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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Baz1 Agir Metallerin mtDNA Hasar1 ve mtDNA Kopya Sayis1 Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

Dogus CAN
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Dog. Dr. Ayse Giill MUTLU
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Bu ¢alismanin amaci bazi agir metallerin Drosophila melanogaster tiiriindeki
mtDNA hasar1 ve kopya sayisi lizerine etkilerini incelemektir. Agir metaller giinliik
yasantimizda ve sanayide sik¢a kullanilmaktadir. Bunun disinda agir metallerin insan
yardimiyla ya da dogal olarak atmosfere, topraga ve suya salintyor olmasi insanlik agisindan
biiyiik bir tehlike olusturmaktadir. Bu tehlike maruz kalinan doz miktarina ve kronikligine
gore artabilmekte hatta timor ve kanser olusumuna kadar ilerleyebilmektedir. Arsenik,
Kadmiyum, Nikel ve Krom iizerine yapilan arastirmalar sonucunda bu metallerin insanlar
i¢in yiiksek oranda karsinojen etkilere sahip olduklar1 belirlenmistir. Bilimsel ¢caligmalardan
elde edilen verilerin ardindan bu metaller, class 1 karsinojen olarak siniflandirilmiglardr.

Kanserin olusmasi icin c¢esitli mekanizmalarin biraraya gelmesi ve g¢esitli
mekanizmalarin da devre dis1 kalmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Hiicre icerisinde énemli
etkilerinden dolayr mitokondri ve mtDNA karsinogenezde olduk¢a Onemli bir rol
iistlenmislerdir. Bu baglamda incelemis oldugumuz dort agir metalin Drosophila’nin
mtDNA’s1 tizerindeki mutatik etkileri Ol¢tilmistiir. Arsenik, Nikel ve Kadmiyum
Drosophila’da mtDNA mutasyonlarina neden olurken Krom’un istatistiksel olarak anlaml
derecede hasara neden olmadigi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: mtDNA hasari, mtDNA kopya sayis1, krom, kadmiyum, arsenik, nikel,
agir metaller, Drosophila

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi MAKU BAP Koordinatorliigii tarafindan 0449-YL-17
proje numarasi ile desteklenmistir.
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SUMMARY
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Investigation of The Effects of Some Heavy Metals on mtDNA Damage and mtDNA
Copy Number
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The aim of this study is to examine the effects of some heavy metals on the mtDNA

damage and the mtDNA copy number in Drosophila melanogaster. Heavy metals are used
frequently in our daily life and industry. Apart from this, the fact that heavy metals are
released by human activities or naturally to atmosphere, soil and water poses a great danger
to humanity. This risk can be increased according to the amount and chronicity of the dose
being exposed and can even progress to tumor and cancer formation. Researches on Arsenic,
Cadmium, Nickel and Chromium have shown that these metals have high carcinogenic
effects for humans. Following the data obtained from scientific studies, these metals were
classified as class 1 carcinogens.
It is thought that various mechanisms must come together for the formation of cancer and
that various mechanisms should be disabled. Mitochondria and mtDNA have played an
important role in carcinogenesis because of their important effects in the cell. In this context,
we have investigated the effects of the four heavy metals on the mtDNA of Drosophila.
Arsenic, Nickel and Cadmium resulted in mtDNA mutations in Drosophila, resulting in
chromium not causing a statistically significant damage.

Keywords: mtDNA damage, mtDNA copy number, chromium, cadmium, arsenic, nicel,
heavy metals, Drosophila

The present M.Sc. Thesis was supported by MAKU Scientific Projects Unit under the Project
number of 0449-YL-17
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1. GIRIS

Bir agir metalin anksiklopedik olarak net bir tanim1 yoktur (Jarup L, 2003). Herhangi
bir toksik metal atomik kiitlesine veya yogunluguna bakilmaksizin agir metal olarak
tanimlanabilir (Singh vd., 2011). Birgok durumda yogunluk, tanimlayici faktor olarak kabul
edilir ve yogunlugu 5g/cm?® den fazla olan metaller agir metal olarak tanimlanir (Jarup L,
2003).

Agir metaller saglik etkileri agisindan 2 ana gruba ayrilabilir;

1.) Esansiyel Agir Metaller: Demir (Fe), Bakir (Cu), Mangan (Mn), Cinko (Zn),
Krom (Cr), Molibden (Mo), Nikel (Ni) ve Kobalt (Co). Bu metaller ayrica mikroniitrientler
olarak da adlandirilir. Ihtiyag olandan fazlasina maruz kalma durumunda toksik etki gésterir.

2.) Esansiyel Olmayan Agir Metaller: Baryum (Ba), Aliminyum (Al), Lityum (Li),
Arsenik (As), Kadmiyum (Cd), Kursun (Pb), Zirkonyum (Zr), Civa (Hg), Plittonyum (Pu),
Volfram (W) ve Vanadyum (V). Akut veya kronik organ toksisite potansiyeli olan
metallerdir. Toksik aktivitelerini ¢esitli mekanizmalar araciligiyla gergeklestirirler. Tamami
hiicre igi ve hiicre dis1 protein siilfhidrilleri ile etkilesime girme potansiyeline sahiptir. Bu
da potansiyel olarak ayn1 zamanda oksidatif strese yatkinlik yaratmaktadir (Rengel, 1999;
Theron vd., 2012; Kochare ve Tamir, 2015).

Agir metaller her yerde bulunabilen bir grup ¢evresel kimyasal olup, biyolojik olarak
pargalanamazlar (Wu vd., 2016). Biyosferin agir metallerle kirleniyor olusu diinya igin ciddi
bir sorun haline gelmistir. Bu metallerin ¢evreye birakilmasi temel olarak fosil yakitlarin
kullanim1, maden cevherlerinin ¢ikarilmasi ve maden cevherlerinin islenmesi, belediye
atiklari, giibreler, pestisitler ve kentsel kanalizasyonla baglantili insan faaliyetlerinin sonucu
olarak 6nemli 6l¢tide artmistir (Basile vd., 2012).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) Uluslararas1 Kimyasal Giivenligi Programi (IPO)
tehlikeyi “bir organizmanin, sistemin veya alt popiilasyonun ortaya ¢ikmasi durumunda
olumsuz etkilere neden olma potansiyeline sahip bir maddenin veya durumun dogasinda var
olma 6zelligi” olarak ve riski “bir maddeye maruz kalmasiyla belirlenmis sartlar altinda bir
organizmadaki, sistemdeki veya alt popililasyondaki olumsuz etkinin olasilig1i” olarak

tanimlamistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J%C3%A4rup%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14757716
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J%C3%A4rup%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14757716

Insanlarda kimyasallarin risk degerlendirmesi, bu tiir kimyasallarin genotoksik veya
non-genotoksik olabilecegi varsayimina dayanir. Genotoksik karsinojenler ve bunlarin
metabolitlerinin, dogrudan ve potansiyel olarak geri doniisii olmayan bir DNA-kovalent
baglanmay1 igeren bir etki modu yoluyla hareket ettigi varsayilirken, non-genotoksik
karsinojenlerin veya bunlarin metabolitlerinin, DNA'ya kovalent baglanma olmaksizin bir
epigenetik etki yoluyla hareket ettigi varsayilmaktadir. Yukaridaki risk ve tehlike
tanimlarinda belirtildigi gibi, risk degerlendirmesi agisindan, esik degeri olmaksizin veya
potansiyel bir etkisi olmayan bir dozda hayat boyu maruz kalian lineer bir “diisiik doz-
yanit” iligkisi genellikle genotoksik karsinojenler i¢in varsayilirken, indiiklenen herhangi bir
onemli etkinin gozlenemedigi bir esik seviyesinde maruziyet, genotoksik olmayan
karsinojenler i¢in varsayilir. Sonrasinda bu durum homeostatik mekanizmalarin, diisiik alim
seviyeleri tarafindan {iretilen biyolojik diizensizlikleri dengeleyebildigini ve kanser
icerebilecek olumsuz etkilere yol agan yapisal veya fonksiyonel degisikliklerin sadece daha
yiiksek alimlarda gozlenebilecegini belirtmektedir (Dorne vd., 2011).

Arsenik, kadmiyum, krom, kursun, civa ve nikel gibi agir metaller yaygin ¢evresel
kirleticilerdir ve basta cesitli kanserler olmak iizere ¢esitli saglik sorunlarina neden
olabilirler. Bu metaller, Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC) ve Alman MAK
(Maximum Concentrations) Komisyonu tarafindan insan karsinojenleri olarak kabul edilir
ve simiflandirilir. Agir metal maruziyetinin epigenetik faktorler, transkriptler, proteinler ve
metabolitlerdeki anormal degisikliklere olan olumsuz etkilerini iliskilendiren birgok 6nemli
kanit bulunmaktadir. Bununla birlikte, agir metal karsinojenisitesinin dogal mekanizmalari
ve hiicre ici tepki yollar1 tam olarak agikliga kavugsmamistir. Bu nedenle g¢alismalar

toksikogenomik teknolojilerin gelistirilmesine yogunlagmistir (Koedrith vd., 2013).



2. GENEL BILGILER

2.1. Mitokondri

Mitokondri okaryotlarda bulunur ve oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretiminden ve
elektron transfer zincirinden sorumludur. Hiicre igerisindeki ¢ekirdek ve bitkilerdeki
Kloroplastlar hari¢ kendisine ait DNA's1 olan tek organeldir (Taylor ve Turnbull, 2005).

Mitokondri, glukoz ve diger organik bilesikler kullanilarak ATP molekiillerinin
iiretilmesini saglayan organeldir. Daha fazla enerji elde edilebilmesi i¢in oksijen kullanilir
ki solunum yoluyla alinan oksijenin temel kullanim alan1 mitokondrilerdir.

Mitokondri iki membrandan olusur. Sekil 2.1 de goriilecegi lizere dis membran
stoplazma ile baglantili iken i¢ membran ige dogru bir¢ok defa katlanmig bir haldedir. Bu
ikili membran sistemi mitokondriyi ikiye ayirmaktadir. I membran ATP iiretiminden
sorumlu enzim ve proteinlere ev sahipligi etmektedir ve matriks sivisiyla kaplidir. Dig
membran ise mitokondrinin hiicresel baglantisin1 kurmaktadir. Yaklasik %350’si lipid
tabakasindan, diger %50’si ise protein ve enzimlerden olusmaktadir. i¢ membran ve dis
membran arasindaki bolge “zarlar arasi bosluk™ olarak adlandirilir (Star ve Taggart, 1995).
Okaryotik hiicrelerin tamamu bir yada daha fazla mitokondri tasimaktadir. Hiicrenin enerji
ihtiyacina gore bu sayi artabilmektedir. Ornegin memeli karaciger hiicresinde ortalama 1500
mitokondri bulunmaktadir ki buda hiicrenin yaklasik %20’sini olusturmaktadir (Lodish vd.
2007).

ATP Sentez Partikiilleri

Zarlar Arasi Bosluk

Sekil 2.1. Hayvan Mitokondrisi Diyagrami (Anonim)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taylor%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15861210
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Turnbull%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15861210

Mitokondrilerin biiyiikliigii ve biyokimyasi bakterilere benzerdir. Kalinliklar1 0.2-10
um araliginda olup, uzunluklar: 1-4 um araligindadir. Kendilerine ait DNA ve bir miktar
ribozomlart bulunmaktadir. Kendilerine ait DNA’larinin olmasit mitokondrilerin kendi
baslarina boliinmesine imkan saglamaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle eski donemde yasamis
bir bakteri iken predatorler tarafindan hiicre igeresine alinarak giinlimiizdeki haline
evrimlestigi diisiiniilmektedir. Bunun olmasi i¢in de hiicre icerisinde bir sekilde ¢ogalmaya
devam ettikleri ve sonraki nesillerin hiicre disinda tek bagina yagamalarina olanak veren yap1
ve fonksiyonlar1 zamanla kaybederek hiicre igerisinde hiicreye bagimli hale geldikleri

distintilmektedir (Karp, 1996).

2.2.  Mitokondrial DNA (mtDNA)

Mitokondrial DNA (mtDNA) mitokondri igerisinde matriks s1visinda bulunmaktadir.
mtDNA sayis1 hiicreden hiicreye farklilik gdsterebilmektedir. Bunun sebeplerinden birisi
mitoz boliinme sirasinda mtDNA’larin kardes hiicrelere esit sayida dagitimina olanak veren
bir mekanizmanin olmamasidir.

mtDNA’nin tarihgesi 20. yiizyila dayanmaktadir. 1959'da mitokondriyal fonksiyon
bozukluklari ile ilgili ilk klinik sendrom bildirildi (Luft hastaligi), 1964 yilinda mayalarda
mtDNA varlig1 bildirildi, 1970'lerde 6karyotik canlilardaki mtDNA varlig1 dogrulandi, 1981
yilinda insan mtDNA'sindaki 16569 baz ¢iftinin tiim niikleotid dizisi rapor edildi (Ozawa,
1995).

Niikleer ve mitokondrial genomlarin farkliliklar1 Tablo 2.1°de gosterilmis olup bu
farkliliklara ragmen fonksiyonel olarak birbirine bagimlidirlar. Mitokondriyal proteinlerin
cogu niikleer genler tarafindan kodlanir. Sadece 2 rRNA (sadece mitokondriyal ribozomda
yer alanlar), 20 ila 35 aras1 tRNA (mitokondride translasyon igin gerekli olanlar) ve 13
protein (ATP sentezinde ve solunum zincirinde yer alan mitokondriyal komplekslerin alt
birimlerinde yer alan) mitokondriyal DNA tarafindan kodlanir. Mitokondriyal ribozomlar
igin gerekli olan yaklasik 90 protein, 20 farkli aminoasit sentetaz ve mtDNA'y1 kopyalamak
icin gereken tiim enzimler niikleer DNA tarafindan kodlanir.

Sekil 2.2°de goriilecegi iizere memeli mtDNA's1 niikkleer DNA’dan farkli olarak
anneden bir haploid olarak kalitilir ve heteroplazmiye nadiren rastlanir. mtDNA'nin evrimsel
degisim orani niikleer genomdan 5 ila 10 kat daha hizlidir. Bunun nedeni mitokondrilerin
replikasyonda olusan hatalara karsi ve DNA hasarlarina kars1 olduk¢a savunmasiz durumda

olmasidir (Lodish vd, 2007).
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Sekil 2.2. Memelilerdeki niikleer ve mitokondrial DNA’nin kalitimi1 (Anonim)

2.3. Mitokondrial DNA mutasyonlari

Mitokondrial mutasyonlarin birikmesinin ve bu mutasyonlari tasiyan hiicrelerin
boliinerek mutasyonlarini yeni hiicrelere tasiyor olmasimnin sonucunda mtDNA’nin
canlilarda bir¢ok hastaliga dogrudan ya da dolayli olarak 6nemli oranda katki sagladigi dne
stirilmiistiir. Bu hipotezin temelini mtDNA'daki yiiksek orandaki gen mutasyonu sikligi,
mitokondriyal genomun kiiciik boyutu ve elde edilen bilgi icerigi (Sekil 2.3), niikleer
DNA'dan farkli olarak mtDNA'daki onarim mekanizmasi eksikligi, okaryotik hiicre
boliinmesi sirasinda mtDNA'daki mutasyonlarin sikligi, mitokondriyal bozukluklarin
molekiiler genetik lezyonlarina ait bulgular olusturmaktadir (Linnane vd., 1989).

mtDNA mutasyonlarinin sonucu olarak mitokondriyal protein sentezindeki
bozulmalar anormal mRNA islenmesine, anormal RNA transkriptlerinin birikimine,
aminoasilasyon degisikliklerine ve hatali amino asit-tRNA konjugasyonlarina neden
olabilmektedir. Bu bozulmalarin sonucunda solunum zinciri bozukluklarindan kaynaklanan
enerji tiretimi aksakliklar1 olugsmaktadir (Mirabella vd., 2000). mtDNA'daki delesyonlar gibi
somatik olarak edinilmis mutasyonlar esas olarak serbest oksijen radikallerin (ROS) neden
oldugu hasarlar sonucu olusur. mtDNA'nin baz dizileri incelendiginde ROS hasarinin nokta

mutasyonlara neden oldugu ve delesyonlarin olugsmasini hizlandirdigi goézlemlenmistir.
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ROS'un neden oldugu mtDNA hasarlarinin  yaslanma redoks mekanizmasina ve
programlanmis hiicre 6liimiine (apoptoz) etki ettigi ortaya ¢cikmistir (Ozawa, 1995). Cesitli
timor Orneklerinde yapilan ¢alismalarda Orneklerin  birgogunda mtDNA hasari
gozlemlenmistir. Yapilan arastirmalarda mtDNA hasarmin tek bagina tiimor olusumuna
neden olmadigi ancak tiimor olusumu icin gerekli olan sartlarin bazilarina neden olabilecegi
ve bu sekilde tiimor olusumuna dolayli yoldan yardimci oldugu ortaya ¢ikmustir (Taylor
ve Turnbull, 2005).

Apoptoz, doku gelisimi ve homeostaz i¢in gerekli olan bir mekanizmadir. Bir dizi
farkli morfolojik ve biyokimyasal oOzelliklere yol acan spesifik gen ve enzimlerin
aktivasyonunu gerektirir. Apoptoz diizensizligi kanser, otoimmiin ve noérodejeneratif
bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklara neden olur. Elde edilen bilgiler apoptotik siirecte
mitokondrinin merkezi bir rol iistlendigini ortaya koymustur. In vitro deneysel calismalar,
mitokondriyal transmembran potansiyelinde olusan bozulmalarin ve bazi mitokondriyal
proteinlerin (sitokrom-c gibi) sitoplazmaya salinmasinin farkli apoptotik yolaklar1 baslatip
apoptozu aktive edebildigini ya da tam tersi olarak mitokondrideki cesitli bozulmalarin
apoptozu engelleyebilecegini gostermistir. mtDNA mutasyonlart oldugu belirlenen kas
hiicrelerinde yapilan bir arastirmada apoptotik degisiklikler gdzlemlenmemis, yapisal gen
mutasyonlari tastyan mtDNA’1 hiicrelerin elimine edilmedigi ancak mitokondriyal protein
sentezini etkileyen mtDNA bozulmalarimin mitokondriyal patojenezi tetikledigi
gozlemlenmistir. Bu bozulmalar sitokrom-c inaktivasyonuna neden olabilmektedir.
Sitokrom-c apoptotik yollari tetikleyebilen bir molekiildiir. Sitokrom-c’nin engellenmesi
hiicrelerin apoptoz mekanizmasint bozabilmekte ve apoptozu engelleyebilmektedir.
Apoptozun engellenmesi timor ve kanser olusumu i¢in gerekli olan basamaklardan birisidir.
Bunun disinda mtDNA mutasyonlarinin sitokrom-c’nin kontrolsiiz salinimina neden
olabildigi, bunun neticesinde de hiicrelerde ihtiyag olmamasina ragmen apoptozisin
tetiklenebildigi ve biyokimyasal bozukluklara neden olabildigi, doku hasarlarinda artisa
sebebiyet verebilecegi gbzlemlenmistir (Mirabella vd., 2000). Yapilan arastirmalarda meme
kanseri, kolon kanseri, mide kanseri, karaciger kanseri, bobrek kanseri, mesane kanseri gibi
kanser tiirlerinde ve bir¢ok tiimorde yliksek oranda mtDNA mutasyonu olduguna dair veriler

bulunmaktadir (Penta vd., 2001).
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(Phillips vd., 2014)

2.4.  Drosophila mtDNA’sinin 6zellikleri

Drosophila mtDNA’sinin tamaminin sekanslanmast 1995°de tamamlanmistir.
Drosophila mtDNA genomunun gen igerigi omurgalilarla aynidir ancak her iki DNA
ipligindeki gen siras1 ve dagilimi farklidir. Drosophila mtDNA's1 13 polipeptit, 22 tRNA ve
2 rRNA'y1 kodlamaktadir. 19517 bp uzunlugundadir.

Drosophila mtDNA's1 alisiimadik sekilde yiiksek miktarda A (adenin) + T (timin)
icerigine sahiptir. Yiksek miktardaki A + T ozellikle kodlanmayan bolgelerde yogun
miktarda bulunur, bu bolge %90-96 oraninda deoksiadenilat ve timildilat igerir. A + T
bolgesinin polimorfizm uzunlugu tekrarlanan DNA dizisi pargalarinin sayisiyla iligkilidir.
mtDNA'da iki tip ardisik olarak tekrarlanan kistm mevcuttur; 338-378 bp'lik bes kopyadan
olusan A+T bdlgesi kismi ve 470bp'lik dort kopyalik DNA sekans iiyelerini igeren A+T
kismidir.

Drosophila mtDNA's1 i¢in esansiyel olarak 2 énemli protein vardir. Bunlar; DNA
polimeraz (pol y) ve mtDNA baglayici protein (MtSSB)’dir. Hayvan mtDNA'larinda yapilan
aragtirmalar pol y 'mn mtDNA replikasyonunda ve tamirinde anahtar rol aldigini
gostermektedir. Drosophila pol y DNA iplik¢iginde mtSSB tarafindan siirekli olarak
uyarilmasiyla DNA baglanmasini arttirir ve DNA iplik sentezini tetikler. Ayn1 zamanda
mtSSB pol y 'nin diizeltme aktivitesini de uyarmaktadir (Garasse vd., 2005; Lewis vd.,1995).
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Tablo 2.1. insanlarda Niikleer Genom ve Mitokondrial Genom arasindaki
farkliliklar (Taylor ve Turnbull ., 2005)

Karakteristik

Niikleer Genom

Mitokondrial Genom

Biiyiikliik ~3.3x 10% bp 16.569 bp
Hiicredeki Haploid hiicrelerde 23 Her hiicrede binden fazla kopya
kromozom sayis1 | Diploid hiicrelerde 46 (poliploidi)

Kodlanmis  gen | ~20.000 — 30.000 37 (13 polipeptit, 22 tRNA ve 2 rRNA)
sayi1s1

Gen degisimi ~40.000 bp’de 1 ~450bp’de 1

Ekson yiizdesi ~3% ~93%

Kodon kullanimi

Genel genetik kod

Metiyonin i¢in AUA, triptofan igin
AGA ve AGG spesifik dur kodonlari

Protein iligkisi

Niikleozom baglantili

histon  proteinleri  ve

histon olmayan proteinler

Histon  proteinleri  yok  ancak

niikleoidlerden olusan birkag proteinle

baglantili (TFAM gibi)

Kalitim tira

Otozomlar i¢in Mendel
kalitim ve X kromozomu;
baba tarafindan Y

kromozomunun kalitimi

Anneden gelen genlerin kalitimi

Replikasyon

DNA polimeraz o ve 0
kullanilan iplik¢ikli

mekanizma

Sadece DNA polimeraz y kullanilan

iplik¢ikli mekanizma

Transkripsiyon

Cogu gen bireysel olarak

ifade edilir

Her iki iplikteki biitiin genler biiyilik

polisistronlar olarak ifade edilir

Rekombinasyon

Mayozun profaz
safhasinda her bir ¢ift
homolog yeniden bir

araya gelir

Hiicresel seviyede rekombinasyonun
meydana geldigini gosteren kanitlar
vardir ancak populasyon seviyesinde

meydana geldigine dair kanit azdir




2.5. Kadmiyum

Kadmiyum (Sekil 2.4), mesleki saglik sorunlarina sebebiyet vermesiyle ve yiikselen
oranda halk sagligina etki etmesiyle bilinen toksik bir agir metaldir (Sethi ve Khandelwal,
2006). Baz1 gidalarda, tiitiin triinleri dumaninda, hava, su ve diger ortamlarda bulunur.
Inhalasyon, sindirim ve dermal temas yoluyla insan viicuduna girebilir (Wu vd., 2016).
Kadmiyum, dogal ve antropojenik yollarla atmosfere salinir. Volkanlar, riizgardaki
partikiiller ve biyojenik emisyonlar atmosferdeki temel dogal kadmiyum kaynaklar1 olarak
kabul edilir (WHO, 2007). Kadmiyum bilesikleri, PVC firiinlerinde, renk pigmentlerinde,
cesitli alagimlarda ve gilinimiizde cogunlukla tekrar sarj edilebilir nikel-kadmiyum
bataryalarda stabilizator olarak kullanilmaktadirlar (Jarup, 2003).

Tiitlin triinlerinin kullanimi, madencilik, madenlerin islenmesi ve rafine edilmesi,
fosil yakitlarin kullanimi, belediye atiklarinin yakilmasi (6zellikle kadmiyum igeren piller
ve plastikler), fosfat giibrelerinin liretimi, kadmiyum kaplamanin geri doniistiiriilmesi, gelik
hurda, elektrik ve elektronik atiklar gibi insan faaliyetleri ile atmosfere birakilmaktadirlar.

Kadmiyum, bobrek (bobrek kadmium etkileri i¢in en hassas hedef organ olarak kabul
edilir), iskelet, solunum sistemi tizerinde toksik etkiler uygular ve insan karsinojeni olarak
siiflandirilir. Ortamda genellikle diisiik seviyelerde bulunur. Bununla birlikte, insan

aktivitesi bu seviyeleri 6nemli 6l¢giide arttirmaktadir (WHO, 2010; Wu vd., 2016).

48 112.41
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Sekil 2.4. Kadmiyum atomik numarast (48) ve atomik agirligi (112.41)

(https://www.shutterstock.com/tr/a/alejo%20miranda).
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2.5.1. Kadmiyum Karsinojenitesi

Kadmiyum ve kadmiyum bilesiklerinin insan karsinojenleri oldugu, epidemiyolojik
ve mekanik calismalar dahil olmak {izere insanlarda yapilan g¢alismalardan elde edilen
karsinojenisite kanitlarina dayanarak bilinmektedir. Kadmiyum ve kadmiyum bilesikleri,
deney hayvanlarinda yapilan g¢alismalardan elde edilen Kkarsinojeniteye iliskin yeterli
kamitlara dayanarak, 1980 yilinda yapilan “Karsinojenler Hakkinda ilk Yillik Rapor” da
insan karsinojenleri olarak kabul edilip buna uygun olarak listelenmistir (EPA, 2016).

Kadmiyum onkojenitesinin potansiyel olarak katkida bulundugu faktoérler; anormal
gen aktivasyonu, baskilanmis apoptoz ve/veya DNA onariminin engellenmesini igerir
(Waalkes, 2003).

Kadmiyum karsinojenitesine iliskin ilk arastirmalardan birisi Amerika’daki
kadmiyum islemeciliginde ¢alisan is¢ilerin akciger kanseri risklerinin incelenmesidir. 1940-
1969 yillar1 arasinda mininum 6 ay boyunca kadmiyum islemeciginde ¢alismis olan 602
beyaz erkek gozlemlenmistir. Populasyon 1978 yilinin sonuna kadar gozlemlenmeye devam
edilmistir. 1960 yilindan sonra ise alinan 261 is¢inin verileri oldukca acik bir popiilasyonu
gostermektedir. Calismalar akciger kanseri riskinin sadece arsenik ve sigara kullanimina
bagli olmadigin1 dogrulayabilmislerdir. Akciger kanseri riski gozlemlenmis olsa da diger
karsinojenlerin (sigara kullanimi ve arsenik) etkisi ¢alismaya netlik kazandiramamistir
(Thun vd., 1985).

1993°de IARC, kadmiyum ve kadmiyum bilesiklerini 1. Simf Insan Karsinojenleri
olarak (Tablo 2.2) siniflandirmistir (IARC, 1993).

Oksidatif etkisinden dolay1 olusan DNA hasarlarinin dogrudan karsinojenik etkisi
olmasa bile DNA hasar1 sonucu olusabilen apoptozun engellenmesi ya da hiicre ¢ogalma
mekanizmalarina etki ediyor olusu karsinojenik etki yapabilmektedir. Bunun disinda
kadmiyumun DNA onarimint engelledigi bunun sonucu olarak da mutasyona neden
olabilecegi bilinmektedir. Tiim bunlar birlestirildiginde kadmiyumun, karsinojenik olarak
biiyiik etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir (Waalkes, 2000).

Fareler iizerinde yapilan bir deneyde, fare L6 miyoblastlarinda c-myc, c-jun
transkripsiyonlarmi  indiikleyerek proto-onkogenlerin aktivasyonuna neden oldugu
gozlemlenmistir (Abshire vd., 1996).

Fareler tizerinde yapilan bir bagska deneyde, kadmiyum oksit tozu ve kadmiyum oksit
dumanina maruz birakilan disi farelerde akciger tiimorii olusumu 6nemli dlglide artmigtir

(Heinrich, 1992).
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IARC’1n elde etmis oldugu veriler sonucunda kadmiyumun akciger kanserine neden
oldugu kanitlanmis, prostat ve bobrek kanserlerine de neden olabilecegi belirtilmistir (Straif
vd, 2009).

Cesitli arastirmalarla prostat kanseri ve kadmiyum arasindaki baglantilar gosterilse
dahi su an i¢in kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Muhtemelen bunun sebebi bu baglantinin
kadmiyumun dozuna bagli olmasidir. Farelerde yapilan bir ¢alismada, yiiksek dozlardaki
kadmiyum maruziyetinin farelerin testislerinde bozunmalara ve tiimoér olusumuna neden
oldugu gbzlemlenmistir (Waalkes vd., 1989).

Insan prostat kanseri, karmasik bir etiyolojiye sahip olan dliimciil bir hastaliktir ve
tiim vakalarin nispeten kiigiik bir kismini tek bir faktore baglamamak gerekir. Son kanitlar,
kadmiyumun in vitro'da insan prostat epitel hiicrelerini, karsinojen olarak
dontistiiriilebildigini gostermektedir (Waalkes, 2003).

Ug farkli epidemiyolojik galismadan elde edilen verilere gére kadmiyuma mesleki
maruziyetin, yiiksek oranda renal kanser riskiyle iligkili oldugu ve bu olasilik oranlarinin 1,2
ila 5,0 arasinda degistigini gostermistir (11'yasova ve Schwartz, 2005).

1984-2013 yillar1 arasindaki verilerden yararlanarak kadmiyumun idrar kesesi
kanseri ile iligskisine yonelik kadmiyum maruziyeti, birikimi, toksisitesi, karsinojenitesi,
epidemiyolojik ve deneysel calismalari igeren bir derleme hazirlanmistir. Farkli
metodolojilere ragmen, kadmiyumla ilgili epidemiyolojik ve nefrotoksisite caligmalari
kadmiyuma mesleki maruziyetin, mesane kanseri riskinin artmasi ile iliskili oldugunu ve
tirotelyal hiicrelerde kadmiyumun potansiyel bir toksik element olduguna dair ek kanitlar

sagladiginmi gostermektedir (Feki ve Hamza, 2014).

2.6. Nikel

Nikel (Sekil 2.5) mikroorganizmalarin, bitkilerin, hayvanlarin bazi proteinlerinin ve
enzimlerinin bir bileseni olarak kabul edilir ve Diinya Saghig Orgiitii tarafindan insan saglhig
i¢in esansiyel element olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte, yiikksek oranda nikele maruz
kalma toksisite semptomlarina sebebiyet vermektedir (Xia vd., 2017).

Nikel, dayanikli olmasi, korozyon direnci, yiliksek sicaklik kararliligi gibi 6zellikleri
sebebiyle bir¢ok farkli endiistride (paslanmaz celik iiretimi, elektro kaplama, batarya,
elektronik, katalizorler vb.) kullanilmaktadir (Yin ve Wang, 2017).

Madencilik, 6giitme, eritme ve diger metalurjik endiistriyel prosesler ve fosil
yakitlarin kullanimi, hava ve su sistemlerinin nikel emisyonu ile sonuglanir. Havadaki nikel

tasiyan pargaciklar yiizey sularina ve topraga ¢oker, boylece bitki ve hayvanlar bu sekilde
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nikele maruz kalir (Schaumléffel, 2012). insanlar yiyecek, su, hava ve madencilik, aritma,
elektro kaplama, gida isleme araciligi ile nikele maruz kalabilirler (Song vd., 2017).

Nikel yaygim bir deri alerjenidir. Kadinlarda en fazla karsilasilan alerjendir ve
erkeklerdede olduk¢a yaygin bir alerjendir. Kadin popiilasyonunun %210-15'i ve erkek
popiilasyonunun %21-2'si Nikel'e kars1 alerjik tepki gostermektedir. Nikelin immiinolojik
etkilerinden 6zellikle nikel iyonlarinin sorumlu oldugu kabul edilmektedir. Bu duyarliligin
genellikle genglerde, nikel alasimlarina mesleki olmayan cilt temaslarindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ozellikle nikel iceren sivilar ve soliisyonlara mesleki maruziyetlerden
olusan tahrikler el egzemasina sebep olabilmektedir. Oral yolla diisiikk dozda nikel alimi
duyarli kigilerde kontakt dermatite neden olabilir. Nikel duyarlilig1 olan kisilerin nikel i¢eren
implant ve protezleri kullanmasi halinde alerjik reaksiyonlar olusabilir (IARC, 1990).

Karsinojenitesinin disinda nikel ve nikel bilesiklerinin nérotoksisitesi de son yillarda
biiyiik ilgi gérmiistiir. Solunum yoluyla maruz kalinan Nikel oncelikle serebral kortekste ve
tiim beyinde birikerek bas agrilari, sersemlik, yorgunluk, uyusukluk ve ataksi gibi ¢esitli

norolojik semptomlara neden olmaktadir (Song vd., 2017).

28 58.693

Ni

NICKEL

Sekil 2.5. Nikel atomik numarasi (28) ve atomik agirlig: (58.693)

(https://www.shutterstock.com/tr/a/alejo%20miranda).

2.6.1. Nikel Karsinojenitesi

Yapilan bir arastirmada nikel rafinelerinde veya nikel isleme tesislerinde ¢alisirken

yiiksek seviyelerde nikel bilesikleri igeren tozu soluyan isgilerin akciger ve siniis
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kanserlerine yakalanma olasiliklarinin ¢ok yiiksek oranda arttig1 g6zlemlenmistir. Saglik ve
Insan Hizmetleri Dairesi (DHHS), nikel metalinin karsinojen olabilecegini ve nikel
bilesiklerinin insan karsinojenleri oldugunu belirtmistir. IARC, bazi1 nikel bilesiklerinin
insanlara karsinojenik oldugunu ve metalik nikelin ise insanlara karsinojenik olabilecegini
aciklamistir (Tablo 2.2). Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (USEPA), nikel
rafineri tozlarinin ve nikel subsiilfatin insan karsinojenleri oldugunu belirtmistir (ATSDR,
2005).

Bazi partikiillii nikel bilesiklerinin deney hayvanlar iizerindeki karsinojenik etkileri
arastirilmis ve suda ¢ozlinen nikel tuzlarinin karsinojenik etkiye sahip olmadigi, bunun
sebebinin de nikel tuzlarinin hiicreye giremiyor olusundan kaynaklandigi raporlanmistir.
Bazi karsinojenik partikiillii nikel bilesiklerinin ise hedef hiicreler tarafindan fagositoz
yoluyla hiicre igerisine alindigi, nikel iyonlarinin hiicre icerisinde yiiksek seviyelere ¢ikarak
hiicreye ve genetik materyale hasar verdigi, boylece karsinojenik etki gosterdigi
gozlemlenmistir (Costa vd., 1994).

Karsinojen aktivite esas olarak nikel bilesiklerinin ¢oziiniirliigiine baglidir. NiS, NiO
ve NisSz gibi bilesiklerin dokulardan kolayca temizlenememesi ve ¢dziinmez olmalari, bu
bilesiklerin daha yiiksek oranda karsinojen etkiye sahip olmalarini saglamaktadir. Ni(OAC)2,
NiClz, NiSO4 gibi in vivoda ¢oziinebilen Nikel bilesiklerinin ise diger Nikel bilesiklerine
oranla ¢ok daha az karsinojen etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir. Tiimér olusumuna
sebebiyet veren yollar ise sunlardir; inhalasyon, intramuskiiler, intrarenal, intraperitoneal,
intraokiiler ve deri alt1 (Denkhaus ve Salnikow, 2002).

Nikel iscilerinin nazal kanser egilimleri ilk olarak 1933'de Bridge tarafindan
raporlandi. 1937'de Baader, galli rafineri is¢ileri arasinda 17 nazal ve 19 akciger kanseri
vakasi agikladi. 1949'a gelindiginde (1923 ve 1948 arasindaki teshislerde), bu rakamlar 47
nazal kansere ve 82 akciger kanserine kadar yiikseldi. Her iki bolgedeki nikel ¢alisanlarinda
ortaya ¢ikan kanser vakalar1 sonucu olarak Biiyilik Britanya'da nikel endiistriyel hastaliklar
sinifina dahil edildi. Uzun yillar boyunca, sadece suda ¢oziinmeyen nikel bilesenlerinden
kaynaklanan tozlarin karsinojen olduguna inanilmaktaydi. Ancak, elde edilen
epidemiyolojik veriler, nikel elektrorafinasyon tesislerinde tiretilen ve suda ¢oziinebilen
nikel bilesiklerinin aerosollerinin, insan solunum yollarinda da karsinojen etkiye sebep
oldugunu agikca gostermektedir. Nikel rafineri iscilerinde solunum yolu tiimorlerinin
histopatolojisi incelenmis, arastirilan 100 sinonazal kanser arasinda pullu hiicreli
karsinomalar (%48), anaplastik ve farklilasmamis karsinomalar (%39), adenokarsinomalar

(%6), gecis hiicresi karsinomalar1 (%3) ve diger habis tiimorler (%4) olarak belirlenmistir.
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Incelenen 259 akciger tiimériinde, pullu hiicreli karsinomalar (%67), anaplastik, kiiciik
hiicreli ve yulaf hiicreli karsinomalar (%15), adenokarsinomalar (%S8), biiyiik hiicreli
karsinomalar (%3), diger habis tiimorler (%]1) ve belirtilmemis kanserler de (%6) olarak
teshis edilmistir (Kasprzak vd., 2003).

Nikel ve kursun tuzlarinin maksiumum tolerans dozlarinda farelere enjekte edilerek
yapilan bir ¢calismada 30 haftanin sonunda incelemeler yapilmistir. Incelemenin sonucunda
deneklerdeki akciger adenomalarinin gerek nikel gerekse kursun tuzuna maruz birakilan
farelerde 6nemli Glgiide arttigi tespit edilmistir (Poirier vd., 1984).

Guinea domuzlar1 ve farelerin uzun siireli nikel metal tozu solumalarinin etkileri
incelenmis, nikelin akciger tiimdrlerini yliksek oranda indiikledigi gozlemlenmistir
(Hueper ve Payne, 1962).

Bir baska ¢alismada Nikel (II) asetat enjekte edilen fareler 2 gruba ayrilmis ve
gruplardan birisi sodyum bartibal ile tedavi edilmistir. Sodyum bartibal kullanilmayan
grupta hipofiz bezi tiimorleri gozlemlenirken, sodyum bartibal kullanilan grupta renal
tiimorler gozlemlenmistir. Elde edilen sonuclar Nikel (II) asetatin farelerin hipofiz bezi i¢in
karsinojenik etkiye sahip oldugunu ve fare bobrekleri i¢in potansiyel karsinojenik etkilere
sahip olabilecegini gostermistir (Diwan vd., 1992).

Uzun siireli kronik Ni3Sz tozunun solunmasi saglanan farelerde akciger tiimorlerinin
olustugu (Ottolenghi vd., 1975), Ni3S2’nin fareler {izerindeki etkilerini arastiran bir diger
caligmada da fare testislerinde tiimoér olusumuna neden oldugu belirlenmistir (Damjanov vd.,

1978).

2.7. Arsenik

Arsenik (Sekil 2.6) inorganik ve organik formlarda her ¢evrede bulunabilen bir
elementtir. Arsenik 6liimciil akut zehirlenmelere neden olabilir ve uzun siireli maruziyeti
cesitli kanserlere, diyabete, deri hastaliklarina, kronik okstiriige sebebiyet verebilir. Ayrica
karacigere, bobreklere, kardiyovaskiiler sisteme, periferal ve merkezi sinir sistemlerine
toksik etkilerde bulunabilmektedir. inorganik formundan daha az zararl etkiye sahip olan
organik arsenik ¢ogunlukla gidalarda bulunurken, inorganik arsenik bilesikleri cogunlukla
yer alt1 sularinda bulunur ve bu bolgelerdeki birikimi erozyon, asinma, biyolojik aktiviteler
gibi dogal yollarla olabilecegi gibi antropojenik kontaminasyonla da olabilir (Baastrup vd.,
2007).

Arsenik, komiirle ¢alisan enerji iiretim tesisleri, yanan bitki Ortiileri ve volkanik

patlamalar gibi yiiksek sicaklik siirecleri goriilen ortamlardan atmosfere salinir. Kayalarin,
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minerallerin ve cevherlerin ¢oziilmesiyle, madencilik atiklar1 dahil olmak tizere endiistriyel
atiklarla ve atmosferik ¢cokelme yoluyla suya karigsmaktadir. Toprakta bulunan arsenik, dogal
olarak ortaya ¢ikan veya antropojenik salimlar sonucu toprak yiizeylerinde bulunan demir,
alliminyum ve magnezyum oksitleri ile ¢oziinmeyen bilesikler olusturur ve bu formdaki
arsenik genel olarak hareketsizdir.

Arsenik cogu gidada, genellikle 20 ila 140 pg/kg arasinda degisen oranlarda bulunur.
Ancak bazi deniz tiriinlerinde bu oran daha yiiksek seviyelerde olabilmektedir (EPA, 2014).

Arsenik, dogal cevrede bulunan en zehirli metallerden biridir. Insanlarin arsenik
toksisitesine baslica maruz kalma nedeni dogal jeolojik kaynaklardan ziyade madencilik,
eritme veya tarimsal kaynaklar (pestisitler veya giibreler) sebebiyle i¢gme suyunun
kirlenmesidir (Ratnaike, 2003).

Arsenik inorganik veya organik formda bulunabilen bir metaldir. Inorganik arsenik
bilesikleri arasinda arsenitler, arsenatlar ve element arsenik bulunur. Organik arsenik
bilesiklerini arsin ve organik tiirevleri olusturur. Bununla birlikte, in vivo'da organik-
inorganik ve inorganik-organik doniisiimler meydana gelebilir (Graeme, Pollack 1998).

Arsenik ve arsenik bilesikleri yiizyillardir ticari olarak iiretilmekte ve kullanilmaktadir.
Arsenik'in gilincel ve tarihsel kullanimlar1 arasinda ila¢ sanayii, ahsap koruyucu, zirai
kimyasallar, pigment imalati, deri koruyuculari, zehirli yem iiretimi, madencilik, metaliirji, cam
yapimi endiistrileri yer almaktadir. 1970'lere kadar cesitli tibbi uygulamalarda arsenik
kullanilmistir. inorganik arsenik 16semi, sedef hastalig1 ve kronik bronsiyal astim tedavisinde
kullanilmistir. Organik arsenik ise antibiyotiklerde spirochetal ve protozoal hastaliklarin tedavisi
amaciyla kullanilmistir. Elemental arsenik, 6zellikle kursun (kursun asitli bataryalar gibi) ve
bakir ile alagim imalatinda kullanilmaktadir. Bunun disinda katalizorlerde, patlayicilarda,
boyalarda, sabunlarda, seramiklerde, elektrofotografide, alasimlarda (otomobil lehim ve
radyatorlerinde) ve teknelerde ¢liriime 6nleyici boyalarda kullanilmaktadir (Flanagan vd., 2012).

Arsenik kardiyovaskiiler hastaliklar, gelisim anomalileri, ndrolojik bozukluklar,
diyabet, isitme kaybi, hematolojik bozukluklar ve g¢esitli kanser tiirlerine neden
olabilmektedir. Her ne kadar dermal ve parenteral yollarla arsenik maruziyeti meydana
gelebilse de yutma ve solunum arsenik maruziyetinin temelini olusturmaktadir. Olusan
olumsuz saglik etkilerinin siddeti arsenigin Kimyasal yapisi, doz ve maruziyet siiresine
baglidir. Elde edilen bilgiler, arsenik zehirlenmesinin en énemli halk sagligi1 sorunlarindan

birisi oldugunu gostermektedir (Tchounwou vd., 2004).
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Sekil 2.6. Arsenik atomik numarasi (33) ve atomik agirligi (74.922)
(https://www.shutterstock.com/tr/g/alejo%20miranda).

2.7.1. Arsenik Karsinojenitesi

Inorganik arsenik, Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC 2012) ve Ulusal Toksikoloji
Programi1 (NTP 2014) tarafindan insanlardaki kanitlara dayanarak karsinojen olarak kabul
edilmistir (Tablo 2.2). Giiniimiizdeki epidomiyolojik ¢alismalar, oral arsenik maruziyetinin
insanlarda karsinojen etkisi olduguna dair ek kanitlar sunmaktadir. Bu galigmalar, oral yolla
inorganik arsenige maruz kalmanin mesane ve iirotelyum, gastrointestinal sistem, bobrek,
karaciger, girtlak ve yutak, akciger, pankreas ve deri kanserine neden olabildigini
gostermektedir. 1958—-1970 arasinda Sili’deki i¢me sularindaki yiiksek arsenigin (yaklasik
870 ng/L) insanlar iizerindeki etkileri incelenmis, 30-49 yas araligindaki yetigkinlerin
yiiksek oranda kanser hastasi oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle akciger, mesane, girtlak ve
yutak, bobrek, karaciger kanserinin ve diger kanser tiirlerinin sayisinda ¢ok biiyiik bir artig
oldugu gozlemlenmistir. Organik arsenigin hayvanlar lizerindeki etkilerini arastiran bir
caligmada arsenik metaboliti olarak methylarseonous asitin (MMA (111)) karsinojenik
etkileri degerlendirilmistir. Gebelik donemindeki (8-18. Giinler arasinda) CD1 farelerinin,
MMA (Ill))e maruz kalmasinin, yavrularda kanser olusumuna neden oldugu
gozlemlenmistir. Erkek yavrularda hepatosiilliiler karsinom, adrenal adenoma ve akciger
adeno karsinomda artis gézlemlenmistir. Disi yavrularda adrenal kortikal adenoma ve rahim
epiteli timorlerinde artis olmustur (FDA, 2016).

Metal islemede calisan is¢i popiilasyonlarinin (Tacoma, WA; Magma, UT;

Anaconda, Montana; Ronnskar, Isvec; Saganoseki-Machii, Japonya) incelenmesiyle
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olusturulan bir dizi ¢alismanin sonucunda, mesleki arsenik maruziyetinin akciger kanseri
riskini 6nemli Olglide arttirdig1 sonucuna varilmistir. Bir bagka calismada akciger kanseri
Oliimlerinin, pestisit tiretim isgilerinde popiilasyonun geri kalanina oranla daha fazla
oldugunu belirtilmistir. Ayrica bir pestisit liretim tesisinin yakininda yasayan bir popiilasyon
tizerinde yapilan incelemelerde, bu bolgede yasayan insanlarin akciger kanseri i¢in asir1 risk
altinda oldugunu ortaya ¢gikarmistir. Pestisit ¢calisanlarinin vaka raporlari, arsenik maruziyeti
ve akciger kanseri arasindaki iliskiyi desteklemistir (USEPA, 1995).

DMAA (dimethylarsinic acid) arsenigin c¢evrede bulunan ve en sik rastlanan
formlarindan birisidir. DMAA’nin erkek fareler iizerindeki etkilerini arastiran bir ¢alismada
mesane tiimorlerine sebebiyet verdigi (Li vd., 1998), bir baska calismada farelerde akciger
timorlerine neden oldugu (Yamanaka vd., 1996) ve farelerde yapilan bir diger ¢alismada
karaciger tiimdrlerine sebebiyet verdigi gézlemlenmistir (Johansen vd., 1984).

Fare karaciger epitel hiicrelerindeki kronik arsenik etkileri incelenmis ve DNA
hipometilasyonuna neden oldugu, DNA metiltransferaz aktivitesini azalttigi, proto-onkogen
c-myc aktivitesini yiiksek oranda arttirdigi belirlenmistir. DNA hipometilasyonuna neden
olarak anormal gen ifadelerine sebep olmasi nedeniyle arsenigin karsinojen etki gosterdigi
belirlenmistir (Abernathy vd., 1999).

Galyum arsenitin fareler iizerindeki etkisi incelenmis, suya karistirilarak oral yolla
farelere verilen galyum arsenitin dozuna bagl olarak bronsal tiimorlerin olustugu, yiiksek
dozlarin sonucunda losemi vakalarinin ortaya c¢iktigi, akciger alveolar epitellerinde

hiperplazi olustugu gézlemlenmistir (WHO, 2000).

2.8. Krom

Beslenme yoluyla alinan krom (III) insan ve diger hayvanlarda glukoz toleransinin
diizenlenmesinde esansiyel element olarak kullanilmaktadir (IARC, 1980). Krom (Sekil 2.7)
cinko kaplama, ¢elik, deri ve boya endiistrileri dahil olmak {izere bir¢ok endiistriyel alanda
kullanilmakta ve g¢evreye salinmaktadir (Yang vd., 2004). Baslica kullanim alanlarini
metalurji, 1s1 yalittimi ve kimya endiistrileri olusturmaktadir. Metalurjide krom-metal, krom-
nikel-gelik alasimlarinda kullanilmakta, bu metal alasimlarinin direng ve dayanikliliklarini
arttirmaktadir. Yiiksek erime noktasina sahip olmasi, 1liml termal genlesme uygun olmasi,
yiiksek sicakliklarda kristal formunun stabilitesi ve notr kimyasal davranisi sebebiyle yalitim
malzemesi olarak kullanilmaktadir. Yiiksek oranda renklendirilmis krom tuzlar1 pigment ve
renk sabitleyici olarak tekstil endiistrisinde, tabakalagtirmada, seramiklerde, fotografik

emiisyonlarin sertlestirilmesinde organik ve inorganik reaksiyonlar i¢in katalizorler olarak
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kullanilmaktadir. Ayrica patlayici yapiminda da kullanilmaktadir. Tipta, yakici ve asindirici
olarak krom trioksit, kirmizi kan hiicrelerinin 6l¢iimii i¢in sodyum radyokromat

kullanilmaktadir (Léonard ve Lauwerys, 1980).

94  51.996

Cr

CHROMIUM

Sekil 2.7. Krom atomik numarasi (24) ve atomik agirligi (51.996)
(https://www.shutterstock.com/tr/g/alejo%20miranda).

Kentsel alanlardaki egzoz dumani, komiir ve gazolin yakimi bu metal i¢in ¢evre
kirliliginin ana potansiyel kaynaklarini temsil etmektedir. Kentsel bolgelerdeki havada
bulunan Cr konsantrasyonlarinm 0.1 pg/m? ten daha az oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, kronik olarak kroma maruz kalmanin olumsuz etkileri, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile g6z ardi edilemez (Alimonti vd., 2000).

Krom ortamda bulunmasi agisindan iki sinifta degerlendirilir. Bunlar trivalent krom
(chromium(111)) ve hexavalent kromdur (chromium (VI)). Kroma maruz kalma dogal
yollardan ya da endiistriyel kaynaklardan meydana gelir. Krom (III), krom (VI)'ya gore daha
az toksik etkiye sahiptir. Krom (VI)'da oldugu gibi krom (III)'dede toksisitenin en gok
etkilendigi bolge solunum sistemi organlaridir. Ayrica viicut i¢erisinde krom (VI)'nin bir

kism1 krom (II1)'e detoksifiye edilebilir (USEPA, 2000).

2.8.1. Krom (VI) Karsinojenitesi

Kroma maruz kalmanin biyolojik etkileri birbirinden farkli olup metal tiiriine
baghdir. Krom (VI) iceren belirli bilesiklere maruz kalma akciger kanseri riskinin artmasi

ile iliskilendirilmistir.
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IARC, krom (VI) iceren bilesikleri ¢esitli meslek ortamlarinda karsilastirarak bu
bilesikleri grup 1 insan karsinojenleri olarak siniflandirmistir (Tablo 2.2). Amerika Birlesik
Devletleri Cevre Koruma Ajanst (USEPA) havada bulunan krom (VI)'y1 grup A insan
kanserojeni olarak listelemistir. Zehirli Maddeler ve Hastaliklar Kaydi Ajansi (ATSDR)
ayrica, krom bilesiklerinin endiistriyel ortamlardaki diisiik ¢oziiniirliikteki partikiillerinin
kronik solunumunun karsinojenik etkiye sahip oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte, tiim
krom (VI) igeren bilesikler karsinojen degildir. 20. yiizyilin ortalarinda epidemiyologlar,
nispeten ¢oziinmez olan alti degerli krom bilesiklerinin en biiylik karsinojenik riski
sunduklarini belirtmislerdir (O'Brien vd., 2003).

Jinzhou (Cin)’da krom islemecigi yapilan bir bolgenin etrafindaki insan
poplilasyonunda artan kanser vakalari iizerine bir c¢alisma yapilmistir. Toplam kanser
oranlari belirlenmistir. Elde edilen data daha sonrasinda ¢esitli ¢alismacilar tarafindan tekrar
degerlendirilmistir. Yapilan yeni arastirmalar orijinal arastirmayla uyusmaktadir. Bu
dogrultuda elde edilen verilerden krom (V1) nin tek bir organ i¢in karsinojen olmadigi ve
karaciger, bobrek, mesane, gastrointestinal sistem, hematopoetik sistem hatta kemiklere etki
edebilecegi sonucu elde edilmistir (Linos vd., 2011).

Krom (VI)’nin farelerin akcigerleri {izerine etkilerini arastiran bir ¢alismada, krom
(V1)’nin apoptozu engelledigi gézlemlenmistir. Apoptozun olusumunda anahtar rol alan p53
geninin, yiiksek dozlardaki krom (VI)’ya maruz kalan fare akciger hiicrelerinde ifade
edilemedigi ve baskilandigi gézlemlenmistir (D'Agostini vd., 2002).

Bagka bir calismada, oral yolla krom (VI)’ya maruz birakilan farelerin bagirsak ve

karacigerlerinde tiimor olusumlart gergeklesmistir (Stout vd.,2009).
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Tablo 2.2. IARC ¢alisma grubu tarafindan belirlenen bazi metallerin karsinojenik
etkileri (Straif vd, 2009).

Class 1 Insanlarda timér | Tiimor Diger etkiler
Karsinojenler | olusumu ya da olusumu
cesiti kesin olarak | gozlemlenen
kanitlanms diger bolgeler
bolgeler
Arsenik ve Akciger, deri, Bobrek, Oksidatif DNA hasari, genomik
inorganik mesane karaciger, diizensizlik, anaploidi, gen
arsenik prostat amplifikasyonlari, epigenetik
bilesikleri etkiler, DNA onarim
mekanizmalariin bozulmasina
bagli mutasyonlar
Kadmiyum ve | Akciger Prostat, bobrek | DNA onarimi inhibasyonu, timor
kadmiyum stipresor proteinlerindeki
bilesikleri bozukluklara bagli genomik
diizensizlik
Nikel Akciger, burun DNA hasari, kromozom
bilesikleri boslugu, paranazal bozukluklari, genomik diizensizlik,
siniisler - mikroniikleus, DNA onarimi
inhibisyonu, DNA metilasyon
degisiklikleri, histon
modifikasyonlar1
Krom (VI) Akciger Burun boslugu | Hiicre i¢i krom (III)
bilesikleri ve paranazal indirgenmesine bagli dogrudan

sinusler

DNA hasari, mutasyon, genomik
diizensizlik, anaploidi, hiicre

transformasyonu
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Drosophila Kiiltiirleri

Standart misir unu besi yerinde (misir unu, seker, maya, agar, su ve antifungal olarak
propiyonik asit), cam siseler igerisinde, 24 £1 °C sicakligindaki inkiibatorde iiretilmistir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Besi yeri hazirlanmasi asamast

3.2.  Deney Gruplar

Besiyerinde, Kadmiyum (Cd(NO3)2) 5 ug/L ve 50 ug/L; Nikel (Ni(NO3)2) 20 pg/L
ve 200 pg/L; Arsenik (As) 10 pug/L ve 100 pg/L ve Krom (CrOs) 50 pg/L ve 500 pg/L
konsantrasyonlarda olmak iizere deneysel besi yerleri olusturulmustur. Bu konsantrasyonlar
belirlenirken, dogada bulunabilme veya giivenli olarak kabul edilen sinir degerlerden

faydalanilmis, diisiik konsantrasyonlar her metal i¢in bu degerlere yakin olarak
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belirlenmistir. Ikinci ve daha yiiksek konsantrasyonlar ise belirlenen bu degerlerin 10 kat:
olarak uygulanmistir.

Disi sirke sinekleri deneysel besiyerlerine alinmis ve yumurtalarini buraya
birakmalar1 saglanmistir. Bu yumurtalardan ¢ikan larvalar, 3. Instar evresine gelene kadar
agir metal igeren besi yerlerinde beslenmis, 3. Instar evresinde besi yerinden alinarak,
larvalardan DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Her bir grupta 50 adet sinekle deneye
baslanmis, deney sonunda her gruptan 10 adet larva i¢in (3. instar evresi) mtDNA oOlgiimleri

yapilmustir.
3.3.  mtDNA Calismasi

3.3.1. DNA'min izole Edilmesi

DNA izolasyon islemleri i¢cin SIGMA “Gen elute genomic DNA purification” Kiti
kullanildi. Bu dogrultuda sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

1. Larvalar, 1,5 ml’lik ependorf tiiplerin icerisinde, makas kullanilarak kii¢iik
partikiillere ayrildi (islem buz i¢inde gerceklestirildi)

2. Tiiplerin tamamina 180 pl Lizis T soliisyonlar1 eklendi

3. Tiiplerin tamamina proteinaz K (20 mg/ml) soliisyonlarindan 20 pl eklendi

4. Tiplerin tamami vortekslenip sonrasinda 55°C’da (2-4 saat arasi) dokularin
tamaminin ¢6zlilmesi saglandi

5. Her bir tiipe 20 pl RNaz A eklenip oda sicakliginda 2 dakika bekletildi

6. Her bir tiipe 200 pl Lizis C soliisyonlar1 eklendi

7. Tiplerin tamami yaklagik 15 saniye vortekslenip karigimlarin tamamen homojenize
olmasi saglandi

8. Lizat'm elde edilebilmesi i¢in 10 dakika boyunca 70 °C’da inkiibasyon
gerceklestirildi

9. 500 pl kolon preparasyon cozeltisi kolonlarin tamamina eklendi ve 1 dakika
boyunca 12000 rpm’ de santrifiijlenerek biriken s1v1 uzaklastirildi

10. Baglantinin olusup lizatin hazirlanmasi igin, 200 pl'lik saf etanol lizata eklendi ve
yaklasik 5-10 saniye boyunca vortekslendi

11. Agz genis pipet uclart yardimiyla 500 pl lizat hazirlanmis kolona yiiklenmesinin
ardindan 1 dakika boyunca 9300 rpm’de santrifiijlendi. Santrifiijlenen kolon baska bir

toplama tiipline alindi.
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Sekil 3.2. PCR asamasi

12. ilk yikama islemi i¢in kolona 500 ul yikama ¢ozeltisi eklenip ve 1 dakika boyunca
9300 rpm’de satrifiij edildi. Elde edilen kolon bagka bir toplama tiipiine aktarildi

13. Ikinci yikama islemi i¢in kolona 500 ul yikama soliisyonu eklenip ve 3 dakika
boyunca 10200 rpm'de santrifiij edildi. Elde edilen kolon baska bir toplama tiipiine
aktarildi

14.100 pl elusyon (10 mM Tris-HCI pH: 9, 0,5 mM EDTA) ¢ozeltisi kolon merkezine
ilave edildip, oda sicakliginda 5 dakika boyunca bekletilip sonrasinda 1 dakika
boyunca 9300 rpm’de santrifiij edildi. Bu islemin sonucunda kolondan DNA elde

edilmis oldu.

3.3.2. DNA’da On Kantitasyon islemi

PCR islemi igin tliplerin tamamina 5 ng kalip ekleneceginden dolayi, izole edilmis
DNA miktarinin belirlenmis olmasi gerekir. Bu nedenle, olduk¢a hassas ol¢iimlerin
yapilabilmesine olanak veren Pico Green floresan dsDNA kantitasyon boyasi kullanildi,

florimetrede 485 nm eksitasyon, 530 nm emisyon dalga boylarinda dlgtimler gergeklestirildi.
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Standart grafik, 100 ng/ ul’lik A DNA stogundan 1.25, 2.5, 5, 10 ng/ ul’lik dilusyonlarin

hazirlanmastyla olusturuldu.

3.3.3. Orneklerin PCR islemi

Her biri 50 pl olan reaksiyon tiiplerine 5 ng kalip DNA eklendi (On kantitasyon
verilerine gore seyreltilen kaliplardan). PCR enzimi olarak reaksiyon spesifikligi g6z 6niinde
bulundurularak hot start kapasitesine sahip olan, Thermo Phire hot start 1| DNA polimeraz
kullanilmistir. Bu karisima %4 DMSO ilave edildi (Sekil 3.2).

PCR esnasinda kullanilmis olan Drosophila’ya spesifik primer dizileri asagida
siralanmustir.

100 bp'lik kisa fragment i¢in primerler :
11426 5’- TAAGAAAATTCCGAGGGATTCA -3’
11525 5- GGTCGAGCTCCAATTCAAGTTA -3’

10629 baz’lik uzun fragment i¢in primerler :

1880 5’- ATGGTGGAGCTTCAGTTGATTT -3’
12508 5°- CAACCTTTTTGTGATGCGATTA -3’

Reaksiyonun 1s1 kosullar1 asagidaki gibi belirlendi:

Uzun fragment i¢in;

98 °C'de 1 dakika

98 °C'de 10 saniye

52 °C'de 45 saniye

68 °C'de 4 dakika (diisik uzama sicakliklart uzun amplifikasyonlar igin

tavsiye edilmektedir)
68 °C'de 5 dakika
(Koyu renkle belirtilen kisumlar ana dongiiyii belirtmektedir ve 18 kere tekrarlanmustir)

Kisa fragment i¢in;

98 °C'de 1 dakika
98 °C'de 10 saniye
55 °C'de 45 saniye
72 °C'de 10 saniye
72 °C'de 2 dakika

(Koyu renkle belirtilen kisimlar ana dongiiyii belirtmektedir ve 19 kere tekrarlanmuistir)
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3.3.4. PCR Uriinlerinde Kantitasyon

PCR'm ardindan 6rneklerin tamamindaki DNA miktarlari tekrar PicoGreen boyasi ile
belirlendi. Kantitasyon islemi i¢in kuyucuklara 90 pl TE, 10 ul PCR {iriinii, 100 pl Picogreen
soliisyon eklenerek, florimetrede 485 nm eksitasyon, 530 nm emisyon dalga boylarinda

Olctimler gergeklestirildi.

3.3.5. mtDNA Hasarlarinin Hesaplamalari

Tek bir 6rnekte olusan hasarin miktarini (lezyon frekansi) 6grenmek amaciyla, Uzun
fragment amplifikasyonu sonucu, kisa fragment amplifikasyonu sonucuna boliindii. Bu
sekilde, 6rnegin uzun fragment amplifikasyonundan elde edilen veriler, mtDNA kopyasinin

miktar1 baz alinarak normalize edilmesi saglandi.

3.4. Istatistik

Verilerin istatistiki analiz islemleri, Minitab Release 13.0 istatistik programindan

(www.minitab.com/products/minitab) yararlanarak, Mann Whitney testi araciliiyla

gerceklestirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Yapmis oldugumuz deneylerin sonucunda gézlemlenen mtDNA kopya sayilart ve
relatif amplifikasyon degerleri Tablo 4.1°de belirtildi. Diisiik miktardaki relatif
amplifikasyonlar (RA), yiiksek miktarda mtDNA hasar1 oldugunu gésterir. Elde ettigimiz
sonuglara gore, dogada bulunabilme veya giivenli olarak kabul edilen sinir iizerinden
belirledigimiz diisiik konsantrasyonlarda mtDNA hasar1 gozlenmezken, 10 kat daha ytliksek
olan konsantrasyonlarda krom disindaki diger metaller i¢in istatistiksel olarak anlamli
mtDNA hasar1 gézlenmistir.

500 pg/L krom uygulanan grupta da kontrole gore diisik RA degerleri
gbzlemlenmesine ragmen, bu gruptaki hasarin istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamasinin
sebebi, bireyler arasindaki varyasyonun fazla olmasi ve bu durumun, standart hata ve
standart sapma oranlarini yiikseltmesidir.

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 ‘de gruplarin RA ve mtDNA kopya sayis1 degerleri

karsilastirmali olarak goriilmektedir.

Tablo 4.1. Relatif amplifikasyon ve mtDNA kopya sayist degerleri

Deney Gruplari Relatif Amplifikasyon mtDNA Kopya Sayisi
Kontrol 4,41 £0,18 250+9,2

Kadmiyum (5 pg/L) 4,31 +0,39 2439+ 18,1
Kadmiyum (50 pg/L) 3,15+0,15% 223,8 £25,5

Nikel 20 pg/L 3,35+0,51 292,6 £ 35,1

Nikel 200 pg/L 3,12 +0,14* 183 £ 16,7

Arsenik 10 pg/L 4,32+0,27 268,7 £23,1

Arsenik 100 pg/L 3,35+0,19* 214+ 20,5

Krom 50 pg/L 4.9+ 0,45 2639+ 12,3

Krom 500 pg/L 3,29+0,35 205,6 +17,7

*[statistiksel olarak kontrol grubundan farkhidir (p<0.05)
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Sekil 4.2. Kontrol ve deney gruplarinin mtDNA kopya sayist grafigi

Kadmiyumun ytiksek dozlarinda, Drosophila’da mtDNA hasarina sebep olabildigi,
bu tez calismasinin sonuglarinda goriilmektedir. Mitokondrial bozukluklar dogrudan ya da
dolayl olarak kanserle baglantilidir. Kadmiyum mitokondrial fonksiyon bozukluklarina
neden olabilmekte, bu bozunmalar da kansere neden olabilmektedir. Kadmiyumun ROS
tiretimi artisina neden olarak mitokondrideki hasar1 indiikliiyor olabilecegi diisiiniilmektedir

(Wang vd., 2004). Kadmiyum'a maruz kalmanin ilk asamalarinda mitokondriyal DNA'nin
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cekirdek DNA'simna oranla daha hizli hasar gorliyor olmasi, ROS'un hiicrenin diger
kisimlarina oranla mitokondri igerisinde daha fazla olustugu disiiniildiigiinde, olusan
hasarmn biiyiik ihtimalle ROS kaynakli olabilecegini gostermektedir (Watanabe, 2003).
Kadmiyum, mitokondrideki elektron transfer zincirini inhibe etmekte ve bu nedenle anormal
bir ROS seviyesi artigina neden olmaktadir (Nzengue vd., 2008).

Euglena gracilis iizerinde yapilan bir ¢alismada kadmiyum maruziyetinin
mitokondrial DNA'da kirilmalara neden oldugu gésterilmistir. Arastirmacilar, kadmiyum
kaynaklt mitokondriyal DNA bozunmalarini, TUNEL testi ve DAPI boyama ile
dogrulamiglardir. Yapmis olduklari g¢alismada mitokondrinin E. gracilis hiicrelerinde
kadmiyum igin birincil hedef organel oldugu gozlemlenmistir (Watanabe vd., 2003).
Karidesler (Litopenaeus vannamei) iizerinde yapilan bir baska c¢aligmada, Cd*2
maruziyetinin mitokondrial DNA hasarin1 ve ROS firetimini arttirdigi kanitlanmis, bu
durumun alinan Cd*? dozuyla dogru orantil1 oldugu belirtilmistir (Chang vd., 2009).

Yiiksek dozlarda nikel maruziyetinin mtDNA hasarina sebep olabildigi, bu tez
caligmasinda ortaya ¢ikan bir bagka sonugtur. Bu hasarin sebebinin de, tipki kadmiyumdaki
gibi, oksidatif stres kaynakli olabilecegi disiiniilmektedir. Oksidatif stres proteinlerin,
doymamis yag asitlerinin ve mtDNA'min oksidasyonuna neden olabilir ve bu da
mitokondrinin morfolojik ve fonksiyonel olarak bozunmasina sebep olabilir (Xu vd., 2015).
Son calismalar, Nikel norotoksisitesinin oksidatif stres ve mitokondrial fonksiyon
bozukluklarinin olusumunda o6nemli rol oynadigini gostermektedir. Bunun nedeni,
mitokondrial DNA'min oksidatif strese kars1t olduk¢a savunmasiz olmasidir. Mitokondrial
DNA’nin i¢ zardaki solunum zincirine olan yakinligi, hasar olusmasi halinde tamir ic¢in
siurl kapasitesinin olmast ve intron eksikligi mtDNA'nin oksidatif strese oldukca duyarl
olmasina sebep olmaktadir (Ayhan vd., 2004).

Fare noroblastoma hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada, fare ndroblastoma hiicre
dizileri (Neuro2a) 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda nikel klorite (NiClz, 0.125, 0.25
ve 0.5 mm) maruz birakilmistir. Nikelin, ROS {iretimini ve mitokondrial siiper Oksit
seviyelerini Onemli Olgiide arttirdigr belirlenmistir. Ayrica, nikel maruziyetinin
mitokondriyal 8-hidroksiguanin (8-OHdG) igerigini arttirdigi, mtDNA igerigi ve mtDNA
transkript seviyelerini azalttigi gozlemlenmistir. Elde edilen bu bulgularla dogru orantili
olarak, nikelin mtDNA niikleoid yapisina zarar verdigi ve niikleoid organizasyonu i¢in
onemli bir protein bileseni olan mtTFA (mitochondrial transcription factor A) protein

seviyesini azalttig1 goriilmiistiir (Xu vd., 2011).
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Nikel norotoksisitesi tizerine yapilan baska bir c¢alismada, Nikel maruziyetinin
mitokondrial fonksiyonlari inhibe ettigi, ATP {iretimini azalttigi, mitokondrial membran
potansiyelini (DYm) bozdugu, mtDNA igeriginin azalmasina neden oldugu bulunmustur.
mtDNA igerigindeki azalmanin, mtDNA'nin replikasyonunu azaltarak oksidatif stresi
arttirdig1 gézlemlenmistir (Xu vd., 2010).

Fareler tizerinde yapilan ve nikel hidroksit NP (nano-NH) solunumunun
kardiyovaskiiler etkilerini arastiran bir baska ¢alismada ise, aort hiicrelerindeki mtDNA
hasarinda artis oldugu gézlemlenmistir (Kang vd., 2011).

Bu tez calismasindan elde etti§imiz sonuglara gore, arsenik de yliksek dozlarinda
mtDNA hasarina sebep olmaktadir. Mitokondri, reaktif oksijen tiirleri olarak da bilinen,
oksijen kaynakli serbest radikallerin baglica kaynagidir. Artan ROS iiretiminin gerek
mtDNA'da gerekse ¢ekirdek DNA'sinda vermis olduklar1 hasarlardan dolay1 karsinojenik
olarak onemli bir roliiniin oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan arastirmalar arsenigin ROS
tretimini arttirdigint dogrulamistir. Arsenigin mitokondiriyal DNA'ya mutajenik etki
yapabildigi ve ¢ekirdek DNA'sina hasar verebildigi, bunlart mitokondriyal ROS etkileriyle
mtTFA (mitochondrial transcription factor A) ekspresyonunu degistirerek gerceklestirdigi
diistiniilmektedir (Martinez vd., 2011).

Arsenik trioksit (As203) ile yapilan bir c¢alismada, bu bilesigin fare oosit
mitokondrilerinde mtDNA bozulmalarina ve sayisal degisikliklerine olan etkisi
arastiritlmistir. As2Oz3'lin oksidatif stres ve mitokondri aktivitesi lizerine etkilerini belirlemek
icin ROS ve ATP igerigi kontrol edilmistir. Sonuglar, As2O3'iin mtDNA kopya sayisini
azalttigi ve bozunmalara neden oldugunu, ROS seviyesini arttirdigini, ATP icerigini
azalttigin1 gostermistir (Zhang vd., 2011).

Arsenigin mtDNA {izerine etkilerini arastirmak igin, insan-hamster hibrit AL
hiicrelerinden de faydalanilmistir. Bu hiicrelerdeki arsenik maruziyeti sonucunda sitokrom
¢ oksidaz fonksiyonu ve oksijen kullanimi azalmis, sitrik sentaz fonksiyonu artmistir. Bu
degisiklerle baglantili olarak mtDNA sayisinda azalma ve biiylik heteroplazmik mtDNA
delesyonlarinda artis gozlemlenmistir. Ayrica, siirekli olarak arsenikle muamele edilen
kiiltiirlerden periyodik olarak izole edilen mtDNA'larda birebir ayni delesyonlar
gbdzlemlenmemis, bu da arsenige maruz kalan mitokondriyal genomun tekrar tekrar ve
stirekli hasara ugradigini gostermistir. Elde edilen bu veriler, memeli hayvanlarin mitokondri
ve Ozellikle mtDNA'sinin arsenigin mutatik etkileri agisindan en 6dnemli hedefleri oldugu

teorisini de desteklemektedir (Partridge vd., 2007).
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Bu tez c¢alismasinda krom uyguladigimiz sinek grubunda, mtDNA hasarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artig tesbit edilememistir. 500 ug/L krom uygulanan grupta
kontrole gore oldukca diisiik RA degerleri gézlemlenmesine ragmen, bu gruptaki hasarin
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamasinin sebebi, bireyler arasindaki varyasyonun fazla
olmas1 ve bu durumun, standart hata ve standart sapma oranlarini ytikseltmesidir.

Kromun mtDNA iizerine etkilerine iliskin ¢ok fazla calisma literatiirde mevcut
degildir. Baz1 yayinlarda, Krom (IV)’nin mitokondri igerisine girerck mtDNA, proteinler,
lipitlere zarar verdigi ve hiicresel solunumu engelledigi belirtilmektedir. Bu etkilerinden
dolayr mitokondri biitiinligiine zarar verebilmekte ve sitokrom c salinimia neden olup
apoptozu tetikleyebilmektedir (Carlisle vd.,2000).

Zhong ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, mitokondriyal DNA kopya sayisini ve
mitokondriyal kitleyi iceren mitokondriyal biyojenezin, diisiik Cr (VI) konsantrasyonlarina
maruz kalan HepG2 hiicrelerinde 6nemli dlciide arttig1, buna zit olarak yiiksek ve sitotoksik
konsantrasyonlarda ise mitokondriyal biyogenezin inhibe edildigi ve regiilator faktorler ve

antioksidanlarin ifadesinin azaldigi tespit edilmistir (Zhong vd., 2017).
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5. SONUC

Mitokondri, bazi ¢evresel kirleticiler tarafindan yogun bir sekilde hedef alinir (Meyer
vd., 2013). Bu kirleticiler tarafindan olusturulan mitokondriyal DNA (mtDNA) hasari,
niikleer DNA (nDNA) hasarindan daha yogun ve daha zararl etkilere sahip olabilir (Yakes
ve Van Houten, 1997). Ayrica, primer insan kanserlerinde somatik mtDNA mutasyonlari
giderek daha fazla tesbit edilmektedir. Mitokondriyal fonksiyonlardaki kusurlarin, kanser
gelisiminde ve ilerlemesindeki rollerinden uzun siiredir siiphelenilmistir. Warburg bu fikri
Ilk ortaya atan bilim insaniydi. O zamandan beri, mtDNA igerigi, kopya sayisi, degistirilmis
gen ifadeleri, solunum zinciri aktivitesindeki degisiklikler ve mtDNA mutasyonlar1 dahil
olmak iizere kanser hiicrelerindeki karsinogeneze baglh farklilasmalar ortaya c¢ikartilmaya
devam edilmektedir. Meme kanseri, kolorektal kanser, yumurtalik kanseri, mide karsinomu,
hepatoseliiler kanser, pankreas kanseri, prostat kanseri, akciger kanseri, renal hiicreli
karsinom, tiroid kanseri, beyin tiimorleri, bas, boyun ve mesane kanserleri gibi bir¢ok kanser
tiirlinde, kanser siireciyle iligkili mtDNA mutasyonlari bulunmustur (Chatterjee vd., 2006).

Hasarli DNA'ya sahip olan mitokondri, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini
saglayacak mitokondriyal apoptoz yolunun sinyalini degistirebilir. DNA hasarli
mitokondrilerin, oksidatif fosforilasyonunun bozulmasi ve artan oksijen radikalleri tiretimi
de karsinogenez siirecinde etkili olabilir (Tokarz ve Blasiak, 2014).

Bu tez calismasindan elde ettigimiz sonuglara gore, dogada bulunabilme veya
giivenli olarak kabul edilen sinir izerinden belirledigimiz diisiik konsantrasyonlarda mtDNA
hasar1 gozlenmezken, 10 kat daha yiiksek olan konsantrasyonlarda krom disindaki diger
metaller i¢in istatistiksel olarak anlamli mtDNA hasar1 gozlenmistir. Bu metallerin,
madencilik faaliyetleri, sanayi atiklar1 vb sebeplerle dogada miktarinin artmasi ve canl
dokulara bir kez gectikten sonra, besin zinciri yoluyla siirekli miktarlarinin artarak, insan
viicudunda birikime sebep olmasinin ne kadar riskli oldugu ve kanser basta olmak {iizere
hastaliklara sebep olabilecegi a¢iktir. Bu agidan dikkatli olunmasi, 6zellikle sanayi bolgeleri
ve madencilik faaliyetlerinin yapildig1 bolgelerde siirekli kirlilik miktarinin belirlenmesinin,

insan saglig1 acisindan faydali olacagi kanaatindeyiz.
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