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AGIR METAL iYONLARININ iNSAN LENFOSITLERI UZERINDEKI
GENOTOKSIK ETKILERININ MiIKRONUKLEUS TEKNIGIiYLE
BELIRLENMESI
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Damisman : Prof. Dr. Tuncay ORTA

Cevremizdeki agir metal konsantrasyonlari, giiniimiizde sanayilesme ve endiistrinin giderek
cogalmasi ve pek cok metal bilesiginin giinliik hayatimizda yer bulan arag¢ gereclerde
kullanilmas1 neticesinde giderek artmaktadir. Bir¢ok metal iyonu insan metabolizmasi i¢in
esansiyel oneme sahip olsa da baz1 agir metallerin yiiksek konsantrasyonlarmin toksik karakter
gosterdigi pek ¢ok bilimsel ¢alismayla ortaya konulmustur. Olasi toksik etkiler doku, hiicre ve
molekiil seviyesinde gézlemlenebilir.

Agir metaller elementtir ve yer kabugunun dogal bilesenleridir. Bu sebeple bir¢ok organik veya
inorganik Kirleticinin ve toksik materyalin aksine daha zararsiz bilesenlere indirgenemez veya
yok edilemezler. Bu sebeple 6zellikle hayatimiza sik olarak giren bazi agir metaller igin geri
doniisiim programlar1 hayata gecirilmistir. Fakat gilinlimiizde hem bu geri doniisim
programlarinmn yeterli derecede uygulanmamasi hatta bazi metaller i¢in gergeklestirilmemesi,
hem de kullanimlarmin giderek artmasi sonucu agir metal kirliligi biiylik bir sorun haline
gelmigtir.

Agir metallerin sitotoksik ve genotoksik etkileri her bir elemente gore degisiklik
gosterebilmektedir fakat temelde toksisite mekanizmalar1 direkt ve indirekt olarak iki ana baslik
altinda toplanabilir. Indirekt etkiler de DNA tamir mekanizmalarini engellemeleri, oksidatif
stres olusumunu tetiklemeleri ve hiicre boliinmesi kontrol mekanizmasini devre disi
birakabilmeleri olarak siralanabilir.



Aliiminyum (Al) ve kadmiyum (Cd) elementlerinin insan lenfosit hiicreleriyle etkilesiminin
incelendigi bu ¢alismada, bu metallerin suda ¢oziilebilen tuz formlari olan aliiminyum siilfat
(Al(SO4)3) ve kadmiyum kloriir (CdClz) kullanilmistir. Tasiyici olarak suyun tercih
edilmesinin nedeni, diger ¢oziiciilerin de kendilerine has olast toksik etkilerinin deney
sonuglarina negatif olarak yansimasinin oniine gegmektir.

Bu ¢alismada yontem olarak, sigara kullanmayan saglikli ii¢ bireylerden temin edilen periferik
kan lenfositleri incelenecek olan metallerin tuz formlariyla muamele edilmis, elde edilen
preparatlarin degerlendirilmesi i¢in mikroniikleus teknigi kullanilmustir. Bu teknik, uygulama
ve degerlendirme asamasi basit, hizli ve giivenilir oldugu igin tercih edilmistir. Incelenen
periferik kanlar, kiiltiire alindiktan sonra “Phytohaemagglutinin” (PHA) ile muamele edilmis
ve mitoza girmeleri saglanmistir. Daha sonra kiiltiirlere metaller eklenmis, son asamada ortama
“Cytochalasin-B” (CytoB) ilave edilerek metafaz asamasinda kalip boliinmesi durdurulan
biniikleat hiicrelerdeki kromozom hasari, gézlemlenen mikroniikleus (MN)’larin skorlanmasi
ile degerlendirilmistir.

Doz basina 1000 biniikleat hiicrenin degerlendirildigi bu ¢alismada her bir doz, kendi kontrol
grubuyla ki kare testi uygulanarak karsilastirilmistir. Her iki metalde de belirli dozlarda kontrol
grubunun 1,5-2 kati kadar mikroniikleus artis1 gézlemlenmis fakat elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak anlamli goriilmemistir. Bununla birlikte ayn1 metal i¢in elde edilen sonuglar
donor gruplar1 arasinda tek yonlii anova testi uygulanarak birbiriyle karsilastirildiginda, her iki
metal i¢cin de bireylerdeki mikroniikleus artiglar1 arasinda anlamli farkhilik gézlemlenmistir
(p<0,0001).

Her iki metal ve dondrler i¢in proliferatif indeksler (PI) de ayrica degerlendirilmistir.
Preparatlardaki biitliin hiicrelerin skorlanmasiyla hesaplanan bu degerler kullanilarak,
uygulanan dozlara gore hiicrelerin sag kalim grafikleri c¢izilmis ve regresyon analizi
kullanilarak birbirleriyle karsilastirilmislardir. Hiicrelerin Pi degerleri, her iki metal i¢in, doza
bagli olarak anlamli sekilde diisiis gdstermistir (p<0,01, R?>0,7). Ayrica PI degerleri her bireye
Ozgiin bir sekilde farklilik gostermesine ragmen, ayni metal i¢in dozlara verilen cevaplarin,
regresyon grafiginde cizilen dogrularin egimleri karsilastirildiginda anlamli bir sekilde
paralellik gosterdigi goriilmiistir (p>0,5).

Agustos 2019, 50 sayfa.

Anahtar kelimeler: agir metaller, aliminyum, kadmiyum, mikroniikleus, toksisite.
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Recently, the concentration of heavy metals in our environment has increasingly been on the
rise as a result of industrialization, modernization and the use of many heavy metals in
production of materials that we use in our everyday lives. Although many metal ions are
essential to human metabolism, many scientific studies have demonstrated the toxicological
character of heavy metals at higher concentrations. Some of the toxic effects may be observed
at the tissue, cellular and molecular levels.

Heavy metals are elements and are present in natural composition of Earth’s crust. For this
reason; as opposed to many toxic organic or inorganic impurities, they cannot be destroyed,
eliminated, or reduced to less harmful derivatives. Hence, recycling programs have been
developed especially for those heavy metals that are routinely used in our daily lives. However,
the heavy metal pollution has still been a big issue because these recycling programs have either
not adequately been applied to; even not at all implemented for some of the metals, or
consumption of them have increased.

The cytotoxic and genotoxic effects of heavy metals may be showing differences based on each
element but toxicity mechanism essentially may be classified as direct and indirect. The indirect
effects can be listed as inhibition of DNA repair mechanisms, triggering the formation of
oxidative stress and deregulating the cell division mechanisms.

Xii



In this study, in which the interactions of aluminum (Al) and cadmium (Cd) elements with
human lymphocyte cells were examined, the water-soluble salt forms of aluminum sulfate
(Al2(S0O4)3) and cadmium chloride (CdCl) were used. The reason why water is used as a carrier
solvent is to prevent the possibility of special toxic effects of other solutions that may have a
negative impact to the experimental results.

As for the method used in this study; the peripheral blood lymphocytes drawn from non-
smoking three healthy volunteers treated with the salts of the metals intended to be investigated
and micronucleus technique was used for the evaluation of the samples obtained. This technique
was preferred because the application and the evaluation stages were simple, fast, and reliable.
After the peripheral blood samples cultured, they were treated with “Phytohaemagglutinin”
(PHA) to undergo a mitotic division. Then, metals were added to the cultures, and at the last
stage; the chromosome damage in binucleate cells, the division of which was stopped at
metaphase stage by adding “Cytochalasin-B” (CytoB), were evaluated by scoring of observed
micronuclei (MN).

In this study where 1000 binucleate cells were evaluated per dose, each dose was compared
with its own control group by applying chi-square test. For both metals, at certain doses an
increase of 1.5 to 2 times micronucleus as the control group was observed but the results
obtained were not found to be statistically meaningful. Besides, when the obtained results of
the same metal are compared with each other between the donor groups using the one-way
anova test, there have been a meaningful difference between micronucleus increases in different
individuals (p < 0.0001).

The proliferation index (PI) values for both metals and the donors were also evaluated. The cell
survival graphs were drawn based on doses by using the calculated values from the all scored
cell samples and compared with each other by using the regression analysis. For both metals,
the PI values have shown a meaningful decrease based on the dose (p < 0.01, R?> 0.7). In
addition, despite the PI values show differences for each individual, when the curves of lines
drawn in regression graph are compared, a meaningful parallelism is observed (p > 0.5) for the
response to doses for the same metal.

August 2019, 50 pages.

Keywords: aluminium, cadmium, heavy metals, micronucleus, toxicity.
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1. GIRIS

“Agir metal”, yillar boyunca iizerinde konsensiis saglanamamis bir terimdir (Duffus, 2002).
Bir¢ok disiplinde agir metal teriminin karsilig1 farklidir ve kesin bir kategorizasyon yapmak
miimkiin degildir. Bu terimin altin1 dolduran kriterlerden biri “toksisite”dir ve bu ¢alismada da
kadmiyum (Cd) ve aliiminyum (Al) elementlerinin toksisitesi incelenmistir. Kadmiyum
elementinin yogunlugu 8,65 g/cm®’tiir ve agir metal tanimi igin en ¢ok kullanilan “yogunluk”
kriterini karsilar. Aliiminyum ise 2,7 g/cm® olan yogunlugu ve goreceli olarak diisiik toksisitesi
yiiziinden bazi arastirmacilar tarafindan agir metal olarak kabul edilmemektedir. Yine de her
iki elementin de toksisitesinin arastirilmasi, giiniimiizde bu metallerin endiistride yogun olarak

kullanilmasi ve giinliik yasamimizin bir pargasi haline gelmelerinden 6tiiri 6nemlidir.

Bu c¢alismada agir metal olarak yer bulan kadmiyum ve aliiminyum elementlerinin suda
¢oziilebilen tuz formlar1 olan kadmiyum kloriir (CdCly) ve aliiminyum siilfat (Al2(SOa)3)
kullanilmistir. Bu bilesiklerinin ilk etapta belirlenen yedi dozu, goniillii olarak ¢alismaya katilan
25-35 yas araliginda 3 kisinin periferik kanlar1 kullanilarak elde edilen kiiltiirlere uygulanmistir.
Bu kisilerin herhangi bir kronik hastaliklar1 ve siirekli kullandiklar1 bir ilag yoktur. Ayrica
sigara kullanmamaktadirlar ve gegmislerinde bilinen herhangi bir genotoksik ajana maruz
kalmamslardir. Ilk deneylerden elde edilen sonuglara gore metal basina 2 doz deneyden

c¢ikarilmis ve toplam doz sayisi bese distiriilmiistiir.

Her bir metal i¢in kabaca 2 inceleme metodu kullanilmustir Ki bunlardan biri metallerin
genotoksik etkilerini mikroniikleus olusumu sayesinde degerlendirmemizi saglarken, bir digeri
ise sitotoksik etkilerin gbzlemlenip yorumlanabilmesi agisindan 6nemlidir. Metallerin hangi
doz araliginda test edilecegi, proliferatif indeks (PI) degerlerinin yorumlandig: bu ikinci metot

sayesinde belirlenmistir.

Bu metotlardan ilkinde lenfosit hiicrelerindeki mikroniikleus olusumunun metallerin dozlarina
baglt olarak artigi “Sitokinez-Bloklanmig Mikroniikleus Teknigi” (Cytokinesis-Block
Micronucleus Technique) kullanilarak degerlendirilmistir. Mikroniikleuslar, mitoz bdliinme
geciren hiicrelerde goriiliir. Kopmus bir kromozom pargasinin veya kutuplara ¢ekilemeyen bir
kromozomun yavru hiicrelerden birinde olusturdugu ufak, cekirdek benzeri yapilardir ve

genotoksisite caligmalarinda biyomarker olarak kullanilirlar.



Mikroniikleus testi, mikroniikleus artislarmi degerlendiren metotlardan birisidir ve pratik
olmasi, maliyetinin diisiik olmas1 ve degerlendirmesinin kolay olmasi gibi avantajlar1 vardir
(Fenech ve Morley, 1986). Belirlenen dozlarla muamele edilen lenfosit kiiltiirlerinden elde
edilen preparatlarin bu teknikle skorlanan mikroniikleus sayilarindaki artiglar, her dondriin
kendi kontrol grubuyla, istatistiksel yontem olarak ki kare testi kullanilarak karsilagtirilmistir.
Ayrica her bireyin kendisine has ortalama mikroniikleus frekansi (Background Frequency)
farklilik  gosterebileceginden, dondrlerin  doz-cevap  degerlerinin  direkt  olarak
karsilastirilmasindan ziyade, olusan modellerin karsilastirilmasi yapilmais, istatistiksel metot

olarak tek yonlii anova testi kullanilmastir.

Bir diger degerlendirme yontemi olarak ise lenfosit hiicrelerinin Pi degerlerinin metal dozlarmna
verdigi cevaplar kullanilmistir. Metallerin sitotoksisitesinin incelendigi bu metotta her bir doz
karsihginda gdzlemlenen Pi degerlerine regresyon analizi uygulanmus, elde edilen sonuglarm
anlamlilig1 degerlendirilmistir. Ayrica her iki metal i¢in ayr1 olarak, bireylerin doz-cevap
grafikleri gizilerek elde edilen sag kalim modellerinin benzer olup olmadigi, her bir bireyin

regresyon grafiginde gézlemlenen dogrularin egimleri karsilastirilarak analiz edilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. AGIR METALLER

Giliniimiizde sozlik anlami “gorece olarak yiiksek yogunluklu veya yiiksek atom agirlikli
metaller” olmasiyla birlikte; agir metal terimini bilimsel olarak ilk kullanan bilim insan1 Niels
Janniksen Bjerrum olmustur. Bjerrum (1936), yogunlugu 4 g/cm®’ten daha az olan metaller igin
“Hafif Metal”, 7 g/cm®ten daha agir olanlar icin ise “Agir Metal” terimlerini kullanms ve
metalleri yogunluguna gore 2 gruba ayirmistir. Daha sonra bir¢ok arastirmaci agir metal
smiflandirmasi i¢in farkli minimum yogunluk degerleri kullanmis fakat zaman igerisinde belirli
bir degerde ortak goriis saglanamamustir. Yakin tarihte yapilan pek ¢ok calismada ise genel
olarak bir metalin agir metal olarak degerlendirilebilmesi i¢cin minimum yogunluk degeri
5 g/em® olarak alinmustir (Brewer ve dig. 1983; Parker, 1989). Zamanla farkh disiplinlerden
bilim insanlari, agir metal tanimlamasi i¢in yogunluk kriteri disinda atom agirhigi, atom

numarasi, toksisite ve ¢esitli kimyasal 6zellikleri de referans almislardir (Duffus, 2002).

Bu calisgmada “Agirr Metal” terimi, yogunluktan ziyade toksisite karakteri baz alinarak
kullanilacaktir. Scott ve Smith (1981) agir metaller i¢in “genel olarak endiistride kullanilan,
hayvanlar, aerobik ve anaerobik canlilar i¢in toksik olan fakat hepsi yogun veya tamamen metal
olmayan elementler” tanimlamasmi yapmis ve Arsenik (As) ve Aliiminyum (Al) gibi
yogunlugu diisiik, hatta metaloit elementleri de bu tanim altinda toplamistir. Hodgson ve dig.
(1988)’nin tanimina gore ise agir metal, kursun (Pb), kadmiyum (Cd), civa (Hg) ve benzeri

gorece toksik elementleri i¢ine alan, zaman1 gegmis bir terimdir.

Insanoglu, ¢ok eski tarihlerden beri agir metalleri kullanmakta ve maruz kalmaktadir. Ornegin
kursunun yapt materyali ve savas aleti olarak kullanilmasi 5000 yil oncesine kadar
dayanmaktadir. Hatta Antik Romalilar, sarap tatlandiricisi olarak kursun asetat kullanmiglardir
ve giinde bir gram civarinda kursun tiikettikleri diisiiniilmektedir (Jarup, 2003). Yakin gegmiste,
ozellikle sanayi devriminden sonra ise agir metal kullaniminda ciddi oranda artis olmustur.
Alasimmlarinda oldugu gibi direkt kullanimlar1 disinda, bir¢ok sanayi dalinda, madencilikte hatta
saglik sektoriinde yardime1 madde olarak kullanilmaktadirlar. Bununla birlikte fosil yakitlarin
da yogun olarak kullanilmasi, popiilasyon yogunlugu neticesinde ¢op ve kanalizasyon
atiklarinin asir1 birikimi, giibre ve zirai ilaglarin giderek artan kullanimi sonucu, agir metal

kirliligi gliniimiizde 6nemli bir sorun haline gelmistir (Basile ve dig. 2012).



Agir metaller yer kabugunun dogal bilesenleridir. Toprakta ve kayalarin yapisinda maden
cevherleri olarak bulunurlar ve bir¢cok organik kirleticinin ve toksik materyalin aksine agir
metaller yikima ugramaz veya yok edilemez (Wu ve dig. 2016). Bu sebeple volkanik patlamalar
ve erozyon gibi doga olaylar1 da agir metal kirliliginde 6nemli bir rol oynar (Shallari ve dig.

1998; He ve dig. 2005).

Her agir metal elementi kendine 6zel atomik yapiya ve molekiiler mekanizmalara sahip oldugu
icin fizyokimyasal davranislar1 ve dogal olarak toksisite mekanizmalar1 da kendilerine hastir
(Tchounwou ve dig. 2012). Bu mekanizmalarin bir kismi hentiz anlasilmis durumda olmasa da
genel olarak hiicre duvari, organelleri ve genetik materyallerle etkilesime girdikleri, ayrica bazi
enzimlerin yapisini bozarak metabolik siirecleri olumsuz sekilde etkiledikleri birgok ¢calismayla
gosterilmistir (Squibb ve Fowler, 1981). Bu direkt etkilerin yani sira agir metallerin endirekt
olarak genotoksik ve sitotoksik etkileri; oksidatif stres olusumunu tetiklemeleri, DNA tamir
mekanizmalarini engellemeleri ve mitojenik sinyal yollarmi etkileyerek hiicre boliinmesi
kontrol mekanizmasin1 devre dis1 birakabilmeleri olarak kabaca {i¢c ana baslik altinda

toplanabilir (Beyersman ve Hartwig, 2008).

Bir kistm metaller canlilarin yasami i¢in gereklidir ve eksiklikleri hastaliklara hatta bazi
fonksiyon kayiplarma neden olur. Baz1 enzimlerin yapisinda bulunurlar ve bir¢ok reaksiyonda
onemli rol istlenirler. “Mikroniitrientler” olarak adlandirilan bu gruba giren elementlerden
bazilar1 krom (Cr), magnezyum (Mg), demir (Fe), selenyum (Se), ¢inko (Zn), bakir (Cu),
mangan (Mn), molibden (Mo), kobalt (Co) ve nikel (Ni)’dir. Mikroniitrientlerin eksikligi
sonucu cesitli saglik, gelisim ve fonksiyon sorunlar1 goriilebilecegi gibi, gereginden fazla

alinmalar1 durumunda da toksik etkileri goriilebilir (Rengel, 2004).
2.1.1. Kadmiyum (Cd)

Atom numaras1 48, atom agirligi 112 olan Cd, dogada ¢inko cevheri ile birlikte bulunur ve genel
olarak ¢inko madenciliginde yan {iriin olarak elde edilir. Normal sartlarda erime sicakligi
321,07 °C, kaynama sicaklig1 ise 765 °C’dir. 1%6Cd, 1%8Cd, 11°Cd, 1*'Cd, 1!2Cd, **Cd, **Cd ve
168Cd olmak iizere 8 stabil izotopu vardir. Yogunlugu 8,65 g/cm® tiir ve agir metal olarak

kategorize edilir.



Saf metal hali yumusak, islemesi kolay, hafif maviye ¢alan giimiis renkte, tatsiz ve kokusuzdur.
Elektropozitiftir ve suda ¢dziinmez fakat suda ¢6ziinebilen tuz formlar1 kurabilir. Ayrica birgok

amin, klor ve siilfiir grubuyla kompleks molekiiller olusturabilir (Adriano, 2001).

Giiniimiizde Cd bilesikleri ve alasimlarinin kullanimi toksik karakterinden dolayi giderek
azaltilmaya calisilsa da otomotiv basta olmak iizere bir¢ok endiistri dalinda elektrolitik
kaplamada, sertlestirici olarak PVC iiretiminde ve pigment olarak boya iiretiminde
kullanilmaktadir. Ayrica pil iretiminde yerini yavas yavas lityum (Li) tabanli pillere
birakmasia ragmen halen kullanimda olan nikel-kadmiyum pillerde (Ni-Cd) ve kadmiyum-
telliirit giines panellerinde de bulunmaktadir. Bu kadar yogun kullanimina ve bilinen kanserojen
etkilerine ragmen Cd i¢in etKili bir geri doniisiim programi bulunmamaktadir (Rahimzadeh ve
dig. 2017).

Kadmiyumun insan viicuduna alinimi genel olarak solunum ve beslenme yoluyla gergeklesir.
Kadmiyum kloriir (CdClp) gibi tuz formlarinin sudaki ¢oziiniirliigii ¢ok yiiksektir ve tarimda
fosforlu giibre kullanimi1 ve atik sularla yapilan sulama faaliyetleri neticesinde yetistirilen
bitkiler vasitasiyla besin zincirine katilabilir. Aycigcegi (Helianthus sp.) ve tiitiin (Nicotiana sp.)
gibi baz1 bitkiler Cd i¢in biyoakiimiilator 6zelliktedir ve topraktan yiiksek miktarda Cd alarak
bu siirece destek olurlar (Chaney ve dig. 1999; Li ve dig. 1995). Su habitatlarinda ise krustaseler
ve yumusakgalar gibi ortam suyunu filtre ederek beslenen canlilar Cd’un besin zincirine
girmesine neden olurlar (Satarug ve dig. 2003). Sigara kullanim1 da Cd alimin1 6nemli 6lgiide
arttiran etmenlerden biridir. Yapilan arastirmalara gore sigara kullanan bireylerin kan ve doku
orneklerinde Cd miktari kontrol gruplarina gore ortalama 5 kat daha fazla bulunmustur. Her ne
kadar bu oran tek basina tehlikeli boyutlarda olmasa da sigaraya bagli kanser vakalarinda
onemli bir etken olarak goriilmektedir (Jarup ve dig. 1998; Hossn ve dig. 2001; Munisamy ve
dig. 2013).

Kadmiyumun mikroniitrientler gibi insan viicudunda diisiik miktarlarda dahi olsa kullanim
alan1 olmasa da deniz diyatomlarinda bulunan Kkarbonik anhidraz (Carbonic Anhydrase)
enziminin yapisimna katildigi kesfedilmistir. Bu canlilarm optimum biiyiime hizlarini
diizenlemek i¢in kobalt, kadmiyum ve ¢inko elementlerini karbonik anhidraz enzimlerinin
yapisinda doniisiimlii olarak kullandiklar1 anlagilmistir (Lane ve Morel, 2000; Lane ve dig.
2005).



2.1.1.1. Kadmiyum Kloriir (CdCly)

Beyaz renkte ve kristal yapida olan CdCly, su ve alkolde yiiksek derecede ¢Oziiniirligi olan
toksik bir Cd tuz formudur. Kokusuzdur ve yanici degildir. Molar kiitlesi 183,314 g/mol, erime
sicakligi 568 °C, kaynama sicakligi ise 964 °C’dir. Kumas boyama, fotografcilik, galvanoplasti
gibi pek ¢ok alanda kullanilir.

2.1.1.2. Kadmiyum Toksisitesi

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) ve benzeri birgok diizenleyici kurulus, Cd ve
Cd igeren bilesikleri kanserojen olarak siniflandirmistir. Biyolojik yar1 dmrii insanlarda 20-30
yil arasindadir ve ekseriyetle yumusak doku ve organlarda birikme egilimi gdsterir. Insanlarda,
sindirim yoluyla Cd emilimi %S5 civarindayken, solunum yoluyla emilim %25-50 civarindadir.
Akcigerlerde absorbe edilen Cd iyonlart %90 oranda kana karisir ve dolagim sistemi yoluyla
karaciger, bobrek ve testislerde depolanir. Kan ve diger dokularda uzun stireli tutulmayan

Cd’un yarisindan fazlasi bobrek ve karacigerde birikir (Goering ve dig. 1995).

Hayvanlar tlizerinde yapilan birgok in-vitro deneyde, Cd tuzlarinin DNA zincir kiriklarina, gen
mutasyonlarma, mikroniikleus ve kromozom aberasyonlarmin olusumuna neden oldugunu
gosterilmis fakat izole edilmis genetik materyaller ve hiicre ekstraktlar1 tizerinde yapilan
calismalarda Cd’un herhangi bir hasara sebebiyet vermedigi ve kuvvetli derecede mutajenik
olmadig1 gézlemlenmistir (Waalkes ve Misra, 1996; Waalkes, 2000). Arastirmacilar bu durumu
Cd’un DNA’ya direkt olarak etki etmedigi seklinde yorumlamis ve Cd genotoksisitesi ile ilgili
ii¢c endirekt mekanizma lizerinde durmuslardir. Bunlar oksidatif stres artisinin tetiklenmesi,
DNA tamir mekanizmasinin engellenmesi ve hiicre ¢cogalma mekanizmasinin kontroliiniin

bozulmasidir (Beyersmann ve Hartwig, 2008; Rahimzadeh ve dig. 2017).

Oksijenli solunum yapan hiicrelerde, oksidatif reaksiyonlar sonucu “Reaktif Oksijen Tiirleri”
(ROS) olarak adlandirilan iiriinler ortaya c¢ikar (Tablo 2.1). En 6nemlileri “Hidroksil” ("OH),
“Siiperoksit” (0,") serbest radikalleri ve “Hidrojen Peroksit” (H.O,)’tir (Frisard ve Ravussin,
2006). Bu yapilar hiicre yasamsal faaliyetlerini siirdiiriirken dogal olarak ortaya g¢ikarlar.
Hiicrenin bu durumla basa ¢ikmasinda ise “Antioksidan” isimli yapilar bas rol oynar.
Antioksidanlar, kendileri bozulmadan ve kararsiz forma doniismeden ROS molekiilleriyle
etkilesime girer ve onlar1 ndtralize eder. Oksidanlar ve antioksidanlar arasinda hiicreye zarar

verebilecek boyutlardaki dengesizlige ise “Oksidatif Stres” ad1 verilir (Spies, 1985).



Kadmiyum, Glutatyon Rediiktaz, Glutatyon Peroksidaz, Katalaz, bakir/¢inko-dismiitaz ve
Stiperoksit Dismiitaz gibi antioksidan enzimlerini inaktive etmesinin yani sira silfidril
gruplarma baglanip reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin artmasmna neden olur. Bunun
sonucunda hiicre i¢inde oksidatif stres artisina sebebiyet verir ve genotoksik hasara yol agar

(Stohs ve dig. 2001; Valko ve dig. 2006; Filipic, 2012).

Tablo 2.1: Reaktif Oksijen Tirleri (ROS) (Preiser, 2012).

NONRADIKALLER SERBEST RADIKALLER
Hidrojen Peroksit H20, Siiperoksit Radikali 0,
Singlet Oksijen 10, Lipid Peroksil Radikali LOO"
Hipoklorik Asit HOCI Hidroksil Radikali "OH
Ozon Os Peroksinitrit ONOO
Nitrik Oksit Radikali NO"

Oksidatif stres veya diger etkenler sonucu (kimyasal ajanlar, radyasyon gibi) genetik materyalin
hasar gormesi dogal bir durumdur. Insanlarda hiicre basma giinde ortalama 10000 kadar
oksidatif stres kaynaklit DNA hasar1 olusur ve tamir mekanizmasi tarafindan birgcogu elimine
edilir (Ames ve dig. 1993). Kadmiyum oksidatif stresi arttrmasmin yani sira bu tamir
mekanizmasinda gorev alan bazi proteinleri de etkileyerek var olan diger etmenlerin verdigi

zarar1 arttirir (Hartwig ve Schwerdtle, 2002).

Her ne kadar heniiz tam olarak biitiin yonleriyle anlagilamasa da Cd’un hiicre ¢ogalma kontrol
mekanizmalarini ve apoptozu etkiledigi bircok caligmayla gézlemlenmistir. Apoptoz basitce
hiicrenin kendi kendisini 6ldiirmesi olarak tanimlanabilir. Normal sartlarda, canli gelisiminde
planli olarak veya genetik materyal dahil hiicre hasar1 tamir edilemeyecek boyutlarda oldugu
zaman gerceklesir. Apoptotik hiicre 6liimii, kanser ve otoimmiin hastaliklarm ilk adimi olarak
degerlendirilebilecek olan mutasyona ugramis hiicrelerin birikimini engeller ve anormal

hiicrelerin eliminasyonunu saglar (Waalkes, 2000).



Kadmiyumun farkli hiicrelerde farkli sinyal yollarina etki etmesi, hatta konsantrasyona gore
farkli sonuglara neden olmasi, Cd kaynakli apoptoz ile alakali literatiirde g¢eliskili yorumlara
neden olmaktadir. Bazi c¢aligmalarda Cd’un yiiksek dozlarinin apoptozu tetikledigi
gosterilmisken, bazilarinda ise engelledigi one siiriilmiistiir (Messner ve dig. 2015). Bunun
disinda, bazi hiicre tiplerinde Cd’un timér baskilayici protein olarak bilinen p53 proteinini ve
“DNA-(sitozin-5) metiltransferaz” enzimini baskiladigi gozlemlenmistir. DNA-(sitozin-5)
metiltransferaz, DNA metilasyonundan sorumludur ve azalan DNA metilasyonu tiimor
gelisimini tetikler (Meplan ve dig. 1999; Takiguchi ve dig. 2003; Beyersmann ve Hartwig,
2008).

Yirminci ytizyilin baslarinda, ilk olarak akcigerlere verdigi hasarla giindeme gelen Cd’un daha
sonra bobrek ve iskelet sisteminde yaptigi tahribatlar da calisilmaya baslanmistir. 60’11 yillarda
Japonya’da goriilen “itai-itai” hastaliginin kronik Cd zehirlenmesi sebebiyle olustugu
anlasilmistir ve Cd’a 6zgii oldugu i¢cin onemlidir. Diisiik dozlarda uzun siire Cd’a maruz
kalinmasi kemiklerde mineral azalmasina ve osteoporoza neden olur. Japonya’da bazi yerel
piring tarlalarinin Cd igeren sularla sulanmasi ve lokal popiilasyonun bu piringlerle beslenmesi
sonucu goriilen itai-itai hastaligi, osteomalazi ve osteoporoz rahatsizliklarinin birlikte
goriilmesi durumu olarak agiklanabilir (Jarup, 2003). Bunun disinda solunum yoluyla kronik

Cd alimi1 akcigerin yapisini bozar ve amfizeme neden olur (Davison ve dig. 1988).
2.1.2. Aliiminyum (Al)

Atom numarasi 13, atom agirlig1 26,981 olan Al, saf hali giimiis renginde, parlak, yumusak ve
islemesi kolay bir metaldir. Toplam diinya kiitlesinin %1,59’unu olusturan Al, yer kabugunda
%8,3 ile en ¢ok bulunan metal ve oksijen ile silisyumdan sonra en ¢ok bulunan 3. elementtir
(McDonough ve Sun, 1995; Greenwood ve Earnshaw, 1997). Yogunlugu 2,7 g/cm?®’ tiir ve bazi
kaynaklara gore metaloit sayilsa da ara gegis elementi olarak kategorize edilir. Kimyasal olarak
cok reaktif oldugu i¢in dogada nadiren saf olarak bulunabilen Al'un ana cevheri boksit
kayaclaridir fakat 270’ten fazla mineralle birlikte bulunabildigi bilinmektedir. Bu reaktif
ozelligi, hava ile temas eden kisimlarin ince bir “Aliminyum Oksit” (Al.Oz) tabakasi ile
kaplanmasini ve oksitlenmenin daha fazla ilerlememesini saglar. Bu nedenle Al’un saf metal
halinin korozyon rezistansi oldukga yiiksektir (\Vargel, 2004). Normal sartlarda erime sicaklig1
660,32 °C, kaynama sicaklig1 ise 2470 °C’dir.



Aliiminyumun bilinen tek stabil izotopu ?’Al’dir. Radyoaktif izotoplar: arasinda ise en stabil
olan1 2Al’dir ve Argon (Ar) elementinin atmosferde kozmik radyasyon ile etkilesime girmesi
sonucu olusur. 2°Al izotopunun yar1 dmrii ortalama 720000 yildir ve 10°-10° y1l skalasinda yas

tahmininde kullanilir (Dickin, 2005).

Metalik aliminyum, boksitten elde edilen Al.O3‘in 6zel bir siirecle elektroliz edilmesiyle elde
edilir ve bu isleme “Hall-Héroult Prosesi” (Hall-Héroult Process) adi verilir. Aliminyum
oksitin erime sicakhigi 2072 °C’dir ve yiiksek enerji gereksinimi sebebiyle direkt elektrolizi
pratik degildir. Hall-Héroult prosesinde once boksit cevherinden “Bayer Prosesi” (Bayer
Process) ile elde edilen AlOs, eritilmis “Kriyolit” (Cryolite, soguk tas, NasAlFs) minerali
icinde ¢oziiliir. Kriyolitin erime sicakligir 1000 °C’nin biraz iizerindedir ve erime noktasinin
gorece diisiik olmasi, elektrigi iletmemesi gibi 6zelliklerinden dolay1 elektrolit olarak tercih
edilir. Daha sonra bu karisima “Aliiminyum Florid” (AlF3) eklenerek erime noktasi daha da

distrtliir ve elektroliz 940-980 °C araliginda gergeklestirilir (Totten ve dig. 2003).

Uretiminin mesakkatli olmasi ve iiretim prosesinde fazla elektrik harcanmasindan dolay1 atik
Al geri doniistiiriilmektedir. Geri doniisiim islemi atigin eritilmesi ile olur ve bu islemde
cevherden elde edilirken harcanan enerjinin sadece %S5 kadar1 kullanilir. Geri doniisiim
isleminde metalin %15 kadar1 ciiruf olarak kaybedilse de daha sonra ¢ikan ciirufun da biiyiik
cogunlugu geri donistiiriiliir. Bu ikinci islemin sonucunda olusan atik ise dolgu malzemesi

olarak asfalt yapiminda kullanilir (Dunster ve dig. 2005).

Aliiminyum dogada bol bulunan bir element olmasi, toksisitesinin gérece az olmasi, iglemesi
kolay, yogunlugu az ve alasimlarinin hafif ve saglam olmasi, 1s1 iletiminin iyi olmast,
dayaniklilig1 gibi 6zelliklerinden dolayr giinliik hayatimizda sik sik karsimiza ¢ikan bir
elementtir. Metalik olarak hemen hemen her zaman magnezyum, bakir, silisyum, mangan ve
cinko gibi metallerle birlikte alagimlar halinde kullanilir. Bu alagimlar1 gida paketlemede, yap1
malzemesi olarak insaat sektoriinde, otomobil, ugak ve uzay sanayisinde ve dekoratif ev
esyalarinin yapiminda yogun olarak kullanilan Al, elektronik esyalarda yiiksek 1s1 iletiminden
ve ucuz olmasindan dolay1 1s1 emici materyali olarak tercih edilir. Olusturdugu bazi kimyasal
bilesikler ise endiistride kagit {iretiminde, boya sanayinde, su aritma tesislerinde, dericilikte ve

kozmetik iiriinlerinin tiretiminde katalizor olarak kullanilir.
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2.1.2.1. Aliiminyum Siilfat (Al2(SO4)3)

Aliminyum siilfat beyaz kristal yapida, suda ve nispeten alkolde ¢oziilebilen, kokusuz ve
higroskopik bir aliminyum tuzudur. Molar kiitlesi 342,15 g/mol olan Al>(SO4)3’m normal
sartlarda erime sicaklig1 770 °C, kaynama sicakligi ise 1600 °C civarindadir. Kagit tiretiminde,
tekstil sektoriinde boyamada, PH diisirme amaciyla tarimda kullaniminin yani sira igme suyu

aritiminda koagiilant olarak kullanilir.
2.1.2.2. Aliiminyum Toksisitesi

Dogada bu kadar ¢ok bulunmasina ragmen canli viicudunda bilinen bir gérevi olmayan Al,
insan viicuduna solunum ve beslenme yoluyla alinir. Igme suyu normalde gidalara nazaran daha
fazla Al igerir (Dolara, 2014) ve bazi arastirmacilar gidalarla alimina nazaran igme suyundan
daha fazla Al alindigin1 iddia etmislerdir. Yokel ve dig. (2008)’nin yaptigi ¢alismalar ise
durumun tam tersi sekilde oldugunu, gastrointestinal yollarla absorbe edilen Al’un su ile
almandan daha fazla oldugunu gostermektedir. Memeliler iizerinde yapilan calismalarda,
hayvanlara oral ve intravendz yollarla verilen Al’'un %58-70 oranla basta kemik dokular1 olmak

tizere beyin, karaciger ve bobrekte biriktigi gozlemlenmistir (Ganrot, 1986; Sahin ve dig. 1994).

Yapilan pek ¢ok caligmanm sonucunda Al’un karsinogeneze neden olduguna dair bir kanit
bulunamamus, bu sebeple Al “Toksik Madde ve Hastalik Kayit Ajans1” (ATSDR) ve “Amerikan
Saglik ve Insani Hizmetler Bakanligi” (USDHHS) gibi diizenleyici kuruluslar tarafindan
kanserojen olarak smiflandirilmamistir. IARC ise Al’u kanserojen olarak siniflandirmamakla
birlikte, Al tiretimini kanserle iliskilendirmistir (Krewski ve dig. 2007). Bununla birlikte,
Kumar ve Gill (2009), Al'un yiiksek konsantrasyonlarinin hiicrelerde bazi enzimlerin
aktivitesini etkiledigini ve mitokondrinin fonksiyonunu bozdugunu gostermis ve bunun

oksidatif stresin artmasina neden olabilecegini s6ylemislerdir.

Aliiminyum toksisitesi, olusturdugu bilesigin kimyasal formuna, alinis sekline, dozuna ve
maruz kalma siiresine bagli oldugu gibi, ilgili kisinin toleransina ve alinan elementin viicuttan
uzaklastirilabilme kabiliyetine gore de degiskenlik gosterir. Bobrek yetmezligi olan bireyler Al
zehirlenmesi ve ilgili rahatsizliklara daha yatkindir ¢iinkii oral yolla alimnan Al’un biiyiik
cogunlugu diski ile uzaklastirilirken, az oranda kana karisan kismi bobrekler yardimiyla idrar
yollarindan atilir. Kronik Al alim1 sonucu iskelet sisteminde D vitamini direngli osteomalazi

goriilebilir ve kendini agrilarin yani sira ileri derecelerinde kemik kirilmalar1 olarak gosterir.
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Aliiminyumun ayrica eritropoietin direngli mikrositer anemiye de sebep oldugu gosterilmistir.
Her ne kadar Al kan-beyin bariyerini gecemese de “Aliiminyum Floriir” (AlF3) gibi bazi
bilesikleri gecebilir ve beyinde birikebilir. Bunun sonucunda konusma giicliikleri, dispraksi ve

felg gibi merkezi sinir sistemi rahatsizliklar1 goriilebilir (Balch, 2000; Willhite ve dig. 2012).

Ingiltere Camelford’da 6 Haziran 1988 tarihinde 20 ton aliiminyum siilfat Al(SO4)s kazayla
icme suyu rezervuarina karismig ve Camelford halki haftalarca milimolar mertebesinde
kontamine olan igcme suyunu kullanmiglardir. Altmann ve dig. (1999)’nin ¢alismalarindan

ogrendigimiz lizere yore halkindan bazilarinda yillar i¢inde biligsel bozukluklar goriilmiistiir.
2.2. MIKRONUKLEUS

Mitoz boliinme gegiren hiicrelerde goriilen, kopmus bir kromozom parcasimin veya kutuplara
cekilemeyen bir kromozomun yavru hiicrelerden birinde olusturdugu ufak, cekirdek benzeri
yapilara “Mikroniikleus” denir (Fenech ve dig. 2003). Mikroniikleuslar, genotoksisite
biyomarkirlaridir ve bu nedenle mikroniikleus sayilarindaki degisimleri degerlendiren bir

takim metotlar gelistirilip birgok arastirmada kullanilmustir.

Genetik materyalin hasar gormesi ve tamir mekanizmalariyla kontrol altinda tutulmasi nasil
dogal bir siire¢ ise, mikroniikleus olusumu da dogal olarak g6zlemlenir. Her hiicre tipinin her
bireye 6zgli dogal bir mikroniikleus ortalamasi vardir ve buna “Ortalama Mikroniikleus
Frekans1” (Background Frequency) adi verilir. insanlarda sigara kullanimina ve g¢evresel
faktorlere bagli olarak bu say1 artabilir. Ayrica dogal mikroniikleus frekansi, yasa bagli olarak

da artig gosterir ve bu artis kadinlarda daha belirgindir (Bonassi ve dig. 2001).

Mikrontikleuslar ilk olarak yirminci ylizyilin baglarinda Amerikali aragtirmact William Howell
tarafindan kedi kirmizi kan hiicrelerinde gozlemlemis, ¢agdasi Fransiz bilim insani Justin Jolly
ise ¢esitli memelilerin eritrositlerinde yaptigi ¢alismalar sonucu, her ne kadar kokenleri
konusunda ayni goriiste olmasa da Howell’in vargilarini rafine etmis ve desteklemistir. Bu
nedenle mikroniikleus ayni zamanda “Howell-Jolly Cisimcigi” (Howell-Jolly Bodies) olarak
da adlandirilir (Sears ve Udden, 2012). Kimyasallarimn etkisiyle mikroniikleus artigmi ilk olarak
Klein ve Dig. (1952) ortaya koyarken, ¢evresel ajanlar ile mikroniikleus arasindaki iligkiyi ilk
olarak ¢alisan, hizlandirilmis nétronlarin ve gamma isnlarinim bakla kok ucu hiicreleri

tizerindeki etkilerini arastiran Evans ve dig. (1959) olmustur.
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2.2.1. Mikroniikleus Olusum Mekanizmalari

Boliinme gegirmis 6karyotik hiicrelerde goriilebilen mikroniikleuslar, hiicre dongiisiiniin anafaz
sathasinda bir sekilde kutuplara hareket edemeyen sentromersiz (asentrik) kromozom
parcaciklar1 veya biitiin kromozomlardan kokenlenebilir. Daha sonra bu pargaciklar, telofaz
evresinde niikleoplazma ile kaplanir ve olusan yeni hiicrelerde kii¢iik ¢ekirdekler olarak viicut

bulur (Fenech, 2000).

2.2.1.1. Asentrik Kromozom Parcaciklart Kokenli Mikroniikleus Olusumu

Asentrik kromozom pargalarinin birden fazla olusum mekanizmasi vardir (Sekil 2.1). DNA’da
meydana gelebilecek tek zincir kiriklari, tamir mekanizmalarinda goriilebilecek sorunlar
sebebiyle ¢ift iplik kirigma doniisebilir ve kopan parga mikroniikleus olusturabilir. Bunlar
disinda 6zellikle radyasyon gibi dogrusal bir ¢izgide hasar olusturabilen ajanlar, DNA iizerinde
direkt olarak ¢ift zincir kirigina sebebiyet verebilir. Kromozom pargaciklari eger direkt olarak
DNA ¢ift zincir kirilmasi sonucu olusmussa, ortaya ¢ikabilecek disentrik kromozomun
sentromerlerinin farkl kutuplara ¢ekilmesi sonucu mikroniikleusun yani sira niikleoplazmik
koprii olusumu da gozlenebilir (Fenech, 2000; Fenech ve dig. 2011). Bu mekanizmalarla
mikroniikleus ve niikleoplazmik koprii olusumu sekil 2.1°de ayrmtili olarak gdsterilmistir

(Fenech, 2006).

2.2.1.2. Biitiin Kromozom Kokenli Mikroniikleus Olusumu

Anafaz evresinde kromozomlar kutuplara dogru ¢ekilirken (segregasyon), biitiin bir kromozom
herhangi bir kutba gidemeyip mikroniikleus olusturabilir. I§ iplikleri, Ssentromer ve
sentrozomlarin yapisindaki bozukluklar ile birlikte mitoz kontrol noktalarindaki sorunlar ve
anormal sentrozom artig1 gibi etmenler bu tiir mikroniikleus olusumuna sebebiyet verebilir.
Ayrica disentrik kromozomlarin sentromerleri anafaz esnasinda ayri1 kutuplara c¢ekilmeye
calisilirsa, kromozom karsilikli ¢ekim giicli yiiziinden ig ipliklerinden ayrilabilir ve bunun
sonucunda iki kutba da ilerleyemeyebilir. Bu mekanizmalardan hangisi sonucu mikrontiikleus
olusumu gozlenirse goézlensin, yavru hiicrelerden birinde kromozom kaybi olusacaktir

(Gisselsson, 2008; Pampalona ve dig. 2010; Fenech ve dig. 2011).
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(A) kisminda 3 farkli kromozom hasarindan mikroniikleus ve niikleoplazmik olusumuna giden 3 farkli yol gériiyoruz. Bu yollar sirasiyla (B),

(C) ve (D) kistmlarinda incelenecektir.

(A) kisminda st yolu incelersek; kromozomlardan birinde ¢ift iplik kirigr olusmus, tamir edilemeyen bu kirik uglar replikasyondan sonra
birbirine kaynamis ve sonug olarak disentrik kromatid ve asentrik par¢a meydana gelmistir. Bu yapi, (B) kisminda gorebilecegimiz gibi 2 farkli
olasiliga gider. Bunlardan istteki yolda disentrik kromatidin her bir sentromeri anafazda ayr1 kutuplara ilerler ve niikleoplazmik koprii ve

mikroniikleus olusumu gozlenir. Alt yolda ise sentromerler ayn1 kutba ¢ekildigi i¢in niikleoplazmik k6prii olusumu gozlenmez.

(A) kisminda orta yolda sentromerin iki tarafinda da ¢ift iplik kirig1 olugmus, bunun sonucunda halka seklinde kromatid ve iki asentrik parca
meydana gelmis, bu yapinin olusturacagi olasilik (C) kisminda gosterilmistir. Bu kismin iist yolunda halka kromatidler normal ayrilmis ve
niikleoplazmik koprii meydana gelmeden 2 mikroniikleus olugmustur. Orta ve alt yolda ise sentromerler farkli kutuplara ¢ekilmis ve 2

mikroniikleusa ayrica niikleoplazmik koprii eslik etmistir.

(A) kisminin en alt yolunu inceledigimizde ise iki homolog veya homolog olmayan kromozomda birden ¢ift iplik kirigt olusmus, bu uglarin
replikasyondan 6nce birlesmesi sonucu olusan disentrik kromatid ve asentrik parga daha sonra replikasyona ugramistir. Bu yapinin oniindeki
3 olasilik (D) kismunda gosterilmistir. Ust yolda disentrik kromatidlerin sentromerleri aym1 kutuplara gitmis ve sadece mikroniikleus olusumu
gozlemlenmistir. Orta ve alt yolda ise disentrik kromatidlerin biri veya ikisinde birden sentromerler farkl kutuplara ¢ekilmistir. Bu olasiliklarda

mikroniikleus olusumunun yaninda sirasiyla bir veya iki nitkleoplazmik koprii olusumu gozlenir.

Sekil 2.1: Asentrik parcaciklardan mikroniikleus olusum semasi (Fenech, 2006).
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2.3. MIKRONUKLEUS TESTI (CBMN ASSAY)

Tam adi “Sitokinez-Bloklanmis Mikroniikleus Teknigi” (Cytokinesis-Block Micronucleus
Technique) olan bu yontem Michael Fenech ve Alexander A. Morley (1986) tarafindan
gelistirilmistir. Bilindigi gibi klasik genotoksisite testleri ve bu testlerde kullanilan teknikler,
toksik ajanlarn DNA molekiilii izerinde olusturdugu hasarlari ve kromozom anomalilerini
degerlendirmek amaciyla yirminci yiizyilin ortalarindan beri kullanilmaktadir. CBMN testi,
kromozom aberasyonlarinin metafaz evresinde sayimia dayali klasik teknikler kadar ayrintili
sonuglar vermez fakat basit ve hizli uygulanabilmesi ve degerlendirme asamasimin ¢ok daha
kolay olmasi gibi avantajlar1 vardir. Sitokinez bloklanmis hiicreler iki niikleuslu (Biniikleat)
halde bulunduklar1 i¢in boyutlar1 biiyiiktiir ve mikroniikleus skorlamasi i¢in ¢ok daha
uygundurlar. Ayrica diger mikroniikleus testleri gibi boliiniip sayica iki katina ¢ikmis hiicreler
yerine heniiz sitokinez gec¢irmemis hiicreler degerlendirildigi i¢in istatistiksel olarak iki kat
daha hassas bir yontemdir (Fenech ve Morley, 1986).

2.3.1. CBMN Teknigi Uygulanisi

CBMN testi birgok memeli primer hiicre tipinde veya hiicre soylarinda uygulanabilir.
Mikrontikleus olusumu canliya ve hiicrelerine 6zgiin frekanslarda dogal olarak da goriilebildigi
icin, bu testin uygulanacagi genotoksisite caligmalarinda background frekanslar1 bilinen
hiicrelerin segilmesi tercih edilir. Eger insan dondrler kullanilacaksa 18-35 yas araliginda
olmalarina, siirekli bir hastalifa sahip olup uzun siireli ila¢ kullaniyor olmamalarina, yakin
tarihte bilinen bir genotoksik ajana maruz kalmamalarina ve sigara kullanmamalarmma dikkat
edilmelidir. Lenfosit hiicreleri gibi mitotik olarak inaktif halde bulunan hiicreler, kiiltiire
alindiktan sonra bir mutajenle muamele edilir ve hiicre dongiisii tetiklenir. Insan lenfositleri icin
mitojen olarak “Phytohaemagglutinin” (PHA) kullanilir. Kullanilan hiicreye gore belirlenecek
olan kiiltiir stiresinden sonra, bu teknigin temel mantig1 geregince, kiiltiire “Cytochalasin-B”
(CytoB) eklenir. CytoB bir aktin polimerizasyon inhibitoriidiir ve sitokinezi engellemek
amaciyla kullanilir. Test edilecek kimyasallar tercihen su ile ¢oziiliip kiiltiire eklenmeli ve
maksimum konsantrasyon i¢in %50-60 sitotoksisite hedeflenmelidir. Coziicii olarak DMSO
veya farkli bir solvent kullanilacaksa, ilgili madde i¢in de ayrica kontrol grubu yapilmalidir.
S6z konusu kimyasallar veya test edilecek ajanlarin kiiltiirlerle ne zaman ve ne kadar siireyle
muamele edilecegi, test edilen materyallerin 6ngoriilen etkilerine, hiicre tipine ve uygulanan
kiiltiir yontemine gore farklilik gosterebilir (OECD/OCDE, 2016).
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Kiiltiir asamasindan sonra eger degerlendirme mikroskopla yapilacaksa preparatlar hazirlanir.
Preparatlarin boyanmasi i¢in basta “Giemsa” olmak {iizere cesitli boyalar kullanilabilir. Ayn1
zamanda DNA’ya 6zel floresan boyalar da kullanilabilir ve bu sayede “Fluorescence in situ
Hybridization” (FISH) analizi de uygulanabilir (OECD/OCDE, 2016).

Kaba hatlartyla uygulanisi bu sekilde olsa da bu teknigi uygulayan laboratuarlar ve bilim
insanlari, kullanilan hiicre tipine gore farkl kiiltiir ve fiksasyon mekanizmalar1 gelistirmislerdir.

Bu ufak farkliliklar ayrica deneyimleri ve laboratuvar sartlarina gore de degisiklik gosterebilir.
2.3.2. CBMN Testi Degerlendirmesi

Degerlendirme asamasi preparat olusturulup boyandiysa, boyaya gore 1sik veya floresan
mikroskobuyla yapilir. Bu preparatlar ayrica “Lazer Tarama Sitometri” (Laser Scanning
Cytometry, LSC) gibi bilgisayar tabanli imaj analizi programlarna da saydirilabilir
(Pozarowski ve dig. 2012). Bunun disinda “Akis Sitometrisi” (Flow Cytometry, FCM) gibi

tekniklerle preparat yapilmadan da mikroniikleus analizi yapilabilir.

Degerlendirme eger goz ile yapilacaksa, arastirmacimin hata paymi diistirmek amacgl olarak
preparatlar kodlanmali ve degerlendirmeler rastgele yapilmalidir. Kontrol gruplar1 ve test
materyalleri i¢in en az 1000 biniikleat hiicre degerlendirilmelidir. Bu hiicrelerin sitoplazmalar1
saglam halde bulunmali, ¢ekirdekleri esit miktarda boyanmis olmali ve ayni sitoplazmik simnirlar
icinde yer almalidir. Cekirdekler kabaca esit biiylikliikte olmalidir ve birbirine dokunur veya
iist liste gelmis halde bulunuyorlarsa, sinirlarmin birbirinden ayrilabilir sekilde goriilebildigine
dikkat edilmelidir. Cekirdekleri arasinda niikleoplazmik koprii bulunan hiicreler, eger soz
konusu kopriilerin genisligi ¢ekirdeklerin ¢capinin 1/4 oraninda veya daha kiigiikse biniikleat
olarak degerlendirilebilir (Sekil 2.2). Skorlanacak mikroniikleuslarin c¢api, c¢ekirdeklerin
capmin 1/16’sindan daha kii¢iik, 1/3’tinden de daha biiyiikk olmamalidir. Mikroniikleuslar
cekirdege bagli veya cekirdekle iist iiste durumda olmamali, ¢ekirdege dokunur halde
bulunuyorlar ise yapilar1 g¢ekirdekten ayri olarak goriiniir halde olmahdir (Sekil 2.3).
Cekirdekler ve mikroniikleus genellikle ayni oranda boyanmakla birlikte, mikroniikleuslar
bazen daha koyu boyanabilirler fakat 15181 kirmazlar. Bu 6zellikleri goz 6niinde bulundurulmali

ve 15181 kirabilen boya kalintis1 gibi pargaciklarla karistirilmamalidirlar (Fenech, 2000).
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Mikroniikleus olusumunun yani sira test edilen ajanlarin sitotoksik veya sitostatik etkileri de
analiz edilmelidir. CytoB kullanilan kiiltiirler i¢in “Sitokinez Bloklanmis Cogalma Indeksi”
(Cytokinesis-Block Proliferation Index, CBPI) veya “Replikasyon Indeksi” (Replication Index,
RI1) kullanilmasi tavsiye edilir. CytoB kullanilmayan kiiltiirler i¢in ise “Gorece Popiilasyon
Katlanmas1” (Relative Population Doubling, RPD) veya “Gorece Hiicre Sayis1 Artis1” (Relative
Increase in Cell Count, RICC) kullanilmalidir (OECD/OCDE, 2016). Bu analizlerin
yapilabilmesi i¢in yukarida anlatilan kriterlere uymayan biniikleat hiicrelerle birlikte, tek veya

ikiden fazla ¢ekirdege sahip hiicreler de ayrica skorlanmali ve degerlendirilmelidir.

(A) (B) (©) (D)

(A) Ideal biniikleat hiicre, (B) ¢ekirdekleri birbirine dokunan fakat sinirlari belirgin biniikleat hiicre, (C) ve (D) niikleoplazmik koprii barindiran

biniikleat hiicreler. (D)’deki hiicre, niikleoplazmik koprii ¢ekirdeklerin ¢apinin 1/4’tinden kiigiik oldugu i¢in skorlanabilir durumdadir.

Sekil 2.2: Skorlanabilir biniikleat hiicre kriterleri (Fenech ve dig. 2003).

(A) (B) (©) (D)

(A) ki mikroniikleuslu hiicre. Mevcut mikroniikleuslar, ¢ekirdeklerin ¢apinin 1/16’smdan daha kiigiik ve 1/3*{inden daha biiyiik olacak sekilde
gosterilmistir ve gorsel olarak boyut kriterini temsil etmektedirler. (B)’de mikroniikleuslar ¢ekirdeklere dokunmaktadir fakat iist iiste binmemis
durumdadirlar. (C) niikleoplazmik koprii barindiran hiicre. Bu tarz hiicrelerdeki mikroniikleuslar da hiicre biniikleat olarak kabul edilebilir

durumda ise skorlanabilirler. (D)’ de gosterildigi gibi, oval mikroniikleuslar da sekli bozuk olmadikg¢a skorlanabilir durumdadir.

Sekil 2.3: Skorlanabilir mikroniikleus kriterleri (Fenech ve dig. 2003).
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3. MALZEME VE YONTEM

Istanbul T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 22.01.2016 tarihli 95 sayili karar
ile yapilan bu ¢aligmanin amaci, Al ve Cd iyonlarinin insan kromozomlar1 tizerindeki
genotoksik etkilerini degerlendirmektir. Calisma igin goéniillii 3 dondrden temin edilen total
viicut kanlar1 kiiltiire alinip deney materyalleri ile muamele edilmistir. Daha sonra total kan
hiicrelerinin boliinmeleri bloklanmis, son olarak bu kanlardan lenfosit hiicreleri izole edilmis
ve olusturulan preparatlar incelenmistir. Bu ¢alismada lenfosit hiicrelerinin kullanilma sebebi,
bu hiicrelerin %95 oraninda Go fazinda ve dogal olarak senkronize sekilde bulunmalaridir

(Bender ve dig. 1988).
3.1. DENEY MATERYALLERI
3.1.1. Kadmiyum Kloriir (CdCl,)

Kadmiyum kloriir, Sigma-Aldrich firmasindan %99,99 saflikta ve kat1 formda temin edilmistir.
Uygulanacak dozlar i¢cin 1000, 100 ve 10 uM’lik stok konsantrasyonlar hazirlanmis, ¢oziicii
olarak saf su kullanilmustir. {lk asamada 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 150 uM’lik 7 doz denenmis
ve sitotoksik etkileri g6z Oniline almarak dozlar 2, 4, 8, 15 ve 30 uM olacak sekilde

giincellenmistir. Sekil 3.1°de dozlarin belirlenmesi ile ilgili ayrmtili bilgi verilmistir.
3.1.2. Aliiminyum Siilfat (Al2(SO4)3)

Aliiminyum siilfat da Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Kat1 formda ve %99,99
saflikta olan Al2(SOa4)3, su ile ¢oziilerek 100000, 10000 ve 1000 uM’lik stok konsantrasyonlar
hazirlanmistir. Kullanilacak dozlar 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000 ve 8000 uM olarak
se¢ilmis, 4000 ve 8000 uM’lik dozlar yiiksek sitotoksisitesi yiiziinden degerlendirme dis1
birakilmistir (Sekil 3.1).

3.2. DENEY GRUBU

Bu calisma i¢in goniillii dondr olarak 25-35 yas araliginda 3 kisi se¢ilmistir. Bu kisiler sigara
kullanmamaktadir ve herhangi bir kronik hastaliklari, dolayisiyla siirekli kullandiklar1 bir ilag

yoktur. Ayrica bilinen herhangi bir genotoksik ajana maruz kalmadiklar1 bilinmektedir.
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3.3. DENEY SURECI
3.3.1. Kanlarin Temini ve Kiiltiire Alinmasi

Kanlar donérlerden Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Radyobiyoloji
Laboratuvarinda alinmis, deney siireci de bu laboratuvarda yiiriitiilmiistiir. Ceperi lityum
heparin ile kapli 2 steril tiip (Vacutainer) i¢ine alinan kanlar, dnceden 37,5 °C’ye ayarlanmis
etliv icinde beklemeye alinmistir. Daha sonra birisi kontrol grubu, diger besi deney materyalinin
dozlar1 olarak isaretlenen 6 flakon sisenin her birine 4 ml medyum (RPMI-1640) ve 0,5 ml
Newborn Calf Serum koyulmustur. Kullanilan medyum hazirlanirken, kontaminasyonu
engellemek amagli olarak 100 TU/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ile desteklenmistir.
Alinan kanlar daha sonra bu kiiltiir siselerinin her birine 0,5 ml miktarinda ekilmistir. Son olarak
siselere mitojen olarak 15ug/ml PHA eklenmis ve etiive kaldirilmiglardir. Kiiltiire baslangic
saati olarak PHA eklenmesi baz alimmuistir (Sekil 3.1).

I

Fotografta, bir numarali dondrden alinan periferik kanlarin 24. Saatte, Al;(SO4); dozlariyla muamele edilmesinden hemen sonraki halleri
goriiliyor. Her iki metal i¢in de bir numarali donérde toplam 7 doz denenmis ve istenilen aralik tespit edilip iki doz deneyden cikartilmistir.
Diger donorlerde de belirlenen toplam bes adet doz kullanilmustir. Fotografta goriilen 6 ve 7 numaral flakon kiiltiir siselerine sirasiyla 4000 pM
ve 8000 uM Al,(SO.,); enjekte edilmistir. 6 ve 7 numaral sisede, 0 numarali kontrol grubuna gére ciddi renk degisimi gozlenmis, 7 numarali
sisede ise ayrica kan dokusunda ciddi fiziksel bozulmalar goriilmiistiir. Preparatlarin degerlendirilmesi asamasinda 7 numarali sisede hiicrelerin
tamamen pargalandigi, 6 numarali sisede ise %60’ m iizerinde hiicre 6limi oldugu goézlenmis, bu sayede bahsedilen dozlarin deneylerden

¢ikartilmasina karar verilmistir.

Sekil 3.1: Kiiltiir agamasi.
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3.3.2. Metal Dozlarinin ve CytoB’nin Kiiltiire Eklenisi

Metal tuzlar1 kiiltiir siselerine deney baslangicinin 24. Saatinde, belirlenen dozlarda eklenmistir.
Onceden hazirlanan stok ¢dzeltilerden 1 ml’lik insiilin siringalariyla cekilen metal tuzlarmin
kiiltiir sigelerine eklenirken kanlara iyice karigmasina 6zen gosterilmistir. Daha sonra kiiltiir
baslangicini takip eden 44. Saatin sonunda siselere 6 pg/ml cytoB eklenmis ve 72 saatlik kiiltiir

stiresinin bitmesi beklenmistir.
3.3.3. Fiksasyon ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Kiiltiir siiresi sona erince kanlar deney tiliplerine alimmis ve 200 G’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Bu islemden sonra siipernatantlar atilmis ve ¢oken kisma vorteks yardimiyla 5 ml
0,075 M’lik yar1 donmus halde “Potasyum Kloriir” (KCI) eklenmis, daha sonra tiipler tekrar 10
dakikaligina 200 G’de santrifiije alinmistir. Buradaki amag, olusturulan hipotonik ortam
sayesinde eritrositlerin parcalanip siipernatant ile birlikte atilabilmesini saglamak ve lenfositleri

sigirerek daha belirgin hale getirmektir.

Santrifiij edilen tiiplerden stipernatantlar tekrar alinmis ve ¢okeltiler 5 ml fiksatif ile muamele
edilip tekrar santrifiije alinmustir. Fiksatif olarak 1/7 oraninda asetik asit - metanol karigimi
kullanilmis, santrifiij sonunda siipernatantlar atilmistir. Bu islem 3 defa tekrarlanmis ve
sonuncudan sonra silipernatantlar atilip pipetaj yapilarak kalan kisim siispansiyon haline
getirilmistir. Son olarak tiiplerdeki lenfosit slispansiyonu, kabaca 5-10 cm’den, bir giin 6nce
metanol ile temizlenip buzluga atilarak sogutulmus lamlara damlatilmis ve kurumaya

brrakilmistir.
3.3.4. Boyama ve Preparatlarin Kapatilmasi

Kuruyan lamlar, %5’lik giemsa ile boyanmistir. Boya hazirlanirken, stoktan alinan
seyreltilmemis boya kurutma kagidiyla siiziilmiis ve olast kati parcaciklarin boyadan
uzaklastirilmasi saglanmistir. Hazirlanan boya lamlarla 5 dakika muamele edilmis, daha sonra
preparatlar saf su ile yikanip kurumaya birakilmistir. Lamlar lamellerle kapatilirken yapistirict
olarak “Entellan” kullanilmis, kapatma esnasinda hava kabarciklar1 olusmamasina 6zen

gosterilmistir.
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3.4. PREPARATLARIN DEGERLENDIRILMESI

Hazirlanan preparatlar kodlanmig sekilde rastgele sayilmistir. Sayim i¢in Prior B3000 151k
mikroskobu ve AmScope MU300 okiiler kamerasi kullanilmis, incelemeler 40x objektifle
yapilmistir. Her bir doz i¢in 1000 bintiikleat ve i¢erdikleri mikroniikleuslar degerlendirilmis ve
bunun yaninda gézlemlenen bir, ti¢, dort, bes ve daha fazla ¢ekirdege sahip hiicrelerin yani sira
skorlanabilir biniikleat siniflandirmasina girmeyen iki ¢ekirdekli hiicreler de kayit altina
almmustir. Mikroniikleus igeren hiicreler preparat iizerindeki koordinatlariyla belirlenmis, bu

hiicrelerin 3 saniyelik degisken fokuslu videolar1 bilgisayar ortamina kaydedilmistir.

Fotograflar Prior B3000 151k mikroskopunda, 40x objektifle, AmScope MU300 okiiler kamerastyla ¢ekilmistir. Elde edilen ana goriintiilerden
250x250 piksel olarak kesilip biyiltiildiikleri igin ¢oziintirlik dastiktiir.

Sekil 3.2: G6zlemlenen mikroniikleus ornekleri.

Degerlendirilen biitiin preparatlar i¢in proliferatif indeks (PI) hesaplanmis, her bir dozun ve
kontrol grubunun PI degeri birbiriyle karsilastirilip doza gore sag kalm grafikleri elde
edilmistir. S6z konusu PI degerinin hesaplanabilmesi i¢in sayim esnasinda biniikleat hiicrelerin
yaninda biniikleat kategorisine uymayan iki niikleuslu hiicreler, mononiikleat hiicreler ve
poliniikleat hiicreler (ii¢ veya daha fazla niikleusa sahip olan hiicreler) de skorlanmalidir. Pi

hesaplanmasinda kullanilan formiil denklem 3.1°deki gibidir.

(Denklem 3.1)

((mononitikleat hiicreler) + (2 x biniikleat hiicreler) + (3 x multiniikleat hiicreler))
12 [
(toplam hiicre sayis1)
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Degerlendirme i¢in Fenech ve dig. (2003)’nin “HUMN Projesi” (HUman MicroNucleus
Project) adli galismasinda bahsi gegen Kriterler esas alimmistir. HUMN projesi, insan lenfositleri
tizerinde yapilan CBMN testlerinin arastirmaci kaynakli degerlendirme farklarini en aza
indirmek amaciyla olusturulmus, diinya c¢apmda 30’dan fazla laboratuvar tarafindan
desteklenen bir projedir ve testin hassasiyetini arttirip farkli arastirmaci veya kurumlarin
caligmalarint  diger arastirmalarla karsilastirabilmesi i¢in bir platform olugmasini

hedeflemektedir. Projeye gore skorlanabilir biniikleat lenfosit hiicresi kriterleri soyledir:

1. Hiicre 2 ¢ekirdek icermelidir.

2. Cekirdeklerin zarlar1 saglam olmali ve iki ¢ekirdek de ayni sitoplazmik sinirlar iginde
bulunmalidir.

3. Cekirdeklerin biiyiikliigii ve boyanma yogunluklar1 kabaca esit olmalidir.

4. Eger cekirdekler arasinda niikleoplazmik koprii varsa, genisligi cekirdeklerin ¢apinin
1/4’tinden daha genis olmamalidir.

5. Cekirdekler birbirine dokunabilirler; eger birbiri iistiine binmis durumda iseler ¢ekirdek
siirlar1 agik¢a goriiniir halde olmalidir.

6. Hiicrenin sitoplazmasi tam, agik¢a goriiniir ve diger hiicrelerden ayrilabilir durumda

olmalidir (Fenech ve dig. 2003).
Projenin mikroniikleus skorlama kriterleri de sunlardir:

1. Mikroniikleusun ¢api, ¢ekirdeklerin ¢apmin 1/16’sindan daha biiyiik, 1/3’{inden de daha
kii¢iik olmalidir. Bu degerler alan olarak sirasiyla 1/9 ve 1/256’lik oranlara tekamiil
eder.

2. Gozlemlenen mikroniikleuslar yuvarlak veya oval sekilde olmalidir.

3. Mikroniikleuslar 15181 kirmaz. Bu durum g6z Oniinde bulundurularak, gozlemlenen
miikroniikleuslar boya partikiilleri veya boyanmis toz zerrecikleri gibi 15181 kiran
parcaciklarla karigtirilmamalidir.

4. Gozlemlenen mikroniikleuslar cekirdeklere bagli veya c¢ekirdekle birlesmis halde
bulunmamalidir.

5. Mikroniikleuslar ¢ekirdege dokunabilir fakat cekirdekle iist {iste binmemelidir ve
cekirdekle mikroniikleusun sinirlar1 belli olmalidir.

6. Cekirdekle ayn1 oranda boyanmis olmalidir fakat bazen daha koyu boyanmis olabilirler
(Fenech ve dig. 2003).
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(b) ()

(d)

(a-f) arasinda biniikleat hiicrelerde gézlemlenen ve degerlendirilebilir durumda olan mikroniikleuslar gosterilmistir. (b) kisminda gorildigi
tizere iki hiicre duvari bitisik olmasina ragmen sinirlar1 belirgindir ve skorlanmalart bir sorun teskil etmez. (c) kismindaki en ufak parca boya
kalintist gibi gériinmektedir ve degerlendirilebilmesi igin 100x objektif kullanilmasi gerekmektedir. () kismindaki mikroniikleus iki hiicre

¢ekirdegine de dokunmaktadir fakat sinirlart belirgin durumda oldugu igin mikroniikleus olarak degerlendirilebilir.

Sekil 3.3: Isik mikroskobu altinda mikroniikleus 6rnekleri (Fenech ve dig. 2003).

3.5. ISTATISTIKSEL METOT

Elde edilen veriler GraphPad Prism 6.0 programiyla degerlendirilmistir. PI verilerinin
istatistiksel karsilagtirilmalarinda lineer regresyon analizi kullanilmis, farkli donérlerden elde
edilen sonuglar her bir metal i¢in ayrica birbiriyle karsilastirilmistir. Buradaki amag, s6z konusu
metallerin lenfosit hiicrelerinin ¢ogalmasma etkilerinin farkli bireyler iizerinde korelasyon
gosterip gostermediginin  degerlendirilebilmesidir. Mikroniikleus olusumlarinin
degerlendirilmesi i¢in ise tek yonlii ki kare testi uygulanmstir. Her bir metalin her bir dozu, her
dondr i¢in ayr1 olarak, kendi kontrol gruplartyla karsilastirilmig ve yorumlanmistir. Ayrica her
iki metalin uygulanmas1 sonucu dondrlerden elde edilen veriler, her metal i¢in kendi igerisinde
tek yonlli anova testi uygulanarak karsilastirilmis ve dondrlerde gézlemlenen mikroniikleus

olusum sikliklar1 arasindaki iligki incelenmistir.
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4, BULGULAR
Tablo 4.1: CdClI; doz-cevap tablosu.
Donor 1
CdCl2 p i
Dozlar (M) BN MN (Ki Kare) M1 M2 M3 M4 M5+ PI
Kontrol 0 1000 3 867 69 405 265 26 1,9350
1 2 1000 4 0,4995 855 107 417 229 27 1,9309
2 4 1000 6 0,2534 898 162 358 252 33 1,9057
3 8 1000 5 0,3626 771 172 437 269 26 1,9854
4 15 1000 3 0,3413 914 198 287 243 21 1,8637
5 30 1000 4 0,4995 974 244 336 168 16 1,8342
Donor 2
CdcCl, p ;
Dozlar (M) BN MN (Ki Kare) M1 M2 M3 M4 M5+ PI
Kontrol 0 1000 7 1140 221 364 177 16 1,8002
1 2 1000 8 0,4992 1250 302 473 288 34 1,8641
2 4 1000 11 0,2414 1285 286 411 242 26 1,8135
3 8 1000 6 0,4993 1556 383 498 262 36 1,7965
4 15 1000 7 0,3943 1230 188 262 124 3 1,7004
5 30 1000 6 0,4993 1712 428 401 125 9 1,6797
Donor 3
CdCl, p i
Dozlar (M) BN MN (Ki Kare) M1 M2 M3 M4 M5+ PI
Kontrol 0 1000 8 7483 1106 264 128 19 1,2928
1 2 1000 11 0,3247 5187 652 174 110 9 1,3138
2 4 1000 16 0,0781 4865 514 121 56 6 1,2865
3 8 1000 12 0,2529 4263 421 97 40 5 1,2927
4 15 1000 11 0,3247 5246 409 127 82 4 1,2672
5 30 1000 10 0,4081 7543 676 181 108 15 1,2398

BN: biniikleat hiicre, MN: mikroniikleus, P: Ki Kare anlamlilik degeri, M1: bir niikleuslu hiicre, M2: iki niikkleuslu hiicre, M3: ii¢ niikleuslu

hiicre, M4: dért niikleuslu hiicre, M5+: bes ve iizeri niikleusa sahip hiicre, Pi: proliferatif indeks.
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Kadmiyum kloriire ait bulgular tablo 4.1°de gosterilmistir. Biitiin dondrlerin kontrol ve doz
gruplarinda hedeflenen toplam 1000 biniikleat hiicre sayilabildigi i¢in, tablo hazirlanirken
biniikleat hiicre bagina diisen mikroniikleus degerleri (MN/BN)’nin hesaplanip tabloda
gosterilmesine gerek duyulmamistir. Karsilastirmasi yapilan kontrol ve doz gruplarmin toplam
hiicre sayilar1 ayni oldugu igin, istatistiksel hesaplamalar yapilirken MN/BN degerleri yerine

direkt olarak mikrontiikleus olusum degerleri kullanilmistir.

Tablo 4.1°deki verilere gore, mikroniikleus olusumu uygulanan dozlarin yiikselmesi ile birlikte
belirgin bir artis gostermis, daha yiiksek dozlarda ise diisiise gegerek kontrol grubuna
yaklasmistir. Bu dagilim sekil 4.1°deki siitun grafikte daha agik olarak goriilebilmektedir. 4
uM’lik uygulama, her bir dondr i¢in en ¢ok mikroniikleus olusumunun goézlemlendigi doz
olarak tepe noktasii olusturmaktadir. Her ne kadar dozlara gére mikroniikleus artis1 grafikte

acik olarak goriilebilse de ki kare testine gore istatistiksel olarak anlamli géziikmemektedir.

20

. Donér 1
. Dondr 2
| g Donér 3
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Doz (M)

Sekil 4.1: CdCly, dozlara gére mikroniikleus olusum grafigi.

Dondrlerin kontrol ve diger konsantrasyonlardaki mikroniikleus olusum frekanslar1 diger
donorlerle kiyaslandiginda, tek yonlii anova testine goére anlamli farklilik goriilmiistiir
(p<0,0001). Sekil 4.1°de agik olarak gozlemlenebilen bu durum, bireylerin dogal mikroniikleus

frekanslarinin birbirinden farkli olmasiyla agiklanabilir.
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Sekil 4.2: CdCly, dozlara gére Pi karsilastirmal1 grafigi.

Kadmiyum kloriir i¢in PI degerleri kullanilarak regresyon analizi yapilip doz-cevap grafigi
cizilmistir (Sekil 4.2). Yapilan lineer regresyon analizine gore her bir donériin PI degerleri, doz
artisina paralel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (donér 1 i¢in p=0,0064, R?=0,94; donor 2
icin p=0,0193, R2=0,78; donér 3 icin p=0,0077; R2=O,86). Sekil 4.2°deki grafikte donorler
arasindaki PI farki agik bir sekilde goriilebilmesine ragmen grafikteki egimler birbiriyle

karsilastirildiginda aralarinda anlamli sekilde paralellik géziikmektedir (p=0,0734).

Tablo 4.1 ve sekil 4.2°de goriilebilecegi iizere 2 uM’hik CdCl, uygulanan hiicrelerin Pi
degerleri, elde edilen regresyon dogrusunun aksine diigsiik miktarda da olsa pozitif sapma
gostermistir. Bahsedilen PI artis1 istatistiksel olarak anlamli bir farklihk gostermemektedir.
Deneylere katilan {i¢ dondriin lenfositlerinde de gozlemlenebilen mikroniikleus olusumundaki
bu yiikselis tesadiif veya deney hatasi seklinde yorumlanabilir fakat kadmiyum elementinin
diisiik dozlarmm (uM degerlerinin alt1) proliferasyonu tetikleyebildigi, farkli bilim insanlar1
tarafindan farkli hiicrelerle yapilan bazi ¢aligmalarda gosterilmistir (Zglinicki ve Dig. 1992;
Misra ve Dig. 2002).
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Tablo 4.2: Alx(SO4)3 doz-cevap tablosu.

Donor 1
Dozlar A'ﬁg“ﬁ BN MN ﬁare) M1 M2 M3 M4 M5+  Pi
Kontrol 0 1000 4 851 1145 893 577 75 2,1528
1 125 1000 4 03616 839 1028 632 445 47 2,0714
2 250 1000 7 02743 1467 1136 739 473 74 1,9630
3 500 1000 4 03616 1177 978 549 365 34 1,9442
4 1000 1000 3 04995 1450 927 304 170 15 1,7514
5 2000 1000 5 04994 1435 1009 345 207 11 1,7824
Donor 2
Dozlar A'ﬁgm BN MN fzare) M1 M2 M3 M4 M5+ P
Kontrol 0 1000 7 737 369 528 366 37 2,0639
1 125 1000 6 04993 768 442 409 493 37 2,0543
2 250 1000 10 03153 1016 438 541 396 63  1,9954
3 500 1000 6 04993 1029 304 311 275 23 1,8572
4 1000 1000 7 03943 1089 484 253 223 12 1,8037
5 2000 1000 5 03874 1257 465 241 187 91,7404
Dondér 3
Dozlar A'ifdswc)"‘” BN MN gare) M1 M2 M3 M4 M5+  Pi
Kontrol 0 1000 9 1041 467 345 226 14 18526
1 125 1000 10 04991 1033 502 343 219 13 1,8527
2 250 1000 15 0,557 1267 616 477 174 91,8287
3 500 1000 10 04991 2150 811 440 160 6 16619
4 1000 1000 11 04128 1722 917 377 153 5 17156
5 2000 1000 8 04992 4625 3597 652 334 24 1,6467

BN: biniikleat hiicre, MN: mikroniikleus, P: Ki Kare anlamlilik degeri, M1: bir niikleuslu hiicre, M2: iki niikkleuslu hiicre, M3: ii¢ niikleuslu

hiicre, M4: dért niikleuslu hiicre, M5+: bes ve iizeri niikleusa sahip hiicre, Pi: proliferatif indeks.



27

Tablo 4.2°’de Al(SOs)3‘e ait bulgular goriilmektedir. Bu tabloda da dondrlerin biitiin doz ve
kontrol gruplarina ait preparatlarinda toplam 1000 biniikleat skorlanabildigi icin MN/BN
degerlerinin yer almasinda gerek goriilmemis, istatistiksel hesaplamalar direkt olarak

mikrontiikleus skorlar1 iizerinden gergeklestirilmistir.

Tablodaki verileri dozlara gore mikroniikleus artisi agisindan degerlendirdigimizde,
mikroniikleus dagilimlarmin CdCl, deneyleri ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Olusan
mikroniikleus sayilar1 dozla birlikte artig gostermis ve 250 uM’da en yiiksek haline ulagsmistir.
Daha yiiksek dozlarda ise tipki1 CdCl; gibi diisme egilimi gézlemlenmektedir. Kontrol grubuyla
karsilastirdigimizda artiglar yine ki kare testine gore istatistiksel olarak anlamli degildir fakat

sekil 4.3’te de goriilebilecegi lizere gz oniinde bulundurulacak diizeydedir.
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Sekil 4.3: Aly(SO.)s, dozlara gore mikroniikleus olusum grafigi.

Tipk1 CdClz’de oldugu gibi, donorler arasinda doza gore mikroniikleus olusum oranlari
karsilagtirildiklarinda gozle goriliir bir farklilik géze garpmaktadir. Tek yonlii anova testine
gore anlamli durumda olan bu farklilik (p<0,0001), bireyler arasindaki dogal mikroniikleus

frekanslarinin farkl olmasiyla iliskilendirilebilir.
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Sekil 4.4: Aly(SO4)s, dozlara gore Pl karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.4’te goriildiigii gibi, Alx(SO4)s i¢in PI degerleri kullanilarak yapilan regresyon
analizinde ise yine CdClz’de oldugu gibi donorlerden elde edilen veriler her ne kadar farkli
ciksa da grup olarak karsilastirildiklarinda gozlemlenen egimler anlamli sekilde paralellik
gostermektedir (p=0,5097). Ayrica s6z konusu PI degerleri de kullanilan dozlara karsi anlamli
derecede korelasyon gdstermis, metal dozlari arttikga buna paralel olarak PI degerleri
diismiistiir. (dondr 1 i¢in p=0,0365, R?>=0,71; donér 2 igin p=0,0125, R?=0,82; donér 3 igin
p=0,0025, R?>=0,97).
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5. TARTISMA VE SONUC

Farkli agir metallerin sitotoksik ve genotoksik etki mekanizmalari ayni olmamakta, her
elementin kendisine 6zgii atomik 6zellikleri ve olugturduklar: molekiiler yapilarm kendilerine
has fizyokimyasal davraniglar1 bulundugu bilinmektedir (Tchounwou ve dig. 2012). Bununla
birlikte direkt ve indirekt mekanizmalardan bahsedebiliriz. Agir metaller direkt olarak genetik
materyale, hiicre duvari ve organellerine zarar verebilir. Bunun diginda DNA tamiri ve hiicre
boliinmesini kontrol eden mekanizmalarda gorev alan enzimlerin yapilarmi bozarak bu
stirecleri etkileyip genetik materyale indirekt olarak da zarar verebilirler. Buna ek olarak agir
metaller oksidatif stres artisina neden olarak dolayli yoldan da genotoksik hasara sebep olabilir
(Squibb ve Fowler, 1981; Beyersman ve Hartwig, 2008).

Kadmiyum iyonlarinin, izole edilmis DNA parg¢aciklar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda DNA
tizerinde direkt hasarina rastlanmamis ve bakteriler tizerinde yapilmis birgok arastirmada Cd
iyonlarmm mutajenik karakter gostermedigi goriilmiistiir (Waalkes, 2003; DFG, 2006). Bu
yiizden Cd’un genotoksik etkileri Beyersmann ve Hartwig’in (2008) 6ne siirdiigii indirekt

mekanizmalarla aciklanabilir.

Yapilan bir¢ok ¢alismaya gore Al da tipki Cd gibi mutajenik bir element degildir (Leonard ve
Leonard, 1989). Bununla birlikte Al igeren bazi bilesiklerin yiikselen dozlarla birlikte
kromozom hasarlarina ve mikroniikleus olusumuna neden oldugunu gosteren bir¢cok ¢alisma
vardir (Roy ve Dig. 1990; Migliore ve Dig. 1999). Banasik ve dig. (2005), AI’un kromozom
hasarlarmi tetiklemesini li¢ indirekt mekanizmayla agiklamiglardir. Bunlar oksidatif stres artisi,
kromatinin yapisinda olusturdugu modifikasyonlar ve lizozom zarina verdigi hasar neticesinde

lizozomal enzimlerin sitoplazmaya karigmasidir.

Bu projede elde edilen bulgular, Migliore ve dig. (1999)’nin c¢aligmalarinda elde ettikleri
verilerle paralellik gostermektedir. Her iki elementin de; her ne kadar istatistiksel olarak anlaml
goriinmese de; mikroniikleus olusumunu arttirdigr gozlemlenmistir. Mikroniikleus sayilar:
biitiin donorlerde, Al igin 250 uM, Cd i¢in ise 4 uM’lik dozlarda kontrol grubuna gore 1,5-2
kat artig gostermis, daha yiiksek dozlarda ise giderek azalarak kontrol grubu degerlerine kadar
diismiistiir. Bu durum iki elementin de doz artisina paralel olarak apoptozu tetiklemesi ile

aciklanabilir (Banasik ve dig. 2005).
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Calismaya katilan {i¢ bireyin de dogal mikroniikleus frekansi birbirinden farkli oldugu gibi, her
bir bireyden farkli metallerin testi i¢in farkli zamanlarda alinan kanlarin kontrol grubunda da
mikroniikleus frekanslar1 farklilik gdstermistir. Bu farklilik ayn1 zamanda Pi degerlerinde de
goriilmiistiir. Bu durum deneylerde kullanilmak iizere dondrlerden farkli zamanlarda kan
alinmasiyla ve kullanilan medyumun PH degerindeki ufak degisiklikler gibi materyallerin ve

laboratuvar sartlarinin zamanla degiskenlik gosterebilmesiyle agiklanabilir.

Ayni agir metalin ayni dozlarmin farkli bireylerde ortaya ¢ikardigi mikroniikleus degerleri, tek
yonlii anova testine gore anlamli farklilik gostermistir (p<0,0001). Kontrol gruplarinda da
gozlemlenen bu durum, bireylerin dogal mikroniikleus frekanslar1 arasindaki farkliliklarla

aciklanabilir.

Her iki elementin doza bagh PI degerleri incelendiginde ise lineer sekilde diisiis goriilmektedir.
Buradan yola ¢ikarak iki elementin de yiikselen dozlarla beraber sitotoksik karakter gosterdigi
sdylenebilir. Ayrica kontrol gruplarinin Pi degeri kisiye gore farklilik gdstermesine ragmen
artan dozlara oranla PI degerlerindeki diisiis ayn1 metalin uygulandig1 3 bireyde de paralellik
gostermistir. Aym metal icin PI degerlerinin farkli bireylerde benzer olarak diisiis gostermesi,

bu elementlerin sitotoksik etkilerinin bireylerden bagimsiz olmasi seklinde yorumlanabilir.

Kadmiyum kloriir uygulanan hiicrelerin PI degerlerinde, Alo(SO4)s‘ten farkli olarak, 2 uM’lik
dozlarda ufak da olsa artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli olmasa da yapilan
bazi calismalarin sonuglariyla benzerlik gostermektedir. Zglinicki ve Dig. (1992)’nin sigan
myoblast hiicreleri lizerinde yaptig1 ¢alismalarda diisiik Cd dozlarinin proliferasyonu tetikledigi
goriilmiistiir. Bu ¢alismanim bir benzerini daha sonra Misra ve Dig. (2002) de sican makrofaj

hiicreleri iizerinde yapmis ve benzer sonuglara ulagsmislardir.

Sonug olarak bu ¢alismada Al ve Cd elementlerinin insan lenfosit hiicrelerinde sitotoksik ve
genotoksik hasarlar1 gosterilmistir. Metallerin farkli bireylerde benzer olarak hasar veriyor
olmasi, her biri i¢in daha kapsamli ¢aligmalar yapilarak belirli bir hasar modeline ulagilmasini

saglayabilir.
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