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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

VANILLIK ASIiDIiN iN VITRO OLARAK GENOTOKSIK/ANTIGENOTOKSIK
ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Merve GULER ERDEM

Uludag Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Rahmi BILALOGLU

Insan organizmasinda bulunan serbest radikaller; yaglar, proteinler ve niikleik asitler gibi
farkli molekiillerin oksidatif olarak bozulmasina neden olmaktadir. Antioksidan bilesikler
ise bu serbest radikalleri etkisiz hale getirme yetenegine sahiptir ve ayni zamanda; kanser,
katarakt, kalp damar hastaliklari, beyin rahatsizliklar1 ve romatizmanin 6nlenmesinde temel
bir rol oynayabilirler. Buradan yola ¢ikarak ¢alismamizda hiicrede oksidatif hasar olustugu
1yi bilinen alkilleyici bir kimyasal ajan olan ve antineoplastik ajan olarak da kullanim
alanina sahip mitomisin C (MMC) ‘nin oksidatif etkisine karsi vanillinin okside formu
vanillik asidin antioksidan etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu amagla saglikli donorlardan
alman insan kan lenfosit kiiltlirleri kullanilmistir. Deoksriboniikleik asit (DNA) ve
kromozom diizeyindeki oksidatif hasar1 ve antioksidan etkiyi belirlemek amaciyla in vitro
Mikroniikleus (MN) ve COMET testleri gerceklestirilmistir. Calismada mitomisin’in 0,25
pg/ml dozu, vanillik asidin ise 1 ve 2 pg/ml’ lik dozlart kullanilmistir. Vanillik asit ve
mitomisin C’ nin ¢6ziilmesinde kullanilan Dimetilsiilfoksit (DMSO) negatif kontrol olarak
kullanilmistir. Vanillik asidin 2 pg/ml dozu Mikroniikleus ve COMET testlerinde anlaml
MN ve hasarli DNA olusturmustur. Mitomisin C’ de tek basina mikroniikleuslu hiicre ve
hasarli DNA oranini anlamli arttirmistir. 1 pg/ml’lik vanillik asit ise her iki test sisteminde
mitomisin C’nin olusturdugu mikroniikleuslu DNA hasarli hiicre oranin1 anlaml
azaltmistir. Hatta vanillik asidin bu dozu mitomisin C ile olusturulan mikroniikleuslu hiicre
ve COMET testindeki genetik hasar indeksi oraninit DMSO kontrol diizeyine indirmistir. 2
pg/ml vanillik ise kendi basina da mikroniikleus ve DNA hasar oranini arttirdigi igin
mitomisin C’ nin olusturdugu hasar1 yeterli seviyede azaltamamistir. Sonug¢ olarak
antioksidan bir bitkisel fenolik bilesik olan wvanillik asidin uygun diisiik dozlarda
kullanildiginda oksidatif DNA hasar1 ve kromozomlardaki hasarlari engelleyebilecegi
Ongorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Vanillik asit, MMC, mikronukleus, COMET, genotoksisite, fenolik
bilesikler, antioksidan, oksidatif stres, ROS

2011, xi + 110 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

THE INVESTIGATION OF GENOTOXIC/ANTIGENOTOXIC EFFECTS OF
VANILLICACID INVITRO

Merve GULER ERDEM

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

Supervisor: Prof. Dr. Rahmi BILALOGLU

The free radicals that present in the human organism damages the molecules like lipids,
proteins and nucleic acids. On the other hand, antioxidant compounds have the ability to
neutralize these free radicals and also they can have a major role in prevention of cancer,
cataract, heart and brain disease and rheumatism. Thus, in our study, it is tried to identify
the antioxidant effect of the Vanillic acid, which is the oxidized form of vanillin, against the
oxidative effect of a well known alkylating chemical and antineoplastic agent mitomycin C
(MMC). For this purpose, human blood lymphocyte cultures that are taken from healthy
donors are used. In vitro micronucleus (MN) and COMET tests are used in order to
determine the oxidative damage and antioxidant effect in the level of DNA and
chromosome. In this study, 0,25 pg/ml mitomycin and 1 and 2 pg/ml dosage of vanillic
acid was used. The DMSO was used in the solution of vanillic acid and mitomycin C was
used as a negative control. 2 pg/ml dosage of vanillic acid formed substantive MN and
damaged DNA in the micronucleus and COMET tests. Mitomycin C has significantly
increased the rate of damaged DNA and cells with micronucleus. On the other hand 1
ug/ml dosage of vanillic acid has significantly decreased the rate of DNA damaged cells
and the frequency of micronucleated cells. In fact, this dosage of vanillic acid has reduced
the rate of cells with micronucleus that are formed with mitomycin C and the genetic
damage index rate in COMET assay to DMSO control level. However because of 2 pg/ml
vanillic acid itself increased the rate of micronucleus and DNA damage, it couldn’t
decrease the damage that is caused by mitomycin C. In conclusion, it is proved that vanillic
acid which is an vegetative phenolic compund could prevent the oxidative DNA damage
and damages in chromosomes when used in proper low dosages.

Key words: Vanillic acid, MMC, micronucleus, COMET, genotoxicity, fenolic compounds,
antioxidant, oxidative stress, ROS

2011, xi + 110 pages.
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1. GIRIS

Insan organizmasinda bulunan serbest radikaller; yaglar, proteinler ve niikleik asitler
gibi farkli molekiillerin oksidatif olarak bozulmasina neden olmaktadir. Antioksidan
bilesikler ise, bu serbest radikalleri etkisiz hale getirme yetenegine sahiptir ve ayni
zamanda; kanser, katarakt, beyin hastaliklar1 ve romatizma gibi hastaliklarin dnlenmesinde
temel bir rol oynayabilirler (Clifford 1998).

Antioksidanlar hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi hasara karsi
koruyucu mekanizmalardir (Halliwell ve Whiteman 2004). Antioksidanlar, oksitlenebilir
maddelerin oksidasyon baslangicini geciktiren veya oksidasyon hizini azaltan maddelerdir.
Gerek dogal gerekse sentetik yiizlerce bilesigin antioksidan Ozellige sahip oldugu
bilinmektedir (Nawar 1985). Ancak antioksidan olarak kullanilan kimyasallarin muhtemel
toksisiteleri nedeni ile son yillarda ilgi dogal antioksidanlar {izerine yogunlagmistir
(Vareltzis ve ark. 1997). Son yillarda ¢ogunlugu bitkisel kaynakli olan yiizlerce madde
gidalarda antoksidan olarak kullanilabilirlik agisindan test edilmektedir. Bunlarin
antioksidan aktiviteleri C vitamini, fenolik bilesikler, karotenoidler ve E vitamini gibi
bilesiklerde kaynaklanmaktadir (Hall 2001).

En aktif antioksidanlar fenolik ve polifenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerin antioksidant
aktivitesi; serbest radikalleri temizlemesi ve hidrojen atomlarmi (H") veya elektronlarini
vermesinden ileri gelir (Balasundram ve ark. 2005). Farmakolojik ¢aligmalara gore; yiiksek
fenolik icerikli meyve ve sebzelerin tiiketimi kalp, beyin hastaliklar1 ve kanser oranini
azaltmaktadir (Hertog ve ark. 1997).

Fenolik bilesikler bitkiler aleminde yaygin ikincil metabolitlerin biiyiik bir grubunu
olusturup, hidroksil (OH ) gruplarinin sayisi ve pozisyonuna gore degisik gruplara
ayrilirlar (Podsedek 2007).

Antioksidan aktiviteye sahip olan tipik fenolik bilesikler temel olarak flavonoidler
ve fenolik asitler olarak bilinirler. Fenolik asitler, meyve, sebze ve diger bitkilerde siirekli
olarak dogal antioksidan seklinde bulunur. Ornegin, bitki aleminde vanillik asit, kafeik asit

cok genis oranda dagilmistir (Zheng ve Wang 2001).



Ceviz bitkisinin yesil kabuk ve yapraklart yiiksek antioksidan ve antimikrobiyal
Ozelliklerinden dolay1 oldukca onemlidir. Yesil kabuk ve yapraklarindaki klorogenik asit,
kafeik asit, ferulik asit, katesin, juglon ve vanillik asit gibi fenolik maddeler antioksidan
aktivite gosterir (Pereira ve ark. 2007).

Vanillinin okside formu vanillik asit, tatlandirict ajan olarak kullanilan bir benzoik
asit tiirevidir. Vanillik asit, kafeik asit ve ferulik asit hidrojen atomu verip, demir iyon
celatorii olarak islev gorerek antioksidan olarak rol alirlar (Atnip 2010).

Katalaz oksidaz aktivitesini baskilayici etkiye sahip vanillik asit, epigallokatesin-3-
gallat, ferulik asit, indol-3-karboksialdehid, indol-3-karbonil gibi bir¢cok diyet bitki
mikroniitrientleri karsinogenezi inhibe edici 6zellige sahiptir (Vetrano ve ark. 2005).

Antioksidanlar ile yapilan diyet ilavesi, kemoterapiye olan tepkiye ve antineoplastik
ajanlar ile yapilan tedavi sonrasi olusan ters yan etkilere karsi etki etmektedir.
Antineoplastik ajanlarin  kullanimi oksidatif strese yol acar. Ornek olarak, serbest
radikallerin ve diger reaktif oksijen tiirlerinin meydana gelmesi verilebilir. Bu nedenle
hangi maddelerin antioksidan etkisinin oldugunun bilinmesi oldukca 6nemlidir.

Quercitinin transformasyon triinleri ile alakali ¢esitli fenolik asitler (vanillik asit
gibi) antioksidan 6zellik gosterir (Duenas ve ark. 2010).

Oliveira ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada insan periferal kan lenfositlerinde (in
vitro) ayni zamanda iyi bir genotoksisite biomarkiri olan mikroniikleuslu hiicrelerin MMC
ile indiiklenen frekansinda quercitin tarafindan olusturulan ciddi bir disis
gozlemlemislerdir (Oliveira ve ark.2000).

Ozellikle meyve ve sebzelerin rengi, lezzeti ve dayaniklilig: iizerinde etkili olan
fenolik maddeler, antioksidan 06zelligine bagli olarak antikanserojen, antimutajen ve
antimikrobiyal aktivite gostermeleri bakimindan insan saglig: ile yakindan iliskilidir.

Son yillarda fenolik maddelerin elde edilmesi ve bunlarin antioksidan 6zellikleri
nedeniyle gida sanayinde kullanilabilme olanaklarinin arastirilmasi {izerine yapilan

caligmalarin hiz kazandig1 goriilmektedir.



Mitomisinler, Streptomyces caespitosus veya Streptomyces lavandulae’den izole
edilmis dogal iiriinler tagiyan bir aziridin ailesidir. Bu bilesiklerden birisi olan mitomisin C
antitiimor, antibiyotik aktivitesinden dolayr kemoterapotik ajan olarak kullanilir. Ust
gastrointestinal, anal ve meme kanserini tedavi etmek amaciyla damar yolu ile verilir
(Danshiitsoodol ve ark. 2006).

Onemli bir antitiimér (kanser) ilac1 ve antibiyotik olan mitomisin C, CpG (sitozin-
fosfat-guanin bolgeleri) dizisi igin, DNA’y1 yiiksek etkinlikte ve mutlak o6zgiilliikte
crosslink etme (¢apraz baglama) yetenegi vardir. En son caligmalar mitomisin C’nin
DNA’ya nasil crosslink yaptigini ve dizi 6zgilliigiiniin neden bu kadar tam oldugunu
gostermistir (Tomasz 1995).

Mitomisin C, DNA’da ¢apraz bag yaparak DNA’y1 alkiller, en ¢ok Guanin ve
Sitozin bazlarina etkili olan bir antibiyotikdir. Kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, mide
kanseri, meme kolorektal, pankreas, yemek borusu, mesane, serviks kanserlerinde tedavi
amacli kullanilir (Diler 2006).

Mitomisin C bir kez aktive oldugunda DNA’y1 Adeninin N6 atomundan, Guaninin
06, N7, N2 atomlarindan alkile eder ve ¢apraz baglanir. Bu ¢apraz baglanmalar DNA
sentezinin inhibisyonuna ve hiicre 6liimiine neden olur (Chapner ve Myers 1993).

Mitomisin C kinon ve azidrin fonksiyonel gruplarini igerir, ayn1 zamanda serbest
radikaller ve alkilleyici tiirlerin olusumuna neden olur. (Dusre ve ark. 1990) Bazi
arastirmacilar MMC’nin rediiktif aktivasyonunun in vitro’da ve tiimor hiicrelerinde OH ™
radikallerinin olusumuna sebep oldugunu bulmustur (Doroshow 1986).

MMC topikal kullanimda genellikle molekiiler oksijen ile etkileserek serbest radikaller
tiretir ve lipid peroksidasyonu, DNA ve protein sentezine bozarak hiicrelere toksik etki
gostermektedir (Reddy ve Randerath 1987).

Kanser kontrol dis1 hiicre boliinmesi ile karakterize edilen bir hastaliktir. Baslangicta
etkilenen hiicrenin tiiriine gore smniflandirilir. Kanser tedavi yontemleri, genel olarak,
kemoterapi, radyoterapi, cerrahi ve immunoterapi olup kanser hastalarinin bireysel 6zellik
ve hastalik durumuna goére bu yontemlerden bir ya da birkac1 tedavide kullanilmaktadir

(Ozkan 2007).



Kanser hastalarinda kemoterapi, tedavi protokoliiniin 6nemli bir kismin
olusturmaktadir. Ancak bilinen tiim kemoterapik ajanlarin toksik etkileri bunlarin
yararlarinin yaninda bir¢ok sorunu da beraberinde getirmistir.

Antineoplastik ilaglarin, kanser hiicrelerine karsi segicilikleri azdir. Bunun nedeni,
malign (kotlictil) hiicreler ile saglikli hiicrelerin arasinda biiyiik yapisal farklarin
olmamasidir (Gacar 2009). Kanser hiicrelerini yok ettikleri gibi hizli bir bicimde
¢ogalmakta olan normal hiicreleri de yokedebilirler. Bu ilaglarin mutajenik, teratojenik ve
karsinojenik etkileri de vardir. Kanserli hastalar icin ilag olarak tedavide kullanilan sentetik
maddelerin (antibiyotikler; daunomisin, adriamisin, bileomisin, mitomisin C) etkileri daha
once yapilan calismalar ile az ¢ok belirlenmis, bu tiir maddelerin yan etkilerinin de
olabilecegi farkedilerek, konunun bu yonde de incelenmesi gerektigi tartismaya acilmistir
(Baldev 1979).

Glinimiizde kanserli hastalarin tedavisinde kullanilan kimyasal ilaglarin ve
radyoterapi uygulamalarinin insan kromozomlar1 iizerindeki etkileri ¢esitli teknikler
kullanilarak detayli bir sekilde incelenmektedir (Bauman ve ark. 2000). Fiziksel ve
kimyasal maddelerin DNA iizerindeki etkilerini gérmek i¢in in vivo ve in vitro testler
kullanilir. Tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) COMET Assay olarak da bilinir, oksidasyona
neden olan alkilleyici 6zellikteki kimyasallarin neden oldugu DNA hasarini belirlemek i¢in
kullanilan bir genotoksisite testidir (Basaran 2002). COMET yontemi insan ve hayvan
hiicrelerindeki kimyasallarin mutagenik ve karsinogenik aktivitelerin iyi bir belirleyicisi
oldugu diisiiniiliir (Fairbairn ve ark. 1995). Aydin ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada,
mitomisin C varliginda ve yoklugunda lenfositler, feniletanoit glikozitlerin farkl
konsatrasyonlar1 ile inkiibe edimis ve DNA zincir kirtklat COMET yontemi ile
Olciilmiistiir. Calismada feniletanoit glikozitleri lenfositleri doza bagimli bir sekilde
MMC’nin mutagenik etkilerinden korumustur. Diisiik konsantrasyonlarda DNA hasarinda
ciddi anlamda bir diisiis goriilmiis fakat yliksek konsantrasyonlarda herhangi bir koruyucu

etki gézlemlenmemistir (Aydin ve ark.2004).



Mikroniikleus testi mutajenler ve karsinojenler tarafindan indiiklenen DNA hasarini
belirlemede hem in vivo hem de in vitro olarak kullanilan sitogenetik bir testtir. MN analiz
yontemi, kimyasal maddelerin mutagenik etkilerini belirlemek i¢in kullanilir (Eroglu ve
ark. 2004). Mikroniikleus sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal
ve yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli gostergesi olarak degerlendirilmektedir
(Ford ve ark. 1988). Fare kemik iligi hiicrelerindeki MMC tarafindan indiiklenen
mikroniikleuslar vanillin ile muamele sonrasi baskilanmistir. Vanillin in vivo’da
antiklastojenik rol oynar (Inouye ve ark. 1988).

Antioksidan maddelerin kullanim miktarlar1 son derece 6nemlidir. Fazla alindiklar
taktirde bazi antioksidanlarin kendisinin de oksidan 6zellik gosterebilecegi bilinmektedir
(Childs ve ark. 2001).

Bu c¢alismada MMC’nin genotoksik etkileri, buna karsin vanilik asitin

antigenotoksik etkisinin varliginin arastirilmasi amaglanmustir.

2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Oksidatif Stres

Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak i¢in hiicreler bunlar1 nétralize
eden antioksidanlar iiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin
antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi beklenir.
Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Bu durum oksidatif denge
olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden

etkilenmemektedir.



Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal iiriinii olan serbest radikalleri, organizma
dogustan kazandigi c¢ok hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge olarak
tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir (Diindar ve Aslan 1999). Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda diisme, dengenin bozulmasina neden
olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum serbest radikal olusumu ile antioksidan
savunma mekanizmas: arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku
hasarina yol agmaktadir.

Oksidatif stres, toksisitenin olasi bir mekanizmasi olarak son on yildir toksikolojik
arastirmalarin odagi haline gelmistir (Cavdar ve Sifil 1997).

Viicutta bulunan antioksidan savunma sistemleri, serbest radikalleri tesirsiz hale
getirmeye calisir. Oksidatif stres kaynakli rahatsizlik bulunan hastalarda endojen kaynakl
antioksidanlar etkili olmadigindan, oksidatif hasar1 azaltabilecek diyet sadece disardan
alinacak antioksidanlardir (Orn: Vitamin E,C, Melatonin) (Tekcan 2009).

Antioksidanlar; okside olabilen substrata gore ortamda daha az derisimde bulunan
ve bu substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen madde olarak
tanimlanabilir. Bu tanima goére antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest radikalleri igeren
kimyasal tepkimelerin sonucunda hiicresel bilesenlere gelebilecek zarar1 6nlemektir (Young
ve Woodside 2001).

Aerobik metabolizmada denge, serbest radikal olusumu ve bunlarin benzer hizla
antioksidan sistemler tarafindan uzaklagtirilmasiyla karakterizedir. Geri doniisiimsiiz
oksidatif hasarin birikimi ile dnce hiicre daha sonra doku ve organ sistemlerinde yapisal ve
islevsel bozukluklar ortaya ¢ikabilir.

Oksidatif stres ile iligkili bazi hastaliklar Cizelge 2.1.’de gosterilmistir. (Clarkson ve
Thompson 2000).



Cizelge 2.1. Oksidatif stres ile iligkili bazi1 hastaliklar (Clarkson ve Thompson 2000).

Astim

Ateroskleroz

Serebral vaskuler hastaliklar
Kronik obstruktif pulmoner hastalik
Konjestif kalp yetmezligi
Diyabet

Hipertansiyon

Grip

Miyokard enfaktiis
Pnémoni

Hepatit

Kanser

Inflamasyon hastaliklar

Dejeneratif hastaliklarin gelisiminde oksidatif stresin dnemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Noronlar, yani sinir ya da beyin hiicrelerindeki oksidatif stres kendini néro-
dejeneratif hastaliklar olarak gostermektedir (Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, vb.).
Damar i¢ yiizeyindeki hiicrelerde (endotelde) oksidatif hasar damar sertligi (ateroskleroz)
gelisiminde rol oynamakta, dolayisiyla Kkalp-damar, beyin-damar ve diger damar
hastaliklarina neden olmaktadir. Hiicre DNA’sinda olusan oksidatif hasar kanser gelisimine
yol acabilmektedir (Burgak ve Andican 2004).

Oksidatif DNA modifikasyonlart memeli DNA’sinda siktir. Bu modifikasyonlarin
karsinojenez, diyabet ve yaglanmanin mekanizmasina katkida bulundugu ileri stiriilmiistiir.
Diabetes mellitus, glinlimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay: tiim diinyada hizla yayilan,
yiiksek mortalite ve morbidite riski tasiyan bir hastaliktir.

Yapilan caligmalarda deneysel olarak diyabet olusturulan siganlarda ve diyabetik
hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun 6nemli derecede arttig1 ve
oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Pitkanen

ve ark.1992).



Diyabet olusturulan sican deney modellerinde oksidatif stres belirtegi olarak
degerlendirilen 8-OHAG (8-hidroksi deoksiguanozin) diizeylerinde de artis gozlenmistir
(Ihara ve ark. 1999).

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik asir1 derecede reaktif oksijen
tiirlerinin yapilmasina ve oksidatif hasara neden olur. Oksidatif hasara bagli olarak
DNA’da, tek ve cift zincir kiriklari, abazik bolgeler, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi,
bazlarda yeniden diizenlenme), DNA protein arasinda ¢apraz baglanma gibi bir takim

lezyonlar veya seker hasart meydana gelebilir (Cooke ve ark. 2003).

2.2. Serbest Radikaller

Yapilarinda eslesmemis elektron iceren atom veya bilesikler serbest radikaller
olarak tanimlanmaktadir. Diger bir tanimlama ile serbest radikaller bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirld, kararsiz, molekiil agirhig diisiik ve cok etkin
molekiillerdir. Ozellikleri, dengesiz ve tek olan elektronu ¢iftlemek i¢in diger molekiiller ile
tepkimeye girmeye yatkin olmalaridir. Anyonik, katyonik veya nétral konumda olabilirler
(Halliwell 2006 ).

Serbest radikaller hiicrede metabolik dengenin bir pargasi olarak devamli olusurlar.
Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler (Halliwell ve Gutteridge 1989).

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin
kalarak homolitik boliinmesi.

X Y->X+Y:
2. Bir molekiiliin heterolitik bdliinmesinde kovalent bagi olusturan her iki elektron
atomlarin birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil, iyonlar meydana gelir.

XY —>X: +Y*
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi veya normal bir molekiilden tek bir
elektronun kaybi

A+e S A-

A—>A_' +e_



Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak
olusurlar.Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi kimyasallarin etkisi
altinda kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, iyonize ve
ultraviyole radyasyon, hava Kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani, solventler
gibi ¢evresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi
antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aligkanlik yapict maddeler, hiperbarik
oksijen, trisiklik antidepresanlar, demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa gibi metal
iyonlari, asbest lifleri, mineral tozlar, ozon, karbon monoksit, silika, aflatoksin B1 ve PCB
(poliklorlubifenil)’ler sayilabilir (Mercan 2004, Atmaca ve Aksoy 2009).

Endojen faktorler mitokondriyal sizinti, solunum, enzim reaksiyonlari,

otooksidasyon tepkimeleridir (Young ve Woodside 2001).

Cevresel Faktorler Serbest radikal yvapim Endojen Faktorler
O, . HyOs

Gegis Metalleri

Fe™’ .Cu'
OH-
Lipit peroksidasyonu DNA Hasan Protein Hasarn

R

Doku Hasan

Sekil 2.1. Viicuttaki serbest radikaller ve serbest radikal hasari sonuglar1 (Young ve
Woodside 2001).



Serbest radikallerin aerobik hiicrelerde en dnemli tepkimeleri molekiiler oksijen ve
onun reaktif tiirleri (sliperoksit anyonu ve hidroksil radikali), peroksitler ve gecis
metallerinin oldugu tepkimelerdir (Zwart ve ark. 1999).

Serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri veya oksijen metabolitleri olarak da
adlandirilabilen bir kisim maddelerin ortaya ¢ikmasi ile hiicre 6liimii, doku hasar1 ve nekroz

sonucunda, organ veya sistemlerde islev yetersizligi meydana gelmektedir (Dilek 2003).

2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) mitokondriden, ksantin ve nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazlari i¢eren ¢esitli enzimlerden ve ayrica sitokrom
P450’lerden olusabilir. Bu enzimler ROS’un olusumunda 6zellesmistir ya da bu toksik
metabolitleri kendi biyokimyasal aktivitelerinin istenmeyen bir sonucu olarak iiretmektedir
(Zini ve Schlegel 1996).

Molekiiler oksijen (O2) elektron transferiyle suya (H20) kadar indirgenir. Bu yol 4

elektron gerektirir ve bu yolda reaktif ara molekiiller olusur ki bunlar siiperoksit (02" ),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikalleridir ("OH). Bunlar 6nemli oksidatif stres
ajanlar1 olup reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilir.

ROS olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma veya DNA onarim
mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarmin artmasina yol agmaktadir

(Clarkson ve Thompson 2000).

O> +e+ H — HO> Hidroperoksil radikali
HO->" — H + O-" Sitiperoksit radikali
O>" +2H + e — H>O» Hidrojen peroksit
H>O> + e — OH + "OH Hidroksil radikali
"OH + e + H — HLO

Sekil 2.2. Molekiiler oksijenin indirgenme tepkimesi (Clarkson ve Thompson 2000).
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2.3.1. Siiperoksit Radikali (02" )

Siiperoksit radikali hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusur. Bu radikal anyonun asil Onemi, hidrojen peroksit
kaynag1 olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Indirgenmis gecis

metallerinin otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir.

BT S e T ey Ll

Cu’ + O ingee=—"tains G 2 e L@ L
Sekil 2.3. Siiperoksit radikali olusum tepkimesi (Altinisik 2000).

Stiperoksit radikali serbest radikal olmasina karsin reaktifligi yliksek degildir.
Kendiliginden, 6zellikle elektronca zengin bir ortam olan i¢ mitokondri zarinda solunum
zinciriyle birlikte olusur. Siiperoksit ayrica ksantin oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen
olarak da olusturulur. Lipooksijenaz ve siklooksijenaz ise diger siiperoksit olusturan
enzimlerdir (Zimmerman ve Granger 1994, Kontos ve ark.1985, Mclintyre ve ark.1999).

Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir. Ornegin
ferrisitokrom ¢ (sit ¢ Fe) ile reaksiyonunda indirgeyici olarak davranarak bir elektron

kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur.

SITC'FEe 'O =0ay ov iag O SosSitie (Fa)

Sekil 2.4. Siiperoksit ile ferrisitokrom c reaksiyonu (Altinisik 2000).

Siiperoksit ayrica yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar gibi fiziksel ve kimyasal

ajanlar ile baz1 bilesiklerin otooksidasyonunda ve fagositozda olusur (Ozcan 1998).
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2.3.2. Hidrojen Peroksit (H202)
Hidrojen peroksit, siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi veya
molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan

peroksitin iki hidrojen (H ™) ile birlesmesi sonucu meydana gelir.

() i T e Sy e ZBlEnas sy H.Q,
O, +2e + 2H ——» HO,

Sekil 2.5. Hidrojen peroksit olusum tepkimesi (Altinigik 2000).

Hidrojen peroksit, serbest radikal olmamasina karsin biyolojik zarlara niifuz
edebilmesi ve daha reaktif oksijen tiirlerinin yapim asamasinda aldigi rolden dolay:
onemlidir. Diger bir 6nemli islevi ise hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak goérev yapmasidir
(Nordberg ve Arner 2001).

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinin dismutasyon tepkimesi sonucu olusur.
Stiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan siliperoksit dismutaz (SOD) araciliginda hidrojen
peroksit ve oksijene cevrilir. Urat oksidaz, glukoz oksidaz, d-aminoasit oksidaz gibi bircok
enzim oksijene iki elektron transfer ederek direk hidrojen peroksit olusturabilirler
(Halliwell ve Gutteridge 1984).

Hidrojen peroksitin redoks 06zelligi ve ge¢is metalleri varliginda ytiksek reaktif
serbest radikalleri olusturmasina karsi viicut, savunma sistemi gelistirmistir. Istenmeyen
hidrojen peroksit katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger oksidazlar ile hiicreden
uzaklastirilir. (Gutteridge 1995).
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2.3.3. Siiperoksit Dismutaz Enzimi (SOD)
SOD, siiperoksit molekiiliiniin hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene doniismesi

tepkimesini katalizler.

SOD-Cu™? — SOD-Cu™! + O,
SOD-Cu’! + O, +2H" — SOD-Cu'” + I1LO>

Sekil 2.6. Bakirli Siiperoksit dismutaz enzimi araciliginda siiperoksit molekiiliiniin
hidrojen peroksit ve oksijene doniisme tepkimesi (Altinigik 2000).

Tepkimede siiperoksit anyonu Cu*ve bir arjinin rezidiisiiniin guanido grubuna
baglanir. Bu sekilde siiperoksitten bir elektron Cu*?’a transfer olurken Cu*™ ve molekiiler

oksijen olusur. ikinci siiperoksit anyonu Cu *' *dan bir elektron, baglanma ortagindan ise iki

elektron alarak hidrojen peroksiti olusturur (Young ve Woodside 2001, Akkus 1995).

2.3.4. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikalinin major olusumu suyun yiiksek enerji ile iyonizasyonudur.

H20 — "OH + H" + eag- — H202

Sekil 2.7. Suyun iyonizasyon tepkimesi (Buxton ve ark. 1988).

Hidrojen peroksit ise siiperoksit ile tepkimeye girerek en reaktif ve zarar verici
serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.

H202+ 02" - 'OH+ OH-+ O2

Sekil 2.8. Hidroksil radikalinin olusum tepkimesi (Halliwell 1978).

Bu tepkimeye Haber-Weiss tepkimesi denir ve tepkime katalizOrsiiz ortamda

oldukca yavagken, demirin katalizorliigiinde ¢ok hizlidir.
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O, +Fe” — 0, +Fe™
Fe™? + H,0, — Fe™ + "OH + OH-

Og' + Hgo,} — 'OH + OH- + Og

Sekil 2.9. Haber-Weiss tepkimesi (Akkus 1995, Gutteridge 1995, Halliwell ve Gutteridge
1990).

Katalizérlii tepkimede demir 6nce ferrik formdan (Fe **) siiperoksit ile ferréz forma

Fe ") indirgenir. Ferrdz form Fenton tepkimesi ile ferrik forma tekrar yiikseltgenirken "OH
g P

ve OH- dretilir (Akkus 1995, Gutteridge 1995, Halliwell and Gutteridge 1990).

2.3.4.1. Fenton tepkimesi

“Fenton Kimyas1” hipotezinde "OH radikalleri DNA’ya saldirarak hasar olusturur.
"OH radikalinin DNA {izerine etkili olabilmesi i¢in DNA’da veya ¢ok yakininda olugmasi
gerekmektedir. Reaktivitesi ¢ok yliksek olan "OH radikalinin hiicre i¢inde diffiize olarak
niikleusa gegcme olasiliklart azdir. Olast mekanizma ise membrani kolayca gecebilen
H202’in nukleusta Fe-Cu iyonlar1 ile reaksiyonlagarak (Haber-Weiss ve Fenton

reaksiyonlar1) hidroksil radikallerini olugturmasidir.

>0, + Fe®™ — OH + OH + Fe ..., (1)
H-O, + Cu'"— OH + OH + Cu™"....... (2
H.O, + Fe’m — HO> + H + Fe " ........ (3)
H-O-, + Fe”m — OH +~ OH + Fe ... (4)

Sekil 2.10. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 (Burgak ve Andican 2004).

1 ve 2 numaral1 reaksiyonlar demir/bakir katalizli Haber-Weiss reaksiyonlari; 3 ve 4

numaral: reaksiyonlar ise Fenton reaksiyonlar1 olarak adlandirilmaktadir.
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DNA ¢ok sayida negatif yiikli fosfat gruplarn icerdiginden, cesitli katyonlari
baglama yetenegine sahip biiyiik bir anyondur. Fez+ / 3+ ve Cu 1+ /2+ iyonlar1 negatif yiikli
DNA’ya siirekli bagli bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hiicre i¢inde bulunan
demirli ve bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler. Redoks
aktif transisyon metal iyonlarinin baglanmalart DNA molekiiliinii H202’in hedefi haline
getirmektedir. DNA’ya baghi metal iyonlart ile H202’in DNA {izerinde
reaksiyonlagsmasindan olusan "OH radikalleri, "OH radikal temizleyicileri tarafindan
uzaklastirilamamaktadir. Ayrica, ‘OH radikal temizleyicilerinin olusturdugu radikaller de
DNA’ya hasar verebilmektedir.

DNA’nin oksidatif hasardan korunmasi i¢in demir c¢elatorleri ve radikal
temizleyicilerinin birlikte kullanilmalarinin 6nemli fayda sagladigi o6ne siiriilmiistir.
Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidandir, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Hidroksil
radikali olasilikla reaktif oksijen tiirlerinin en gii¢liisiidiir (Halliwell ve Gutteridge 1989).
2.3.5. Singlet Oksijen (102)

Singlet oksijen eslesmemis elektron icermedigi i¢in serbest radikal degildir.
Bununla birlikte donme yonlerinin farkliligindan dolay1 oksijenin yiiksek reaktif formudur.
Singlet oksijen ¢ok reaktif olmas1 ve iiretimi sirasinda bazi radikal tepkimeleri olusturmasi
bunun sonucunda da DNA hasar1 ve mutajenik etkiler yapabilmesi nedeniyle radikal
ailesinden sayilir. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek peroksi
radikalin, olusturur ve OH kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu baslatabilir.

Baslica su mekanizmalarla viicutta olusabilir:

a) Pigmentlerin (6rnegin flavin igeren niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda 15181
absorblamasiyla

b) Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde

¢) Siiperoksit anyon radikalinin kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda

(Gutteridge 1995).
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2.3.6. Nitrik Oksit (NO")

Radikal olarak reaktivitesi diisiik olan NO, metal iceren merkezler ve radikaller ile
biiyiik bir hizla tepkimeye girer. Nitrik oksit (NO®) Fe-S proteinlerinden demiri ¢ikararak
yerine kendisi baglanir, boylece Fenton reaksiyonunu stimiile eder ve bu mekanizma ile
karsinogeneziste rol oynar.

NO’enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den sentezlenir.

L-arjinin + NADPH + O2 — L-sitrullin + NO* + NADP+
Sekil 2.11. Nitrik Oksit olusum tepkimesi (Nordberg ve Arner 2001).

Yiiksek miktarlarda O2" yapimi1 NO" ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek "OH ve
‘NO2 olusumuna neden olurlar. Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOO—-) ve
peroksinitroz asit (ONOOH) ara iiriinleri olusur (Nordberg ve Arner 2001).

Serbest radikaller etkilerini protein, lipit, karbohidrat ve DNA oksidasyonu yaparak;
hiicre zarinda, hiicre organellerinde ve DNA’da patolojik degisiklikler olustururarak
gosterirler. Bunlarin sonucunda islev bozuklugu veya hiicre 6liimii olmakta ya da mutant

ozellikler kazandirarak timor olusturabilmektedirler (Dilek 2003).

2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

2.4.1. Lipitlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yag asitlerine etkileri lipit
peroksidasyonu olarak bilinir. Biyolojik zarlarin yapisi lipit ve proteinden olugmaktadir,
lipit peroksidasyonu lipitlere oldugu kadar zar proteinlerine de zarar verir (Halliwell ve
Gutteridge 1989).
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Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) reaktif oksijen tiirleri
tarafindan peroksitler, alkoller, malondialdehit, etan ve pentan gibi iiriinlere yikilma
tepkimelerine denilmektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonu sonrasinda agiga ¢ikan tiriinler
zar gecirgenligini ve akiskanhigmi ciddi sekilde etkileyip hiicre ve organel igeriklerinin
ayrilmasima neden olan kopma ve kirilmalara yol agar. Lipit peroksidasyonu ile meydana
gelen zar hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Bu reaksiyonun 6zellikle aterosklerozun gelisiminde

¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir. (Gutteridge 1995).

2.4.2 Proteinlere Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine bagl olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir igeren molekiillerin
serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metionin ve sistein gibi amino asitleri igeren proteinler serbest radikallerden daha kolay
etkilenirler. Immungulobin G ve albumin gibi disiilfit bag1 fazla olan proteinlerin ise ii¢
boyutlu yapilari bozulur normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Hemoglobin gibi hem
proteinleri de serbest radikallerden &nemli oranda zarar goriirler.  Ozellikle
oksihemoglobinin siiperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyonu methemoglobin

olusumuna neden olur (Akkus 1995).

2.4.3. Karbohidratlara Etkileri

Monosokkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelir. Aciga ¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme
Ozelliklerinden dolayr antimitotik etki goOstererek etki eder ve boylece kanser ve
yaslanmaya neden olabilirler

Serbest oksijen radikalleri bag dokunun 6nemli bir bileseni olan hiyaliironik asit

gibi karbohidratlarin par¢alanmalarina da yol agabilirler (Meram ve Aktaran 2002).
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2.4.4. DNA ve Niikleik Asitlere Etkileri

Sitotoksik etki, biliylik oranda niikleik asit baz modifikasyonlarindan kaynaklanan
kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger degisikliklere baghdir. Hidroksil radikali
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecip
hiicre ¢ekirdegine ulagsarak DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre
dliimiine neden olabilir (Ozkan ve Fiskin 2004).

DNA hasari, hiicrenin yasami boyunca yaygin olarak goriilen ve mutasyon, kanser,
yaslanma ve sonugta hiicre Oliimiine yol agabilen bir olaydir. DNA, yasam boyunca
hiicresel metabolitler (ROS) ve ekzojen ajanlar tarafindan siirekli olarak degisimlere maruz
kalir (Sancar ve ark. 2004, Rupp 2006).

Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar {iriiniiniin
olusmasina yol acar. Bu hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHAG) olduk¢a duyarli ve en sik karsilagilan oksidatif DNA hasar1 belirtecidir (Kasai
1997).

Cesitli nedenlere bagli olarak c¢ekirdek DNA’sinin yani sira mitokondriyal DNA
(mtDNA)’da da oksidatif hasar sekillendigi belirtilmektedir. Memeli hiicrelerindeki en
onemli ROS kaynaklarindan biri mitokondriyal elektron tasima zinciridir.

Cekirdek DNA’sinin  aksine mtDNA mitokondride serbest radikal olusturan
bolgelere ¢ok yakin yerlesim gosterir ve histonlar tarafindan korunmaz. Cekirdek DNA’sina
gore mitokondriyal DNA’da oksidatif baz hasarinin fazla sekillenmesinin olas1 nedenleri,
mtDNA’nin en 6nemli hiicre i¢ci ROS kaynagi olmasi, DNA hasari onarim sisteminin
cekirdek DNA’sina gore yetersiz olmasi ve yasa bagli olarak mtDNA’da mutasyonlarda

artis goriilmesi olarak bildirilmektedir (Lim ve ark. 2005).
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2.5. Antineoplastik Tlaclar

Insan hiicrelerindeki DNA hem endojen hem de eksojen ajanlara maruz kalmanin
sonucu devamli olarak hasara ugramaktadir. Mutajen oldugu bilinen ya da tahmin edilen
ajanlara bilerek ya da bilmeyerek maruz kalabiliriz.

Iyonize veya ultraviyole radyasyon, 4000 kadar kimyasal madde karigimini igeren
tiitlin veya titilin tUriinleri, ¢evre kirliligi ve kanser tedavisinde kullanilan kematerapotik
ilaglar insanlarin temas halinde olabilecegi mutajen ajanlara verilen drnekler arasindadirlar.
Endojen metabolik siireclerle olusan reaktif oksijen tiirleri, lipid peroksidasyonu,
deaminasyon, depiirinasyon gibi siirecler de mutajen etkiye sahip olup mutasyonlari
meydana getirirler.

Eksojen kaynakli kimyasallar insandaki DNA hasarinin en énemli kaynagidir. Cok
gesitli olan bu c¢evresel ajanlar mutasyon olusturarak kanser gelisiminde 6nemli rol
oynarlar. Mutasyonlar tiimorlerde kritik genlerde bulunurlar. Kanser hiicrelerinde hiicre
dongiistiniin kontrolii bozulmus, hiicre boliinmesi ¢ogalmis ve hizlanmigtir. Kemoterapide
kullanilan ilaglar etkilerini boliinme hiz1 yiiksek olan hiicrelerde gosterdiklerinden kanserli
hiicreler bu ilaglardan etkilenmektedirler. Ancak bu sirada viicudun yiiksek boliinme hizina
sahip saglikli hiicreleri de hasara ugramaktadir (Sevim 2006).

Kemoterapotik ilag hem kemoterapi uygulanan bireyde hem de bu ilagla temas eden
saglik gorevlilerinde DNA hasarlar1 olusturmasi agisindan énem tasimaktadir. Bu nedenle
de antitiimor tedavisinde kullanilacak olan yeni antineoplastik maddelerin segilen in vitro
ya da in vivo test sistemleriyle genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi gereklidir (Auer ve
ark.1997).

Antineoplastik ajanlarm kullanimi oksidatif strese yol agar. Ornek olarak, serbest

radikallerin ve diger reaktif oksijen tiirlerinin meydana gelmesi verilebilir.
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Antineoplastik ilaglarin etkinligini kisitlayan durum, ila¢ etkisinin hiicre siklusuna
6zgl olup olmamasidir.

- Hiicre siklusuna 6zgii ilaglar, uygulandiklari anda, sadece belirli donemde olan
veya ilacin viicutta bulundugu sirada o doneme giren belirli sayidaki hiicreleri oldiirtirler.

- Diger ilaglar ise, hiicre ister dinlenme halinde olsun, isterse bdliinme
donemlerinden geciyor olsun, her zaman etkilidir. Bunlara doneme-6zgli olmayan veya
doneme bagimsiz ilaglar adi verilir. Bu gruptaki ilaglarin genel bir 6zelligi DNA yapisini
direkt olarak bozmalaridir.

Bu ilaglarin mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkileride vardir.

 Teratojenik Etki
Antineoplastik ilaglarin hemen hepsi giiclii teratojenik ilaglardir. Deformiteli bebek
dogmasina ya da diisiiklere neden olur.

» Karsinojenik Etki
Ozellikle alkilleyici ilaglar ile prokarbazin giiglii karsinojenik etkiye sahiptir.
Kullanimlarini izleyen birkag yil icinde sekonder kanserlere neden olduklar1 gosterilmistir.

e Mutajenik Etki
Ozellikle alkilleyici ilaglarla goriiliir. Bu ilaglarin uygulandigi hastalarla saglik personelinde

kromozon bozukluklari saptanmigtir (Gacar 2009).

Antineoplastik ilaglar degisik etki sekilleri gosrerirler, 6rnek olarak animetabolitler,

bitki alkoloidleri, alkilleyici ilaglar verilebilir.

Antimetabolitler, DNA, RNA ve proteinlerin sentez zincirlerinde degisik
basamaklarda substrat veya koenzim olan gesitli metabolitlerin analoglaridir. Bu sekilde
enzim baglanmalarin1 inhibe ederek islev goriirler (Salmon ve Apple 1974). Bu
antimetabolit bilesiklerden methotrexate, merkaptopurin, thioguanin, fluorourasil ve

cytarabine’i kanser tedavisinde kullanilan ilaglara 6rnek olarak verebiliriz.
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Bitki alkoloidleri, mitoz sirasinda hiicre donglisiiniin metafaz sathasinda ig
ipliklerini bozar, mikrotiibiil polimerizasyonunu engelleyerek etkilerini gdsteren gruptur.
Mitozun metafaz donemine 6zgl ilaglardir. Bu gruptaki ilaglara vincristin, vinblastin,
etoposide, taxol drnek verilebilir (Lazo ve Larner 1998).

Alkilleyici ajanlar, hiicre siklusuna 6zgii olmayan tipte ilaglardir. Hiicreleri hangi
donemde olurlarsa olsunlar etkileyebilirler. DNA ile capraz baglanarak alkil gruplari
eklerler. Replikasyon ve transkripsiyonu engelleyebilirler. Bu ylizden alkilleyici ajanlarin
cogu antitimor ilag olarak kullanilmaktadir (Frenzilli ve ark. 2000). Halen en fazla
kullanilan antineoplastik ilaglardir.

Bu grupta cesitli mikroorganizmalarin kiiltiirlerinden elde edilen antibiyotik
niteliginde antineoplastik ilaclar bulunur. interkalasyon yapan ajanlar, bazlar arasina girerek
okuma kalibinin degisimine sebep olurlar. Bu tip antibiyotik kokenli bilesiklere,
daunorubicin, doxorubicin, actinomycin D, bleomycin ve mitomycin C 6rnek verilebilir
(Lazo ve Larner 1998).

2.6. Mitomycin C (MMC)

Radyoterapi ve ¢esitli kanser ilaglariyla tedavi yaklagimlarinda kanserli hiicrelerde
oksidatif stresin sonucu olarak oksidatif hasar artabilmekte ve kanser hiicrelerinin Sliimii
hizlanabilmektedir. Doxorubisin, bleomycin, mitomycin-C gibi ilaglarin etki mekanizmalar1
icerisinde oksidatif hasarin oldugu gosterilmistir (Kinnula ve Crapo 2003).

Test maddesi olarak kullanilan Mitomisin C, bazi kanser tiirlerinde tedavi edici ilag
olarak kullanilmaktadir.

Baldev (1979), kimyasallarin karsinojenik ve mutajenik 6zellikleri arasindaki giiglii
korelasyonu inceleyerek, antineoplastik ajanlarin belirli kanser tiplerini tedavi ederken,
diger bazi kanser tiplerini baslatabilecegini ileri siirmiis ve Daunomisin (daunorubisin),
adriamisin, bleomisin, aktinomisin D ve mitomisin C gibi baz1 antibiyotik antikanserojen
ajanlarin genetik etkilerini yeniden incelemistir. Bunlardan MMC’nin DNA ile kovalent

baglar olusturdugu ve tek iplik kiriklarina neden oldugunu saptamustir.

21



2.6.1. Mitomisin C yapisi ve genel 6zellikleri

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan, Mitomisin C (MMC) mavi menekse
renkte, kristal seklinde ve suda ¢oziinebilen bir maddedir. Suda ¢6ziinen (pH=6-9) eriyik,
1siktan korundugu ve 5°C altindaki buzdolabinda saklandigi zaman yedi giin 6zelligini
korumaktadir.

Mitomisin C 2 mg ve 10 mg’lik siselerde toz seklinde bulunur. MMC antineoplastik
ve genis spekturumlu bir sitostatik ajandir (Diler 2006).

MMC, Hata ve arkadaglari tarafindan 1955 de Kitasato aragtirma laboratuarinda
Streptomyces caespitosus'dan elde edilmis olan 334 dalton agirliginda olup su ve organik
coziiclilerde ¢oziinen bir antrasiklin antibiyotiktir.

Klinik deneylere 1960 sonlarinda ABD’de baglanmistir. Mitomisin C ilk olarak
1963°te Kunitumo ve Mori tarafindan pterjium tedavisinde 0.4 mg/ml’lik konsantrasyonda
1-2 hafta boyunca 4x1 damla seklinde kullanilmisti. MMC {i¢ tane fonksiyonel grup igerir.
Her biri ilacin etkinligini saglayan kuinon, karbamat ve aziridin gruplaridir (Abraham ve
ark. 2006, Lee ve ark. 2004).

iy
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O 'H —
Sekil 2.12.  Mitomisin C kimyasal yapisi Sekil 2.13. Mitomisin C'nin ticari formu

Kapal formiilii : C15H18N4Os
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2.6.2. Mitomisin C’nin Etki mekanizmasi

Mitomisin C (MMC), antimitotik etki gosteren ve kardes kromatid degisimini
arttiran alkile edici bir antibiyotik ajandir ve hiicredeki birincil hedefi DNA’ dir. Diger
alkile edici ajanlar gibi pek ¢ok kimyasal tepkime yaratir (Emre 1989).

MMC ii¢ tane fonksiyonel grup icerir. Her biri ilacin etkinligini saglayan kuinon,
karbamat ve aziridin gruplaridir. Tiim alkilleyici ajanlar gibi elektrofiliktir ve etkin hale
doniligsmesi i¢in hiicre iginde kuinon kismindan indirgenmesi gerekmektedir. Bu islem
sitokromlarda oksidorediiktaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Sitokrom P-450 direkt
MMC’ye etki etmez ancak olusan metabolitleri tizerine diizenleyici etkiler gostermektedir.

Indirgenmis olan MMC metabolitleri alkilleyici dzellik kazanarak DNA sarmalinda
N2 pozisyonundaki guanine ¢apraz baglanir ve DNA sentezini engellerler. Her asamadaki
DNA'’ ya baglanabilmektedirler ancak sentez asamasinda 6zellikle de ge¢ G1 ve erken S
fazinda affiniteleri daha ytiksektir.

MMC i¢in bir diger bir etki yolu ise konak aktivasyonuna ihtiya¢ duymadan
(indirgenmeden) oksijenli ortamlarda siiperoksit, hidrojen peroksit radikalleri
olusturmasidir. Olusan bu radikaller de hiicre membranlarindaki yaglar ile etkileserek
hasara neden olmaktadir (Mark ve ark.1994, Dorr 1988).

Selektif olarak DNA replikasyonunu bozar ve mitozu inhibe ederek hiicre 6liimiine
neden olur. Yiiksek dozlarda ise bunlara ek olarak Riboniikleik asit (RNA) ve protein

sentezini de inhibe etmektedir (Verweij ve Pinedo 1990).
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Sekil 2.14. Mitomisin C’nin kimyasal reaksiyonlar1 (Mark ve ark. 1994).

2.6.3. Mitomisin C (MMC)’nin Kullanim Alanlari

MMC kanser kemoterapisinde intravendz veya intraperitoneal olarak kullanilabilen
bir ajandir (Chen ve ark. 2005).
Skleral erime ve nekroz gibi yan etkiler Mitomisin C uygulamasindan kaynaklanan uzamis
yara iyilesmesine ve muhtemelen kapiller endotelde yaptigi mitoz inhibisyonuna
baglanmistir (Alsagoff ve ark. 2000).

MMUC, secici olarak DNA sentezini bozan, mitozu ve protein sentezini inhibe eden
bir alkilleyici ajandir.

Mitomisin C (MMC), antineoplastik ilaglar grubuna girmektedir. Bu grupta
cyclophosphamide, daunamycin, mitomycin C, streptozotocin ve uracil mustard
bulunmaktadir. Bu ilaglar Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajansi (IARC) tarafindan

kanserojenik 6zelliklerine gore iki gruba ayrilmislardir.
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Grup 1; Insan i¢in kanserojenik olanlar. Ornegin siklofosfamid.
Grup 2B; MMC’nin de i¢inde bulundugu insan i¢in muhtemel kanserojenik olanlar.
Ornegin urasil mustard (Diler 2006).

Mitomisin C (MMC) ¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilan alkilleyici bir ajandir.
MMC mide, meme, barsak gibi kanser tiirlerinde kullanilabilmaktedir.

MMC’nin giiniimiizde belirlenmis olan yaygin yan etkileri asagida belirtilmistir.

® Myelosuppression (kan hiicrelerin sayisinin diismesi)
® Siddetli enfeksiyon riskinin artmasi

® Anemi

® Sag dokiilmesi

® Bulanti ve kusma

® [stahin azalmasi

® Yorgunluk

MMC’ nin sistemik kullaniminda kardiyotoksisite, kemik iligi depresyonu,
venookluzif karaciger hastaligi, interstisyel pnomoni, nefrotoksisite, alopesi ve cilt
dokiintiileri gibi yan etkileri mevcuttur ancak herhangi bir okiiler yan etki bildirilmemistir
(\erweij ve Stoter 1987).

MMC i¢in bir diger yol ise konak aktivasyonuna ihtiya¢ duymadan (indirgenmeden)
oksijenli ortamlarda siiperoksit, hidrojen peroksit radikalleri olusturmasidir. Olusan bu
radikaller de hiicre membranlarindaki yaglar ile etkileserek hasara neden olmaktadir (Door
1988, Mark ve ark. 1994).

MMC topikal kullanimda genellikle molekiiler oksijen ile etkileserek serbest
radikaller iretir ve lipid peroksidasyonu, DNA ve protein sentezine bozarak hiicrelere
toksik etki gostermektedir. Ayrica normalde mitotik aktivite gostermeyen kornea
hiicrelerinde DNA’da meydana gelen hasarin tamir edilmesini de engelleyerek hiicre

hasarina neden olmaktadir (Reddy ve Randerath 1987).
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2.6.4. Mitomisin C (MMC) ile Yapilan Bazi1 Cahismalar

Shiraishi ve ark. (1979), Mitomisin C (MMC)’nin normal ve anormal insan lenfosit
hiicre hatlarindaki etkisini incelemisler ve MMC’nin normal hiicre hatlarinda kromozom
aberasyonlarini  (KA) indiikledigini, kardes kromotid degisimini (KKD) artirdigini
gozlemislerdir.

Kusakabe ve ark. (1999), klastojenik ajanlar tarafindan indiiklenen, olas1 kromozom
aberasyonlarin1 belirlemek i¢in kromozom 9’un aberasyonlarini incelemislerdir. Kiiltiire
edilmis insan kan lenfositleri GO fazinda MMC’ye maruz birakildiktan sonra, 9p veya
9g’nun diger kromozomlara transloke oldugunu fluoresens in situ hibridizasyon teknigi ile
boyayarak tespit etmislerdir.

Fauth ve ark. (2000), insan lenfosit kiiltiiriinde klastojen MMC (500 ng/ml) ile
anojen  dietilstilboestrol (DES)’tin (80 um) MN indiiksiyonu ile metafaz
kromozomlarindaki sayisal ve yapisal degisimlerini incelemislerdir. Bu maddeleri kiiltiir
yapmadan 23 saat Once kiiltiire ilave etmislerdir MMC ile muameleden sonra MN
olusumunun 18 kat arttig1 ve metafaz kromozomlarinda yapisal kromozomal anormallikleri
ile hipodiploidiye neden oldugunu gostermislerdir.

Zhang ve ark (2003), insan lenfosit DNA’s1 lizerine MMC (DNA c¢apraz baglarn
olusturur), bleomisin (radyomimetrik ajan), MMS (alkilleyici ajan) ve diisiik siddette
(2,450 MHz) mikrodalganin kombine etkisini incelemislerdir. Mikrodalganin DNA
hasarlarin1 direkt olarak indiiklemedigini, fakat MMC’nin olusturdugu DNA hasarlarinin
etkisini artirdigini tespit etmislerdir. Mikrodalga ile diger iki kimyasalin ise bdyle bir
etkisinin olmadigin1 gézlemlemislerdir.

Nesti ve ark (2000), Griseofulvin (GF) ve MMC’ye maruz birakilan insan karaciger
fibroblastlarini sitokinez bloklama yoluyla mikroniikleus olusum ve FISH metotlarim
kullanarak incelemislerdir. MMC’nin doz ve zamana bagli olarak mikroniikleus (MN)

olusumunu indiikledigini, GF’nin ise MMC’ye gore daha az etkili oldugunu bulmuslardir.
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Diler (2006), Etil methansulfonat (EMS) ve ¢esitli kanserlerin (mide kanseri, aniis
ve kalin barsak kanserleri, gogiis kanseri, biiyiik hiicreli akciger kanseri, bas ve boyun
kanserleri, kiigiik mesane papillomalar1, pankreas kanseri ve rahim kanseri) tedavisinde
kullanilan alkilleyici bir ajan olan Mitomisin C (MMC)’nin insan periferal lenfositlerinde
olusturdugu kromozom anormallikleri, Ozellikle de kromozom kiriklarinin hangi
kromozomlarda daha sik meydana geldigi (kromozomlarin kirilmaya yatkinligr)
saptamisti,. MMC’nin yiiksek dozunda kromatid degisimi gozlenmis ve 0&zellikle
quadriradyal figiire sahip kromozomlara siklikla rastlanmigtir. Kromozomlardaki bu tip
kromatid degisimlerin ilerde translokasyonlu kromozomlarin olusumuna neden oldugu
bilinmektedir. Bu da bize MMC’nin yiiksek dozunda c¢ogunlukla translokasyonlu
kromozomlarin olusacagimi gostermektedir. Bu ¢alismada EMS ve MMC’nin sitogenetik
olarak belirlenen kromozom kiriklarinin haricinde, gen diizeyinde yaptigi hasarlarin da,

hiicrelerde kanser olusumuna yol agabilecegini gosterilmistir.

Prasad ve ark (2002), MMC uygulanan farelerin kemik iligi hiicrelerinde MN
oraninda artig oldugunu bildirmektedirler. Propolis ve MMC’nin mutagenik aktivitesinin
arastirildig1 bu ¢aligmada propolis ve mitomisin- C’nin hiicrelerdeki mikroniikleus oranini
arttirdig1 saptanmustir.

Krishnaja ve ark. , MMC’nin periferal kan lenfosit kiiltiirlerinde MN oranim
artirdigini, Fauth ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, insan kan lenfosit kiiltlirlerinde MMC’nin

MN iizerine arttirici etkisini gostermislerdir (Eroglu ve ark. 2004).
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2.7. Serbest Radikallere Kars1 Hiicresel Savunma

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek i¢in bir¢ok savunma mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar "‘antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca "antioksidanlar’ olarak bilinirler. Hiicrede olusan
reaktif oksijen tiirleri (ROS), antioksidanlar olarak bilinen mekanizmalarla ortadan

kaldirilirlar.

2.8. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaclarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri
koruyan maddelerdir (Mercan 2004).

Viicutta bulunan serbest radikal ve peroksit denilen oksijen tasiyan zararl
molekiilleri nétralize eden maddelerdir. Antioksidanlar oksijeni tutarak, oksijen etkisi ile
olusabilecek istenmeyen etkilerin Oniine gegerler. Antioksidanlar serbest radikalleri hiicre
zarina, DNA’ya ve hiicre bilesenlerine saldirmadan kendine c¢ekerler ve baglarlar.
Antioksidanlar sadece hastaliklardan korunmamizi saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda erken
yaslanmamizi da onlerler (Miguel ve Fleming 1982).Antioksidanlar dort ayri sekilde etki
ederler.

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢evirme, toplayici etkidir.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme, bastiric etkidir.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin
engelleyici etki zincir, kirici etkidir.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi, onarici etkidir.
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Antioksidan hareket mekanizmasinin gorevleri;
1) Serbest radikal olusumunda yer alan enzimleri inhibe ederek reaktif oksijen tiir
olusumunu baskilamak,
2) Reaktif oksijen tiirlerinin ortadan kaldirarak antioksidan savunma
mekanizmalarii korumak (Pietta 2000).

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.
2.8.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Siiperoksit dismutaz (SOD) 2) Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) 3) Glutatyon S-Transferazlar (GST). 4) Katalaz (CAT) 5)
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi 6) Hidroperoksidaz.
Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: 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 (Valko ve ark. 2007, Sehirli 2001).

2.8.2. Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak iizere

siniflandirilabilirler.
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2.8.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)
Bu enzim asagidaki reaksiyonu katalizleyerek siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinti saglar. Hidrojen peroksit ise sonradan katalaz

ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan ortamdan uzaklastirilir. Boylece hiicre

icindeki Oz diizeylerini azaltir. Siiperoksit dismutazin fizyolojik gorevi, hiicreleri

stiperoksit radikallerinin zararl etkilerine karst korumaktir.

SOD
20, +2H —— » H,O, + O

Sekil 2.15. Siiperoksit dismutaz enzimi araciligiyla siiperoksit radikalinin indirgenmesi
(Altinisik 2000).

Stiperoksit dismutaz memeli dokularinda 3 farkli formda bulunur. Bunlardan Bakir-
¢inko siiperoksit dismutaz (Cu-Zn SOD) sitozolde bulunur, Cu ve Zn igerir, dimerik
yapidadir, siyanidle inhibe edilir. Manganez siiperoksit dismutaz (Mn SOD) mitokondride
bulunur, Mn igerir, tetramerik yapidadir, siyanidle inhibe olmaz. Genel olarak hiicrede en
bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD'dir. Ektraseliiler SOD ise fibroblast ve endotel
hiicrelerini de igeren bazi hiicre tipleri tarafindan sentezlenir.

SOD'n fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir (Young ve
Woodside 2001, Halliwell 2006 ).

2.8.2.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px):
Sitozolde yerlesik bir enzim olan GSH-Px tetramer yapidadir. Dort selenyum atomu
icerir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlar1 katalizleyerek, hidrojen peroksidin ve organik

hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini saglar.
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GSH-Px
HOSES2ESH ———— > GSSG + 2H,0O

GSH-Px
ROOH+2GSH —» GSSG + ROH + H,O

Sekil 2.16. Glutatyon peroksidaz enzimi araciligiyla hidrojen peroksidin ve
organik hidroperoksitlerin indirgenmesi tepkimesi (Altinigik 2000).

GSH-Px'm  fagositik hiicrelerde de Onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu
fagositik hiicrelerin zarar gormesini onler. GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en
etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesinde azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve
siddetli hiicre hasarlarina yol agar. Eritrosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve Down

sendromlu hastalarda yliksek, prematiirelerde diisiik bulunmustur (Masella ve ark. 2005).

2.8.2.3. Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)

Glutatyon rediiktaz, GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan
okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize
eder (Akkus 1995).

Glutatyon
Reduktaz

GSSG + NADPH + H' ———» 2 GSH + NADP"

Sekil 2.17. Glutatyon rediiktaz enzimi aracilifiyla okside glutatyonun indirgenmesi
tepkimesi (Altinisik 2000).
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2.8.2.4. Glutatyon S transferaz (GST)

Homodimerik veya heterodimerik enzimler olan GST' lerin arastirilan tiim canli
tiirlerinde bulunmasi bunlarin hayati 6neminin gostergesidir. Bu enzimler katalitik veya
katalitik olmayan g¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Esas olarak sitozolde bulunur. Cok
sayida izoenzimi vardir. Yabanc1 maddelerin biyotransformasyonunda onemli rolleri olan
GSH ‘lar ¢esitli endojen ve eksojen bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu katalizler.
Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyici rolleri vardir. GST lar,
karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara tiriinlere doniistiiriilen

yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara doniistimiinii katalizlerler (Altinisik 2000).

GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H O

Sekil 2.18. Glutatyon transferaz enzimi araciliiyla ¢esitli endojen ve eksojen bilesiklerin
glutatyon ile konjugasyonunun katalizlenmesi tepkimesi (Altinisik 2000).

2.8.2.5. Katalaz:
Katalaz enzimi H202’yi, oksijen ve suya pargalayan reaksiyonu katalizleyen

antioksidan enzimdir.

Katalaz
2H:0; CCIaEETE ] 2H, 0 + O,

Sekil 2.19. Katalaz enzimi araciligiyla hidrojen peroksidin, oksijen ve suya par¢alanma
tepkimesi (Altinisik 2000).

Enzim peroksizomlarda yerlesmistir. Yapisinda her biri hem grubu ve NADPH
molekiilii iceren dort tane protein altliniteleri bulunur. Peroksidaz aktivitesi de vardir ve
hidrojen peroksit, metil hidroperoksit gibi kiiciik molekiillere etki eder (Young ve Woodside
2001).
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2.8.2.6. Sitokrom oksidaz:
Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamaginda yer alan, bakir iceren bir
enzimdir. Solunum zincirindeki gorevini siirdiirtirken, siiperoksit radikalinin suya

doniistimiini de saglar (Altinisik 2000).

£O T A YR 40 SEr e 2H,0

Sekil 2.20. Sitokrom oksidaz enzimi araciligiyla siiperoksit radikalinin suya doniismesi
tepkimesi (Altinisik 2000).

Viicutta antioksidan savunmada Oncelik hiicresel antioksidan enzimlere aittir.
Bunlar, superoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve glutatyon
rediiktazdur. Ancak bu enzimler viicudumuzun serbest radikallere karsi savasinda yeterli
degildir. Bu nedenle antioksidan savunma sistemimizi gii¢clendirmeli ve antioksidan
maddeleri i¢eren besinleri bol miktarda tiiketmeliyiz (Hernandez 2004).

Gidalarla alinan en 6nemli antioksidanlar A, C, E vitaminleri, ¢inko ve selenyum,

mineralleri ve fenolik bilesiklerdir.

2.8.2.7. A Vitamini

A vitamininin iki sekli vardir; hayvansal kaynakli retinol ve bitkisel kaynakli
betakaroten. Karotenoidler, bir gok meyve ve sebzede bulunan sar1, turuncu ve kirmizi renk
veren pigmentlerdir. Coklu doymamis yapilar1 bu pigmentlere kolay okside olabilen ve
stabil olmayan bir yap1 kazandirmaktadir. Karotenoidler, hidrokarbonlar (o, f , v karoten
ve likopen) ve ksantofiller (lutein ve kapsantin) olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir.
Konjuge cift baglarindan dolayr hem serbest radikal toplayici ve hem de singlet oksijen
bastiricilar olarak fonksiyon gosterirler. Kirmizi, sar1 ve turuncu meyveler, kok bitkileri ve

sebzeler en 6nemli karotenoid kaynaklaridir.
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2.8.2.8. C Vitamini

C vitamini, 6nemli bir besin 6gesi olmasi yaninda, antioksidan 6zellikleri nedeniyle
de 6nem tasimaktadir. Antioksidan 6zellikleri ¢ok yonlii olup, lipid oksidasyonunu farkli
mekanizmalarla 6nlemektedir. Bu mekanizmalar serbest radikal ve oksijen yokedici olarak
indirgen etkileriyle okside olabilir bilesikleri korumak, daha az reaktif olan
semidehidroaskorbat ve dehidroaskorbik asit radikaline doniismek suretiyle oksijen ve
karbon merkezli radikalleri indirgemek ve bazi antioksidanlar1 rejenere etmek olmak iizere
3 grupta toplanabilir. Turunggil meyveleri, biber, kabak, ¢ilek, lifli yesil sebzeler ve
lahanagiller en 6nemli C vitamini kaynaklaridir (Koca ve Karadeniz 2005, Podsedek 2005).

2.8.2.9. E Vitamini

Tokoferoller, fenolik hidroksil gruplarindan hidrojen veya elektron vererek
baslangigtaki serbest yag asidi radikali olusumunu engelleyerek lipid oksidasyonunu inhibe
ederler. Tokoferoller, gerek hayvansal ve gerekse bitkisel dokularda yaygin olarak
bulunurlar. Dogada bulunan sekiz veya daha fazla sayidaki tokoferol formundan alfa-, beta-
, gamma- ve delta- en yaygin olanlardir ve tamamen antioksidan etki gosterirler.
Antioksidan etkinlik siras1 delta > gamma > beta > alfa seklindedir (Ustiin ve Turhan 1999,
Sherwin 1990).

Kanser, kalp hastaliklar1 ve beyin damarlarina bagli hastaliklarda 6liim orani ve
timdr olusumunun diyetteki meyve ve sebzelerin miktariyla ters orantili oldugu
belirtilmistir. Bol miktarda meyve ve sebze tiiketenlerde kan basincinin da diistiigii, meyve
ve sebzelerin bu etkiyi yapilarinda bulunan antioksidanlarla sagladiklari, bu antioksidan

etkinin ise C ve E vitamini ile a-karotenden c¢ok fenolik maddelerden kaynaklandig:

kaydedilmistir (Hertog, 1993, Wang ve ark. 1996, Wetherilt, 1996).
En aktif antioksidanlar fenolik ve polifenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerin

antioksidant aktivitesi; serbest radikalleri temizlemesi ve hidrojen atomlarin1 veya

elektronlarini vermesinden ileri gelir (Balasundram ve ark. 2005).
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2.9. Fenolik Bilesikler

Bitkilerin ikincil metabolizma irlinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler
bitkilerde en yaygin bulunan maddeler grubu olup, giiniimiizde binlerce fenolik bilesigin
yapis1 tanimlanmustir.

Fenolik antioksidanlar (AO) serbest radikal sonlandirici ve metal c¢elator gibi
fonksiyon gortirler. Fenolik bilesikler ve onlarin bazi tiirleri otooksidasyonun 6nlenmesinde
cok etkilidirler. Fenolik bilesikler bazi mekanizmalar ile karsinojenesise karst etkili
olabilirler. Bu bilesikler karsinojenleri ya da serbest radikalleri temizleyebilirler, reaktif

oksijen tiirlerini de bloke edebilirler (Feredioon ve ark. 1992).

Aromatik halkaya bagli OH grubu igeren fenoller etkili antioksidanlardir. Clinkii bu

bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararliligina sahiptir.

e

Fenol Kararh radikal

Sekil 2.21 Fenolik bilesiklerin kararli rezonans gosterme tepkimesi

Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri lipit koklerini kararli bilesikler haline
dontistiirerek zincir tepkimesini kirmaktir ve birincil antioksidan olarak gorev yaparlar
(Altan 1989).

Fenol iceren bilesikler essiz antioksidan oOzellik gosterirler. Fenolik bilesikler
genellikle tiim bitkilerde bulunan antioksidan 6zellikleriyle biyoaktif maddelerdir. Yapilan
arastirmalarla; sebze, meyve ve diger bitkilerin boceklerden korunmak igin fenolik

bilesikleri olusturduklari belirlenmistir (Hernandez 2004).
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Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak, dal ve govdelerinde
bulunabilirler. Fenolik bilesiklere, beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkileri nedeniyle
"biyoflavonoid" adi da verilmektedir. Bazi kaynaklarda kilcal dolasim sisteminde
gecirgenligi diizenleyici ve kan basmcini diisiiriicii etkisi géz Oniine alinarak P faktorii
(permeabilite faktorii) veya P vitamini olarak da adlandirilmaktadirlar (Saldamli 2007,
Cemeroglu 2004).

Fenolik bilesikler, en az bir hidroksil grubu (OH) ve bunun fonksiyonel gruplarini
iceren aromatik halkali bilesiklerdir. En basit fenolik bilesik bir tane hidroksil grubu iceren
benzendir ve fenol olarak adlandirilmaktadir. Birden fazla hidroksil kokii igeren fenolik
maddeler ise polifenoller olarak bilinirler. Tiim fenolik bilesikler, basit fenollerdeki benzen
halkasina farkli radikal gruplarin baglanmasi ile olusmuslardir (Evrenesoglu 2002, Karagali
2002).

Fenolik maddelerin asir1 alinmasi durumunda toksik etki gosterdigi ve girtlak
kanserine neden oldugu da one siiriilmekte, ancak diizenli olarak alindiginda viicudun

koruma mekanizmasin1 gelistirerek kanser riskini azalttifi ve toksisitesinin de diistiigii

belirtilmistir (Shahidi ve Naczk 1995).

Polifenoller; flavanoidler ve fenolik asitler seklinde ikiye ayrilmaktadir.
2.9.1. Flavonoidler
Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden

olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Ce-C3-Cs) yapisindadir.

Sekil 2.22. Flavonoidlerin Genel Yapisi (Shahidi ve Naczk 1995).
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Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklasik 6500 farkli
flavonoid bilinmektedir. Yapisal olarak bes gruba ayrilirlar;

1- Antosiyanidinler

Dogada serbest halde bulunmazlar, sekerlerle glikozit yapmis olarak bulunurlar ve
antosiyanin adini alirlar. Antosiyaninler meyve ve sebzelerin pembe, kirmizi ve mor
tondaki ¢esitli renklerini veren suda ¢oziinebilir nitelikteki renk pigmentleridir.
2- Flavonlar ve flavonollar

Orta halkanin 3. karbon atomuna flavonlarda (H), flavonollarda (OH) grubu
baglanmistir. Antosiyanidinler gibi bunlarda sekerlerle glikozit halinde baglanmis olarak
bulunurlar .
3- Flavanonlar

Flavonlardan farkli olarak ortadaki halkada ¢ift bag bulunmaz. Bu glikozitler
ozellikle turunggillerde yaygin olarak bulunurlar. En 6nemlileri naringin, hesperidin ve
naringenindir.
4- Katesinler ve l0ykoantosiyanidinler

Katesinler tigiincii karbon atomunda bir OH grubu icerirler. Katesinler gidalarda
yaygin olarak bulunan flavonoid grubunu olustururlar. Hem kimyasal hem de enzimatik
olarak hava oksijeni ile kolaylikla kondanse olarak proantosiyanidinleri olustururlar.
5- Proantosiyanidinler

Katesinlerden veya loykoantosiyanidinlerden olusan polimerik yapilara
proantosiyanidinler denir. Bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunan proantosiyanidinler; (-)-
epikatesin ve (+)-katesin kombinasyonlarindan olusan dimerlerdir (Saldamli 2007,

Cemeroglu 2004).
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Bu bilesikler bitkinin biiyiime ve gelismesini etkiledikleri gibi, hastalik etmenlerine
kars1 savunma sisteminin de bir pargasini olustururlar. Ayrica farmokolojik, antimikrobiyal,

antioksidan, antikanserojen 6zelliklerinin oldugu da bilinmektedir (Havsteen 2002).

Flavonoidlerin en 6nemli biyolojik ozelligi, antioksidatif etkiye sahip olmalar
gosterilmektedir. Oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun, kalp damar hastaliklari,
kanser ve kronik iltihaplanma gibi hastaliklarin en énemli etkenleri oldugu, flavonoidlerin
bir cogunun lipid peroksidasyonunu baslatan radikallerin ve lipid peroksi radikallerinin
olusumunu engelledigi, yapisindaki bazi gruplarin flavanoid radikallerinin stabilitesini ve
boylece antioksidan kapasitesini arttirabildigi, flavonoidlerin bunlarin disinda metal
iyonlarin1 baglayarak lipidlerin oksidasyonunu Onleyebildigi ve radikallerin olusumunda

gbrev yapan enzim sistemlerini inhibe edebildigi belirlenmistir (Karakaya ve El 1997).

2.9.2. Fenolik asitler

Fenolik asitler bitkilerde yaygin olarak bulunan dogal antioksidan maddelerdir.
Fenolik asitler, bitkilerin rengi, kokusu ve tadlarindan sorumludurlar. Sadece kiiciik bir
grubu dogada serbest olarak bulunmaktadir. Bu tip bilesiklerin gidalarda bulunmasi
besinlerin kararliligini, rengini, kokusunu, besin degerini ve Kalitesini belirgin olarak
etkilemektedir (Robbins 2003).

Fenolik asitlerin antioksidan etkileri yapilariyla ilgilidir. Bu etki aromatik halkada
tagidiklar1 hidroksil gruplarinin sayisina, baglanma yerine ve pozisyonlarma baghdir.
Hidroksi grubunun sayisinin artmasiyla antioksidan etkinin arttigi gézlenmistir. Metoksi
grubu tasiyan fenolik asit tiirevinin tagimayana gore daha etkin oldugu saptanmistir (Akkan
2008).

Fenolik asitler de kendi i¢inde sinnamik asitler ve benzoik asitler olmak tizere iki
grupta toplanirlar. Bunlardan sinnamik asitler C6-C3 karbon yapisina sahip olup, bitkilerde
en fazla bulunan sinnamik asitlere 6rnek olarak p-kumarik asit, 5-hidroksiferulik asit,

kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit verilebilir.
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Benzoik asitler ise, C6-C1 karbon yapisina sahip olup en yaygin olanlar1 p-hidroksi
benzoik asit, protokatesik asit, vanilik asit, siringik asit ve gallik asittir. Renksiz bilesikler
olan benzoik asit tiirevleri, sinnamik asit tiirevlerine oranla daha nadir bulunmaktadirlar. En
yaygin olanlar p-hidroksi benzoik asit ve gallik asittir (Demirci 2001).

Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkli

ozellik gosterirler.

R1 R1
el oo il S—ermen—soor
R3 (a) R3 (b)

Asit R1 R2 R3 Asit R1 R2 R3
p-Hidroksibenzoik H OH H - Kumarik H OH H
Pirokate suik H OH| OH Kafeik H OH OH
Vanilik CH,O | oH H Ferulik CH,O| OH H
Siringik CH,O |OH|CH,O| sinapik CH,O| oH | CH,O
Gallik OH OH| OH

Sekil 2.23. Fenolik asitlerin genel yapisi a)Benzoik asit tiirevleri b) Sinnamik asit tiirevleri
(Shahidi ve Naczk 1995).

Fenolik asitlerin kronik hastaliklar1 (kardiovaskular hastaliklar ve bazi kanser
cesitleri) onledigi bilinmektedir. Fenolik asitler ¢ok iyi antioksidantlardir. Bunlar ayrica

koti huylu LDL kolesterolun oksidasyona ugramasina mani olurlar veya geciktirirler

(Alasalvar 2004).

2.10. Vanillin

Bir¢ok problemimizin ve hastaliklarin temel sebebi oksidasyondur, oksidasyon
serbest radikallerin yasayan dokular1 6liinceye kadar yakmasi sonucu olusur. Vanilya esasli
yaglar bu serbest radikalleri notralize eder ve viicudu yara, enfeksiyon ve hastaliklardan
korur. Vanillin giiglii antioksidan aktivite gdsteren bir polifenoldiir.

Kristalin bilesimi olan vanillin ilk olarak 1858’de Gobley tarafindan izole edilmistir.
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Bircok diisik molekiil agirligina sahip fenolik bilesiklerle ortak olarak vanillin
antioksidan, antimikrobiyel 6zellik gdsterir ve bu nedenle potansiyel olarak yiyecekleri
koruyucu 6zellige sahiptir (Parthasarathy ve ark. 2008).

Vanillin ~ (4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit), tim diinyada ozellikle gida
endiistrisinde kullanilan en 6nemli aroma bilesiklerinden biridir. Esas olarak tropik vanilya
orkidelerinin (Vanilla planifolia ) ¢ekirdeklerinden veya fermente edilmis kabuklarindan
ekstrakte edilmektedir (Walton ve ark. 2003).

Diinyadaki vanilya iiretimi talebi karsilamak i¢in cok kiiciiktii. Bundan dolay1
vanillin kimyasal olarak da tiretilebilmektedir ve bu yontem saf dogal vanilya tiretiminden
daha ucuzdur. Vanilyanin o6ziitiinde bir¢cok bilesik bulunmasina karsin tat ve koku

ozelliginden baskin olarak sorumlu olan bilesik vanillin olarak bilinir.

Dogal vanilin iiretiminde alternatif yollardan biri mikrobiyal biyodoniisiim yoluyla
tiretimdir. Thibault ve ark. tarafindan yapilan bir arastirmada, Basidiomycetes grubundan

olan Pycnoporus cinnabarinus’un farkli kiiltiirleri kullanilarak ferulik asit vanilline

dontstiirilmiistiir.
COOH
= COOH cHO
= ,///l ™~
I——l—:> = - — S /| -
OCH, OCH, "OCH,
C.
OH OH OH
Ferulhk asit Vanihk asit Variln

Sekil 2.24. Pycnoporus cinnabarinus kullanilarak ferulik asitten vanillin tiretimi ( Thibault
ve ark. 1998).

Vanillin dogal olarak olusan tatlandirict bir bilesiktir. Vanillinin ajanlarca
olusturulan mutasyonlar ve oOkaryotik sistemlerdeki klastojeniteyi ortadan kaldirmaya

yonelik ¢caligmalari karisik sonuglar ortaya ¢ikarmistir.
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Diger calismalar gostermistir ki vanillin X 1g1m1 ve fare kemik iligi hiicrelerindeki
MMC indiikli MN olusumunu baskilamaya yonelik olarak in vivo’da antiklastojen etki

gosterebilmektedir ( Sasaki ve ark. 1990, Inouye ve ark 1988).

Vanillinin polidoymamis yag asitleri tasiyan komplex yiyeceklerde antioksidan

olarak etki gosterdigi goriilmiistiir ( Parthasarathy ve ark. 2008).

Kanserin genomik mutasyon ile baslayan bir hastalik olmasindan dolayr vanillin
gibi efektif bir antimutajen antikarsinojenik potansiyele sahiptir. Lirdprapamongko ve ark.
vanillinin fare meme kanser hiicrelerinde in vitro yayilimi ve in vivo metastazini 6nledigini
bulmustur. King ve ark. ise vanillinin ayn1 zamanda kolon kanser hiicre hattt HCT116’daki

mutasyonu onardigini bulmustur ( Lirdprapamongkol ve ark. 2005, King ve ark. 2007).

Vanillinin hasarli hiicrelerdeki antimutajenik aktivitesini, rekombinasyon ilerletme

ve homolog bolgelerde DNA birlestirmesi yoluyla gdsterdigi one siiriilmiistiir (Tamai ve

ark. 1992).

Yiiksek konsantrasyonlarda vanillin memeli hiicrelerine sitotoksiktir. Memeli
hiicrelerinde in vitro’da mutajenite testi vanillinin genotoksisite potansiyelini gosterir. Buna
ragmen bu calismalardan bazilar1 hatali sonuglara sebebiyet verebilen yiiksek

konsantrasyonlarda gerceklestirilmistir.

OCH; OCH;
OH OH
HOOC OHC
Vanillic acid Vanillin

Sekil 2.25. Vanillik asit ve Vanillin’nin kimyasal yapis1 (Keshava ve ark. 1998).
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Farelerdeki metabolizma galismalar1 gostermistir ki, vanillin hem serbest hem de
konjugat formda vanillik asit ilk olmak iizere belli sayida iiriner iiriine metabolize olur
(Keshava ve ark. 1998).

Ultraviole absorbe c¢alismalari sonucu, vanillinin seyreltik soliisyonu hava ile
temasinda yavasca vanillik aside okside olur.

Chouth ve ark.'lar1 Origanum vulgare’den izole edilen vanillin ve vanillik asidin
antioksidan aktivitesini arastirmis ve vanillik asitin vanillinden serbest radikal temizleme
aktivitesi, gii¢ azaltma ve lipid peroksidasyonunun inhibisyonu agisindan daha kuvvetli
antioksidant oldugunu bulmuslardir. Bu durum vanillik asidin karboksil gruplarinin yapisal

varligindan ileri gelir (Chouth ve ark. 2010).

2.11. Vanillik Asit ( 4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit )

Son yillarda vanillik asit yiyeceklere koruyucu madde olarak katilmasinin yani sira,
gida, eczacilik, kozmetik gibi endiistri alanlarinda antiseptik madde olarak da
kullanilmaktadir. Genis kullanim alanina karsilik vanillik asitin insan saglig1 iizerindeki
etkileri heniiz arastirilmamistir.

Vanillik asit fenolik OH grubu igermesinden dolayi antioksidan bir bilesiktir.

Halkadaki metoksi gruplarinin antioksidan 6zellikleri arttirdig: belirlenmistir.

2.11.1. Vanillik Asit yapisi ve genel ozellikleri

Vanlilik Asit molekiil formiilii (3-metoksi 4-hidroksi benzoik asit) CeHsO4, molekiil agirlig
168.14 gr mol-1’diir. Alkoldeki ¢oziiniirliigli ¢ok iyidir. Erime noktas1 210-230 °C’dir.
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Vanillik asit (VA)

o OH

CH,
OH
Sekil 2.26. Vanillik Asit kimyasal yapis1 (Duke 2000).

Kafeik, ferulik ve vanillik asit gibi fenolik asitler meyve, sebze ve diger
bitkilerdeki dogal antioksidanlar grubuna dahil olur (Hegab ve Ghareib 2009).

Vanillik asit (4-hidroksil-3-methoksi benzoik asit) yenebilir bitki ve meyvelerde
bulunan antimikrobiyal ve antifilarial aktivite gosteren fenolik bir tiirevdir. Vanilya
bitkisinin temel bir bilesenidir. Vanillik asitin tirevleri Avrupa’da analeptik bir ilag¢ olarak
kullanilir. Vanillik asit farkli modellerde kimyasal ve fiziksel mutajenler tarafindan
indiiklenen mutajeneze engel olmaktadir. Ayni zamanda farelerde karsinogenez
modellerinde kimyasal onleyici etki gostermektedir. Vanillik asitin orak hiicre anemisinin
tedavisinde ajan olarak potansiyele sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Yakin tarihteki
raporlar vanillik asitin DNA bagimli protein kinazi engelledigini ve kanser hiicrelerinin

cisplatine karst duyarliliklarini artirdigini ortaya koymustur (Boobalan ve Mol 2010).

Bitkilerde simdiye kadar bilinen en yiiksek vanillik asit degeri Angelicalica
sinensis’in koklerinde bulunmustur. Vanillik asit igeren antioksidan o6zellikli bitkiler
Cizelge 2.2.” de gosterilmistir (Duke 2000).
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Cizelge 2.2. Vanillik asit i¢eren antioksidan 6zellikli bitkiler (Duke 2000).

Tohumunda bulunanlar Meyvesinde bulunanlar

IAdacayi (Salvia sp.) Arpa (Hordeum vulgare L.)

Bezelye (Pisum sativum L.) Bahce rezenesi (Foeniculum vulgare)
Biberiye (Schoenocaulon officinale) Cilek (Fragaria spp)

Bugday (Triticum aestivum L.) Kisnis (Coriandrum sativum L.)

Kakao (Teobroma cacao L.) Meksika ¢ayrotu (Chenopodium album L.)
Kara hardal (Brassica nigra L.) Sirken (Chenopodium ambrosioides L.)
Soya (Glycine max) Vanilya (Vanilla planifolia)

Yerfistigi (Arachis hypogaea L.)
Yulaf (Avena sativa L.)

Bitkisinde bulunanlar Yapraklannda bulununlar

Atkuyrugu otu (Equisetum arvense L.) Hatmi ¢icegi (Althae officinalis L.)

Piring (Oryza sativa L.) Hindistan cevizi (Cocos nucifera L.)
Ginseng (Panax quinquefolius) Keklik Uzimi (Gaultheria procumbens L.)
Kantaron (Centaurium erythraea) Seker pancari (Beta vulgaris)

Karnabahar (Brassica oleracea var. Botrytis L.)  Tarhun (Artemisia dracunculus L.)

Kekik (Thymus vulgaris L.) Yabani hindiba (Cichorium intybus L.)
Lavanta (Santolina chamaecyparissus L.) Zerdagal, Hint safrar (Curcuma longa L.)

Muz (Musa X paradisiaca L.)

'Visne (Prunus cerasus L.)

'Yaban mersini (VVaccinium corymbosum L.)
Zencefil (Zingiber officinale)

Fidelerinde bulunanlar Agac kabugunda bulunanlar
Mistr (Zea mays L.) Sarigam (Pinus sylvestris L.)

Tesbih agaci (Melia azedarach L.)
Palmiye (Serenoa repens)
ICiceginde bulunanlar
Sogan ( Allium cepa L.)
Tibbi nergis (Calendula officinalis L.)
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2.11.2. Vanillik asit ile ilgili baz1 ¢alismalar:

Hegab ve Ghareib yaptiklar1 ¢alismada, elde ettikleri sonuglarda diisiik
konsantrasyonda vanillik asit ve aktif asetonun antioksidatif etkilerini kanitlamis ve
domates bitkisinin ¢imlendirilmesi ve gelisimindeki giicli uyarict etkisini ortaya

cikarmiglardir (Hegab ve Ghareib 2009).

Szwajgier ve ark'larinin yaptiklar1 ¢alismada, vanillik asit ve protokatesik gibi
benzoik asitlerin bazi 6l¢iim sistemlerinde sinnamik tiirevleri olan kafeik ve feruik aside

oranla daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi saptamislardir (Szwajgier ve ark. 2005).

Rooibos ¢ayindaki fenolik asitler protokatesik asit, kafeik asit, p-hidroksibenzoik
asit, vanillik asit, p-komalik asit, ferolik asit ve siringik asit icerir. Ayn1 zamanda bu
bilesikler antioksidan aktiviteye sahiptir. Rooibos, MMC ve benzopyrene indiiklii chinese
hamster over hiicrelerindeki kromozom aberasyonlarinin sayisini onemli bir sekilde

baskilamistir (Sasaki ve ark.1993).

Tahillar (bugday, muisir, piring, arpa, yulaf, dar1 ve cavdar) lizerinde yapilan
arastirmalarda; tahil tanelerinin fenolik asitler (vanillik, salisilik, ferulik, p-kumarik,
protokatesik, syringik, p-hidroksibenzoik asitler) agisindan zengin olduklari belirlenmistir.
Vanillik, ferulik ve p-kumarik asitlerinin biitiin tahillarda ana fonksiyonel antioksidan
madde olduklar belirlenmistir ( Hernandez 2004).

Lipid oksidasyonun yiyeceklerin lezzet kararliligi, yaslanma, mutajenez,
karsinojenez ve diger kalp hastaliklar1 tizerinde negatif etkileri vardir. Kafeik asit, feruik
asit, kaempferol, salisilik asit ve vanillik asit aquatik sistemlerdeki linoleik asit

oksidasyonunda iyi birer antioksidandirlar.

Fotosansitize oksidasyonda kafeik asitin, kaempferoliin, salisilik asitin ve vanilik
asitin antioksidan etkisi singlet oksijen giderici olmasindan ve serbest radikallere hidrojen

atomu vermesinden dolayidir (Atnip 2010).
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2.12. Genotoksisite ve Antigenotoksisite Arastirmalarinda Kullanilan Yontemler

Fiziksel ve kimyasal maddelerin DNA {izerindeki etkilerini gérmek i¢in in vivo ve
in vitro testler kullanilir.

Bir maddenin mutajenik veya genotoksik etkili olup olmadigini saptamak amaciyla
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bir maddenin potansiyel bir mutajen olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in kromozom anormalliklerine neden olup olmadigmma bakilmaktadir.
Kromozom anormalliklerinin genotoksik maddeler i¢in indikator oldugu, ayrica insan
periferal lenfositlerinde gozlenen kromozom anormallikleri ile kanser olusumu arasinda
pozitif bir iliski oldugu belirtilmektedir.

DNA hasarlarinin incelenmesinde en ¢ok kullanilan yontemler; mikroniikleus (MN)
ve kromozomal aberasyon (KA) testi ile kardes kromatid degisimi (SCE) metodudur.

Ayrica, tek hiicre jel elektroforezi (SCGE), “Comet Assay” olarak da bilinir,
oksidasyona neden olan, alkilleyici 6zellikteki kimyasallarin neden oldugu DNA hasarlarini
incelemek i¢in kullanilan bir genotoksisite testidir. Bunun yaninda Salmonella thyhimurium
mutant suslarinin kullanildigi, bakteriyel Ames testi de genotoksisite testlerinde énemli bir

yere sahiptir (Taner 2004).

2.12.1. Ames Testi

[k defa 1973 yilinda Dr. Bruce N. Ames tarafindan gelistirilmis bir yontemdir.
Ames testi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin arastirilmasinda en yaygin olarak
kullanilan, mutajen-karsinojen etkisi en iyi bilinen kimyasallar ile gegerliligi en fazla kabul
edilmis kisa siireli bakteriyel test sistemlerinden birisidir. Tanimlandigi yildan bu yana
5000’den fazla kimyasal maddenin mutajenik ve karsinojenik etkileri bu test ile
arastirtllmistir. Ames yonteminde genellikle Salmonella typhimurium mutant suslar1 (TA98
ve TA100) kullanilmaktadir. Her test susu histidin operonunun degisik bolgelerinde cesitli
mutasyonlar igermektedir. Bunlar ya DNA’daki tek bir bazin degismesi ile ortaya ¢ikan baz
degisimleri ya da bir bazin eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile kendini gosteren gergeve kaymasi

mutasyonlaridir (Ames ve ark 1973, Mortelmans ve Zeiger 2000).
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2.12.2. In Vitro CA Yéntemi

Bu yontemle kromozomlarin sayisal ve yapisal anormallikleri incelenmektedir.
Mutajen ve karsinojenlerin kromozom aberasyonlarimi indiikledigi saptanmis ve aberasyon
frekansinin kanser riski tasiyan gruplarin tanimlanmasinda 6nemli oldugu gorilmiistiir.
Yontemde genellikle kolsemid ve kolsisin gibi tubilin polimerizasyon inhibitorii
kullanilmakta bdylece hiicre boliinmesinde metafaz sathasinda kalmig kromozomlar say1 ve
aberasyon yoniinden degerlendirilmektedir. Bu yontemle incelenebilen yapisal
aberasyonlar; kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom, halka
kromozom, kardes kromatidlerin  birlesmesi, traslokasyon, izokromozom ve

endoreduplikasyondur (Hagmar ve ark 1994, Bonassi ve ark 1995).

2.12.3. in Vitro SCE yontemi

Perry ve Evans tarafindan 1975 yilinda tanimlanan SCE analizi, giliniimiizde
genotoksisite analizlerinde kullanilan geleneksel yontemlerden birisi haline gelmistir. SCE,
bir kromozomun kardes kromatidleri arasinda meydana gelen resiprokal parga degisimi
olayidir. Karsinojenik ve mutajenik maddelerin, SCE diizeyini artirdig1 gézlenmistir. Cok
sayida farkli SCE yontemi gelistirilmis olmakla birlikte, yontemin temel prensibi DNA
replikasyonunun iki hiicre siklusu boyunca BrdUrd’li (5’-Bromo- 2’-deoxyuridine) ortamda
gerceklestirilmesidir.  Uygun bir boyama yontemiyle hazirlanan preperatlarda
degerlendirme ikinci boliinmedeki metafaz hiicrelerinde yapilmaktadir (Perry ve Evans
1975, Tice ve Hollaender 1984).

2.13. Mikroniikleus (MN)
Mikronukleus ana kromozomdan kopmus olan pargaciklardan ya da anafaz
esnasindaki hatalara bagli olarak ana nukleusa dahil olamayan tam kromozomlardan olusan

ve sitoplazma igerisinde ana nukleusa ilaveten goriilebilen ana ¢ekirdegin 1/3- 1/16’s1

arasinda degisebilen olusumlardir.
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Genel olarak bir hiicre iginde bir MN olusmasina karsin, genotoksinin etkisine bagl
olarak bazen bu sayi1 iki ya da daha fazla olabilir. Mikroniikleus, hiicre dongiisii boyunca
meydana gelir ve hasar nerede olursa olsun (DNA hasar1 veya mitotik hedeflerdeki hasar),
hiicre boliinmesi siiresince olusur.

MN interfazda kolayca gortilebilir. MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. MN’lar ya klastojenlerin neden oldugu kromozom kirig1 sonucu
asentrik kromozom fragmentlerinden (Sekil 2.27.) ya da andjenlerin (andploidiyi uyaran
ajanlar) neden oldugu sentromer boliinme hatalar1 ve ig ipligi fonksiyon bozuklugu sonucu
anafaz sirasinda geri kalan tam bir kromozomdan olusurlar (Sekil 2.28.).

Elhajouji vd. 1995 yili caligmalarina gbére; MN testi ile gesitli pestisitlerin ve
ilaglarin genotoksisite testlerinde klastojenik ve anogenik etkili olabilecek seviyeleri tespit
edilebilmektedir (Fenech ve Morley 1985).

Kimyasal uygulama

q q # d N(_‘)r]l]al
. yavru hiicre
a. Interfaz ®

b. Metafaz
c. Telofaz

e. Mikroniikleus
iceren yavru hiicre

Sekil 2.27. Asentrik kromatid pargasi iceren mikroniikleuslu hiicrenin olusumu

Yapisal kromozom hasarimin uyarilmasi, kromozomlar mitozun metafaz evresinde (b)
yogunlastigt zaman gozlenebilir. Kromatid pargasinin etrafinda ¢ekirdek zarinin yeniden
olusmasi ile hiicrenin boliinmesinden (e) sonra ortaya ¢ikan yavru hiicrelerde bir

mikroniikleus (c) gozlenir (Mukherjee 1988).
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Kimyasal uygulama @
l [ ] -
— - — —p (. Normal
yvavru hiicre
@

a. Interfaz
b. Metafaz
c. Telofaz

e. Mikroniikleus
iceren yavru hiicre

Sekil 2.28. Tam bir kromozom igeren mikroniikleuslu hiicrenin olusumu

(b)Hiicre boliindiigii zaman, bu krozom anafaz sirasinda geri kalacaktir ve yavru hiicre
cekirdegine diizgiin bir sekilde ayrilamayacaktir. Bu geri kalan kromozomun etrafinda
¢ekirdek zarinin da olusmasi ile yavru hiicrelerden birinde ortaya c¢ikacak olan (e)

mikroniikleus meydana gelir (c) (Mukherjee 1988).

2.13.1. In Vitro Mikroniikleus Testi Tekniginin Gelisimi

Mikroniikleus testi terimi, ilk kez 1970’11 yillarda Boller ve Schmidt ile Heddle
tarafindan Onerilmistir. Bu test, genotoksik etkiyi belirlemede en ¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. Bazi kromozom anormalliklerinin tespit edilmesinin zor oldugu diger
metodlara gore daha uygun olmasi, daha c¢ok sayida hiicrenin incelenebilmesi ve
istatistiksel olarak daha anlamli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar saglamasi nedeni ile
hem in vivo hem de in vitro olarak farkli ajanlarin mutajenik etkilerini degerlendirmek
amaci ile yaygin olarak kullanilmaktadir.

MN testi ile genotoksik ajanlarin mutajenik etkileri tespit edilirken, kullanilan test
gruplarindaki MN orani1 kontrol gruplarindan daha fazla c¢ikar ise test edilen maddenin
mutajenik olduguna, kontrol grubuyla karsilastirildiginda bir farklilik meydana gelmemisse
mutajenik olmadigina karar verilir. Eger uygulanan madde mevcut MN oraninda azalmaya

sebep oluyorsa maddenin anti-mutajenik oldugu anlasilir (Heddle ve ark. 1991).
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Bazi arastirmacilar gelistirdikleri modifiye metotlarla andploidiye yol agan ajanlar
ile Klastojenleri birbirinden ayirmada MN biiyiiklik farkindan yararlanmislar;
klastojenlerce uyarilan MN’lerin asentrik kromozomal fragmanlar igeren Kkiigiik,
anojenlerce uyarilan MN’lerin tam kromozomlar igeren daha biiyiik ebatli oldugunu
gostermislerdir.

Eastmond ve Tucker ayni amagla antikinetokor antikorlar1 kullanarak kinetokor
pozitif MN’lerin tam bir kromozom, kinetokor negatif MN’lerin ise asentrik kromozom
fragman icerdigini ve bu yontemin andploidi uyaran ajanlar1 klastojenlerden ayirmada
daha kesin bir yol oldugunu vurgulamslardur.

Daha sonralart Fenech ve Morley tarafindan gelistirilen Sitokinezi-Blok
(Cytokinesis-Blocked) Metodu, bazi kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve teknigin

uygulanmasindaki giivenirligin artmasini saglamistir (Fenech ve Morley 1985).

Sitokinezi-blok Mikronukleus (CBMN) teknigi in vitro genotoksisite testleri, insan
populasyon taramasinda kolayca uygulanabilecek bir tekniktir (Fenech ve ark. 1999).
MN teknigi, en ¢ok cesitli kimyasallara ve fiziksel ajanlara maruz kalmis bireylerin
taranmasi amaci ile, bireyler arasinda genetik hasarin temel seviyesini anlamak (Fenech ve
ark. 1999) ve cesitli ajanlarin klastojenik ve aneujenik potansiyellerini degerlendirmek
amaci ile insan lenfositlerini de igeren farkli tip hiicrelerde genis ¢apta kullanilmaktadir

(Fenech ve Morley 1985).

2.13.2. In Vitro Mikroniikleus Testi (CBMN-Cytokalasin-B mikroniikleus testi)

1985 tarihinde, Fenech ve Morley kiiltiir ortamindaki hiicrelere sitokalazin B (Cyt-
B) ekleyerek boliinen hiicreleri tanimlamak tizere bir yontem gelistirdiler. Sitokalazin B
Helminthosporium dematioideum’un bir metabolitidir; Cyt-B, sitokinez esnasinda kardes
niikleuslar arasindaki sitoplazmayi daraltan mikrofilament halkanin olusmasi i¢in gerekli
olan aktin polimerazasyonun bir inhibitériidiir, sitokinezi bloklar, fakat ¢ekirdek boliiniir ve
cekirdek boliinmesi gegiren hiicrelerden iki ¢ekirdekli hiicreler olusur ve bu hiicrelerin

sitoplazmalari i¢inde yer alan mikroniikleuslar degerlendirilir (Fenech ve Morley 1985).
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Sekil 2.29. Sitokalazin-B (Cyt- B)’nin biniikleer evrede hiicre boliinmesini bloke
etmesi (Fenech ve Morley 1985).

Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, ¢ekirdek
bolinmesini tamamlamig, ancak sitoplazmik boliinmesini  gergeklestirememis  ¢ift
¢ekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani
saptanabilmektedir. incelenen alanda, kiiltiir siiresi i¢inde ikinci boliinmesini tamamlamis 4
cekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir; ancak MN sayiminda Heddle ve Countryman’in
kriterleri ~ kullanildigindan  bu  hiicrelerde  goriilen MN’ler degerlendirme  dist

birakilmaktadir.

Heddle ve Countryman’in kriterlerine gore: (Heddle ve Countryman 1976).

MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kii¢iik olmast;
Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayn1 olmas;
Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢cekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi

Nukleer olmayan partikiillerden farkli olarak 15181 yansitmamasi

o b~ w0 D

MN’lerin feulgen pozitif veya diger DNA’ya 6zel reaksiyonlarda pozitif reaksiyon
gostermesi

6. MN’larin sitoplazmasi iyi gozlenen hiicrelerde sayilmalisi esas alinmaktadir.

o1



Mikronukleuslar sayilirken dikkat edilmesi gereken bazi hususlar bulunmaktadir:
-Ana nukleuslar ayr1 olabilir ama esit biiyiikliikte olmalidir,
-Ana nukleuslar birbirlerine degebilir ya da kismen {ist {iste binmis olabilirler,
-Ana nukleuslar nuklear baglarla bagli olabilirler.
Bu hiicreler sayilirken asagidaki hiicreler sayilmazlar;
-Ug, dért yada daha fazla nukleusa sahip olanlar,
-Ana nukleuslar esit boyda olmayanlar,
-Apoptozis durumundaki hiicreler (Fenech ve ark. 2003).
2.13.3. In Vitro MN testinin avantajlar

MN test yontemini sitogenetik anormallikleri belirlemede etkili bir metod yapan;
farkli hiicre tiplerinde in vitro sartlarda yaygin uygulanabilirligi ve sayim kolayligidir.
Kromozom ve genom mutasyonlar1 tek islemde tanimlanabilir. Klastojenler ve anojenler
arasindaki ayrimlar yapilabilir.
Hizlidir, ucuzdur, rutin uygulama i¢in uygundur ayrica elde edilen verilerin ¢ok sayida
olmasi istatistiksel dayanaginin giiglii olmasini saglar.
2.13.4. In Vitro MN testinin dezavantajlar

MN’ nin tanimlanmasi i¢in hiicrenin boliinmesi gerekir. Kullanilan test kimyasali ile
sitokalasin-B etkilesime girebilir (bu etkiyi artirabilir ya da azaltabilir).
Kromozom aberasyonlarinin 6zel tiplerinin tanimlanabildigi ve ekstra kromozomlarin
(6rnegin poliploidi) varliginin kolaylikla goriilebildigi metafazda, mikroniikleusun
kromozom igerigi dogrudan gozlenemez. Ciinkii, ¢ekirdek membrani birgok kromozom
veya kromozom pargasinin etrafinda yeniden olusabilir; bu nedenle bir MN’de bir¢ok
kromozom pargast bulunabilir. MN sayilar1 ile kromozom aberasyonunun derecesi her
zaman esit olmayacag igin, bir hiicredeki kromozom hasarinin miktari tam olarak 6l¢iilmek
isteniyorsa MN testi bu noktada yetersiz kalir.
Ayrica, tiim kromozom aberasyonlarinin MN olusturmasi beklenemez. Asentrik kromatin
parcalar1 olusturan kromozom aberasyonlarinin MN olusturma olasilig1 daha yiiksektir,
clinkii asentrik parcalarin mitotik ige baglanmasi ve diizgiin bir Sekilde ayrilmasi soz

konusu degildir (Fenech ve ark. 1999).
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2.13.5. MN ve kanser iliskisi

Mikroniikleuslar kromatin kayb1 sonucunda olustugu icin, 6zellikle kayip kromatin,
timor baskilayici genler gibi kanser olusumu ve gelisimi ile ilgili bir gen ya da genleri
yapisinda bulunduruyorsa, bu bir risk gostregesi olabilir.

MN frekans1 ile kanser gelisimi arasindaki direk iligki birgok bulgu ile
desteklenmektedir. Cheng ve ark. 1996’da, Duffaud ve ark. 1997’de yaptiklari ¢alismalara
gore; kanser hastalarinda periferik lenfositlerde oldugu gibi hedef dokuda da MN frekansi
artmaktadir (Fenech ve ark. 1999). Sorsa ve ark. 1992 yilinda yaptiklar1 arastirmaya gore;
baz1 ajanlar insan ve hayvanlarda MN frekansini arttirabilmekte, kanserojenite ve
genotoksisite arasinda bir iligki bulunmaktadir. Bu bulgular agikga MN ve kanser arasinda

bag oldugunu gostermektedir.

2.14. in Vitro Comet Yéntemi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

DNA hasar1 olusturan kimyasal ajanlarin basinda alkilleyici maddeler, nitroz asid,
platinyum tiirevleri gibi ¢apraz baglayicilar ve sitokrom P450 sistemi ile metabolize edilen
ksenobiyotikler (aromatik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aflatoksinler ve
fenitoin, warfarin, rifampin gibi ilaclar) gelmektedir. Bu kimyasallar bazlar1 alkilleyerek,
oksitleyerek, bazlar arasinda ¢apraz baglanmalar olusturarak veya zincir kiriklarina neden
olarak DNA hasar1 olustururlar (Dinger ve Akgay 2000).

Izole edilmis hiicrelerde DNA hasar tespitinin hassasiyetini arttirmak igin Ostling ve
Johanson mikro jel elektroforez teknigini gelistirdiler. Bu teknikte mikroskop lamlarinin
lizerine agaroz jel i¢inde hiicreler gomiiliir yogun tuz ve deterjan igeren lizis ¢ozeltisinde
bekletilerek membranlar pargalanir. Notr pH ortaminda kisa bir siire elektroforez uygulanir.
Yiiksek oranda zincir kirig1 igeren DNA, saglam DNA’ya gore daha hizli bir sekilde anoda
dogru gocer. DNA gociiniin miktar1 preperatlarin etidyum bromdtir ile boyanmasiyla olusan
floresansin yogunlugunun floresans mikroskobu ile 6l¢iilmesi sonucu belirlenir. Ancak
burada elektroforezin nétral kosullarda uygulanmasi yontemin kullanimini sinirlamaktadir.

Notral kosullarda ¢ift sarmal kiriklari tespit edilirken tek sarmal kiriklari tespit edilemez.
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1988'de Singh ve ark. elektroforezi kuvvetli alkali ortamda (pH >13) uygulayarak
bu sorunu ¢ozmiislerdir. Glinlimiizde uygulanan “COMET Assay” Singh ve ark. tarafindan
gelistirilmis olan, tek ve ¢ift zincir kiriklarin tamaminin tanimlanmasina olanak saglayan
metodolojidir (Ostling ve Johanson 1984, Singh ve ark. 1988).

In vitro ve in vivo genetik toksikoloji alaninda 6nemli uygulama alanina sahip
“COMET Assay” son yillarda giderek artan bir siklikla apoptosiz, oksidatif stres-
antioksidan ¢aligmalarinda yer almistir.

COMET Assay basit, hizli, duyarli olmasi, farkli hiicre tipleri ve DNA hasar
gesitleri i¢in uygulanabilirligi, en Onemlisi ise radyoaktif isaretleme gerektirmemesi
nedeniyle DNA hasar 6l¢iimiinde siklikla tercih edilen bir yontemdir. Mikroskop lami
tizerindeki agaroz jel icine gomiilen hiicreler, zarlarin parcalanip ¢ekirdekte bulunan
siipersarmal DNA’nin serbestlesmesi icin lizis islemine tabi tutulur. Alkali ortamda
siipersarmal yapimin gevseyerek agilmasi ve kiriklarin ortaya ¢ikmasi saglandiktan sonra
uygulanan elektroforezde kirilmig DNA zincirleri anoda dogru gogerek bir kuyruklu yildiz
goriintiisii olugturur. Kuyruk uzunlugu DNA hasar ile dogru orantili olarak artmaktadir

(Collins 2004).

2.14.1. COMET Yontemi Basamaklar:

Hiicresel materyalin hazirlanmasi

Mikroskop lamlarinin hazirlanmasi

Lizis

Alkali ortamda DNA siiperkoil yapisinin acilmasi (Alkali unwinding)
Elektroforez

Notralizasyon

DNA’nin boyanmasi ve “comet”lerin goriintiilenmesi

O N o g B~ WD P

COMET saymmi ve DNA hasarinin belirlenmesi
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T O T HUCRELER \

Lizis
BOYAMA
NOTRALIZASYON ALKALI ORTAMDA DNA
MOLEKULUNUN COZULMEST

(PH=-13)
\ ALKALI ORTAMDA /

ELEKTROFOREZ
(pH=13)

Sekil 2.30. COMET yontemi basamaklari (Tice ve ark. 2000).

Lamlarin hazirlamasi sirasinda her lama tiizerine 1-3 bagimsiz jel yayilir. En alt
tabaka ya tam buzlu mikroskop lamindan veya yiiksek konsantrasyonda normal erime
noktas1 bulunan agaroz jelinden olusur. Bunlarin iizerine hiicrelerin diisiik erime noktali
agaroz ile olusan siispansiyonu yayilir. Bundan sonra lizis islemi gerceklestirilir. Bu
islemde deterjanlar ve yiiksek konsantrasyonlu tuz g¢ozeltilerinden yararlanilir. Uzerinde
hiicreler bulunan lamlar en az 1 saat en cok 1 gece olmak {izere, lizis soliisyonlarinda
bekletilir. Elektroforez oncesi alkali ylriitme tamponu iginde lamlar 20-25 dk arasi
bekletilir. Bu islem DNA molekiiliiniin ¢6ziilmesi i¢in gereklidir.

Bu igslemden sonra elektroforez islemi uygulanir bu islemde Standard voltaj 0.7-1
V/em’ dir. Elektroforez sonrasi alkali lamlar ndtralizasyon bufferi ile yikanir. Yikama
isleminden sonra lamlar etidyum bromit, DAPI (diamidino-2-fenilindol), propiyum iyot
veya SYBR Greenl gibi floresan ozellikli boyalarla veya glimiis nitrat gibi floresan
olamayan boyalarla boyanirlar. COMET sayimi igin metrik ve metrik olmayan teknikler
vardir. Ayrica comet sayimi i¢in bilgisayar sistemli programlarda gelistirilmistir. En basit
yontemlerden biri cometleri biiyiikliiklerine gore katagorilere gore boliip degerlendirmektir
(Tice ve ark. 2000, Olive ve ark. 1991, Cotelle ve Ferard 1999).
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2.14.2. COMET Saymm ve DNA Hasarmin Belirlenmesi

a) Gorsel analiz: Farkli derecelerdeki hasar1 gosteren “COMET ”leri insan gozii kolaylikla
ayirt eder. Gorsel degerlendirmeye gore “COMET’ler DNA go¢ uzunluguna ve hasar
derecesine gore 5 kategoride tanimlanir (0-4).

Dairesel seklide hi¢ kuyruk olusturmamis DNA goriintiilerinden hi¢ hasarlanmamis
DNA lar “O”, ¢ok az hasarlanmis DNA lar “I”, az hasarli DNA lar “II”, hasarli DNA lar
“IIT” ve ¢cok hasarlt DNA lar “IV.” derece hasar olarak degerelendirilir.
Sekil 2.31.” de Tek hiicre jel elektroforez yontemi ile agaroz jel iizerinde elektroforetik
ortamda negatif kutuptan pozitif kutuba (soldan saga) dogru go¢ eden farkli seviyelerde
hasara ugramis DNA’larin goriintiileri. 0- Hasarsiz DNA; [-Cok az hasarlanmis DNA; [I-Az
hasarlanmis DNA; III-hasarlanmis DNA; IV- tiimiiyle hasarlanmis DNA.

-
-

Sekil 2.31. Tek hiicre jel elektroforez yontemi ile elde edilen farkli seviyelerde hasara
ugramis DNA’larin goriintiileri (Dikilitas ve Kogyigit 2010).

b) Bilgisayarli goriintii analizi: Mikroskop tiizerine monte edilen kapali sistem dijital
kamera baglantisi ile otomatik olarak karakteristik “comet”lerin goriintiileri analiz edilir
(Collins 2004, McKelvey-Martin ve ark. 1993).
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2.14.3. COMET Yontemi Avantajlari

Genotoksisite arastirmalarinda kullanilan diger tekniklerle karsilastirildiginda
“COMET Assay”’in baz1 avantajlar1 vardir. DNA hasar1 analizi i¢in kullanilan hassas, hizli,
maliyeti diisiik, basit ve DNA hasarinin kantitatif olarak belirlenmesine olanak saglayan bir
tekniktir. Comet yontemi sadece sarmal kiriklarinin degil, alkali kosullarda ortaya
konulabilen hasarlarin (alkali labilesites) ve DNA ¢apraz baglarinin saptanmasina olanak
saglamistir. Comet yontemi duyarlilifi, DNA hasarin1 tek hiicre seviyesinde Olgmeye
olanak saglamasi ve farkli hiicre tiplerine uygulanabilirligi nedeni ile genotoksik etkisi
merak edilen bilesiklerin toksisitelerini hizli olarak belirlemede kullanilan bir yontemdir.

Deney hayvanlarinin hemen her bir dokusunda ve hatta insan biyopsi 6rneklerinde
sadece az miktarda hiicreye ihtiya¢ duyarak DNA kirikliklarini belirleme imkani verir.

Biitiin prosediir birka¢ saatte tamamlanabilir ve bir goriintli analizorli varsa aninda
degerlendirilebilir.

Ayrica ihtiyag duyulan donanimin biiyiikliigli ve maliyeti genetik toksikolojide
kullanilan diger kisa zamanl testlerden daha fazla degildir.

Oksidatif stresin kanser, diyabet, ateroskleroz, ndrodejeneratif hastaliklar gibi gesitli
patolojilerin temelinde yer aldiginin belirlenmesinden sonra arastirmalar antioksidanlar
tizerinde yogunlagmustir, yeni bir takim bitkisel molekiillerin antioksidan 6zellikleri olup
olmadig arastirilmaktadir. “COMET Assay”, sayilar biiyiik bir hizla artmakta olan in vivo
ve in vitro antioksidan ¢alismalarinda siklikla kullanilan bir yontemdir ( McKelvey-Martin
ve ark. 1993, Silva ve ark. 2009).
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2.14.4. COMET Yontemi Dezavantajlari:

“COMET Assay” basit, hizli, ucuz, duyarli bir yontem olmasi, ¢ok kiigiik hacimde
ornek gerektirmesi ve farkli hiicre tiplerine uygulanabilirligi nedeniyle siklikla kullanildigi
halde, baz1 dezavantajlara sahiptir.

Teknigin uygulama asamalarindaki bazi farkliliklar (agaroz konsantrasyonu,
uygulanan hiicre miktar1, elektroforez siiresi, vb) farkli sonuglara yol agsa da, aym
protokolii uygulayan farkli laboratuvarlarin sonuglarinda da farklilik olabilmektedir. Bu
farkliliklar biiylik oranda “COMET” sayim1 yapan kigiden kaynaklanmaktadir.

Biyolojik izleme ¢aligmalarinda istenilen miktarda kolayca elde edilebildiginden
tam kan lokositleri siklikla kullanilmaktadir. Oysa yapilan g¢alismalar taze izole edilen
lenfositlerde hasar olusturucu bir ajanla islem sonrasinda, DNA onariminin ¢ok yavas
ilerledigini gostermistir. Dolayisiyla DNA onarim ¢aligmalari i¢in lenfositler iyi bir tercih
degildir.

Tam kan 16kositlerinde belirlenen DNA hasar1 organizmanin genel durumunu ortaya
koyar, fakat spesifik bir dokuya ait hasari gostermez. Bunlar “COMET Assay”
calismalarinda arastiriciy1 yonlendirecek bilgilerdir.

Ancak sonuclarin yorumlanmast bazi durumlarda gii¢ olmaktadir. Zira deneyde
goriilen giiglii etkiler mutlaka genotoksik bir tehlikenin varligina isaret etmemektedir. Bu
nedenle elde edilen veriler bir bagka deney ile mutlaka karsilastirilmalidir (Forchhammer
ve ark. 2008, Collins ve ark. 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Deney Ekipmani

Ekipman Marka-Model

Hassas Terazi Shimadzu AUW220D

Gii¢ Kaynagi EC 250-90

Elektroforez Tanki Cleaver Scientific CSL COM-40
Su Banyosu Niive BM-302

Santrifiij Niive CN-180

Inkiibator Leec

Isik Mikroskobu Olympus

Fliioresan Mikroskop BAB

Buzdolab1 VESTEL

Derin Dondurucu VESTEL

Mikropipet EPPENDORF

Petri Kaplari TPP

pH metre NELL

\ortex VELP

Lineer Akselator SIEMENS MD2 (6 MV FOTON)

Besiyeri tiipleri

BD Falcon

Cam malzemeler

Isitic1 Karistirict CHILTERN
Flowkabin

Enjektor

Eppendorf tiipleri

Hemasitometre Webber S.1.
Cam Pastor Pipetleri

Falcon Tiip BD

Lam, Lamel LAMTEK
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3.1.2. Calismada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Firma Katalog No:
NaCl (Sodyum Klortir) MERCK 106404
NaOH(SodyumHidroksil) MERCK 106482
Agaroz MERCK 101236
HCL (Hidroklorik asit) MERCK 100314
Trisma Base SIGMA T1503
Triton X-100 SIGMA T8787
DMSO SIGMA D5879
Agaroz,Low Melting SIGMA A9414
Sitokalasin B SIGMA C6762
Histopaque 1077 SIGMA H8889
Tyrpan Blue SIGMA T8154
EtBr (Etidium Bromid) SIGMA E8751
Nevparin MUSTAFA NEVZAT

RPMI Medium SIGMA R8758
Penicilin-Streptomycin SIGMA PO781
Fetal Calf Serum SIGMA F9665
Phytohemagglutinin-A SIGMA L8754
L-Glutamine SIGMA G7513
Dulbecco’s PBS SIGMA D5652
Na,EDTA SIGMA E5134
Mutlak Etanol GURUP DELTALAR

Mitomycin C SIGMA MO0503
Vanillik Asit ALDRICH H3600
KCL(Potasyum Klortir) MERCK 104936
CH30H (Metanol) MERCK 106008
CH3COOH (Asetik asit) MERCK 100063
Giemsa MERCK 109204
Na,HPO,4(DiSodyumfosfat) MERCK 106586
KH,PO,4(DiPotasyumfosfat) MERCK 104871
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3.1.3. Caliymada Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Besiyerinin Hazirlanis:

15cc Fetal calf serum

2cc L-Glutamin

0,5cc Penicilin, streptomycin

2,5cc Phytohemagglutinin

Karisim, RPMI-1640 ile 100cc’ye tamamlanir. Karisim steril Flow’da hazirlanir ve steril

besiyeri tiiplerine Scc dagitilir.

Fizyolojik serum hazirlanis::

0.9 gr NaCl tartilir ve 100ml distile su da ¢oziiliir.

PBS cozeltisi hazirlanisi:

0.48 gr Dulbecco Phosphate Buffer Saline tartilir, 50 ml distile suda ¢oziiliir.

Boya Tamponu hazilanisi:
56 ml Na;HPO,
44 ml KH,PO4 100 ml tampon karisimi hazirlanip, 5 ml’lik Giemsa iizerine total hacim

100 ml olucak sekilde eklenir.

Lizis Tamponu hazirlanis::

2.5 M NaCl: 29.22gr NacCl tartilir.

100 mM Na;EDTA: 7.4448 gr Na;EDTA tartilir.

10 mM Tris: 0.2422 gr Trisma Base tartilir.

Tartilan kimyasallar 1sitmadan 178 ml distile su da ¢oziilir. pH NaOH veya HCL
kullanilarak 10’ a ayarlanir. Lizis isleminden yarim saat dnce bu c¢ozeltiye 2 ml Triton X-

100 ve 20 ml DMSO eklenir.
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Yiiriitme tamponu hazirlams:
0.747 gr Na,EDTA ve 24gr NaOH tartilir ve 2 It distile su ile ¢oziiliir. pH>13 olacak sekilde

tampon hazirlanir. Buzdolabinda + 4°C de saklanur.

Notralizasyon tamponu hazirlanisi:

4.8456 gr Trisma Base tartilir ve 100 ml distile suda ¢oziiliir. Cozeltinin pH=7.5 olacak
sekilde HCL veya NaOH kullanilarak pH ayarlanir. Bu ¢6zelti yiiriitme islemi sonrasi taze
hazirlanir.

Fiksasyon tamponu hazirlanisi:

100 ml absolii etanol kullanilir.

Boyama soliisyonu:

20 gr/ml EtBr ile hazirlanir.

Lamlar i¢in Agaroz jel hazirlamsi:

0.65 gr agaroz tartilir ve 100ml distile suda 1sitilarak ¢oziiliir.

Hiicreler icin Low Melting Agaroz jel hazirlanmisi:

0.065 gr Agaroz Low Melting (LMA) tartilir ve 1sitilarak 10 ml distile suda ¢oziiliir.

%35 DMSO cozeltisinin hazirlanisi:
0.5 ml DMSO ile 10 ml distile su karistirilir.

Vanillik Asit ¢ozeltisinin hazirlamsi:

0.00036 gr vanillik asit tartilir ve 1.5 ml %5’lik DMSO ¢ozeltisinde ¢oziilerek stok
hazirlanir.

Degisik konsantrasyonlardaki vanillik asit dozlar1 sdyle belirlenir:

1 pg/ml vanillik asit dozu i¢in, 25 pl vanillik asit ile 6 ml lenfosit soliisyonu karistirilir.

2 pg/ml vanillik asit dozu i¢in, 50ul vanilik asit ile 6 ml lenfosit sollisyonu karistirtlir.
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Mitomisin C cozeltisinin hazirlams:

0,001 gr mitomisin C tartilir ve 4 ml DMSO ¢ozeltisi ile ¢oziilerek stok hazirlanir.

Stok ¢ozeltiden 0.1 ml alinarak 5 ml’ lik DMSO ¢ozeltisinde ¢oziiliir. Bu karisimdan 0.3 ml
mitomisin C alinarak 6 ml lenfosit soliisyonu karistiritlir. Boylece 0.25 pg/ml

konsantrasyonda mitomisin C dozu elde edilmistir.

MN testi icin Fiksatif hazirlamsi :
60 ml metanol (CH30OH) buzdolabinda difrizde saklanir.
20 ml asetik asit (CH3COOH) ise disarda saklanir, karistirilarak 1:3 oraninda fiksatif

hazirlanir.

%35’lik Giemsanin Hazirlanmasi:

56 ml Na;HPO,4, 44 ml KH2PO4 ve 5 ml Giemsa karigtirilarak tizerleri 100 ml oluncaya
kadar saf su ile tamamlanmistir. Sonra bu boya dik bir sale igine filtre kagitlar ile
stiziilmiistiir. Kurudugundan emin olunan preparatlar direkt olarak buya icerisine konmus
ve yaklagik olarak 15 dk. boya igerisinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda preparatlar
boyanin i¢inden ¢ikarilmis, saf su i¢inden gegirilerek preparatlar tizerindeki fazla boyanin
akmas1 saglanmistir. Bundan sonra praparatlar dik vaziyette konularak kurumaya

birakilmigtir. Preparatlar kuruduktan sonra mikroskobik inceleme yapilmistir.
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3.2. Yontem

In vitro COMET ve In vitro mikroniikleus testi kullanilmistir.

3.2.1. Caliyma Gruplarinin Belirlenmesi:

Her donoér i¢in 6 tane calisma grubu belirlenmistir. Deneyler duplike yapilmistir.
Gruplar su sekildedir:

Calismamizda, DMSO kontrol, oksidatif hasar olusturdugu bilinen kimyasal ajan
olarak mitomycin-C ve oksidan ozelligi tam olarak bilinmeyen vanillik asit segilmistir.
Literatiirde mitomycin-C nin hasar olusturdugu ve toksik olmayan dozu 0,25 pg/ml olarak
belirlendiginden c¢alismada bu doz kullanilmustir.

Vanillik asidin, toksik olmayan ve MMC’nin hasarin1 azaltan dozlar1 kullanilmistir.
Bunun ig¢in, vanillik asidin 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml ve 4 pg/ml’lik dozlan ile
calisilmigtir. Vanillik asidin 0.5 pg/ml’lik dozu MMC’ nin hasarmi azaltmadigi, 4 pg/ml’ lik
dozu ise toksik etki yaptig1 i¢in ¢alismaya bu dozlar ile devam edilmemistir.

Calismamizda vanillik asidin 1 ve 2 pg/ml’lik dozlar1 kullanilmigtir.

Kontrol gruplari :

DMSO Kontrol

Tek bagina Maddelerin Dozlar :

1 pg/ml vanillik asit

2 pg/ml vanillik asit

0.25 pg/ml mitomisin C

Mitomisin C ve Fenolik Kombine Dozlar :
0.25 pg/ml mitomisin C + 1 pg/ml vanillik asit
0.25 pg/ml mitomisin C + 2 pg/ml vanillik asit
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Bireylerin Secimi:
Arastirma grubu dondrleri, 22-31 yas arasinda degisen, hi¢ sigara kullanmayan, son
1 ay icinde antibiyotik kullanmamis ve radyasyona maruz kalmamis, kalitsal hastaligi
bulunmayan 2 erkek 2 bayan bireyden olugsmaktadir. Deney grubunun yas ortalamasi 25.75
+ 4.5 tir.
Kan Orneklerinin Ahmmasi:
Kan ornekleri bireylerden heparinize olarak, vakumlu kuru tliplere alinmistir. Her

bireyden 6 ml kan alinmstir.
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3.2.2. Mikroniikleus Testi Prosediirii

1. Kan Lenfosit Kiiltiirlerinin Hazirlanisi

15cc Fetal calf serum, 2cc L-Glutamin, 0,5cc Penicilin, Streptomycin, 2,5cc
Phytohemagglutin karisimi RPMI-1640 ile 100cc’ye tamamlanir. Karigim steril Flow’da
hazirlanir ve steril besiyeri tliplerine Scc dagitilir.

Her muamele i¢in, 1 ml heparinli kan, hazirlanan Scc lik kiiltiir ortamina aktarilir.
Hazirlanan kiiltiirler 37 derecede 72 saat siireyle inkube edileceklerdir.

Mikronukleus olusumu:

Cesitli yollarla ortaya ¢ikan genotoksik etkiler sonucunda hiicre boilinmesinin
metafaz evresinde gozlenebilen kromozomlardaki kirik parcalar ya da tam ig ipligine
baglanamayan tam kromozomlar, anafaz evresinde kutuplara ¢ekilemezler.

Bu nedenle ortada kalan tam kromozom ve kromozom pargalari hiicre boliinmesinin
son safhalarinda yani telofaz evresinde ana niikleus icerisine dahil olamazlar.

Iste bu yapilar hiicre boliinmesi sonunda ana niikleusu olusturacak diger
kromozomlar ile tekrar kromatin hale doniistiiklerinde, sitokinez (sitoplazma boliinmesi) ile
birlikte olusan kardes hiicrelerden birinde ana niikleus yaninda ikinci bir kii¢iik niikleus

(mikroniikleus) halinde kendilerini gosterirler.

Insanlarda mikroniikleus testi temel olarak ¢ekirdekli kan hiicreleri olan lenfositler
tizerinde uygulanir. Genel mikroniikleus sayim kriterleri gegerli olmakla birlikte, insan kan
dokusunun in vitro olarak kiiltiire edilmesi ile yiiriitilen MN testindeki metodolojik
yaklasgimda onemli bir farklilik vardir. Bu metodolojik farklilik, kiif mantarlarinin
metabolitlerinden bir olan Sitokalazin-B (Cyt - B) ile mitoz gegiren hiicreleri sitokinez
asamasinda durdurma esasina dayanmaktadir.

Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, ilk niikleus
boliinmesini tamamlamig, ancak sitoplazmik bdliinmesini gergeklestirememis olan
biniikleuslu (BN) hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve bunlar arasinda MN

bulunduran hiicrelerin oran1 saptanabilmektedir (Sitokinez bloke MN testi).
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2. Mikroniikleus (MN) Sayisim Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin

Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire Ilave Edilmesi ve Preparatlarin Hazirlanmast:

Saglikli insanlardan alinan periferik kandan 1 ml, 5 ml kromozom medyumuna ekilir ve

hiicreler 37 °C’de 72 saat siiresince inkiibe edilirler.

Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra her tiipe konsantrasyonu 6 pg/ml olacak
sekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilir ve bdylece béliinen hiicrelerde sitokinez

engellenir.

48. saatte kimyasallarin farkli konsantrasyonlar1 ve kontrollerinin yazili oldugu her
tiipe ilgili maddelerin miktarlar ilave edilir. % 5’ lik DMSO kontrol, 1 pg/ml ve 2 pg/ml
dozlarda vanillik asit, 0.25 pg/ml dozda Mitomisin C, 6 ml’ lik kendi tiiplerine ilave edilir.

Inkiibasyonun sonunda, kiiltiir tiipleri 2000 rpm’de 5 dk. Santrifiij edilerek siipernatant
atilir ve hiicrelerin bulundugu tiiplere hipotonik eriyik (0,075 M lik KCl1 ) ilave edildikten

sonra tiipler direkt olarak santrifiije alinirlar.

Kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir ve siipernatant atilarak ilk fiksatif (3:1
Metanol, Asetik Asit) ilave edilir. Birinci fiksatif ile oda sicakliginda belli araliklarla
vorteks yapilarak, 15 dakika bekletildikten sonra 1200 rpm’de 10 dk. daha santrifiij edilen
tiiplere iki kez asetik asit/ metanol (1/3) ilavesi yapilip 20 dakika daha oda sicakliginda
bekletilir.

Daha sonra tekrar santrifiij yapilip, dipte 0.5-0.7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant
atiltiktan sonra kiiltiir tliplerinin dibinde toplanmis olan hiicreler resiispanse edilir. Daha
sonra, bu hiicre siispansiyonu temizlenmis ve buzdolabinda saklana lamin iizerine farkl
alanlara yaklasik olarak 10 cm ytikseklikten 1’er damla olmak iizere hiicre siispansiyonu
damlatilarak preparatlar hazirlanir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak tizere bekletilmistir.
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2. Preparatlarin Boyanmasi:
Hazirlanan preparatlar tampon karisimi ile hazirlanmis % 5°lik giemsa boyasi ile

boyanmiustir.

3. Mikroskobik inceleme:

Hazirlanmis olan daimi preparatlar 151tk mikroskobunda 40’lik objektif ile
incelenmistir (10x40=400 biiyiitmede). Bu incelemeler sirasinda mikronukleus sayisini
belirlemek amaciyla her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 iki nukleuslu hiicre

sayilmis, bu iki nukleuslu hiicreler igerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmustir.

Toplam mikronukleus sayisinin incelenen iki nukleuslu hiicre sayisina bolinmesiyle
hiicre basia diisen mikronukleus sayis1 (MN/hiicre) hesaplanir. Bunradan da % MN

orani belirlenir.

Ayrica kimyasallarin nukleus boliinmesi iizerindeki etkisini saptamak i¢in Nukleus
Béliinme indeksi saptanmustir. Nukleus Boliinme Indeksini (NBI) bulmak igin 2000
hiicre incelenmis, bu hiicreler igerisinde 1, 2, 3 ve 4 nukleuslu hiicreler saptanmustir.
NBI= IXN1+2xN2+3xN3+4xN4/N formiiliine gore NBI bulunmustur.

N1 : 1 nukleuslu hiicre sayis1
N2 : 2 nukleuslu hiicre sayisi
N3 : 3 nukleuslu hiicre sayisi

N4 : 4 nukleuslu hiicre sayis1
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3.2.3. COMET Testi Prosediirii

Lenfosit izolasyonu

1.
2.

Heparinize olarak alinan kan, 5 er ml olarak steril tiiplere boliistiirtiliir.

Kan, taze hazirlanan serum fizyolojik tamponu ile 1:1 oranma sulandirilir ve
karigtirilir.

Ayr steril tiiplere 2 ml Histopaque 1077 alinir. Daha sonra kan ve serum fizyolojik
tamponu i¢inde Histopaque 1077 bulunan tiiplere yavascga aktarilir.

Aktarimdan sonra tiipler hemen 15dk 1500 rpm de santrifiij edilir.

Santrifiij ardindan tiiplerde olusan tabakalardan, lenfosit icerenler tabaka pipet
yardimiyla bos tiiplere aktarilir.

Aktarilan lenfosit siispansiyonu serum fizyolojik tamponu ile 5 ml ye tamamlanir ve
1500 rpm de 10 dk cgevrilir. Bu yikama islemidir bu islemle ortamdaki lenfosit
disindaki maddeler uzaklastirilir. Bu islem ortamda sadece lenfositler kalana kadar
tekrarlanir.

En sonuncu yikama isleminden sonra serum fizyolojik tamponu ortamdan
uzaklagtirilir.

Lenfositler besiyerlerine ekilmek icin RPMI-1640 ile sulandirilir. Her tiipe 5 er ml
RPMI-1640 eklenir. Daha sonra karistirma islemi yapilir ve daha oOnceden
lenfositler hazirlanan besiyerlerine ekilir. Ayr1 bir eppendorf tiiptine 100ul lenfosit

alinir ve Tyrpan Blue testi yapilir.

Trypan Blue ile canhilik testi: Bu teste ¢ekilen siispansiyon 1:1 oraninda tyrpan blue

boyasi ile seyreltilir ve bu seyreltilen sividan 100 pl alinip hemasitometreye yayilir ve

151k mikroskopu altinda yasayan hiicreler sayilir.

9.

Bu asamaya kadar ki tiim islemler (Tyrpan Blue ve santrifiij islemi harig) steril flow

kabin igerisinde yapilir. Tiipler daha sonra 37°C de 48 saat inkiibe edilir.

10. 48. saatte kimyasallarin farkli konsantrasyonlar1 ve kontrollerinin yazili oldugu her

tiipe ilgili maddelerin miktarlar ilave edilir. % 5 lik DMSO kontrol, 1 pg/ml ve 2
ng/ml dozlarda Vanilik asit, 0.25 pg/ml dozda Mitomisin C, 6 ml’ lik kendi

tiiplerine ilave edilir.
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Lamlarin Agaroz Jel ile Kaplanmasi:

Mikroskop lamlari, kendileri i¢in hazirlanan agaroz jel i¢ine daldirilip 30 sn bekletilir.

Daha sonra da ¢ikarilip altlar1 temizlenip kurumaya birakilir. Kuruduktan sonra hangi

bireye ait olduklar1 ve hangi ¢alisma grubuna dahil olduklar1 {izerlerine yazilr.

1.

© © N o

Bu asamada kullanilan biitiin soliisyonlar soguktur. Bu prosediir los 1sikta
gergelestirilmistir. Pellet olarak kalan lenfositler 1 ml PBS ile seyreltilir ve iyice

karigtirilir.

. Hiicreleri jel icine gdommek ig¢in, diisiik erime noktast olan agaroz (LMA)

kullanilarak jel hazirlanir. 0.065 gr LMA tartilir ve 10 ml distile su i¢inde 1sitarak

jel haline getirilir.

. Daha sonra 10 ml lik jelden, eppendorf tiiplerine 250 ser ul aktarilir. Bu eppendorf

tiipleri 37°C de bekleyen sicak su banyosuna yerlestirilir.

. Seyreltilen lenfosit pelletlerinden 80 pl ¢ekilir, su banyosunda bekleyen ve iginde

250ul LMA jeli bulunan eppendorf tiiplerine aktarilir. Jel ve lenfosit slispansiyonu
lyice pipet yoluyla karigtirilir.

Karistirilan jel ve lenfosit karisimindan 100 pl g¢ekilir ve lam iizeirne yayilir. Her
calisma grubu kendi laminin iizerine yayilir.
Uzerine karisim koyulan lamlar hemen lamelle kapatilir ve buz iizerine kaldirilir.
Yayma iglemi bittikten sonra lamlar 15 dakika +4°C de bekletilir.

15 dakika sonra lamlar alinir ve lameller ¢ikarilir.

Lizis islemi baslatilir. Lamelleri ¢ikmis olan lamlar salelere dizilir ve lizis
solisyonuna daldirilir. Lamlar saleler i¢ginde 1 gece boyunda karanlikta ve +4°C de

bekletilir.

10. Ertesi giin lamlar lizis soliisyonundan ¢ikarilir ve komet tankina dizilir.

11. Tanklar yiiriitme tamponu ile doldurulur ve lamlar 20 dk yiiriitme tamponu i¢inde

bekletilir. Bu asamada DNA sarmallar1 agilir.

12.20 dakika sonunda yiirlitme islemi baslar. Yiiriitme islemi buz {izerinde

gerceklestirilir. Yiiriitme islemi 300mA, 25V, yarim saat boyunca yiiriitiiliir.
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13. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar tanklardan c¢ikarilip nétralizasyon
tamponuna daldirilir ve 5 dakika lamlar tampon igerisinde bekletilir. Notralizasyon
islemi karanlikta gerceklesir.

14. Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar tampondan ¢ikarilip distile suya daldirilip
yikanir ve kurumasi beklenir.

15. Kuruduktan sonra lamlar absolii etanol iginde 5 dakika fikse edilir.

Boyama Islemi

EtBr ile hazirlanan boya soliisyonundan enjektor ile 0.2 ml c¢ekilir ve lamlara
damlatilir. Boya damlatildiktan sonra lamlar lamellerle kapatilip, mikroskobik inceleme
i¢in hazirlanir.
Mikrosobik Inceleme

Sayim ve degerlendirme safhalarinda fliioresan mikroskop kullanilir. Boyanilan
lamlara mikroskopta bakilir ve her lamdan 100 tane hiicre sayilir. Degerlendirme yontemi
olarak gorsel sayim yontemi uygulanir. Hiicreler hasarlarina gore komet tiplerine ayrilir.
Tip O, Tip 1, Tip 2, Tip 3, Tip 4 olarak kometler, DNA gé¢ii oranlarina gére ayrilirlar. Tip 0
hasarsiz hiicre olarak kabul edilirken, Tip 4 ise en fazla kasar gérmiis ve en biyiik
kuyruklu yildiz1 olusturan hiicrelerdir. Ayrilan gruplardan genetik hasar indeksi (GHI) ve

% hasarlt hiicre oran1 hesaplanir.

GHI=(1*Y Tip1)+H2*Y Tip2)+(3*Y Tip3)+(4*Y Tip4)/(X Tip0+ Tip 1+ Tip2+> Tip3+Y Tip4)
% Hasarl Hiicre= ) Tip2+) Tip3+) Tip4

Istatiksel Hesaplamalar:
Tiim istatistiksel analizler i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey HSD

testleri kullanilarak gergeklestirildi. Tiim analizler SPSS 11.5 bilgisayar programi ile

yapild1 ve anlamlilik seviyesi a = 0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

COMET testini gerceklestirebilmek i¢in izole edilen lenfositlerin en az % 80 oraninda canl
olmalar1 gerekmektedir. Bu sebeple trypan blue ile canlilik testi gerceklestirilmistir. Bu

testin sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

4.1. Trypan Blue ile Canh Hiicre Sayim Bulgular

Cizelge 4.1. Trypan Blue testi ile tiim donoérlere ait canli hiicre sayimlari sonuglari

Canl hiicre Olii hiicre % Canhihk
DONOR1
DMSO kontrol 436 34 92,8%
1pg / ml Vanilikasit 248 12 95,4%
2 ug / ml Vanilikasit 328 38 89,6%
Mitomycin C 165 30 84,6%
1pg / ml Vanilikasit + Mitomycin C 360 40 90,0%
2ug / ml Vanilikasit + Mitomycin C 336 59 85,1%
DONOR?2
DMSO kontrol 135 24 84,9%
1ug / ml Vanilikasit 86 7 92,5%
2 pg / ml Vanilikasit 88 17 83,8%
Mitomycin C 66 16 80,5%
1pg / ml Vanilikasit + Mitomycin C 95 18 84,1%
2ug / ml Vanilikasit + Mitomycin C 78 18 81,3%
DONORS3
DMSO kontrol 596 79 88,3%
1pg / ml Vanilikasit 564 69 89,1%
2 ug/ ml Vanilikasit 346 49 87,5%
Mitomycin C 524 100 83,9%
1ug / ml Vanilikasit + Mitomycin C 524 72 87,9%
2ug / ml Vanilikasit + Mitomycin C 370 57 86,6%
DONOR4
DMSO kontrol 65 10 86,7%
1pg / ml Vanilikasit 105 12 89,7%
2 ug / ml Vanilikasit 115 23 83,3 %
Mitomycin C 198 49 80,2%
1ug / ml Vanilikasit + Mitomycin C 120 25 82,8%
2ug / ml Vanilikasit + Mitomycin C 178 40 81,7%

(toplam hiicre sayisi - 6lii hiicre sayisi) x 100
%Canlh Hiicre= =~ -=-------mmmmmmmmmmme- -
toplam hiicre sayist
1 ml hiicre sayis1 = Sayilan hiicre sayist x 10 (mm3 cevirmek i¢indir) x 100 x 10ml
1 ml hiicre sayis1 = Sayilan hiicre sayis1 x 10.000
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4.2. Mikronukleus Testinden Elde Edilen Bulgular

Negatif kontrol olarak kullandigimiz DMSO dozu ile (%5°lik) 1 ve 2 pg/ml’ lik
vanillik asit dozlarmin olusturdugu MN sonuglar1 tek yonlii varyans analizi ile
karsilastirildiginda tim gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu belirlenmistir
(p<0,01).

Ikili karsilastirmalar i¢in Tukey HSD testi uygulandiginda 1 pg/ml dozda vanillik
asit DMSO ile karsilastirildiginda MN frekansinda istatistiksel acidan anlamli farklilik
olusturmamistir (p>0,05). 2 pug/ml vanillik asit ise DMSO’ ya oranla MN frekansini
istatistiksel anlamli arttirmistir (p<<0,05). Vanillik asidin 2 pg/ml’lik dozu 1 pg/ml Vanillik
asitin olusturdugu MN frekansini da anlaml arttirmistir (p<0,005).

Negatif kontrol DMSO, tek basina MMC ile MMC + 1 pg/ml vanillik asit ve MMC
+ 2 pg/ml vanillik asidin kombine dozlar1 kendi aralarinda tek yonlii varyans analizi ile
karsilastirildiginda tim gruplar arasinda MN frekansi agisindan istatistiksel anlamli bir
farklilik belirlenmistir (p<0,001).

Tukey HSD testi ile bu gruplar arasinda ikili karsilagtirmalar yapilmigtir. Buna gore
DMSO ile olusturulan MN frekansina gore MMC muamelesi sonucu olusan MN
frekansinin istatistiksel anlamda yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,001). DMSO ile MMC +
1 png/ml vanillik asit muamelesiyle olusturulan MN frekanslar karsilastirilmis ve aralarinda
istatistiksel a¢idan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05). MMC + 2 pg/ml lik vanillik
asit dozu DMSO ya oranla MN frekansin1 anlamli arttirmistir (p<0,005).
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Tukey HSD testine gore MMC + 1 pg/ml vanillik asit kombine dozuyla muamele
sonucu olusan MN frekansinin MMC’nin tek basina olusturdugu MN frekansindan anlamli
diisiik oldugu gbzlenmistir (p< 0,001).

MMC + 2 pg/ml vanillik asit kombine dozunun ise MMC’nin olusturdugu MN
frekansini daha disiik anlamlilik seviyesinde azalttigi belirlenmistir (p<0,05). MMC ile
kombine edilen 2 pg/ml lik vanillik asit MMC + 1 pg/ml vanillik asit dozuna gore daha
yiiksek oranda MN olusturmustur ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,005).

Tiim dondrlere ait MN frekansi ortalama degerleri, sekil 4.1°de gosterilmistir.

40
35 -
30 A
25 A
20 -
15 A B VIN/1000 Cift
CekirdekliHlcre

10 -
5 -
0 T T T T T 1

DIMSO 1pg /ml 2ug/ml Mitomycin - 1pg/ml 2pg /ml

kontrol Vanilikasit  Wanilikasit C Vanilikasit+ Vanilikasit +

Mitomycin - Mitomycin
C C

MN; Mikroniikleus, DMSO; Dimetil stilfoksit

Sekil 4.1. Tiim gruplara ait MN frekansi ortalama degerlerinin grafiksel olarak dagilimi
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DMSO, 1 pg/ml ve 2 pg/ml dozlarda vanillik asidin olusturduklar1 Niikleer
Boliinme Indeksi oranlarmin kendi aralarinda tek yonlii varyans analizi ile karsilastirmasi
sonucunda tiim gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).

DMSO, MMC, MMC + 1 pg/ml vanillik asit ve MMC + 2 pg/ml vanillik asidin
olusturduklar1 Niikleer Boliinme Indeksi oranlarmi yine tek yonlii varyans analizi ile kendi
aralarinda karsilastirdigimizda tiim gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
saptanmustir (p< 0,001).

Tukey HSD testi ile ikili karsilastirmalar yapildiginda, DMSO ile muamele
sonucunda olusan Niikleer Boliinme indeksi oranmin MMC ile olusandan anlamli yiiksek
oldugu bulunmustur (p<0,001). MMC + 1 pg/ml vanillik asit Niikleer Béliinme Indeksi
oranint DMSO kontrole gore istatistiksel anlamli olarak degistirmezken (p>0,05), MMC +
2 pg/ml vanillik asit kombine muamelesi sonucunda Niikleer Béliinme Indeksi orani
DMSO kontrolden istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur (p<0,001).

Tek basina MMC’ nin olusturdugu Niikleer Boliinme Indeksi ile karsilastirildiginda
MMC + 1 pg/ml vanillik asit ile muamele sonucunda olusan Niikleer Boliinme Indeksi
istatistiksel olarak anlamli yiliksek gozlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda tek basina
MMC ’nin olusturdugu Niikleer Béliinme Indeksinin oranina gére MMC + 2 pg/ml vanillik
asit ile olusturulan Niikleer Boliinme Indeksi oranini istatistiksel anlamda yiiksek oldugu
bulunmustur (p<0,01). Iki kombine doz Niikleer Boliinme indeksi bakimindan kendi
aralarinda karsilagtirildiginda MMC + 2 pg/ml vanillik asit dozunun Niikleer Boliinme
Indeksini MMC + 1 pg/ml vanillik asit dozuyla olusan Niikleer Boliime indeksine gore
istatistiksel anlamda diisiirdiigii belirlenmistir (p<0,005).
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Tiim donérlere ait Niikleer Béliinme Indeksi ortalama degerleri sekil 4.2.” de gdsterilmistir.

1.65
1.6
1.55
1.5 1
- .
1.45 -+ NBI
1.4 A
1.35
1.3 T T T T : 1
DMSO Ipg/ml 2pg/ml Mitomycin C Ipg/ml 2pg/ml
kontrol Vanilikasit Vanilikasit Vanilikasit+ Vanilikasit+
Mitomycin C  Mitomycin C

NBI; Niikleer Boliinme Indeksi, DMSO; Dimetil siilfoksit

Sekil 4.2. Tiim gruplara ait Niikleer Boliinme Indeksi ortalama degerlerinin grafiksel olarak
dagilimi

Tiim dozlarin neden oldugu MN frekans: ve Niikleer Béliinme indeksi (NBI)
degerleri dondr 1 ve 2 ile dondr 3 ve 4 icin ayr1 ayr1 olmak iizere ¢izelge 4.2, 4.3’
de gosterilmistir. MN testi ile elde edilen tiim donoérlere ait verilerin 6zet bulgulari ise
cizelge 4.4’ de belirtilmistir. Tiim donorlere ait MN frekansi ve Niikleer Boliinme
Indekslerinin istatistiksel anlamliliklarinin Karsilastirma sonuglari gizelge 4.5’ de

gosterilmigtir.
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Cizelge 4.2. MN testi sonucunda 1. Dondr ve 2. Dondr i¢in elde edilen veriler

Mikronukleus / ] } Cok
. 1000 Cift |[Iki  Cekirdekli | Tek Cekirdekli | U¢ Cekirdekli | Cekirdekli
NBI Cekirdekli Hiicre | Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre

DONOR 1
DMSO kontrol 1.647 11 796 1006 96 102
1pg / ml Vanilikasit 1.685 7 828 961 91 120
2 ug/ ml Vanilikasit 1.632 18 785 1024 94 97
Mitomycin C 1.4675 32 580 1280 65 75
lug / ml Vanilikasit +
Mitomycin C 1.6420 14 790 1013 97 100
2ug / ml Vanilikasit +
Mitomycin C 1.550 22 668 1160 84 88
DONOR 2
DMSO kontrol 1.6295 13 788 1024 93 95
1ug / ml Vanilikasit 1.649 10 800 1004 90 106
2 ug / ml Vanilikasit 1.619 19 779 1038 90 93
Mitomycin C 1.4605 34 563 1295 68 74
lug / ml Vanilikasit +
Mitomycin C 1.6255 16 782 1032 89 97
2ug / ml Vanilikasit +
Mitomycin C 1.5395 25 658 1175 80 87

DMSO; Dimetil siilfoksit, NBI; Niikleer boliinme indeksi
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Cizelge 4.3. MN testi sonucunda 3. Dondr ve 4. Dondr i¢in elde edilen veriler

Mikronukleus / ] ) Cok
) 1000 Cift | Iki Cekirdekli | Tek Cekirdekli | U¢ Cekirdekli | Cekirdekli
NBI Cekirdekli Hiicre | Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
DONOR 3
DMSO kontrol 1.607 16 773 1051 87 89
1ug / ml Vanilikasit 1.6305 11 791 1024 85 100
2 pg / ml Vanilikasit 1.5975 20 762 1064 89 85
Mitomycin C 1.4265 38 548 1332 55 65
lpg / ml Vanilikasit +
Mitomycin C 1.6025 16 768 1057 88 87
2ug / ml Vanilikasit +
Mitomycin C 1.5145 30 640 1207 70 83
DONOR 4
DMSO kontrol 1.593 17 770 1064 82 84
1pg / ml Vanilikasit 1.6135 13 785 1041 80 94
2 pg /ml Vanilikasit 1.575 23 754 1088 78 80
Mitomycin C 1.407 40 526 1360 54 60
Ipg / ml Vanilikasit +
Mitomycin C 1.5855 19 765 1072 83 80
2ug / ml Vanilikasit +
Mitomycin C 1.4845 32 629 1236 65 70

DMSO:; Dimetil stilfoksit, NBI; Niikleer boliinme indeksi
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Cizelge 4.4. MIN testi ile elde edilen tiim Dondrlere ait verilerin 6zet bulgulart

Cahsma Degerlendirilen iki Tek Ue Cok MN /
Gruplan Hiicre Sayisi Cekirdekli Cekirdekli Cekirdekli Cekirdekli 1000 Cift NBi
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Cekirdekli
Hiicre

DMSO 8000 781.75+12.33 1036.25 £ 26.16 89.50 + 6.24 92.50+7.77 14.25+£2.75 1.63+0.24
kontrol
Ing / ml 8000 801.00 + 19.03 1007.50 + 34.49 86.50 £ 5.07 105.00 £ 11.13 10.25+2.50 1.64+£0.31
Vanilikasit
2 pg / ml 8000 770.00 £ 14.44 1053.50 +28.35 87.75+ 6.85 88.75+7.77 20.00+2.16 1.60+0.25
Vanilikasit

8000 554.25 £22.93 1316.75 +36.18 60.50 + 7.05 68.50 + 7.23 36.00 + 3.65 1.44 +£0.29
Mitomycin C
Ing / ml | 8000 776.25+11.79 1043.50 £26.18 89.25+5.79 91.00 +£9.20 16.25+2.06 1.61+0.25
Vanilikasit +
Mitomycin C
2ung /  ml | 8000 648.75 £ 17.54 1194.50 + 33.91 74,75+ 8.77 82.00 + 8.29 27.25+4.57 1.52+0.29
Vanilikasit +
Mitomycin C

DMSO; Dimetil siilfoksit, NBI; Niikleer boliinme indeksi, MN; Mikroniikleus
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Cizelge 4.5. MN testinin Istatistiksel anlamliliklarmin karsilastirma sonuglari

Karsilagtirilan Gruplar ‘ P Degeri Farklarin istatistiksel anlamliligi
MN

DMSO -1 ug/ ml VA P>0.05 Anlamsiz
DMSO - 2 pg / ml V.A P<0.05 Anlamli
lug/mVA- 2ug/mVA P<0.005 Anlaml
DMSO - MMC P<0.001 Anlaml
DMSO - MMC + 1 pg/ ml V.A P>0.05 Anlamsiz
DMSO - MMC + 2 ug/ ml V.A P<0.005 Anlamli
MMC - MMC + 1 ug/ mlV.A P<0.001 Anlaml
MMC - MMC + 2 ug/ mlV.A P<0.05 Anlaml
MMC +1ug/mlVA-MMC +2 pug/ mV.A P<0.005 Anlamli
NBI

DMSO -1 pug/ml V.A P>0.05 Anlamsiz
DMSO - 2 ug / ml V.A P>0.05 Anlamsiz
lug/mVA- 2ug/mVA P>0.05 Anlamsiz
DMSO - MMC P<0.001 Anlaml
DMSO - MMC + 1 pg/ ml V.A P>0.05 Anlamsiz
DMSO - MMC + 2 ug/ ml V.A P<0.001 Anlamli
MMC - MMC + 1 ug/ mlV.A P<0.001 Anlaml
MMC - MMC + 2 pg / ml V.A P<0.01 Anlamli
MMC + 1 ug/ mlVA-MMC +2 pg/ mlV.A P<0.005 Anlaml

DMSO; Dimetil siilfoksit, NBI; Niikleer boliinme indeksi, MN; Mikroniikleus, MMC; Mitomisin C, V.A; Vanillik asit
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4.3. COMET Testinden Elde Edilen Bulgular

DMSO kontrol, 1 pg/ml vanillik asit ve 2 ug/ml vanillik asit dozlarinda belirlenen
Genetik Hasar Indeksi oram1 kendi aralarinda tek yonlii varyans analizi ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik bulunmustur (p<0,001).

Tukey HSD testi kullanarak ikili karsilagtirmalar yaptigimizda DMSO ile
indiiklenen Genetik Hasar Indeksinin 1 pg/ml vanillik asitle indiiklenenden anlaml1 yiiksek
oldugu gozlenmistir (p<0,05). 2 pg/ml vanillik asitle belirlenen Genetik Hasar Indeksi
oraninin DMSO ile karsilastirildiginda anlamli yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,001). 2
ng/ml vanillik asitle indiiklenen Genetik Hasar Indeksinin de yine 1 pg/ml’lik vanillik asit
muamelesiyle belirlenen Genetik Hasar Indeksinden anlamli yiiksek oldugu ortaya
konmustur (p<0,001).

Negatif kontrol DMSO, tek basina MMC ile MMC + 1 pg/ml vanillik asit ve MMC
+ 2 pg/ml vanillik asidin kombine dozlar1 kendi aralarinda tek yonlii varyans analizi ile
karsilastirldiginda tiim gruplar arasinda Genetik Hasar Indeksi bakimindan istatistiksel
anlamli bir farklilik belirlenmistir (p<0,001).

Bu gruplar arasinda Tukey HSD testi ile yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda
DMSO ile karsilastirildiginda MMC’nin Genetik Hasar Indeksini istatistiksel anlami
diizeyde arttirdig1 gozlenmistir (p< 0,001). MMC + 1 pg/ml vanillik asit Genetik Hasar
Indeksi oranint DMSO kontrole gore istatistiksel anlamli olarak degistirmezken (p>0,05),
MMC + 2 pg/ml vanillik asit kombine muamelesi sonucunda Genetik Hasar Indeksi oram

DMSO kontrolden istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,001).
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Tek basina MMC’ nin olusturdugu Genetik Hasar Indeksi ile karsilastirildiginda
MMC + 1 pg/ml vanillik asit ile muamele sonucunda olusan Genetik Hasar indeksinin
istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu gézlenmistir (p<<0,001). Ayn1 zamanda tek basina
MMC nin olusturdugu Genetik Hasar indeksinin oraninin MMC + 2 pg/ml vanillik asit ile
olusturulan Genetik Hasar Indeksi oranindan istatistiksel anlamda yiiksek oldugu
bulunmustur (p<0,001). Iki kombine doz Genetik Hasar Indeksi bakimindan kendi
aralarinda karsilagtirildiginda MMC + 2 pg/ml vanillik asit dozunun olusturdugu Genetik
Hasar indeksinin MMC + 1 pg/ml vanillik asit dozuyla olusan Genetik Hasar Indeksine
gore istatistiksel anlamda yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,001).

Tiim donorlere ait Genetik Hasar Indeksi ortalama degerleri, sekil 4.3’de gosterilmistir.

1.4 A
1.2 A
1 -
0.8 -
0.6 7 " GHI
0.4 -
0-2 - '

0 1 1 1 1 1 1
DMSO 1ug/ml 2ug/ml Mitomycin - 1ug/ml 2ug [/ ml
kontrol  Vanilikasit Vanilikasit C Vanilikasit Vanilikasit

+ +
Mitomycin Mitomycin
C C

GHI; Genetik Hasar Indeksi, DMSO; Dimetil siilfoksit

Sekil 4.3. Tiim gruplara ait Genetik Hasar indeksi ortalama degerlerinin grafiksel olarak
dagilimi
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COMET testinden elde edilen bulgulardan % Hasarli Hiicre oranlarini, DMSO
kontrol, 1 pg/ml ve 2 pg/ml vanillik asit muamele gruplarinda kendi aralarinda tek yonlii
varyans analizi ile karsilastirdifimizda aralarinda istatistiksel anlamli farklilik oldugu
gozlenmistir (p<0,0001). Tukey HSD testi ile yapilan ikili karsilastirmalarda ise DMSO ya
gore 1 pg/ml vanillik asit dozunun % Hasarli1 Hiicre oranini istatistiksel anlamda azalttigi, 2
pg/ml vanillik asit dozunun ise DMSO ya gore istatistiksel anlamli oranda % Hasarli Hiicre
oranini arttirdigi belirlenmistir (p<0,05 ve p<0,001). 2 ug/ml vanillik asidin % Hasarli
Hiicre orani, 1 pg/ml’lik vanillik asit muamelesine gore belirlenen % Hasarli Hiicre
oranindan istatistiksel anlamli yiiksek oldugu ortaya konmustur (p<0,001). % Hasarl1 Hiicre
oranlar1 bakimindan DMSO kontrol, MMC, MMC + 1 pg/ml vanillik asit ve MMC + 2
png/ml vanillik asit doz gruplar1 kendi aralarinda tek yonlii varyans analizi bakimindan
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel bakimdan anlamli farklilik oldugu bulunmustur
(p<0,001).

Tukey HSD testi kullanilarak yapilan ikili karsilastirmalarda % Hasarli Hiicre
oraninin DMSO kontrole gore MMC ile muamelede anlamli arttif1 belirlenmistir
(p<0,001). DMSO kontrol ile MMC + 1 pg/ml vanillik asit karsilastirildiginda % Hasarli
Hiicre oraninin DMSO kontrolden anlamli yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,005). DMSO
kontrole gére MMC + 2 pg/ml vanillik asit muamelesiyle % Hasarli Hiicre oraninin
istatistiksel anlamda daha yiiksek oldugu goriilmistiir (p< 0,001).

Tek bagina MMC ile MMC + 1 pg/ml vanillik asit dozlar1 % Hasarli Hiicre orani
bakimindan karsilastirildiginda MMC + 1 pg/ml vanillik asidin % Hasarli Hiicre oranini
oldukc¢a anlamh diizeyde azalttig1 saptanmistir (p<0,001).
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MMC muamelesi ile elde edilen % Hasarli Hiicre oraninin MMC + 2 pg/ml doz
muamelesi ile de anlamli azaldig1 goriilmiistiir (p<0,001). MMC + 1 pg/ml vanillik asit
muamelesi sonucunda goézlenen % Hasarli Hiicre orani, MMC + 2 pg/ml vanillik asit

muamelesi Sonucunda elde edilen % Hasarli Hiicre oranina gore anlamli diisiik

bulunmustur (p<0,001).

Tiim dondrlere ait % Hasarli1 Hiicre oran1 ortalama degerleri, sekil 4.4°de gdsterilmistir.

40
35 [ %HH
30
25
20
15
o J : : : : : >

DMSO lug/ ml 2ug/ml Mitomycin 1ug/ml 2ug / ml
kontrol Vanilikasit Vanilikasit C Vanilikasit Vanilikasit
1 1
Mitomycin Mitomycin
C C

w

%HH; % Hasarli Hiicre, DMSO; Dimetil siilfoksit

Sekil 4.4. Tiim gruplara ait % Hasarli hiicre ortalama degerlerinin grafiksel olarak dagilim1

Tiim dozlarin neden oldugu Genetik Hasar indeksi (GHI) ve % Hasarli Hiicre
(%HH) degerleri her dondr igin ayr1 ayri olmak iizere cizelge 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9’ de
gosterilmigtir.

Tiim donérlere ait Genetik Hasar Indeksi ve % Hasarli Hiicre ortalama degerleri gizelge
4.10° da gosterilmistir. Genetik Hasar Indeksi (GHI) ve % hasarli hiicre (%HH)’ lerinin

istatistiksel anlamliliklarinin karsilagtirma sonuglari ¢izelge 4.11° da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. COMET testi sonucunda 1. Dondr i¢in elde edilen veriler

HASARSIZ
v _|(NORMAL)
Dlj]_GERLENDIRILEN HUCRE . . . .
Donér | CALISMA GRUBU Tekrar | HUCRE SAYISI SAYISI TIP1 |TIP2 |TIP3|TIP4 |GHI %HH
1 DMSO Kaontrol A 100 88 5 3 2 2 0.25 7
B 100 89 4 4 1 2 0.23 7
1p / ml Vanilikasit A 100 91 5 2 1 1 0.16 4
B 100 92 3 2 2 1 0.17 5
2 pg / ml Vanilikasit A 100 80 7 7 3 3 0.42 13
B 100 79 9 7 2 3 0.41 12
Mitomycin C A 100 63 3 8 10 16 1.13 34
B 100 64 3 5 10 18 1.15 33
lpg / ml Vanilikasit +
Mitomycin C A 100 82 6 8 1 3 0.37 12
B 100 83 4 7 3 3 0.39 13
2ug / ml Vanilikasit +
Mitomycin C A 100 74 5 9 5 7 0.66 21
B 100 75 6 7 6 6 0.62 19

DMSO; Dimetil siilfoksit, GHI; Genetik hasar indeksi, %HH; % Hasarl1 hiicre
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Cizelge 4.7. COMET testi sonucunda 2. Dondr i¢in elde edilen veriler

HASARSIZ
v | (NORMAL)
Dlj]_GERLENDIRILEN HUCRE . . . .
Donor | CALISMA GRUBU | Tekrar | HUCRE SAYISI SAYISI TIP1 |TIP2 |TIP3 |TIP4|GHI %HH
2 | DMSO Kontrol A 100 86 5 5 2 2 029 |9
B 100 85 7 3 3 2 030 |8
1p / ml Vanilikasit A 100 89 5 3 1 2 022 |6
B 100 90 3 4 2 1 021 |7
2 ug/ ml Vanilikasit | A 100 80 4 9 3 4 047 |16
B 100 79 6 9 3 3 045 |15
Mitomycin C A 100 62 4 5 12 17 118 |34
B 100 61 3 7 10 19 1.23 |36
lpg / ml Vanilikasit +
Mitomycin C A 100 81 5 8 3 3 042 |14
B 100 80 6 9 2 3 039 |14
2ug / ml Vanilikasit +
Mitomycin C A 100 74 6 6 8 6 066 |20
B 100 73 4 10 4 9 072 |23

DMSO; Dimetil siilfoksit, GHI;

Genetik hasar indeksi, %HH; % Hasarl1 hiicre
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Cizelge 4.8. COMET testi sonucunda 3. Dondr i¢in elde edilen veriler

HASARSIZ
V | (NORMAL)
DEGERLENDIRILEN | HUCRE ] ] ] ]
Donér | CALISMA GRUBU | Tekrar | HUCRE SAYISI SAYISI TIP1 |TIP2 |TIP3 |TIP4 |GHI |%HH
3 DMSO Kaontrol A 100 84 7 2 4 3 035 |9
B 100 83 8 5 3 1 031 |9
1u / ml Vanilikasit A 100 88 5 3 3 1 0.24 7
B 100 89 4 4 1 2 023 |7
2 pg/ ml Vanilikasit | A 100 80 3 10 3 4 0.48 |17
B 100 78 5 9 6 2 049 |17
Mitomycin C A 100 58 3 7 13 19 132 |39
B 100 59 6 9 8 18 120 |35
Ipg / ml Vanilikasit
+ Mitomycin C A 100 83 2 10 1 4 0.41 15
B 100 82 5 6 4 3 041 |13
2ug / ml Vanilikasit
+ Mitomycin C A 100 70 6 4 12 8 082 |24
B 100 72 7 5 6 10 075 |21

DMSO; Dimetil stilfoksit, GHI;

Genetik hasar indeksi, %HH; % Hasarl1 hiicre
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Cizelge 4.9. COMET testi sonucunda 4. Dondr icin elde edilen veriler

HASARSIZ
V | (NORMAL)
DEGERLENDIRILEN | HUCRE ] ] ] ]
Donér | CALISMA GRUBU | Tekrar | HUCRE SAYISI SAYISI TIP1 |TIP2 |TIP3 |TIP4 |GHI %HH
4 DMSO Kontrol A 100 85 2 7 2 4 0.38 13
B 100 82 5 6 2 5 0.43 13
1u / ml Vanilikasit A 100 84 8 5 1 2 0.29 8
B 100 86 6 4 2 2 0.28 8
2 ug/ ml Vanilikasit | A 100 79 2 9 5 5 0.55 19
B 100 74 6 11 4 5 0.60 20
Mitomycin C A 100 57 3 9 10 21 1.35 40
B 100 58 5 10 5 22 1.28 37
lpg / ml Vanilikasit +
Mitomycin C A 100 78 6 8 4 4 0.50 16
B 100 82 1 9 5 3 0.46 17
2ung / ml Vanilikasit +
Mitomycin C A 100 68 5 7 6 14 0.93 27
B 100 70 7 4 7 12 0.84 23

DMSO; Dimetil siilfoksit, GHI; Genetik hasar indeksi, %HH; % Hasarl1 hiicre
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Cizelge 4.10. COMET testi ile elde edilen tiim Dondrlere ait verilerin ézet bulgulari

Calisma | Tekrar | Degerlendirilen | Hasarsiz
Gruplarn Hiicre Sayis1 (Normal)
Hiicre TiP 1 TiP2 TiP3 TiP 4 GHI % HH
Sayisi
A 400 85.75+1.71 | 4.75+2.06 425+221 25+£1.00 | 2.75+0.96 0.32+0.06 9.50+2.52
DMSO | B 400 84.75+3.09 | 6.00 £ 1.82 450+ 1.29 2.25+0.96 | 250+ 1.73 0.32+0.08 9.25+2.63

kontrol

A 400 88.00+294 | 575+ 1.50 3.25+1.26 15+1 1.50+ 0.60 0.23+£0.05 6.25+1.71
1pg / ml
Vanilik B 400 89.25+2.50 | 4.00+1.41 3.50+1.00 1.75+0.5 1.50+ 0.60 0.22+0.04 6.75+1.26
asit

A 400 79.75+0.50 | 4.00+2.16 8.75+1.26 3+1.63 4,00 +0.82 0.48 £0.05 16.25+2.50
2 pg / mi
Vanilik B 400 7750+238 | 6.50+1.73 9.00+1.63 3+£0.82 3.25+1.26 0.49 £0.08 16.00 + 3.37
asit

A 400 60.00+2.94 | 3.25+0.50 7.25+1.71 11.25+1.5 | 18.25+2.22 | 1.24+0.11 36.75+3.20
Mitomyc
inC B 400 60.50+2.64 | 4.25+1.50 7.75+222 8.25+2.36 | 19.25+1.89 | 1.21+0.05 35.25+1.71
Ing / ml | A 400 81.00+£2.16 | 4.75+1.89 8.50 + 1.00 225+1.5 | 3.50+0.58 0.425+0.05 | 14.25+1.71
Vanilik
:ASIittomy: B 400 81.75+1.26 | 4.00+2.16 7.75+1.50 3.5+1.29 3.00+£0.00 0.41+0.03 14.25+ 1.89
inC
2ng / ml | A 400 71.50+3.00 | 5.50+0.58 6.50 +2.08 7.75+3.09 | 8.75+3.60 0.77 £ 0.13 23.00+ 3.16
Vanilik
EASIittomy: B 400 7250+2.08 | 6.00= 141 | 650+2.64 |575+126| 925250 |0.73+0.09 | 2150+ 1.91
inC
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Cizelge 4.11. COMET testinin Istatistiksel anlamliliklarinin karsilastirma sonuglar

Karsilastirilan Gruplar P Degeri Farklarn istatistiksel anlamlilig
GHI

DMSO -1 pug/ mlVA P<0.05 Anlamli
DMSO - 2 ug / ml V.A P<0.001 Anlaml
lug/mVA- 2u/pul VA P<0.001 Anlamli
DMSO - MMC P<0.001 Anlamli
DMSO - MMC + 1 pg/ ml V.A P>0.05 Anlamsiz
DMSO - MMC + 2 pug / ml V.A P<0.001 Anlaml
MMC -MMC + 1 ug/ mlV.A P<0.001 Anlamli
MMC — MMC + 2 pug/ ml V.A P<0.001 Anlaml
MMC +1ug/mlVA-MMC +2 pug/ mlV.A P<0.001 Anlamli
% HH

DMSO - 1 pg/ ml V.A P<0.05 Anlaml
DMSO - 2 ug / ml V.A P<0.001 Anlaml
lug/mVA- 2ug/mlVA P<0.001 Anlamli
DMSO — MMC P<0.001 Anlamli
DMSO - MMC + 1 ug/ mlV.A P<0.005 Anlamli
DMSO - MMC + 2 pug / ml V.A P<0.001 Anlaml
MMC - MMC + 1 pg/ ml VA P<0.001 Anlamli
MMC - MMC + 2 ug/ mlV.A P<0.001 Anlaml
MMC + 1 ug/ mlVA-MMC+2pg/ml VA P<0.001 Anlamli

DMSO; Dimetil siilfoksit, GHI; Genetik hasar indeksi, %HH; % Hasarli hiicre, MN; Mikroniikleus, MMC; Mitomisin C, V.A; Vanillik asit
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5. TARTISMA VE SONUC

Insanlar giinliik yasamlarinda veya calisma ortamlarinda bilerek veya bilmeyerek
genotoksik ajanlarin mutajenik ve karsinojenik etkilerine maruz kalmaktadirlar.Gelisen
teknoloji ile birlikte iiretilen yeni kimyasal ilaglar, gida katki maddeleri, tarim ilaglar1 ve
cevreye verilen atiklar canlilarin genetik yapisinda degisiklikler olusturabilmektedir.

Insan hiicrelerinde DNA hem endojen hem eksojen ajanlarin saldirisia agik bir
makromolekiildiir ve bunun sonucunda siirekli olarak hasara ugramaktadir. Endojen
metabolik siireclerle olusan reaktif oksijen tiirevleri, lipid peroksidasyonu, deaminasyon,
depiirinasyon gibi siiregler mutasyona sebep olabilirler (Lim ve ark. 2005).

Eksojen kaynakli kimyasallar DNA hasarmin en énemli kaynagidir. Iyonize veya UV
radyasyon, sigara ve tiirevleri, ¢evre kirliligi ve kemoterapdtik ilaglar insanin maruz
kalabilecegi mutajen ajanlar i¢cinde sayilabilir. Bunlar i¢cinde endojen ve eksojen ajanlarin
tetikledigi metabolik siirecler sonucunda meydana gelen reaktif oksijen tiirevleri onemli bir
yer tutmaktadir (Gutteridge 1995).

Kisaca serbest radikaller olarak adlandirilan bu molekiillerin olusum hiz1 ile bunlarin
ortadan kaldirilma hizi bir denge ic¢indedir. Bu denge saglandig: siirece organizma serbest
radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan
kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur (Tekcan 2009). Bu
sebeplerle insanlarda oksidatif hasar olusturabilecek endojen ve eksojen ajanlarin etkilerinin
ve bunlar1 engelleyebilecegi diisiiniilen antioksidan maddelerin etkilerinin arastirilmasi
giinlimiizde olduk¢a 6nem kazanmustir.

Calismada alkilleyici bir ajan olarak bilinen mutajen, klastojen ve ayni zamanda
oksidatif hasar olusturan mitomisin C (MMC) ile muamele edilmis insan kan lenfositlerinde
iki farkli yontemle genotoksik etki belirlenmeye c¢alisiimistir. 0.25 pg/ml Mitomisin C ile
muamele edilen insan kan lenfositleri ile gergeklestirilen in vitro mikroniikleus ve COMET
calismalarinda kontrole oranla gozlenen yiiksek oranda mikroniikleuslu hiicre, diisiik niikleer
boliinme indeksi, artmis genetik hasar indeksi ve % hasarli hiicre oram literatiirle uyumlu

olarak mitomisin C nin giiglii genotoksik bir ajan oldugunu gostermektedir.
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Mitomisin C esas olarak DNA alkilleyici ajanlar grubundan bir ilagtir. DNA ile
carpraz baglanarak alkil grubu ekleme 6zelligine sahip bu ilacin ayn1 zamanda hiicrede
oksidatif hasar olusturdugu da bilinmektedir (Mark ve ark.1994)

Mitomisin C’nin insan kan lenfositlerinde kromozom aberasyonu ve kardes kromatid
degisimi oranini arttirdig1 (Shiraishi ve ark. 1979), MN oranmni anlamli oranda yiikselttigi
(Fauth ve ark. 2000) insan karaciger fibroblastlarinda MN olusumunu yiliksek anlamlilikta
indiikledigi (Nesti ve ark. 2000) cesitli calismalarda gosterilmistir.

Yine ¢aligmamizda antioksidan 6zellikli bir bitkisel fenolik bilesik olan vanilik asidin
belirlenen doz sinirlari i¢inde insan kan lenfositlerinde herhangi bir sitotoksik ve genotoksik
etkisinin olmadigini da mikronukleus ve COMET testi yardimi ile gozlemledik. Vanilik asit
fenolik OH grubu igermesi sebebi ile antioksidan bir bilesiktir. Yenebilir bitki ve meyvelerde
bulunur ve antimikrobiyal, antimutajenik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Boobalan ve
Mol 2010). Vanilik asit ve protokatesik asitin yiiksek antioksidan aktivitesi Szwajgier ve
ark.(2005) tarafindan gdsterilmistir.

Literatiirde agirlikli olarak vanillin ile gerceklestirilmis antimutajenite, antioksidan
etki ve antikarsinojenite ¢alismalar1 bulunmaktadir (Parthasathy ve ark. 2008, Sasaki ve ark.
1990, King ve ark. 2007).

Vanilik asit, vanillinin oksidize formudur ve vanilline kiyasla serbest radikal
temizleme aktivitesi bakimindan daha giiclii etki gosterdigi bildirilmistir (Chouth ve ark.
2010).

Calismamizda kullandigimiz vanilik asidin 1 pg/ml dozu mikronukleus testinde
anlamli bir hasar olusturmazken, 2 pg/ml dozda vanilik asit MN diizeyini kontrole gore
anlamli arttirmistir. Vanilik asit ile ilgili bu yonde bir bilgi bulunmamakla birlikte vanilinin
yiiksek konsantrasyonlarda memeli hiicrelerinde sitotoksik etkili oldugu bilinmektedir
(Keshava ve ark. 1998). Calismamizda sitotoksik etkiyi belirleme amacl ger¢eklestirdigimiz
Niikleer Boliinme Indeksi testinde vanilik asitin her iki dozunun da sitotoksik etki
gostermedigi gozlemlenmistir. Chiang ve ark.(2003) vanilik asitin insan lenfosit boliinme

aktivitesini tegvik ettigini géstermislerdir. Bulgularimiz bu ¢alisma ile uyum gostermektedir.
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Vanilik asitin okside olmamis formu olan vanillin ile 6karyotik sistemlerde yapilan
cesitli antimutajenite ve antikarsinojenite calismalarinda elde edilen sonuglar belirsizlik
gostermektedir. In vitro Cin hamster1 V79 hiicrelerinde UV ve X 1511 rasyasyonunun
olusturdugu sitotoksik etki 7 glin boyunca vanillin ile muamele sonucundan anlamli oranda
azalmistir (Imanishi ve ark. 1990).

Vanillik asit ile MMC’nin kombine kullanildig1 c¢alismamizda da vanillik asit
MMC’nin azalttign Niikleer Boliinme Indeksi’ni artirarak MMC’nin sitotoksik etkisini
indirgeme egilimi gostermistir. Vanillik asit ile calismamizdaki COMET testi sonuglarinda 1
pg/ml dozda genetik hasar indeksi ve % hasarli hiicre oranlar1 kontroliin iizerine ¢ikmazken
2 png/ml dozda vanillik asidin hem kontrolden hem de 1 pg/ml dozdan yiiksek genetik hasar
indeksi ve anlamli oranda % hasarl1 hiicre olusturdugu gézlenmistir. Vanillin ile yapilan in
vitro bir ¢alismada da hem MMC muamelesinden 6nce hem de sonra vanillinin ¢in hamster1
ovaryum hiicrelerinde kardes kromatid degisimi (SCE) oranim arttirdigi belirlenmistir.
Vanillinin bu etkisi ise pek ¢ok alkilleyici ajan ile in vitro ¢in hamster1 ovaryum hiicrelerinin
muamelesi sonrasinda gozlemlenmistir (Sasaki ve ark.1990).

Calismamizda vanillik asit ile birlikte MMC uyguladigimizda MMC ile olusan
yiksek MN oraninin oOzellikle 1 pg/ml dozda kontrol diizeyine kadar geriledigi
gozlemlenmistir. Benzer olarak ayni doz kombinasyonu COMET testinde Genetik Hasar
Indeksi'ni kontrole yakin diizeye indirgemistir. Vanillik asitin antimutajenik etkisi
Salmonella TA104 susu ile gerceklestirilen AMES testi ile gosterilmistir (Shaughnesy DT ve
ark. 2001). Vanilik asitin okside olmamis formu olan vanilinin in vivo fare kemik iligi
hiicrelerinde MMC’nin indiikledigi mikroniikleus oranini azaltici etki gosterdigi Inouye ve
ark.(1988) tarafindan bildirilmistir. Cesitli bitkisel fenolik bilesiklerle gergeklestirilmis
antimutajenite, antigenotoksisite ve antioksidatif etkiye dair ¢ok sayida calisma

bulunmaktadir. § Karoten gibi antioksidan &6zelligi ile taninan bitkisel bir karotenoidin in

vitro saglikli insan lenfosit kiiltiirlerinde MMC’nin indiikledigi kardes kromatid degisimi

oranini anlamli azalttig1 belirtilmistir.

93



Vanillik asidin antimutajenik ve antioksidan etkilerinin fenolik OH grubu
icermesinden kaynaklandigi bilinmektedir. Ayrica tekli oksijen radikallerini yakalamasi ve
serbest radikallere hidrojen atomu vermesi de antioksidan 6zelligini arttirmaktadir (Atnip
2010). Vanillinin antimutajenik etkisi de yine benzer mekanizmalar {izerinden
ger¢eklesmektedir (Kumar ve ark. 2000).

Vanillinin in vitro V79 hiicrelerinde H,O, tarafindan olusturulmus DNA hasarimi
indirgedigi gosterilmistir (Tamai ve ark. 1992). Ancak vanilinin N-metil-N-nitroguanidin,
MMC ve H,O, tarafindan olusturulan toksisiteyi arttirdigi, insan hamster hibrid hiicresi
olan A1 hiicrelerinde ortaya konmustur (Gustafson ve ark. 2000).

Calisgmamizda da vanillik asidin 2 pg/ml dozu ile MMC’yi kombinledigimizde 1
pg/ml vanilik asit + MMC doz grubuna gore MN’li hiicre oraninda anlamli bir artig
gozlenmistir. Ayrica Niikleer Boliinme indeksi’nde de bir azalma ortaya ¢ikmisti. COMET
testinde de benzer sekilde Genetik Hasar indeksi’nde anlamli artma ve % hasarli hiicre
oraninda anlamli bir artigin ortaya ¢ikmasi vanilik asidin 2 pg/ml dozunun toksik etkisini
gostermektedir. Bu dozda vanillik asitin MMC ile sinerjistik bir etkisi gézlenmemistir.
Ciinkiit MMC tek basina verildiginde olusan toksik etkiye gore 2 pg/ml’lik vanillik asit ile
birlikte uygulandiginda genetik hasar indeksinde ve % hasarli hiicre oraninda anlamli azalma
meydana gelmistir.

Bitkisel fenolik bilesikler genis bir bitki grubundan elde edilen ve 8000’in iizerinde
sayida bir bilesik grubudur. Bunlar bitkilerde antioksidan, antimikrobiyal, fotoreseptor
etkiler gostermektedir. Bununla birlikte 6zellikle antioksidan ozellikleri nedeni ile insan
diyetinde 6nemli bilesikler olarak rol oynamaktadirlar. Antioksidanlar direk ve dolayli olarak
ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik serbest radikallerin istenmeyen
etkilerine karsi hiicreyi koruyan maddelerdir. Reaktif oksijen tiirevleri normal aerobik
metabolizma esnasinda diizenli olarak iiretilir ve ¢esitli antioksidanlar tarafindan giivenli bir
sekilde uzaklastirilir. Calismamizda kullandigimiz vanillik asit, antioksidan 6zellikleri
oldugu bilinen bir fenolik bilesiktir ve 6zellikle son yillarda yiyeceklerde koruyucu madde

olarak da kullanilmaktadir.
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Calismamizin sonucunda vanillik asidin belirli dozlarda kullanildiginda, serbest
radikal olusturarak mutajenik etki gdsteren ve hiicrede oksidatif stres olusturan MMC nin
genotoksik etkisini anlamli oranda azalttig1 ortaya konmustur. Besinlerle kolayca alinabilen
bir bilesik olmasi insanlardaki oksidatif stresten korunmada kullanilabilme imkani
vermesine ragmen yiiksek dozlarda tiiketimde g¢alismamizda gézlendigi gibi toksik etki
gosterebilecegi de goz Oniine alinmalidir. Bu sebeple bu bilesikle gerceklestirilen in vitro ve
in vivo genotoksisite/antigenotoksisite ¢alismalarinin azligina da dayanarak vanillik asitle
diger in vitro ve in vivo kisa zamanli genotoksisite testlerinin de gerceklestirilmesi

gerektigini diisiinmekteyiz.
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EKLER

EK 1 MN Testine Gore Mikroniikleus I¢eren ki Cekirdekli Hiicreler

Tek Mikroniikleus igeren iki ¢ekirdekli hiicre

Iki Mikroniikleus igeren iki ¢ekirdekli hiicre
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EK 2 COMET Testine Gore Tip 0,1,2,3,4, Olarak Degerlendirilen Hiicreler

COMET testine gore Tip 0 olarak degerlendirilen hiicre

COMET testine gore Tip 1 olarak degerlendirilen hiicre
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COMET testine gore Tip 2 olarak degerlendirilen hiicre

COMET testine gore Tip 3 olarak degerlendirilen hiicre
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COMET testine gore Tip 4 olarak degerlendirilen hiicre
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