil 4.4.: Kontrol, 10uM Cd, 20uM Cd, 40uM Cd, 40uM Cd + 1pg/ml naringin ve
40uM Cd + 2pg/ml naringin uygulamalarinin mitotik indekse etkisinin grafiksel
gosterimi.

4.3. Kardes Kromatit Degisimi (SCE) Testinden Elde Edilen Sonuclar

4.3.1. Kadmiyum dozlarinin Kardes Kromatit Degisimi (SCE) sonuclari:
Kadmiyumun 10pM, 20uM, 40uM dozlart kullamilmigtir. Bu dozlarda ki
kadmiyumun neden oldugu hiicre basma diisen kardes kromatit degisimi (SCE)
sonuglart cizelge 4.3.°de ve sekil 4.5.°de verilmistir. Kadmiyum dozlar1 kontrol
grubuyla kiyaslanmistir. Kontrol grubunda metafaz basina diisen SCE miktar1 6.63 iken
kadmiyumun 10puM, 20uM ve 40uM doz gruplarinda sirastyla 7.675, 8.34, 8.58
seklindedir. Kadmiyum dozu arttik¢a hiicre basma diisen SCE miktarinin arttigi
gozlenmistir. Fakat kontrol grubuna kiyasla sadece 20uM ve 40uM kadmiyum dozunun
neden oldugu SCE/Hiicre artis1 anlamlidir (p<0.05).
Kadmiyum dozlar kendi arasinda karsilastirildiginda doz arttikga SCE/hiicre oraninda
artis gdzlense de bu artis anlamli degildir (p>0.05). Istatistik sonuglar1 gizelge 4.3.’de

verilmistir.
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4.3.2. Naringin dozlarimin Kardes Kromatit Degisimi (SCE) sonuclari:

Naringinin 1pg/ml ve 2pug/ml dozlar1 denenmistir. Bu dozlarda naringinin hiicre
basma diisen SCE’ye etkileri c¢izelge 4.3.’de ve sekil verilmistir. Naringin dozlari
kontrol grubuyla kiyaslanmistir. Hiicre basina diisen SCE miktar1 kontrol grubunda 6.63
iken naringinin 1pg/ml dozunda, 7.8775, 2pg/ml dozunda 6.5275°dir. Kontrol grubuna
kiyasla 1ug/ml naringin uygulamasinin SCE/hiicre oranini arttirdigi, 2ug/ml naringin
uygulamasinin ise SCE/hiicre oranini azalttig1 gozlense de bu artis ve azalma anlaml
degildir (p>0.05). Naringin dozlar1 kendi arasinda karsilastirildiginda 1pg/ml doz
grubunda SCE/Hiicre oraninin 2ug/ml doz grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu
gozlense de bu farklilik anlamm degildir (p>0.05). Istatistik sonuglar1 ¢izelge 4.3.’de

verilmistir.

4.3.3. Kombine dozlarin Kardes Kromatit Degisimi (SCE) sonuclar:

40uM kadmiyum dozu Iug/ml ve 2ug/ml naringin dozlariyla ayri ayri kombine
edilmistir. 40uM kadmiyum doz grubunda hiicre basima diisen SCE oran1 8.58 iken
SCE/Hiicre oraninin 40uM Cd + 1pg/ml naringin kombine doz grubunda 7.4225°e,
40uM Cd + 2pg/ml naringin kombine doz grubunda ise 8.2162’ye diistligli gozlenmistir
fakat SCE/Hiicre oranindaki bu azalma istatistiki acidan anlamli degildir (p>0.05).
Kombine dozlar kendi arasinda karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir farklilik

olmadig1 saptanmustir (p>0.05). Istatistik sonuglar1 ¢izelge 4.3.’de verilmistir.
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Doz Uygulmalarnin SCE/Hiicre Oranina Etkileri

10

SCE/
Hiicre

Kontrol 10puM1 Cd 20uMl Cd 40uM Cd 1pg/ml 2pg/ml 40uM Cd 40uM Cd

Naringin Naringin +lpg/ml +2ug/ml
Naringin Naringin

Dozlar

Sekil 4.5.: Kontrol, 10uM Cd, 20uM Cd, 40uM Cd, 40uM Cd + 1pg/ml naringin ve
40uM Cd + 2pg/ml naringin uygulamalarinin SCE/Hiicre oranina etkisinin grafiksel
gosterimi.

4.4. Doz Uygulamalarimin Replikatif indekse (RI) Etkileri

Ri verilerinin tiimii ¢izelge 4.3.’de ve sekil 4.6.’da verilmistir. Kontrol grubunda
replikatif indeks 5.3875 olarak hesaplanmistir. 10uM, 20uM, 40uM kadmiyum doz
gruplarinda ise sirasiyla 6.075, 5.4125, 3.4125 oldugu saptanmistir. Kontrol grubuna
kiyasla kadmiyumun10uM, 20uM doz gruplarinda replikatif indeksde anlamli olmayan
bir artis gdzlenmistir (p>0.05). 40uM kadmiyum doz gruplarinda ise kontrol grubuna
kiyasla replikatif indeksin azaldig1 fakat bu azalmanin anlamli olmadig1 saptanmistir
(p>0.05). Kadmiyum doz gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda replikatif indeks
acisindan aralarinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Naringin dozlarindaki replikatif indeks oranlari lug/ml ve 2pg/ml naringin doz
gruplarinda sirasiyla 5.8625, 5.92 seklindedir. Kontrol grubuna kiyasla narinigin dozu
arttikca replikatif indeksde de bir artis s6z konusudur fakat bu artis istatistiksel agidan

anlaml degildir.
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Kombine dozlardan 40uM Cd + 1pg/ml naringin grubunda replikatif indeks 4.4875
iken 40uM Cd + 2pg/ml naringin grubunda 5.6875°dir. Kombine dozlar 40uM
kadmiyum doz grubu ile kiyaslandiginda naringin muamelesinin replikatif indeksi
artirdig1 goriilmektedir fakat bu artis anlamli degildir (p>0.05). Kombine doz gruplari
kendi arasinda kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05).

Istatistik sonuglari ¢izelge 4.3.’de verilmistir.

Dozlarin Replikatif indekse Etkileri

Replikatif indeks

Kontrol 10uM Cd 20uM Cd 40uM Cd lug/ml 2ug/ml  40uM Cd 40uM Cd
Naringin Naringin +lpg/ml  +2pg/ml
Naringin Naringin

Dozlar

Sekil 4.6.: Kontrol, 10uM Cd, 20uM Cd, 40uM Cd, 40uM Cd + 1pg/ml naringin ve
40uM Cd + 2pg/ml naringin uygulamalarinin replikatif indekse etkisinin grafiksel
gdsterimi.
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Cizelge 4.1.: Kontrol, 10uM, 20uM, 40uM Cd, 40uM Cd + 1ug/ml naringin ve 40uM Cd + 2pg/ml naringin uygulamalarinin farkl

tipteki kromozom hasarlari iizerine etkisi.

Doz N * incelenen Mitotik Gap Kromatit Kromozom Exchange Sipralizasyon Disentrik Asentrik Ring Pulverizasyon Poliploidi
Metafaz Indeks Kirik Kirik Hatasi
Sayis1 (%)
Negatif 1 50 4.7 6.5(0.13) 2(0.04) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Kontrol 2 50 3.6 2(0.04) 1(0.02) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
3 50 7.35 1(0.02) 1(0.02) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
4 50 6.25 1(0.02) 1(0.02) 0(0) 1(0.02) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Ortalama 53 2.625 1.25 0 0.25 0 0 0 0 0 0
(0.052) (0.025) (U} (0.005) 0) (U] 0) (U} 0) 0)
10uM Cd 1 50 2.5 5(0.10) 2(0.04) 1(0.02) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0.5(0.01) 0(0) 0(0)
2 50 4.7 7.5(0.15) 2.5(0.05) 0.5(0.01) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
3 50 6.7 2(0.04) 2(0.04) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
4 50 104 4(0.08) 2(0.04) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Ortalama 6.075 4.625 2.125 0.75 0.25 0 0 0 0.125 0 0
(0.0925) (0.0425) (0.015) (0.005) 0) 0) 0) (0.0025) 0) 0)
20uM Cd 1 50 2.8 6(0.12) 1.5(0.03) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
2 50 4.1 1.5(0.03) 3(0.06) 0(0) 1(0.02) 0(0) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
3 50 72 6(0.12) 2.5(0.05) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
4 50 7.55 2(0.04) 3(0.06) 0(0) 1(0.02) 1(0.02) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Ortalama 5.412 3.875 2.5 0.125 0.5 0.25 0.125 0 0 0 0
(0.0775) (0.05) (0.0025) (0.01) (0.005) (0.0025) 0) (U} 0) 0)
40uM Cd 1 50 2.8 11(0.22) 3(0.06) 0.5(0.01) 1(0.02) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
2 50 2.8 4.5(0.09) 2(0.04) 0(0) 2.5(0.05) 1.5(0.03) 0(0) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0)
3 50 5.1 4.5(0.09) 4.5(0.09) 2(0.04) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0.02)
4 50 2.95 7(0.14) 2.5(0.05) 0(0) 2.5(0.05) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0.5(0.01) 0(0)
Ortalama 34 6.75 3 0.625 1.5 0.375 0 0.125 0 0.125 0.25
(0.135) (0.006) (0.0125) (0.03) (0.0075) (U] (0.0025) (U} (0.0025) (0.005)
1pg/ml 1 50 4.5 2.5(0.05) 2(0.04) 0(0) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Naringin 2 50 7.1 1.5(0.03) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
3 50 5.1 0.5(0.01) 1(0.02) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
4 50 6.75 1(0.02) 1(0.02) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Ortalama 5.86 1.375 1.125 0 0.125 0 0 0 0 0 0
(0.0275) (0.0225) (U} (0.0025) 0 ) 0) (U] 0) 0)
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Cizelge 4.1.’nin devami: Kontrol, 10uM, 20uM, 40uM Cd, 40uM Cd + 1ug/ml naringin ve 40uM Cd + 2pg/ml naringin uygulamalarinin
farkli tipteki kromozom hasarlari {izerine etkisi.

Doz N* incelenen Mitotik Gap Kromatit Kromozom Exchange Sipralizasyon Disentrik Asentrik Ring Pulverizasyon Poliploidi
Metafaz Indeks Kirik Kirik Hatas1
Sayisi
2pg/ml 1 50 3.95 5(0.10) 1.5(0.03) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0.5(0.25)
Naringin 2 50 6.05 1(0.02) 1.5(0.03) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
3 50 8.65 2.5(0.05) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0.5(0.01)
4 50 5.05 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Ortalama 5.925 2.125 0.875 0 0 0.125 0 0 0 0 0.25
(0.0425) (0.0175) 0) ) (0.0025) 0) 0) 0) 0) (0.005)
40pM Cd 1 50 3.95 6.5(0.13) 1.5(0.03) 0(0) 0(0) 0(0) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
+ 1pg/ml 2 50 7.25 5.5(0.11) 2.5(0.05) 0.5(0.01) 1(0.02) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Naringin 3 50 43 3.5(0.07) 1.5(0.03) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
4 50 245 0(0) 0.5(0.01) 0(0) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0.5(0.01)
Ortalama 4.475 3.875 1.5 0.025 0.375 0.125 0.125 0 0 0 0.125
(0.0775) (0.03) (0.005) (0.0075) (0.0025) (0.0025) 0) 0) 0) (0.0025)
40pM Cd 1 50 33 4.5(0.09) 1.5(0.03) 0(0) 1.5(0.03) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
+ 2pg/ml 2 50 6.9 2.5(0.05) 1.5(0.03) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Naringin 3 50 7.35 0.5(0.01) 2.5(0.05) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
4 50 5.2 5.5(0.11) 0.5(0.01) 0(0) 0.5(0.01) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Ortalama 5.6875 3.25 1.5 0 0.5 0 0 0 0 0 0
(0.065) (0.03) 0) (0.01) 0) 0) 0) 0) 0) )

*. Kan alinan donorleri ifade etmektedir.
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Total Kormozom Hasarinin Dozlara Ve Kromozom Hasar Tiiriine Gore Dagilimi

Kromozom Kirik

Excahnge

Kromzom Hasanr Tiirii

Sipralizasyon Hatast []
Disentrik
Poliploidi
Ring

Pulverizasyon

O Kontrol

B/ 10pM Cd
020pM Cd
040uM Cd

B 1 pg/ml Naringin
@ 2pg/ml Naringin

B 40uM Cd +1pg/ml Naringin
040uM Cd +2pg/ml Naringin

Dozlar

Sekil 4.7.: Total kromozom hasarinin dozlara ve anomali tiiriine gore dagilima.

Cizelge 4.2.: Kontrol, 10uM, 20uM, 40uM Cd, 40uM Cd + 1pg/ml naringin ve 40uM
uygulamalarimin mitotik indekse etkisi ve olusturdugu
kromozom hasari ortalamalarinin karsilastirilmasi.

Cd + 2pg/ml naringin

Gap ve
incelenen Mitotik Toplam Anomali Pulverizasyon Hari¢
Metafaz indeks Ortalamasi Ortalamasi Total Anomali
Dozlar N* Sayisi + SSH** + SS*** Ortalamasi
+ SSF**
Negatif Kontrol 4 50 53 +1,8714° 0.0825 £ 0,0618° 0.03 +0,0207°
10pM Cd 4 50 6.075 £ 3,7016° 0.1575 + 0,0650° 0.0649 +0,0310°
20pM Cd 4 50 5.412+£2,4712° 0.1474 +£0,0427° 0.07£0,0177*
40pM Cd 4 50 3.4+ 1,7545° 0.255 + 0,0900? 0.01175 + 0,0440°
1pg/ml Naringin 4 50 5.86 +1,5417° 0.0525 + 0,0369° 0.025+£0,0177°
2pg/ml Naringin 4 50 5.925 + 1,9969° 0.07 + 0,0354° 0.0275 £ 0,0225°
40uM Cd + 4 50 4.475 + 2,0476° 0.123 £ 0,0648° 0.0459 + 0,030°
1pg/ml Naringin
40pM Cd + 4 50 5.6875 £ 1,9445° 0.105 + 0,0533° 0.04 + 0,029°
2pg/ml Naringin
0.25pg/ml MMC** 4 50 11.46 £3.24 0.39+0.13 0.25+ 0.1

*: Her grup i¢in kan alinan toplam donér sayisidir. **: Mitomisin C pozitif kontrol

olarak kullanilmistir. ***: Ortalama ve standart sapma.

“: Kontrol grubuna kiyasla istatistiki anlamlilik (p<0.05). ®: 40uM/mICd grubuna kiyasla
istatistiki anlamlilik (p<0.05). ©: Istatistiksel olarak farkliik gdstermeyen gruplar

(p>0.05).
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Cizelge 4.3.: Kontrol, 10uM, 20uM, 40uM Cd, 40uM Cd + 1ug/ml naringin ve 40uM
Cd + 2pg/ml naringin uygulamalarmin hiicre basma diisen SCE ve Replikatif indeks
tizerine etkileri.

Doz N* Incelenen Replikatif
Metafaz indeks SCE / Hiicre
Sayisi + §SE + §SHw*
Negatif 1 50 4.35 8.05
Kontrol 2 50 3.6 6.16
3 50 7.35 6.43
4 50 6.25 5.88
Ortalama 5.3875" 6.63
+0,1949 +1,16162
10pM Cd 1 50 25 8.84
2 50 4.7 7.82
3 50 6.7 7.23
4 50 10.4 6.81
Ortalama 6.075" 7.675"
+0,1658 +1,1504
20uM Cd 1 50 2.8 7.76
2 50 4.1 9.53
3 50 7.2 8.52
4 50 7.55 7.55
Ortalama 5.4125° 8.34°
+0,2522 +1,6727
40pM Cd 1 50 2.8 9.71
2 50 2.8 8.79
3 50 5.1 8.01
4 50 2.95 7.81
Ortalama 3.4125° 8.58"
+0,1993 +0,8872
1pg/ml 1 50 4.5 8.36
Naringin 2 50 7.1 9.64
3 50 5.1 7.3
4 50 6.75 6.21
Ortalama 5.8625° 7.8775°
+0,1315 +1,4370
2pg/ml 1 50 3.95 7.78
Naringin 2 50 6.03 6.46
3 50 8.65 5.97
4 50 5.05 5.59
Ortalama 5.92° 6.5275°
+0,1367 +1,3665
40pM Cd 1 50 3.95 8.88
+Ipg/ml 2 50 7.25 8.57
Naringin 3 50 43 5.72
4 50 245 6.52
Ortalama 4.4875" 7.4225°
+0,1987 +1,6602
40pM Cd 1 50 3.3 8.91
+2pg/ml 2 50 6.9 9.3
Naringin 3 50 7.35 7.755
4 50 5.2 6.9
Ortalama 5.6875" 8.2162"
+0,0894 +0,4244
0.25 pg/ml 2.13 17.38
MMC** +0.07 +3.54

*: Kan alinan dondrleri ifade etmektedir. **: Mitomisin C pozitif kontrol olarak
kullanilmustir. ***: Ortalama ve standart sapma. *: Kontrol grubuna kiyasla istatistiki
anlamlilik (p< 0.05). ®: Istatistiksel olarak farklilik gostermeyen gruplar (p>0.05).
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5. FOTOGRAFLAR

Sekil 5.1.: 40uM kadmiyum uygulamasindan hazirlanan bir kardes kromatit degisimi
testi preparatindan SCE goriintiileri.

Sekil 5.2.: 40 uM kadmiyum uygulamasindan hazirlanan kromzom hasar testi
preparatindan kromatit tipte kirtk gorilintiisii.
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Sekil 5.3.: 40 uM Cd + 1pug/ml naringin muamelesinden hazirlanan kromozom hasari
testinden preparatindan disentrik goriintiisii.

Sekil 5.4.: 40 uM Cd muamelesinden hazirlanan kromozom hasar1 testi preparatinda
exchange goriintiisii.
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Sekil 5.5.: 40uM Cd muamelesi sonucu hazirlanan kromozom hasar testi preparatinda
pulverize metafaz goriintiisii.

Sekil 5.6.: 2pg/ml naringin muamelesi sonucu hazirlanan kromozom hasar1 testi
preparatinda poliploidi goriintiisii.
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6. TARTISMA

Endiistrilesme ile birlikte agir metallerin kullaniminda da hizli bir artig
gergeklesmistir. Bu hizli artis ise hava, su ve topragin agir metallerle kontaminasyonunu
beraberinde getirmistir. Agir metaller toksik etkileri bilinmeden pek cok alanda
kullanilmigtir (Sandrin ve Maier 2003).

Kadmiyum giliniimiizde sanayide sik kullanilan agir metallerdendir. Kadmiyum
iceren maddelerin liretimi asamasinda veya kadmiyum ile kontamine olmus havanin
solunmasi, kontamine suyun kullanim1 veya kadmiyum igeren besinlerin tiiketilmesiyle
insanlar kadmiyumum toksik, mutajenik ve kanserojenik etkilerine maruz kalmislardir
(Nogawa ve ark. 2004, Jin ve ark. 2003).

Kadmiyumun hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina neden olarak oksidatif
stresi artirdig1 ve boylece DNA’ da hasara yol acgtig1 diisiiniilmektedir (Banfalvi 2000).
Buradan hareketle ¢calismamizda kadmiyumun neden oldugu genotoksik hasar1 6nlemek
icin hiicrede olusan oksidatif stresin azaltilmasi gerektigi diisiiniilmiis ve bu amacla
antioksidan bir madde olan naringin tercih edilmistir (Cook ve Samman 1996).

Naringin greyfurt suyunda bulunan en 6nemli flavonoiddir. Naringin antioksidan
etkisini radikallere hizli sekilde hidrojen atomu aktararak gerceklestirmektedir. Bu
reaksiyonlar C halkasinda C-4’de karbonil grup ile A halkasindaki C-5’deki ve B
halkasiin C-4’tindeki hidroksil grubu vasitasiyla ger¢ceklesmektedir (Cook ve Samman
1996).

Bu caligmada kadmiyumun 3 dozu denenmistir ve bu dozlardan sitotoksik olmayan
en yiksek doz ile naringinin iki dozu ayr1 ayri kombine edilerek naringinin
kadmiyumun neden oldugu genotoksik hasar1 azaltip azaltmadigi saptanmaya
calisilmigtir. Bu amagla kardes kromatit degisimi (SCE) ve kromozom hasar1 (CA)
testleri uygulanmustir.

Insan lenfositlerindeki yapisal kromozom hasar1 ve kardes kromatit degisimi testleri
30 yildan beri genotoksik kanserojenlere mesleki ve cevresel maruz kalmanin erken
etkilerinin biyomarkir1 olarak kullanilmaktadir (Watanabe ve Endo 1984, Hagmar ve
ark. 2004).

Kromozom hasari testinden elde edilen sonuglara gore kadmiyumun 20uM ve 40uM

doz gruplarinda kontrol grubuna kiyasla hiire basina diisen total anomali miktarinda
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anlaml bir artis saptanmistir. Ayni sekilde gap ve pulverizasyonlar hari¢ tutuldugunda
metafaz basina diisen total anomali miktar1 kontrol grubuna kiyasla kadmiyumun 20uM
ve 40uM doz gruplarinda beklendigi gibi uygulanan kadmiyum dozuna bagli olarak
artis gostermistir. Fakat kadmiyumun 10uM’lik doz grubunda anlamli bir artig
saptanamamistir. Bu durum kadmiyumun 10uM’lik dozunun yeterince toksik
olmadigina, 20uM’lik ve 40uM’lik dozlarinin ise genotoksik olduguna ve genomik
stabiliteyi azalttigina isaret etmektedir.

Kromozom hasari testinden elde edilen sonuglar icerisinde dikkat ¢ekici bagka bir
durum en sik rastlanan kromozom hasari tiirtiniin kromatit tipi kiriklar olmasidir. Bu tip
kromozom hasarlarinin, kadmiyumun neden oldugu oksidatif stres neticesinde olusan
DNA tek zincir kiriklarinin tamir edilemeyerek, DNA replikasyonundan sonra kromatit
ve kromozom tipi kiriklarini olusturmasi neticesinde meydana geldigi diistiniilmektedir.
Nitekim literatiirde kadmiyumun baz kesip ¢ikarma, niikleotit kesip c¢ikarma, yanlis
eslesme tamiri gibi DNA tamir mekanizmalarini inhibe ettigine dair calismalar
bulunmaktadir (Dally ve Hartwig 1997, Asmuss ve ark. 2000, Jin ve ark. 2003).

Hengstler ve arkadaglarinin ¢alisma sonuglart bulgularimizi destekler niteliktedir.
Bu calismada 10 fabrikadan kadmiyum, kobalt ve kursuna maruz kalan 78 isciden
alinan kan 6rnekleri kullanilmistir. Tek ¢ekirdekli kan hiicrelerindeki tek zincir kiriklari
ile havadaki kadmiyum konsantrasyonu arasinda bir korelasyon oldugu saptanmistir
(Hengstler ve ark. 2003).

Yine Miiller ve arkadaglari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada in vitro 5:2
oraninda Cd*™ ve Zn™ iceren metallothioninlerin DNA zincir kiriklarina neden oldugu
gosterilmistir (Miiller ve ark. 1994).

SCE testinden elde edilen sonuclar da kadmiyumun toksik etkisini desteklemektedir.
Kontrol grubuna kiyasla 20uM ve 40uM kadmiyum dozlar1 hiicre basina diigen SCE
oranint anlamli sekilde arttirmistir. Fakat kromozom hasar1 testinde oldugu gibi
kadmiyumun 10uM’lik dozu kontrol grubuna kiyasla hiicre basina diisen SCE oraninda
anlamli bir farkliliga neden olmamustir.

Kadmiyumun SCE oraninda artisa neden olmasi DNA’da zincir kiriklarina yol
acmasiyla iliskilendirilebilir. SCE mekanizmasinin replikasyon catalindaki kiriklari

onarmak icin gergeklestigi diisiiniilmektedir (Thompson 2005). DNA’da tek zincir kirigi



69

(SSB) miktarin1 artiran olaylarin SCE’yi etkili sekilde tetikledigi bilinmektedir
(Thompson ve ark. 1982).

Saplakoglu ve Iscan Gy ve S fazlarinda 10'7, 10'6, 10'5, 10'4, 10° M
konsantrasyonlardaki CdCl, ile muamele ettikleri in vitro insan lenfositlerinde SCE
frekansini degerlendirmislerdir. Go fazinda 10° M dozundaki kadmiyum ile muamele
edildiginde SCE oraninda anlamli bir farklilik saptanmamistir. Erken S fazinda 10° M
CdCl; ile yapilan muamele neticesinde ise kadmiyum konsantrasyonu arttikca SCE
frekansinin da arttigini tespit etmislerdir. Fakat bizim sonuglarimiza gore kadmiyumun
10°M (10puM) dozu SCE oranini anlamli sekilde arttirmamustir. Saplakoglu ve Iscan’in
calismasinda 10° M kadmiyum muamelesi kiiltiir baglatildiktan sonra 24., 54. ve 72.
saatlerde yapildiginda SCE frekansinin 24. saatte muamele edildiginde en yliksek
oldugu, 54. ve 72. saatte yapilan muamelelerde giderek azaldigi saptanmistir
(Saplakoglu ve Iscan 1998). Bizim ¢alismamizda ise kadmiyum muamelesi 48. saatte
yapilmistir. Dolayisiyla sonuclarimiz arasindaki farkliligin kadmiyum muamelesinin
yapildig1 saatlerden kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Palus ve arkadaglar tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise 8pug/ml kadmiyum ile
kiltiir baglangicinda muamele edildiginde ve 72. saatte harvest islemi yapildiginda SCE
oraninda artis saptanmistir (Palus ve ark. 2003).

SCE ve CA testlerinden elde ettigimiz sonuglar1 degerlendirdigimizde kadmiyumun
20uM ve 40uM dozlarmin in vitro insan kan lenfositleri lizerinde genotoksik etkilerinin
oldugunu, 10uM’lik dozunun ise genotoksik etki gostermedigini gérmekteyiz.

Mitotik indeks ve replikatif indeks verilerini degerlendirdigimizde ise kadmiyum
dozlarinin veya naringin dozlarinin mitotiks indeks ve replikatif indeks {izerinde diger
doz gruplarina kiyasla anlamli bir farklilik yaratmadigi goriilmektedir. Bu durum
kullandigimiz naringin ve kadmiyum dozlarinin sitotoksik olmadigini gostermektedir.
Naringin dozlar1 genotoksik etki gostermedigi i¢in hiicre oliimiinii indiiklememesi
olagandir. Fakat kadmiyumun 20uM ve 40uM gentoksik etki gosterdigi halde hiicre
Olimiinii artirmamas1 diisiindiiriiciidir. Kadmiyumun genotoksik hasar verdigi
hiicrelerin  6lmemesi kadmiyumun apopitozu baskilamasiyla iliskilendirilebilir
(Gunawardana ve ark. 2005).

Calismamizda kadmiyumun neden oldugu genotoksik etkiyi azaltmak ig¢in

antioksidan bir madde olan naringin kullanilmistir. Naringinin genotoksik etkisi olup
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olmadigini anlamak i¢in lpg/ml ve 2pg/ml naringin dozlarmin CA ve SCE test
sonuglar1 kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Naringinin her iki dozunun da CA
sonuglarina gore hiicre basina diisen total anomali miktar1 ve gap ve pulverizasyonlar
hari¢ tutuldugunda hiicre basina diisen total anomali miktar1 agisindan kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir farklilik yaratmadigi hatta istatistiki agidan anlamli olmasa da
anomali miktarini azaltti§1 saptanmistir.

Naringinin ~ lpg/ml  ve 2ug/ml’lik doz gruplarinin  SCE  sonuglarini
degerlendirdigimizde kontrol grubuna kiyasla hiicre basina diisen SCE oraninda anlamli
bir farklilik yaratmadiklar1 gézlemlenmistir.

Neticede hem SCE hem de CA testinden elde edilen sonuclar kullandigimiz naringin
dozlarmin genotoksik etkisi olmadigin1 gostermistir. Sonraki adimda ise bu naringin
dozlarimin 40uM’lik kadmiyumun neden oldugu genotoksik hasar {izerine etkileri
Olctilmiistiir. Kadmiyumun 40uM’lik dozunun secilmesinin nedeni bu dozun sitotoksik
olmayan en yiiksek doz olmasidir. Ayrica kullandigimiz naringin dozlar1 kadmiyumun
40uM’lik dozunun neden oldugu genotoksik hasarini azaltirsa kadmiyumun daha diisiik
dozlarinin neden oldugu hasar1 azaltma ihtimali yiiksektir.

Bu amagla 40uM Cd + 1ug/ml naringin ve 40uM Cd + 2pg/ml naringin kombine
dozlar1 kullanilmistir. Elde ettigimiz CA sonuglar1 naringinin her iki dozunun da 40uM
Cd’un neden oldugu hiicre basina diisen total anomali miktarim1 ve gap ve
pulverizasyonlar hari¢ tutuldugunda hiicre bagina diisen total anomali miktarini
azalttigin1 gostermistir. Fakat kombine dozlar arasinda anomali miktari agisindan
anlaml bir farklilik yoktur. Bu bulgular 1pug/ml naringin 2ug/ml naringin dozlarinin
40uM kadmiyumun neden oldugu anomaliyi azaltmada gosterdikleri etkilerin farkl
olmadigina isaret etmektedir. Normalde beklentimiz 40uM Cd + 2pg/ml naringin doz
grubunda 40uM Cd + 1ug/ml naringin doz grubuna kiyasla anomali miktarinda anlamli
bir azalma olmasi seklinde idi.

Naringinin kadmiyumun neden oldugu kromozom hasarini azaltmast onun
antioksidan etkisiyle aciklanabilir. Kadmiyumun hiicrede oksidatif stresi artirma
nedenlerinden biri antioksidan enzimleri inhibe etmesidir (Ikediobi ve ark. 2004).
Naringin ise katalaz, siliperoksitdismutaz, glutatyon peroksidaz gibi Onemli

antioksidanlarin sentezini artirmaktadir (Jeon ve ark. 2001, 2002).
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Kadmiyumun oksidatif strese neden olmasini saglayan mekanizmalardan bir baskasi
ise proteinlerdeki demir ve bakir iyonlarinin serbest kalmasina neden olmasi ve serbest
kalan demir ve bakir iyonlarinin fenton reaksiyonlar1 ile reaktif oksijen tiirlerini
olusturmasidir (Mikhailova ve ark. 1997, Banfalvi ve ark. 2000). Naringin ise bakir ve
demir iyonlar1 ile selatlar olusturarak fenton reaksiyonlarina girmelerini
engellemektedir. Boylece kadmiyumun neden oldugu reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu azaltmaktadir (Mira ve ark. 2002).

Neticede naringin kadmiyumun neden oldugu oksidatif stresi azalttigi icin DNA
hasar1 azalmakta ve bu da naringin ilave edilen gruplardaki azalan kromozom hasari
miktarinm1 a¢iklamaktadir.

Naringinin oksidatif stresi artiran ilaglarin olusturdugu genotoksik hasar iizerine
etkisinin arastirildigi ¢aligmalarda naringinin antioksidan etkisi tizerine olumlu sonuglar
elde edilmistir.

V79 hiicrelerinde naringinin bleomycinin neden oldugu DNA hasar1 ve degisimleri
lizerine olan etkisi aragtirllmigtir. Bleomycin sitotoksisitesini ve DNA hasar1 etkisini
Fe™ ile kompleksler olusturarak gostermektedir. Bu kompleksler oksijen ile kombine
olarak c¢ok reaktif tiirler olusturmaktadir. Bu reaktif tiirler ise Deoksiribozun 4.iincii
C’undan H alarak DNA zincir kirigina neden olmaktadir. Naringin demir-bleomycin
kompleksinin olusmasina izin vermeyerek Fe™nin in vitro neden oldugu toksisiteyi
azaltmaktadir (Jagetia ve ark. 2007).

Bu calisma bizim sonuglarimizla benzerlik gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da
en sik rastlanan kromozom anomalileri oksidatif stresin neden oldugu DNA zincir
kiriklarinin  tamir edilmemesi sonucu olusan kromozom kiriklaridir. Naringin bu
kromozom kiriklarinin azalmasini saglamistir.

Baska bir calismada ise fare kemik iligi hiicrelerinde, naringinin lomefloxacin’nin
vivo neden oldugu genomik kararsizliga karsi etkisi kromozom hasar1 ve mikroniikleus
testiyle tespit edilmistir. Fareye naringin ile muamele edildiginde lomefloxacin’nin
neden oldugu kromozom hasarini ve mikroniikleus olusumunu azalttigi saptanmistir.
Naringinin bu etkisi lomefloxacin tarafindan iiretilen serbest radikallerin DNA’ya
ulagmasini engellemesiyle agiklanmaktadir (Attia 2008).

Grant’in yapmis oldugu bagka bir calismada naringinin P388 hiicrelerinde Ara-

C’nin neden oldugu hiicre oliimiinii 6nledigi gosterilmistir (Grant 1998). Ara-C’nin
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sitoksisitesi hiicresel oksidatif stresden dolay1 apopitozu artirmaktadir. Naringin
antioksidan aktivite gostererek, hiicresel ROS iiretimini durdurmakta, antioksidan enzim
aktivitesini artirmakta ve neticede Ara-C’nin neden oldugu apopitoz ve sitotoksisiteyi
bloke etmektedir (Iacobini ve ark. 2001).

SCE testinden elde ettigimiz sonuglara gére 40uM Cd + 1pg/ml naringin ile 40uM
Cd + 2pg/ml naringin doz gruplarinda 40pM/ml kadmiyum doz grubuna kiyasla hiicre
basina diisen SCE miktarinda anlamli1 bir azalma s6z konusu degildir. Naringinin her iki
dozu da 40uM kadmiyumun neden oldugu SCE’yi azaltmada etkisiz kalmistir. Bu
durum naringinin SCE de gorev alan topoizomeraz 2 aktivitesini inhibe etmesinden
kaynaklantyor olabilir (Snyder ve Gillies 2003).

Elde edilen bulgulara gére kadmiyumun 40uM ve 20uM dozlar1 genotoksik oldugu,
naringinin 1pg/ml’lik ve 2pug/ml’lik dozlarmin 40uM’lik kadmiyumun neden oldugu
kromozom anomalilerini azalttigi fakat 40uM’lik kadmiyumun neden oldugu hiicre
basina diisen SCE oranini azaltma da etkisiz kaldig1 ortaya konulmustur.

Sonug olarak giliniimiiz diinyasinda insanlar kanserojen olan pek ¢ok genotoksik
ajana maruz kalmaktadir ve bu etkilerden korunmak i¢in naringin gibi dogal antioksidan
flavonoidlerin alinmasi alternatif olabilir. Fakat bu antioksidan maddelerin yiiksek
dozlarda kullanildiginda veya farkli maddelerle kombine edildiginde yaratabilecegi

farkli etkilerin daha detayli arastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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