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OZET

Bu ¢alismada, MMC’nin insan lenfositlerinde meydana getirdigi kromozomal
anormallikler (KA), kardes kromatid degisimleri (KKD) ve mikroniikleus (MN)
olusumlarina kars, lipoik asit (LA) ve ferulik asitin (FA) antigenotoksik etkileri
arastirlmistir. Ayrica, MMC’nin mitotik indeks ve replikasyon indeksi
iizerindeki etkilerine karsi, lipoik asit ve ferulik asitin antioksidan aktivitesine
bagh iyilestirici bir etkisinin olup olmadig1 da incelenmistir. LA ile yapilan
calismada her bir Kkiiltiire 48 saat siire ile 0,2 pg/ml MMC uygulanmistir. Lipoik
asit uygulamasi, MMC’den 1 saat once, es zamanh ve 1 saat sonra olmak iizere
i¢ farkh sekilde, ii¢ farkhh konsantrasyon kullanilarak (0,5, 1, 2 pg/ml)
yapilmistir. FA uygulamasi ise 24 saat siireyle MMC ile es zamanh olarak bes
farkhh konsantrasyon (0,25, 0,50, 1, 2, 4 pg/ml) kullanilarak yapilmstir.
Deneylerde, bir negatif kontrol, bir pozitif kontrol (0,2 pg/ml MMC) ve bir de
coziicii kontrol (10pg/ml etanol) bulundurulmustur. MMC ile lipoik asit ve
ferulik asidin kombine uygulandig kiiltiirlerin hepsinde, hem KA/hiicre hem de
anormal hiicre frekanslarinda, pozitif kontrole gore bir azalma gozlenmistir. Bu
azalma LA uygulamasinda istatistiksel olarak anlamhdir. LA ve FA eklenmis
tim kiiltiirlerde, MMC tarafindan olusturulan KKD/hiicre ve MN/hiicre
frekanslarinda da istatistiksel olarak anlamh bir azalma gozlenmistir. Bu

sonuclar lipoik asit ve feulik asitin MMC tarafindan olusturulan genetik hasar



iizerine antiklastojenik ve antimutajenik etkisinin oldugunu gostermektedir.
Diger yandan, LA ve FA tiim dozlarda mitotik indeksde istatistiksel olarak
onemli bir azalmaya yol agcmistir. Bu da bu iki antioksidanin antimitotik etkili

oldugunu gostermektedir.
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ABSTRACT

In this study, antigenotoxic effects of lipoic acid and ferulic acid on MMC
induced chromosomal aberrations, sister kromatid exchanges and micronucleus
in human lymphocytes was investigated. Preventive efficacy of LA and FA due
to their antioxidant properties against the effect of MMC on the mitotic index
and replication index was also investigated. In the LA study, all cultures were
treated with 0,2 pg/ml MMC for 48 hours. Three different consantrations (0,5,
1, 2 pg/ml) of LA was added to the MMC induced cultures for three different
times; 1 hour pre-teratment, simultanous treatment and 1 hour post-treatment.
In the FA study, the MMC induced cultures were simultaneously treated with
five different consentrations (0,25, 0,5, 1, 2, 4 ng/ml) for 24 hours. A negative
control, a positive control and a vehicle treated control (ethanol) was also
included. In all the cultures treated with MMC+LA and MMC+FA, the
frequency of abnormal cells and CA/cell were reduced compared with MMC
treated cells. This reduction was significant in LA treatment. Statistically
significant reduction was also observed in SCE/cell and MN frequencies in both
LA and FA treatments. These results show anticlastogenic and antimutagenic
effects of LA and FA against MMC induced genetic damage. On the other hand,

LA and FA treatments induced significant reduction in the mitotic index in all
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treatments. These results indicate that these these two antioxidants have

antimitotic effects in human culture cells.

Science Code : 203.1.048
Key Words : Lipoic acid, Ferulic acid, MMC, antigenotoxic effect,
chromosomal effects (CAs), sister chromatid exchanges (SCEs),

mitotic index (MI), micronucleus (MN)
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1. GIRIS

Insanlar giinliik yasamlarinda veya c¢alisma ortamlarinda ¢ok sayida genotoksik
ajanin mutajenik ve kanserojenik etkisi ile karsilagmaktadirlar. Gelisen teknoloji ile
birlikte tiretilen yeni kimyasallar, ilaglar, gida katki maddeleri, tarim ilaclari, ¢cevreye
verilen atiklar canlilarin genetik yapisinda mutasyon olusturma riski tasimaktadir.
Iste bu riski nedeniyle, birgok cevresel kimyasal in vivo ve in vitro testler ile
mutajenik  ve  kanserojenik  etkileri = bakimindan  arastirilmakta @ ve
degerlendirilmektedir. Yapilan bir¢ok aragtirmada, kimyasallarin mutajenik etkileri
ile kanser olusturma riski arasinda pozitif bir iligki oldugu gosterilmistir [Stich ve
Dunn, 1986; Kaderlik ve ark., 1992]. Bundan dolay1 oncelikle bu zararli ajanlara
maruziyetin en aza indirilmesinin, bu hastaliklardan korunmak i¢in en iyi yol olacagi
One siiriilmektedir. Ancak modern yasamda genotoksisitenin kaynagini tamamen
elimine etmek miimkiin degildir [Hernandez-Ceruelos ve ark., 2002]. Bu nedenle, iyi
bilinen antimutajenlerin tanimlanmas1 ve kullanilmasi, insan sagliginin
iyilestirilmesinde, kanser ve genetik hastaliklardan korunmada ¢ok Onemli bir
stratejidir [Garcia ve ark, 2006; Hernandez-Ceruelos ve ark., 2002; Anderson, 1996;
Ferguson, 1994].

Antitiimdral ajanlar bircok insan kanserlerine karsi ortak bir terapotik etki
gostermekle birlikte, memeli hiicrelerinde toksisiteye neden olan diger kimyasal
ajanlar gibi, spesifik biyomolekiillerle etkileserek hasara neden olduklari, fizyolojik
yan etkilere yol agtiklar1 ve tiimdr olmayan hiicrelerde ikincil tiimdrlerin dogmasina
neden olabilecek genotoksik etkileri indiikleyebildikleri bilinmektedir [Weijl ve
ark.,1997; Gentile ve ark., 1998]. Farkli kategorilerden antitiimoral ilaglar ile
muamelenin hem in vitro calismalarda, hem de in vivo c¢alismalarda hiicrelerde

serbest radikallerin olusumuna yol actig1 bulunmustur [ Antunes et al, 2000].

Antitiimoral ajanlarin yan etkilerini azaltmak ic¢in bircok hastada besin takviyesi
ve/veya vitamin kombinasyonu terapisi uygulanmaktadir. Bu besin ve vitamin
kombinasyonlarinin birgcogu Onemli miktarlarda antioksidanlari, serbest radikal

sliptiriicli ajanlar1 ve/ veya genel bloklayict ajanlar icermektedir [Mitscher ve ark.,



1996]. Bu tiir ajanlar antitiimor ilag uygulamalarinin fizyolojik yan etkilerini azaltma
potansiyeline sahip olmakla kalmayip, ayni zamanda genotoksik etkileri

siirlandirmak i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptirler [Waters ve ark., 1996].

Son yillarda bir¢ok farkli maddenin, farkl: test sistemleri ile antigenotoksik etkilerini
ortaya koyan caligsmalar yapilmaktadir. Bu deneylerin dayandigi temel prensip,
antimutajenik etkisi test edilecek maddenin, mutajen oldugu bilinen bir madde ile
birlikte kullanilmasidir. Deneylerin amaci; memelilerde test mutajeni tarafindan
olusturulan sitogenetik hasarin, antioksidan maddenin etkisi ile azalip azalmadigim
kontrol etmek ve bunun hangi kosullar altinda gerceklestigini belirlemektir [Renner,

1984].

Bu arastirmada, antioksidan maddelerden a-lipoik asit ve ferulik asitin, antitiimoral
bir ajan olan mitomisin-C (MMC) tarafindan olusturulan genetik hasar iizerine, olasi
antigenotoksik etkileri incelenmistir. MMC, DNA iplikleri arasinda ¢apraz
baglanmalara yol agan alkilleyici bir ajan ve dogal bir antibiyotiktir [Krishna ve ark.,
1986]. Ancak diger antitiimoral ilaclar gibi, hem prokaryotlarda, hem de 6karyotlarda
mutajen oldugu ve Ozellikle kromatid tipi aberasyonlarin, kardes kromatid
degisimlerinin ve mikroniikleuslarin sayisimi arttirdigr bilinmektedir [Vig, 1977].
Lipoik asit, insanlarda ve hayvanlarda organizmanin kendisi tarafindan da
sentezlenen, bilinen en giiglii antioksidanlardan biridir. Hem suda hem de yagda
eriyebilen, bu nedenle de hiicrenin hemen her yerinde gorev iistlenebilen tek
antioksidandir [Packer, 1995]. Bu avantaji ve diisiik toksisitesi nedeniyle, serbest
radikal hasarma karst etkili terapdtik bir ajan olarak, artan bir ilgi ile
kullanilmaktadir. Ferulik asit ise, sebze ve meyvelerde bol bulunan, giiglii
antioksidan ozelliklere sahip oldugu bilinen fenolik bir bilesiktir [Graf, 1992]. Lipoik
asit ve ferulik asitin her ikisinin de antioksidan aktivitesi nedeniyle, ¢ok cesitli
hastaliklarda etkili oldugu gosterilmistir. Bu 6zellikleri goz oniinde bulundurularak,
bu calismada lipoik asit ve ferulik asidin, MMC tarafindan olusturulan kromozomal
anormallikler, kardes kromatid degisimleri, mikroniikleus ve mitotik indeks ile
replikasyon indeksi degisimleri iizerinde, antioksidan aktivitelerine bagh iyilestirici

etkilerinin olup olmadiginin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Serbest Radikaller

Son yillarda siklikla duydugumuz “serbest radikaller” hem viicudumuzun normal
metabolik faaliyetleri sirasinda olusabilen, hem de pestisitler, gida katki maddeleri,
ilaglar, endiistriyel kimyasallar, radyasyon, alkol, sigara, stres, viriisler, agir metaller
gibi pek cok dis kaynakli etkenlerle olusabilen reaktif molekiillerdir [Sarag, 2005].
Serbest radikaller, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve c¢ok etkin
molekiiller olarak tanimlanirlar [Mercan, 2004]. Serbest radikallerin yiiksek diizeyde
reaktif bilesikler olmalari, en dis yoriingelerinde eslesmemis elektron tasimalarindan
ve bu nedenle kolayca diger organik ve anorganik molekiillerle reaksiyona
girmelerinden kaynaklanmaktadir [Sarag, 2005]. Yani serbest radikaller, atomik ya
da molekiiler yapilarinda ¢iftlesmemis bir veya daha fazla elektron tagiyan ve baska
molekiiller ile kolayca elektron aligverisine giren molekiillerdir [Halliwell, 1991a;
Cavdar ve ark., 1997; Anderson, 1996, Akkus, 1995]. Bu molekiillere “oksidan
molekiiller” veya “Reaktif Oksijen Partikiilleri” (ROP) de denilmektedir.

Canli hiicrelerdeki serbest radikallerin kaynagi ve radikal reaksiyonlarinin asil
bagslaticilari, diinya atmosferindeki oksijen molekiilleridir. Atmosferde %20 civarinda
bulunan oksijen, biitlin aerobik organizmalarda solunum ve diger oksidatif
reaksiyonlar i¢in gerekli hayat kaynagidir. Ancak aerobik organizmalarda oksijen
kullantminin dogal sonucu olarak, molekiiler oksijenin indirgenmesi sirasinda reaktif
oksijen tiirleri olusur [Anderson, 1996; Bur¢ak ve Andican, 2004]. Bu nedenle
biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir
[Mercan, 2004]. Oksijenin elektronlar1 Oyle bir sekilde dagilmislardir ki bu
elektronlardan iki tanesi eslesmemistir. Bu yiizden oksijen bazen bir diradikal olarak
da degerlendirilir. Oksijenin bu 6zelligi, onun diger serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona
girer. Oksijen en son suya indirgenir. Bu arada, kismi rediiksiyonla ¢ok sayida

yiiksek derecede reaktif iirlinler de olusabilir [Akkus, 1995].



Organizmada ¢esitli reaksiyonlarla pek c¢ok tirde reaktif oksijen partikiilleri

olusabilir.

Reaktif Oksijen Partikiilleri
1 - Radikaller:

Stiperoksit radikal (O,- )
Hidroksil radikal (OH-)
Alkoksil radikal (RO-)
Peroksil radikal (ROO-)

2 - Radikal olmayanlar:
Hidrojen peroksit (H,O;)
Lipid hidroperoksit (LOOH )
Hipoklorik asit (HOCl)

3 - Singlet (tek) oksijen

Serbest radikaller pozitif yiiklli, negatif yilikli veya elektriksel olarak nétral
olabilirler, ayrica organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu **, Fe*",
Mn®" ve Mo”" gibi gecis metallerinin de ortaklanmamus elektronlar1 oldugu halde
serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalize

etmelerinden dolay1 serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar.

Membranlardan kolaylikla gec¢ip hiicreler iizerinde bazi fizyolojik etkilere sahip
olabilen hidrojen peroksit ise ¢iftlesmemis elektrona sahip olmadigindan bir serbest
radikal degildir. Bu nedenle reaktif oksijen partikiilleri (ROP) terimi, siiperoksit gibi
radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi radikal olmayanlar i¢in ortak olarak

kullanilan bir terimdir.

Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin
kendisi, siliperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil
radikalidir. Bunlardan ilk dordiinlin cesitli reaksiyonlar1 ile hidroksil radikali

meydana gelir [Akkus, 1995]. Bir proton ve bir elektron igeren hidrojen radikali (H-)



en basit serbest radikaldir. Diger molekiillerden hidrojen radikalinin tasinmasi ile
genellikle zincir reaksiyon baglatilir, 6rnegin lipid peroksidasyonu sirasinda
[Anderson, 1996]. Boylece serbest radikaller en sik olarak lipit yapilarda olusur.
Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipit radikali meydana
gelir. Olusan lipit radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipit peroksi radikalini
olusturur. Lipit peroksi radikali lipitlerle zincir reaksiyonu baglatir ve lipit
hidroperoksitler olusur. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlar1 bu rekasiyonlari
hizlandirir ve lipit peroksidasyonu olarak bilinen bu reaksiyonlar zincir reaksiyon
seklinde siirekli devam eder. Lipit radikaller yiiksek derecede sitotoksik iirlinlere de
dontigebilir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinen iiriin aldehit grubundan malondialdehittir
(MDA) [Cavdar ve ark., 1997]. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon
aligverisine etki ederek, membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve
iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden
olur. MDA, DNA’nin azotlu bazlar1 ile de reaksiyona girebilir. Bundan dolay1

mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve kanserojendir [Mercan, 2004].

Oksijen molekiilii, orbitalinde ciftlesmemis elektron tasiyorsa siiperoksit radikali
olarak adlandirilir. Nétrofilleri, monositleri, makrofajlar1 ve eozinofilleri iceren aktif
fagositler, yabanc1 maddeleri yok ederken, biiyiik miktarda siiperoksit olustururlar.
Boylece organizmadaki normal koruyucu mekanizmanin kendisi de hasar verici
olabilir. Diger bir reaktif oksijen tiirii ise, normal oksijenden ¢ok daha hizli bir
biyolojik molekiil olan ve yapisinda iki adet ¢iftlesmemis elektron tasiyan singlet
oksijendir. Singlet oksijen hiicre membranindaki poliansatiire yag asitleri ile
reaksiyona girerek lipit peroksitlerin olusumuna yol acar [Cavdar ve ark., 1997]. Bir
baska fizyolojik serbest radikal nitrik oksittir (NO-). Nitrik oksit asir1 miktarlarda
olustugunda toksik olabilir. Siiperoksit, hidroksil radikalleri olusturmak {izere bakir
ve demir iyonlar ile reaksiyona girebilir veya nitrik oksit ile kombine olabilir. NOs,
OH- veya CCIl30,- gibi reaktif radikaller, membranlarda veya lipoproteinlerde
doymamis yag asidi zincirlerinden bir hidrojen atomu ¢ikarirlar. Bu islem, karbon
tizerinde eslesmemis elektron birakir. Karbon radikali oksijen ile reaksiyona girer ve
olusan peroksil radikali bitisigindeki yag asidi zincirlerine saldirir ve yeni karbon

radikalleri olusturur; bdylece zincirleme bir reaksiyon devam eder. Tek bir reaktif



serbest radikal atagi biitiin yag asidi zincirini okside edebilir ve membran
proteinlerine zarar verebilir. Bu durum membrani hasarli hale getirir ve membran

pargalanmalarina yol acar.

2.2. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Serbest radikaller, iyonize radyasyonun etkisi gibi nadir durumlar disinda, hiicrelerde
genellikle elektron aktarimi reaksiyonlariyla olusurlar. Bu reaksiyonlar, ya
enzimlerin etkisiyle ya da non-enzimatik olarak gecis metalleri iyonlarmin redoks
kimyas1 aracilig1 ile gerceklesir [Akkus, 1995]. Normalde hiicrelerde en biiyiik
serbest radikal kaynagi, mitokondrilerdeki elektron tasima zincirinden elektron
sizintisidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri
biiylik oranda indirgendigi zaman, mitokondriyal siiperoksit radikali {iretimi artar.
Serbest radikal iiretimi, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarinda, zara baglh
sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda
oldugu gibi, birgok anabolik ve katabolik islemler sirasindaki reaksiyonlarda

molekiiler diizeyde elektron kagislari olur ve bu sirada ROP'lar olusur.

Hiicrelerde serbest radikal iiretimi, baz1 yabanci toksik maddeler tarafindan biiyiik
oranda arttirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal {iretirler veya
antioksidan aktiviteyi diisiiriirler. Bu tip maddeler 4 grupta toplanabilir. Birincisi
toksinin kendisi bir serbest radikal olabilir. Kirli havanin koyu rengini veren azot
dioksit (NO,-) gaz1 bdyle bir maddedir. ikinci durum, toksin bir serbest radikale
metabolize olabilir. Ornegin toksik bir madde olan karbontetrakloriir, karacigerde
sitokrom P-450 tarafindan triklorometil serbest radikaline doniistiiriiliir. Bu radikalin
oksijenle reaksiyonu sonucu meydana gelen peroksil radikali de kuvvetli bir lipit
peroksidasyonu baslaticisidir. Boylece, reaktif serbest radikal iiretimi, karacigerde
antioksidan savunmalar1 agar. Bu da hiicrelerdeki membranlarin oksidatif yikimi ve
ciddi doku hasari ile sonuglanir. Ugiincii durum, toksinin metabolizmas! sonucu
serbest oksijen radikali meydana gelebilir. Bunun tipik bir 6rnegi paraquatdir.
Ozellikle karacigerde biriken paraquat, bir serbest radikale indirgendikten sonra,

tekrar yiikseltgenerek rejenere edilirken beraberinde oksijen indirgenir. Bdylece bol



miktarda siiperoksit iiretilmis olur. Diyabetik bir ajan olan alloksan da paraquat gibi
etki eder. Yine antikanserojen bir madde olan doxorubicin, DNA replikasyonunu
inhibe ederken, muhtemelen ©6nemli miktarda siiperoksit ve hidroksil radikali
tiretimine de sebep olur. Dordiinli durumda toksin, antioksidan aktiviteyi diisiirebilir.
Ornegin, parasetamoliin karacigerde sitokrom P-450 tarafindan metabolize

edilmesiyle, glutatyonla reaksiyona giren ve miktarin1 azaltan bir iirlin meydana

gelmektedir [Akkus, 1995].

Reaktif Oksijen Partikiillerinin Kaynaklari [Carroll, 1987; Cavdar ve ark., 1997]

I - Normal biyolojik islemler

1 - Oksijenli solunum

2 - Katabolik ve anabolik islemler

IT - Oksidatif stres yapici durumlar

1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite -intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi

a-) Inhale edilenler

b-) Aligkanlik yapan maddeler

c-) Ilaglar

3 - Oksidan enzimler

a-) Ksantin oksidaz

b-) Indolamin dioksigenaz

c-) Triptofan dioksigenaz

d-) Galaktoz oksidaz

e-) Siklooksigenaz

f-) Lipooksigenaz

g-) Monoamino oksidaz

4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara

III - Yaslanma siireci



2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin seviyesini ve indiikledikleri hasar1t sinirlandirmak igin
viicutta antioksidan savunma sistemleri gorev yapmaktadir. Canli hiicrelerde bulunan
protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu
Onleyen veya azaltan maddelere antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma
denilmektedir [Cavdar ve ark., 1997]. Antioksidanlar, hem direkt hem de dolayl
olarak ksenobiyotiklerin, ilaclarin, kanserojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarinin

istenmeyen etkilerine kars1 hiicreleri korurlar [Mercan, 2004].

Antioksidanlarin etkileri sdyle aciklanabilir; dogranmis bir elma agik havada
birakilirsa, kahverengiye doniisiir; iizerine biraz limon suyu damlatilirsa elma beyaz
kalacaktir. Elmanin renginin degismesinin sebebi oksidasyon siirecidir. Limon
suyunda ise bir antioksidan olan C vitamini vardir, bu da elmanin oksidasyonunu
engellemektedir. Iste antioksidanlar sadece elmada degil, insan hiicrelerindeki

oksidasyonun da zararl etkilerini 6nlerler veya azaltirlar [Mindell, 2005].

Antioksidanlar serbest radikaller i¢in kolay bir elektron hedefi olustururlar. Eger
serbest radikaller, istedikleri elektronu antioksidanlardan saglarlarsa baska bir yapiya
zarar vermezler. Boylece antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerini notralize
ederek onlarin neden olduklar1 dejeneratif hastaliklar ve erken yaslanma siireclerini

baslatan zincirleme reaksiyonlarini engellerler.

Antioksidan savunma sistemleri, reaktif oksijen radikallerini daha az toksik iirlinlere
doniistiiren enzim sistemleri (katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi)
veya radikalleri yakalayip notralize eden antioksidan maddeler (melatonin, lipoik
asit, vitamin A, E ve C gibi) olarak ayrilmaktadir. Antioksidanlar, dogal (endojen)
kaynakli ve dis (eksojen) kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana gruba
ayrilabildigi gibi, serbest radikalin meydana gelisini 6nleyenler ve mevcut olanlar
etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim olan ve enzim

olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar [Akkus, 1995].



Antioksidanlar, oksidan molekiillere karsi etkilerini, ¢esitli mekanizmalar ile
gosterirler. Bunlar serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha
zaylf yeni bir molekiile ¢evirme islemi seklinde “toplayici” veya “siipiiriicii”
(scavenging) bir etki, serbest radikallerle etkilesip onlara bir hidrojen katarak
aktivitelerini azaltan veya inaktif hale getiren “bastiric1”, “giderici” (quencher) bir
etki, serbest radikalleri kendilerine baglayarak zincirleme olarak devam eden
reaksiyonlart belli yerlerinde kirarak “zincir kiric1” (chain breaking) bir etki ya da
“onaric1”, “tamir edici” (repair) bir etki seklinde gerceklesebilmektedir. Antioksidan
enzimler ve kii¢iik molekiiller toplayici etki gosterirken; vitaminler, flavanoidler,
trimetazidin ve antosiyanoidler bastirici etki gosterirler. Hemoglobin, seruloplazmin

ve mineraller ise zincir kirict etki gostermektedirler [Halliwell ve Guitteridge, 1989;

Akkus, 1995].

Insanda belli bash hiicre i¢i antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir. SOD’un yapisinda bakir, ¢inko
ve manganez; GPx’de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim
olarak da adlandirilir. Hiicre i¢i ortamin aksine, hiicre dis1 ortamda antioksidan
savunmadan E ve C vitamini, transferrin, seruloplasmin, albumin, bilurubin, (-

karoten sorumludur [Halliwell, 1991b; Cavdar ve ark., 1997].

Antioksidan savunma elemanlar1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda farklidir. Bazi
antioksidanlar yalmz hiicre icinde gorev yapar. Ornegin, tamir enzimleri serbest
radikal hasarint DNA’da okside bazlar1 ¢ikararak yapar [Breimer, 1991; Ames, 1989]
ve membranlardan okside yag asitlerini uzaklastirir [Maiorino ve ark, 1991]. Bu
reaksiyonlar intraselliilerdir [Anderson, 1996]. Bazi antioksidan savunmalar ise
ekstraselliilerdir, Ornegin plazma tagima proteini transferrin ve demir baglayici
protein laktoferrin. Demir bu protein ile baglandiginda serbest radikal hasarini
katalizleyemez [Halliwell ve Gutteridge, 1989]. Bu proteinler gézyas1 gibi viicut
salgilarinda bulunur [Anderson, 1996]. Albumin de bakir iyonlarini baglar ve bu
sekilde cesitli radikal reaksiyonlarini engelleyebilir [Halliwell ve Gutteridge, 1989].

Antioksidan savunma sistemlerinden bazilar1 da hem intraselliler hem de
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ekstraselliiler olarak bulunur. o-Tocoferol membranlarda ve lipoproteinlerde
meydana gelir. a-Tocoferol, ara peroksil radikalini yok ederek lipit
peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu engeller. C vitamini, komsu yag asidi
zincirlerine saldirmada daha az reaktif olan tokoferol radikalini, a-tocoferole ¢evirir.
a-Tocoferol kardiovaskiiler hastaliklara ve norodejenerasyona karsi korumada
onemlidir [Muller ve Goss-Sampson, 1990]. Indirgenmis glutatyon, ozon ve sigara
dumanindaki serbest radikaller gibi oksidatif toksinleri ve nitrik oksidi yok ettigi
solunum yolu haricinde viicutta ¢cok az miktarlarda bulunur [Slade ve ark.,1993].
Urat, piirin metabolizmasinin son iiriiniidiir ve serbest radikalleri yok eder [Kaur ve
Halliwell, 1990]. Askorbat, a-tocoferol, GSH ve su, serbest radikaller ile non-

katalitik olarak dogrudan reaksiyona girerek onlar1 uzaklastirirlar [Anderson, 1996].

Bitkiler lipit peroksidasyonunu ve lipooksijenazlar1 inhibe eden flavonoidler gibi
bir¢ok fenolik bilesikleri icerirler [Laughton, 1991]. Yag aliminin azaltildig, sebze,
meyve, yemisler ve tohumlarca zengin bir diyet kardiovaskiiler hastaliklar ve kanseri
de kapsayan bir¢ok hastaliga karst koruyucu olarak goriilmektedir [Ames, 1983;
Coglan, 1991; Caragay, 1992]. E vitamininin diyette artan alimi miyokardial
enfarktiisten Sliimleri azaltmaktadir [Byers, 1993]. Serum antioksidanlar1 ve diyet
lizerine epidemiyolojik calismalar, E vitamini ve P-karoten seviyesinin artmasinin
akciger ve kolon kanserinden Sliimleri azalttigimi gdstermektedir [Menkes ve ark.,

1986].

Viicutta daima belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller, yine belirli
bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artisini etkisiz hale getirebilmektedir.
Boylece saglikli bir organizmada, oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlari
etkisizlestirme giicii bir denge icinde kalmaktadir. Ancak oksidanlar belirli diizeyin
istiinde olusur veya antioksidanlar yetersiz olursa, yani denge bozulursa, oksidatif
stres denilen durum ortaya ¢ikar ve so6z konusu oksidan molekiiller organizmanin
yap1 elemanlar1 olan proteinleri, lipitleri, karbonhidratlar1, niikleik asitleri ve yararh
enzimleri bozarak zararlh etkilere yol acarlar [Halliwell, 1991b; Cavdar ve ark.,

1997].
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2.4. Oksidatif Stres

Toksisitenin olas1 bir mekanizmasi olarak 6zellikle son yillarda pek ¢ok aragtirmanin
odag1 haline gelen “oksidatif stres” kisaca, serbest radikallerin hiicrede asir1 miktarda

olusmalari seklinde tanimlanmaktadir [Mercan,2004].

Oksidatif stres, temelde, normal biyolojik reaksiyonlarda dahi siirekli olusum iginde
olan serbest radikaller ile bu molekiillerin etkilerini ortadan kaldirmaya ¢alisan
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya c¢ikar
[Boyunaga ve Celik, 1996]. Oksidatif stres, tiim hiicre bilesenleri (karbonhidratlar,
proteinler, yaglar, niikleik asitler) {izerinde tahrip edici etkiye sahiptir ve ¢esitli
mekanizmalar ile bu biyomolekiillere hasar vermektedir [Cooke ve ark., 2003; Evans
ve Cooke, 2004; Burgak ve Andican, 2004]. Oksidatif stres sonucu olusan hidroksil
radikali basta olmak iizere bircok serbest radikal, genetik materyalimiz olan
DNA’daki bazlarin degisimine ve DNA zincirinde kirilmalara sebep olarak kanser
olusumu, hiicresel yaslanma ve hiicre Oliimiine kadar giden siirecleri baslatip,

ilerletebilmektedir [Boyunaga ve Celik, 1996].

2.5. Genetik Hasara Yol Acan Radikal Etkilesimleri

Oksidanlarin olusumu ve savunma mekanizmasi tarafindan yok edilmesi arasinda
gecen zaman, oksidan seviyesi diisiik dahi olsa, hiicresel makro molekiillerde hasar

olusturmak i¢in yeterli olabilmektedir [Chance ve ark., 1979].

Memeli hiicresi, ¢ekirdek DNA’s1 i¢in, iic asamali savunmaya sahiptir [Ames, 1989].
Birincisi, ¢ekirdek DNA’s1, oksidanlarin en ¢ok {iretildigi mitokondri ve
peroksizomlardan bir zarla ayrilmistir. ikincisi, replike olmayan ¢ekirdek DNA’s1,
oksidanlara karsi koruyucu olan histonlar ve poliaminler tarafindan ¢evrelenmistir.
Ucgiinciisii ise, gesitli yollarla olusan birgok DNA hasari tipi, etkili enzim sistemleri
tarafindan tamir edilebilir [Breimer, 1991; Stillwell ve ark., 1989]. Tiim bu ¢ok
asamali savunmanin sonucunda ¢ekirdek DNA’s1, ¢ok iyi korunsa da, oksidanlarin

etkisi yine de tam olarak engellenemez [ Anderson, 1996].
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Iyonize edici radyasyon ve kimyasallarin etkisi ile olusan serbest radikaller, DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyonlara ve 6liime yol agarlar. Sitotoksisite, biiylik oranda,
niikleik asitlerin bazlarindaki modifikasyon nedeniyle DNA’da olusan bozulmalara

ve kromozom hasarina baglidir [Akkus, 1995].

Reaktif oksijen molekiillerinin olusumundaki artma, antioksidan enzim
diizeylerindeki azalma ve/veya DNA onarim mekanizmalarindaki hatalar, oksidatif
DNA hasarinin artmasia yol agmaktadir [Burcak ve Andican, 2004]. Bu hasar
genellikle tek zincir kiriklar1 seklinde, bazen de ¢ift zincir kiriklarn, zayif alkali
alanlar, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker
hasar1 ve ¢esitli tiplerde okside olmus purin ve pirimidinler seklinde veya DNA ile
protein arasinda c¢apraz baglanmalar seklinde olusabilir [Garcia et al., 2006].
Hidroksil radikali DNA’ya yakin yerlerde olustugunda purin ve pirimidin bazlarina

saldirir ve burada mutasyonlara neden olur [Dizdaroglu, 1993].

Oksidatif stresten en c¢ok etkilenen bazlar DNA’daki guanin ve sitozindir.
Deoksiguanindeki 8 numarali karbona bir oksijen atomunun baglanmasi sonucunda
8-hidroksiguanin olusur. Bu bilesik fizyolojik pH'da 8-oxoguanozine doniisiir ki bu
da DNA’da anormal baz dizilisine ve bdylece mutasyonlara sebep olur. Ayni sekilde
oksidatif sartlarda deoksisitozinden 5-hidroksisitozin meydana gelir [Anderson,

1996; Akkus, 1995].

8-hidroksiguanin

oksidaS}V (mutajenik lezyon)

Guanin+ OH — 3 (Guanin-OH)
8-Hidroksiguanin radikali
rediiksiyon

halka yapisi
acilmis guanin

Sekil 2.1. Hidroksil radikalinin DNAya etkileri [Akkus, 1995]
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Kanser ve yaslanma ile ilgili somatik hasar teorisine gore, somatik dokularin tamir
diizeyi, hayatta kalmak i¢in gerekenden her zaman daha azdir. Bu nedenle, somatik
hiicrelerde endojen mutajenler tarafindan olusturulan bazit DNA hasarlar1 zamanla

birikir [Ames, 1989].

DNA hasarina yol acan dort nemli endojen islem vardir. Bunlar;

Oksidasyon [Totter, 1980; Ames, 1983; Cutler, 1984]

—_—

2. Metilasyon
3. Deaminasyon
4

. Depurinasyondur [Saul ve Ames, 1986].

Oksidatif, metillenmis ve deamine olmus baglantilar (adduct) i¢in spesifik DNA
tamir glioksilazlarinin ve kendiliginden depurinasyon tarafindan olusturulan apurinik
bolgeler i¢in tamir sisteminin varligi, DNA hasarima yol acan bu mekanizmalari
desteklemektedir [Lindhal, 1982]. Ames (1989), oksidasyonun DNA hasarinin temel

tipi oldugunu gostermistir.

Oksidatif endojen DNA hasari, kanser ve yaslanma, bir¢ok sebebe baglidir. Buna
gbre, birinci sebep mutajenlerin niikleer DNA ile reaksiyona girmesi ve nokta
mutasyonlart ve delesyonlar gibi somatik mutasyonlar1 olusturmalaridir. DNA’nin
kendiliginden metilasyonu, klastojenik etkilere yol agan apurinik bdlgeler
olusturabilmekte ve nokta mutasyonlarina ve kiriklara neden olmaktadir. Somatik
mutasyon, hiicrelerin regiilasyonunu veya gen tiretimini degistirerek hiicreleri
karigikliga itebilir. Bir baska sebep; mitokondride meydana gelen yiiksek orandaki
oksidatif hasarin mitokondrial DNA’da yasla birlikte mutasyonlarin birikmesine yol
agmast ve bu durumun yash hiicrelerde enerji eksikligi ile sonug¢lanmasidir

[Anderson, 1996].

Mutasyon kanserle iligkili genlerde de olusabilir. Kanserle iliskili en 6nemli genler
ras-ailesi protoonkogenler ve p53 tiimor baskilayict gendir. Solar radyasyon ile
iliskili olan deri kanserinde, mor otesi 1s1k (290-380 nm) o&zellikle oksidatif

mekanizmalar ile DNA’ya hasar verir. Non-melonoma deri tiimorlerinde Ki-ras ve
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H-ras genlerinde 12. kodonun orta pozisyonunda siklikla G—T transversiyonlari
gozlenir [Daya-Grosjean ve ark., 1993]. G—T transversiyonlar1 ayn1 zamanda sigara
ile iligkili akciger karsinomalarinda bircok p53 kodonunda gozlenmektedir
[Takahashi ve ark., 1989]. Bu mutasyon inflamatuar 16kositler tarafindan

oksiradikallerin doku i¢ine salinmasiyla olusturulmaktadir [Anderson, 1996].

Oksidasyon ve metilasyon epigenetik degisime neden olur. 5-metilsitozin, DNA’da
bozulmaya, bu nedenle bazi genlerin kapatilmasina ve sonugta, kanser ve

yaslanmaya neden olabilir [Wilson ve ark., 1987; Holliday, 1987].

Halliwell ve Gutteridge, oksidatif hasarin, doku hasariin nedeni olabilecegi kadar
sonucu olabilecegi iizerinde de durmustur [Halliwell ve Gutteridge, 1984] Doku
hasar1 oksidatif strese yol acar. Bu durum daha sonra doku hasariin kétiilesmesine
katkida bulunabilir. Yaslanmanin, oksidatif metabolizmanin iirlinleri olan reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin iiretimine bagl olarak hiicresel seviyede ve doku
seviyesinde DNA, lipid ve protein hasarina yol agan ve sonugta organizma
seviyesinde fenotipte de indiiklenen bir birikim olduguna inanilmaktadir [Finkel ve
Holbrook, 2000]. Bununla birlikte diger bir¢ok hastalik durumlarinda da serbest
radikal hasarimin 6nemli olduguna dair bir¢ok kanit vardir. Bundan dolay1
antioksidan savunmanin bu tarz hastaliklara karst korumadaki faydasini anlamak
olduk¢a oOnemlidir. Karsinogenezin ¢ok asamali bir olay oldugu bilinmektedir.
Antioksidanlar kanser olusum siirecindeki degisimlere herhangi bir asamada etki

edebilir ancak her durumda antikanserojenik olmayabilirler.

Yiiksek antioksidan kapasite DNA’daki oksidatif hasar1 ve mutagenezi engeller, ayni
zamanda daha Onceden bununla karsilasmis hiicreleri asir1 oksidan toksisitesi ve
apoptozisten korur ve timor olusumunda bu hiicrelerin klonal ekspresyonunu etkiler
[Cerutti ve Trump, 1991]. insan kanserleri iizerine antioksidanlarin tek basina rolii ile
ilgili net bir cevap verilememektedir. Sonuc¢ ise hedef dokunun oksidan ve
antioksidan bilesenleri ile maruz kalinan 6zel karsinojenin ¢oklu etkilesimine

baglidir [Cerutti, 1994; Anderson,1996].
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2.6. Antigenotoksisite Calismalar: ve Onemi

Birgok mutajen ve kanserojen, gesitli oksijen radikalleri olugturmak suretiyle etki
eder. Bu radikallerin kendisi genotoksik olarak diisiiniiliir, bunlar ayrica diger
radikallerin olusumuna da yol agabilir. Bundan dolay1 serbest radikalleri etkisiz hale
getiren antioksidan maddeler veya serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip diyetsel
bilesikler cogu zaman antimutajenik ve/veya antikanserojenik olarak adlandirilir

[Wang ve ark., 1989].

Insanlarda ve diger hayvan tiirlerinde gevresel ajanlarin toksik etkilerine kars1 koyma
yetenegi, detoksifikasyon sistemi ve antioksidan savunma sistemlerine baglidir
[Madrigal-Bujaidar ve ark.,1998]. Her ne kadar viicudumuzda ¢esitli antioksidan
savunma mekanizmalar1 bulunmakta ise de, dogal antioksidan {iretimi yas
ilerledikge, 6zellikle 25 yasindan sonra, gittikce yavaslamaktadir. Giiniimiizde anti-
aging olarak da adlandirilan ve yaslanma etkilerinin geriye ¢evrilmesini hedefleyen
uygulamalar dahilinde, pek c¢ok insan disardan antioksidan takviyesi almaktadir.
Antioksidanlarin yararli etkilerinin goriilebilmesi i¢in, viicut sivilarinda belli
miktarlarda bulunmalar1 gerekmektedir [Sarag, 2005]. DNA ile etkileserek gen ve
kromozom mutasyonlar1 olusturan genotoksik kanserojenler ile bas edebilmek i¢in
antioksidanlarin  varligi ¢ok Onemlidir. Bunun ig¢in Onerilen strateji, etkili
antimutajenlerin ve antikanserojenlerin tamimlanmasi ve yasam tarzi, yemek
aligkanliklar1 veya calisma aktiviteleri ile iliskili olabilen bir hastalik olan kanserin
insidansini azaltmak i¢in insanlarda bunlarin kullaniminin arttirilmasidir [Garcia ve

ark., 2006; Madrigal-Bujaidar ve ark.,1998; Ferguson, 1994].

Kanserin ve mutasyonlarla iliskili diger hastaliklarin yalmizea bilinen risk
faktorlerine maruziyetten kagiarak degil, ayn1 zamanda koruyucu faktorleri alarak
ve organizmanin savunma mekanizmasiin iyilestirilmesine yardim ederek
engellenebilecegine dair kanitlar artmaktadir. Bu strateji kimyasal engelleme
(chemoprevention) olarak bilinir ve uygun farmakolojik ajanlar ve/veya diyetsel

faktorler tarafindan saglanir [Editorial, 2005].
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Kimyasal koruyucu ajanlar, antimutajenik/antikarsinojenik etkilerini  su

mekanizmalardan biri veya bunlarin kombinasyonu ile gosterebilirler:

1. Reaktif kanserojen metabolitlerin olusumunu engelleyerek
2. Kanserojenleri detoksifiye eden enzimleri indiikleyerek

3. Reaktif oksijen tiirlerini siipiirerek

4. Apoptozisi etkileyerek

5. Hiicre proliferasyonunu inhibe ederek [Premkumar ve ark., 2004].

Arastirma sonuclar1 giinliilk antioksidan tiiketiminin artirilmasinin kalp hastaligi,
kanser ve diger bir¢ok ciddi hastaligin olusma riskini ve yaslanma etkilerini
azaltigini gostermektedir. Denham Harman tarafindan ortaya atilan serbest radikal
teorisine gore, normal yaslanma, aerobik metabolizma sirasinda olusan serbest
radikallerin dokularda birikmesi sonucu olusan hasar nedeniyle gerceklesmektedir. O
halde dengeli bir beslenme, serbest radikal reaksiyonlarini minimum diizeyde

tutmalidir.

Antioksidanlar acisindan en zengin kaynaklar sebze ve meyvelerdir. Epidemiyolojik
gbzlemler, sebze ve meyve yiyen insanlarda ¢ok daha diisiik oranda kanser
goriildiigiinii gostermistir. Diger yandan, besin maddelerinin gegirdigi islemlerin
(lirlinlin ekiminden, toplanmasi, depolanmasi ve pisirme yontemleri gibi pek ¢ok
etken sonucu olusan kanserojen maddelerin alinmasinin) kanserle ¢ok yakindan
iligkili oldugu da unutulmamalidir. Ancak diyetteki kanserojen maddelerin etkisi

yine diyette bulunan antikanserojen maddeler tarafindan engellenebilir.

Diyetsel antioksidan takviyesinin 0nemi bir¢cok calisma ile desteklenmektedir.
Dusinska ve arkadaslar1 (2003), antioksidan takviyesinin kromozom hasari {izerine
etkilerini arastirmak icin, tiimii erkek 28 miyokardiyal enfarktiis hastas1 ve kirsal
bolgelerde yasayan bireylerden olusan 57 kisilik kontrol grubu iizerinde 3 ay
antioksidan takviyesi denemeleri yiiriitmiiglerdir. Bu takviye C vitamini (100
mg/giin), E vitamini (100 mg/giin), B-karoten (6 mg/giin) ve selenyum (500 mg/giin)

icermektedir. Takviye periyodu sonunda plazmadaki diyetsel antioksidanlar
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Olclilmiistiir, ayni1 sekilde plazmanin ferrik indirgeme kabiliyeti ve oksidatif stresin
indikatorii olarak malondialdehit konsantrasyonlar1 dl¢iilmiistiir. Bu ¢calismada ayrica
kromozom aberasyonlarini belirlemek {izere baslangicta ve takviye periyodu sonunda
toplanan lenfositler, proliferasyon i¢in uyarilmis ve elde edilen metafazlarda anormal
hiicre yiizdesi, kromatit ve kromozom kiriklar1 gibi anormallikler agisindan
degerlendirilmistir. Antioksidanlar ile yapilan takviye sonucunda kontrol
gruplarindaki kromozom aberasyonlu hiicrelerin yiizdesinde azalma gerceklesmistir
(%0,63 once, %0,27 takviyeden sonra). Takviyenin en biiyiik etkisi ise sigara
icenlerde goriilmiistiir (%0,81, p<0,001). Bu calismadaki sonuglar antioksidanlarin

genetik hasar1 azalttigini desteklemektedir [Dusinska ve ark., 2003].

Beta karoten, selenyum, E ve C vitaminleri bilinen en dnemli antioksidanlardir. Bu
maddeleri viicut kendi liretemediginden disaridan alinmalar1 gerekir. Yesil ¢ay, keten
tohumu, biberiye, ali¢ ¢igegi ve meyvesi (Cretaegus monogyna), zerdecal (Curcuma
longa), ginko (Ginkgo biloba), ¢oban tiztimi (Vaccinum myrtillus), tiziim ¢ekirdegi
(Vitis vinifera) son yillarda antioksidan etkileri 6n plana ¢ikan dogal besinlerdir.
Koenzim Q10, ¢inko, lipoik asit ve B vitaminleri karigimlar1 ise hazir preparatlar

seklinde siklikla kullanilan antioksidanlardir [Sarag, 2005].

Gidalarla alinan en 6nemli antioksidanlardan beta karoten, askorbik asit (C vitamini)
ve alfa tokoferol (E vitamini) gibi antioksidanlarin serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyonu Onledigi bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alismada gdsterilmistir. Vitamin C,
E veya A’nin 6n muamele seklinde veya klastojenik ajan ile es zamanli olarak
verilmesi gibi ¢esitli muamele protokolleri oldukea iyi sonuglar vermektedir [Aly ve

Donya, 2002].

Vitamin C (askorbik asit) serbest radikalleri siipiiriicli etki gosteren ve DNA’y1 da
iceren hiicresel makromolekiilleri, farkli ajanlar tarafindan indiiklenen oksidatif
hasardan koruyabilen bir antioksidandir [Nefic, 2001]. Vitamin C’nin pek c¢ok
antitiimor ajanin klastojenik etkilerini basarili bir sekilde azalttig1 bulunmustur. Nefic
(2001), cisplatinin neden oldugu, Anderson ve arkadaslar1 (1995) ise bleomycinin

neden oldugu kromozomal hasarin C vitamini tarafindan azaltildigini bulmuglardir.
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Anderson ve arkadaslari, E ve C vitaminlerinin bleomisine karsi etkilerini test etmek
icin insan periferal lenfositlerinde kromozom aberasyonu ve fare periferal kan ve
kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus yontemini kullanmiglardir. C vitamini, insan
periferal lenfositlerinde kromozomal hasar1 ortadan kaldirmis ve yine her iki vitamin
farede periferal kan lenfositlerindeki mikroniikleus olusumunu azaltmistir. Bu
sonuclar, bu vitaminlerin in vitro ve in vivo olarak koruyucu rolii olabilecegini
desteklemektedir [Anderson ve ark., 1995]. Bu konuda, Aly ve Donya (2002), en
aktif tiiberkiiloz ajanlarindan biri olan rifampicinin genotoksik etkilerine kars1 dogal
antioksidanlardan vitamin C ve E’nin olas1 koruyucu etkilerini degerlendirmislerdir.
Calismalarinda elde edilen sonuc¢lar RMP tarafindan indiiklenen kromozom
aberasyonlarinin, C vitamini verilen farelerde anlamli derece azaldigini1 gostermistir.
C vitamininin kullanilan dozlari, kromozom aberasyonlar1 yiizdesini anlaml
derecede ve doza bagl olarak azaltirken, E vitaminin kullanilan dozlar ¢ok etkili
olmamis, yalnizca en yiiksek dozda anlamli bir etki gostermistir [Aly ve Donya,

2002].

Giilkag ve arkadaglar1 (2004), Vitamin A’nin rat kemik iligi hiicrelerinde doxorubicin
tarafindan indiiklenen kromozomal hasar {izerine iyilestirici etkisini arastirmislardir.
Wistar ratlara, doxorubicin (dxr) ile muamele edilmeden 6nce iki giin boyunca giinde
bir kere gavaj yoluyla vitamin A’nin (VA) ¢esitli dozlar1 (7,5, 15, 30 pg/kg bw)
verilmistir. VA’nin orta dozu ile birlikte tek doz dxr verilen hayvanlarda toplam CA
sayisinda ve anormal metafazlarin sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte kontrol ve dxr gruplar ile mukayese
edildiginde diisiik ve yiiksek VA dozlarinin analiz edilen parametrelere gére VA’ ’nin

orta dozundan daha az etkili oldugu bulunmustur [Giilkag ve ark., 2004].

Temel arastirmalar ve epidemiyolojik arastirmalardan elde edilen kanitlar, ¢ok
miktarda sebze ve meyve tiiketiminin kanser oranlarini azalttigi hipotezini
desteklemektedir. Bir¢cok caligma, karotenoidlerce zengin yesil yaprakli sebzelerin
kanser riskini azaltma yeteneginde olduguna isaret etmektedir. Bu konuda, 6zellikle

B-karoten dnemli bir koruyucu bilesen olarak bildirilmektedir [Glei ve ark., 2002;
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Ferguson, 1994]. B-karoten, kanserogenezi cesitli mekanizmalar yoluyla inhibe
edebilir. Bunlar; serbest radikaller tarafindan olusturulan DNA hasarinin 6nlenmesi,
kanserojenlerin metabolik aktivasyonu sonucu olusan maddelerin DNA ile
etkilesiminin veya kanserojenlerin DNA’ya baglanmasinin Onlenmesi seklinde
gerceklesir. Sebzelerde ve baharatlarda ¢ok cesitli antioksidanlar bulunabilmektedir.
Ozellikle gallik asit, taninler, kurkumin, elajik asit gibi fenoller diyetsel

antioksidanlar olarak 6nem tasimaktadir [Glei ve ark., 2002].

Kurkumin, in vivo ve in vitro ¢alismalarda klastogeneze karsit koruyucu oldugu
yayinlanmig diyetsel bir antioksidandir. Antunes ve arkadaglar1 (2000), kurkuminin,
Wistar rat kemik iligi hiicrelerinde cisplatin tarafindan indiiklenen kromozomal
hasara karst iyilestirici etkilerini ve kurkumin ile vitamin C’nin birlikte
kombinasyonunun bu etkileri arttirtp arttirmadigini arastirmislardir. Belli siirelerde
kurkumin ile muamele edilen hayvanlarda, toplam kromozomal hasar miktarinda ve
anormal metafaz sayisinda istatistiksel olarak ©nemli bir azalma gozlenmistir.
Buradaki deneysel kosullar altinda, kurkumin bir serbest radikal siipiiriicii olarak etki
ederek cisplatin tarafindan indiiklenen klastogenezi engellemistir. Ancak beklenenin
aksine antioksidan kombinasyonunun cisplatinin neden oldugu kromozomal hasari

engellemede etkili olmadigi belirlenmistir [ Antunes ve ark., 2000].

Nordihydroguaiaretic asit (NDGA), antioksidan olarak islev goren fenolik bir
bilesiktir ve insanlar i¢in yararli pek c¢ok Ozelligi vardir. Madrigal-Bujaidar ve
arkadaglar1 (1998), NDGA nin, insan lenfosit kiiltiirlinde metil metansulfonat (MMS)
tarafindan indiiklenen kardes kromatid degisimi oranini inhibe etme kapasitesini
belirlemistir. Bu ¢alismada ayrica kimyasalin inhibitr etkisini belirlemek i¢in in
vivo sistem olarak fare kemik iligi kullanilmistir. MMS verilmesinden Once
intraperitonal olarak NDGA verilmis ve NDGA’nin in vitro ve in vivo memeli
hiicrelerinde antigenotoksik etki olusturdugu belirtilmistir [Madrigal-Bujaidar ve
ark., 1998].

Siddique ve arkadaglar1 (2006), norgestrel tarafindan indiiklenen genotoksik hasara

karst NDGA’nin etkisini kardes kromatid degisimi, kromozomal aberasyon, mitotik
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indeks ve replikasyon indeksi parametrelerini kullanarak aragtirmislardir. Norgestrel
tek basma genotoksik etki gosterirken, NDGA ile birlikte yapilan uygulamalarda
SCE ve CA’da azalma ve mitotik indeks ve ayni zamanda replikasyon indeksinde
artis gozlenmistir. Bu g¢alismanin sonuglart da NDGA’nin in vitro olarak insan

lenfositleri lizerinde koruyucu etkili oldugunu gostermistir [Siddique ve ark., 2006].

Flavonoidlerin yiiksek antioksidan aktivitelerinden ve diyetteki bolluklarindan dolay1
radyoprotektor olarak kullanimina olan ilgi de giderek artmaktadir. Bunun igin
Rithidech ve arkadaglari (2005), en yaygin flavonoidlerden biri olan apigeninin,
insan lenfositlerinde radyasyon tarafindan olusturulan kromozom hasar1 {iizerine
genotoksik ve koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Apigeninin etkilerini belirlemek
tizere mikroniikleus testi kullanilmigtir. Apigeninin ¢esitli dozlar1 genotoksisitesini
belirlemek iizere test edilmis, daha sonra koruyucu etkisini arastirmak iizere
kiiltiirlere radyasyon verilmeden 30 dk. dnce apigenin uygulanmistir. Radyasyon
uygulanan hiicrelerde mikroniikleus frekans1 artarken, apigenin uygulanmis

hiicrelerde bu oranlarda anlamli bir azalma gézlenmistir [Rithidech ve ark., 2005].

Silva ve arkadaslar1 (2001), wistar ratlarda cisplatin tarafindan olusturulan oksidatif
stres lizerine karotenoid biksinin roliinii arastirmislardir. Bu ¢alismada biksinin en
yiiksek dozu ile muamele, cisplatin indiiklii anormal metafazlarda %33 civarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma ile sonuglanmistir. Biksinin 6n muamelesi ise
tiim uygulama dozlarinda toplam kromozom aberasyonu sayisini azaltmistir [Silva ve
ark., 2001]. Antunes ve arkadaglar1 (2005), insan lenfosit Kkiiltiirlerinde biksinin
cisplatin tarafindan olusturulan serbest radikallerle etkileserek antioksidan olarak etki
gosterdigini ve antiklastojenik oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
veriler diyetsel karotenoidlerin antitiimor ajanlarin klastojenik etkilerine karsi

koruyucu ajanlar olarak etki edebilecegini gdstermektedir [ Antunes ve ark., 2005].

Garcia ve arkadaglar1 (2006), oksidatif ajanlara maruz birakilan insan periferal kan
lenfosit kiiltiiriinde, L-carnitinin (LC) koruyucu etkisini arastirmislardir. Literatiir
verileri uzun zincir gruplari ve asetilin transmitokondriyel tasiyicis1 olan L-

carnitinin, memeli hiicrelerinde oksidatif strese karsi koruyucu etkiler gdsteren bir
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ajan olduguna dikkat c¢ekmektedir. Bununla birlikte koruyucu mekanizmasini
saglayan temel faktor bilinmemektedir. Bu ¢alismada bu ajanin koruyucu aktivitesi
periferal kan lenfositlerinde hidrojen peroksit (H,O,) ve t-butylhydroperokside
muamelesi ile indiiklenen reaktif oksijen tiirlerine karsi1 kromozom aberasyon
analizleri ile c¢alisilmistir. Sonuglar LC ile muamele edilen hiicrelerin tek zincir
kiriklar1 ve kromozomal aberasyonlart sayisinda anlamli bir azalma sergiledigini

gostermektedir [Garcia ve ark., 2006].

Son yillarda ¢evresel ve endojen mutajenlere karsi bitkiler ve diger kaynaklarda
bulunan ¢esitli maddelerin koruyucu etkilerine olan ilgi de artmaktadir [Egel ve ark.,
2002; Verschaeve, 2004]. Bitki kaynakl1 bircok dogal bilesigin in vitro ve in vivo test
sistemlerinde mutagenezi ve karsinogenezi inhibe ettigi bilinmektedir. Bu
inhibitorler her insanin diyetinin bir parcasi olan yiyeceklerde dagilmistir [Abraham
ve ark., 1993]. Bitki kaynakli izoflavonlar; fitodstrojenik, antioksidan, antimutajenik
ve antitiimor aktivitelerinden dolay1r dnemlidir. Maurich ve arkadaslar1 (2004),
Bituminaria bituminosa’dan saflastirilan ve kimyasal olarak tanimlanmig erybraedin
C ve bitucarpin A olarak adlandirilan izoflavonoid tiirevi yapisal olarak iligkili iki
pterokarpanin insan lenfositlerinde klastojenik ve antiklastojenik aktivitelerini
arastirmiglardir. Bu iki bilesigin test edilen konsantrasyon araliginda klastojen
olmadigi, tersine bleomycin ve MMC tarafindan indiiklenen klastojenik etkileri

anlamli bir gekilde azalttig1 goriilmiistiir [Maurich ve ark.,2004].

Hernandez-Ceruelos ve arkadaglar1 (2002), fare kemik iligi hiicrelerinde
daunorubicin ve metilmetansulfonat tarafindan olusturulan kardes kromatid
degisimleri lizerine sari papatya (Matricaria chamomilla) yagmin inhibe edici
etkisini arastirmiglardir. Arastirma sonuglari, sar1 papatya yaginin, her iki mutajen
tarafindan olusturulan kardes kromatid degisimleri iizerine doza bagli olarak
engelleyici etki gosterdigini ve antimutajenik oldugunu ortaya koymustur

[Hernandez-Ceruelos ve ark., 2002].

Sarimsak, antioksidan olarak rol oynayan pek cok siilfiir bilesigi ve glutatyon dnciisii

maddeleri igermekte ve antikanserojenik etki gostermektedir. Sarimsak ekstraktinin,
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asbest aracili genotoksisite iizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigini incelemek
amactyla, insan periferal kan lenfositlerinde, mikroniikleus testi, kardes kromatit
degisimi ve kromozomal aberasyon testleri uygulanmistir. Sarimsak ekstrakti lenfosit
hiicre kiiltlirtine krisotil ile birlikte es zamanl olarak eklendiginde, kromozomal
aberasyonlari, kardes kromatit degisimi ve mikroniikleus olusum oranlarini, 6nemli
derecede azalttigi gozlenmistir. Buna gore, sarimsak ekstraktinin, asbest aracili
genotoksisitenin etkili ve fizyolojik olarak tolere edilebilir bir gidericisi oldugu
sonucuna varitlmistir. Cevresel kanserojenlerden biri olan asbest tarafindan
indiiklenen mutajenite, biyolojik sistemlerdeki hasarin olusumuna aracilik
etmektedir. Bir¢cok radikal siipiiriicii ve antioksidanin asbest tarafindan indiiklenen

serbest radikal {iretimini azalttig1 bilinmektedir. [Bhattacharya ve ark., 2004].

Greyfurt suyunun, farelerde daunorubicin tarafindan olusturulan mikroniikleuslu
polikromatik eritrositleri (MNPE) engelleme kapasitesi ve fare hepatik
mikrozomlarinda antioksidan potansiyeli ve ayrica in vitroda serbest radikal tutucu
olarak kapasitesi arastirilmistir. Greyfurt suyu bir¢ok iilkede yaygin olarak
tikketilmektedir. Bilesenlerinin birgogu besinsel deger tasimakta, ayni sekilde
antigenotoksik ve antioksidan etkiler gdstermektedir. Greyfurt suyu hicbir toksik
veya genotoksik hasara yol agmamis, tersine daunorubisin tarafindan olusturulan
MNPE’lerin olusumunda 6nemli bir azalmaya neden olmustur. Sonuclar, greyfurt
suyunun antioksidan kapasitesi ile iligkili etkili bir antiklastojenik etkisinin oldugunu

gostermistir [Alvarez-Gonzalez ve ark., 2004].

Insan periferal lenfositlerinde &lciilen DNA hasari, potansiyel kanserojenlere
maruziyette bir gostergedir. Aslinda DNA’da olusan hasar dnemli oranda hizli bir
sekilde onarilir, onarilamayan hasar hiicre DNA’sini1 replike ettiginde, son etki olarak
ortaya ¢ikar. Onarim oranlarindaki bireysel varyasyonlar veya onarim aktivitesini
degistiren i¢c ve dis faktorler bu hasarin diizeyini belirler [Hagmer ve ark., 1994;
Bonassi ve ark., 1995]. Insanlarda diyette antioksidanlarin ilave edilmesi veya
antioksidanlarca zengin meyve veya sebzelerin aliminin arttirilmasinin, insan
periferal lenfositlerinde oOlciilen oksidatif hasarin seviyesini azalttigir bircok

calismada gosterilmistir [Duthie ve ark., 1996; Pool-Zobel ve ark., 1997; Collins ve
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ark., 2001)]. DNA hasan karsinogenezde baslatici olay oldugundan sonuglar, meyve
ve sebzelerin icerdigi antioksidanlarin DNA {iizerine serbest radikal ataklarimi

onleyerek kansere karsi koruyucu oldugu fikrini desteklemektedir.

Iste bu tez calismasinda da amacg, giiclii antioksidanlar olduklari bilinen lipoik asit ve
ferulik asidin, insan lenfosit kiiltiirinde MMC tarafindan olusturulan genotoksik
hasar tizerine koruyucu etkili olup olmadiklarini, kromozom aberasyonu, kardes

kromatid degisimi ve mikroniikleus testleri ile degerlendirmektir.

2.7. Lipoik Asit

Oktonoik asidin disiilfit tiirevi olan (6,8-dithio-octanoic acid) a-lipoik asit (ALA),
aynt zamanda tioktik asit olarak da bilinen ve tam kimyasal adi 1,2-dithiolan-3-
pentonoik asit (CsH;40,S;) olan dogal bir bilesiktir [Smith ve ark., 2004; Valko ve
ark., 2006]. a-Lipoik asit ilk olarak 1937°de Snell ve arkadaslar tarafindan patates
ekstraktinda bulunmus ve ¢esitli bakterilerin biiylimesi i¢in gerekli “patates biliyiime
faktori” olarak adlandirilmigtir [Snell ve ark., 1937]. 1951 yilinda sigir
karacigerinden izole edilmistir [Reed ve ark, 1951]. Orijinalinde vitamin olarak
siiflandirilmistir; ancak daha sonra hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlendigi

bulunmustur [Carreau, 1979].

Lipoik asit oral yolla alindiginda kolaylikla absorbe edilir ve viicutta pek ¢cok dokuda
indirgenmis formu olan dihidrolipoik aside (DHLA) doniisiir. Endojen lipoik asit
genellikle bazi multienzim komplekslerinde (piruvat dehidrojenaz kompleksi, o-
ketoglutarat dehidrojenaz kompleksi) proteine bagli kisim olarak bulunur. Memeli
dokular1 5-25 nmol/g lipoik asit icerir fakat pratik olarak hemen hemen tamami
proteine bagli formda bulunmaktadir. Hiicrede ¢ok az miktarda serbest lipoik asit

bulunur [Alvarez ve Boveris, 1995].
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Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

a-Lipoik asit iki siilfiir atomu ve bir karboksilik asit grubu iceren 5 {iiyeli halka
yapisindadir. Lipoik asidin (LA) halkasal yapisinda okside dithiolan iizerinde
bilikiilme gerilimi, c¢evresel sartlar altinda molekiilde indirgenme icin biiyiik bir
egilime neden olur. LA ve DHLA’ nin kimyasal reaktivitesi temel olarak dithiolan
halkasinda merkezlenmigtir. Bu yapt LA’y1 diger tiyol igeren biyomolekiiller
arasinda yegane yapan Ozelliktir. Diger yandan diisiik negatif redoks potansiyeli LA
ve DHLA’y1 giiglii indirgeyiciler yapmaktadir. LA iki izomerik konfigiirasyonda
olabilir; dogal olarak olusan R formu ve S sentetik formu. Heterosiklik 1,2-dithiolan
halkast —S-S- grubu igerir ve o-pozisyonundaki C atomu S atomlarindan birine
asimetriktir; bundan dolayr molekiiliin iki olast R ve iki olast S enantiomeri vardir.
Okaryotik hiicreler tarafindan alindiginda her iki enantiomer tiim hiicrelerde DHLA

formuna doniistiiriiliir [Biewenga ve Bast, 1995].

a-LA suda tamamen ¢oziinmez, fakat metanol (metil alkol), etanol (etil alkol) ve eter
gibi bazi organik c¢oziiciilerde ¢oziiniir. DHLA nin tiyol gruplar i¢in yiiksek pKa
degeri bu molekiiliin pKa degeri 9,45 olan GSH’dan daha gii¢lii bir niikleofil
oldugunu gostermektedir [Packer ve Witt, 1996].

Lipoik asidin kaynaklari

Alfa lipoik asit hem hayvanlar hem de bitkiler tarafindan sentezlenebilir. Alfa lipoik
asitin biyosentez yolagi hala tam olarak agiklanamamuigsa da, 8 karbonlu bir yag asidi
ve elementel siilfiiriin mitokondride birlesmesiyle sentezlendigi diistiniilmektedir
[Packer ve ark.,2001]. Ancak, alfa lipoik asitin biyosentezi sonucunda, antioksidan
aktivite gosterebilecek kadar serbest alfa lipoik asit dolagima katilamamaktadir
[Biewenga ve ark., 1997]. Dogal olarak meydana gelen LA’nin R enantiomeri o-
ketoasit dehidrojenaz komplekslerinde ve glisin ayrilma sisteminde temel
kofaktordiir [Reed, 1979]. Sebzeler ve hayvan dokulari az miktarlarda lipoillizin
formunda belirlenen R-LA igerir. R-LA’nin en yaygin bitki kaynaklari ispanak,

brokoli ve domatestir. Hayvan dokularinda en yiiksek lipoillizin konsantrasyonu
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bobrek, kalp ve karacigerdedir [Lodge ve ark., 1997]. 1:1 R ve S enantiomerlerin
karisimindan olusan sentetik rasemik LA, diyabetik noropatinin tedavisinde uzun
zamandir kullanilan bir terapotik ajandir [Packer ve ark., 2001] ve bat1 iilkelerinde ve

Amerika Birlesik Devletlerinde kullanilan besinsel bir takviyedir.

Antioksidan Ozellikleri

Mitokondriyal dehidrojenaz reaksiyonlarinda temel rol oynayan alfa lipoik asit, son
yillarda antioksidan olarak biiyiik 6nem kazanmistir. a-Lipoik asit okside ve rediikte
formunda hem suda hem de yagda ¢oziinerek hiicrenin her yerinde gorev yapma
kabiliyetindeki yegane antioksidandir [Nichols, 1997]. Bir maddenin potansiyel bir
antioksidan olarak kabul edilebilmesi i¢in dnemli olan ¢esitli kriterler vardir. Bunlar;
¢ Radikal temizleme kapasitesi

¢ Metal selasyonu yapabilme 6zelligi

¢ Amfifilik karakteri

¢ Biyoyararlanim ve giivenligi

* Gen ekspresyonu iizerine etkisi

% Diger antioksidanlar ile etkilesimi ve

X/

¢ Metabolik rejenerasyon yetenegidir [Pfaffly, 2001].

Lipoik asit (LA) ve bunun rediikte formu dihidrolipoik asit (DHLA) tiim bu kriterleri
karsiladiklar1 i¢in ideal antioksidanlar olarak kabul edilebilir [Packer ve ark., 1995].

LA ve DHLA reaktif oksijen ve nitrojen tlirevlerini temizleyebilmektedir (Cizelge
2.1). Esas etkin form DHLA’dir. Ancak lipoik asitin de reaktif oksijen tiirevlerini
temizleme yetenegi yiiksektir. Lipoik asit veya dihidrolipoik asit, hidroksil radikali,
hipoklordz asit, singlet oksijen, peroksil radikali ve siiperoksit radikali gibi reaktif
oksijen tiirleri ile reaksiyona girer. Uzmanlar lipoik asitin hidroksil radikallerini,
hipoklor6z asiti ve singlet oksijeni siipiiriicii etkili oldugunda hem fikirdir; hidrojen
peroksit, peroksil ve superoksit ise DHLA tarafindan temizlenmektedir. DHLA
hidroksil radikallerinin meydana geldigi calismalarda hem antioksidan hem de

prooksidandir. Singlet oksijen tarafindan indiiklenen DNA tek zincir kiriklarina karst
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koruyucu etkilidir. Bununla birlikte bu islem direkt olarak yapilmayip birkag

basamagi icermektedir.

Lipoik asidin diger antioksidanlar ile etkilesimi de s6z konusudur. o-LA’nin en
onemli 6zelliklerinden birisi vitamin C, GSH ve indirekt olarak vitamin E’yi yeniden
olusturma yetenegidir. LA, bu suretle vitamin C ve vitamin E yetersizligi
semptomlarinit  Onleyebilmektedir. LA suda ve lipit tabakada c¢oziiniilebilirligi
nedeniyle lipit-su ara ylizeyinde okside antioksidan rediiksiyon islevlerini yerine
getirebilir. Vitamin E’nin yeniden olustugu siklusta vitamin C ve glutatyon ile

etkileserek membranlari korur. [Packer, 1994; Pfaffly,2001].

Cizelge 2.1. Lipoik asit ve dihidrolipoik asidin ¢esitli serbest radikalleri
stipiiriicli 6zellikleri [Biewenga ve ark, 1997; Packer ve Witt, 1996].

Oksidan/Radikal | a-LA tarafindan DHLA tarafindan
yakalanma yakalanma
O, Hayir Evet
H>,0O, Hayir Hayir
OH- Evet Evet
HOCI Evet Evet
CCL0,- Evet Evet
ONOO- Evet Evet
LOO: Hayir Evet
0] Evet Evet

a-Lipoik asitin antioksidan fonksiyonu 1959 yilinda, hem gine domuzlarinda vitamin
C eksikliginde iskorbiit semptomlarin1 hem de diyetlerinde a-tokoferol eksikligi olan
ratlarda vitamin E eksikligini engelledigini yayinlayan Rosenberg ve Culik [1959]
tarafindan kesfedilmistir. Podda ve arkadaslar lipoik asitin E vitamininden noksan
bir diyet ile beslenen farelerde vitamin E eksikliginin semptomlarin1 engelledigini
yayinlamiglardir. Bununla birlikte, vitamin E’nin dokulardaki konsantrasyonun
korunmasi tizerine direkt bir etkisi yoktur [Podda ve ark, 1994]. Deneysel kanitlar
piirivat, a-lipoik asit ve ATP’nin varliginda dehidroaskorbik asidin askorbik aside

indirgenmesinin gergeklestigini gostermektedir [Xu ve Wells, 1996].
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Moini ve arkadaslari, lipoik asit ve dihidrolipoik asidin antioksidan ve prooksidan
etkilerini bir yayinda derlemislerdir. Buna gore ¢esitli deneysel modellerin
kullanildig1 birgok calisma; LA takviyesinin in vivoda ¢esitli fizyolojik ve patolojik
kosullar altinda oksidatif stresi azalttigima ve diger antioksidanlarin seviyesini
tyilestirdigine dair kanitlar ortaya koymaktadir. [Moini ve ark., 2002] Saglikli
insanlarda LA takviyesi (600 mg/giin, 2 ay), lipid peroksidasyonunun bir biyomarkiri
olan {iiriner F2-isoprostan seviyesini diisiirmiistiir ve ex vivo olarak bunlarin LDL
oksidasyonunun zaman farkini yiikseltmistir [Marangon ve ark., 1999]. Fiziksel
egzersizin oksidatif stresi arttirdii pek ¢ok calismada gosterilmistir [Witt ve ark.,
1992, Ji, 1995]. Ratlarda intragastrik olarak LA verilmesi (150 mg/kg bw/giin, 8
hafta) kalp, karaciger ve iskelet kaslarini1 egzersiz tarafindan indiiklenen oksidatif yag
hasarina kars1 korumustur; karaciger ve kanda toplam glutatyon seviyesini artirmis
ve kalpte glutatyon S-transferaz aktivitesinde egzersiz ile indiiklenen azalmayi

engellemistir [Khanna ve ark., 1999].

Iki hafta boyunca LA’min diyetsel takviyesi yasa bagli oksidan iiretimindeki artisi
belirgin sekilde azaltmistir, miyokardiyal askorbik asit seviyesinde azalmayi
tyilestirmis ve yagh ratlarin kalp dokusundaki oksidatif DNA hasarin1 azaltmigtir
[Suh ve ark., 2001]. Benzer sekilde LA’nin intraperitonal muamelesi (100 mg/kg
bw/glin; 2 hafta) serebral lipid peroksidasyonunu azaltmis, yasl ratlarin beyninde
vitamin E ve GSH seviyesinin azalmasini engellemistir [Arivazhagan ve
Panneerselvam, 2000]. Mitokondri seviyesinde GSH, askorbik asit ve E vitaminine
ilave olarak LA muamelesi (100 mg/kg bw/giin; 2 hafta) rat karaciger veya
bobreklerinden izole edilen mitokondrilerdeki izositrat dehidrojenaz, a-ketogluterat
dehidrojenaz ve siiksinat dehidrojenaz gibi enzimlerin azalan aktivitesini artirmigtir
[Arivazhagan ve ark., 2001]. LA’nin 2 hafta siire ile diyetsel takviyesi ayn1 zamanda
hepatoselliiler GSH seviyesinde yasa bagi olarak ortaya ¢ikan azalmay1 degistirmistir

[Hagen ve ark., 2000].

Cesitli hayvan modellerinde iskemi-reperfiizyon, hepatik hastaliklar ve diyabet
durumlarinda doku hasarina kars1 LA takviyesinin koruyucu etkilerine dair kanitlar

baska ¢alismalarda da gosterilmistir [Packer, 1994, Bustamante ve ark., 1998, Packer
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ve ark., 2001]. Lipoik asit uzun zamandir cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir: alkole bagli karaciger hasari, mantar zehirlenmesi, diyabet,
glukom, radyasyon hasari, Chagas hastaligi, norodejeneratif hastaliklar, iskemi ve
reperfiizyon hasari, agir metal zehirlenmesi ve HIV gibi. Lipoik asitin etkilerinin
cogu, antioksidan ozelliklerine ve diger antioksidanlar iizerindeki etkilerine baglidir
a-LA, ksantin oksidaz1 inhibe eder, fakat aynm1 zamanda NF-kappa B aktivitesini
arttirir. NF-kappa B, inflamatuar cevaptan sorumlu proteinlerin gen ekspresyonunu
diizenleyen ayrica HIV gen replikasyonunu da kapsadigi bilinen transkripsiyon
faktoriidiir. NF-kappa B’nin DNA’ya baglanma aktivitesi DHLA tarafindan arttirilir
ancak o-LA tarafindan azaltilir [Biewenga ve ark, 1997; Packer ve Witt, 1996;
Pfaffly, 2001].

Intraselliiler tiyol seviyesinin diisiik olmasi, cesitli lenfosit hastaliklariyla ve AIDS ve
kanser gibi patolojilerle iliskilendirilmektedir [Eck ve ark., 1989; Staal ve
ark.,1992a,b; Pack ve ark., 2001]. Bundan dolay:1 antioksidanlar ve lenfositlerde
hiicresel tiyol seviyesini artiran bilesikler saglikli bir immun fonksiyon i¢in terapdtik
ajan olarak da onerilmektedir. Boyle bilesiklerden biri de a-lipoik asittir. LA, in vitro
olarak hiicre kiiltiiriine ilave edildiginde kolaylikla hiicrelere girer ve mitokondriyal
ve sitozolik enzimler tarafindan DHLAya indirgenir ve cogunlugu hiicreden kolayca
kiltir ortamina sizar [Han ve ark., 1995; Handelman ve ark., 1994]. LA’nin
mikromolar konsantrasyonlarinin in vitroda insan periferal kan lenfositlerinde ve
Jurkat 16semik T hiicrelerinde intraselliiler GSH’da artisa neden oldugu gosterilmistir
[Han ve ark., 1995; Handelman ve ark., 1994; Sen ve ark., 1997]. Ayrica LA’nin 1
UM gibi diisiik konsantrasyonlarinin, kanser hastalarindan izole edilen periferik kan

hiicrelerinde fonksiyonel hasarlari onardigi gosterilmistir [Mantovani ve ark., 2000].

Lipoik asit hem membranda hem de sivi fazda fonksiyon gorebilen, birgcok tibbi
problemin tedavisi i¢in biiylik umut vaat eden c¢ok oOnemli bir antioksidandir.
Almanya’da 1966°da karaciger sirozunun tedavisi ve agir metal zehirlenmesinin
tedavisi i¢in uygun bulunmustur ve giiniimiizde daha ¢ok diyabetik noropati igin

kullanilmaktadir. Bu giine kadar bilinen bir yan etkisi yoktur [Pfaffly, 2001].
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LA’nin terapotik etkileri ile ilgili pek ¢cok yayin olmakla birlikte 6karyotik hiicrelerde
LA metobolizmas1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Della Croce ve arkadaslar
(2003), LA’nin muhtemel koruyucu etkisini kisa siireli analiz yoluyla
Saccharomyces cerevisiae mayasinin 5 susunda arastirmislardir. Ozellikle oksidatif
stres kosullar1 icinde LA’ nin davranigini belirlemek amaciyla oksidan olarak hidrojen
peroksit kullanilmistir. LA hidrojen peroksite karst antimutajenik etki gostermis ve
sitokrom p450°yi Onemli derecede azaltmistir. LA’nin etkisini en iyi sekilde
aciklamak icin siiperoksit dismutaz genlerinde delesyonlar tasiyan maya suslari
kullanilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore, LA mitotik boliinmelerin sayisini ve
biiyliyen hiicrelerde yasama yiizdesini artirmistir. Kullanilan ¢esitli maya suslarinda
pozitif etki bellidir ve bu durum lipoik asidin antioksidan aktivitesi yoluyla maya

hiicrelerinde oksidanlara kars1 koruyucu ve antimutajenik oldugunu gostermektedir.
2.8. Ferulik asit

Ferulik asit (FA, 3-methoxy, 4-hydroxy cinnamic acid), sebze ve meyvelerde siklikla
bulunan, fenilalanin ve tirozin metabolizmasindan kaynaklan, fenolik bir bilesiktir
[Graf, 1992; Paganga, 1999]. Kimyasal yapisi zerdagale sar1 rengini veren ve 6nemli
bir antioksidan olan kurkumine benzemektedir. Ozellikle tohumlarda ve yapraklarda
hem serbest formunda hem de lignin ve diger biyopolimerlere bagh olarak bulunur
[Andersons ve ark.,1980]. Misirda, bugday, piring, yulaf, ¢avdar gibi tahillarin
kepeklerinde, kavrulmus kahve, domates ve turunggillerde bulunmaktadir [Graf,
1992]. Undaki toplam fenolik asitler i¢inde % 90’1 ferulik asit olusturmaktadir
[Manach ve ark, 2004].

Ferulik asit, fenoksiradikal yapisina bagli olarak yiiksek antioksidan potansiyele
sahiptir. Etkili bir serbest radikal siipiiriiciidir ve baz1 iilkelerde lipit
peroksidasyonunu engellemek amaciyla gida katkisi olarak da kullanilmaktadir
[Adam ve ark., 2002]. Ferulik asitin insanlarda, giiclii bir membran antioksidani
olarak etki ettigi ve deri kanseri, yaslanma, yorgunluk, soguk alginligi, grip ve
influenzaya kars1 koruyucu etkili oldugu bilinmektedir [Rukkumani ve ark., 2004a].

Ferulik asit hidroksil radikali, hipoklor6z asit ve peroksil radikali gibi reaktif oksijen



30

tiirlerini  stipiiriicii  etkilidir; serbest radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi
ispatlanmistir [Kanski ve ark., 2002]. FA’nin ratlarda pankreatik hiicrelerde insiilin
salinimint arttirdigt bildirilmistir [Nomura ve ark.,2003]. Antioksidan oOzellikleri
ratlarda kimyasallar araciligiyla olusturulan karsinogenezde ve farelerde deri timorii

olusumunda da goriilmiistiir [Huang ve ark., 1998].

Caligmalar, ferulik asidin fotoprotektif [Saija ve ark., 2000], hepatoprotektif
[Srinivasan ve ark., 2005], antiaterojenik [Rukkumani ve ark, 2004b] ve
antimutajenik [Murakami ve ark., 2002] 6zellikleri oldugunu gostermistir. Prasad ve
arkadaslari, ferulik asidin insan lenfositlerinde radyasyonun yol actig1 sitogenetik ve
biyokimyasal hasara kars1 koruyucu etkisini arastirmiglardir. Bu koruyucu etkinin FA
varliginda gerceklestigi ve FA’nin hiicreler tarafindan alindigi ileri siiriilmiistiir.

Buna gore ferulik asit radyoprotektif 6zellik géstermistir [Prasad ve ark., 2006].

Tiim bu veriler dogrultusunda, bu tez ¢aligmasinda amag, antitiimoral bir ajan olan ve
hiicrelerde kromozomal hasara yol ac¢tig1 bilinen MMC’ye karsi lipoik asit ve ferulik
asidin antioksidan 0Ozelliklerine bagli olarak antigenotoksik bir etki gosterip

gostermeyeceklerini tespit etmektir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kromozom incelemesi icin materyal

Bu arastirmada lipoik asit ve ferulik asitin mitomisin-C tarafindan olusturulan
genetik hasara kars1 olasi antigenotoksik etkilerini incelemek amaciyla insan
periferal kanindan elde edilen lenfositler kullanilmistir. Kan, sigara, alkol ve ilag
kullanmayan, herhangi bir saglik problemi olmayan ve genotoksik ajanlara maruz
kalma Oykiisii olmayan 25 yasinda bir bayan ve 24 yasinda iki ayr1 erkek dondrden

temin edilmistir.

3.1.2. Test Materyali

Lipoik Asit

Bu arastirmada kullanilan antioksidan maddelerden biri a-lipoik asittir ve tam
kimyasal adi: 1,2-dithiolan-3-pentonoik asittir. Lipoik asit ¢ok cesitli adlar ile
bilinmektedir: thioktik asit, 1,2-dithiolan-3-valerik asit ve 6,8-thioktik asit, 6,8-
dithio-oktanoik asit gibi [Packer ve Witt, 1996]. CAS NO: 1077-28-7, kimyasal
formiilii: CgH140,S,, molekiil agirligi: 206,33 gr’dir. Yapisal formiili Sekil 2.1°de

verilmistir.

oly
o3

Sekil 3.1. Lipoik asidin yapisal formiilii
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Ferulik Asit

Bu arasgtirmada kullanilan diger antioksidan madde ferulik asittir. Sinonimleri 4-
hidroksi-3-metoksisinnamik asit, koniferik asit, 3-(4-Hidroksi-3-metoksifenil)-2
propenoik asit, 3-metoksi-4-hidroksi-sinnamik asit, 3-metoksi-4-hidroksi-trans-
sinnamat, trans-ferulik asittir. CAS NO: 1135-24-6, kimyasal formiilii: C;oH;0O4
molekiil agirligi: 194,19 gr’dir. Yapisal formiilii Sekil 3.2°de verilmistir.

O

HO

Sekil 3.2. Ferulik asitin yapisal formiili

3.2. Metot

3.2.1. Cahismada kullamlacak konsantrasyonlarin belirlenmesi

Lipoik asit ile daha 6nce yapilan ¢aligmalara gore akut toksisitesinin diigiik oldugu
bilinmektedir. Ratlarda LDsy degeri 400-500 mg/kg olarak belirtilmistir. Bunun
disinda farede oral olarak verildiginde LDsp: 1130 mg/kg, intraperitonal olarak
verildiginde LDs: 235 mg/kg’dir; kopeklerde oral olarak verildiginde ise LDsy
degeri 400-500 mg/kg’dir. Son yapilan c¢alismalarda ratlarda LDsy degeri >2000
mg/kg bw olarak belirtilmektedir. Calisma sirasinda LDs, degerlerinden yola ¢ikarak
lipoik asit i¢in ¢esitli dozlar denenmistir. Bu tez caligmasi sirasinda 120, 60, 30, 15
ve 7,5 pug/ml lipoik asit uygulanan kiiltiirler incelenmis, ancak bu dozlarda insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde hiicre ¢ogalmasini engelleyici etkisi belirlendiginden
uygulama dozlar1 0,5, 1 ve 2 ug/ml olarak secilmistir. Bu ¢alismada, ferulik asidin
uygulama dozlar1 ise 0,25, 0,5, 1, 2, 4 pg/ml olarak se¢ilmistir. Bu dozlarin
belirlenmesinde hem lipoik asit ile kiyaslama yapabilmek i¢in benzer dozlar

icermesi dikkate alinmis hem de Prasad ve arkadaglarinin insan lenfosit kiiltiirtinde
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yapmis olduklari benzer bir ¢alismadan [Prasad ve ark., 2006] yola ¢ikilmistir. 8
png/ml ferulik asit de kiiltiirlerde denenmis ancak yiiksek dozlarin lipoik asit gibi
insan periferal lenfosit kiiltiiriinde hiicre ¢ogalmasini engelleyici etkisi oldugu tespit

edilmistir.

3.2.2. Preparatlarin Hazirlanmasi

Kromozom anormallikleri (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testi icin

preparatlarin hazirlanmasi

Her iki antioksidan ile yapilan caligmalarda, hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi
amaciyla, saglikli, sigara igmeyen, herhangi bir saglik sorunu olmayan bir bayan ve
bir erkekten ayri ayr1 alinan periferik kanin 0,2 ml’si (6 damla) steril sartlarda 2,5
ml’lik kromozom ortami (Chromosome Medium B) iceren tiiplere ekilmistir. Daha
Once sartorius membran filtre ile steril edilerek hazirlanan BrdU ¢o6zeltisinden her
tiipe 10 pg/ml olacak sekilde toplam 50 ul ilave edilmis ve tiipler alt {ist edilerek
karigsmalar1 saglanmistir. Ardindan kiiltiir tiipleri 151k almamasi amaciyla aliiminyum

folyo ile sarilarak, egik pozisyonda, 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir.

Lipoik asitin (LA) antigenotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla 3 ayr1 muamele
grubu olusturulmustur. Birinci grupta, lipoik asit 23. saatte kiiltiirlere eklenirken
pozitif kontrol MMC, 24. saatte ortama eklenmis ve lipoik asitin mutajenden 1 saat
once verilmesiyle bu matajene karst herhangi bir koruyucu etkisinin olup olmadigi
belirlenmeye ¢alisilmistir. ikinci grupta, lipoik asit ve MCC 24. saatte es zamanh
olarak uygulanmstir. Ugiincii grupta ise, MMC 24. saatte, lipoik asit bundan 1 saat
sonra 25. saatte kiiltiir ortamina eklenmistir. Ayrica ¢alismalarda hi¢bir muamele
yapilmayan bir negatif kontrol grubu, lipoik asidin ¢oziiclisii olarak kullanilan
etanoliin (etil alkol) tek basina uygulandig1 bir ¢oziicli kontrol grubu ve mitomisin

C’nin (MMC) tek basina uygulandigi bir pozitif kontrol grubu da kullanilmustir.

Biitlin uygulama gruplarinda, MMC (0,2 pg/ml) 24. saatte kiiltiirlere eklenmis ve 48

saat siireyle kiiltiir ortaminda kalmasi saglanmistir. Lipoik asit ise, li¢ grup igin
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sirastyla 49, 48 ve 47 saat siireyle kiiltiir ortaminda kalmistir. Kiiltiiriin 24. saatinde
¢oziicli kontrol grubu olan tiipe 10 pl etanol eklenmis, pozitif kontrol grubu olan tiipe
son konsantrasyonu 0,2 pg/ml olacak sekilde MMC tek basina eklenmistir. Tiipler

tekrar inkiibatore alinarak 72 saatlik toplam kiiltiir siiresinin dolmasi beklenmistir.

Ferulik asidin (FA) antigenotoksik etkisini belirlemek icin insan lenfosit kiiltiirlerine
eklenmesi MMC ile es zamanl olarak yapilmigtir. Ferulik asit ve MMC’nin 24.
saatte uygulandig1 kiiltliirlerde, sayimlar igin yeterli hiicre ve metafaz elde
edilemediginden, lipoik asit ile yapilan ¢calismadan farkli bir yontem takip edilmistir.
FA ve MMC Kkiiltiir baglangicindan 48 saat sonra ilave edilmis, kiiltiir ortaminda 24
saat siire ile kalmalar1 ve kiiltiiriin toplam siiresinin yine 72 saat olmasi saglanmistir.
Boylece es zamanli olarak her bir tiipe, 0,2 pg/ml MMC ile birlikte ferulik asitin
0,25, 0,5, 1, 2, 4 ug/ml olmak iizere 5 farkli konsantrasyonu eklenmistir. Ferulik asit
ile yapilan ¢alismada da hi¢cbir muamele yapilmayan bir negatif kontrol grubu, 24.
saatte 0,2 pg/ml MMC’nin tek basina eklendigi bir pozitif kontrol grubu ve 10 pg/ml

etanol igeren bir ¢oziicli kontrol grubu da olusturulmustur.

Kiiltiir siiresi bitiminden 2 saat once (kiiltliriin 70. saatinde) her tiipe steril saf su
icinde hazirlanmis kolkisin ¢6zeltisinden (kullanilan kiiltiiriin her ml’sinde 0,06 pg
olacak sekilde) eklenmis ve tiipler hafifce sallanip karigmalari saglanmistir. Bu
sekilde hiicreler 2 saat boyunca 37 C’deki inkiibatorde kolkisin ile 6n isleme tabi

tutulmustur.

Kiiltiir stiresi bitiminde tiipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve iistte kalan
stv1 (slipernatant) uzaklastirllmistir. Tiipilin dibindeki lenfositleri i¢ceren 0,5-0,7 ml’lik
kisim vorteks yardimiyla iyice karistirilarak, hiicrelerin kalan sivi iginde homojen
olarak dagilmasi saglanmistir. Ardindan bu tiiplere, onceden 37 C’ye getirilmis
0,075M KCI hipotonik ¢ozeltisinden, otomatik karistiricida damla damla (5’er ml)
ilave edilerek karismalar1 saglanmus, daha sonra tiipler tekrar kapatilarak, 37 C’deki
etiivde 30 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra, tliplere buzdolabinda sogutulmus

3:1 metanol:asetik asitten olusan soguk fiksatiften 5’er ml yavas yavas eklenmistir.



35

Ik fiksatifin eklenmesinden sonra tiipler 1 saat siireyle +4°C’de buzdolabinda
bekletilmistir. Fiksatifle yikama islemi iki kez daha tekrarlanarak tiipte kalan sivinin
tamamen berraklasmasi saglanmistir. Tiipler her yikama isleminden sonra santrifiij
edilmis, son fiksatifle muamele sonunda dipte 0,5-0,7 ml kalacak sekilde siipernatant
atilmistir. Tiipiin dibinde kalan s1v1, pipetaj yapilarak i¢indeki hiicreler homojen hale
getirilmistir. Daha sonra bu silispansiyon, onceden 1N HNOs’te bekletilerek
temizlenmis ve buzdolabinda etil alkol igerisinde bekletilen lamlar {izerine, 15-20 cm
yiikseklikten, farkli alanlara birer damla damlatilarak yayilmasi saglanmstir.
Hazirlanan preparatlar kurumak {izere 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir

[Jonasson, 1986].

Mikroniikleus (MN) testi icin preparatlarin hazirlanmasi

Mikroniikleus testi icin, insan periferal lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmas1 amaciyla,
saglikli, sigara igmeyen bir erkek ve bir disi dondrden alinan periferik kanin 0,2 ml’si
(6 damla), igerisinde 2,5 ml’lik kromozom ortami bulunan (Chromosome Medium B)
tiiplere ekilmistir. Bu tlipler 37°C’deki etiive 45° egik sekilde yerlestirilmistir.
Kiiltiirdeki hiicreler, lipoik asit ve MMC’nin yukarida verilen konsantrasyonlar ile
MN metoduna uygun olarak 48 saat slireyle muamele edilmistir. Burada da yine 3
ayrt muamele grubu olusturulmustur. LA birinci gruba 23. saatte, ikinci gruba 24.
saatte ve lglincii gruba da 25. saatte, yine 0,5, 1 ve 2 ug/ml olacak sekilde ilave
edilmistir. Genotoksik ajan olan MMC, her ii¢ gruba da 24. saatte ilave edilmistir.
Yine 24. saatte kiiltiirlerden birisine ¢oziicii kontrol olarak 10 pl etanol, bir baska
kiiltiire pozitif kontrol i¢in tek basina 0,2 pg/ml MMC ilavesi yapilmigtir. Muamele
yapilmayan negatif kontrol grubu da bulundurulmustur. Sitokinezi engellemek igin
tiim kiiltiirlere 44. saatte 7 pl Cytochalasin-B eklenmistir. Kiiltiir siiresi doldugunda
tipler, 10 dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmis, ardindan iistte kalan
slipernatant atilmistir. Geriye kalan 0,5-0,7 ml’lik kisim vorteks yardimiyla
homojenize edildikten sonra, tiiplere 4°C’deki 0,075 M KCl ¢ozeltisinden Sml damla
damla vorteks ilizerinde karistirilarak ilave edilmis ve sonra buzdolabinda 5 dakika
bekletilmistir. Tipler etiivden ¢ikarilarak, 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip

slipernatant atildiktan sonra, tiiplere, 5’er ml 3:1 metanol:asetik asitten olusan soguk
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fiksatiften ilave edilmis ve buzdolabinda 15 dakika bekletilmistir. Fiksasyon islemi 3
kez uygulanmis ve tiipler her fiksatiften sonra 5 dk buzdolabinda bekletilmistir. 3.
fiksatife son konsantrasyonu %! olacak sekilde formaldehit ilave edilmistir. Son
santrifiij isleminden sonra tiiplerdeki silipernatant atilmis, geriye kalan hiicre
siispansiyonu pipetle yavasca homojenize edilmistir. Onceden 1IN HNO;’de
temizlenmis ve buzdolabinda etil alkolde bekletilmis ve sonrasinda kurulanmis
lamlar iizerine 15-20 cm yiikseklikten farkli alanlara birer damla damlatilarak
siispansiyonun yayilmasi saglanmistir. Preparatlar, kurumasi ig¢in 24 saat oda

sicakliginda birakilmastir.

Ferulik asit i¢in standart MN metodu ile yapilan denemelerde, degerlendirme i¢in
yeterli biniikleat hiicre elde edilemediginden Kaya ve Topaktas’in metoduna uygun
olarak 24 saatlik etkinin incelendigi bir mikroniikleus testi uygulanmistir [Kaya ve
Topaktas, 2007]. Buna gore toplam 68 saat olan kiiltiir siiresinin 44. saatinde ferulik
asitin uygulama konsantrasyonlar1 (0,25, 0,5, 1, 2, 4 pg/ml) ve 0,2 pg/ml MMC es
zamanl1 olarak uygulanmistir. Ayni1 zamanda 0,2 pg/ml MMC igeren pozitif kontrol
grubu ve 10ul etanol igeren ¢oziicii kontrol grubu ve muamele yapilmayan bir negatif
kontrol grubu olusturulmustur. Sitokinezi bloke etmek icin, yine kiiltliriin 44.
saatinde tiim kiiltilir tliplerine 7 pl Cytochalasin-B eklenmistir. Bdylece etkisi test
edilen maddelerin kiiltlir ortaminda 24 saat siire ile kalmalar1 saglanmistir. 72 saat
stire ile yapilan kiiltiirlerde, 24 saatlik etkiyi test etmek i¢in kimyasallarin 48. saatte
uygulanmasi1 gerekmektedir. Bu durumda kiiltiir ortamindaki hiicrelerin sitokinezi
bloke edilmis olacagindan, uygulamalarin 44. saatte yapilmasi ve kiiltiir siiresinin 68

saat olmasi tercih edilmistir.

3.2.3. Preparatlarin boyanmasi

Mitotik indeks, kromozomal anormallikler ve mikroniikleuslarin gozlenmesi
amactyla hazirlanmis olan preparatlar % 5’lik giemsa boyasinda 20-25 dakika
homojen olarak boyanmistir. Bir kromozomdaki kardes kromatidlerin farkl
boyanmasini saglamak icin floresan+giemsa boyama yapilmis, bu amacla Speit ve

Haupter’in gelistirdikleri metot modifiye edilerek kullanilmistir [Speit ve Haupter,
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1985]. Bu uygulamaya gore bir giin boyunca kurutulan preparatlar diiz bir tepsiye
konularak iizerleri ince bir tabaka halinde fosfat tamponu (pH 6.8) ile kapatilmistir.
Preparatlar, 15 cm yiikseklikten, 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen UV lambasi
ile karanlik ortamda 13 dakika 1sinlanmistir. Isinlama bitiminin ardindan preparatlar,
onceden 60°C sicakliga getirilen 2xSSC sollisyonunda 1 saat inkiibe edilmistir. Son
olarak preparatlar, fosfat tamponu ile hazirlanan % 5°lik giemsa ile (pH 6.8) 20-25
dakika boyanmustir. Her iki yontemde de boyadan ¢ikarilan preparatlar, fazla
boyanin akmast i¢in ii¢ ayr1 kaptaki saf sudan gecirilerek yikanmis ve dik bir sekilde
kurumaya birakilmistir. Ertesi giin preparatlara DPX damlatilip lamelle kapatilarak
daimi hale getirilmis ve bir giin kurumaya birakildiktan sonra mikroskobik

incelemeye alinmustir.

3.2.4. Kromozom anormalliklerinin (KA) saptanmasi

Kromozomal anormalliklerin belirlenmesi i¢in her bir uygulama grubunda,
kromozomlar1 iyi dagilmis olan 100’er metafaz incelenmistir. incelenen toplam
hiicre sayist i¢indeki anormal hiicrelerin ylizdesi ve hiicre basina diisen kromozom
anormalligi sayis1 belirlenmistir. Antioksidanin etkisiyle mitotik indeks ve
kromozom anormalliklerinde olusan degisimlerin pozitif kontrole gore 6nemli olup
olmadiklarinin belirlenmesi igin z-testi uygulanmis ve her bir grubun regresyon
denklemi ile korelasyon katsayisi (r) bulunup, regresyon egrisi ¢izilerek doz etki

iligkisi saptanmustir.

3.2.5. Kardes kromatid degisiminin (KKD) saptanmasi

Kardes kromatid degisimi sayisi, her uygulama i¢in, kadin ve erkek bireylere ait
preparatlarin her birisinden, kromozomlar1 iyi dagilmis ve ikinci mitoz boliinmeyi
geciren 25 hiicrede saptanmistir. Kardes kromatid degisimi sayisi, bir kromozomun
actk boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis
kromatidindeki agik boyanmis parcalarin sayilmasiyla, olusan kirilma sayisina gore
birli, ikili, ti¢li ve dortli degisimler olarak degerlendirilmistir. Uygulama gruplarinin

her birinde olusan KKD’nin pozitif kontrole gére anlamli olup olmadigi t-testi ile
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analiz edilmistir. Tek yonlii varyans analizi metodu ile hiicre basina diisen KKD
orani i¢in her bir grubun ortalamalari arasindaki farkin 6nemli olup olmadig:
saptanmistir. Yine her bir grubun regresyon denklemi ile korelasyon katsayisi (r)

bulunup regresyon egrisi ¢izilerek doz etki iligkisi saptanmugtur.

1 = CE = EE = SCE e =

Sekil 3.3. Birli, ikili, ti¢lii ve dortlii kardes kromatid degisimleri

3.2.6. Mitotik indeks (MI) ve replikasyon indeksinin (RI) saptanmasi

Mitotik indeksin tespit edilmesi amaciyla biitiin uygulamalar i¢in kadin ve erkek
bireye ait preparatlarin her birinden 1000’er hiicre olmak iizere 2000 hiicre
incelenmis ve bu hiicreler i¢cinde metafaz evresindeki hiicre sayisinin toplam hiicre
sayisina orani, ylizde cinsinden hesaplanmistir. Replikasyon indeksini hesaplamak
amaciyla erkek ve disi icin hazirlanan KKD preparatlarinin her birinden 100’er
hiicre, toplamda 200 hiicre incelenmistir. incelenen hiicreler arasinda birinci (M1),
ikinci (M2) ve tglincli (M3) metafaz evresindeki hiicreler sayillmig ve replikasyon
indeksi RI=1x(M1)+2x(M2)+3x(M3)/N (N=incelenen toplam hiicre sayisi) formiilii
ile hesaplanmistir [Gomez-Arroya ve ark, 2000].

3.2.7. Mikroniikleuslarin (MN) saptanmasi

Sitokinezi-blok (cytokinesis-blocked) metodu ile mikroniikleus testinde, mitoz
geciren hiicrelerde; sitokalasin B ile sitokinez durdurulur. Boylece ¢ekirdek
boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis cift
cekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak ayirt edilebilir. MN incelemesi sirasinda
sitoplazma boliinmesini tamamlayamamus, ¢ift ¢ekirdekli hiicreler esas alinir, ¢linkii

bu hiicreler, test edilen materyalin ilavesinden sonra bdliinen hiicrelerdir. Dolayisiyla
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MN olusumu test maddesinden kaynaklaniyor olabilir. Tek ¢ekirdekli hiicrelerdeki
MN’ler ise test materyali ilavesinden kaynaklanmayan, baslangigta lenfosit
hiicrelerinde mevcut olan veya spontan olusan MN’lerdir. Bu ¢alismada erkek ve disi
bireye ait her bir preparattan 1000 tane, toplam 2000 tane iki g¢ekirdekli hiicre,
mikrontikleus igerip icermedigi yoniinden incelenmistir. Heddle ve Countryman’in
kriterlerine gére; MN boyutu niikleusun %20’sinden fazla, %5’inden az olmamalidir,
MN boya alma yogunlugu esas ¢ekirdek ile ayni olmalidir, sadece sitokinezi bloke
edilmis ¢ift ¢cekirdekli hiicrelerdeki MN’ler sayilmalidir. Bu ¢alismada mikroniikleus
igeren hiicreler 1 mikroniiklueslu, 2 mikroniikleuslu, 3 mikroniikleuslu olmak iizere
sayllmis ve Ix(1IMN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)/N (N incelenen toplam hiicre
sayis1) formiilii kullanilarak hiicre basina diisen MN sayist  (MN/hiicre)

belirlenmistir.

3.2.8. Niikleer Béliinme indeksinin (NBI) Saptanmasi

Her bir uygulama grubunda (her bir bayan ve erkekten 500 adet) toplam 1000 hiicre
niikleer boliinme indeksini hesaplamak iizere degerlendirilmistir. Hiicreler 1
cekirdekli (IN), 2 c¢ekirdekli (2N), 3 ¢ekirdekli (3N) ve 4 ¢ekirdekli (4N) hiicreler
seklinde sayilmis niikleer bdliinme indeksi 1x(1N)+2x(2N)+3x(3N+4N)/n (n
incelenen toplam hiicre sayisi) formiilii ile hesaplanmistir [Holland ve ark., 2002;

Fimognari ve ark., 2005].

3.2.9. istatistiksel Analizler

Bu calismada, mitotik indeks, replikasyon indeksi, KKD/Hiicre sayisi, anormal hiicre
frekansi, KA/Hiicre sayisi, MN/Hiicre sayis1 ve niikleer boliinme indeksi i¢in doz-
etki iligkisini ortaya koymak amaciyla SPSS 13.0 bilgisayar programiyla regresyon
analizi uygulanmistir. Deney gruplarindaki mitotik indeks, repkikasyon indeksi,
niikleer boliinme indeksi, kromozomal anormallikler ve mikroniikleuslarin kontrol
gruplan ile farklilik gosterip gdstermediginin belirlenmesinde z-testi kullanilirken,

kardes kromatid degisimlerinin degerlendirilmesinde t-testi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Lipoik asitin MMC tarafindan olusturulan genetik hasar iizerine etkileri

Lipoik asit ile yapilan antigenotoksiste ¢alismasinda, her bir kiiltiire 24. saatte MMC
eklenmis ve MMC ile toplam 48 saatlik bir uygulama yapilmistir. Kiiltiirlerden biri
yalmizca MMC eklenmis pozitif kontrol grubu olarak degerlendirilmis, diger
kiiltiirlere lipoik asidin uygulama konsantrasyonlart (0,5, 1, 2 pg/ml), MMC
uygulamasindan bir saat dnce, es zamanli ve bir saat sonra olmak {iizere ii¢ farkl
sekilde eklenmistir. Ayrica etanol (10 pg/ml) igeren bir ¢dziicii kontrol grubu ve
hicbir muamelenin yapilmadigi bir negatif kontrol grubu da degerlendirilmeye

alinmustir.

Kromozomal anormallikler (KA) iizerine etkisi

MMC ile lipoik asidin birlikte uygulandig kiiltiirlerde, insan periferal lenfositlerinde
gbzlenen kromozomal anormallik tipleri, hiicre basina diisen kromozomal anormallik
sayist ve anormal hiicre frekans1 Cizelge 4.1.’de gosterilmektedir. Pozitif kontrol
grubu MMC (0,2 pg/ml), negatif kontrol ile kiyaslandiginda, kromozomal anormallik
frekansinda istatistiksel olarak onemli derecede artisa neden olmustur (p<0.001).
Tiim uygulama gruplarinda MMC’nin kromatid ve kromozom kiriklari, fragment,
kardes kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom ve kromatid degisimlerine neden
oldugu gozlenmistir. Kromatid kiriklart ve triradyal ve quadriradyal sekilde gézlenen
kromatid degisimleri en baskin anormallik tipleridir. MMC ve lipoik asidin kombine
sekilde muamele edildigi kiiltlirlerin hepsinde, yalnizca MMC uygulanmis pozitif
kontrol ile kiyaslandiginda, hem anormal hiicre frekanslarinda hem de hiicre basina
diisen toplam kromozom anormalligi sayisinda istatistiksel olarak onemli bir azalma
(p<0,001) gozlenmistir. Bu iyilesitirici etkinin lipoik asitin bir saat O6nce ve es
zamanli olarak eklendigi gruplarda daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte
lipoik asidin MMC muamelesinden 1 saat sonra uygulandigi grupta doz arttikca
ylizde anormallik artarken (r=0,756); diger iki uygulama grubu olan es zamanl

muamele grubu ve lipoik asidin 1 saat once eklendigi grupta, doza bagl bir degisim
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yoktur (r=0,143, r=0,371). incelenen metafaz hiicrelerinde yaygin olarak hiicre
basina bir anormallik goriilmekle birlikte, bazi hiicrelerde birden fazla anormallik
gozlenmistir. Buna bagli olarak KA/hiicre sayisi hesaplanmistir. Lipoik asidin
MMC’den 1 saat sonra eklendigi grupta anormal hiicre frekansi i¢in doza bagl bir
art1s gozlenmistir (r=0,992). LA ve MMC’nin es zamanli uygulandig1 grupta anormal
hiicre frekanst doza bagli olarak azalmistir (r=0,882). Lipoik asidin 1 saat Once

eklendigi grupta ise etkinin doza bagli olmadig belirlenmistir (r=0,327).

Cizelge 4.1. MMC ile birlikte lipoik asit uygulanan insan periferal lenfositlerinde
kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre frekansi ve KA/hiicre

say1si
Uygulama Anormallikler
Test Siire Dozlar Anormal KA/Hiicre+
maddesi (saat) (ng/mL) Ktk |Kzk |F |[Kkb |Dk [Kd |P |Toplam | hiicrexSH (%) |SH
MMC | LA
Kontrol 48 |- y 5 - - N 3,040,012 0,030£0,012
10l Etanol |48 | - -4 - -2 | I P 3,540,013 0,035+0,013
MMC 48 |02 |- 54 |9 10 |15 2 |41 |- |155 56,540,035 0,775+0,030
LA+MMC |47 |02 |05 |32 |- 4 |7 12 |38 93 38,040,034%* | 0,470£0,035%*
(Isaat 6nce) 02 |1 |23 |4 |9 |9 9 |23 78 32,040,033%% | 0,390+0,034%*
02 |2 |43 |1 2 |2 9 |41 98 35,040,035%* | 0,490+0,035%*
LA+MMC |48 |02 |05 |32 |2 |9 |9 18 |20 90 37,040,034%* | 0,450+0,035%*
(eszamanly) 02 |1 |31 |3 9 |7 15 |31 96 37,540,034%% | 0,480+0,035%*
02 |2 |31 |3 2 |4 11 |41 92 34,540,034%% | 0,460+0,035%*
LA+MMC |49 |02 |05 |37 |4 1 |7 12 |30 102 38,540,034%* | 0,510£0,035%*
(Isaat sonra) 02 |1 |37 |2 |4 |6 17 |39 105 40,5+0,035* 0,525+0,035%*
02 |2 |29 |4 |2 |6 12 |51 105 43,0+0,035* 0,525+0,035%*

Ktk: Kromatid kirigi, Kzk: Kromozom kirigi, F: Fragment, Kkb: Kardes kromatidlerde birlesme, Dk: Disentrik

kromozom, , Kd: Kromatid degisimi, P : Poliploidi

* pozitif kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z test)
** pozitif kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z test)
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Resim 4.1. MMC ve lipoik asit ile muamele edilen insan lenfositlerinde gozlenen
kromozom anormallikleri: a) kromatid kiri1g1, b) kromozom kirigi,

c¢) kromatid degisimi, d) disentrik kromozom, ¢) kardes kromatidlerde
birlesme, f) poliploidi
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Kardes kromatid degisimi (KKD), mitotik indeks (MI) ve replikasyon indeksi (RI)

uzerine etkisi

Cizelge 4.2°de lipoik asidin, MMC ile birlikte uygulandig1 kiiltiirlerde kardes
kromatid degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks iizerine etkileri
gosterilmektedir. Kardes  kromatid  degisimi/hiicre sayist acisindan
degerlendirildiginde tiim uygulama gruplar1 negatif kontrole gére anlamli derecede
artis goOstermistir. Pozitif kontrol ile kiyaslandiginda lipoik asit eklenmis tim
kiltirlerde MMC tarafindan olusturulan KKD sayisinda istatistiksel olarak onemli
derecede azalma gozlenmistir (p<0,05, t-test). Bu etkinin lipoik asitin MMC’den bir
saat once eklendigi kiiltlirlerde 1 ve 2 pg/ml’lik dozlarda en yiiksek diizeyde oldugu
belirlenmistir. Bir saat 6nce ve es zamanli LA muamele edilen gruplardaki
KKD/hiicre sayisindaki azalma doza baghdir (sirasiyla r=0,842 ve r=0,946) ancak bir
saat sonra LA muamele edilen grupta bu etki ¢ok daha diisiiktiir (r=0,516). Bir saat
sonra LA ilave edilen grupta, pozitif kontrole gére azalma olmakla birlikte, dozlar
kendi i¢inde degerlendirildiginde 2 pg/ml’lik en yiiksek dozda KKD/hiicre sayist en
diisiik diizeye ulagsmistir. Replikasyon indeksi tiim uygulamalarda negatif kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli iken, LA ve MMC’nin kombine olarak uygulandigi
kiiltiirler pozitif kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Replikasyon indeksi tiim uygulamalarda doza bagli (sirasiyla
r=0,817; r=0,756 ve r=0,789) fakat onemli olmayan bir azalma goOstermektedir.
MMC’nin uygulandigr tim gruplar kontrol gruplarn ile kiyaslandiginda, insan
lenfosit kiiltiirlerinde mitotik indeksde onemli bir azalmaya yol agmistir. MMC ile
birlikte lipoik asit igeren gruplar, yalmizca MMC igeren pozitif kontrol ile
karsilastirildiginda, mitotik indeks istatistiksel olarak Oonemli derecede azalmistir.
Mitotik indeksteki bu distsiin, lipoik asidin hem muamele siiresine, hem de
konsantrasyonuna bagl olarak gergeklestigi gbzlenmistir. Her iic muamele grubunda
da konsantrasyon arttik¢a, mitotik indeks azalmaktadir (sirasiyla r=0,998, r=1,00 ve

1=0,975).
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Cizelge 4.2. MMC ile birlikte lipoik asit uygulanan insan periferal lenfositlerinde
kardes kromatid degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks

Uygulama
Siire Doz
Test maddesi (saat) (pg/ml) Min-max KKD/hiicre+ | M1 M2 | M3 | RI+SH MI + SH
MMC | 1A | KKD SH
Kontrol 48 - - |28 446£022 |5 82 | 113 | 2,540,039 | 9,60+0,20
CK (10yl Etanol) |48 - - |19 4,60£029 |4 87 | 109 | 2,530,038 |9,05+0,19
MMC 48 02 |- |3878 51,16 132 |82 105 | 13 | 1,66+0,039 |8,05+0,18
LA+MMC 47 02 |05 2565 37,26+ 1,05° | 99 93 |8 | 1,550,040 |6,20+0,13%*
(1 saat 6nce) 02 |1 |19-48 31,362 0,98° | 92 102 |6 | 1,57£0,039 |5,65+0,12%*
02 |2 |21-45 30,28£0,87° | 106 |89 |5 | 1,50+0,039 | 4,80+ 0,10%*
LA+MMC 48 02 |05 ]24-53 37,78+ 0,86° | 90 103 |7 | 1,59+0,039 |7,40+0,15%*
(es zamanlr) 02 |1 |23-58 3530+ 1,32° | 105 |87 |8 | 1,5240,040 |6,90%0,14%*
02 |2 |17712 33,08£1,89° | 103 |90 |7 | 1,5240,040 |5,85%0,12%*
LA+MMC 49 02 |05 |23-62 37,80+ 1,23* | 85 103 |12 | 1,640,040 |7,55+0,16%*
(1 saat sonra) 02 |1 |18-74 41,70 1,78 | 114 |76 |10 | 1,48+0,040 | 7,104 0,15%*
02 |2 |19-62 3570£1,66° | 116 |75 |9 | 1,47+0,040 | 6,704 0,14%*

# pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)
** pozitif kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-test)

Mitotik indeks
o

1saat 6nce eszamanh

1saat sonra

O Kontrol

B CK (10pg/ml Etanol)
00.2ug/ml MMC
00.5ug/ml LA+0.2ug/ml

MMC
M 1pg/ml LA+0.2ug/ml MMC
O2ug/ml LA+0.2ug/ml MMC
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Sekil 4.1. MMC ile birlikte lipoik asit uygulanan insan lenfosit kiiltiirlerinde mitotik

indeks degisimi
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Resim 4.2. MMC ve lipoik asit ile muamele edilen insan lenfositlerinde gézlenen
kardes kromatid degisimleri

Mikroniikleus olusumu iizerine etkisi

Bu ¢alismada antioksidan lipoik asidin antigenotoksik etkileri mikroniikleus yontemi
ile de belirlenmistir. MMC igeren tiim gruplarda MN/hiicre sayis1 kontrole gore
istatistiksel olarak onemli derecede artmustir (p<0,001). Sitokinezi bloke edilen
binukleat hiicrelerde siklikla IMN bulundugu, fakat 2 MN ve hatta 3 MN tasiyan
hiicrelerin de bulundugu goézlenmistir. MMC ile birlikte LA igeren tiim
uygulamalarda ve tiim uygulama dozlarinda pozitif kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gerceklesmistir (p<0,001) (Cizelge 3.3). Bu azalmanin lipoik
asidin MMC’den bir saat 6nce muamele edildigi kiiltirde en fazla oldugu
belirlenmistir. Bu uygulama grubu kendi i¢inde degerlendirildiginde doza bagl bir
artis oldugu (r= 0,995) gozlenmistir. Bu grupta 0,5 pg/ml’lik dozda en etkili koruma
gergeklesmistir. Lipoik asitin eszamanli ve bir saat sonra eklendigi gruplarda ise
sirastyla 1 ve 0,5 pg/ml’lik dozda en etkili korumanin gerceklestigi belirlenmistir.
Lipoik asitin eszamanli ve bir saat sonra eklendigi gruplarda doz artis1 ve MN/hiicre
sayisindaki artis arasinda belirlenen r degerleri sirasiyla 0,629 ve 0,683 tiir. Niikleer
boliinme indeksinde lipoik asidin 1 saat 6nce, es zamanli ve 1 saat sonra eklendigi
her ii¢c muamele grubunda da sadece MMC uygulanan pozitif kontrole gore 1 ve 2

ng/ml’lik konsantrasyonlarinda énemli bir diisiis gézlenmistir. Her bir uygulamada
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tic farkli konsantrasyon birlikte degerlendirildiginde, konsantrasyon arttikca, NBI’de
bir azalma oldugu belirlenmistir (sirastyla r=0,971; r=0,982; 1=0,982).

Cizelge 4.3. MMC ile birlikte lipoik asit uygulanan insan periferal lenfositlerinde
gbzlenen mikroniikleus degerleri

Uygulama
Siire Doz BN MN’un sayisina gore BN
Test Maddesi (saat) (ug/ml) Hiicre hiicrelerin tanimlanmas1 | MN/Hiicre Niikleer boliinme
say1s1 Indeksi
MMC | LA (1) @ 0
Kontrol 48 - - 2000 4 - - 0,20+ 0,009 1,95+ 0,043
CK (10ul Etanol | 48 - - 2000 9 1 - 0,55+ 0,011 1,93+ 0,042
MMC 48 0,2 - 2000 153 9 - 8,55+ 0,18 1,86+ 0,40
LA+ MMC 47 0,2 0,5 2000 98 2 - 5,10+ 0,10 ** 1,87+ 0,040
(1 saat 6nce) 02 |1 2000 | 100 8 - | 5,80£0,12 %% | 1,68+ 0,034%*
0,2 2 2000 99 15 2 6,75+ 0,14 ** 1,52+ 0,028%%*
LA +MMC 48 0,2 0,5 2000 130 8 ) 7,30+ 0,15 ** 1,90+ 0,041
(es zamanls) 02 |1 2000 | 123 8 T 16,9540,14 % | 1,74+ 0,036*
0,2 2 2000 118 12 4 7,70+ 0,16 ** 1,58+ 0,030%*
_ *%
LA+MMC 49 |02 |05 | 2000 | 122 8 6,90+ 0,14 1,78+ 0,037
_ EX] sk
(1 saat sonra) 02 1 2000 126 14 7,70+ 0,16 1,68+ 0,034
02 5 2000 133 9 - 7,55+ 0,16 ** 1,58+ 0,030%*

* pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z test)
** pozitif kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z test)

a ) b C

Resim 4.3. MMC ve lipoik asit ile muamele edilen insan lenfositlerinde gézlenen
mikroniikleuslu  hiicreler a) bir mikroniikleus, b) iki mikroniikleus
¢) tic mikroniikleus (100x)
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4.2. Ferulik asitin MMC tarafindan olusturulan genetik hasar iizerine etkileri

Ferulik asitin MMC tarafindan olusturulan genotoksik hasar iizerine etkilerinin
incelendigi ¢alismada da, lipoik asit i¢cin uygulanan ayni metod kullanilmistir. Ancak
burada, 48 saatlik etkinin incelendigi denemelerde, analizler i¢in yeterli sayida hiicre
ve metafaz elde edilememistir. Bu nedenle ferulik asit ve MMC’nin 24 saat siireyle
uygulandigr kiiltiirler degerlendirmeye alinmistir. Ferulik asitin uygulama dozlari
(0,25, 0,5, 1, 2, 4 pg/ml) ve 0,2 ug/ml MMC es zamanl olarak kiiltiir siiresi
baslangicindan 48 saat sonra ortama eklenmistir. 48. saatte pozitif kontrol grubu i¢in
0,2 pg/ml MMC ve c¢oziicii kontrol grubu icin 10 pl etanol kiiltiir tliplerine
eklenmistir. Caligmada hi¢gbir muamelenin yapilmadig1 bir negatif kontrol grubu da

bulundurularak degerlendirmeye alinmistir.

Kromozomal anormallikler (KA) iizerine etkisi

MMC ile ferulik asidin birlikte uygulandigi kiiltiirlerde, insan lenfositlerinde
gbzlenen kromozomal anormallik tipleri, hiicre basina diisen kromozomal anormallik
sayis1 ve anormal hiicre frekans1 Cizelge 4.4’de gosterilmistir. Negatif kontrol grubu
ile kryaslandiginda, MMC eklenmis olan tiim kiiltiirlerde hem anormal hiicre frekansi
hem de hiicre basina diisen anormallik sayisinda (KA/Hiicre) istatistiksel olarak
onemli bir artis meydana gelmistir (p<0,001). Tiim uygulama gruplarinda MMC’nin
insan lenfositlerinde 6 tip yapisal kromozom anormalligine (kromatid kirigi,
kromozom kirig1, kromatid degisimi, disentrik kromozom, kardes kromatidlerde
birlesme ve fragment) neden oldugu gozlenmistir. Kromatid kiriklari en yaygin
gozlenen anormallik tipidir. MMC ile birlikte ferulik asitin es zamanli olarak
uygulandig: kiiltiirler, yalnizca MMC uygulanan kiiltiirle kiyaslandiginda ise hiicre
basina diisen anormallik sayisinda ve anormal hiicre frekansinda bir azalma oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 ve
aymi zamanda doza bagli olmadig1 belirlenmistir (r degerleri sirasiyla r=0,196,

=0,475).



Resim 4.4.

MMC ve ferulik asit ile muamele edilen insan lenfositlerinde gozlenen
kromozom anormallikleri: a) kromatid kirigi, b) kromozom kirigi,

c¢) kromatid degisimi, d) disentrik kromozom, ¢) kardes kromatidlerde
birlesme, f) poliploidi

48
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Cizelge 4.4 MMC ile birlikte ferulik asit uygulanan insan periferal lenfositlerinde
kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre frekansi ve

KA/hiicre sayist
Uygulama Anormallikler
Anormal KA/ Hicre+
Uygulama Siire Doz hiicre=SH (%) | SH
grubu (saat) (ng/ml) Ktk |Kzk |F |Kkb |Dk [Kd |P Toplam
MMC | FA
Kontrol 24 - - 5 1 |- - - 1 8 4,0+0,014 0,040+0,014
10ul Etanol | 24 - - 2 - - |2 5 |- - 9 4,5+0,015 0,045+0,015
MMC 24 0,2 - 34 |6 305 5 |6 |- 59 27,0+0,031 0,295+0,032
FA+tMMC |24 0,2 0,25 139 |3 301 3019 |- 53 23,0+0,030 0,265+0,031
0,2 0,5 |34 |2 4 |5 3015 |- 53 22,540,029 0,265+0,031
0,2 1 33 |2 713 1 |5 |- 51 23,540,030 0,255+0,031
0,2 2 36 |3 3 (2 7 |5 |- 56 24,540,031 0,280+0,032
0,2 4 30 |4 3 |6 4 14 |- 51 23,0+0,030 0,255+0,031

Ktk: Kromatid kirigi, Kzk: Kromozom kirigi, F: Fragment, Dk: Disentrik kromozom, Kkb: Kardes kromatidlerde
birlesme, Kd: Kromatid degisimi, P: Poliploidi

Kardes kromatid degisimi (KKD), mitotik indeks (MI) ve replikasyon indeksi (RI)

uzerine etkisi

Cizelge 4.5°de ferulik asitin MMC ile birlikte uygulandig1 kiltiirlerde kardes
kromatid degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks degerleri gosterilmektedir.
0,2 pg/ml MMC igeren tim muamele gruplarinda hiicre basina diisen kardes
kromatid degisimi sayisi kontrole gore onemli derece artmistir. MMC ile birlikte
ferulik asit uygulanan kiiltiirler, yalnizca MMC uygulanan kiiltiir ile kiyaslandiginda
kardes kromatid degisimi sayisinda istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05, t-test) ve doza
bagl (r=0,506) bir azalma gdzlenmistir. Replikasyon indeksi degerlendirmesinde,
MMC igeren tiim gruplarda negatif kontrole gore azalma belirlenmistir. MMC ile
birlikte ferulik asit uygulanan gruplar pozitif kontrol ile kiyaslandiginda, replikasyon
indeksinde gozlenen artis istatistiksel olarak anlamli degildir. Mitotik indeks
degerlerinde MMC ve MMC+ferulik asit uygulanan tiim gruplar negatif kontrol

grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli bir azalma oldugu goriilmiistiir
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(p<0,001). MMC ile birlikte ferulik asit uygulanan gruplar yalnizca MMC uygulanan
pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda da yine istatistiksel olarak onemli bir
azalma oldugu belirlenmistir (p<0,001). Mitotik indeksteki bu diislisiin doza bagh
olmadig1 belirlenmistir (r=0,143). Mitotik indeksteki en yiliksek azalma MMC+2
ng/ml FA dozunda gerceklesmistir.

Cizelge 4.5 MMC ile birlikte ferulik asit uygulanan insan periferal lenfositlerinde
kardes kromatid degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks

Uveulama erubu Siire Dozlar
e g (saat) (ng/mL) Min-max | KKD/hiicre+ | M1 M2 | M3 RI+SH MI + SH
KKD SH

MMC | FA

Kontrol 24 - - 2-8 4,46+0,22 9 51 | 140 |2,655+0,040 10,3+0,22

10ul Etanol 24 - - 2-10 5,16+0,28 14 57 | 129 |2,575+0,044 9,55+0,20

MMC 24 0,2 - 16-38 28,06+0,72 |43 83 |74 | 1,905+0,056 8,25+0,17

FA+MMC 24 0,2 0,25 |5-28 13,42+0,57a | 40 101 |59 |2,095+0,049 6,55+0,13**
0,2 0,5 7-28 15,24+0,65a | 46 110 {44 | 1,990+0,049 6,30+0,13**
0,2 1 7-18 11,80+0,45a | 35 107 |58 |2,115+0,047 6,65+0,14**
0,2 2 6-25 13,30+0,57a |33 112 {55 |2,110+0,047 5,2540,11%**
02 |4 4-23 12,16+0,55a | 44 120 {36 | 1,960+0,045 6,50+0,13**

# pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)
** pozitif kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-test)

O Kontrol

B CK (10pg/ml Etanol)
00.2pg/ml MMC

00.25pg/ml FA+0.2ug/ml MMC
W 0.5pg/ml FA+0.2ug/ml MMC

=
N
.

H
Qe

Mitotik indeks (%)
[e)]

4] E 1pg/ml FA+0.2ug/ml MMC
21 H 2ug/ml FA+0.2ug/ml MMC
0 O4pg/ml FA+0.2pg/ml MMC

Uygulamalar

Sekil 4.2. MMC ile birlikte ferulik asit uygulanan insan lenfosit kiiltiirlerinde mitotik
indeks degisimi
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Resim 4.5. MMC ve ferulik asit ile muamele edilen insan lenfositlerinde gdzlenen
kardes kromatid degisimleri

Mikroniikleus olusumu iizerine etkisi

Ferulik asitin antigenotoksik etkilerini belirlemek i¢in mikroniikleus yontemi de
uygulanmis ve sonuglar Cizelge 4.6’da gosterilmistir. MMC igeren tiim gruplar,
negatif kontrol ile kiyaslandiginda, hiicre basma diisen mikroniikleus miktarinda
istatistiksel olarak onemli bir artis olmustur (p<0,001). MN testinde genellikle bir
mikroniikleuslu, nadiren 2 mikroniikleuslu hiicreler tespit edilmistir. MMC ile
birlikte ferulik asitin uygulandig: kiiltiirler yalnizca MMC igeren pozitif kontrol ile
kiyaslandiginda, mikroniikleus sayisinda istatistiksel olarak onemli bir azalma
gozlenmistir (p<0,001). Mikroniikleus miktarindaki bu azalma, doza baglidir
(r=0,973). Niikleer bdliinme indeksi degerlendirmesinde, yalnizca MMC uygulanan
pozitif kontrol grubunda ve MMC ile birlikte ferulik asidin ii¢ dozunun (0,25, 0,5, 1
ng/ml) uygulandig1 gruplarda kontrole gore azalma belirlenirken, MMC ile birlikte
ferulik asidin daha yiiksek iki dozunun (2 ve 4 pg/ml) uygulandig1 gruplarda kontrole
gbre bir artis oldugu tespit edilmistir. Ancak bu artis negatif kontrol ve pozitif

kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Cizelge 4.6. MMC ile birlikte ferulik asit uygulanan insan periferal lenfositlerinde
gozlenen mikroniikleus degerleri

Uygulama
Test Maddesi Siire Doz BN Mikroniikleus | MN/Hiicre Niikleer Bolinme
(saat) (png/ml) Hiicre say1s1 Indeksi
say1st (1) 2)
MMC | FA
Kontrol 24 - - 2000 3 - 0,15+0,008 1,713£0,035
10pl Etanol 24 - - 2000 3 1 0,25+0,010 1,701+0,035
MMC 24 0,2 - 2000 19 - 0,95+0,005 1,697+0,034
FATMMC 24 0,2 0,25 2000 16 1 0,90+0,007** 1,678+0,034
0,2 0,5 2000 14 1 0,80+0,009%* 1,606+0,031
0,2 1 2000 11 2 0,75+0,010%** 1,692+0,034
0,2 2 2000 13 - 0,65+0,011** 1,718+0,045
0,2 4 2000 10 - 0,50+0,011%* 1,741+0,036

** pozitif kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-test)

Resim 4.6. MMC ve ferulik asit ile muamele edilen insan lenfositlerinde gozlenen
mikroniikleuslu hiicreler a) bir mikroniikleus, b) iki mikroniikleus (100x)
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5. SONUC VE ONERILER

DNA’da hasar olarak tanimlanan genotoksik etki, kanser baslatici bir mekanizma
olarak kabul edilmekte, bu nedenle gelistirilen c¢esitli yontemler ile DNA’daki
hasarin saptanmasi kanser riskinin belirlenmesinde yardimci olabilmektedir [Salama
ve ark., 1999]. Antimutajen ve antikanserojenlerin kullanimi ile genotoksik
mekanizmalarin engellenebilecegi, boylece insan kanser ve genetik hastaliklarinin
onlenebilecegi one siiriilmektedir. Ilag halinde ya da diyet icerisinde dogal orijinli
bilesikler halinde bir ya da daha fazla sayida kimyasal bilesigin verilmesiyle kanser
gelisiminin  engellenmesi  “chemoprevention” (kimyasal engelleme) olarak
tanimlanmakta ve kanser kontrol yontemi olarak giderek artan bigimde Onem
kazanmaktadir [Morse ve Stoner, 1993; Kelloff ve ark., 1994]. Kanser gelisiminin
Oonlenmesi amaciyla kullanilan kimyasal bilesikler, sentetik olarak veya yiyeceklerde
dogal bilesikler olarak bulunmaktadir [Morse ve Stoner, 1993]. Bu bilesiklerden
sentetik antioksidanlar, bu yilizyilin basindan beri yaygin olarak kullanilmaya
baslanmis fakat toksik etkileri yiiziinden simirlama getirilmis, bu nedenle dogal
antioksidanlar daha biiylik 6nem kazanmaya baslamistir. Giiniimiizde giivenilir ve
ekonomik antioksidanlarin bulunmasina ve bunlarin antigenotoksik etkilerinin
arastirilmasina biiyiik gereksinim vardir [Osawa ve ark, 1992; Giirbiiz, 2006]. Bu tez
calismasinda, son yillarda hazir preparatlar olarak kullanimlar1 ve 6nemleri artan
antioksidanlardan a-lipoik asit ve ferulik asitin insan periferal lenfositlerinde, MMC
tarafindan olusturulan genetik hasara karsi antigenotoksik etkilerinin aragtirilmasi

hedeflenmistir.

Lipoik asit (LA), tiim hiicre tiplerinde bulunan giiclii bir antioksidandir. Tipta c¢esitli
amaglarla ve diyetsel takviye seklinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Degisik
fizyolojik fonksiyonlar1 gerceklestirdigi yillardir bilinmektedir. LA’nin terapotik
etkileri ile ilgili pek ¢ok yaymn olmasima ragmen, oOkaryotik hiicrelerde LA

metabolizmasi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir [Della Croce ve ark., 2003].

Ferulik asit (FA), birgok bitkinin tohum ve yapraklarinda bulunan fenolik bir
bilesiktir [Graf, 1992]. Fenolik bilesikler, fenolleri, fenolik asitleri, hidrosinnamik
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asit ve tlirevlerini ve flavonoidleri igerirler. Bu bilesikler, kanserojenleri yada serbest
radikalleri temizleyerek veya bloke ederek gesitli mekanizmalar ile kanserogeneze
kars1 etkili olabilirler [Kohlmeier ve ark., 1995]. Bircok fenolik bilesik, 6zellikle
vanilya, sinnamaldehit, koumarin ve tannik asidi i¢eren basit yapidakiler mutajenler
tarafindan olusturulan DNA hasarinin ardindan DNA replikasyonu ve/veya DNA
tamiri lizerine etki ederek antimutajenik rol oynamaktadir [Ohta, 1993]. Diger bir¢ok
diyetsel bilesik gibi ferulik asit de bir antioksidandir ve gii¢lii antioksidan 6zelliklere
sahiptir. Ozellikle siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve nitrik oksidi nétralize
etmede basarili olmasi ve diger antioksidanlarla sinerjistik olarak etki ederek
potansiyellerini artirmasi nedeniyle ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir [Graf,

1992; Ogiwara ve ark., 2002].

Cevremizdeki cesitli fiziksel ve kimyasal mutajenlerin meydana getirdigi genetik
hasarin diizeyi ve insan saglig1 {lizerine etkileri, bakteri, in vivo ve in vitro memeli
hiicreleri veya bitkilerin kullanildig1 ¢esitli test sistemleriyle belirlenebilmektedir.
Bunlar i¢inde en yaygin kullanilanlardan biri, insan lenfosit kiiltiirleridir [Krishnaja
ve ark., 2003; Maurich ve ark., 2004; Bhattacharya ve ark., 2004]. Insan
lenfositlerinde, kromozomal anormallikler, kardes kromatit degisimi analizleri ve
mikroniikleus testi, en sik kullanilan mutajenite testleridir. Kromozomal
aberasyonlar, insanlarin  genotoksik ajanlara  maruziyetinin en Onemli
gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir [Obe ve ark., 2002]. Genotoksisite
calismalari, kromozomal anormalliklerin kanser olusumunun erken ve dikkat ¢ekici
bir habercisi olabilecegini gdstermektedir [Bonassi ve ark., 1995; Hagmar ve ark.
1998]. Kardes kromatit degisimi analizleri de hizli ve hassas bir test olmasi
bakimindan tercih edilmektedir. Kardes kromatit degisim frekansinda artis olmasi,
kalict DNA hasarimin gostergesi olarak diisiiniilmektedir [Palitti ve ark., 1982].
Mikroniikleus testi de genotoksik ya da genotoksik olmayan (aneujenik-turbojenik)
kimyasallar1 saptamada kullanilan metotlardandir. Mikroniikleuslar hiicre boliinmesi
esnasinda asentrik kromozom fragmentleri veya tiim bir kromozom kaybini
gostermektedir. Bu nedenle in vitro mikroniikleus testi, mutajenik etkilerin

saptanmasinda hizli ve giivenilir bir test olarak kabul gérmektedir [Fenech 2000].



55

Kimyasal maddelerin hiicre kiiltiirii ortaminda kromozom anormallikleri, kardes
kromatid degisimi ve mikroniikleus yontemleri ile test edilmeleri genotoksisite
testleri olarak bilinmektedir. Son yillarda bu testler araciligiyla bir¢ok farkl
maddenin, farkl tlirlerde ve hiicre hatlarinda antigenotoksik etkilerini ortaya koyan
caligmalar yapilmaktadir [Renner, 1984; Aly ve Donya, 2002; Antunes ve ark., 2000,
2005; Maurich ve ark., 2004; Garcia ve ark, 2006; Ferrara ve ark.,2006].

Antigenotoksisite ¢aligmalart da genotoksisite aragtirmalarindaki gibi hem in vivo
hem de in vitro kosullarda yapilmaktadir. Antiklastojenik ve antimutajenik etkileri
belirlemek i¢in yapilan bu tip ¢alismalarda cogunlukla lenfosit veya 16kosit kiiltiirleri
ve kemik iligi hiicreleri kullanilmaktadir. Bu hiicrelerde kromozomal anormallikler,
kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus testleri gibi metotlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Insan hiicrelerinde oksidatif olaylarin neden oldugu genetik hasar
ve antioksidanlar tarafindan olusturulan iyilestirici cevaplart belirlemek iizere son
yillarda comet testi gibi daha yeni ve daha basit metotlar da kullanilmaktadir

[Anderson, 1996].

Insanlarda genotoksik ajanlara maruziyetin &nemli bir neticesi olan kromozomal
anormallikler, kromozomal DNA’ya hasar veren c¢esitli ajanlar tarafindan
olusturulabilmektedir [Antunes ve ark., 2005]. Bunlar arasinda en yaygin kullanilan
maddeler antitiimoral ajanlardir. Antitlimoral ajanlarin spesifik biyomolekiillerle
etkilestigi bilinmektedir; farkli kategorilerden antitiimér ilaglar ile muamelenin hem
in vitroda hem de in vivoda tiimor olmayan hiicrelerde serbest radikallerin

olusumuna yol agtig1 belirlenmistir [Weijl ve ark., 1997; Antunes et al, 2000].

Bu c¢alismada DNA hasarini olusturmak i¢in antitimoral ajanlardan mitomycin-C
(MMC) kullanilmistir. MMC alkile edici bir antibiyotik olup, klinikte ozellikle
gastrointestinal kanserler ve akciger kanserleri i¢in kullanilmaktadir [Chapner ve
Myers, 1993]. Hiicredeki birincil hedefi DNA’dir. Diger alkile edici ajanlar gibi
hiicrede pek cok kimyasal tepkime olusturur [Bianchi ve ark., 1979; Raj ve Katz,
1985]. Bu calismada DNA hasar1 diizeyini ve bu hasara kars1 antioksidan maddenin

etkisini net bir sekilde gérebilmek amaciyla MMC konsantrasyonu 0,2 pg/ml olarak



56

secilmistir. Bu konsantrasyonda MMC, kontrol grubu ile kiyaslandiginda oldukg¢a
yiiksek diizeylerde DNA hasarina yol agmaktadir. MMC’nin diger antitlimoral
ajanlar gibi, insan lenfosit kiiltiirlerinde kromozom aberasyonlarinda, kardes
kromatid degisimi sayilarinda 6nemli bir artisa sebep oldugu bildirilmistir [Vig,
1977]. MMC, mikroniikleus testinde de pozitif kontrol olarak onemli diizeyde artisa

neden olmaktadir [Ferrara ve ark., 2006].

Antigenotoksisite ¢aligmalarinda, bu ¢alismada oldugu gibi, referans mutajen olarak
MMC’nin kullanildig1 ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [Maurich ve ark., 2004; Ferrara
ve ark., 2006; Roza ve ark., 2003; Soysal, 1999]. Bunun disinda siklofosfamit,
cisplatin, bleomycin, doxorubicin tiim diinyada bir¢cok farkli kanser tiirii i¢in
kullanilan potansiyel antitiimor ajanlar olup [Gentile ve ark., 1998], in vivo ve in
vitro caligmalarda siklikla kullanilmaktadir. Antigenotoksisite ¢alismalarinda genetik
hasarin indiiklenmesi amaciyla gama radyasyonu da siklikla kullanilmaktadir
[Rithidech ve ark, 2005; Konopacka ve ark., 2001, Vijayalaxmi ve ark., 1995]. Bu
calismada lipoik asit ve ferulik asidin ¢oziiciisii olarak etil alkol (etanol) kullanilmig
ve etanoliin etkisini gérmek tizere, her bir calisma i¢in yalnizca etanol ilaveli bir
¢oziicii kontrol grubu da olusturulmustur. Etanol igeren gruplarin tiim testlerde
muamelesiz kontrol grubu ile benzer sonuglar verdigi ve kromozom aberasyonlari,
kardes kromatid degisimleri ve mikroniikleus sayilarinda istatistiksel olarak anlaml
bir degisime neden olmadigi goriilmiistiir. Etanoliin ¢6ziicli kontrol olarak
kullanildig1 ¢alismalardan elde edilen kanitlar, in vitro sartlarda mutajenik veya
klastojenik olmadigini desteklemektedir [Philips and Jenkison, 2001]. Etanol ile
yapilan kromozom aberasyon testlerinin birgogu negatiftir. Insan lenfosit
kiiltiirlerinde kromozom aberasyonlar1 gozlenmemistir [Obe ve Ristow, 1977;
Konigstein ve ark., 1984; Banduhn ve Obe, 1985]. MMC ile indiiklenmis lenfosit
hiicre kiiltiirlerinde melatonin ve B-karotenin kardes kromatid degisimi oranlar1 ve
mitotik indeks degerleri {izerine olan etkilerinin incelendigi bir ¢alismada
antioksidanlarin ¢oziiciisii olarak etil alkol kullanilmis ve KKD degerleri ve mitotik

indeks iizerine etkisi olmadigi belirlenmistir [Soysal, 1999].
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Bu ¢alismada antioksidan lipoik asidin DNA hasarin1 azaltict etkisinin incelenmesi
icin mutajen ile es zamanli, mutajenden 6nce ve sonra olmak {izere 3 ayr1 muamele
yapilmustir. Diger antioksidan ferulik asit ise MMC ile es zamanli olarak muamele
edilmistir. Antigenotoksisite c¢alismalarinda bu uygulamalar farkli prosediirler
dahilinde kullanilmaktadir. Nefic (2001), insan lenfosit kiltliriinde cisplatin
tarafindan olusturulan kromozomal hasar {izerine vitamin C’nin antiklastojenik
etkisini arastirdig1 ¢alismada, C vitaminin cisplatinden 6nce, cispaltin ile es zamanl
ve cispaltinden sonra ortama eklendigi {i¢ uygulama yapilmistir [Nefic, 2001]. Garcia
ve arkadagslari, oksidatif ajan olan hidrojen peroksit (H,O;) ve t-biitilhidroperoksitin
(t-biitil-OOH) uygulandig1 insan periferal lenfositlerinde L-carnitinin koruyucu
etkisini belirlemek i¢in, farklt muamele siirelerini uygulamakla birlikte, yine bu 3

ayr1 uygulama seklini kullanmiglardir [Garcia ve ark., 2006] .

Maurich ve arkadaslart (2004), Bituminaria bituminosa’dan elde edilen iki ayri
pterokarpanin mitomycin-C ve bleomycine karst antiklastojenik aktivitesinin
belirlenmesi i¢in 48 saatlik es zamanl etkiyi ve antioksidanin bir saat Once

uygulandig1 koruyucu etkiyi test etmislerdir [Maurich ve ark., 2004).

Ferrara ve arkadaslar1 (2006) ise, mikroniikleus yontemini kullandiklar1 ¢alismada,
humik asidi MMC ile es zamanli olarak ve MMC’nin 6n muamelesinden sonra 2 saat
siireyle uygulamiglardir. Konopacka ve Wolny (2001), antioksidan vitaminlerden
vitamin C, vitamin E ve B-karoteni DNA hasarina yol acan bir etken olan gama

radyasyondan (2 Gy) bir saat 6nce ve bir saat sonra uygulamay tercih etmislerdir

[Ferrara ve ark., 2006].

Egel ve arkadaslar1 (2002), askorbik asit ve folinik asitin, in vitro olarak
pyrimethamine tarafindan olusturulan kromozom aberasyonlarina karsi etkisini
belirlemek tizere, 72 saatlik hiicre kiiltiiriiniin baslangicindan 24 saat sonra askorbik
asit ve folinik asidi uygulamiglar, daha sonra pyrimetamini 48. saatte
uygulamislardir. Boylece antioksidanlarin hiicre kiiltiiriinde genotoksik ajandan bir

hiicre dongiisii siireyle daha fazla kalmasini saglamislardir [Egel ve ark., 2002].
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Farkli uygulamalar olmakla birlikte, caligmalarda genellikle tercih edilen uygulama
mutajenin ve antioksidanin es zamanl olarak kombine sekilde muamele edilmesidir
[Bhattacharya ve ark., 2004; Maurich ve ark., 2004; Antunes ve ark., 2005; Siddique
ve ark., 2006].

Antioksidan maddenin mutajen ile birlikte es zamanli olarak test edilmesi
antimutajenik test, antioksidanin mutajenden Once verilerek test edilmesi ise
desmutajenik test olarak bilinmektedir [Ferrara ve ark., 2006]. Antimutajenler
mutagenezi dogrudan hiicre i¢inde bloke ederken, desmutajenler ise mutajeni farkl
mekanizmalar araciligiyla hiicre disinda bloke etmektedirler [Sato ve ark., 1986;

Shimoi ve ark., 1985; Shankel ve ark., 1993].

Antiklastojenler klastojen ile birlikte uygulandiklarinda, antimutajenik ac¢idan daha
etkili olduklar1 bildirilmistir [Gebhart ve ark., 1985]. Bu tez calismasinda lipoik
asidin MMC’den bir saat énce ve MMC ile eszamanli eklendigi kiiltiirlerdeki
antimutajenik etkinin daha fazla oldugu goriilmiistir. Ferulik asit ile yapilan
calismada da es zamanli muamele tercih edilmistir. Antunes ve arkadaglar1 (2005),
insan lenfosit kiiltlirlerini biksin ve cisplatin ile es zamanli olarak muamele
ettiklerinde, cisplatinle muamele edilmis kiiltiirlere kiyasla toplam kromozomal
anormallik ve anormal metafazlarin sayisinda istatistiksel olarak azalma oldugunu
gozlemislerdir. Bununla birlikte, biksin bu oranlari muamelesiz kontrol ile ayni

degere diisirmede etkisiz kalmistir [Antunes ve ark., 2005].

Antigenotoksisite ¢aligmalarinda yapilan uygulama sekli ve siiresi kadar, uygulama
dozlarinin da 6nemli oldugu bilinmektedir. Tipk1 genotoksik etki gibi, bir kimyasalin
antigenotoksik etkisi de doza bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte bir¢ok
antioksidan maddenin yiiksek dozlarda prooksidan olarak etki ettigi de bilinmektedir.
Bu calismada, antioksidanlarin hiicre kiiltiirlerine uygulanmasi agamasinda hem
lipoik asit hem de ferulik asit i¢in bircok doz denemesi yapilmistir. 120, 90, 60, 30,
15 ve 7,5 pg/ml lipoik asit uygulanan kiiltiirler incelenmis, ancak bu dozlarda insan
periferal lenfosit kiiltiirlinde hiicre cogalmasin1 engelleyici etkisi belirlendiginden,

uygulama dozlar1 0,5, 1 ve 2 pg/ml olarak secilmistir. Ferulik asit i¢in de, lipoik
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asitten elde edilen veriler dogrultusunda daha diisiik dozlar denenmis, 8 pg/ml dozda
dahi mitotik indeksin ¢cok azaldig1 gézlenmistir. Hem bu antimitotik etkisi nedeniyle
hem de LA ile karsilastirilabilir olmasi agisindan, sonugta ferulik asidin 0,25, 0,5, 1,

2 ve 4 ng/ml’lik konsantrasyonlart denenmistir.

Bu calismada lipoik asit ve ferulik asitin secilen uygulama dozlarinin, MMC
tarafindan olusturulan genetik hasar iizerine etkisinin aragtirildigr metodlardan biri
kromozom anormallikleri testidir. Kromozom anormallikleri testi, kimyasallarin hem
genotoksik hem de antigenotoksik potansiyelinin belirlenmesinde uzun yillardir sik¢a
kullanilan oldukg¢a hassas bir metoddur. Kromozomal aberasyon tekniginde hiicreler
kolkisin eklenmesi sonucunda metafaz asamasinda tutulur ve bdylece kromozomlarin
kolayca gozlenebilmeleri saglanir. Kromozomlardaki kirilma ve yeniden

diizenlenmeler metafaz asamasinda belirlenir.

Bu ¢alismada 0,2 pg/ml MMC eklenen tiim gruplarda negatif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, kromozomal anormallik frekansinda istatistiksel olarak Onemli
derecede artis olmustur (p<0,001). Tiim uygulama gruplarinda MMC tarafindan
olusturulan hasar sonucunda kromatid ve kromozom kiriklari, fragment, kardes
kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom ve kromatid degisimleri seklinde
gdzlenen anormallikler tespit edilmistir. En yaygin gézlenen anormallikler, kromatid
kiriklar1 ve triradyal ve quadriradyal sekilde gozlenen kromatid degisimleridir. Vig
(1977), MMC’nin ozellikle kromatid tipi aberasyonlarin sayisimi arttirdigini,
tekrarlayan DNA bolgelerindeki analog niikleotidleri etkileyerek yiiksek frekansda
quadriradyal konfigiirasyonlara yol actigini bildirmistir. Bununla birlikte MMC
serbest fragmentlerin olusumuna da yol agmaktadir [Vig, 1977]. Kimyasallarin
bircogu tarafindan indiiklenen yapisal aberasyonlar kromatid tipidir ve bunlar
genellikle kimyasal muamelenin ardindan, DNA sentezinden sonraki ilk metafazda
belirlenir. Kromatid tipi aberasyonlar genel olarak iki gruba ayrilir. Birincisi kirik
tipi ve ikincisi degisim (exchange) tipidir. Bunlardan ikincisinde quadriradyal ve
triradyal kromozomlar tipik olarak kromozom i¢i degisimler (inter chromosome
exchange) olarak gozlenir [Satoh ve ark., 2002]. DNA c¢apraz baglanmalarina yol

acan MMC’nin hem ¢in hamsteri ovaryum hiicrelerinde (CHO), hem de insan
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hiicrelerinde bu tip degisimlere yol actigr iyi bilinmektedir [Natarajan ve Schmid

1971; Brogger, 1972].

MMC ile birlikte lipoik asitin eklendigi tim muamele gruplar1 yalnizca MMC igeren
pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda, anormal hiicre frekansi ve KA/hiicre
sayisinda istatistiksel olarak 6nemli bir azalma (p<0,001) oldugu belirlenmistir. Bu
azalmanin lipoik asitin MMC’den bir saat once ve es zamanl olarak eklendigi
gruplarda daha fazla oldugu goriilmiistir. Bu sonuglara gore LA, MMC’nin
olusturdugu DNA hasarlarina karsi antiklastojenik etki gdstermistir. Bu sonugclar,
LA’nin antioksidan aktivitesine bagli olarak, kimyasal koruyucu olarak
muamelesinin, ¢esitli insan neoplazmalarina kars1 yaygin olarak kullanilan antikanser
ilaclarinin (cisplatin gibi) toksik yan etkilerini engelledigi daha 6nceki calismalari
destekler yondedir [Rybak ve ark., 1999]. Selvakumar ve arkadaglar1 (2006), a-lipoik
asidin ratlarin kemik iliginde siklofosfamid (CP) tarafindan indiiklenen kromozomal
aberasyonlar ve apoptozis lizerine koruyucu etkisini belirlemek i¢in disi Wistar
ratlara intraperitonal olarak 40 mg/kg bw CP vermislerdir. Gruplara ayrilan ratlara,
CP muamelesinden 30 veya 60 dk. dncesinde 100 veya 200 mg/kg bw tek doz LA
verilmistir. CP muamelesinden 24 saat sonra kemik iligi hiicrelerinde kromozomal
anormallik frekansi kontrole kiyasla anlamli derecede artmustir. CP tarafindan
indiiklenen kromozomal anormallikler kemik iliginde artan tek zincir kiriklar ile
gosterilen artan DNA hasari ile iligkilidir. CP ile birlikte LA ile muamele edilen
ratlarda, kromozomal anormallik frekansi ve tek zincir kiriklari, tek basimna CP
verilen gruba kiyasla anlamli derecede azalma gostermistir. CP muamelesi ayrica,
apoptotik ve nekrotik hiicre Oliimiinii tetiklemis, LA 6n muamelesi apoptotik ve
nekrotik hiicrelerin sayisini azaltarak hiicre dliimiinii engellemistir. LA’ nin koruyucu
etkisinin 200 mg/kg bw dozda, 100 mg/kg bw doza goére daha giiclii oldugu
bulunmustur, bu LA’ nin koruyucu etkisinin doza bagli olduguna isaret etmektedir.
Bununla birlikte LA tarafindan olusturulan koruma LA ve CP arasindaki zaman
araliklarina bagl degildir. Bu ¢alismanin sonuglari LA’nin ratlarin eritropoietik
sisteminde CP tarafindan indiiklenen kromozomal anormallik ve apotozis iizerinde

koruyucu etkisini gostermistir [Selvakumar ve ark., 2006a].
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Prahalathan ve arkadaglar1 (2006), ratlarin kemik iliginde adriamisin tarafindan
olusturulan klastojenite {izerine DL-a-lipoik asitin koruyucu etkisini arastirmislardir.
Adriamisin (ADR) de ¢esitli solid tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
antineoplastik bir ilagtir ve eritropoetik sistemde genotoksisiteyi indiikledigi
gosterilmistir. LA  muamelesi rat kemik iligi hiicrelerinde kromozomal
aberasyonlarin, DNA zincir kiriklarinin ve apoptozisin frekansinda anlamli bir
iyilesme gostermistir. Bu ¢alismada LA’nin koruyucu etkisinin doza bagli oldugu
bulunmustur, bununla birlikte LA tarafindan olusturulan koruyucu etkinin LA ve
ADR muamelesi arasindaki zaman araliklarina baglh olmadig1 goriilmiistiir. Sonuglar
LA’ni ratlarin eritropoetik sisteminde klastojenite ve apoptozis ilizerine koruyucu

etkisini desteklemektedir [Prahalathan ve ark., 2006].

Bu ¢alismada, diger bir antioksidan olan ferulik asidin MMC ile birlikte uygulandigi
tim gruplarda, yalnizca MMC uygulanan pozitif kontrole kiyasla anormal hiicre
frekansinda ve hiicre bagina diisen anormallik sayisinda azalma oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte bu diisiigiin, istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir. Anormal hiicre frekans1 ve KA/Hiicre sayisindaki degisim doza baglh
degildir (r degerleri sirasiyla r=0,196, r=0,475). Sonuglar birbirine ¢ok yakin olmakla
birlikte, anormal hiicre frekansi icin en iyi etki 0,5 pg/ml’de gerceklesirken, hiicre
basina diisen anormallik sayisindaki en fazla azalma 1 pg/ml’de ve en yiiksek doz
olan 4 pg/ml’de gbézlenmistir. Roza ve arkadaslar1 (2003), in vitroda insan lenfosit
kiltlirlerinde ferulik asit gibi fenolik bir bilesik olan hidroquinon ile 6n muameleye
birakilan  hiicrelerde, HO, tarafindan olusturulan yapisal kromozom
aberasyonlarinin  engellendigini  gbzlemislerdir. Bu  arastiricilar  fenolik
antioksidanlarin nasil antimutajenik aktivite gosterdiklerinin halen tam olarak
bilinmedigini ancak 6zellikle iki temel yoldan bahsedilebilecegini vurgulamislardir
[Roza ve ark., 2003] Birincisi, fenolik antioksidanlar mutajenlerin olusumunu
engelleyebilirler veya mutajene karsi siipiiriicii ajanlar olarak etki edebilirler.
Ikincisi, fenolik antioksidanlar aktif mutajen tiirlerini siipiiriicii etkisi olan faz II

detoksifikasyon enzimlerini indiikleyebilirler [ Talalay ve ark., 1995].
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Antunes ve arkadaslarinin, insan lenfosit kiiltiirlerinde biksinin klastojenitesini ve
antiklastojenitesini aragtirdiklar1 c¢aligmalarinda, karotenoid biksinin cisplatin ile
birlikte uygulandigi kiiltiirlerde, cisplatinin indiikledigi toplam kromozomal
anormalliklerini 6nemli derecede diisiirdiigii ancak bu etkinin konsantrasyonla iligkili
olmadig1 bildirilmistir. Biksinin 1, 2,5, 5 ve 10 pg/ml dozlar tek basina ve cisplatin
ile birlikte test edilmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda biksin sitotoksik etkili veya
klastojenik degildir. Cisplatin ile muamele edilen tiim kiiltiirlerde, anormal metafaz
yiizdesinde kontrole gore artis goriilmiistiir. Biksin ve cisplatin ile es zamanli olarak
muamele edilen kiiltiirlerde ise, toplam kromozomal anormalliklerde ve anormal
metafazlarda istatistiksel olarak daha fazla bir azalma goriilmistiir. 2,5 pg/ml’lik
doz, kromozomal aberasyonlarin en etkili engelleyicisi olmustur [Antunes ve ark.,
2005]. Biksinin cisplatin tarafindan olusturulan kromozom aberasyonlarini azalttig1

in vivo kosullarda da gosterilmistir [Silva ve ark, 2001].

Nefic (2001), C vitamininin cisplatinin neden oldugu kromozom aberasyonlari
tizerine koruyucu etkisini in vitro insan periferal lenfositlerinde kromozom aberasyon
testi ile arastirmistir. Bu calismada C vitamini ile muamelenin hiicreleri hasardan
tamamen koruyamamakla birlikte, cisplatinin neden oldugu kromozom
aberasyonlarinin sayisini ve aberasyonlu metafazlarin sayisini istatistiksel olarak
onemli derecede azalttig1 gosterilmistir. Vitamin C’nin test konsantrasyonlart (10 ve
100 pg/ml) cisplatinin (0,5 pg/ml) serbest radikal mekanizmasi vasitasiyla etki ettigi

genetik hasar lizerine limitli bir antimutajen etkiye sahiptir [Nefic, 2001].

Vijayalaxmi ve arkadaslar1 (1995), insan lenfosit kiiltiirlinde radyasyon tarafindan
olusturulan kromozom hasarinin 6nceden melatonin ile muamele edilmis olan
kiiltiirlerde konsantrasyona bagli ve istatistiksel olarak Onemli bir azalma
gosterdigini belirlemislerdir [Vijayalaxmi ve ark., 1995]. Antunes ve arkadaglari
(1995), belli siirelerde kurkumin ile muamele edilen hayvanlarda, toplam
kromozomal anormallik miktarinda ve anormal metafaz sayisinda istatistiksel olarak
Oonemli bir azalma oldugunu gozlemislerdir [Antunes ve ark., 1995]. Literatiirde,
daha bir¢ok diyetsel antioksidanin, vitaminin ve bitki ekstraktinin antigenotoksik

etkilerinin kromozom anormallikleri testi kullanilarak gdsterildigi in vitro ve in vivo
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caligmalar mevcuttur [Garcia ve ak, 2006; Siddique ve ark, 2006; Bhattacharya ve
ark, 2004; Gilka¢ ve ark, 2004; Aly ve Donya, 2002, Egel ve ark., 2002,
Mukhopadhyay ve ark, 1998]

Bu ¢alismada, lipoik asit ve ferulik asitin MMC tarafindan olusturulan genetik hasara
kars1 hiicreleri tam olarak koruyamasalar da, kromozomal anormallikleri azalttiklar
belirlenmistir. Bu azalma FA uygulamasinda 6énemli degilken, LA uygulamasinda
onemli diizeyde ger¢eklesmistir. Sonuglar lipoik asidin ferulik aside gore daha giiclii
bir antiklastojenik etkisi oldugunu gostermektedir. Bu durum oncelikle LA’ nin ¢ok
daha giiclii antioksidan 6zelliklere sahip olmasi ile aciklanabilir. Ancak bu ¢aligmada
FA i¢in LA ile benzer sekilde denenen 48 saatlik uygulamalarda yeterli hiicre elde
edilememis ve degerlendirmelerin yapilamamis olmasi tam bir karsilastirma
yapmamizi da engellemektedir. MMC’nin 24 saat stireyle hiicre kiiltiiriinde kalmasi
48 saatlik etkisine gore daha az kromozomal hasar ile sonuclanmaktadir. Bu da
antioksidanin iyilestirici etkisinin net bir sekilde goriilmesine engel olmus olabilir.
Yine bu siire¢ icerisinde antioksidanlarca aktive edildigi disiiniilen tamir

sistemlerinin hiicrelerde yeterince etkili olmadigini diisiindiirebilir.

Antioksidanlar kimyasal maruziyet veya radyasyon sonucu olarak ya da i¢ kaynakl
olarak olusan stabil olmayan oksijen tiirlerine elektron vererek etkilerini gosterirler.
Bu o6zellikleri ile kromozomal anormalliklere karsit koruyucu olabilirler [Cerutti ve
ark., 1992]. Bu calismada etki mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle birlikte, bu
antioksidanlarin  antimutajenik etkileri Oncelikle serbest radikal siipiiriicii
ozelliklerine baglanabilir. Boylece MMC tarafindan olusturulan serbest radikallerle
etkileserek kromozom hasarma kars1 dogrudan bir etki gdstermis olabilirler. ikincisi
DNA tamir enzimlerini aktive ederek toplam kromozomal hasar iizerine dolaylh
olarak etki etmis olabilirler. Diger yandan mitotik indeksteki asir1 diisiisler, hasarli
hiicrelerin ortamdan elimine edilmis olabilecegini, gozlenen anormal hiicre ve hiicre
basmma diisen toplam anormallik sayisindaki azalmalarin bu durumdan

kaynaklanabilecegini de diisiindiirmektedir.
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Bu calismada kullanilan metotlardan ikincisi kardes kromatid degisimi (KKD=SCE)
testidir. KKD mutajenite ve karsinojenitenin saptanmasinda kullanilan en etkili
metotlardan biridir. Kardes kromatid degisimi, bir kromozomun iki kromatidinin
homolog bolgelerinde kromatidlerin kirilan pargalari yer degistirdikten sonra yeniden
birlesmesi sonucunda olugmaktadir [Carrono ve Natarajan, 1988]. Bir kimyasalin
KKD frekansinda artisa neden olmasi, onun replikasyon mekanizmasini etkileyerek
DNA hasari olusturabildiginin gostergesidir. Klastojenlerin ve klastojenik aktivitenin
belirlenmesinde KKD testi hassas bir metoddur. KKD sikligi sadece test edilen
genotoksik ajandan degil, ayn1 zamanda DNA replikasyonunu etkileyebilen enzimler
gibi endojen ajanlar, oksidatif stres ve bireyler arasindaki genetik ¢esitlilik gibi
faktorlerden de kaynaklanabilir [Stanimirovic ve ark., 2005]. KKD metodu, kimyasal
maddelerin mutajenik etkilerini belirlemenin yani sira, mutajenler tarafindan
olusturulan kromozom hasarinin, antioksidan etkisi oldugu bilinen veya arastirilan
maddeler tarafindan ne oranda tamir edildigi hakkinda da bilgi vermektedir [Soysal,

1999].

KKD’nin saptanmasi i¢in bu arastirmada erkek ve disi bireylere ait preparatlarin her
birinden 2. mitoz (M2) bdliinmeyi geciren 25, boylece toplam 50 hiicre incelenmistir.
Kiiltiirler, kardes kromatid degisimi/hiicre sayisi acisindan degerlendirildiginde tim
MMC uygulamalar1 negatif kontrole gore anlamli derecede artig géstermistir. Lipoik
asit eklenmis tiim kiiltiirler pozitif kontrol ile kiyaslandiginda, MMC tarafindan
olusturulan KKD frekansinda istatistiksel olarak o©nemli derecede azalma
gozlenmistir (p<0,05, t-test). Bu etkinin en fazla lipoik asitin MMC’den bir saat 6nce
eklendigi kiiltiirlerde 1 ve 2 pg/ml’lik dozlarda oldugu belirlenmistir. Es zamanli ve
bir saat once LA muamele edilen gruplardaki azalma doza baghdir (r=0,946;
=0,842) ancak bir saat sonra LA muamele edilen grupta bu etki doza bagl degildir
(r=0,516). MMC ile birlikte ferulik asit uygulanan kiiltiirlerde de, yalmzca MMC
uygulamasi ile kiyaslandiginda, kardes kromatid degisimi oranlarinda istatistiksel
olarak onemli (p<0,05, t-test) bir azalma gozlenmistir. Doz-etki iligkisi agisindan
degerlendirildiginde ise, doz arttik¢a diizenli bir azalma olmadigi, r degerinin 0,506
oldugu belirlenmistir. Hiicre basina diisen KKD frekansinda en 6nemli azalma

lug/ml’lik orta dozda gerceklesmistir. Lipoik asit ve ferulik asitin, MMC tarafindan
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olusturulan kardes kromatid degisimi oranlarinda istatistiksel olarak 6énemli derecede
azalma saglamis olmalari, antioksidan aktivitelerine bagli olarak antimutajenik
olduklarin1 gostermektedir. MMC’nin hiicrelerde serbest radikalleri olusturdugu
bilindigine gore, bu iki antioksidanin bu serbest radikalleri siipiiriicii etkisi nedeniyle
antimutajenik oldugu soylenebilir. Ferulik asitin kromozomal anormallik testinde
istatistiksel olarak anlamli bir iyilestirici etki saglayamadigi ancak KKD testinde
olduk¢a yiiksek ve istatistiksel olarak onemli bir iyilesme sagladigi goz Oniine
alindiginda da, DNA tamir sistemlerini aktive edici etki gostermis olabilecegi

sOylenebilir.

Antioksidanlarin antimutajenik etkilerinin KKD analiz metodu ile belirlendigi bir¢ok
calisma bulunmaktadir. Madrigal-Bujaidar ve arkadaglart (1998), metilmetan
siilfonat (MMS) tarafindan indiiklenen KKD’lere karsi fenolik bir bilesik olan
nordihidroguairetic asitin (NDGA) antigenotoksik etkisini gostermislerdir. Hem in
vitro olarak insan lenfosit kiiltlirlerinde hem de in vivo sartlarda fare kemik iligi
hiicrelerinde NDGA’nin uygulama dozlar1 (0,25, 0,5, 1, 2 uM) MMS’nin (55 uM)
KKD olusumu fiizerine etkisini istatistiksel olarak onemli derecede azaltmustir
[Madrigal-Bujaidar ve ark., 1998]. Siddique ve arkadaslar1 (2006), NDGA’nin
norgesterol tarafindan olusturulan genotoksik hasar iizerine etkilerini KKD metodu
ile arastirmiglardir. Bu ¢alismada da NDGA’nin (0,5, 1 pM), norgesterol (10, 20 uM)
tarafindan olusturulan KKD frekansinda énemli bir azalma sagladig1 belirlenmistir.
NDGA’nin uygulama dozlarinda (0,25, 0,5, 1, ve 2 uM) iyilestirici etkide en iyi
sonu¢ 1 uM’da gozlenmistir, bu doz ile her iki donorii igeren inhibitér indeks

%68,2’ye ulagmigtir [Siddique ve ark., 2006].

Bitki ekstraktlar1 ile yapilan ¢alismalarda da antioksidan ozelliklere bagli olarak
KKD degerlerinde azalma gozlenmistir. Bhattacharya ve arkadaslari, 2 pg/ml taze
sarimsak ekstraktinin, asbest fiberleri tarafindan olusturulan KKD’leri etkili sekilde
azalttigin1 belirtmislerdir [Bhattacharya ve ark., 2004]. Hernandez- Cerulos ve

arkadaglar1 ise fare kemik iligi hiicrelerinde hem daunorubisin hem de MMS
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tarafindan olusturulan KKD’lerin papatya yaginin tiim uygulama dozlarinda ve doza

bagli olarak azaldigini1 yayinlamiglardir [Hernandez- Cerulos ve ark., 2002].

Krishnaja ve Sharma ise tiim bu ¢alismalardan farkli olarak insan lenfosit kiiltiiriinde,
MMC (0,1 ve 0,2 pg/ml) tarafindan indiiklenen kardes kromatid degisimlerinin 200
ug/ml C vitamini uyguladiklarinda artis gdsterdigini, bdylece MMC’nin genotoksik
potansiyelini artirdigini belirtmislerdir [Krishnaja ve Sharma 2003].

Bu calismada her bir kiiltiir i¢in sitotoksisitenin bir gdstergesi olan mitotik indeks
(MI) ve replikasyon indeksi (RI) degerleri de hesaplanmustir. Genetik etkilerin
saptanmasinda yararlanilan kriterlerden biri olan replikasyon indeksi, hiicre siklusu
kinetiklerinin oOl¢lilmesinde kullanilmaktadir. Replikasyon indeksinin
belirlenmesinde, her bir birey icin 1. mitoz (M1), 2. mitoz (M2) ve 3. mitoz (M3)
boliinmeyi gegiren toplam 100 hiicre incelenmistir. Buna gore LA ve MMC’nin
kombine olarak uygulandig1 kiiltiirler, yalnizca MMC igeren pozitif kontrol ile
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdézlenmemistir. Bununla
birlikte replikasyon indeksindeki azalma tiim uygulamalarda doza baglidir (r=0,817;
r=0,756; 1=0,789). Ferulik asit uygulanan kiiltiirlerde ise, lipoik asitten farkli olarak
replikasyon indeksinin, MMC igeren pozitif kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte az da olsa arttig1 belirlenmistir. Ancak replikasyon
indeksi degerleri kiigiik artiglarla birlikte pozitif kontrol ile benzer seviyede kalmus,

kontrol degerleri seviyesinde bir iyilesme olmamustir.

Mitotik indeks degerlendirmesine gore, MMC ile birlikte lipoik asit ve ferulik asit
uygulanan tiim gruplarda, negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda mitotik indekste
istatistiksel olarak 6nemli azalma oldugu belirlenmistir. Lipoik asit ve ferulik asitin
MMLC ile birlikte uygulandig: kiiltiirler, yalnizca MMC uygulanan pozitif kontrol ile
kiyaslandiginda, mitotik indeksde dnemli bir azalma oldugu goriilmistiir. Lipoik asit
uygulanan kiiltiirlerde mitotik indeksteki azalma, tiim muamele gruplarinda doza ve
muamele siiresine baghh iken (r=0,998, r=1,00 ve 1r=0,975), ferulik asit

uygulamasindaki diisiisiin doza bagli olmadigi belirlenmistir (r=0,143).
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Mitotik indeksteki azalma, hiicrelerin mitoza girmesini saglayan G2 sathasinin
engellenmesine ya da ATP seviyesinde azalma ve enerji iiretim merkezindeki
bozukluga baglanmaktadir. Mitotik indeksteki diisiisiin diger nedenleri arasinda
DNA sentezinin engellenmesi, DNA sentezi i¢in gerekli ve ig olusumundan sorumlu
olan enzimlerin baskilanmast ve G2 periyodunun uzamasi da gosterilmektedir
[Yiizbasioglu ve ark., 2006]. Rajas ve arkadaslari, MMC’ye maruz birakilan lenfosit
kiiltiirlerinde hiicrelerin hiicre dongiisiiniin S fazinda biriktiklerini belirtmislerdir
[Rajas ve ark., 1992]. Bunun sonucunda hiicreler mitoza girememekte ve mitotik
aktivite azalmaktadir. Boylece MMC ilave edilen kiltiirlerde mitotik indeks
azalmaktadir [Vijayalaxmi ve ark., 1996]. Bu calismada da tiim muamele gruplar1 0,2
ng/ml MMC igerdiginden, negatif kontrole kiyasla mitotik aktivitedeki azalma bu

mekanizmalarin ortak etkisi ile aciklanabilir.

Lipoik asit ve ferulik asidin antioksidan aktivitelerinden dolayr, MMC tarafindan
olusturulan mitotik indeksteki diisiis ilizerine iyilestirici etkileri olmamistir. Oysa
Nefic, cisplatin tarafindan indiiklenen hasara kars1 C vitaminin etkilerini aragtirdigi
calismada cisplatinin insan lenfositlerinde mitotik aktiviteyi baskilayici etkisinin C
vitamininin es zamanli muamelesi ile istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigini
gostermistir [Nefic, 2001]. Yine Antunes ve arkadaslar1 (2005), insan lenfosit
kiiltiirtinde cisplatinin neden oldugu mitotik indeksteki diisiisiin karotenoid biksin
tarafindan doza bagli olarak arttigim1 belirtmiglerdir [Antunes ve ark., 2005].
Antitimdral ajanlarin etkilerine karst antioksidanlarin kullanildig1 diger bazi
caligmalarda mitotik indekste kontrol grubu ile ayni diizeye ulasamamakla birlikte
artislarin oldugu da bilinmektedir [Egel ve ark., 2002; Siddique ve ark, 2006]. Baz1
calismalarda ise antioksidan muamelesi ardindan mitotik indeksde istatistiksel olarak
anlamli degisimlerin olmadig1 belirtilmektedir [Madrigal-Bujaidar ve ark, 1998;
Soysal, 1999]. Vijayalaxmi ve arkadaslari, yaptiklar1 calismada 0,2 mM
konsantrasyondan fazla melatonin varliginda kiiltiire edilen lenfositlerde mitotik
indeksde doza bagli ve Onemli bir oranda diisiis oldugunu gostermislerdir

[Vijayalaxmi ve ark., 1996].
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Her ne kadar mitotik indeksteki azalma sitotoksisitenin bir gostergesi olarak kabul
edilse de, bu calismada mitotik indeksteki azalmanin antioksidan maddeler olan
lipoik asit ve ferulik asidin lenfosit ¢ogalmasini engelleyici 6zelliklerine bagli olarak
gergeklestigi  sonucuna varilabilir. Mitotik indeksteki azalma, MMC etkisiyle
meydana gelen kromozom anormallikleri nedeniyle, hiicrelerin  yasamini
yitirmesinden de kaynaklanabilir. Bunun disinda, bir¢ok calisma, serbest radikal
stiptiriictilerini, iyon selatorlerini ve elektron yakalayicilarini igeren cok cesitli
antioksidan bilesiklerin, lenfosit ¢ogalmasini engelleyebilecegini gostermistir
[Chaudri ve ark., 1986, 1988; Dornand ve Gerber, 1989; Hunt ve ark., 1991;
Novogrodsky ve ark., 1982; Sekkat ve ark., 1988]. Pack ve arkadaslar1 (2001), bu
mekanizmalari, mitojen ile uyarilmis insan periferal kan lenfositleri ve 16semik T
hiicreleri iizerine lipoik asidin etkilerini belirledikleri ¢alismada agiklamislardir.
Buna gore, T lenfositlerinin aktivasyonu ve ¢ogalmasi, hiicrenin intraselliiler redoks
durumu ile baglantilidir. T lenfosit aktivasyonu siiresince olusan reaktif oksijen
tirleri, ikinci mesajc1 sinyal iletim molekiilii olarak rol oynadigindan sinyal
iletiminin diizenlenmesinde Onemli olduklar1 diisiiniilmektedir [Chaudhri ve ark.,
1986; Fidelus, 1988; Sekkat ve ark., 1988]. Ancak, T lenfositlerinin optimal immun
fonksiyonu ve ¢ogalmalari, 6zellikle DNA sentezi i¢in glutatyona (GSH) ve diger
indirgeyici yapilara ihtiya¢ duymaktadir [Iwata ve ark., 1994; Kavanagh ve ark.,
1990; Staal ve ark., 1994; Suthanthiran ve ark., 1990]. Bundan dolayi, geg¢ici
prooksidan durum T hiicrelerinin iletisiminde erken safhalarda 6nemlidir. Bununla
birlikte reaktif oksijen tiirleri yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif strese ve hiicresel
antioksidan mekanizmalarinin etkisizlesmesine yol acarlar. Béylece hiicre 6liimiine

neden olurlar [Pahl ve Baeuerle, 1994].

Mitotik aktivitenin engellenmesi, diger yandan lipoik asit ve ferulik asitin hidroksil
radikali siipiirticii etkili antioksidanlar olmalarina da dayandirilabilir. Hidroksil
radikali siiptiriicii bilesiklerin diger yiiksek reaktif ozellikteki oksiradikaller ile
etkilestikleri bilinmektedir [Pryor ve Tang, 1978]. Bir¢ok c¢alisma, serbest
radikallerin hiicresel hasar1 indiikleyebilecegine ve bu hasarin serbest radikal
stiptiriictileri ile engellenebilecegine ancak bu etki sirasinda serbest radikal siipiiriicii

antioksidanlarin hiicreler {izerine baska etkilerinin olabilecegine isaret etmektedir
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[Cohen, 1978]. Elde edilen veriler, hidroksil radikallerinin (OH-) mitojenik sinyalin
transdiiksiyonu i¢in zorunlu aracilar olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle,
hidroksil radikalini temizleme yeteneginde olan c¢ok c¢esitli bilesiklerin, lenfosit
mitogenezini engelleme yeteneginde oldugu diistiniilmektedir [Novogrodsky ve ark.,

1982].

Bu caligmada kullanilan bir diger analiz metodu mikroniikleus testidir. Mikroniikleus
testi, hassas ve giivenilir bir metod olup kromozom kayiplarinin ve kiriklarinin
belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir [Fenech, 2000]. Mikroniikleuslar, asentrik
kromozomal fragmentlerin veya biitiin kromozomlarin hiicre boliinmesi sirasinda
yavru c¢ekirdek seklinde ana cekirdek disinda kalmasi ile olusur ve genotoksik
hasarin belirlenmesinde kullanilir. Mikroniikleus, hem klastojenik hem de anojenik

mekanizmalar sonucu olusabilmektedir [Kirsch-Volders ve ark., 1997].

Bu calismada, hiicre basina diisen mikroniikleus frekansinin MMC igeren tiim
gruplarda negatif kontrole gore istatistiksel olarak o©Onemli derecede arttig
belirlenmistir. MMC ile birlikte lipoik asit ve ferulik asit eklenen gruplar pozitif
kontrol ile kiyaslandiginda, mikroniikleuslu hiicrelerin oraninda istatistiksel olarak
anlaml derecede azalma gozlenmistir. Bu azalmanin lipoik asidin MMC’den bir saat
once muamele edildigi kiiltiirde en yliksek oldugu belirlenmistir. Bu grupta 0,5
ng/ml’lik dozda en etkili koruma gerceklesmistir. Lipoik asitin eszamanli ve bir saat
sonra eklendigi gruplarda ise sirasiyla 1 ve 0,5 pg/ml’lik dozda en etkili koruma
gerceklesmistir. Ferulik asit ile yapilan calismada ise, mikroniikleus/hiicre sayisinin
doza bagl olarak azaldigi belirlenmistir. Bu etkiler, lipoik asit ve ferulik asitin
antiklastojenik olduklarin1 ve MMC tarafindan olusturulan genetik hasar {izerine
koruyucu etkili olabileceklerini gostermektedir. Her ne kadar uygulamadaki
farkliliklardan dolay1 net bir kiyaslama yapilamasa da, kromozomal anormallik
testinde oldugu gibi mikronukleus testi sonuglarina gore de lipoik asitin MMC’nin
neden oldugu genotoksik hasara kars1 daha etkili bir antiklastojen oldugu sonucuna

varilabilir.
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Mikrontikleus testi i¢in hazirlanan preparatlarda, her bir uygulama grubu i¢in (erkek
ve disi icin 500 adet) toplam 1000 hiicre niikleer boliinme indeksini hesaplamak
tizere degerlendirilmistir. Mikroniikleus testinde kullanilan sitokalasin-B hiicre
boliinmesini dururken niikleer boliinme {izerine etki etmedigi bilinmektedir. Boylece
sitokinezi bloke edilmis olan hiicreler 1 ¢ekirdekli (IN), 2 c¢ekirdekli (2N), 3
cekirdekli (3N) ve 4 c¢ekirdekli (4N) hiicreler seklinde sayilarak niikleer boliinme
indeksi hesaplanabilmektedir. Bir kez boliinen hiicreler iki ¢ekirdege, iki kez boliinen
hiicreler ise li¢ veya dort ¢ekirdege sahiptir. Fitohemagliitinin (PHA) uyarisina cevap
veren ancak boliinmesini tamamlamamis olan hiicrelerde ise yalnizca bir ¢ekirdek
bulunmaktadir [Fimognari ve ark., 2005]. Lipoik asidin 1 saat 6nce, es zamanl ve 1
saat sonra eklendigi her tic muamele grubunda, niikleer boliinme indeksi doza bagh
olarak azalmistir. Bu etki tiim gruplarda negatif kontrole gore istatistiksel olarak
anlamhdir. Lipoik asit igeren gruplar, yalnizca MMC igeren grupla kiyaslandiginda
ise tiim uygulama gruplarinda 1 ve 2 pg/ml’lik dozlardaki azalmanin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmistiir. Ferulik asit uygulamasinda, yalnizca MMC
uygulanan pozitif kontrol grubunda ve MMC ile birlikte ferulik asidin {i¢ dozunun
(0,25, 0,5, 1 pg/ml) uygulandigr gruplarda, negatif kontrole goére azalma
belirlenirken, MMC ile birlikte ferulik asidin daha yiiksek iki dozunun (2 ve 4 pg/ml)
uygulandig1 gruplarda, negatif kontrole gore artis oldugu tespit edilmistir. Ancak bu
azalma ve artislar, negatif kontrol ve pozitif kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel

olarak anlamli degildir.

Siklofosfamid tarafindan indiiklenen klastojenite iizerine DL-a-lipoik asitin
koruyucu etkisini in vivo mikroniikleus testi kullanilarak incelendiginde, lipoik asit
ve siklofosfamit ile muamele edilen ratlarda, mikroniikleuslu polikromatik
eritrositlerin sayisinin tek basina siklofosfamit verilenlere kiyasla anlamli derecede
ve doza bagli olarak azaldigi belirlenmistir. Burada, lipoik asit tarafindan saglanan
koruma lipoik asit ve siklofosfamit muamelesinin arasindaki zaman araliklarina baglh

degildir [Selvakumar ve ark., 2006b].

Prasad ve arkadaslar1 (2006), gama radyasyon tarafindan olusturulan genetik hasar

tizerine ferulik asidin koruyucu etkisini mikroniikleus yontemi ile gostermiglerdir.
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Calismalarinda en etkili koruyucu etkiyi belirlemek iizere ferulik asidin ii¢ ayri
konsantrasyonu (1, 5, 10 pg/ml) ve ti¢ farkli dozda gama radyasyonu (1, 2, 4 Gy)
kullanilmigtir. Lenfositlerin ferulik asit (10 pg/ml) ile tek basina muamelesi,
mikroniikleus sayilarinda anlamli bir degisime yol agmamustir. Fakat 1, 2 ve 4 Gy
radyasyon, mikroniikleus frekansimi doza bagl olarak artirmistir. Ferulik asit
radyasyon maruziyetinden 30 dk 6nce uygulandiginda, ferulik asit konsantrasyonu
arttikca mikroniikleus frekansinda azalmaya neden olmustur. 1 pg/ml ferulik asit,
mikroniikleus frekansint %75 azaltmistir. 4Gy radyasyon ile 10 pg/ml FA
uygulandiginda mikroniikleus frekans1 %45 azalmistir. Bu bulgular ferulik asidin
radyasyon hasarina karsi koruyucu etkili olarak potansiyel kullanimi1 ve yararmi

desteklemektedir [Prasad ve ark., 2006].

Antioksidanlarin etkilerini belirlemek iizere mikroniikleus tekniginin kullanildigi
bir¢ok antigenotoksisite ¢alismas1 bulunmaktadir. Rithidech ve arkadaglar1 (2005), en
yaygin flavonoidlerden biri olan apigeninin olasi genotoksik etkilerini ve radyasyon
tarafindan olusturulan genetik hasar iizerine koruyucu etkilerini mikroniikleus test
metodu ile arastirmiglardir. Bu c¢alismada radyasyon uygulanmis hiicrelerde MN
frekans1 artarken, radyasyon verilmeden 30 dk. once apigeninin ¢esitli dozlarinin
(2,5, 5, 10 ve 25 pg/ml) uygulandig: hiicrelerde bu oranlarda anlamli bir azalma

oldugu belirtilmistir [Rithidech ve ark., 2005].

Konopacka ve arkadaslar1 (2001), in vitro insan lenfosit kiiltiirlinde gama radyasyon
tarafindan olusturulan DNA hasarina kars1 vitamin C, E ve B-karotenin koruyucu
etkisini mikroniikleus metodunu kullanarak arastirmiglardir. Antioksidan vitaminleri,
kiiltiir ortamina radyasyondan dnce ve sonra ekledikleri her iki muamele metodunda
koruyucu etkiyi gozlemislerdir. C vitamini en diisiik konsantrasyonda (1 pg/ml), E
vitamini 2 pg/ml konsantrasyon tizerinde (5, 10 pg/ml) ve B-karoten tiim uygulama
dozlarinda (1, 5, 10 pg/ml) mikroniikleus frekansini azaltmistir. Vitaminlerin niikleer

boliinme indeksi iizerine etkisi olmamistir [Konopacka ve ark., 2001].

Abraham ve arkadaglar1 (1993), diyetsel bilesiklerden klorojenik asit, kurkumin ve

beta karotenin y-radyasyon tarafindan indiiklenen in vivo kromozomal hasara karsi
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tyilestirici etkisini belirlemek {izere fare kemik iligi mikroniikleus testini
uygulamislardir. Bu maddelerle birlikte, fareleri y-radyasyonuna maruz
biraktiklarinda indiiklenen mikroniikleuslu polikromatik eritrositlerin frekansinin

anlamli olarak azaldigin1 gozlemislerdir [Abraham ve ark., 1993]

Alvarez-Gonzalez ve arkadaslari (2004), greyfurt suyunun antitiimoral ajan
daunorubisine karsi antiklastojenik etkisini in vivo MN metodu ile arastirmislardir.
Greyfurt suyu, antioksidan aktivitesine bagli olarak mikroniikleus olusumunu 6nemli
derecede azaltmaktadir [Alvarez-Gonzalez ve ark., 2004]. Verschave ve arkadaslar
(2004) ise, cesitli Giiney Afrika tibbi bitki ekstraktlarnin MMC’ye karsi
antigenotoksik etkisini in vitro insan lenfosit kiiltiirlinde mikroniikleus testi ile
arastirmislardir. Bu calismanin sonuglarina goére, bazi bitki ekstraktlart MMC’nin
genotoksik etkisini 6dnemli derece azaltirken, bazilarmin arttirdig: belirtilmektedir

[Verschave ve ark., 2004] .

Krishnaja ve Sharma (2003) ise, insan lenfosit kiiltiirinde, MMC (0,1 ve 0,2 pg/ml)
tarafindan indiiklenen mikroniikleuslarin 200 pg/ml C vitamini uygulandiginda artis
gosterdigini belirtmislerdir. Hatta 0,1 pg/ml MMC ile birlikte uygulanan C vitaminin
0,2 pg/ml MMC’nin tek basina uygulamasindan bile daha fazla mikronukleus
olusumuna neden oldugunu belirtmisleridir. C vitamini kendisi aktif bir mutajen
degildir hatta bu dozda tek basina herhangi bir hasara neden olmamaktadir
[Krishnaja ve Sharma, 2003]. Ancak buradaki durum C vitaminin gii¢lii bir serbest
radikal siipiiriicii antioksidan olmasma ragmen yiiksek konsantrasyonlarda
otooksidasyona wugrayarak hasar1 engellemek yerine daha da arttirmasi ile
aciklanmaktadir [Wayner ve ark., 1986]. Yiiksek konsantrasyonlarda C vitamini
fenton reaksiyonu araciligiyla hidrojen peroksitten hidroksil radikali iiretimini arttirir
ve boylece konsantrasyonuna ve uygulama periyoduna bagli olarak genetik hasara
kars1 koruyucu veya hasar1 arttirict olarak etki eder [Halliwell, 2001]. Bu gibi
calismalar antiokidanlarin etki mekanizmasindaki hassas dengeleri net bir sekilde

ortaya koymaktadir.



73

Son yillarda pek ¢ok antioksidan maddenin, prooksidan etkileri de oldugu
belirlenmigtir. Pro-oksidan aktivite, bir antioksidanin ortamda bulunmadig:
zamandan daha fazla oksidatif stres olusturdugu durumdaki aktivitesi olarak
tanimlanmaktadir. Bir bilesigin oksidan molekiile elektron verme yetenegi bu bilesigi
antioksidan yapar. Ancak farkli kosullar altinda bu 6zellik, bilesigi bir pro-oksidana
da doniistiirebilir. Bu durum daha ¢ok tiyollerde goriilmektedir. Tiyol terimi, stilfiir
iceren bilesikleri ifade eder. Siilfiir, aminoasit, protein, enzim, vitamin ve diger
biyomolekiillerin biyolojik yapitaglar1 i¢in gerekli olan Onemli bir inorganik
elementtir [Parcell, 2002]. Sistein, metionin, taurin, glutatyon (GSH), lipoik asit
(LA), N-asetilsistein (NAC), merkaptopropionilglisin (MPG) ve sarimsak yaginda
bulunan dialilstilfid (DAS), dialildisiilfid (DADS) ve dialiltrisiilfid (DATS) gibi tiyol
iceren bilesikler ¢esitli oksidanlar1 indirgeyerek ve temizleyerek biyolojik sistemleri
oksidatif strese karsi korurlar [Atmaca, 2004]. Tiyoller genellikle antioksidanlar
olarak bilinir. Ancak tiyoller O, ile dogrudan reaksiyona girerek O, (sliperoksit
radikali) olusumunu tesvik eder. Genel olarak ge¢is metalleri O, olusumunu ve
diger reaktif oksijen tiirlerini iireten reaksiyonlar katalizler. Ornegin Fe” DHLA
tarafindan oksijen tiiketimi oranmni artirir [Kawabata ve ark., 1995]. DHLA Fe™yi
indirgemesini takiben O;’yi indirger. Ayrica bu gec¢is metalinin bir elektron
indirgenmesi durumu vitamin C’nin yeniden olusumunda da dolayli olarak

gerceklesebilir. Artan Fe™ indirgenmesi prooksidan aktivite ile sonuglanir.

Prooksidan aktivitenin bir diger yolu ise sdyle agiklanmaktadir; antioksidan serbest
radikal siipiiriicii ile reaksiyona girer ve temizlenecek olan serbest radikalden daha
zararl bir {irlin olusur. Bu durum, 6rnegin sigara dumani araciligiyla olusan reaktif
oksijen tiirleri ve hidroksil radikallerinde gozlenmistir. Sigara dumaninda kreatin
kinaz1 inaktive eden reaktif oksijen tiirleri mevcuttur. DHLA bu reaktif oksijen
tiirlerini temizler ancak olusan iiriin, kreatin kinazi orijinal ROT’dan daha etkin bir
sekilde inaktif hale getirir [Scott ve ark., 1994]. Diisiik konsantrasyonlardaki LA ve
DHLA bu inaktivasyonu hizlandirir. Bu durum radikallerin temizlenmesinin
ardindan tiyol ve oksisiilfiir radikallerinin olusumu ile ag¢iklanir. Cok ilgingtir ki,
yiiksek konsantrasyonlarda hem lipoik asit hem de DHLA antioksidan olarak etki
eder [Scott ve ark., 1994].
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Fenolik bilesiklerden olan flavonoidler gibi bazi antioksidanlarin da yiiksek
konsantrasyonlarda hiicrelerde genotoksisite ve sitotoksisiteyi indiikleyebilecegi
bildirilmigtir [Duthie ve ark.,, 1997]. Disiikk konsantrasyonlarda sarimsaga
antioksidatif Ozellikler kazandiran allisinin yiiksek konsantrasyonlarda bir
prooksidan gibi davranabilecegi bildirilmistir [Amagase ve ark., 2001; Nuutila ve
ark., 2003]. Lynch ve arkadaslarina goére (2000), plazma tiyollerinin fizyolojik
sartlara bagli olarak prooksidan ve antioksidan etkileri olabilir ancak genel olarak

antioksidan olarak bilinirler [Lynch ve ark., 2000].

LA ve DHLA’nin prooksidan potansiyelini kapsayan ¢alismalar son birka¢ yildir
yapilmaktadir. LA ve/veya DHLA’nin antioksidan veya prooksidan olarak etkileri,
oksidan stresin tipine ve fizyolojik sartlara bagl olarak belirlenir. Prooksidan etkisi,
LA ve DHLA nin heniiz tam olarak anlasilamamis ¢oklu mekanizmalarla etki ettigini
gostermektedir. LA’nin  serbest oksijen radikalleri 1ile iliskili hastaliklarin
engellenmesinde ve tedavisinde bir¢ok yararli etkileri oldugu bilindiginden, bu
hastaliklardaki kullaniminda uygun farmakolojik dozunun segilmesi kritik bir

konudur [Cakatay, 2006].

Bu ¢alismada hem lipoik asidin hem de ferulik asidin hiicre kiiltiirii ortaminda ¢esitli
dozlar1 denenmis ve prooksidan rolleri dikkate alinarak diisiik dozlar1 tercih
edilmistir. Insan lenfosit kiiltiiriinde uygulanan dozlarinda lipoik asitin MMC
tarafindan olusturulan kromozomal anormallikleri, kardes kromatid degisimlerini ve
mikroniikleus olusumunu, yine ferulik asitin de kardes kromatid degisimlerini ve
mikronukleus olusumunu istatistiksel olarak 6nemli derecede azalttig1 belirlenmistir.
Buna gore lipoik asit ve ferulik asit MMC tarafindan olsturulan hasara karsi hiicreleri
tam olarak koruyamasa da limitli olarak antiklastojenik ve antimutajenik etkileri
oldugu sonucuna varilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler giiglii antioksidanlar
olan lipoik asit ve ferulik asitin antitlimér ajanlarin genotoksik etkilerine karsi
koruyucu ve antigenotoksik olduklarin1 gostermektedir. Antiklastojenik ve
antimutajenik ajanlarin antikanserojenik oldugu ifade edildigine gore [Gebhart,
1992], bu iki antioksidan kanser tedavisinde biiyiik avantaj saglayabilir. Lipoik asit

ve ferulik asit mitotik indeks degerlerini de istatistiksel olarak 6nemli derecede
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diistirmiis ve antimitotik etkili olduklar1 sonucuna varilmistir. Buna gore de kanserin

tedavisinde tiimor gelisiminin baskilanmasi agisindan 6nemli olabilirler.

Burada unutulmamasi gereken, antioksidanlarin bir¢gogunun genotoksik etkili
olmadiklar1 ve hatta antigenotoksik etkili olduklar1 diisiiniilse de, bunlarin farkl
hiicre kiiltiirii ortamlarinda denenmeleri gerekmektedir. Her kimyasal gibi
antioksidan maddeler de doza ve uygulama siiresine bagl olarak farkli etkilere sahip
olabilirler. Bunun yaninda, kimyasallarin kiiltiir ortamina tek bagina eklenmeleri ile

baska bir kimyasal ile birlikte uygulanmasi yine farkli sonuglara neden olabilir.

Ister disardan gelsin, ister viicut icinde olussun, serbest radikaller sagliga zarar verir,
bu nedenle bunlarin viicutta nétralize edilmeleri gerekir [Walji, 1999]. Oksidanlarin
notralize edilmeleri antioksidanlarca gergeklestirilir. Eger antioksidanlar insanlar
tarafindan gidalarla birlikte alinirsa, kan dolasimina gecerek kan hiicrelerine
ulagirlar, boylece organizma i¢inde ya da in vitro kosullarda reaktif oksijen kaynagi
ile karsilagtiklarinda oksidatif ataga karsi direng saglarlar [Collins, 2005].
Giliniimlizde sik¢a {izerinde durulan ‘“anti-ageing”, serbest radikal olusumunun
engellenerek yaslanmanin etkilerinin azaltilmasini ve bdylece saglikli yaslanmay1
hedeflemektedir. Bu nedenle antioksidan kullanimi son yillarda olduk¢a 6nem
tasiyan konularin basinda gelmektedir. Antioksidan maddeler ile ilgili caligmalar her
gegen giin artmaktadir. Besinlerin disinda disaridan takviyelerin yapilmasi ise doz
tespit calismalarmin  yayginlastirilmasim  gerektirmektedir. Insan sagliginin,
viicuttaki hassas dengelere bagli oldugu diisiiniilerek, saglikli beslenmeye 6nem

verilmeli, disardan alinan takviyelerde asiriya kagilmamalidir.
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