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Cesitli bitkilerden ekstrakte edilen ucucu (esansiyel) yaglar ve bu
yaglardan izole edilen terpenoid bilesikler; farkh biyolojik aktivitelerinden
dolayi, aromaterapide, kozmatikte, gida iiretiminde, ila¢ sanayisinde oldukc¢a
genis bir kullanmim alanmina sahiptir. Bu tez calismasinda, baz bitkilere ait
esensiyal yag ve monoterpenlerin olas1 genotoksik aktivitesi, insan periferal
lenfositlerinde HPRT gen mutasyon testi ile arastirlmistir. Elde edilen
sonuclara gore, kekik yagi uygulanan tiim dozlarda varyans frekansi
degerini onemli olciide yiikselterek , HPRT gen mutasyonu a¢isindan etkin
bir aktiviteye sahip olmus bilesenlerinden olan karvakroliin, bu aktiviteyi
cok diisiik diizeyde gosterirken, timoliin ise negatif bir etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu calismada kullanilan diger test maddeleri olan defne ve
adacay1 esensiyal yag ile cineol-1,8’in ise yiiksek olan ilk dozlarda, varyans
frekeansi degerini coziicii kontrole gore yiikselterek, doza bagh olarak HPRT

gen mutasyonuna sebep olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelime: Esansiyel yag, monoterpenler, HPRT, insan lenfositleri,

Genetoksisite
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Essential oils and isolated from its terpenoid compounds of extracted
from various plants have different biological activities. In this case, they are
used in aromatherapy, cosmetics, food and drug industries. In this study,
genotoxic activity of some essential oils and monoterpenes obtained from
some plants investigated with HPRT gen mutation assay in human
lymphocytes. According to the results, thym essential oil have efficient HPRT
gen mutation activity due to increase of variant frequency at all of the doses.
Also, its compounds carvacrol has slight HPRT activity but thymol has
negative effect. It was resulted that other test compounds bay-leaf, salve
essential oil and cineol-1,8 cause the HPRT gene mutation at high

concentrations by increase of variant frequency values.
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1-GIRIiS

Genetik Toksikoloji ¢alismalari, insanlar basta olmak iizere, tiim canlilarin
dogal genetik biitiinliigline zarar veren tim etkenleri saptamak suretiyle, bu
konuda bilgilenmeyi ve risk analizi yaparak gerekli korunma Onlemlerinin
alimmasini saglar (Jagetia ve ark., 2001).

Genetik Toksikoloji arastirmalar1 sayesinde, mutajen ve olasi1 kanserojen
etkenler ortaya ¢ikarilmaktadir. Ciinkii, ¢agimizin en 6liimciil hastaliklarindan biri
olan kanserin olusumu, somatik mutasyon birikimi ile agiklanmaktadir. Insan
kanserojenlerinin hemen hepsinin mutajen yani genotoksik etkili oldugu
diisiiniiliirse, bu ¢alismalarin 6nemi daha net anlasilabilir. Genetik Toksikoloji
calismalar1 ayrica, sebebi bilinmeyen bircok hastaligin genetik baglantilarinin
ortaya ¢ikarilmasina ve bu bilgilerin hastaligin tedavisi i¢in kullanimina olanak
saglar.

1980’11 yillarin basinda yeni ve ilging bir aragtirma alani olarak gelismeye
baslayan ¢evresel mutagenesis c¢alismalar1 ile, insandaki cesitli patolojik
olgulardan, somatik hiicre mutasyonlarinin sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir (Pai,
1985). 80’li yillardan giiniimiize kadar gelen siire¢ i¢inde ise, tiim diinyanin
gecerliligini kabul ederek, rutin olarak uyguladigi ve hatta sonuglarin1 paylasarak
ortak degerlendirmeler ~ yaptigi  genotoksisite  test  yOntemleri
gelistirilmistir. Modern c¢evre bireyleri, gelisen teknoloji geregi cok genis
spektrumlu kimyasal madde cesitlerine maruz birakmaktadir. Oyle ki her yil
ylizlerce yeni kimyasal iirlin piyasada yerini almaktadir ve bunlarin insan
kullanimina sunulmadan oOnce genotoksik potansiyel agisindan test edilmesi
gerekmektedir (Lelie ve ark., 1997).Genotoksinler, genlerde degisime ya da
yeniden diizenlenmeye sebep olan ajanlardir. DNA hasarina yol acan bu
degisimler mutasyon olarak adlandirilir. Mutasyonlar hiicre ya da organizma i¢in
kalitimsal degisimlerdir. Genotoksinler; kansere sebep olurlar, genetik birikime
yol agarlar. Olusturduklar1 mutasyonlarin kalitilmasi genetik hastaliklarin artigini
saglar.Genotoksinlerin yarattigi saglik hasarlari nedeniyle, onlar1 saptayabilen
bircok yontem gelistirilmistir. Ideal bir test yontemi; Hizli, ucuz, hassas, etik
kurallara uygun (insancil), insan biyolojisi ile ilgili olmali ve dogru sonuglar

vermelidir. Ancak, tek basma hicbir test yontemi bu kriterlerin timiinii



saglayamamaktadir. Ornegin Ames testi hizli ve etik olmasina ragmen insan
biyolojisinden farkli bir sistemdir. Bunun yami sira, kemirgenler gibi deney
hayvanlartyla yapilan in vivo ¢aligsmalar, insan icin ¢ok yaklasik ve dogru degerler
vermelerine karsin hizli ve etik degildirler. Epidemiyolojik calismalar ise
genotoksin riskini yansitan 6nemli veriler saglar Ancak bu analizler hizli ucuz ve
hassas degildir.

Genotoksik ya da mutajenik etkiyi aragtiran test yontemleri;

Cevresel ya da mesleki olarak belirli ajanlara siirekli maruz kalan
bireylerin genetik yapilarinin izlenmesi ve hasar tipinin belirlenmesinde (Gomez-
Arroyo ve ark., 2000),

Cevresel kaynaklardan izole edilen her cesit yapay madde ya da kirletici
ajanin mutajenik etkilerinin arastirilmasinda, (Monarca ve ark., 2001),

Sentez edilerek, gida, saglik, kozmatik, temizlik ve sanayi gibi farkli
alanlarda kullanima sunulan ya da sunulacak olan, kimyasal bilesiklerin
mutajenik/karsinojenik potansiyellerinin ya da antimutajenik / antikarsinojenik
ozelliklerinin tespit edilmesinde (Laffon ve ark., 2001),

Cesitli hastaliklarin, ozellikle de kanser olgularinin genetik hasarla
iliskilendirilmesi ¢alismalarinda (Griffiths ve ark., 1996),

Son yillarda giderek yasamin bir pargast halini alan biyoteknolojik
tirtinlerin risk degerlendirmelerinin yapilmasinda kulanilabilmesi bakimindan
Onem tasimaktadir.

Genetik toksikoloji alaninda son zamanlardaki gelismelerin bir ¢ogu,
memeli organizmasindaki molekiiler ve hiicre biyolojisinin anlasirliginin
artmasindan kaynaklanmaktadir. En oOnemlileri, somatik mutasyonlar1 ortaya
cikarma, miktarint belirleme ve dogal mutasyonlarla 6zel tip kimyasal hasar
arasinda baglant1 kurma yeteneklerine sahiptirler. (Aidoo, A. ve ark., 1997). Bu
gelismeler memeli hiicrelerinin kullanildig1 in vivo ve in vitro test yontemleridir.
Bunlar arasinda kromozom diizeyindeki genetik hasarlari saptayabilen, kromozom
aberasyon (CA), kardes kromatit degismeleri (SCE) ve mikroniikleus (MN) testi
gibi sitogenetik metodlar ile DNA’ daki daha kii¢iik boyutlu hasarlar1 belirleyen
Fare Lymphoma (L5178Y) Timidin kinaz testi ve Hipoksantin Guanin



Fosforibosil Transferaz (HPRT) gibi gen mutasyon testleri bulunmaktadir

(Albertini 2000).

1.1. Genotoksik Ajanlar

Genomda, kromozomlarda ya da genlerde degisimlere ya da hasara yol
acan etkenlere, genotoksik ajan ya da mutajen adi verilmektedir. Mutajenler temel
olarak fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki sinifa ayrilabilir: Bir¢ok genetikei
kimyasal mutajenlerin fiziksel mutajenlerden ¢ok daha zararli olduguna
inanmaktadir. Ciinkii radyasyon kaynagini tespit etmek, miktarin1 6lgmek ve
korunma 6nlemi almak olas1 iken, ayn1 anda uzun siireli olarak, bircok kompleks
kimyasal madde karisimina maruz kalan bireylerin ugradigi zararin analizi ¢ok
daha zor olmaktadir. Diger yandan kimyasal mutajen kaynaklari sinirsizdir.
Ciinki farkl alanlarda, her ¢esit kimyasal madde tiretilerek kullanima sunulmakta

ya da gevrenin bir parcasi halini almaktadir.

1.1.1. Genotoksik etkili fiziksel ajanlar
Kisa ve goriiniir 1s1ktan daha yliksek dalga boylari igeren elektromanyetik
spektrumun bir kismi iyonize radyasyona, diger kismu da iyonize olmayan

radyasyona doniisebilir.

1.1.1.1.1yonize radyosyonun tesvik ettigi mutasyonlar

Iyonize 1sinlar (X 1511, gama 1511, kozmik 1sinlar) yiiksek enerjili, kisa
dalga boyludur ve canli dokulara niifuz ettikleri i¢in tibbi teshiste de kullanilirlar.
Bu ismlar niifuz ettikleri hiicrelerde pozitif yiikli molekiillerden elektron
saliimina yol agarlar. Bu olay DNA molekiiliinii olusturan atomlarin reaktifligini
artirdi1 icin mutajenik etkinin temelidir. Iyonize radyasyon pirimidin bazlari
arasinda dimer olusumuna neden olabilir. Dimerlesme tek iplik tizerinde olabildigi
gibi, karsilikli ipliklerde bulunan piirin ya da pirimidinler arasinda da meydana
gelebilir. Iyonize radyasyon bir baska sekilde, bazlarm halka yapilarinin
bozulmasina da sebep olabilir. Yapist bozulan bir baz, karsisina gelen diger bir
bazla bag olusturamadigi i¢in iplik kirilmasina yol acabilir. Bu kirilma kromozom

diizeyinde de olusabilir. Iyonize radyasyonun mutajenik etkisi, radyasyonun



dozuna, hiicrenin hayat dongiisiinde bulundugu evreye, oksijen basinci ve 1siya
bagl olarak degisebilmektedir (Lazuka ve ark., 1999, Vijayalaxami ve Tice,
1992).

1.1.1.2. Iyonize olmayan radyosyonun tesvik ettigi mutasyonlar

Iyonize olmayan radyosyonun en énemli tipi UV 1silaridir. UV 1simlar
diisiik enerjili olup, yiiksek bitki ve hayvanlarda sadece yiizeysel hiicre tabakasina
niifuz eder. UV 1sinlar1 ¢arptig1 atomlara enerji verir ve elektronlar yiiksek enerji
seviyelerine ¢ikarir. Bu durum UV i1smiyla indiiklenen mutasyonun temelini
olusturur. Piirin ve pirimidin bazlart UV 151811 absorbe ederek reaktif duruma
gegebilirler. UV 15181 tek hiicreli organizmalar i¢in potansiyel bir mutajendir.
UV’nin DNA tarafindan max. absorblanan dalga boyu 254 nm.’dir, max.
mutajenlik de bu dalda boyunda baslar. In vitro ¢calismalar dzellikle pirimidinlerin
UV’yi 254 nm’de kuvvetle absorbe ederek reaktif hale geldiklerini gostermistir.
Bu durumda ya pirimidin hidratlar ya da pirimidin dimerleri olusur. Dimerler
DNA ¢ift sarmalin1 ve dolayisiyla DNA replikasyonunu bozar (Otoshi ve ark.
2000).

1.1.2. Genotoksik etkili kimyasal ajanlar
1.1.2.1. Alkileyici ajanlar

I¢inde karsinojenligi kanitlannis ya da siipheli olan ¢ok sayida kimyasal
cesidi bulunan alkilleyici ajanlar, organik makro molekiillerin niikleofilik
merkezlerine affinite gosteren elektrofilik bilesiklerdir (Lawley, 1989). Dimetil-
nitrosamin, N-metil-N-nitrosourea, 1,2-dimetilhidrazin, Metil metan-siilfonat,
Dietil-nitrosamin, N-etil-Nitrosurea gibi monofonksiyonel alkilleyici ajanlar,
deneylerde mutajen olarak siklikla kullanilirlar (Gollapudi ve ark., 1998). Bu
ajanlar monofonksiyonel ya da bifonksiyoneldir. Monofonksiyonel olanlar tek bir
reaktif gruba sahiptir ve DNA’daki tek niikleofilik merkezle kovalent bag
yaparlar. Bifonksiyonel ajanlar ise 2 reaktif grup tasimakta ve DNA ile 2 ayri
bolgede reaksiyona girebilmektedir. Potansiyel alkilleme bdlgeleri 4 baz iginde
belirlenmis ve herbirinin farkli reaktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ornegin

etil grubu baglanan 7-etil guanin, timinle eslesir. (yanlis baz eslesmesi olur)



Genelde bazlarin halkasal nitrojenleri, oksijenlerinden daha niikleofiliktir.
Fosfodiester baglarindaki oksijenin alkilasyonu fosfotriesterlerin olusumu ile
sonuclanir (Roberts, 1978). Diger yandan alkilasyonla degisime ugrayan bazlarda
N-glikosilik baglar1 zayiflatmakta ve c¢ok sayida alkilleyici ajan bazlarda
depurinasyon-depirimidinasyona yol agarak, abazik bolgelerin olusumuna neden
olmaktadir (Loeb ve Preston 1986). Alkilleyici ajanlar, nokta mutasyonlarin 3
tipini de indiikler. DNA ipliginde ¢apraz baglanma yaparak kromozom kiriklarina

yol agabilirler.

1.1.2.2. Hidroksile edici ajanlar
Bazlar1 hidroksilleme etkileri vardir. Yanlis baz eslesmelerine yol acarlar.
Ornegin hidroksilamin ile reaksiyona giren sitozin, hidroksilaminositozin

formunda, adeninle eslesir (Gupta ve ark., 1995).

1.1.2.3. Capraz baglayici (Cross-Linking) Ajanlar

Daha once sozii edildigi gibi bifonksiyonel alkilleyici ajanlar DNA’da 2
farkli niikleofilik merkez ile reaksiyona girebilirler. Eger bu 2 baglanma bolgesi
z1it poliniikleotit iplikleri iizerinde ise DNA iplikleri arasinda capraz baglanma
meydana gelmekte, ayni poliniikleotit zinciri lizerinde yer aliyorsa iplik¢i capraz-
baglanma olugmaktadir.

DNA iplikleri arasindaki capraz baglanma, DNA’daki kimyasallarin yol
actig1 hasarlarin 6nemli bir sinifidir. Bu tip hasar DNA iplik ayrimin1 engelledigi
icin replikasyon ve transkripsiyonu bloke eder. Bu 6zelligi nedeniyle nitroz asit,
mitomisin C, nitrojen mustard, siilfiir mustard, cis platinum gibi ¢esitli platinyum
tirevleri ve 1sikla aktive olan psoralen gibi ajanlar kanser tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Fram 1992). Ornegin, 5x10-7 M konsantrasyonunda
nitrojen mustard ile muamele edilen bakteriyal DNA’da, bazlarin yaklasik
%0,005’inin alkillendigi gosterilmistir. Bunun diginda, 254 nm dalga boylu UV
radyasyonu ve iyonize radyasyon da DNA’daki molekiiller arasinda karsilikli
baglanma gibi daha kii¢giik DNA hasarlarina sebep olabilirler. Diisiik hiicre i¢i klor
konsantrasyonu, sonucu meydana gelen klor kaybi, bilesikleri yiiklii elektrofilik

ajanlara doniistiiriir. Niikleofilik bolge ile reaksiyon sonucu ise DNA’da iplik i¢i



ya da iplikler aras1 baglantilar meydana gelir Bu ajanlar, ayn1 zamanda DNA-

protein ¢apraz baglanmasina da sebep olabilmektedir.

1.1.2.4. Psoralenler

Psoralenler, temel kimyasal yapilarinda, UV varliginda DNA’nin pirimidin
bazlar1 ile bir ya da iki ug¢tan baglanarak reaksiyona giren 3 aromatik halka
bulunduran kimyasal yapilardir. Psoralenlerin DNA ile etkilesimi ve baglantis1 2
sekilde olmaktadir. 1k sekli, uzun dalga boylu UV radyasyonunun etkisi ile DNA
ile tek noktadan (timin ile) ¢ift bag kurulmasi sonucu meydana gelir(Gasparro ve
Fresco, 1986). Ikinci sekli ise kimyasal yapmin her 2 reaktif grubunun da
bagimsiz bir sekilde UV’yi absorbe ederek, iki DNA ipligi iizerinde biri alt, digeri
ist konumda bulunan iki baz arasinda karsilikli ¢apraz baglanti kurmasi seklinde
gerceklesmektedir. Sozii edilen ilk baglanti tipi, ¢apraz baglanmayi olusturan
baglant1 seklinden 3 kat daha fazla meydana gelmektedir.

Fotoreaktivasyon ile DNA iplikleri arasinda ¢apraz baglanmay1 saglayan
psoralenler, muamele edildikleri bakteri, bakteriyofaj ve oOkaryotik hiicrelerin
biyolojik inaktivasyonuna sebep olmaktadir (Averbeck, 1989). Bu nedenle,
psoralenin tesvik ettigi ¢apraz baglanma reaksiyonlari, g¢esitli biyolojik
sistemlerde meydana gelen iplikler arasi ¢apraz baglanmanin onarimi ¢alismalari
icin ideal bir model olmustur (Sage,1993). UV 15181 ile aktive olan psoralenler,
aynt zamanda boéliinen hiicrelerde DNA replikasyonunu engelledigi i¢in sedef
hastalig1 gibi, epitel hiicrelerinin diizensiz ¢ogalmasi ile karakterize olan bir

hastaligin tedavisinde de kullanilmaktadir.

1.1.2.5. Baz analoglan

Genel olarak DNA yapisinda herhangi bir kimyasal ajanin etkisi
olmaksizin, biyolojik olarak meydana gelebilen baz hasarlari olusmaktadir. Bu
hasarlar DNA replikasyonunun degil, replikasyon sirasinda diziye katilan
deoksiriboniikleotitlerin hatali olmasindan kaynaklanmaktadir (Topal, 1988).
DNA replikasyonu sirasinda, bazlara yap1 olarak uygun substratlar onlarin yerine
replikasyona katilirlar. Baz analoglar1 olarak adlandirilan bu bilesikler deneysel

olarak DNA hasarinin ve bu hasarin yaratti§1 hiicresel cevabin belirlenmesi



caligmalarinda kullanilir. En yaygin olarak calisilan baz analoglari arasinda
halojenlenmis 5-bromourasil, 5-fluorourasil ve 5-iyodourasil gibi urasil tiirevleri
yer almaktadir (Friedberg ve ark., 1995). Bunlarin tiimii timin analogu olup, DNA
replikasyonuna katildiklar1 zaman mutasyona sebep olmaktadir. Ornegin timinin
yerini alan 5-bromo-urasil, Guanin ile eslesir. Ayni sekilde adenin analogu 2-

aminopurin de mutajenik 6zellige sahiptir (Sowers ve ark., 1987).

1.1.2.6. Klastojenik ajanlar

Genetik materyale kromatit ve kromozom kiriklar1 ve dolayisiyla meydana
gelen yapisal kromozom anomalileri seklinde zarar veren ajanlardir (Emerit,
1985). Iyonize radyasyon, nitro furan, benzen, benzo(a) pren, siklofosfamid,vinil
klorit) gibi ajanlar klastojenik etkilidir. Klastojenik etki bazen, memelilerdeki
hiicresel metabolizma sonucu da meydana gelmektedir. Yapilan bir aragtirmada
atom bombas1 sonrasi hayatta kalanlarin hiicrelerinde bu etkinin 31 yil boyunca
stirdiigii ortaya konulmustur (Porter ve Coon, 1991). Diger yandan in vitro
kosullarda herhangi bir fiziksel ya da kimyasal etken ile muamele edilen kan
hiicrelerinde klastojenik etki meydana gelebilmektedir (Sivikova ve Dianovsky,
1999). Bir bagka sekilde tiimor promotorlart da tipk:r radikal iireten kimyasallar
gibi klastojenik etkiyi uyarabilmektedir (Emerit ve ark., 1985). Genel olarak
stiperoksit dismutas gibi radikal-koruyucu enzimlerin varligi klastojenik

aktivitenin olusumunu 6nlemektedir (Emerit, 1994)

1.1.2.7. Metabolik aktivasyon reaksiyonlari sonucu aktif olan kimyasallar
ajanlar

DNA’daki kimyasal hasara iliskin ¢alismalarda, kimyasal olarak reaktif
olmayan, nonpolar gruplar tasiyan cesitli tipte kimyasal bilesigin canli
viicudundaki metabolik aktivasyon tepkimeleri ile daha reaktif formlara
doniiserek, tipki alkilleyici ajanlar gibi, DNA’daki niifleofilik merkezle etkilesime
girdigi tesbit edilmistir. Bu 6zellikte olan ¢ok sayida bilesik potansiyel mutajen ve
karsinojendir. Bu grupta bulunan karsinojenlerin metabolizmasi hassas tiirler
lizerinde calisilarak aydinlatilmistir. Bazi karsinojenik aromatik aminlerin tiimore

neden oldugu yillardir bilinmektedir. Ornegin N,N-dimetil-4-aminoazobenzen



siganlarda (rat) etkili bir karaciger karsinojenidir, kendisi sican karaciger
proteinlerine baglanamazken, metaboliti baglanabilmektedir. Bu bilesiklerin ve
pek cok diger karsinojenin genotoksik aktivitesi metabolik enzimler tarafindan
gerceklestirilmektedir (Anders ve Dekant, 1994).

N-2-Asetil-2-Aminofluorene (AAF), insanda kanser olgusunun artmasiyla
baglantili olan aromatik amin grubu bilesiklerin bir siifidir. Baslangicta bir
insektisit olarak kullanilmis olan bu bilesigin metabolik aktivasyonundaki ilk
basamak, (sitokrom P-450 katalizorliigiinde) bir N-hidroksi tiirevinin olusumudur.
Bu iirlin proksimate karsinojen olarak adlandirilir ve niikleik asitlerle reaksiyona
girmez. Fakat ardindan sitosolik enzimlerin aktivasyonu sonucu olusan siilfat ya
da asetat ester gibi reaktif alkilleyici bir ajandir (Miller ve Surh, 1994).

Cesitli endiistriyel iiriinlerde ve komiir katraninda bulunan benzo [a]
pyrene giiniimiizde ¢ok etkili karsinojenik bilesiklerden biri olarak bilinmektedir
ve ¢evresel olarak sigara dumani ve otomobil eksoz gazi gibi benzo [a] pyrene
kaynag1 olan bilesiklerde ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir. Benzo [a] pyrene
metabolize edilmemis dogal yapisiyla reaktif olmayan nonpolar bir bilesik olup,
bu yapisi nedeniyle DNA cift ipligindeki bazlar arasina hidrojen baglar1 kurarak
girmektedir. Bu durum DNA hasarina giden yolda bir baslangi¢ olusturur. Viicutta
P450 enzim sisteminin bilesiklerinden arilhidrokarbon hidroksilaz enzimi benzo
[a] pyrene ve diger polisiklik aromatik hidrokarbonlari, onlarin ester konjugatlari
olan fenollere ve dihidrodiollere metabolize etmektedir (Hall ve Grover 1990).
Diger yandan benzo [a] pyrenin bazi metabolizma f{iriinleri olarak elektrofilik
epoksitler olugsmaktadir ki bunlar ¢ok iyi bilinen karsinojenik formlardir ve anti
diol-epoksitler olarak adlandirilirlar (Friedberg ve ark.,1995).

Bilinen en etkili karaciger karsinojenleri arasinda olan Aflotoksinler dogal
bir metabolizma {iiriinii olup, DNA hasarina yol agabilen ilging bir Ornektir
(Groopman ve Cain, 1990). Fungus kaynakli aflotoksinler arasinda en kuvvetli
hepatokarsinojen olan1 Aflotoksin B1’dir. Aflotoksin B1, karaciger mikrozomal
enzim ekstraktinda bulunan P-450’nin, karisik fonksiyonlu oksijenaz enzimleriyle

okside olarak, aflotoksin B1-8,9-epoxide denilen bir ana iiriine dontismektedir.



1.2. Toksik Bilesiklerin Metabolizmasi

Bu enzim sistemlerinin gercek biyolojik fonksiyonlari, potansiyel toksik
nonpolar kimyasallar1 suda c¢oziinerek atilabilir sekle doniistiirerek, hiicreleri
sitotoksik etkilere kars1 koruma amacina yoneliktir. Kimyasal bilesiklerin ¢ogu bu
enzim reaksiyonlar1 ile zarasiz ve viicuttan atilabilir metabolitlere
dontstiiriiliirken, bazilan ise elektrofilik formda aktif bir yap1 kazanarak DNA
gibi organik makro molekiillerdeki niikleofilik merkezle etkilesime girebilir hale
gelmektedir. Bu tip kimyasal ajanlar direkt olarak sitotoksik degil iken, potansiyel
genotoksik sekle doniistiiriilmektedirler. Bu reaksiyonlarda yer alan enzim
aktivitelerine en 1yi Ornek, c¢esitli monooksijenaz aktivitesi igeren, bir seri
membrana bagl proteinin indiikleyici cevabidir. Bir ya da daha fazla zara bagh
flavaprotein rediiktaz enzimi kombinasyonunun olusturdugu bu komplekse, 450
nm’de gilicli absorbansa sahip olmalart nedeniyle sitokrom P-450 sistemi
denilmektedir

Bu cok bilesenli enzim sistemi, aktivitesi icin NADPH ve atmosferik
oksijen gerektirir. Baslangi¢ reaksiyonu genellikle, hidrofobik nonpolar
substratlarin, daha polar oksijenlenmis ara liriinlere doniistiiriilmesidir. Olusan
triinler ikincil reaksiyonlarin substratlar1 olup, enzimlerle hiicreden ya da
viicuttan hizlica atilacak konjugatlara katalize edilirler. Genotoksik kimyasallarin
aktivasyonunda; mikrosomal  ve sitoplazmik  glutatyon-s-transferaz,
sulfotransferaz, asetiltransferaz, VDP-glukonasiltransferaz gibi diger enzimler de
rol oynamaktadir.

Hayvanlardaki biyotransformasyon, sudaki ¢oziliniirliigii artirarak atilmay1
hizlandirma islemine dayanir. Burada dikkate alinmasi gereken 6nemli bir nokta,
bir molekiiliin, canli organizmaya yabanci bile olsa, kimyasal yapisi uygun
durumdaysa, normal metabolik olaylarda gorev alan bir enzim tarafindan substrat
olarak kullanilabilecegidir. Yabanci bilesiklerin metabolize edilmesi o bilesigin
toksisitesinde azalmaya sebep oldugundan bu olay detoksifikasyon olarak
nitelendirilir. Bununla beraber, bazi durumlarda bunun tam tersi olur ve olusan
{iriin ana iiriinden daha toksik bir hal alabilir. Ornegin siklofosfamid, benzo(a)pren

ve N-nitrosodimetilamin gibi mutajen/ karsinojenlerin metabolik enzimler ile



reaksiyonu ile tlirevlenen metabolitlerin insan sperm kromozomlar1 iizerinde
aberasyonlara neden oldugu saptanmustir.

Biyotransformasyon c¢ogunlukla memelilerde, karacigerde bolca bulunan
enzimler tarafindan belli basl iki evrede katalizlenir. Birinci evrede toksik madde
degisime ugrar. Bu degisimle bilesige bir fonksiyonel grup ilave edilir. ikinci
evrede fonksiyonel gruba baska bir madde baglanarak birlesme (konjugasyon)

gerceklesir (Gatehouse ve ark., 1990).

1.2.1. Birinci evre reaksiyonlar
1.2.1.1. Oksidasyon reaksiyonlar:

Bu reaksiyonlarin ¢ogu bir enzim sistemi tarafindan katalize edilirler.
Sitokrom P450 monooksijenaz sistemi (30 civarinda enzim) olarak adlandirilan bu
enzimler hiicrenin graniilsiiz endoplazmik retikulumunda yerlesmislerdir. Bir¢ok
dokuda bulunabilmekle birlikte, bu enzimler en ¢ok karacigerde yer alirlar. P450
enzimlerinin 6zellikle kanserojen maddelerin detoksifikasyonunda énemli bir yer
tuttugu bilinmektedir. Hemoprotein yapisinda olan enzim, sistein amino asidine
bagli “hem demiri” (porfirin halkasina bagli demir iyonu) igerir. Yabanci
bilesiklerin oksidasyonu genelde bu demir grubu iizerinden gerceklesir.
Katalizlenen reaksiyonlar, NADPH, molekiiler oksijen ve magnezyuma
gereksinim duyar.

Alkol dehidrojenazksantin oksidaz, monoamin ve diaminoksidazlar ile
peroksidazlar gibi diger enzimlerin de belirli oksidasyon reaksiyonlarini
katalizledikleri bilinmektedir. Sitokrom P450(CYP) enzimleri prokarsinojen ve
promutajenlerin de i¢inde bulundugu cok sayida kimyasal ajanin oksidasyonunu
katalize ederek, onlar1 mutajen ya da karsinojen ozellikteki reaktif metabolitlere

dontstiirmektedir (Kadlubar ve Hammons, 1987).

1.2.1.2. Rediiksiyon reaksiyonlari
Bu reaksiyonlar, hem mikrozomal hem de sitolojik rediiktazlar tarafindan
katalizlendigi gibi, rediiktaz ihtiva eden barsak bakterileri tarafindan da

katalizlenebilir. Bu tip reaksiyona en iyi Ornek, besine renk veren tartrazin
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maddesinde bulunan nitro ve azo gruplarinin indirgenmesi reaksiyonudur
(Giiven,1999).
1.2.1.3. Hidroliz reaksiyonlari

Esterler esterazlar tarafindan, amidler ise amidazlar tarafindan
hidrolizlenir. Bu enzimler genel olarak bir¢ok dokuda hiicre sitozoliinde bulunur

(Giiven,1999).

1.2.2. ikinci evre reaksiyonlar

Konjugasyon reaksiyonlar1 olarak da bilinen bu reaksiyonlar, polar bir
grubun yabanct molekiillere eklenmesi ile meydana gelmektedir. Bu polar grup,
ya bilesik iizerinde hazir bulunan bir gruba ya da birinci evre reaksiyonlari
sonucunda olusan hidroksil gibi gruplara konjuge olabilir. Polar gruplar, yabanci
molekiilleri suda daha ¢oziiniir kilar ve bdylece viicuttan uzaklastirma
kolaylastirilarak toksik etkide bir azalma meydana getirilir. Konjugasyon

reaksiyonlar1 asagida kisaca agiklanmugtir.

1.2.2.1. Siilfatlama

Bir  hidroksil grubuna siilfat eklenmesi, yabanct maddelerin
konjligasyonunda izlenen o©nemli bir yoldur. Bu reaksiyon, sitozolik bir
stilfotransferaz enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Reaksiyonun meydana
gelebilmesi i¢in  fosfoadenozin fosfostilfat koenzimi de kullanilmaktadir.
Aromatik ve alifatik hidroksil gruplari yaninda N-hidroksil gruplari ile amino

gruplar da siilfatla konjuge olabilirler (Pluth ve Ark. 2000)

1.2.2.2. Glukuronidasyon

Glukuronik asit, polar ve suda ¢o6ziinebilen bir molekiil olup hidroksil,
karboksilik, amino ve tiol gruplarina kolayca eklenebilir. Bu reaksiyon,
mikrozomal enzimler olan glukiironosil transferazlar tarafindan katalizlenir. Diger
karbonhidratlar da konjligasyonda gorev alabilirler. Riboz ve ksilozun da benzer

bicimlerde kullanildiklar1 bilinmektedir (Giiven, 1999).
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1.2.2.3. Glutatyon konjugasyonu

Toksikolojik ag¢idan, Ozellikle reaktif ara {riinlerin uzaklastirilmasinda
onemli bir fonksiyona sahip, temel bir hiicre i¢i siilfidril bileseni olan glutatyon,
birgok memeli dokusunda (6zellikle karacigerde) bulunan ve ii¢ peptitten olusan
bir bilesiktir. Bu enzim sinifinin 6nemi, alkil, aldehit ve keton gibi elektrofilik
gruplarin  metobolize edilmesinde rol almasidir. Bu enzim, aerobik
mikroorganizmalarda, bitki ve hayvanlarin ¢ogunda bulunmaktadir. Glutatyonda
sistein aminoasidinden kaynaklanan siilthidril gruplar, reaktif veya elektrofilik
metabolitlere baglanmaktadir. Bu reaksiyonlar, glutatyon trensferazlar tarafindan
katalizlenir (Bernardini ve ark. 1996). Indirgenme durumunda olan glutatyon
giiclii bir niikleofiliktir ve elektrofillerle reaksiyona girmektedir. Bu konjugasyon
reaksiyonlart gesitli sitozolik ya da mikrozomal glutatyon-s-transferaz enzimleri
ile katalize edilmektedir. Ksenobiyotiklerin (organizma i¢in yabanct madde) P450
ile oksidasyonunun ardindan atilabilir duruma geldikleri glutatyon konjugasyonu,
genellikle bir detoksifikasyon islemi olarak kabul edilmektedir. Yapilan pek ¢ok
caligma glutatyon konjugasyonunun, dihaloalkan, etilen diklorid, mustard veya N-
nitroso gibi karsinojenik ajanlarin, genotoksik aktivasyonunda etkili oldugunu

desteklemektedir (Guengerich, 1994)

1.2.2.4. Amino asit konjugasyonu

Yabanci organik bilesikler amino asitlerle konjugasyon yapabilirler. Bu
islevde kullanilan amino asit tiirden tiire farkliliklar géstermekte ve benzer bir
evrimsel gruba dahil tiirlerin ayn1 amino asidi kullandiklar1 gériilmektedir. Glisin,
en ¢ok kullanilan amino asittir teskil eder ve yabanci organik bilesiklerle
konjugasyonu mitokondride bulunan agilaz enzimi tarafindan katalizlenir

(Giiven,1999).

1.2.2.5. Metilasyon
Molekiillerdeki hidroksil, amino ve tiol gruplari metiltransferaz
enzimlerinden biri tarafindan metillenebilirler. Bu reaksiyonlar, 6zellikle normal

olaylarda olusmakla birlikte, yabanci bilesikler ayni zamanda substrat olarak da

kullanilabilir (Gliven,1999).
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1.3. Genotoksik ajanlarin etki mekanizmalar:
Toksik maddelerin genetik materyal ile etkilesimi ve bunun sonucunda
meydana gelen mutasyon c¢esitleri, kromozom diizeyinde ve gen diizeyinde

(molekiiler diizeyde) olmak tizere iki farkli mekanizma ile agiklanmaktadir.

1.3.1. Kromozom diizeyinde meydana gelen mutasyonlar
1.3.1.1. Anoploidizasyon

Bazi1 toksik maddelerin, normal kromozom setinde bir ya da birkag
kromozomun eksilmesi ya da eklenmesiyle sonu¢lanan hasara neden olmalaridir
(Torous ve ark., 1998). Andplodi hayvanlarda cogu kez 6liimciildiir, bu nedenle
memelilerin 6lii dogan fetiislerinde saptanabilmektedir. Boliinme olaylarinda
kromozomlarin esit olarak yavru hiicrelere gegmesi igin; sentriollerin dogru
pozisyon almasi, kromozomlarin metafazda dogru sekilde yerlesmesi ve ig
iplik¢iklerinin olusumu gereklidir. Bu siiregte, herhangi bir etkene maruz kalma
ve yaslanma kromozom sayisinda bir degisiklikle sonuglanabilir (Giiven,1999).
Mitoz sirasinda kardes kromatidlerin, mayozda ise homolog kromozomlarin,
diizensiz ve esit olmayan paylasimi sonucunda olusan hiicre ¢ekirdeklerinden biri
normalden cok, digeri de az sayida kromozoma sahip olmaktadir. Yapilan bir
aragtirmada insan prostat kanserinin tedavisinde antineoplastik ilag olarak
kullanilan “estramustin”nin, insan lenfositlerinde andploidi’ye sebep oldugu
gosterilmistir (Migliore ve ark., 1998)

Andplodinin biitiin formlar1 mayoz sonrast ciddi sonuglar dogurur.
Memelilerde X kromozomunun aktivasyonundan dolayi, seks kromozomlarindaki
andplodizasyon, otozomlarda olandan ¢ok daha sik goriilmektedir (Russel, 1998).
Insanda otozomal monosomi (2n-1) cok nadir olarak, gelisemeden &len
embriyolarda goriilmektedir. Buna karsin fetal oliimlere sebep olan andploid
anomalinin yarisini, otozomal trisomi (2n+1) olusturmaktadir. Sadece birkag
otozomal trisomi tipinde canli dogumlar goriiliir, ancak bunlarin ¢ogunda erken
O0lim meydana gelmektedir. Sadece 21. kromozomun trisomisi olan Down

sendromunda bireyler yetigkinlik ¢cagina gelebilmektedir (Griffiths ve ark., 1996).
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1.3.1.2. Klastojenesis

Bazi genotoksik etkenlerin, 6zellikle de alkilleme o6zelligine sahip
ajanlarin, kromozomlarda parca kaybi, ilavesi veya yer degistirmesi seklinde etkili
olmalaridir. Bu olay “klastojenesis”, neden olan faktorler de “klastojen” olarak
bilinmektedir (Friedberg ve ark., 1995). Kromozomlardaki yapisal degisiklikler,
kromatit kollarinda meydana gelen kirilmalardan kaynaklanmaktadir. Kirilmanin
olustugu yere, kirilma tipine, sayisina ve kirllan parcalarin tekrar birlesme
ozelligine gore, cok cesitli kromozom mutasyonlart meydana gelebilmektedir
(Giiven,1999; Pai, 1985) Kromozom mutasyonlari, “kromozom aberasyonlar1”
olarak da adlandirilir.

Bir sonraki nesil hiicrelere aktarilmayan yapisal kromozom
degisiklikleri; kromatid ve kromozom kollarindaki bosluklar (gap), kromatid
kirilmalar1 (fragment), kromatid uglarinin birlesmesi (sister union), halka
kromozom olusumu (ring) ve disentrik kromozomlar1 kapsamaktadir. Servix,
meme, tiroid ve akciger kanseri olan hastalarin lenfositlerinde, spontan klastojenik
etkiyi arastiran bir c¢aligmada, gap, kromozom ve kromatid tipi kiriklar,
translokasyon ve disentrik kromozom gibi aberasyonlarin, kontrol grubuna gore
onemli Olgiide yiiksek oldugu tesbit edilmistir. Tiim gruplarda goézlenen gap,
kromozom ve kromatid tipi kiriklarin, meme kanserli hiicrelerde en yiiksek degere
ulastigr vurgulanmistir (Sobti ve ark., 1991). Yeni sentezlenen bir akridin
tiirevinin, insan lenfositlerinde, 6zellikle kromatid gaplarina sebep oldugu, bir
antitimor antibiyotik olan, streptonigrin’in ise disentrik, halka, kirilma ve gap
tipinde kromozom ve kromatid hasarlarina yol actigi bildirilmistir (Bolzan ve
Bianchi, 2000)

Bir sonraki nesil hiicrelere aktarilan sabit degisiklikler ise delesyon,
duplikasyon, inversiyon, tranlokasyon olmak {izere 4 sekilde meydana
gelmektedir (Griffiths ve ark., 1996; Russell, 1998). Delesyonun, 1s1, radyasyon,
viriisler, kimyasallar, transposibil elementler ya da hatali rekombinasyon gibi
ajanlarin neden oldugu kromozom kirigindan par¢a kopmasiyla meydana geldigi

bildirilmistir (Bolzan ve Bianchi, 2000).

1.3.2. Gen diizeyinde meydana gelen mutasyonlar
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Bir genin genomdaki sayis1 ve kromozom lizerindeki yeri degismeksizin,
yapist degisebilmektedir. Bu mekanizma, “Gen mutasyonu” ya da “nokta
mutasyon” olarak adlandirilir.

Molekiiler diizeyde, genlerin DNA dizilerinde meydana gelen
mutasyonlar, kendiliginden olusabildigi gibi (spontan mutasyonlar), bazi fiziksel
ya da kimyasal ajanlarla uyarilarak da gerceklesebilirler (indiiklenen mutasyonlar)
(Bolsover ve ark., 1997; Griftiths ve ark., 1996; Friedberg ve ark., 1995).

Genellikle bir baz ¢iftinin etkilendigi nokta mutasyon tipleri diisiik oranda
spontan olarak meydana gelebilmektedir. Okaryotlarda spontan mutasyon orani
jenerasyondaki gen basma 10 -10° iken, bakteriler ve fajlarda 10° -107
civarindadir. Spontan mutasyonlar, DNA replikasyonundaki hatalardan, DNA'
daki spontan kimyasal degismelerden (tatomerik degisim ya da metilasyon),
genlerdeki kirilmalardan ve transposibil genetik elementlerin haraketinden
kaynaklanir. Cogunlugu hiicresel onarim mekanizmalariyla diizeltilebilir olan
spontan mutasyonlarin birikiminin, kanser olgusunda 6nemli rolii oldugu da
bilinmektedir (Simpson, 1997).

Gen mutasyonlar1 temel olarak ii¢ sekilde meydana gelmektedir:

1.3.2.1. Transisyon

DNA zincirindeki bir piirin ya da pirimidinin, bagka bir piirin ya da
pirimidin ile yer degistirmesidir. Hiicre siklusunun herhangi bir safhasinda
meydana gelebilir. Adenin ve sitozin bazlari, nitroz asit gibi bir ajanla deamine
edildiginde, adenin hipoksantine, sitozin ise urasile doniislir. A:T’nin G:C’ye
degisimi ile ikinci replikasyon sirasinda mutajenik bir transisyon olusabilir

(Eckert ve Opreska, 1999).

1.3.2.2. Transversiyon

Bir piirin bazinin, pirimidin bazi ile ya da bir pirimidin bazinin, piirin ile
yer degistirmesi durumudur. Bu tip baz ¢ifti degisimi sadece DNA molekiiliiniin
replikasyonu sirasinda meydana gelmektedir. Timin analogu olan mutajenik 5-
bromo-urasil, replikasyon esnasinda timinin yerini alarak, adeninle eslesmektedir.

Aflatoksin B1’in sican p53 geninde (Lee ve ark.,1998), cevresel mutajenlerden
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polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) benzo(a)pren’in ise memeli sistemlerde,

C:G-T:A tipi transversiyonu uyardigi ( Perlow ve Broyde, 2001) gosterilmistir.

1.3.2.3. Cerceve kaymasi mutasyonu

DNA zincirinde ¢ogunlukla sik tekrar eden baz dizilerinin bulundugu
“polindromik bolgeler” de, bir veya birkag¢ baz ciftinin eklenmesi ya da ¢ikmasi
ile meydana gelen mutasyon seklidir. Baz ¢iftinin DNA dizisine eklenmesine
“insersiyon”, DNA zincirinden kopup ayrilmasma “delesyon” adi verilir. Bu tip
bir mutasyon, DNA’da baz ¢ifti degisikliginin oldugu yerden itibaren kodonlarin
ve ayni zamanda kodlanan aminoasit diziliminin degismesine neden olmaktadir.
Insan mtDNA’smnn ilk stop kodonunda olusan bu tip mutasyonlarin, sitokrom ¢
oksidaz sentezini engellemesi bu durumu gosteren giizel bir 6rnektir (Hana ve

ark., 1998).

1.4. DNA Onarmm

Spontan ya da indiiklenen mutasyonlar DNA’da hasara sebep olmaktadir
(Perlow ve Broyde, 2001). Buna karsin, prokaryotik ve okaryotik hiicrelerde
cesitli onarim sistemleri geliserek bu DNA hasarlarin1 giderme yolunda islev
gormektedir. Eger onarim sistemi olusan lezyonu tamamen gideremiyorsa, mutant
hiicre ya da organizmalar ortaya ¢ikmakta, onarilamayan lezyon biiyiikse hiicre
oluimii gerceklesmektedir (Russel,1998). Bir hiicrede bilinen DNA onarim

mekanizmalar1 agagida agiklanmaktadir.

1.4.1. Direkt onarim
1.4.1.1. DNA polimeraz proofreading ile onarim

Bakterilerde baz ciftlerinin spontan degisme siklig1 her replikasyon i¢in
107 10" civarindadir. Diger yandan DNA polimerazin yeni sentezlenen iplige
niikleotidleri eklerken yaptigi hata siklig1 ise 10 ‘dir. Bu iki deger arasindaki fark
polimerazin proofreading aktivitesidir. Cogu bakteriyal DNA polimerazin 5°-3’
yoniinde polimerizasyon, 3’-5” yoniinde ise eksoniikleaz aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Bu sayede dogru olmayan niikleotidler 3°-5’ yoniinde ¢ikarilmakta

ve sentez 5°-3° yonilinde tekrarlanmaktadir. DNA polimerazin proofreading
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aktivitesi, ¢evresel mutajenlerden polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)
tarafindan engellenebilmektedir (Perlow ve Broyde, 2001).

Ancak bazi bakterilerin tasidigi mutator genler (E.coli mut D geni gibi)
ve mutajenler, DNA polimeraz aktivitesine zarar vererek, yanlis niikleotitlerin
eklenmesine ve hatanin tolere edilememesine sebep olmaktadir. Bu onarim yolu,
kimyasal mutajenlerden, alkillici ajan N-etil-N-nitrosouea ile uyarildiginda yanlis
baz ciftlerinin olustugu rapor edilmistir (Eckert ve Opreska, 1999). 3’-5°
ekzoniikleaz aktivite bakteriyal DNA polimeraza ait bir ozelliktir. Okaryot
polimerazi boyle bir aktiviteye sahip degildir (Russel, 1998).

1.4.1.2. Fotoreaktivasyon ile onarim

UV 15181 uyarisiyla olusan timin ya da diger pirimidin dimerleri 320-370
nm dalga boylu goriiniir 15181in varliginda direkt olarak geri dondstiiriliir.
Fotoreaktivasyon ya da 1s1k onarimi denilen bu mekanizma, fotoliyaz enzimi
tarafindan katalize edilir. Bu enzim dimerleri karanlikta tanir ve onlara baglanir
ancak, 1sikla aktif hale gelerek dimerlerdeki kovalent bag olusumunu koparir.
Fotoliyaz tiim prokaryotlarda ve ilkel Okaryotlarda var iken insanda
bulunmamaktadir((Thoma, 1999). Insan hiicrelerinde, dimer olusumlari bu
sisteme benzer bir kesip ¢ikarma onarimi ile diizeltilebilmektedir. Onarim
enzimlerinden bir ya da bir kag¢inin eksikligi insanda Xeroderma Pigmentosum
hastaliginin nedenidir. Giinesin (UV 1sinlari) etkisiyle bu kisilerde deri kanseri

olusabilmektedir.

1.4.1.3. Alkilasyon hasarinin onarimi

Alkilleyici ajan olarak bilinen mutajenler, memeli hiicre DNA’sindaki
bazlarin ya da fosfatlarin reaktif bolgelerinde bulunan, N- ya da O- atomlarina
metil ya da etil gruplarini aktarirlar (Calleja ve ark., 1999). Alkillenen bazlar
yanlis baz eslesmeleri yaparlar. DNA’daki bu hasar, metil transferaz enzimi ile
Ozgiin bir sekilde onarilir. Bu enzim hatali bazlar1 degil, sadece onlara bagli metil

gruplarin1 kopararak uzaklastirir (Russel, 1998).

1.4.2. Kesme-cikarma onarim yolu
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Bu mekanizma 1964 yilinda bir grup bilim adami tarafindan kesfedilen
ve tiim canlilarda gerceklesen bir onarim mekanizmasidir(Theis ve ark. 2000).
Alkilleyici ajanlarin genotoksik etkilerinin tolere edilebildigi bu sistem dimerleri
151k gerektirmeyen bir reaksiyonla onardigi icin “karanlik onarim” olarak da
adlandirilir. Bu onarim tipinde hasar, enzimatik olarak taninir, bir nukleaz ile
kesip ¢ikarilir ve olusan bosluk bdlgesi DNA polimeaz ile tamamlanarak, DNA

ligaz tarafindan baglanir. Kesme —Cikarma onarimi 2 sekilde meydana gelebilir.

1.4.2.1. Baz cikarma onarimi (BER)

DNA iizerindeki bazlarda deaminasyon gibi bir etki olustugunda,
sitozin-urasile, adenin ise hipoksantine doniisiir. DNA glikosilaz enzimi bu
anormal bazi1 tanir ve N-glikozidik bagi hidrolize ederek diziden koparir.
Boylelikle DNA baz dizisi iizerinde, kiigiik bir bosluk seklinde meydana gelen
Apiirinik ya da Apirimidinik bolgeler (AP), AP endoniikleaz tarafindan taninir.
Prokaryot ve 6karyotlarda homolog oldugu kaydedilen bu AP endoniikleaz enzim
grubu, DNA ipligini AP bolgesi yakinindan keserek bir ¢entik (nick) agar. Bu
sebeple bu onarima “AP Boélgesi Onarimi” da denir (Mol ve ark., 2000). Bu
noktada DNA polimeraz 1 devreye girerek eksoniikleaz aktivitesiyle birkag
niikleotidi koparir. Ardindan 5°-3 polimerizasyon aktivitesiyle, yeni iplik sentezi
gerceklesir ve eksik olan bazin yeri, dogru niikleotitle tamamlanir. DNA
polimeraz I’in bu aktivitesi “nick translasyon” olarak adlandirilir. DNA ligaz ise
fosfodiester bag1 yapimini katalizler. Alkilleyici ajanlardan metil metanosiilfonat
(MMS)’nin sebep oldugu DNA hasarinin bu onarim yolunu uyardigi rapor
edilmistir (Grzesiuk ve ark., 2001).

1.4.2.2. Nukleotit ¢cikarma onarimi (NER)
DNA helikal yapisinda genis bozulmalara neden olan DNA lezyonlari
onarilir. NER’de hasarl1 bazlar oligonukleotit fragmanlari olarak kesip ¢ikarilir.
Prokaryotlarda; hasar, uvrA, uvrB, uvrC genleri tarafindan kodlanan
uvrABC endoniikleaz enzimleri tarafindan taninmaktadir. Bu enzimlerden uvrA-
uvrB komplexi DNA’y1 tarar ve hasar buldugunda baglanir. Baglanma sonrasinda

uvrA ayrilir, uvrB-uvrC komplexi olusur. uvrC hasarin 3’ ucuna 4-5 nukleotit, 5’
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ucuna ise 8 nukleotit uzaktan ¢entikler acar. Boylece DNA tek ipligindeki hasarli
bolgede 12 niikleotitlik kesilmis olur. Sonra DNA helikaz kesilen kismi
uzaklastirir ve olusan bosluk DNA polimeraz 5°-3° aktivitesiyle doldurulur. Bu
sayede, sadece pirimidin dimerlerini degil, DNA heliksinin distorsiyonunu
(blikiilme, katlanma) uyaran ciddi hasarlar1 da onarabilmektedir. Bu aktivitede ¢ok
nadir olarak, yanlis baz eklenmesi sonucu hatalar olusabilmektedir. DNA’da iplik
ici ve iplikler aras1 baglanti yapan kimyasal ajanlarin bu onarim yolunu aktive
ettigi bildirilmistir

Insanda NER mekanizmasi1 ¢ok daha komplextir. Bircok gen ( XPA,
XPB, XPC, XPD, XPF, XPG, CSB gibi) tarafindan kodlanan proteinlerce
gerceklestirilir. Transkribe olmayan DNA’daki hasar XPC/hHR23B komplexi ile
taninir. Bu komplexin DNA’ya baglanmasi sonucu onarimda gorevli diger
proteinlerin bu bolgeye gelmesi saglanir. XPA, XPB ve XPD’nin helikaz
aktiviteleri ile DNA zincirinde 20-30 nukleotitlik bir bolge agilir. XPG, 3’ ug
bolgesinde, hasardan 2-8 nukleotit uzaktan, XPF ise 5’ u¢ bolgesinde hasardan
15-24 nukleotit uzaktan DNA zincirini keser. Sonugta, ~24-32 nukleotitlik
oligonukleotit serbest birakilir. DNA zincirindeki bosluk, DNA Replikasyon
Faktorii C (RFC), Prolifere Edici Nuklear Antijen (PCNA) ve DNA polimerazlar
ile doldurulur. Daha sonra DNA ligaz I ile yeni sentezlenen zincirin baglantisi

yapilir (Hoogervorst, 2005).

1.4.2.3. Yanhs eslesme onarimi1 (Mismach Onarim = MER)

DNA replikasyonundan sonra dizide yer alan yanlis baz eslesmelerinin
pek cogu, “Yanls Eslesme Onarimi-(Mismach Onarim)” denilen diger bir sistem
tarafindan diizeltilebilmektedir. Replikasyondan kisa siire sonra, DNA zincirinin
GATC sekanslarindaki Adeninler gecgici olarak metillenir. Bu sayede MER
onarim sistemi tarafindan taninmasi saglanir. Bu mekanizma prokaryotlarda, mut
S, mut L ve mut H genlerinin iirlinleri tarafindan baglatilir. mut-S-mutL protein
komplexi yanlig eslesen yere baglanir. mut-H ise endonukleaz aktivite ile tek
zinciri keser. DNA helikaz kesilen fragmani uzaklagtirir.Olusan bosluk, DNA

polimeraz III ve ligaz ile tamamlanir.

19



Yanlis eslesme onarimi, 6karyotlarda da ¢ok benzer sekilde, ancak bagka
genler tarafindan ytriitiiliir. Bu genler hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 olarak
belirlenmistir. h(MSH2, E.coli’nin mut S geni ile, diger li¢ gen de E.coli mut L
geni ile homoloji gostermektedir. Bu genlerin fonksiyon kaybi, genomdaki
mutasyon birikimini arttirdigt i¢in “mutator genler” olarak bilinirler. Mutant
hMSH2 ve hPMS2 genlerinin kodladigi, hasarli Msh2 ve Pms2 proteinlerinin,
farelerin lac I geninde transisyon ve transversiyon tipi, bagska bir geninde ise
cergeve kaymasi tipi nokta mutasyonlart arttirdigir goriilmiistiir (Andrew ve
ark.,2000).

Yanlis eslesme onarim sistemi, insan genomunda olusan spontan
mutasyonlarin birikimini engelleyen ve kontrol altinda tutan bir mekanizma
oldugundan, eksikligi kansere zemin hazirlamaktadir. insan mismach onarim
genlerinden herhangi birinde olugan mutasyonun, kolon kanserinin bir ¢esitinde

kalitsal yatkinlik fenotipini ortaya ¢ikardigi bilinmektedir (Russell, 1998).

1.4.3. Replikasyon sonrasi onarim
DNA hasar1 diger onarim sistemleriyle onarilmamigsa, replikasyondan

sonra aktif olan mekanizmalardir.

1.4.3.1. Rekombinasyonel onarim

Replikasyon sirasinda, DNA polimerazin ilerleyisi pirimidin dimerleri
ve diger lezyonlar tarafindan bloke edilir. Replikasyon hasar bolgesi disinda
okazaki fragmenti seklinde tekrar devam eder.Replikasyon sirasinda olusan bu
bosluk, bu bolgenin komplementeri olan DNA dizisinin (replikasyon dncesindeki
komplementer dizi), komplementer iplikten ¢ikarilip, bosluk bolgesine eklenmesi
ile doldurulur. Bu rekombinasyon islevi Rec A protenin sayesinde gergeklestirir.
Komplementer zincirde olusan bosluk ise, onun yeni komplementer ipligindeki
dizilime uygun sekilde, DNA polimeraz ve DNA ligaz aktivitesiyle doldurulur
(Bryant, 2004).

1.4.3.2. SOS onarim mekanizmasi

20



Cesitli mutajenler DNA’nin bir ya da daha fazla bazinda mutasyon
olusturdugunda, 06zgiil baz c¢iftlesmesi meydana gelememektedir. Bu da
replikasyonun hatali sonlanmasina, gaplarin ve replikasyon catalinin olusumuna
yol agmaktadir. E.coli’de diger onarim mekanizmalarinin gideremedigi genis capl
DNA hasar tarafindan uyarilan kompleks bir onarim sistemi vardir (Mckenzie ve
ark. 2000). Bu sistem mutasyonel hasara karsi verilecek tepkiyi acilen uyardigi
icin, SOS cevap olarak bilinmektedir. SOS cevap, bazi yeni mutasyonlarin
olusumuna yol agsa da, hiicrelerin yasamasini saglayacak islevlere sahiptir, aksi
halde 6liimciil olaylar gelisebilmektedir.

SOS onarim sisteminde DNA hasarinin onarimi pek ¢ok enzimin
senteziyle diizenlenmektedir. Bu sistemi kontrol eden 2 anahtar gen, Lex A ve
Rec A’dir. DNA hasarinin olmadigi durumlarda; Lex A geninin kodladigi Lex A
proteini, 17 genlik bir transkripsiyon bolgesini baskilamaktadir. Genlerin timii
SOS kutusu denilen 20 niikleotidlik bir diizenleyici diziye sahiptir. Diger anahtar
genin sentezledigi recA proteini ise DNA hasarinin olusumu ile aktive olmakta ve
DNA ipligine baglanarak, Lex A proteininin yikimini, yani inaktivasyonunu
saglamaktadir. Lex A’nin inaktivasyonu, baskiladigit DNA onarim genlerinin
transkripsiyona baglamasina olanak saglamaktadir. Onarim, ifade edilen genlerin
iriinleriyle gergeklestirilmektedir ve sona erdiginde genler, Lex A proteini ile
tekrar baskilanmaktadir (Friedberg ve Hanawalt, 1988).

SOS cevabin kendisi ayni zamanda, bir mutajenik sistemdir. Normal
kosullarda DNA sentezi sirasinda etkin olan SOS cevapda, bazlar, hatal1 bolgede
orijinal olarak hangi bazin bulunacagi belirlenmeksizin diziye eklenmektedir. Bu
mekanizma umu C ve umu D genlerini de igerir ve “error-prone”(hataya agik
onarim) olarak bilinir. UV radyasyonu ile olusan timin (TT) dimerleri SOS
sistemde kopyalanarak, yeni DNA ipliginde A-A baz dizilimi seklinde diizeltilir.
Ancak sitozin igeren pirimidin dimerlerinde (TC, CT, CC) ise sitozin deamine
olarak urasile doniistiigli i¢in, yeni iplikte karsisina adenin bazi sentezlenir ve
orijinal C-G bolgesi, T-A’ya donilismiis olur. Bu transisyon, UV mutagenezisinin
yaygin bir sonucudur. Umu C ve Umu D proteinlerinin ise DNA polimeraz I1I’e
baglanarak, adenin bazinin dimer iceren bazlarin karsisina eklenmesini sagladigi

diisiiniilmektedir (Griffths ve ark., 1996).
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1.4.3.3. Cift zincir kiriklarinin onarimi

Iyonize radyasyon ve oksidatif hasar gibi etkenler sonucu veya spontan
olusan DNA ¢ift zincir kiriklar1 2 sekilde onarilir.

a) Serbest uclarin homolog olmayan sekilde baglanmasi1 (Non Homolog End
Joining =NHEJ)

Hizli ve hataya meyilli bir sistemdir. Ku 70-Ku 80 komplexleri, DNA
kirik uglarina baglanirlar. DNA bagimli protein kinaz aktive olarak, gorevli diger
proteinlerin hasar bolgesine gelmesini saglar. Bu protein komplexlerinin
formasyonu, DNA ligaz IV-XRCC4 komplexinin kirik uglar1 baglamasini saglar
(Weinert, 2005).

b) Homolog rekombinasyon

Bu onarim RAD ve BRCA genleri tarafindan yonlendirilir. Oncelikle RAD
52 proteini 3’ uglara baglanir. Daha sonra, RAD51-BRCA2 komplexi bu uglarin
kardes kromatitleriyle karsilikli olarak eslesmesini saglar.Eslesme bolgelerinde,
kardes kromatit dizilimine uygun olarak, DNA polimeraz ile sentez yapilir.
Sentezlenen DNA pargalar1 orijinal lokuslarima rekombinasyon ile baglanirlar

(Goetz,2005).

1.5. Genetik Toksikoloji Testleri
1.5.1. Bakteriyal yontemler

Mutajenite test sistemleri i¢inde, kisa zamanli bakteriyal testler daha basit,
hizl1 ve ekonomik olmalar1 nedeniyle genel kabul gérmekte, genotoksik ajanlarin,
taranmas1 ve yasal uygulamalarin yapilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. kisa

zamanl1 bakteriyal testler icinde en 6nemli olanlar1 (Gatehouse ve ark., 1990):

1.5.1.1. Ames (Salmonella/Mikrozom) testi

Farkli tipteki gen mutasyonlarini tespit edebilen, kisa zamanli, bir geri-
mutasyon test sistemidir. Salmonella/mikrozom testi, bakteriyal mutasyon testleri
icinde detaylar1 en iyi bilinen ve karakterize edilen, gecerliligi, uygulanma
kolayligi ve hassasligi nedeniyle en fazla kabul goérerek tercih edilen ve

giiniimiizde de siklikla kullanilan bir yontemdir (Gatehouse ve ark., 1990 ;
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Russell, 1998; Friedberg ve ark., 1995). Test organizmasi olarak kullanilan
Salmonella typhimurium, histidin geninde olusturulan farkli mutasyonlarla (4isG,
his C, ya da his D), gelismek i¢in histidin gereksinimi duyan degisik tipte
oksotrofik mutantlara doniistiiriilmiistiir. Bir mutant sus, tek bir baz degisimi
seklinde nokta mutasyona sahip iken, kendiliginden ya da bir mutajen uyarisiyla
yabani tipe doniistiigiinde, transisyon ya da transversiyon seklinde mutasyon
gecirmis olmaktadir. Ames yonteminde pozitif sonu¢ veren bir ajan i¢in, insan ya
da diger memelilerde mutajenik veya karsinojeniktir denilemez. Bakteriyal
mutasyonun pozitif olmasi, ajanin potansiyel zarar1 konusunda bir 6n uyar1 anlami
tagir. Ayrica yiiksek organizmalarda yapilacak daha kapsamli c¢aligmalari
yonlendiren 6nemli bir belirtegtir. Ames testi bu sebeple diinya ¢apinda pek ¢ok

laboratuvarda rutin olarak uygulanmaktadir.

1.5.1.2. SOS (umu) testi

Bakterilerde meydana gelen mutasyonlarin genetik ve molekiiler
analizinde kullanilan bir ileri (forward) mutasyon yontemidir. Umu test sistemi,
kimyasal ajanlarin  genotoksik etkilerini saptamak amaciyla kullanilan
kolorimetrik, bakteriyel bir test sistemidir (Quillardet ve Hofnurng, 1985). SOS-
cevap esas alinarak gelistirilmistir regiilator bir sistem olan SOS sistemi, DNA
hasar ile indiiklenebilen sistemler i¢inde ilk olarak karakterize edilmis olan en
kapsamli, en kompleks ve en iyi anlagilmig sistemdir (Oda ve ark., 1985). Umu
test sistemi, diger SOS-cevap genlerinden ¢ok daha dolaysiz bir sekilde
mutagenesisle ilgili oldugu diisliniilen umu operonunun ifade edilme diizeyini
saptamaya dayanir. Umu operonunun ifade edilme diizeyi umuC-lacZ fiizyonu
aracilifiyla olusturulan B-galaktosidaz aktivitesinin 6l¢iilmesiyle saptanir (Oda ve
ark., 1985). B-Galaktosidaz aktivitesinde kontrole gdre en az 2 katlik bir artigin
gdzlenmesi, umu test sisteminde, kimyasalin mutajenite agisindan pozitif olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir (Quillardet ve Hofnurng, 1985).

Bakteriyal testler, prokaryotik hiicrelerdeki 6zgiil mutasyonlar1 belirleme
ozelligine sahip oldugu i¢in, genis capli genetik hasarlart ve DNA’s1
kromozomlarda organize olmus daha yiiksek yapili organizmalardaki genetik

degismeleri belirlemede yetersiz olmaktadir. Ayn1 zamanda diploit dkaryotlarin
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tireme hiicrelerindeki kalitsal genetik riskleri saptamada da giivenilir sayilmazlar.
Bu nedenle genellikle memeli hiicrelerinin kullanildig1 in vivo ve in vitro test

yontemleri gelistirilmistir.

1.5.2. Sitogenetik yontemler

Sitogenetik c¢alismalar, ¢evresel olarak ya da c¢alisma ortaminda
klastojenlere ve radyasyona maruz kalan belirli populasyonlar i¢in (Barquinero ve
ark. 1993) bireysel olarak etkilenme dozunu saptamak i¢in kullanilabilmektedir
(Fender ve Wolf, 1998). Bu testler in vivo olarak laboratuvar hayvanlarinda in
vitro olarak da insan kan lokositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve sperm
hiicreleri ile c¢esitli kiiltlir hiicrelerinde uygulanabilmektedir. Cogunlukla da,
farkli tipteki genetik hasarlarin gosterilmesinde siklikla tercih edilen, kisa zamanl

lenfosit kiiltiiriinde gergeklestirilmektedir. Bunlardan en 6nemlileri;

1.5.2.1. Yapisal kromozom bozulma analizi (Kromozom Aberasyon Testi=
CA)

Andploidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom bozulmalari ile kromozom
tipi, kromatit tipi kopmalar ve anormal birlesme gibi yapisal bozulmalar ¢ok
yaygin olarak, boliinen hiicrelerin metafazda olanlarin1 kolsemid ya da kolsisin

gibi bir tiibilin polimerizasyon inhibitorii kullanarak tutuklama ile saptanmaktadir.

1.5.2.2. Mikronukleus testi (MN)

Mitotik hiicrelerdeki kromozom fragmentlerinden ya da anafazda gec
kalarak her 2 kardes g¢ekirdege dahil olamayan kromozomlardan kaynaklanan
genetik  hasarlarin  gostergesidir.  Mikronukleusun igerdigi  kromozomal
fragmentler; oncelikli 1§ ipligi kinetokor ya da diger mitotik aparatlarin fonksiyon
kaybindan, kromozom alt birimlerinde olusan hasarlardan, hiicresel fizyolojideki
degisimlerden ve mekanik parcalanmalardan kaynaklanmaktadir (Fenech, 2000).
Mikronukleus igeren hiicre sayisindaki artis, maruz kalinan klastojenik (DNA’y1
hedefler, kromozom kirilmalarina sebep olur ) veya andjenik (kromozom sayisinin
degisimine etkilidir, genellikle DNA’y1 hedef almaz ) ajanlarin genotoksik

etkilerini yansitan bir biomarkerdir.
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Insan populasyon c¢alismalarinda MN siklig;, ¢ok yaygin olarak
fitohemaglutinin (PHA) ile stimiile edilmis periferal kan lenfositlerinde
belirlenmektedir (Abou-Eisha ve ark., 1999). En sik kullanilan metot ise mitojenle
stimiile edildikten sonra sitoplazma bdliinmesi engellenen hiicrelerin sayiminin
yapildig1 sitokinez-engelleme mikronukleus (CBMN) teknigidir. Mikronukleus
sikliginin belirlenmesinde her 6rnek i¢in her 1000 hiicredeki MN sayilarak

hesaplama yapilmaktadir (Fenech ve ark., 2000).

1.5.2.3. Kardes kromatid degisimi (KKD=SCE) Yontemi

Replike olan bir kromozomun iki kardes kromatiti arasinda, DNA’nin
karsilikli degisimi seklinde olusan mutasyonun saptanmasi prensibine dayanir.
SCE’nin tesvik edilmesi DNA sentezinin basinda maksimum iken, S fazinin
sonunda tamamen biter. Degismeler homolog lokuslarda meydana gelir ve
kromozom morfolojisinde bir farklilik olusturmaz. SCE olusumunda DNA
ipliginin kirilip (kopup) tekrar birlestigi bilinmekle birlikte mekanizmasi tam
olarak aydmlatilamamigtir. DNA ile kovalent baglanan ya da DNA
metabolizmasina ve onarimina engel olan maddeler ¢ok etkili sekilde SCE’yi
tesvik etmektedirler (Albanesi ve ark., 1998). SCE testi toksik madde- DNA
etkilesimini aciga c¢ikarmadaki duyarlilifi ve genotoksik kimyasallarin kiiltiire
edilmis ya da muamele edilmis hayvanlardan alinan hiicre 6rneklerinde SCE
sayisint Onemli Olgiide arttirmasi sebebi ile bireysel olarak maruz kalinan
genotoksik karsinojenlerin kan lenfositlerinde yarattigit DNA hasarimi belirleyen

bir indikator olarak kullanilmaktadir (Albanesi ve ark., 1998).

1.5.3. DNA hasar1 ya da gen mutasyonlarin saptayan yontemler
1.5.3.1. Comet (Single Cell Gel Elektrophoresis ) testi

Bu yontem, DNA iplik kirilmalar1 ve ¢apraz baglanma gibi DNA hasarlar
ile DNA onarim bdlgelerindeki  hatalari, bir mikrojel sistemi kullanarak
belirleyebilmektedir (Ostling ve Lohanson, 1994; Singh ve ark., 1988).
Uygulamada, kan l6kositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve sperm hiicrelerindeki
DNA hasarimni belirlemek amaciyla in vivo ya da in vitro olarak kullanilmaktadir.

Son yillarda, 6zellikle endiistriyel iiriinlerde de kullanimi hizla artan bir test
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sistemidir. Hiicreler erimis agarozda siispanse edilerek lam ylizeyine yayilarak,
ylksek konsantrasyonlu tuz ¢ozeltisi ve deterjan ile lizis edilmektedir. Serbest
kalan DNA nétral ya da alkali kosullarda elektroforeze tabi tutulmaktadir.
DNA’nin elektroforez ortaminda anoda dogru olan gogii tagidig1 hasar Slgiisiinde
farklilik gosterir. DNA’daki hasar biiyiik ise, zerrecikler seklinde yaygin bir gog
sergiler. DNA’nin jel iizerindeki konumu uygun bir boyama yapilarak, flouresan
ya da 151tk mikroskobu kullanilarak goriintiilenmekte ve olusan DNA
kuyruklarinin 6lgiilmesi ile maruz kalinan ajanin genotoksik potansiyeli hakkinda

fikir edinilmektedir (Albertini ve ark., 2000).

1.5.3.2. Mouse lymphoma testi

Fare Lymphoma hiicresi ileri mutasyon testinde, Timidin kinaz (TK)
aktivitesine sahip, L5178Y (TK+/+ or TK+/-) hiicreler test ajanlar1 ile muamele
edilirler. Hiicrelerin kendini ifade ettigi secici kiiltiir ortaminda, sadece mutant
hiicreler (TK-/-) sec¢ici ortam kosullarinda hayatta kalirlar ve test bileseninin
mutajenitesi, mutantlarin sayisindaki artis ile ortaya ¢ikar. Bu test, fare lenfoma
hiicrelerindeki, gen mutasyonlarin1 saptayabilen bir in vitro mutasyon

yontemidir(Oberly,1997).

1.5.3.3. Muta mouse / Big blue yontemi

Test ajanina maruz birakilan farelerden DNA izole edildikten sonra, bu
DNA’lara, rekombinant bakteriyofajlar ile bakteri geni eklenir. Fare
genomundaki, bakteri gen {riiniiniin mutasyonel degisimi, mikrobiyolojik
yontemlerle tespit edilerek, olugan gen mutasyonlar1 saptanabilmektedir.Bu test,

son yillarda gelistirilmis in vivo bir yontemdir.

1.5.3.4. HPRT gen mutasyon testi

HPRT geni X kromozomu iizerinde bulunur ve plirin bazi biyosenteziyle
ilgili enzimi kodlar. Bu gende meydana gelen mutasyon ile HPRT enzimi kayb1
olmaktadir. Bu durumda hiicreler ancak 6-tioguanin (6-TG) muamelesi ile hayatta
kalabilmektedirler. HPRT yontemi, somatik gen mutasyonlarinin in vivo ya da in

vitro ortamlarda farkli memeli kiiltiir hiicrelerinde, pozitif olarak segilmesi
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prensibine dayanir. DNA baz ¢ifti degisimlerini, biiylik ya da kiigiik ¢aptaki
delesyonlar1, inversiyonlar1 ve heterolog kromozom rekombinasyonlar1 gibi
genetik degisimleri biiyiik dl¢lide yansitma yetenegine sahiptir. Cok yaygin olarak
kullanilmaktadi (Albertini ve ark., 2000; Cole ve Skopek, 1994).

Sozii edilen yontemlerin tiimii s6zkonusu olas1 mutajenik etkileri saptamak
amaciyla, bagimsiz olarak ya da birkag1 birlikte karsilastirmali olarak
kullanilmaktadir. Bir testte pozitif etkili olan bir madde, digerinde pozitif ya da

negatif etkili olabilir, ¢linkii testlerin saptadig1 mutasyon tipleri farklidir.

1.6. Genotoksisite calismalarinda HPRT geni ve 6nemi
1.6.1. HPRT geni ve fonksiyonlari

HPRT geni X kromozomunun q kolunun q26-q27,2 bolgesinde
bulunmaktadir. 654 niikleotitlik protein sifreleyen bu bolge, 9 ekson ve7 intron
icermektedir. Biitiin gen, yaklasik 44 kilo baz uzunlugundadir. Bu gen
Hipoksantin Guaninin Fosforibozil Transferaz (HPRT) enzimini kodlamaktadir
(Albertini,2001). Ayrica, 4 adet fonksiyonel olmayan HPRT pseudogenleri
kromozom 5, 9 ve 11 iizerinde bulunmaktadir (Patel ve ark.,1986).

Hprt lokusu mutasyonel mekanizma calismalarinda ilgi odagi olmustur,
clinkii; kiiltiire edilen hayvan hiicrelerinde gen ifadesine karsi olusan {iriiniin
secilmesine elverislidir ve Ozellikle insanlarda bu lokusun yeni mutasyonlari
onceden bildirme 6zelligi vardir (Patel ve ark., 1986).

HPRT geni X gonozomunda yer aldig1 i¢in, bayanlarda homozigot ya da
heterozigot durumda olabilir. Heterozigot bayanlarda genin bir allleli mutant olsa
dahi saglam ya da yabanil allel islevsel oldugundan bayanlar saglikli olurlar.
Erkeklerde ise normal veya mutant HPRT gen {iriinleri biitiin hiicrelerde tamamen
yansitilir ve HPRT gen islevine bagli anomaliler goriilebilir (Gregoria, L.De, ve
ark., 2005).

Hipoksantin Guaninin Fosforibozil Transferaz (HPRT) enzimi, guaninin
ve hipoksantinin fosforibozilasyonunu saglar. Bu mekanizma, piirin bazlar1 ve

onlarin nukleozidlerini yikimdan kurtarma islevini yiiriitmektedir.
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Sekill.1 Piirin Metabolizmast

HPRT enzimi, serbest piirin bazlarina fosforibozil grubu ekler, burada
fosforibozil grubunu veren molekiil ise, PRPP (5-fosforibozil pirofosfat)’ dir.
HPRT enzimi, hipoksantini fosforibozile ederse, Inosin monofosfat (IMP) guanini
fosforibozile ettiginde ise Guanin monofosfat (GMP) olugmaktadir. Bu molekiiller
ya direkt olarak nukleotit yapisina katilirlar ya da purin nukleotit metabolizma

dongiisii i¢inde donilistime ugrarlar (Micheli, 1999).
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Sekil 2 Piirin kurtarma yollar

Memeli hiicrelerinde, HPRT enzim aktivitesindeki eksiklik sonucu, piirin
baz1 kurtarma metabolizmasi ¢alismaz ve plirin artis1 olur ve artan piirinlerin
yikimi ile kanda {irik asit birikimi gergeklesir. Piirin metobolizmasinin son iiriinii
olan {irik asitin fizyolojik olarak rolii yoktur. insanlarda iirik asiti suda daha
¢ozlinlir hale getiren allantoin ve irik asit birikimini 6nleyen {irikaz yoktur. Bu
nedenle serumda {irik asitin artigi, irik asitin agir1 liretimi, yetersiz atilim veya her
iki mekanizmanin sonucu olarak ortaya cikabilir. Urik asitin yiiksek diizeyleri
toksiktir ve dokularda hasara sebep olur. Bu hasarin ¢esitli dokularda goriilmesi
cok onemli patolojik durumlara sebep olmaktadir. Piirin niikleotit sentezi ve
yikimi tiim dokularda olmasina ragmen, iirik asit olusumu primer olarak karaciger
ve ince barsaklar olmak lizere ksantin oksidaz iceren dokularda meydana gelir.
Urik asit iiretimi diyet, piirin igerigi, piirin biyosentezi ve kurtarma yollar
arasindaki bagil oranla iligkilidir (Yamamoto, 2005).

HPRT geni, biitlin dokularda 6zellikle beyinde ifade edilmektedir
(Micheli, 1999). Normal kosullarda beyindeki HPRT diizeyi diger dokulardan
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daha ytiksek bulunmustur. Bu nedenle beyin IMP ve GMP sentezi i¢in kurtarma
yollarina daha ¢ok bagimlidir.

Fare beyni caligsmalarinda, HPRT aktivitesinin 6zellikle, insanlarda hafiza
ve 6grenme merkezi olan hippokampus’ta yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir.
Yeni dogan farelerde, beyindeki HGPRT aktivitesi giinlere bagl olarak asamali
bir artis gostermistir (Nakagawa ve ark. 1993)

HPRT geni farkli mutasyonlar tarafindan fonksiyon kaybina ugrayabilir.
Simdiye kadar, bu gende 50 kadar mutasyon belirlenmistir. Genellikle
delesyonlar1 igeren mutasyonlarin bazilari, cer¢eve kaymasi ve transisyon
tipindedir. Bu mutasyonlar HPRT proteininde tamamen veya bir kisim islevsel
hatalara neden olabilir. Insanda HPRT yetersizliginin bir tipi, GUT hastaligia
neden olmaktadir.

HPRT enzim eksikligi ile ortaya ¢ikan en Onemli hastalik, Lesh-Nyan
sendromudur. X’e bagli kalitsal resesif bir hastaliktir. Bu sendromun, 400,000
cocuktan birinde goriilme olasilig1 vardir, norolojik belirtilerle ortaya ¢ikar,
zihinsel gelismeyi yavaglatir, saldirgan davraniglara, zeka geriligine ve spastik

kusurlara sebep olabilmektedir (Gregoria, 2005).

1.6.2. HPRT geni ve HPRT gen mutasyon testi

HPRT geni, hayvan ve insanlar iizerinde yapilan in vitro ve in vivo
caligmalarda, bir belirte¢ olarak kullanilir. HPRT geni mutasyona ugramis
hiicrelerde, piirin baz1 kurtarma metabolizmasi islev géremedigi icin piirin bazinin
nukleotit yapisina katilmasi engellenir. Bu tip hiicreler ortamda bir piirin analogu
oldugunda yasama ve c¢ogalma sansi kazanirlar. Ancak, piirin baz analoglari,
saglam hiicreler icin toksik etkiye sahiptir. HPRT geni saglam olan hiicreler, piirin
baz analogunun bulundugu ortamda hassasiyet gosterir, yasama ve ¢ogalma
ozelliklerini kaybederler. Bu nedenle caligsmalar, hiicrelerin piirin baz analogu
bulunan ve bulunmayan ortamlardaki ¢ogalma potansiyellerini degerlendirme

prensibine gore ylriitiiliir (Albertini, 2001).
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1.6.3. HPRT testi ile ilgili cahismalar

In vivo mutasyonel ¢alismalar, kan lenfositleri iizerinde odaklanmustir. Bu
incelemelerde T hiicrelerinde, molekiiller mutasyon analizi ile c¢evresel
faktorlerinin etkiledigi mutasyonlara yonelik veriler ortaya konulmaya
calisilmigtir. HPRT analizi potansiyel mutajen ve karsinojen ajanlari ortaya
c¢ikarmak icin T lenfositlerinde, CHO, V79 ve lenfoma L5178 hiicrelerinde
uygulanmaktadir.(Beland.,ve ark., 1999). Insanlarda HPRT mutant frekansi
artigl, iyonize radyasyon ve cesitli kimyasal ajanlara maruz kalan lenfositlerde
belirlenmistir.( Albertini ve ark. 1993; Cole ve ark.,1994). Bunlara benzer
analizler farelerde ve ratlarda da bulunmustur ( Aidoo, A. ve ark., 1991).

Hackman ve arkadaglar1 (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada sigara
icen ve icmeyen akciger kanserli hastalarin mutasyonel degisimleri, T
hiicrelerinde HPRT testi ile aragtirilmistir. HPRT geninde yapilan molekiiler
genetik anlizler sonucu, sigara igen ve igmeyen hastalarin T hiicresi HPRT
mutantlarinda ekson kayiplart oldugu goriilmiistiir. Karakterize edilen bdlge
mutasyonlarinda ise sigara igmeyenlerin % 79 unda, sigara igenlerin ise % 90’
ninda nokta mutasyon oldugu saptanmistir. Sigara igmeyen saglikli kisilerle,
sigara igmeyen akciger kanserli hastalarda hprt mutasyon siklig1 benzer degerde
iken, sigara i¢en kontrollerle, sigara igen akciger kanser hastalarin hprt mutasyon
siklig1 arasinda anlamli fark goriilmiistiir.

T lenfositleriyle yapilan HPRT testinde, sigara kullanan anneler ve sigara
kullanmayan annelerin heniiz dogmamis g¢ocuklarinin goébek bagindan alinan
lenfositlerde varyans frekansina bakilmistir. In vitroda yapilan calisma sigara
icmeyen annelerle, sonradan igmeyi birakan anneler arasinda ¢ok 6nemli bir fark
olmadigin1 gdstermistir. Buna karsin sigarayr birakmayan annelerin T
lenfositlerindeki HPRT geninin 2. ve 3. eksonunda uygunsuz degisimler
gbzlenmistir ( Keohavong ve ark., 2005)

HPRT test yontemiyle Horakiwa ve arkadaglarimin yaptigi calismada
(2002) ise BD(1-3 butadien) in farelerde HPRT gen mutant frekansi yiikselttigi

bulunmustur.
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Folik asit yetersizliginde in vivo ve in vitro da yapilan ¢calismalarda HPRT
lokusunda mutant frekansinin (MF) ve DNA kirilmalarinin artigi goriilmiistiir
(Branda ve ark., 1999).

Aidoo ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 calismada ise, insanlar ve farelerde
hprt mutasyon birikiminin yasla artig1 dogrulanmastir.

Yapilan bagka bir caligmada ise rat hprt lenfosit analizlerinde alkilleyici
ajanlarin nitropolisiklik aromatik hidrokarbonlarin, 1,6dinitropyren, polisiklik
aromatik hidrokarbon, 7-12 dimetilbenzen(alfa)antrasen ve aflotoksin B1 in hprt
mutant frekansini artirdigi gozlenmistir. Fakat buna ilaveten aromatik amino
karsinojen olan 2,4 toluenodiaminin hprt mutant frekansini ylkseltmedigi
belirlenmistir (Beland, F. A., 1999).

Diaz-Llere tarafindan yapilan (2000) bir ¢aligmada, H,O, tarafindan insan
T lenfositleri, hprt lokusunda meydana getirilen mutasyonlar {izerinde
durulmustur. H,O;’ nin muamele olan hiicrelerin azalmasina ve doza bagimli
olarak da hprt mutant frekansinin artmasina sebep oldugu goriilmiistiir.

Kojik asit iizerinde yapilan bir calismada ise kojik asitin fare lenfoma
L5178 ve V79 hiicreleri, hprt geni {izerindeki etkilerini arastirilmistir. Deney
sonuncunda her iki hiicre tipinde de maddenin genotoksik aktivitesi olmadigi

saptanmistir (Nohynek ve ark., 2003).

1.7 Esansiyel Yag ve Monoterpenler

Yurdumuz, 10.000’den fazla bitki tiiriiniin dogal olarak yetisti§i zengin
floraya sahip ender {ilkelerdendir. Bu bitkilerle yapilan arastirmalar yeni
maddelerin varligim1 ortaya koymaktadir. Bu arastirmalarla yararli ve tibbi
bitkilerin degeri anlasilir. Tibbi bitkiler ilag ilkel maddeleri veren faydali
bitkilerdir. Bugiin tibbi bitki yetistirmek, kaliteli drog elde etmek, drog ticareti
yapmak, droglardan ekstre elde etmek, bunlar1 farmasotik preparatlar sekline
koymak c¢ok genis bir ekonomik deger kazanmistir. Bitkilerin tedavi amaciyla
kullanilmasi, ilk uygarliklara kadar uzanir (Baytop, 1999).

Bitkilerden veya bitkisel droglardan elde edilen oda sicakliginda sivi halde
olan bazen de donabilen, kuvvetli kokulu ugucu, yagimsi karigimlara ugucu

yaglar-eterik yaglar-ya da esansiyel yaglar olarak adlandirilir. Esansiyel yaglarin
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elde edilmesi: Buhar veya su distilasyonu, Sogukta sikma, Coziicii ekstraksiyonu
ya da Sivilastirilmig gazlarla ekstraksiyon seklinde yapilabilmektedir.

Esansiyel yaglarin biiyiikk ¢ogunlugu terpenik maddelerden olusmustur.
Bunlar lipofilik bilesiklerdir boylelikle hiicre mebranindan kolaylikla gegebilir ve
bu sayede de deride ve akcigerde kolayca absorbe edilebilirler. Esansiyel yaglar
bitkilerin ugucu yag kismini kapsar. Bitkilerin karakteristik Ozelliklerine ve
kokularma sahiptir. Monoterpenler ise esansiyel yaglarin biiylik bilesikleridir ve
10 karbon atomu tasiyan izopronoid gruba aittir. Esansiyel yaglar ve
monoterpenler diisiik konsantrasyonda giizel tada ve hos kokuya sahiptir.
Esansiyel yaglar ve monoterpenler tarih boyunca medikal ilag olarak
kullanilmigtir. Ornegin; merhemlerin, agiz yaralarinda, gogiis agrilarinda ve
tistitmelerde kullanilmasi gibi (Stammati, ve ark., 1999 Miihlbauer ve ark., 2003)

Esansiyel yaglarla ilgili Isman (2000) nin yaptig1 calismaya gore, koku ve
tat olarak verici olarak parfiim ve gida endiistrisinde kullanilan belirli esansiyel
bitki yaglari, uzun zamandir bocekleri piiskiirtmede de kullanilmaktadir. Son
arastirmalar bir cok ililkede bazi bitki esansiyel yaglarin bdcekleri piliskiirtme
yaninda, Ozel zararlarla bocek oOldiiriicii ve bazi bitki patojenlerine karsi

fungusidal etki gosterdigini rapor etmektedir.

1.7.1. Cahsmada Kullanilan Esansiyel Yaglar
1.7.1.1. Kekik (Origanum onites L.) esansiyel yagi

Kekik (Origanum onites), Tiirkiye’de 40 kadar tiirii bulunan ve daha ¢ok
Ege ve Akdeniz bdlgelerinde yaygin olan, 40-50 cm boyunda cok yillik bir
bitkidir. Pembe veya beyaz ¢icekli, kiiciik yaprakli, kuvvetli kokulu olan bu bitki
kurak tepe ve sirtlarda kiimeler halinde bulunur. Yapraklar, kekik adiyla baharat
olarak kullanilir. Kekik yagi genellikle, cesitli tiirlerin ¢icekli dallarindan su
buhar1 dilisyonu ile elde edilir. Origanum onites L. (Kekik) bitkisinden buhar
distilasyonuyla elde edilen kekik yagi, % 74.0 karvakrol, %7.2 linalool, %4.4
timol ve %3.0 p-simen igermektedir.

Kekik esansiyel yagi, antiseptik ve ekspektoral etkiye sahip oldugundan,
bronsit ve nezle ve akne tedavisinde kullanilmaktadir. Bunun yaninda antiseptik,

kurt distiriici ve kan dolasimini uyaric1 etkileri de vardir. Antimikrobiyal
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antifungal ve antioksidant Ozelliklerinden dolayr gida koruyucu olarak
kullanilmaktadir. ~ Antioksidant  aktivite  Ozellikle gidalardaki  yaglarin
oksidasyonunu dnlemede koruyucu aktiviteye sahip olabilir.

Kekik esansiyel yagmin yiiksek antimitotik aktivitesi sayesinde, tarimsal
tirtinlerde koruyucu olarak kullanilma olanagi da bulunmaktadir. Kekik yagi,
ayrica sabun, parfiim, krem, dis macunu agiz temizlik {riinleri deterjan gibi pek

cok preparasyonda kokular1 baskilama kapasitesi nedeniyle kullanilmaktadir.

1.7.1.2. Defne (Laurus nobilis L. ) Esansiyel Yagi

Defne (Laurus nobilis L.), Lauraceae familyasindan, 3-10 m.
yiikseklikte, kisin yapragimi dokmeyen, sar1 ¢igekli, dioik bir aga¢ veya
agageiktir. Meyvalarindan elde edilen sabit ve eterik yag vardir, midevi ve
anti-norolojik olarak kullanilir. Presleme ile %25-30 oraninda yag elde
edilmektedir. Bu bitkinin yapraklarinda (hos kokulu eterik yag
bulunmaktadir. Defne bitkisinden elde edilen esensiyal yagda sesquiterpen
Ozellikte alt1 bilesen elde edilmistir. Defne’nin ayrica antifungal,
antibakteriyal , antidiyabet ve inflammatuar etkili oldugu ve apoptosise

neden olan bilesikler i¢erdigi bildirilmistir (Fang, ve ark., 2005).

1.7.1.3. Adacay1 (Salvia fraticosa) Esansiyel yagi

Adagay1 (Salvia L.), Labiatae familyasinin bir tiyesidir. Tipta ve parflimeri
sanayisinde ugucu yag kaynagi olarak kullanilan giiniimiizde botanigin ¢esitli
kollarinda bilimsel ¢aligsmalara konu olmustur. Yapraklarindan drogu hazirlanir.
Su buhar distilasyonu ile %1,5 kadar yag elde edilir. Yapraklarindan elde edilen
ucucu yag %15 kadar cineol tasir. Fakat bilesiminde bulunan thujon maddesi
toksik oldugundan fazla dozda kullanilmamalidir. Eterli ugucu yagi %30 Thujon,
%15 Cineol, Linalol, Borneol, Salven, Pinen ve Kafur ayrica tanenler,
triterpenoitler, flavonlar ve Ostrojen benzeri maddeler icermektedir( Pinorasa,

2005; Lima, 2004)
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1.7.2. Cahismada Kullanilan Monoterpenler
1.7.2.1. Karvakrol

Labiatae familyasinda Origanum tiiriine ait bir ¢ok temel yaglarin bilesenini
olusturan ve son yillarda genis 6lgeklerde besin ve kozmetik sanayinde kullanilan
bir maddedir. Buna ek olarak kendisine ait kokusu, bir ¢ok temel yaglar icermesi
ve Ozellikle de antibakteriyal, antifungal, insektisit, agr1 kesici, antioksidant,
antitumor ve antimutajen gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteleri oldugu bildirilmistir.
(Ultee ve ark., 1998, Aydin, ve ark., 1996, Zeytinoglu, ve ark., 2003, Ipek ve ark.
2003,).

1.7.2.2. Timol

Timol, kekik bitkisinden elde edilen dogal bir antiseptiktir. Tipta, tarimda,
kozmetikte ve gida endiistrisinde kullanilmaktadir (Yanishlieva, 1999)

Timol, antimikrobiyal ajan olarak bilinir. Oral bakterilere karsi bakterisit
aktivitesinden dolay1 gargaranin bilesiminde kullanilmaktadir. Timoliin 6nemli bir
fungisit aktivitesinin de oldugu gosterilmistir. Timoliin kimyasal yapisinin
analizinden bu bilesigin hidrofobik davranisa sahip oldugu sonucuna varilmistir.
Ayrica timoliin, membran reseptdrleri ve membran proteinlerinin aktivitesinde
dolayistyle membran gecirgenliginde etkili bir madde oldugu saptanmistir
(Valera, 2006)

Timol ve karvakroliin si¢anlarda yapilan metabolizma c¢aligmasinda,
metabolitlerin atimi 24 saat sonunda, hizli ve kii¢iik miktarlar halindedir.
Karvakrol ve timoliin biiyiik miktarlarinin degismeden atilmalarina karsin, metil
ve izopropil gruplarin asir1 miktarda oksidasyonu goriiliir. Biyotransformasyon,
benzil alkol ve 2-fenil propanoliin tlirevi ve onlara karsilik gelen karboksilik asit

tiirevleri olusumu ile sonuglanir.

1.7.2.3. (Cineol 1-8)

Cineol, okaliptus, biberiye, defne ve adacay1 gibi bircok bitkiden elde
edilen esansiyel yag bilesiminde bulunmaktadir. Bu bilesik, geleneksel olarak
bronsit hastaligi, soguk alginligi, siniizitte kullanilmaktadir. Cineol 1-8’in

biyokimyast diger terpenler gibi izopirinlerden meydana gelen izoprenoidtir.
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Cineol 1-8’in potansiyel anti-inflamatuar etkisi, siklooksijenaz yolunun
inhibisyonu ile gosterilmistir (Juergens, 2003).

Bu tez ¢alismasinda, genotoksik potansiyelleri hakkinda yeterli bilgi ve veri
bulunmayan, kendisi gida, ugucu yaglar ise ¢esitli sektdrlerde katki maddesi ve
bilesen olarak kullanilan bazi bitkilere ait ugucu yag ve monoterpenlerin olasi
genotoksik aktivitesi, insan periferal lenfositlerinde HPRT gen mutasyon testi ile

arastirilmistir.
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2.MATERYAL VE METOD
2.1.Materyal
2.1.1.Kimyasal maddeler
Kromozom Medyum B (Biochrom’ dan), 6 thioguanin (Sigma)’dan, EMS
(Etil Methane Sulfanat), MMS (Metil Methano Sulfanat), sitokalasin B(6pg/ml)

(Sigma)’dan Giemsa (Fluka)’dan temin edilmistir.

2.1.2. Test maddelerinin dozlari ve hazirlanisi

Bu caligmada kekik, adacayi, defne, esansiyel yaglari ile karvakrol, timol,
cineol 1-8 monoterpenlerinin genotoksik etkileri HPRT test yontemiyle
arastirilmastir.

Test maddeleri, BIBAM (Anadolu Universitesi Bitki Ila¢ ve Bilimsel
Aragtirmalar Merkezi)’dan saglanmistir. Maddeler DMSO (dimetilsiilfoksit)
icersinde ¢oziilerek seyreltme ile 6’sar doz seklinde hazirlanmistir. Adagayi,
defne, timol, ve karvakroliin dozlar1 sirastyla 0.05pul/ml, 0.025ul/ml, 0.0125pl/ml,
0.00625ul/ml, 0.003125 pl/ml ve 0.00156 pl/ml dir. Kekik yaginin ise
0.005pul/ml, 0.0025pul/ml,  0.00125ul/ml, 0.000625ul/ml, 0.0003125 pl/ml ve
0.000156 pl/ml dir Cineol test maddesinin deney 1 deki doz oranlar1 0.5pul/ml,
0.25ul/ml, 0.12pl/ml, 0.06ul/ml, 0.03pu/ml iken diger deneylerdeki dozlari

adagay1, defne, karvakrol ve cineol ile ayn1 dozlarda kullanilmistir.

2.2. Metod
2.2.1. Lenfosit kiiltiirii

22-30 vyaslar1 arasinda sigara i¢cmeyen, ila¢ kullanmayan saglikli
bireylerden steril sartlarda alinan kan, 2,5 ml Kromozom Medyum-B bulunan
tiiplere, 6’sar damla (0,2 ml).ilave edilerek ve steril kosullara sahip, % 5 lik CO,
inkiibatoriinde 37 °C de, toplam 72 saat inkiibe edilmistir.

2.2.2 Test Maddelerinin Uygulanmasi
2.2.2.1 .Deney 1 ( 24 saatlik uygulama )

Periferal kan, herbir doz i¢in iki adet olmak {izere, Kromozom Medyum-B
iceren tiiplere ilave edilmistir. Ardindan herbir test maddesi 2 adet tiipe olmak

lizere ortama eklenmis ve 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmustir. 24. saatte
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tiipler, 1200 rpm de 15 dk santrifiij edilerek, test maddeleri kiiltiir ortamindan
uzaklastirilmig ve yerine yeni medyum konulmustur. Tiipler, iki gruba ayrilip,
sadece bir gruba 6-TG (10ul/ml) eklenmistir. Kiiltiir tiipleri inkiibasyonun devami
icin etiive alinmig ve 32. saatte tiimiine Cyt-B (Sitokalasin B, 6ul/ml) ilave

edilerek, 72 saatlik inkiibasyon tamamlanmistir.

2.2.2.2. Deney 2 ( 16 saatlik uygulama)

Kan hiicreleri medyum igersinde, 37 °C’de 8 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. 8. saatte her bir test maddesinden iki tiipe olmak {iizere test
maddeleri ilave edilerek, 16 saatlik muamele yapilmistir. 16. saatte tiipler 1200
rpm de 15 dk santrifiij edilerek, test maddeleri uzaklastirilmis ve yerine yeni
medyum konulmustur. Tiipler, iki gruba ayrilip, sadece bir gruba 6-TG (5ul/ml)
eklenmistir. Kiiltlir tiipleri inkiibasyonun devamu i¢in etiive alinmig ve 32. saatte

tiimiine Cyt-B(6ul/ml) ilave edilerek, 72 saatlik inkiibasyon tamamlanmustir.

2.2.3. Lenfositlerin Izolasyonu

Kiiltlir siiresi olan 72 saatin bitiminde her bir tiip 1200 rpm’de 15 dk
santrifiij edilip ve siipernatan atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri igeren 0,7-1 ml
lik siv1 iyice karistirilarak homojen hale getirilip, 37 °C’ lik hipotonik soliisyon
(KCL) ile muamele edilmistir. 1200 rpm’de 15 dk’lik santrifiij sonrasinda
hiicreler, soguk metanol-glasiyel asetik asit (3:1) karisimiyla fikse edilmistir.
Santrifiijleme ve fiksasyon islemleri 3 kez tekrarlandiktan sonra, siipernatan

atilarak hiicreleri igeren 0,5-0,7 ml s1v1 pipetajla homojenize edilmistir.

2.2.4. Preparatin Hazirlanmasi
Pasteur pipetine cekilen hiicre siispansiyonu, 6zel olarak hazirlanmig
diizenege tutturularak, temiz, 1slak ve soguk lamlar {izerine belli bir yiikseklikten,

damlatilmistir. Preparatlar 24 saat oda sicakliginda bekletilerek kurutulmustur.

38



2.2.5. Preparatlarin Boyanmasi ve Hiicre Sayim

Lamlar, Soransan tampon i¢inde hazirlanan %35 lik Giemsa ile 12 dak.
boyanmistir. Boyadan c¢ikarilarak distile sudan gecirilen preperatlar dik olarak
kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlarin {izeri entellan ile kapatilarak daimi hale
getirilmistir.

Mikroskobik inceleme ve sayimlar Olympos marka mikroskopta, 20X
objektifte yapilmistir. Her bir doz ve uygulama i¢in toplam 1000 adet hiicre ve
1000 hiicre i¢inde boliinen (2, 3 ve 4 cekirdekli hiicre) ve boliinmeyen hiicre

sayilari tesbit edilmigtir.

2.2.6. Varyans hesaplanmasi

Varyans frekans1 degerleri; 6-TG ile muamele edilmis hiicre
populasyonunda, toplam 1000 hiicre i¢inde bdliinen (2, 3, ve 4 ¢ekirdekli
hiicreler) hiicre sayisinin, 6-TG’ye maruz kalmamis hiicre populasyonunda,

toplam 1000 hiicre i¢inde bdliinen hiicre sayisina orani ile hesaplanmaistir.
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3. BULGULAR
3.1. Deney I Bulgulan

Deney I’den elde edilen verilere gore;

Kekik esensiyal yagi, uygulanan tiim dozlarda (0.005ul/ml, 0.0025ul/ml,
0.00125pul/ml, 0.000625ul/ml, 0.0003125 pl/ml ve 0.000156 pl/ml) adagayi
esansiyel yagi ve cineol ise uygulanan ilk iki dozda (0.05ul/ml, 0.0125ul/ml)
varyans frekansi degerlerini, ¢oziicii kontrol degerlerine goére oldukca
yiikseltmislerdir.

Buna karsin defne esansiyel yagi ilk dozlar1 (0.025pul/ml, 0.0125ul/ml)
karvakrol ise tiim dozlarinda (0.05ul/ml, 0.025ul/ml, 0.0125ul/ml, 0.00625ul/ml),
varyans frekansi degerlerinin, ¢dziicii kontrol degerlerine gore yiikselisi daha
diisiik diizeyde olmustur.

Diger bir test maddesi olan timol’e ait sonuglar, uygulanan tiim dozlarda
(0.05ul/ml,  0.025ul/ml,  0.0125ul/ml,  0.00625ul/ml) varyans frekansi
degerlerinin, ¢o6ziicii kontrol degerlerine gbre artmayip yaklasik degerlerde

oldugunu gostermektedir.

Cizelgel- HPRT Deney 1- Kekik test maddesi uygulama sonuglar1

(+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekansi
Test maddesi ve dozlar1 (ul/ml) | 1000 hiicrede 1000 hiicrede degerleri
poliniikleotit poliniikleotit say1si
sayisl
Kekik 1 (0.05ul/ml) 256 319 0.80250
Kekik 2 (0.025ul/ml) 246 239 1.02928
Kekik 3 (0.0125 pl/ml) 241 159 1.51572
Kekik 4 (0.00625 pl/ml) 225 204 1.10294
Kekik 5 (0.00312 pl/ml) 220 195 1.12820
Kekik 6 (0.00156 pl/ml) 219 189 1.15873
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Cizelge 2- HPRT Deney 1- adacayi test maddesi uygulama sonuglari

Test maddesi ve dozlar1 (ul/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekansi

1000 1000 hiicrede degerleri

hiicrede poliniikleotit say1s1
poliniikleotit

sayi1st
Adagay1 1(0.05p1/ml) 110 120 0.91666
Adagay1 2 (0.025ul/ml) 112 123 0.91056
Adagay1 3 (0.0125pul/ml) 75 148 0.50667
Adagay1 4 (0.00625u1/ml) 58 145 0.40000
Adagay1 5 (0.00312 pl/ml) 45 130 0.34615

Cizelge 3- HPRT Deney 1- defne test maddesi uygulama sonuglari

Test maddesi ve dozlar1 (ul/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekansi
1000 hiicrede 1000 hiicrede degerleri
poliniikleotit poliniikleotit sayis1

sayisi
*(hiicre

Defne 1 (0.05ul/ml) sayilamad) 213

Defne 2 (0.025pl/ml) 224 320 0.70000

Defne 3 (0.0125ul/ml) 141 207 0.68115

Defne 4 (0.00625ul/ml) 133 240 0.55416
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Cizelge 4- HPRT Deney 1- karvakrol test maddesi uygulama sonuglari

Test maddesi ve dozlari (ul/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekansi

1000 1000 hiicrede degerleri

hiicrede poliniikleotit sayisi
poliniikleotit

sayisl
Karvakrol 1 (0.05ul/ml) 197 260 0,75769
Karvakrol 2 (0.025ul/ml) 227 300 0.75666
Karvakrol 3 (0.0125ul/ml) 216 290 0.744822
Karvakrol4(0.00625pul/ml) 189 258 0.73255

Cizelge 5- HPRT Deney 1- cineol test maddesi uygulama sonuglari

Test maddesi ve dozlar1 (ul/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekanst

1000 1000 hiicrede degerleri

hiicrede poliniikleotit say1si
poliniikleotit

sayisl
Cineol 1 (0.5ul/ml) 197,5 127,4 1.55023
Cineol 2 (0.25ul/ml) 185 193,6 0.95555
Cineol 3 (0.12ul/ml) 170 267 0.63670
Cineol 4 (0.06pu1/ml) 167 252 0.66269
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Cizelge 6- HPRT Deney 1- timol test maddesi uygulama sonuglari

Test maddesi ve dozlar1 (pl/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekansi
1000 hiicrede 1000 hiicrede degerleri
poliniikleotit poliniikleotit sayisi

sayisl

Timol 1 (0.05ul/ml) 178 347 0.51296

Timol 2 (0.025ul/ml) 165 348 0.47441

Timol 3 (0.0125ul/ml) 159 345 0.46086

Timol 4 (0.00625ul/ml) 140 348 0.40229

Cizelge 7- HPRT Deney 1- kontrol grubu sonuglari

Test maddesi ve dozlar1 (ul/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekansi
1000 hiicrede 1000 hiicrede degerleri
poliniikleotit poliniikleotit sayis1

sayisl

Spontanl 62 165 0.37575

DMSO (Dimetil siilfat) 69 143 0.48252

MMS (0,02ul/ml)

(Methanesiilfonat) 174 120 1,45000

3.2. Deney II Bulgular

Deney II’den elde edilen verilere gore;

Defne esansiyel yagi ve Cineol’lin uygulanan ilk dozlarinda (0.05 pl/ml)
varyans frekansi degerleri, ¢oziicii kontrol degerlerine gore belirgin bir yiikselme
gosterirken, bu maddelerin diger dozlar1 ile, karvakrolin tiim dozlarinda
(0.05ul/ml, 0.025ul/ml, 0.0125ul/ml, 0.00625ul/ml) ise, varyans frekansi
degerlerinin, ¢oziicli kontrol degerlerine gore artmayip yaklasik degerlerde oldugu

tespit edilmistir.
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Cizelge 8- HPRT Deney 2- karvakrol test maddesi uygulama sonuglari

Test maddesi ve dozlari (ul/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekansi
1000 hiicrede 1000 hiicrede degerleri
poliniikleotit poliniikleotit say1si

sayi1si

Karvakrol 1(0.05ul/ml) 73,2 97,9 0.74770

Karvakrol 2 (0.025ul/ml) 95,9 129 0.74341

Karvakrol 3 (0.0125ul/ml) 84,9 143 0.59370

Karvakrol 4(0.006p1/ml) 77,1 163 0.47300

Cizelge 9- HPRT Deney 2- cineol test maddesi uygulama sonuglar1

Test maddesi ve dozlar1 (ul/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekansi
1000 hiicrede 1000 hiicrede degerleri
poliniikleotit poliniikleotit sayis1

sayisl
Cineol 1 (0.05ul/ml) 124 136 0.91176
Cineol 2 (0.025pl/ml) 93,7 153 0.61241
Cineol 3 (0.0125pl/ml) 82,3 149 0.55234
Cineol 4 (0.006p1/ml) 77,9 159 0.48993
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Cizelge 10- HPRT Deney 2- defne test maddesi uygulama sonuglart

Test maddesi ve dozlari (ul/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekansi
1000 hiicrede 1000 hiicrede degerleri
poliniikleotit poliniikleotit sayisi

sayisl
Defne 1 (0.05ul/ml) 178 151 1.17880
Defne 2 (0.025ul/ml) 95,4 136 0.70147
Defne 3 (0.0125ul/ml) 94,7 140 0.67642
Defne 4 (0.006p1/ml) 105 144 0.72916

Cizelge 11- HPRT Deney 2- kontrol grubu uygulama sonuglari

Test maddesi ve dozlar1 (ul/ml) (+) 6-TG (-) 6-TG Varyans frekanst
1000 hiicrede 1000 hiicrede degerleri
poliniikleotit poliniikleotit say1s1

sayi1st
DMSO (Dimetilsiilfat) 127 184 0.6902
EMS (Etil Methane- Siilfanat) 184 167 1.10179
60pul/ml
EMS (Etil Methane- Siilfanat) 153 142 1.07746
30ul/ml
Spontan 116 196 0.59183
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Sekil 2.1. Insan lenfositlerinde tek ve iki cekirdekli hiicre

Sekil 2.2 insan lenfositlerinde iki ¢ekirdekli hiicre



Sekil 2.3 insan lenfositlerinde {i¢ ¢ekirdekli hiicre

Sekil 2.4 insan lenfositlerinde dort ¢ekirdekli hiicre



4. TARTISMA VE SONUC

Cesitli bitkilerden ekstrakte edilen esansiyel yaglar ve bu yaglardan izole
edilen terpenoid bilesikler; farkli biyolojik aktivitelerinden dolay1, aromaterapide,
kozmatikte, gida iiretiminde, ila¢ sanayisinde ve ev iirlinleri (deterjanlar, sabunlar,
bocek ilaglar1) yapiminda olduk¢a genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu
maddelerin s6z konusu biyolojik aktivitileri arasinda antibakteriyal, antifungal ve
antioksidan ( Milos ve ark. 2000).etkiler ilk sirada yer alirlar. Tiiketimi ¢cogu kez
kontrolsiiz ve bilingsiz yapilabilen bu bilesiklerin &zellikle insan iizerinde
yapabilecegi akut toksik ve daha ileri boyuttaki genotoksik etkiler ¢ok iyi
bilinmemektedir.

Ancak sayilar1 az da olsa, esansiyel yag ve terpenoid maddelerin mutajenik
etkilerini arastiran ¢aligmalar, bize bu bilesiklerin c¢esitli mekanizmalarla
genotoksik ya da antigenotoksik aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.

1982°de Sekizawa ve Shibamoto bes esansiyel yag ( anason yagi, cassia
yagi, tar¢in kabugu yagi, karanfil yag1 ve rezene yag) iizerinde , {i¢ mikrobiyal
genotoksisite testi (Ames Salmonella reversion assay, Bacillus subtilis rec™ assay,
Escherichia coli WP2 uvr A reversion test ) uygulamislardir. Esansiyel yaglar
Salmonella ve uvr A reversion testlerinde negatifken DNA-onarim testinde pozitif
sonug¢ vermistir.

1994’te Muller ve arkadaslari memeli hiicrelerinde feslegen esansiyel
yaginin genotoksik etkisini géstermiglerdir.

Kekik yaginin temel bilesenlerinden karvakrol ve timol toksik olmayan
dozlarda Ames testiyle denenmis ve metabolik aktivasyona bagli olmaksizin
revertant sayilarimi 1.5-1.7 kat arttirdiklar1 bulunmustur. Ayni bilesikler SOS-
kromatest yontemiyle denendiginde, toksik olmayan dozlarda DNA hasarina yol
acmadigl saptanmustir (Stammati ve ark.,1999). Ames’le yapilan baska bir
calismada timol, TA97, TA98 ve TA100 suslar1 iizerinde mutajenik etki
gostermemigtir (Azizan ve Blevins, 1995).

Bir ¢alismada, 6 monoterpinoid bilesigin mutajenik etkisi, TA 97, TA 98,
TA 100, TA 102 suslarinda, Salmonella/ mikrozom testi ile arastirilmistir. Bunlar

citral, citronellal, (£) camphor, 1,8 — cineole, terpinol ve (-) mentholdiir. Elde
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edilen sonuglara gore, citral, citronellal, (=) camphor, 1,8 — cineole ve (-) menthol
mutajenik etki gostermezken, terpinol TA 102 susunda revertant olusumunu
arttirarak mutajen etkili olmustur (Gomes-Carneiro, ve ark. 1998).

Lazutka ve arkadaslar1 (2001), Drosophila melanogaster ve insan
lenfositinde Anethum graveolens L., Mentha xpiperita L. (nane), Pinus sylvestris
(¢cam) esansiyel yaglarinin genotoksisitesi arastirmislardir. Bu caligmada esansiyel
yaglarin genotoksik etkileri, SCE (kardes kromatit degisimi) ve kromozom
Aberasyon (CA) testleri ile sinanmigtir. Sonug olarak esansiyel yaglarin sitotoksik
ve cesitli genotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Laboratuvarimizda yapilan bir calismada, karvakroliin, insan lenfosit
kromozomlarinda, pozitif bir mutajenle indiiklenmis kardes kromatit degisimini
onemli 6lciide azaltarak, antimutajenik aktivite gosterdigi tesbit edilmistir (Ipek
ve ark., 2003).

Laboratuvarimizda yapilan bir baska ¢alismada ise, Origanum onites L.
(Kekik) yaginin mutajenik ve antimutajenik etkileri TA98 ve TA100 suslar ile
Ames/Salmonella/Mikrozom test yontemi kullanilarak hem S9’lu hem de S9’suz
ortamda arastirilmistir. Sonuglara gore kullanilan dozlarin hig¢birinde S9’suz
ortamda mutajenik etkiyle karsilasilmamistir. S9’lu ortamda ise sadece bir tek
dozda mutajenik etki gézlenmistir. Diger yandan, kekik yaginin, pozitif mutajenle
indiiklenen mutasyon oranini 6nemli dlgiide diisiirerek, bu suslarin tagidigi gen
mutasyonlar1 agisindan antimutajenik etkiye sahip oldugu saptanmustir (Ipek ve
ark., 2005).

Yapilan yeni bir calismada kekik yaginin bilesenlerinden olan timol ve
karvakrol ve y-terpinenin genetik potansiyeli insan lenfosit hiicrelerinde, tek
hiicreli jel elektroforez (Comet testi) yontemi ile arastirilmistir. Ayn1 zamanda
timol karvakrol ve y-terpinenin, DNA hasarlarmi indiikleyen 2-amino-3-
methylimidazo (IQ) ve Mitomycin C (MMC) gibi mutajenlere karsi, bu aktiviteyi
engelleme potansiyelleri, diger bir degisle antimutajenik etkileri test edilmistir.
Timol ve y-terpinenin 0.1 mM’den diisiikk konsantrasyonlarinda IQ ve MMC’ye
kars1 antigenotoksik etkili oldugu, fakat 0.2 mM’den yiiksek konsantrasyonlarinda
ise kendisinin DNA kiriklar1 seklinde genetik hasara sebep oldugu saptanmustir.

Diger yandan doza bagli antigenotoksik ve genotoksik etki mekanizmasinin
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karvakrol icin de gegerli oldugu belirlenmis, ancak etkili dozlarin timole gore
daha diistik konsantrasyonlar oldugu sonucuna varilmistir (Aydin ve ark., 2005).
Bu ¢alisma, karvakrol ve timoliin DNA ile olan etkilesiminin doza bagl olarak
degistigini gOstermesi agisindan son derece yararli veriler saglamis ve
calismalarimiza da 1s1k tutmustur.

Bu c¢alisma, bazi esansiyel yag ve terpenoid maddelerin, gen
mutasyonlarma yol agabilecek diizeydeki genotoksik etkilerini HPRT gen
mutasyon testi ile arastirmay1 hedeflemistir.

Elde edilen sonuglara gore, kekik yaginin uygulanan tiim dozlarda varyans
frekeans1 degerini 6nemli Slgiide yiikseltmesi, HPRT gen mutasyonu acisindan
etkin bir aktiviteye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger yandan, kekik
yag1 bilesenlerinden olan karvakroliin bu aktiviteyi ¢ok diisiik diizeyde gosterdigi,
Timol’lin de negatif bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada kullanilan diger test maddeleri olan defne ve adagayi
esensiyal yagi ile cineol-1,8’in ise yiiksek olan ilk dozlarda, varyans frekeansi
degerini ¢oziicii kontrole gore yiikselterek, doza bagli olarak HPRT gen

mutasyonuna sebep olabilecegi sonucuna varilmistir.
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