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OZET

Doktora Tezi

DIOKSINLERIN TOKSIK ETKIiLERININ DROSOPHILA KANAT BENEK TESTi VE
BiYOKIMYASAL YONTEMLERLE BELIRLENMESI VE BU ETKIiLERIN FARKLI
ANTIOKSIDANLAR ILE GIDERILMESI UZERINE ARASTIRMALAR

Deniz ALTUN COLAK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Handan UYSAL

Bu c¢alismada, farkli dozlarda kronik dioksin uygulamalarinin D. melanogaster’in
transheterozigot larvalari tizerinde olasi toksik/genotoksik etkileri ve bu etkilerin giderilebilmesi
icin Koenzim Q10 ve Resveratrol’iin koruyucu rolii arastirilmistir. Ug asamal1 olarak planlanan
bu ¢alismada, oncelikle poliklorlu dibenzo-p-dioksinlerden 2,3,7,8-TCDD, 1,2,3,7,8-PeCDD,
1,2,3,7,8,9-HxCDD ve 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD’nin transheterozigot larvalarda yasama yiizdesi
(larval mortalite) iizerine etkisine bakilmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda (1x107,
2,5x107, 5x107 ve 10x107 pg/mL) dioksin igeren besiyerlerinde yasayabilen ergin bireylere ait
kanatlar kullanilarak, Drosophila kanat benek testi ile genotoksik aktivite incelenmistir. Son
olarak dioksinlerin genotoksik/toksik etkilerinin antioksidanlar ile giderilmesine g¢alisilmustir.
Bu amagla, dioksin uygulama gruplarinda oksidan sistemlerine, dioksin+antioksidan uygulama
gruplarinda ise antioksidan sistemlerine ait biyokimyasal testler ve Olgiimler yapilmustir.
Dioksin uygulama gruplarinda konsantrasyon arttikga, larvalara ait yasama yiizdelerinin kontrol
grubuna gore onemli dlglide azaldigi gézlenmistir (p<0,05).

Dioksinlerin genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in, somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
ilk kez bu ¢alismada kullanilmigtir. Tiim dioksin uygulama gruplarinda, artan konsantrasyona
bagli olarak hem normal hem de serrat kanatl bireylerin tiim klon sayilarinda/frekanslarinda
artis gézlenmesine ragmen bu durum istatistiksel agidan onemsiz (i) ve negatif fark (-) olarak
degerlendirilmis ve dioksin gruplarmin hi¢birinde mutajenik etkinin olmadigi sonucuna
varilmustir.

Calismanin son kisminda, D. melanogaster’de dioksinlerin toksik etkilerinin giderilebilmesi
i¢in, ergin bireylerde total enzim aktiviteleri incelenmistir. Dioksin uygulama gruplarinda ¢ok
yiiksek olan total oksidan aktivite degerinin dioksin+antioksidan uygulama gruplarinda distiigii;
cok diisiik olan total antioksidan kapasite degerinin ise yiikseldigi belirlenmistir (p<0,05).
Ayrica, Koenzim Q10 ve Resvaratrol’iin dioksinlerin neden oldugu oksidatif hasar1 ve lipid
peroksidasyonunu azalttigi, antioksidan aktiviteyi destekler mahiyette artirdigi ortaya
konulmustur.

2013, 154 sayfa

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, Dioksin, Larval mortalite, Oksidatif stres,
SMART, KoenzimQ10, Resveratrol



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

STUDIES REGARDING THE DETERMINATION OF THE TOXIC EFFECTS OF
DIOXINS VIA DROSOPHILA WING SPOT TEST AND BIOCHEMICAL METHODS
AND THE REMOVAL OF THESE EFFECTS USING VARIOUS ANTIOXIDANTS

Deniz ALTUN COLAK

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Handan UYSAL

In this study, the possible toxic/genotoxic effects of chronic dioxin applications in various doses
on the transheterozygote larvae of D. melanogaster along with the protective role of Coenzyme
Q10 and Resveratrol for the removal of these effects have been examined. The study has been
planned in three stages and firstly the effect of 2,3,7,8-TCDD, 1,2,3,7,8-PeCDD, 1,2,3,7,8,9-
HxCDD and 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD of the polychlorinated dibenzo-p-dioxins on the larval
mortality of transheterozygote larvae have been examined. Afterwards, wings from the adult
individuals that can live in various mediums with different concentrations (1x107; 2,5x107;
5x10"and 10x10” pg/mL) of dioxin have been used to examine the genotoxic activity via
Drosophila wing spot test. Lastly, the genotoxic/toxic effects have been tried to be eliminated
using antioxidants. To this end, biochemical tests and measurements belonging to oxidant
systems for dioxin application groups and antioxidant systems for dioxin+antioxidant
application groups were carried out. As the concentration in the dioxin application groups
increased, it was observed that the mortality rate of larvae decreased significantly in comparison
with that of the control group (p<0,05). Somatic mutation and recombination test was used for
the first time in the study for the determination of the genotoxic effects of dioxins. Even though
an increase in all the clone numbers/frequencies of both the normal and the serrated winged
individuals in all dioxin application groups was observed, this was evaluated to be insignificant
(i) and negative difference (-) and it was concluded that there is no mutagenic effect in the
dioxin groups. In the last part of the study, the total enzyme activities of adult individuals were
examined in order to eliminate the toxic effects of the dioxins on D. melanogaster. It was
determined that the total oxidant status value which very high for the dioxin application groups
decreased for the dioxin+antioxidant application groups and that the lowest total antioxidant
status value increased (p<0,05). In addition, it has been put forth that Coenzyme Q10 and
Resveratrol decrease the oxidative damage and lipid peroxidation caused by the dioxins and
increased antioxidant activity.

2013, 154 pages

Keywords: Drosophila melanogaster, Dioxin, Larval mortality, Oxidative stres, SMART,
Coenzyme Q10, Resveratrol
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

a Alfa

B Beta

C Santigrat derece

G Gram

kD Kilo-Dalton

kg Kilogram

M Molar

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

ng Nanogram

uL Mikrolitre

ug Mikrogram

uHg Mikrociva

uM Mikromolar

pH Power of hydrogen (Hidrojenin giicii)
ppm Milyonda bir kisim

ppb Milyarda bir kisim
Kisaltmalar

AhR Aril hidrokarbon reseptorii
ANOVA Varyans analizi

Arnt Aril niikleer translokatorii
Bd® Beaded serrat

CoQ10 Koenzim Q10
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DMSO Dimetil sulfoksit

EMS Etil metan siilfonat

fir® Flare® geni

HxCDD Hekzaklorodibenzo-p-dioksin

KA Kromozomal aberasyon testi

KIF Klon indiiksiyon frekansi

KKD Kardes kromatid degisimi testi
LDL Diisiik dansiteli lipoprotein

LDso Populasyonun %50’sinin 6liimiine neden olan doz
MDA Malondialdehid

MN Mikroniikleus testi

mwh Coklu kanat kil1 geni

OCDD Oktaklorodibenzo-p-dioksin
PeCDD Tetraklorodibenzo-p-dioksin

PCB Poliklorlu bifenil

PCDD Poliklorludibenzo dioksin

PCDF Poliklorludibenzo furan

PCDD/F Poliklorludibenzo-p-dioksin/furan
ROT Reaktif oksijen tiirleri

RSV Resveratrol

SDB Standart Drosophila besiyeri
SMART Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
TCDD Tetraklorodibenzo-p-dioksin

TEF Toksik Esdegerlik Faktorii

TEQ Toksik Esdegerlik Konsantrasyon

8-OHgD 8-hidroksi-2-deoksiguanozin
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1. GIRIS

Giliniimiizde artan endiistrilesme sonucu endiistriyel kaynakli atiklar ¢evre kirliligini de
beraberinde getirmistir. Hava, su ve toprak gibi kaynaklardaki dogal denge fiziksel,
kimyasal ve biyolojik etkenlerle giderek bozulmaktadir. Kirleticiler ¢ok ¢esitli olup
birgok kaynaktan meydana gelerek ¢evreyi kirletmekte ve dolayisiyla ekolojik dengeyi
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu kirletici kaynaklarin en onemlilerinden biri de

antropojen (insan miidahalesi sonucu ortaya ¢ikan) dioksinlerdir.

1.1. Dioksin ve Benzeri Bilesikler

1.1.1. Tamim ve genel bilgiler

flerleyen teknoloji ve yeni iiretim teknikleri biyokimyasal kirlenmeyi de beraberinde
getirmistir. Birgok toksik maddenin ¢evre ve canli organizmalar ilizerine etkileri tespit
edilmekle birlikte bu maddeler icerisinde dioksin ve dioksin benzeri maddeler en ¢ok
karsilasilan ve en cok toksisiteye sahip olanlar arasindadir (Kog¢ ve Kisa 2005). Genel
anlamda “dioksin” terimi; kimyasal yap1 olarak benzerlik gosteren poliklorlu dibenzo-p-
dioksinler (PCDD veya dioksinler), poliklorlu dibenzo furanlar (PCDF veya furanlar) ve
poliklorlu bifenil (PCB) gruplarin1 kapsayan halojenli aromatik hidrokarbonlarin bir
smifi olarak tanimlanmaktadir (Srogi 2008).

Bugiine kadar 75 PCDD, 135 PCDF ve 209 PCB iiyesi bilesik tanimlanmistir.
Bunlardan sadece 2,3,7,8 pozisyonuna klor baglanan 7 PCDD, 10 PCDF ve 12 PCB
tiyesinin karakteristik olarak dioksin benzeri zehirlenmelere neden oldugu bildirilmistir
(Kulkarni et al. 2008). Dioksin ve benzeri bilesikler icerisinde en yiiksek toksititeye
sahip olan1 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksindir (2,3,7,8-TCDD veya TCDD). Cogu
kez “dioksin” olarak adlandirilan 2,3,7,8-TCDD bilesigi diger bilesikler i¢in de bir

model olarak kullanilmaktadir. Geri kalan diger bilesiklerin zehirlilikleri, 2,3,7,8-



TCDD’ye gore hesaplanan Toksik Esdegerlik Faktorii (TEF) ile ifade edilmektedir
(Mitrou et al. 2001; USEPA 2003).

1.1.2. Dioksinlerin kimyasal yapilari ve ozellikleri

Halojenli hidrokarbonlarin  bir grubu olarak smiflandirilan poliklorludibenzo
dioksin/furan (PCDD/F), kimyasal olarak 1-4 ve 6-9 karbon atomlarina 8 klor atomu
baglanabilen 1- 8 klor atomlu trisiklik aromatik hidrokarbon yapisindadir (Olie et al.
1998). Dioksinin molekiiler yapisi, iki benzen halkasinin bir ¢ift oksijen atomu ile
baglanmasi ile olusurken, furanin molekiiler yapisi iki benzen halkasinin bir oksijen
atomu ile baglanmasi sonucu olusur (Sekil 1.1). Bundan dolay1 her iki bilesik konjener
(benzer tiirden bilesikler) olarak adlandirilmaktadir. Her spesifik konjener, aromatik
atom c¢ekirdegi etrafindaki klor atomlarinin sayis1 ve pozisyonu ile ayirt edilebilir. Klor
atom sayilar1 benzer olan gruplar konjener homolog olarak bilinmektedir (Smith and

Lopipero 2001).
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Sekil 1.1. Tetraklorodibenzo-p-dioksin ve furanin yapisi



Bir, iki veya ii¢ klor atomu iceren konjenerlerin toksikolojik oneminin olmadigi; buna
karsin 2,3,7,8 pozisyonuna klor atomu bagli 17 iiyenin (7 PCDD ve 10 PCDF) insan ve
gevre sagligr agisindan bir risk olusturdugu diistiniilmektedir (Buckland et al. 2001).
Bunlar tetra (TCDD, TCDF ya da D4, F4), penta (PCDD, PCDF ya da D5, F5), hexa
(HXxCDD, HxCDF ya da D6, F6), hepta (HPCDD, HPCDF ya da D7, F7) ve octa
(OCDD, OCDF ya da DS, F8)dir. PCB’ler kimyasal olarak PCDD/F’lere ¢ok
benzediginden “dioksin benzeri” bilesikler olarak adlandirilmaktadir ve tek klorlu
tiyelerden tamamen klorlanmis 9 klorlu {iyelerine kadar 209 iiye igermektedir.
PCB’lerin de biyolojik ve toksik etkileri PCDD/F’ler gibi hem klor sayilarina hem de
aromatik ¢ekirdek etrafindaki klor pozisyonlarina bagli olarak degisebilmektedir

(USEPA 2003).

Poliklorlu dibenzo-p-dioksinler, poliklorlu dibenzo furanlar ve poliklorlu bifeniller
biyolojik, fotolitik (1s1k etkisiyle bir maddenin ayrigmasi veya bozunmasina ait 6zellik)
ve kimyasal olarak bozulmaya direngli, 1s1ya dayanikli ve inert, dogada kararli durumda
bulunan, besin zincirinin {ist seviyesinde yiiksek konsantrasyona ulagabilen ve
atmosferik tasinim mekanizmalari ile kaynaktan ¢ok uzak mesafelere tasinabilen yiiksek
derecede zehirli gevresel kirleticilerdir (IARC 1997; ATSDR 1998; McKay 2002; Lee
et al. 2008).

1.1.3. Dioksin/furan i¢in toksisite denklik faktorii

Cevre ortaminda PCDD/F’lerin konjenerleri, kompleks karigimlar olarak ortaya
cikmaktadir. Bu durum dioksinler i¢in g¢evre ve insan sagligi risklerinin
degerlendirilmesini zorlastirmaktadir. Toksik esdegerlik faktorii yaklasiminin dnemi,
konjenerlerin kompleks bir karisiminin toplam zehirliliginin tek bir sayisal deger veya
“Toksik Esdegerlik Konsantrasyon (TEQ)” araciligiyla gosterilmesine izin vermesidir.
Her bir konjenerin TEQ katkisi, o konjenerin TEF degeri ile her bir bilesigin miktarinin
carpilmasiyla hesaplanmaktadir. Bu yaklasim, bu karigimlara maruziyetin diizenli
kontrolii ve risk degerlendirmesini kolaylastirmaktadir (Smith and Lopipero 2001). TEF

degeri, bilesige kisa ve uzun siireli maruz kalma durumu ile in vivo ve in vitro



biyokimyasal reaksiyonlar g6z oniinde bulundurularak belirlenmektedir (WHO 1998).
2, 3, 7 ve 8 nolu konumlarinda klor bulunan 7 adet PCDD ve 10 adet PCDF arasinda
2,3,7,8-TCDD en zehirli bilesik olup, bu 6zelligi ile TEF faktorii toksitite siralamasinda
1,0 degerine sahiptir. Diger 2, 3, 7 ve 8 konumlu konjenerlere ise 2,3,7,8-TCDD’nin
TEF degeri esas alinarak daha diisiik TEF degerleri verilmektedir. Uluslararasi kabulde
dioksin ve benzeri bilesiklerin zehirli dozlar agirlik (g, mg, ng, pg)/TEQ olarak ifade
edilmektedir. Periyodik olarak bu TEF degerleri yeni toksikolojik verilere bagl olarak
tekrar diizenlenmektedir. PCDD/F’ler i¢in Cizelge 1.1°de toksisite esdegerlik faktorleri

verilmistir.

Cizelge 1.1. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) insanlar ve memeliler i¢in belirledigi
toksisite denklik faktorleri

BILESIK | WHO1998 TEF* |  WHO 2005 TEF*
Poliklorludibenzo dioksinler (PCDD)

2,3,7,8-TCDD 1 1

1,2,3,7,8,-PeCDD 1 1
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 0,01

OoCDD 0,0001 0,0003
Poliklorludibenzo furanlar (PCDF)
2,3,7,8-TCDF 0,1 0,1
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 0,03
2,3,4,7,8- PeCDF 0,5 0,3
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0,1 0,1
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 0,01
1,2,3,6,7,8,9-HpCDF 0,01 0,01
OCDF 0,0001 0,0003

*Kaynak: Van den Berg 2006, Degisen degerler koyu renk ile verilmistir.

1.1.4. Dioksin kaynaklari

Dioksinlerin ¢evreye yayilmalarina neden olan baslica kaynaklar temelde bes boliim

altinda incelenebilir. Bunlar;



1.1.4.a. Yanma iiriinleri

Dioksin ve benzeri bilesikler baslica atik yakma (kentsel kati atiklar, lagim pisligi, tibbi
atiklar ve tehlikeli atiklar gibi), yakit yakma (komiir, odun, petrol gibi) ve diger yiiksek
1s1 kaynaklar1 (¢imento ocaklari, bina yanginlar1 ve herhangi bir Kklorlu bilesigin
yanmast gibi) sirasinda agiga ¢ikma seklinde en fazla yanma sistemlerinde olusmaktadir

(Chan et al. 2004; Coutinho et al. 2006).

1.1.4.b. Metal eritme, aritma ve isleme kaynaklari

Dioksin ve benzeri bilesikler demir cevheri katilastirilmasi, ¢elik iiretimi, hurda metal

geri kazanimini igeren birincil ve ikincil metal islemlerinin gesitli tipleri sirasinda
olusabilmektedir (McKay 2002; USEPA 2003).

1.1.4.c. Kimyasal iiretimi

PCDD/F’ler, kagit hamurunun klorla beyazlatilmasi, ayrica klor ve klorlu fenoller ile
PCB’ler ise fenoksi herbisitler, klorlu benzenler, klorlu alifatik bilesikler, Kklorlu
katalizorler ve halojenli difenil eterler gibi klorlu bilesiklerin iiretimi sirasinda yan {irlin

olarak olusabilmektedir (Kulkarni et al. 2008).

1.1.4.d. Biyolojik ve fotokimyasal siiregler

Dioksin ve furan olusumu igin, orman yangmlart ve volkanlar dogal kaynak olarak
kabul edilmektedir. Bunlar hakkinda spesifik veriler olmamasia ragmen, 300- 1000
yillik sedimentten alinan Orneklerde daha az toksik dioksin ve furan bulunmustur
(Jansson et al. 1987). Son ¢alismalar, dioksin ve benzeri bilesiklerin, klorlanmis fenolik
bilesikler tizerine mikroorganizmalarin etkisiyle olusabilecegini gostermektedir. Benzer
sekilde dioksinlerin yiiksek derecede klorlanmis fenoliin fotolizi sirasinda olusabilecegi

de bildirilmistir (McKay 2002).



1.1.4.e. Rezervuar kaynaklardan tekrar dagilim

Dioksin ve benzeri bilesiklerin kalic1 ve hidrofobik yapida olmalari, onlarin toprakta,
sediment ve organik maddelerde birikim yapmalarina ve atiklarin toplandigi alanlarda
yillarca bozulmadan kalmalarina neden olmaktadir. “Rezervuar” adi verilen bu
ortamlardaki dioksin bilesikleri, tozlar veya sedimentlerin tasinmasiyla dogaya yeniden
dagilabilir. Bu bilesikler, kiiresel anlamda 6nemli bir kaynak olmamakla birlikte, yerel
olarak oldukca énemli bir duruma gelebilir. Ornegin, sedimentlerden havaya karisarak
dogal yollardan ya da bir takim sondaj islemleri sirasinda dioksin bilesikleri ortaya
cikabilmektedir (Karademir 2002; USEPA 2004).

1.1.5. Dioksin/furanin besin zincirine girisi

Dioksin/furanlar besinlere c¢esitli yollardan bulasir. Dioksinlerin ¢evrede dagilimi,
cesitli kaynaklardan (atik yakilmasi, kimyasal {iretim, trafik vb) olusan emisyonlarin
atmosferik taginimi ve depolanmasi ile olur. Toprak, bu bilesikler i¢in dogal ¢okelme ve
tutulma ortamidir. Atmosferik depolamanin disinda kanalizasyon ¢amuru, kompost,
dokiilmeler ve kontamine olmus alanlardan erozyon ile bu bilesikler topraga bulasabilir.
Bitkiler, toprak araciligiyla bilesikleri absorplar ya da bilesikler depolama (1slak-kuru)
ile bitki tizerinde tutulur. Besin zincirine gegis ise bu bitkilerin, hayvanlar (koyun, sigir,
keci ve kiimes hayvanlar) tarafindan tiiketilmesi ve yag dokusunda konsantre olmasi ile
olur. Atmosferik tagmim ve depolama, bitkiler ve sebzeler icin esas kaynaktir.
Dioksin/furan ve benzeri bilesikler suya, depolama (1slak-kuru), desarj ve erozyon ile
girerler. Dioksin/furan ve benzeri bilesiklerin K, (oktanol-su boliinme katsayisi) ve Ko
(organik karbon boliinme katsayisi) degerleri yiiksek oldugu i¢in suda ¢ok az ¢oziiniirler.
Suda az ¢oziinmelerine ragmen, suda ¢oziinmiis (karbonhidrat, yag asidi, amino asit,
peptit) ve partikiiler (canli ve 6lii organizmalar, ¢evreden desarj ya da erozyon ile gelen
organik maddeler) halde bulunan organik maddeler iizerinde ya da sedimentteki organik
madde tizerinde adsorbe olurlar. Suda yasayan ve bu organik maddelerle beslenen
canlilarin (fitoplankton, zooplankton ve baliklar ve diger deniz iriinleri) viicudunda

konsantre olurlar (Giines 2007).



1.1.6. Dioksinlerin parcalanma mekanizmasi

Bu bilesiklerin gaz fazinda giderilme prosesleri, kimyasal oksidasyon, fotokimyasal
bozulma (fotodegradasyon) ve hidroksillemedir. Partikiil fazinda bu proseslerin etkisi
azdir. Atmosferde, partikiil fazinda bulunan PCDD/F’nin fotodegradasyonu ihmal edilir
seviyede bulunmustur (Koester and Hites 1992). Fotodegradasyon, dioksin/furan ve
benzeri bilesiklerin organik hidrojen vericilerin varliginda, giines 1sigma ya da ultra
viyole 1s1mina maruz kalmasi sonucu fotolitik reaksiyonlarla par¢alanmasidir. Fotolitik
reaksiyonlar sirasinda, bilesikte klor eliminasyonu olur. TCDD’nin gaz fazinda
yarilanma siiresi yaklasik 200 saat olarak belirlenmistir (Podoll et al. 1986). Dioksinin
atmosferde gaz fazinda kalma siiresi 8 giin, furanin 29 giin olarak belirtilmistir (Kwok
et al. 1995). Yine laboratuvar ¢alismalarinda partikiil fazinda bulunan dioksin/furanin
glines 15181na 12 saat maruz kaldiginda ¢ok yavas pargalandigi gozlenmistir (Tysklind
and Rappe 1990).

Toprakta pargalanma mekanizmalar1 fotodegradasyon ve mikrobiyal parcalanmadir.
Toprakta mikrobiyal dontisiimii etkileyen faktorler, topragin su igerigi, organik karbon
icerigi, sicaklik ve PH’dir. Toprakta mikrobiyal parcalanma olduk¢a yavastir ve
klorinasyon arttikca daha yavas olur. Ayni kosullar altinda OCDD’nin fotolizinin,
TCDD’den daha diisiik oldugu goézlenmistir (Helling et al. 1973). Toprakta bulunan
beyaz mantar (white rot fungi), dioksin/furan1 mineralize edebilir. PCDD/F, kimyasal
oksidasyon ve hidroksilleme i¢in oldukga direnglidir ve bu prosesler akuatik ortamda
etkisizdir. Fotodegradasyon ve mikrobiyal doniisiim sediment ve su yiizeyinde 6nemli
parg¢alanma yolu olabilir. Su yiizeyinde TCDD’nin fotolizi, kisin 1- 225 giin, yazin
0,4- 68 giin olarak belirtilmistir (Atkinson 1991). Sediment suyunda ise 2,3,3,7-
TCDD’nin yarilanma siiresi 550 giin olarak gozlenmistir (Ward and Matsumura 1979).

1.1.7. Dioksinlerin etki mekanizmasi

Dioksin ve benzeri bilesiklerin toksik ve biyokimyasal etkilerinin bir ¢ogunu, onlar

yiiksek ilgiyle baglayan aril hidrokarbon reseptorleri (AhR) olarak bilinen spesifik



hiicresel bir protein vasitasiyla gergeklestirdigi bilinmektedir (Pohjanvirta and Tuomisto
1994; Hahn 2002; Okey et al. 2005; Schecter et al. 2006). Ah reseptorleri araciliginda
olusan molekiiler olaylar zinciri heniiz tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte
dioksinlerin neden oldugu akut toksisitenin Ah reseptorlerinin bulunmadig1 durumlarda
azaldig1 belirlenmistir (Mimura et al. 1997). Ah reseptorleri, bHLH-PAS (basic helix-
loop helix/Per-Arnt-Sim) ailesinden DNA transkripsiyon faktorlerinden olup, steroit
reseptorler gibi hiicre sitoplazmasinda bulunan ve viicutta 100°den fazla gene ait
proteinlerin sentezlenmesine aracilik eden niikleer reseptorlerdir (Hahn 2002). AhR,
degistirilmis gen ekspresyonlarinda bulunan anahtar bir transkripsiyonal diizenleme
proteinidir ve toksikolojik onemi omurgali hayvanlarda klorlanmis dioksine maruz
kalmalariyla iligkilidir. Aril hidrokarbon reseptoriiniin, Kimyasallara maruz kalma
disinda, baska fizyolojik fonksiyonlar1 da vardir. (Masuda 2003). Ah reseptorleri,
normal sartlarda aktive edildiklerinde hiicrede iki 6nemli olaya aracilik ederler. Etkin
reseptorler, sitoplazmadan g¢ekirdege gegerek DNA’nin ilgili kismina baglanir ve gen
traskripsiyonunu saglar. Ayrica bu reseptorler araciligiyla tirozin kinaz enziminin erken
uyarilmasi gergeklestirilir (\WHO 1998).

Dioksinli bilesikler, Ah reseptorlerine, sitoplazmadaki HSP90 (heat shock protein) geni
araciliginda baglanarak reseptoriin uyarilmasina neden olur (Okey et al. 2005). Bu
sekilde olusan dioksin reseptor dimer yapisi ¢ekirdege gecer ve hiicre ¢ekirdeginde aril
niikleer translokaz (Arnt) ile baglanarak heterodimer bir yap1 olusturur. Sitokrom P450
(CYP 1A1) genine bitisik gen dizilerine (dioksin cevap elementleri= DRE) bu
kompleksin baglanmasi, DNA’nin kirilmasina, kromatinin bozulmasina, promotor
aktivitenin artmasma, CYP 1Al geninin transkripsiyonun artmasina ve sonunda da
sitokrom P450 1A1- spesifik mRNA birikmesine sebep olmaktadir. insanlarm da dahil
oldugu pek ¢ok organizmada AhR kompleksinin varligi ve onun bu yetenegi, gen
ekspresyonunun bir ligand bagimli transaktivatorii olarak rol oynamaktadir (Jonosek et
al. 2005). Dioksinli bilesiklerin Ah reseptorlerini uyarmasi ile pek ¢ok gen iiriiniiniin
sentezinde artis olurken, bazi gen {irlinlerinin sentezinde ise baskilanma olabilir
(Riddick et al. 2004). Dioksinlerin neden oldugu gen aktivitesindeki degisimler

sonucunda, bu bilesiklerin neden oldugu zehirli etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bunun yani



sira, dioksinlerin neden oldugu bazi zehirlenme olaylarinin da Ah reseptorleri
araciliginda olusmadigi ve bu etkilerin agiga ¢ikmasi i¢in bilesiklere daha yiliksek dozda
maruz kalinmasi gerektigi bildirilmektedir (Hossain et al. 1998). Hiicrelerde
dioksinlerin etki mekanizmasinin sematik bir modeli Sekil 1.2°de verilmistir (Mandal

2005).

Translokasyon -
TCDD-AKR-Arnt
kompleksi
Niikleus

DNA Polimerazlar

Hiicre Cogalmas

Sekil 1.2. Hiicrede dioksinlerin etkisinin sematik bir modeli

Genel olarak dioksinli bilesiklerin toksik etkileri, karacigerde sentezlenen CYP 1Al,
CYP 1A2, CYP 1B1 ve diger CYP gen iirlinlerinin sentezlenmesindeki artisa bagh
olarak olusan, gelisme bozukluklari, timus atrofisi, epitelyal bozukluklar, karaciger
hasar1, bagisiklik yetmezligi ve kanser seklinde ortaya ¢ikabilmektedir. CYP genlerinin
viicuttaki birincil fonksiyonu, ilaglarin biyotransformasyonlarinda goérevli olan faz 1
(sitokrom P450 enzimleri) ve faz 2 (Glutatyon-s-transferaz ve UDP glukronil transferaz)
enzimlerinin sentezlenmesidir. Biyotransformasyonda gorevli olan bu enzimler, ilaglar
ile baz1 ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynamalarinin yani sira poliaromatik
hidrokarbonlarin metabolik aktivasyonuna da neden olurlar (Parzefall 2002; Jonosek et
al. 2005).
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Dioksinlerin kanser yapici etkileri dogrudan DNA’da mutasyon yapmalarindan ¢ok lipit
peroksidasyonuna neden olmalari ile ilgilidir ve bu nedenle de anilan bilesiklerin,
kanserin baslangi¢ periyodunda fazla etkili olmadigi; fakat gelisme periyodunda 6nemli
bir etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Yoshida and Ogawa 2000). Dioksin
bilesiklerinin, P450 enzimlerinin sentezini arttirmalarinin bir sonucu olarak, molekiiler
oksijen taginmasi artar ve bu da reaktif oksijen tiirlerinin olusmasmna ve lipit
peroksidasyona yol agar. Kemirgenlere TCDD uygulanmasi ile ilgili olarak yapilan bazi
caligmalarda, oksidatif stres artisina bagli olarak siliper oksit olusumu ile lipit
peroksidasyonun arttigi ve DNA tek sarmalinda kirilmalarin oldugu belirlenmistir.
Bunun yani sira dioksinlerin CYP 1A1 veya CYP 1B1 genlerini aktive ederek dstrojen
metabolizmasinda bozukluklara neden oldugu ve serbest radikal iiretimini arttirdigi
diistiniilmektedir (Stohs 1990; Yoshida and Ogawa 2000). Bu konu ile ilgili olarak
yapilan bir ¢alismada (Viluksela 2000) ovariektomi yapilan hayvanlarda, dioksinlerin
kanser yapici etkilerinin azaldigi, bunun nedeninin ise CYP 1Al ve CYP 1B1
genlerinin, Ostrojeni katekol Ostrojenlere yikamamasi sonucunda serbest radikal

liretiminin azalmasi oldugu belirtilmistir.

Dioksinli bilesiklerin, disi lireme sistemindeki etkilerinin antidstrojenik aktiviteleri
araciliginda olustugu ve bu bilesiklerin benzer sekilde tiroksin ve a- dihidrotestosteron
hormonlarini da etkileyerek tiroid ve erkek lireme sisteminde fonksiyon bozukluklarina
neden oldugu bildirilmistir (Mably et al. 1992). Yapilan bir baska ¢alismada 2,3,7,8-
TCDD’nin erkek ratlarda sperm kalitesinde 6nemli derecede bozulmaya neden oldugu
tespit edilmistir (Ciftci et al. 2012). Dioksinli bilesiklerin karaciger kanseri riskini
arttirmasi sonucu, karacigerde hiicre liremesi artar ve fokal hiicre kiimelerinde apoptosis
azalir. Karacigerde degisiklige ugramis hepatik odaklarin oraninin artmasiyla epidermal
biiyiime faktorii baskilanir, gap-junctionlar (nekzus= oluklu baglanti) arasi ileti bozulur
ve prokarsinojen bir madde olan rasP21l proteinindeki artisa bagli olarak deri
bozukluklari meydana gelir (Viluksela 2000).

Dioksin ve benzeri bilesiklerin neden oldugu bagisiklik sistemini baskilayici etkilerin,

yalnizca Ah reseptorleri araciliginda degil, bagisiklik sistemini baskilayici ve diger bazi
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etkilerin protein kinaz, fosfolipaz ve disiik yogunluklu lipoprotein reseptorleri
araciliginda da olustugu bildirilmektedir (Ishida et al. 2005). Dioksinli bilesikler,
merkezi sinir sisteminde CYP genleri aracilig1 ile serotonin metabolizmasini arttirarak
viicut agirhiginda azalmalara sebep olurken, katekolaminler iizerinde herhangi bir

etkileri tespit edilememistir (Unkila et al. 1995).

1.1.8. Dioksinlerin toksikokinetikleri

1.1.8.a. Emilim

Dioksin ve benzeri kimyasal maddelerin deri, sindirim ve solunum yolu ile viicuda
alman emilim orani, bilesigin tiirline, dozuna, emilim yoluna ve ortama bagli olarak
degisir. Yapilan arastirmalar genel olarak bu kirleticilere %90 veya daha fazla oranda
gidalar araciligi ile maruz kalindigin1 gostermektedir. Dioksin bilesikleri yagda iyi
¢oziindiiklerinden ortamdaki yag orami ile emilim arasinda pozitif yonde bir iliski
vardir. Bitkisel yagda ¢oziilerek agiz yolu ile verildiginde %90 oraninda emilirken,
diyetle karistirildiginda bu oran %350-60’a kadar diismektedir (IARC 1998; Hu and
Bunce 1999; USEPA 1999).

Bilesiklerin klor iyonu sayist ve baglanma sekli, zehirliliklerinde oldugu gibi
emilimlerinde de oldukga etkilidir. Daha az klor atomuna sahip dioksinlerin emilimleri,
8 ve 10 klor atomuna sahip iiyelerin emilimlerinden daha fazladir (IARC 1997; USEPA
2003).

Dioksinlerin deriden emilimleri ¢ok yavas ve doza bagimlidir. Hayvansal ve in vitro
caligmalar, bilesiklerin deriden ¢ok yavas emildigini ve ratlarda emilimin yasla iligkili
oldugunu gostermistir. Buna gore, geng ratlarda yaslilara gére emilim daha fazla
olmaktadir (IARC 1997; ATSDR 1998). Bunlara ilaveten, deriden uygulanan dozun
biiyiik bir kism1 derinin korneum tabakasinda yakalanmaktadir. Bu bilesiklere maruz
birakilan ratlarda 3 giin sonra uygulanan dozun yaklasik %10-40 kadarmin emildigi ve

geri kalan kismimnin da stratum korneum tabakasinda alikonuldugu bildirilmistir
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(USEPA 1994). Buna karsin solunum yoluyla maruz kalma ile ilgili yapilan
caligmalarda, ratlarda trake i¢i tek doz TCDD uygulanmastyla dozun %95’ nin emildigi
bildirilmigtir (ATSDR 1998).

1.1.8.b. Dagilim

Dioksinlerin sindirim sisteminden emildikten sonra viicuda dagilimi oncelikle lenf
sistemi ile olmaktadir (USEPA 2003). Emilen bilesikler daha sonra kana gegerek biitiin
organlara kolayca ulasabilmektedir. Insan plazmasinda dioksin tasiyicilari, serum
lipitleri ve lipoproteinlerdir. Lipofilik 6zellikleri sayesinde emilimden sonra. birkag saat
igerisinde karaciger ve yag dokuda yiiksek yogunlukta birikim gostermektedir (USEPA
1999). Karacigerde dioksinlerin diger dokulara gore daha yiiksek diizeylerde olmasi
burada bulunan Ah reseptorlerinin aktivitesinin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir
(Emond et al. 2004). Karaciger ve yag dokuda bulunan depo edilmis bu bilesiklerin
daha sonra akciger, dalak, timus ve viicudun diger organlarina dagildig: bildirilmektedir
(Weber et al. 1993). Ayrica, gebelerde plasenta araciligiyla dioksin benzeri bilesiklerin
fetiise de gegebildigi bildirilmistir (USEPA 1999).

1.1.8.c. Metabolizma

Dioksin bilesiklerinin metabolizmalar1 bilesik ve canlinin tiirline gore biiyiik olglide
farkliliklar gostermektedir. Bunun yani sira, bu bilesikler genel olarak oksidasyon,
klorun indirgenmesi ve konjugasyon araciligiyla metabolize edilmektedir (USEPA
1999). Bir¢ok memeli tiiriinde mikrozomal monooksijenaz sistemi (CYP 1Al)
tarafindan TCDD’nin yavas olarak metabolize edildigi bilinmektedir. Bu olaylar
sonucunda olusan polar metabolitler glukuronik asit ve glutatyon ile konjuge edilerek
kolayca atilabilecek sekillere sokulabilmektedir (ATSDR 1998; Van Leeuwen and
Younes 2000). Metabolizmalar1 sonucu olusan metabolitlerin ana bilesikten daha az
zehirli olduklar1 bildirilmistir (Hu and Bunce 1999; USEPA 1999).
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1.1.8.d. Atitlim

Dioksinler viicuttan biiyilk oranda safra ile daha az miktarda da idrar yoluyla
atilmaktadir (Kumar et al. 2002). Ayrica, memelilerde laktasyon da bu bilesiklerin
viicut yiikiinii azaltmaktadir. Ozellikle laktasyondaki ratlarda yapilan bir ¢alismada
TCDD’nin yari-omriiniiniin %50 azaldigi bildirilmistir (ATSDR 1998). Dioksin ve
benzeri bilesiklerin yar1 Omiirleri bilesik ¢esidine ve canli tiiriine gore farklilik
gostermektedir. Ornegin, TCDD’nin yarilanma 6mrii, yetiskin insanlardaki ortalama
7,5- 7,6 yil, ratlarda ise 19 giin civarinda oldugu bildirilmistir (EC 2001; FSA 2001;
WHO 2001). Ayrica, obezite ve Karaciger hastaliklari gibi ¢esitli hastaliklar, dioksinin
yartlanma Omriinii arttirarak viicutta kalis siirelerini ve zehirliligini arttirmaktadir. Genel
olarak, bu bilesiklerin yari Omiirlerinin farelerde 12, ratlarda 20, eseklerde 73,
kobaylarda 90, domuzlarda 94, maymunlarda 365 giin oldugu rapor edilmistir (Geyer et
al. 2002). Diger dioksin konjenerlerinin ise insanlardaki yar1 émiirlerinin 2,9- 26,9 yil
arasinda degistigi bildirilmistir (Hu and Bunce 1999; USEPA 1999).

1.1.9. Dioksinlerin toksik etkileri

Toksisite, organizmada negatif etkiye neden olan bir maddenin etkisi olarak
tanimlanabilir. Baska bir ifadeyle toksisite, biyolojik sistem iizerine zararl etki
meydana getiren bir maddeye bagli olarak ortaya ¢ikar. Bu biyolojik etkiyi meydana
getiren maddeye ise toksikant (zehirleyici) denir. Herhangi bir kimyasal madde belirli
bir dozun iizerinde fizyolojik, biyokimyasal, histopatolojik, mutajenik ya da genotoksik
etkili olabilir (Hoffman 1991; Ecobichon 1997).

Dioksin ve benzeri kimyasallar immunotoksitite, hepatotoksitite, dogum defektleri,
endokrin bozukluklari, ¢ok sayida enzimin indiiksiyonunu (6zellikle gogu mikrozomal
CYP 1A1, onunla iligkili monooksijenaz aktivitesi ve aril hidrokarbon hidroksilaz) igine
alan yaygin ve spesifik etkilere neden olmaktadir (Diaz-Ferrero et al. 1997). Dioksinler
Ozel bir hiicresel protein olan aril hidrokarbon reseptoriine (AhR) yiiksek bir ilgiyle

baglanmasi sonucu etkilerini olusturur (Aoki 2001; Mitrou et al. 2001; Schecter et al.
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2006). AhR, son derece yaygin ve kararli gevresel kirleticilerden biri olan dioksin gibi
ksenobiyotiklerin metabolizmada toksik etki gostermesine aracilik eden sitoplazmik

reseptordiir (Fukunaga et al. 1995; Mimura et al. 1997).

Dioksinlerin asil toksik etkisinin ilk basamagi AhR uyarilmasidir. TCDD gibi bir ligand
(biyomolekiile baglanarak kompleks olusturan bir bilesik) yoklugunda AhR, kiiciik ve
immiinofilin benzeri bir protein olan 2 saperonlu HSP90 proteini ile kompleks bir
formda sitoplazmada mevcuttur. Bunlar yiiksek afiniteli ligand ile baglanmasini takiben
ligand-AhR kompleksleri hiicre ¢ekirdegine geger. Bu kompleks ¢ekirdekte bulunan
Aril niikleer translokatorii (Arnt) ile tekrar bir kompleks olusturmaktadir. Sitokrom
P450 (CYP) 1A1 genine bitisik gen dizilerine (ksenobiyotik cevap elementleri) bu
kompleksin baglanmasi; DNA’nin kirilmasina, kromatinin bozulmasina, promotor
aktivitesinin artmasina, CYP 1Al geninin transkripsiyonun artmasimna ve sonunda da
sitokrom P450 1Al- spesifik mRNA birikmesine sebep olmaktadir. Pek ¢ok tiirlerde
(insanlar dahil) AhR kompleksinin varlig1 ve onun bu yetenegi, gen ekspresyonunun bir
ligand bagimli transaktivatorii olarak rol oynamaktadir. (Mitrou et al. 2001; Mandal
2005).

AhR arindirilmig farelerde organ atrofisi ve teratojeniteyi iceren dioksin kaynakli
semptomlarin goriilmemesi bu reseptorlerin Oonemini agikga ortaya koymaktadir
(Fernandez-Salguero et al. 1996). Bu nedenle bu reseptorler dioksin zehirliliginde
hayati bir rol oynamaktadir. Ancak dioksin tarafindan olusturulan immun sistem
baskilanmasi, AhR igermeyen mekanizmalar tarafindan da meydana getirilmektedir.
Bununla ilgili olarak, protein kinazlar (Brouwer et al. 1995; Denison and Heath-
Pagliuso 1998), fosfolipaz C (Beebe et al. 1990) ve diisiik dansititeli lipoprotein
(Matsumura et al. 1984) reseptorlerindeki dioksin kaynakli degisikliklerin AhR’den
bagimsiz bir mekanizma araciliginda meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Bu nedenle
dioksin toksititesinin bazi sekillerinin AhR gerektirmedigi gézlemlenmistir (Ishida et al.
2005).



15

Dioksin ve dioksin benzeri bilesikler insan ve diger omurgalilarda basta kanser olmak
tizere, immun yetersizlik (Weisglas-Kuperus et al. 2000), iireme ve gelisme anomalileri,
merkezi ve gevresel sinir sistemi hasarlar1 (Guo et al. 2003), diyabetler (Longnecker and
Michalek 2000) ve tiroid bozukluklarint (Pavuk et al. 2003) igeren endokrin
bozukluklar, akciger fonksiyonlarinin azalmasi ve bronsit (USEPA 2003), serum
testosteron seviyesinin degismesi, mide bulantisi, kusma, istah kaybi, klorakne veya
akneyi igeren deri dokiintiileri, hipertirikoz (asir1 tiiylenme), karaciger hasari, serum
kolesterol ve gliseritlerinin yiikselmesi ve ¢ocuklarda kalici dislerin mine tabakalarinda

mineral kayiplarina neden olabilmektedir (Srogi 2008).

1.2. Hiicrede Olusan Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, en dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip,
kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig1 diisiik ve aktif kimyasal {iriin olarak tanimlanan
atom ya da molekiillerdir. Oksidatif stres ise basta hiicrelerin lipit tabakasinin
peroksidasyonuna sebep olan serbest radikallerin olusumu ile viicudun antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres olusum
mekanizmasi (Anonymous a 2012) Sekil 1.3’de sematik olarak gosterilmistir. Serbest
radikaller pozitif yiikli, negatif yikli ya da notral olabilmektedir (Halliwell and
Gutteridge 1989). Serbest radikaller ve oksijenin radikal olmayan tiirevleri birlikte
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilir. ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS),
biitiin aerobik organizmalar tarafindan metabolik siire¢lerin sonucu olarak iiretilen

serbest radikal tirtinleridir (Gutteridge and Halliwell 2000, Urso and Clarkson 2003).

Serbest radikaller; kovalent baglarin homolitik kirilmasi, normal bir molekiiliin elektron

kaybetmesi ve normal bir molekiile elektron transferi olmak tizere 3 farkli yolla ortaya

cikmaktadir (Halliwell 2001).
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Sekil 1.3. Hiicrede oksidatif stress olusum mekanizmasi

1.2.1. Serbest radikal tiirevleri

Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), gesitli metabolik olaylar sonucu
oksijenin indirgenmesiyle olusan siiperoksit radikali (O,"), hidroksil radikali (OH"),
peroksit radikali (ROQO") ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,), singlet oksijen
(*O,) ve ozon (O3) gibi tiirleri igermektedir. Reaktif azot tiirevleri arasinda ise nitrik
oksit (NO") 6nemli bir yer tutmaktadir (Darley-Usmar and Halliwell 1996). Cizelge

1.2°de reaktif oksijen ve reaktif azot tiirevi bilesikler 6zet olarak sunulmustur.
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Cizelge 1.2. Reaktif oksijen ve azot tiirevleri

Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS) Reaktif Azot Tiirevleri (RNS)
Radikaller | Radikal olmayan bilesikler | Radikaller | Radikal olmayan bilesikler
Hidroksil Hidrojen peroksit Nitrik oksit Nitrozil
(HO) (H20,) (NO") NO*
Alkoksil Singlet oksijen Azot dioksit Nitroksit
(RO") (0y) (NOz) NO
Peroksil Ozon Nitroz asit
(ROO") (G3) HNO,
Stiperoksit Hipoklorik asit Dinitrojen trioksit
0,7) (HOCI) N,Os
Lipit hidroperoksit Dinitrojen tetraoksit
(LOOH) N,O,
Peroksinitrit alkil
(ONOO)
Peroksinitrit
ROONO

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) radikal ve radikal olmayan bilesikler olmak tizere iki

temel grupta incelenebilir. Bunlar;

Siiperoksit radikali (O,"): Siiperoksit radikali hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde
molekiiler oksijenin (Oz) bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu

durum Q27 — 0z

seklinde formiile edilmektedir. Siiperoksit radikali serbest
radikal olmasina karsin zayif oksidan ozelliginden dolayir tek basina 6nemli hiicre
hasarlarina yol agmaz. Bu radikal, ozellikle elektronca zengin bir ortam olan ig
mitokondri zarinda solunum zinciriyle birlikte kendiliginden olusmaktadir. Siiperoksit
radikalinin diger bir meydana gelis sekli ise iskemi reperfiizyon (doku kanlanmasinin
ilaclarla veya mekanik miidahalelerle yeniden saglanmasi) sirasinda aktive olan ksantin
oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen olarak da olusturulmasidir. Ayrica lipooksijenaz
ve siklooksijenaz gibi enzimler de siiperoksit olusumuna neden olmaktadir (Zimmerman
and Granger 1994; Kontos et al. 1999). Siiperoksit radikalinin asil énemi hidrojen

peroksit kaynagi olmasi ve gegis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (Kalak 1995).
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Hidrojen peroksit (H,O,): Hidrojen peroksit (H,O,) iki sekilde meydana gelebilir.
Bunlardan birincisi stiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi ve
olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi (a), digeri ise molekiiler oksijenin (O,)
cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi ve ardindan olusan peroksitin iki proton

(H") ile birlesmesi (b) sonucu olusur. Bu basamaklar asagida formiile edilmistir.

Hidrojen peroksit serbest radikal olmasa da yapisinda su bulundurdugu igin, biyolojik
zarlara nifuz ederek daha etkili reaktif oksijen tiirlerinin yapim asamasinda rol
almasindan dolayr 6nemli bir oksidan ajandir. Burada serbest radikal reaktifleri radikal
olmayan iiriinler olusturdugundan, bu olay bir dismutasyon reaksiyonudur (kimyasal bir
reaksiyon sonucu aynt maddeden, yapi olarak iki farkli {iriniin meydana gelmesi olayi ).
Bu reaksiyon yavas ve kendiliginden meydana gelmektedir ve tepkime siiperoksit
dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenmektedir. Ayrica hidrojen peroksit ge¢is metal
iyonlart (Fe, Cu) varliginda, serbest oksijen radikallerinin en yiliksek reaktiviteye sahip
ve hasar verici Ozellikte olan, hidroksil radikalini olusturmak {izere kolayca
pargalanabilmektedir. Diger bir 6nemli gorevi ise hiicre igi sinyal molekiilii olarak iglev

gormesidir (Nordberg and Arner 2001).

Hidroksil radikali (OH"): Yarilanma omrii oldukga kisa, kararsiz ve ¢ok giiglii reaktif
bir oksidan radikaldir. Hidroksil radikali (OH") suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasiyla ya da hidrojen peroksitin siiperoksit ile tepkimeye girerek

yikilmasi sonucu olugmaktadir.

H,0, + 0, = OH + OH™ + 0,
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Hidroksil radikalinin olustugu bolgede biiylik hasarlar meydana gelir. Bu etki, proteinler
ve lipitler arasi ¢apraz baglar olusturma, proton ¢ikarma ve elektron transferi gibi

yollarla ortaya ¢ikmaktadir (Bingol et al. 1993).

Singlet oksijen (*O,): Singlet oksijen eslesmemis elektron icermedigi icin serbest
radikal degildir. Bununla birlikte donme yonlerinin farkliligindan dolayr oksijenin
yiiksek reaktif formudur (Gutteridge 1995). Molekiiler oksijende paylasilmamis iki dis
elektron ayni yonde fakat ayr1 yoriingelerdedir. Singlet oksijende ise elektron donme
yonleri birbirine zittir ve olusturduklar1 delta (ayn1 yoriingede) veya sigma (ayri
yoriingelerde) formuna gore ayni veya ayri yoriingelerde bulunurlar. Sigma formu delta

formuna gore daha enerjetik olup kolayca delta formuna doniisebilir (Unal 1999).

Nitrik Oksit (NO"): Bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, diiz kaslarin gevsemesi,
vazodilatasyon ve norotransmisyon gibi cesitli fizyolojik siire¢lerde 6nemli bir role
sahip prooksidatif ve antioksidatif sinyal molekiilii olmasinin yani sira ¢ok reaktif bir
radikal olmasindan dolay1 diger radikallerden ayrilmaktadir (Archer 1993; Alderton et
al. 2011). NO’ enzimatik olarak damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentetaz (NOS)
enzimi tarafindan L-arjininden sentezlenmesi sonucu olugmaktadir. Tahmini mekanizma

asagida gosterilmistir.

L — Arginin + NADPH + 0, — L — Strullin + NO' + NADP~

Nitrik oksit bir azot atomu ile bir oksijen atomunun ortaklanmamis elektron vererek
birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yapisi nedeniyle de radikaller grubunda yer
almaktadir. Bu radikalin iglevi ile ilgili olarak radikal oksijen tiirleri ile reaksiyona
girerek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti (ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri
dekompozisyonla OH" radikalinin olusumunda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Nitrik
oksitin endotel hiicre fonksiyon bozukluguna bagh olarak gelisen hipertansiyon ve
diyabet gibi bazi 6nemli hastaliklarda 6nemli bir etkiye sahiptir (Liischer et al. 1993;
Celik 2005).



20

1.2.2. Serbest radikal kaynaklar1

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
esnasinda oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda oldugu gibi, cesitli dis etkenlere
bagli olarak da ortaya ¢ikmaktadir (Fang et al. 2002; Valko et al. 2006). Serbest radikal
kaynaklari, olugsma sekillerine gore, biyolojik ve hiicresel kaynaklar olmak tizere iki alt

baslikta agiklanabilir.

1.2.2.a. Biyolojik serbest radikal kaynaklari

Karmagik yapili canlilardaki en aktif ROS kaynag1 fagositoz yapan hiicrelerdir. Canli
viicudu inflamasyon veya diger metabolik olaylarla uyarildiklarinda aktive olan
fagositler oksijeni indirgemek suretiyle (solunumsal patlama) hidroksil radikali (OH"),
hidrojen peroksit (H,0;) ve siiperoksit (O;") gibi ROS’larin olusumuna neden
olmaktadir (Basu 1999). Canlilarda ROS olusturan diger biyolojk kaynaklar arasinda
antineoplastikler (bleomisin, doksorubisin, andriamisin, nitrofurantoin gibi kanser
ilaglar1), ekzojen kimyasallarin enzimatik yikimi, radyant enerjinin emilimi (ultraviole,
X 151n1), asir1 miktarda ve uzun siire alkol alimi, uyusturucu maddeler yer almaktadir.
Bunun haricinde sigaranin gerek dumani gerekse katrani ¢esitli radikallerin olusmasina
zemin hazirlamakta ve organizmanin antioksidan kapasitesinin azalmasina neden
olmaktadir. Ayrica ozon, azot dioksit, kiikiirt dioksit, hidrokarbonlar ve asbest ile
ksenobiyotikler radikal olusturan oOnemli birer g¢evresel kaynaktir (Akkus 1995;
Abdollahi et al. 2004).

Canlida artan stres, katekolamin adi verilen hormon grubunun (epinefrin, norepinefrin
ve dopamin) sentezini artirmaktadir. Bu hormonlarin artis1 ile oksidasyon meydana
gelmekte ve serbest radikal iiretimi gerceklesmektedir. Bu mekanizma, 6zellikle stres
artigina baglh hastalik olusumunun serbest radikaller ile ilgili olabileceginin ve oksidatif
stresin hiicresel hasarin ortaya cikmasinda c¢ok oOnemli bir serbest radikal kaynagi

oldugunun gostergesidir (Akpolat 2000).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Epinefrin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Norepinefrin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Dopamin
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1.2.2.b. Hiicresel serbest radikal kaynaklar
1) Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu

Otooksidasyon, atmosferik oksijenin Kkatalizledigi tipik bir serbest radikal zincir
reaksiyonu olarak tanmimlanmaktadir (Nawar 1996). Notral ortamda askorbik asit,
tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiopterinler ve antibiyotikler
gibi indirgenmis elektron transferi yapan pek cok c¢oziinlir hiicresel bilesiklerin

otooksidasyonuyla serbest radikal olugsmaktadir (Akkus 1995).
2) Enzimatik oksidasyonlar

Reaktif oksijen tiirlerinin, hiicrelerde ksantin oksidaz (KO), NADPH oksidaz,
miyeloperoksidaz ve sitokrom P450 gibi bircok enzimin aktivitesi sonucu iretildigi
bilinmektedir (Meydani 2001). Hemen hemen biitiin canli tiirlerinde bulunan KO,
hasarli dokularda 6zellikle piirinlerin yikim reaksiyonlarinda bir dehidrojenaz enzimi
olarak gorev yapmaktadir. Dokuda belli stres kosullar1 altinda (iskemi, travma ve
intoksikasyon vb) ksantin oksidazin bir tiir oksidaz olarak gérev yapmasi durumunda
hipoksantin ksantine, ksantin de iirik aside doniismektedir. Bu reaksiyonlar sirasinda
elektron alicist olarak molekiiler oksijen kullanilmaktadir. Molekiiler oksijen hidrojen
perokside indirgenmektedir. Iskemi durumlarinda oksijen seviyesi diisiik oldugundan
onemli hasar olmaz. Ancak oksijen seviyesi reperfiizyon sirasinda normal seviyeye
ulaginca iskemi yerinde ksantin oksidaz etkisiyle fazla miktarda hidrojen peroksit
(H20) ve siiperoksit radikali (O,") olusmaktadir (Parks et al. 1988; Akkus 1995;
Borges et al. 2002).

KO(204)

Hipoksantin + H,0 —— Ksantin - 20, + 2ZH"~

KO(205) _
Ksantin - H,0 + 20, e Urik Asit + 20, + 2H”
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Bir diger serbest radikal {iretimine neden olan enzim 6zellikle fagosit ve lenfositlerde
bulunan 6nemli bir savunma elamani olarak sayilan NADPH oksidazdir. Hiicrelerde O,
alimimin artmasina bagl olarak aktif hale gelen NADPH oksidaz, oksijeni siiperoksit
anyonuna doniistiirerek ekstraseliiler sivilardaki siiperoksit radikal (O;"") miktarinin

artmasina neden olmaktadir (Freeman and Crapo 1982).

NADPH ocksidaz
20, -+ NAD(P)H ————20; - NADP H~

Hiicresel oksidan kaynaklarindan bir digeri notrofilik miyeloperoksidaz enzimidir. Bu
enzim hidrojen peroksit tarafindan klorid iyonlarinin oksidasyonu ile hipoklorik asit
tiretimini katalizlemektedir. Bu enzimin katalizledigi reaksiyon ile savunma sisteminde
bakterilerin yok edilmesi saglanmakta fakat olusan hipoklorik asit ayni zamanda ol-
antiproteinaz enzimini inaktive etmek suretiyle saglikli insan dokusunda hasarlara yol

acmaktadir (Lavelli 2000).

a) Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron tasima sistemleri

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda yer alan P450 ve b-5 gibi sitokromlar
yag asitleri ile ksenobiyotiklerin oksidasyonuyla veya dioksijenin rediiksiyonu ile
serbest radikallerin olusmasma yol agmaktadir. Bu oksidasyon-rediiksiyon olaylar
sirasinda elektronlarin oksijen molekiiliine (Oz) gegmesiyle siiperoksit radikali (O;™)
meydana gelmektedir (Pal 1994; Celik 2005). Niikleer membran kaynakli radikaller
ozellikle DNA iizerinde hasar meydana getirmektedir (Akkus 1995; Yanbeyi 1999).

b) Mitokondrial elektron transport zinciri

Mitokondri hiicre i¢in gerekli olan enerjinin iiretildigi ve hiicresel solunumun saglandig:
organeldir. Normal kosullarda makromolekiillerin katabolizmasiyla ortaya c¢ikan
elektronlar, mitokondri i¢ zarinda bulunan elektron tasiyicilari (NADH, FADH,) ile

molekiiler oksijene aktarilip su olusturulmaktadir.
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0, +4H® + 4 — 2H,0

Elektronlarin elektron transport zincirinden kacip molekiiler oksijen ile dogrudan
reaksiyona girmesi sonucu siiperoksit radikali olusmaktadir (Grisham and Granger
1989; Basaga 1990).

DE _EI —* DIE_

c) Arasidonik asit metabolizmasi

Arasidonik asit, membran yapisinda bulunan 6nemli fizyolojik fonksiyonlar1 olan
eikazonoid ailesinin sentezinde baslangi¢ maddesi olarak kullanilan 20 karbonlu ¢oklu
doymamis bir yag asididir. Arasidonik asit metabolizmasi, hem reaktif oksijen
metabolitlerinin 6nemli bir kaynagi olmasi hem de radikallerce aktive edilmesinden
dolay1 radikal kaynakli hasarlarda 6nemli bir yer tutmaktadir (Schiller et al. 1991;
Akkus 1995).

Hiicre membraninda Ca*?-ATPaz enziminin gesitli faktorlere bagli olarak inhibisyonu
ve hiicre i¢i Ca*? depolarinin hasara ugramasina bagh olarak Ca*? konsantrasyonu
artmaktadir. Hiicre ici Ca*? seviyesinin artmasi fosfolipaz enzim aktivitesini artirmakta
ve serbest arasidonik asit seviyesini ylikseltmektedir. Artan arasidonik asit
siklooksijenaz ve lipooksijenaz yolu ile ikincil serbest radikaller, toksik lipit peroksitler
ve bunlarin yaninda prostoglandin ve l6kotrienler gibi lipid kokenli otakoidlerin (lokal
etkili hormon) olugsmasina neden olmaktadir (Schrier et al. 1987; Ferrari et al. 1991;
Schiller et al. 1991).

1.2.3. Serbest radikallerin biyomolekiiller iizerine etkileri

Canlida artan serbest radikaller, oOzellikle canli yasaminda biiyiik Oneme sahip
karbonhidrat, protein, lipid ve DNA gibi biyolojik molekiiller veya tiim hiicre

komponentleri ile reaksiyona girerek yeni serbest radikallerin olustugu zincirleme bir
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reaksiyonu baglatarak hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere yol agmaktadir

(Gutteridge 1995; Dikici 1999).

1.2.3.a. Karbonhidratlar iizerine etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerindeki en Onemli etkisi, polisakkarit
depolimerizasyonu ve monosakkaritlerin  (glukoz, mannoz) otooksidasyonudur.
Otooksidasyon sonucu sliperoksit, hidrojen peroksit ve okzalaldehitler meydana
gelmektedir. Ozellikle okzalaldehitlerin proteinler, DNA ve RNA’ya capraz baglanma
yeteneklerinden dolay1 antimitotik etki gostermek suretiyle yaslanma ve kanser

patolojisinde 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Ceballos et al. 1992; Yanbeyi 1999).

Bag dokunun 6nemli bir pargasi olan glikozaminoglikan yapisindaki hiyaliironik asit
sinoviyal sivinin viskositesinde 6nemli bir role sahiptir. Hiyaliironik asidin olusan
serbest radikaller tarafindan parcalandigi ve bag dokusu yapisinin bozulmasi ve eklem
hastaliklarina neden oldugu bildirilmistir (Firat 1997; Hawkins and Davies 1998).

1.2.3.b. Proteinler tuizerine etkileri

Proteinler, canli hiicre yapisinda en fazla bulunan makromolekiil olmasinin yani sira
enzim ve hormonlarin yapisina katilmasi, kasilma, tagima ve savunma gibi
mekanizmalarda aktif rol almasi ile de dnemli bir yere sahiptir. Proteinler genel olarak
20 farkl tip L-o amino asitin belirli bir dizilis sirasinda diiz zincirde birbirlerine
kovalent baglar (peptid ve disiilfit) ile baglanmasi sonucu olusan polipeptitlerdir.
Serbest oksijen radikalleri, proteinler iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Bunlardan en
Oonemlisi sitoplazma ve membran proteinlerinin ¢apraz baglanmasi sonucu olusan dimer
yapilardir. Tasimada gorev alan hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest
radikallerden 6nemli oranda etkilenirler. Ozellikle oksihemoglobinin siiperoksit radikali
(O27) veya hidrojen peroksitle (H,0,) reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden
olmaktadir. Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bag:

bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilari



25

bozulmakta ve fonksiyon kaybina ugramaktadirlar. Enzimler de protein yapisinda
olduklarindan bozulan protein yapisina bagli olarak enzim aktivitelerinde de bozulmalar
meydana gelmektedir. Yapisal olarak proteinler serbest oksijen radikallerine karsi
lipidlere gore daha dayaniklidir. Proteinlerin etkilenme dereceleri igerdikleri aminoasit
dizilimine gore degisiklik gdstermektedir. Doymamig bag ve siilfiir iceren amino
asitlerin (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) diziliminden
olusan proteinler serbest radikallere kars1 daha fazla hassastirlar. Bu tiir proteinlerin
serbest radikallerle etkilesimi sonucu karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri
meydana gelmektedir. Olusan bu karbon merkezli radikallerden karbonillerin 6lgiilmesi
ile proteinlerde meydana gelen oksidatif hasar belirlenmektedir (Rice-Evans et al. 1991,
Akkus 1995; Dikici 1999; Wu and Cederbaum 2003).

1.2.3.c. Lipidler iizerine etkileri

Canli yapisina katilan biyomolekiiller arasinda serbest radikallere en fazla maruz kalan
ve en fazla etkilenen yapilar lipidlerdir (Yanbeyi 1999). Serbest radikallerin hiicre zari
lipitleri {izerinde meydana getirdigi hasar, lipid peroksidasyonu (LPO) olarak
adlandirilmaktadir. LPO hiicre membran yapisina katilan fosfolipid, glikolipid, gliserid
ve sterol yapisindaki c¢oklu doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri
tarafindan peroksit, alkol, aldehit, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli zararl
tirlinlere doniigsmesi olarak tanimlanmaktadir (Valko et al. 2006). LPO reaksiyonlar1 ii¢

asamali olarak gerceklesmektedir (Tappel 1972; Frei 1994; Gutteridge 1995).

a) Baslangic asamasi: Doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle (sliperoksit
radikali veya hidroksil radikali) etkilesmesi sonucu doymamis yag asidindeki metilen
grubundan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile LPO zincir reaksiyonlar
baslamaktadir. Reaksiyonlar1 baslatan hidroksil radikalidir. Radikal lipit molekiiliinden
bir hidrojen atomu ¢ikartarak karbon merkezli lipid radikalinin olugsmasina neden

olmaktadir.
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b) Zincir Reaksiyonu: Bu boliimde hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan lipid
peroksit radikali membran yapisina katilan diger ¢oklu doymamis yag asidi zincirlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugsmasina neden olmaktadir. Radikal ise agiga
cikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksite doniismektedir. Sonugta tek bir
radikal diger yag asitlerini tetikleyerek birden ¢ok lipid hidroperoksit olugsmasina yol
acmaktadir. Tek bir baslangi¢ reaksiyonu yag asit zincirlerinin binlerce lipid
hidroperoksit sekline doniismesi ile sonuglanmaktadir. Bu zincir reaksiyonlarinin ne
zaman bitecegi ortamda bulunan oksijen ve antioksidan miktarina bagli olarak

degisiklik gostermektedir.

c) Sonlanma asamasi: Serbest radikallerin neden oldugu zincir reaksiyonu ya lipid
hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesikler ile etan, pentan gibi ugucu gazlara
doniigsmesi ya da zincir reaksiyonlarin1 kiran bir antioksidan tarafindan lipid perokside
bir hidrojen atomu verilmesi ile sonlanmaktadir. Reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan
tirlinlerin en dnemlileri ve taninanlart malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-
HNE)’dir (Baydas vd 2003). MDA membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasina ve
polimerizasyonuna neden olmaktadir. Bu iki olay sonucunda iyon transportu, enzim
aktivitesi, deformasyon ve hiicre yiizey komponentlerinin agregasyonu gibi membran
ozellikleri degismektedir. Bunun yani sira MDA, DNA bazlari ile de reaksiyona girerek
hasara neden olmaktadir. Biitlin bu mekanizmalar géz Oniine alindifinda MDA’ ’nin
mutajenik, genotoksik ve karsinojenik etkilere sahip oldugu disiiniilmektedir. LPO
sonucu olusan MDA ile meydana gelen membran hasari geri doniisiimsiizdiir. Ayrica bu
hasarlar MDA’nin kolay diflize olma yetenegine baglh olarak hiicrenin diger
bolimlerine de yayilmaktadir (Cross et al. 1987; Rice-Evans et al. 1991; Gutteridge
1995). LPO zincir reaksiyonun son {irliinlerinden MDA seviyesinin 6l¢iilmesi biyolojik
sistemlerdeki oksidatif hasarin belirlenmesinde en ¢ok tercih edilen metotlardan birisidir

(Valenzuela 1990; De Zwart et al. 1999; Uchida 2000).
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1.2.3.d. Niikleik asit ve DNA iizerine etkileri

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde endojen veya ekzojen faktorlerin etkisiyle
meydana gelen tiim degisiklikler DNA hasar1 olarak adlandirilmaktadir. Bu faktrlerden
birisi de serbest oksijen radikalleridir. Bu radikallerden 6zellikle OH’, deoksiriboz ve
bazlarla ¢ok kolay reaksiyona girebilmekte ve DNA hasarina neden olmaktadir. Bir
diger radikal olan siiperoksit anyonu giiclii oksitleyici 6zeligine bagl olarak guanin gibi
yiiksek elektron yogunluklu bélgeler iceren molekiillerle ¢ok daha kolay etkilesime
gecmektedir. Ayrica reaktif oksijen tiirleri DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasina veya
niikleik asit baz degisimlerine neden olmaktadir. Bu iki olay sonucunda kromozal

mutasyonlar ve sitotoksisite meydana gelmektedir (Halliwell and Gutteridge 1984).

DNA hasarlarinin olusumuna neden olan endojen reaksiyonlar oksidasyon, metilasyon,
depiirinasyon ve deaminasyondur. Nitrik oksit veya nitrojen dioksit (NO>), peroksinitrit
(ONOQ"), dinitrojen trioksit (N,O3) ve nitrik asit (HNOs3) gibi reaktif {iriinler
nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlari sonucunda mutajenik aktivite gostermektedir
(Thomas et a.l 1998). Aktive olmus nétrofil kaynakli ortaya ¢ikan hidrojen peroksit
(H202) membranlardan gegmek suretiyle hiicre ¢ekirdegine ulagsmaktadir. Sonug olarak
bu radikal DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agmaktadir

(Halliwell 1994; Akkus 1995; Yanbeyi 1999).

Serbest radikaller, 6zellikle de OH™ radikali ¢esitli mekanizmalarla DNA’da seker ve
baz modifikasyonlari, zincir kiriklari, DNA-protein ¢apraz baglar1 gibi ¢ok sayida
modifikasyona neden olmaktadir. Ozellikle serbest radikallerin neden oldugu DNA
hasarinin dogrudan belirlenmesinde gilinlimiizde kullanilan en etkili ve en yaygmn
yontem 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) seviyesinin Ol¢iilmesidir. 8-OHdG,
reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da yaptig1 20’den fazla oksidatif baz hasar {irlinlinden
biri olup guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar1 sonucu meydana gelen
modifiye bir bazdir (Helbock et al. 1999; De Martinis and De Lourdes Pires Bianchi
2002).
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1.3. Dioksin ve Oksidatif Stres

Yapilan bir¢ok ¢alismada TCDD’nin uzun donem toksititesinde oksidatif stresin 6nemli
bir rol oynadig: bildirilmistir (Hassoun et al. 2000; Slezak et al. 2000). TCDD’ye maruz
kalinmasini takiben oksidatif stres olusumu ile sonug¢lanan mekanizma heniiz tam olarak
aydinlatilmamis  olmasina ragmen  oksidatif stres  gostergelerinden lipit
peroksidasyonunu artirdigi, indirgenmis glutatyon (GSH) igerigini azalttigi, 8-hidroksi-
2-deoksiguanozin (8-OHgD) miktarim1 arttirdigi, karaciger membran akiskanligini
azalttigi, DNA hasarin1 arttirdigi, stiperoksit olusumunu arttirdigi, protein olmayan
stilfidril ve NADPH igerigini azalttig1 rapor edilmistir (Kern et al. 2002; Senft et al.
2002; Chan et al. 2004).

Shertzer et al. (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada, TCDD’nin disi farelerde 3 giin
Sug/kg dozunda uygulamasinmi takiben 8 hafta kadar devam eden giiclii bir oksidatif
stres cevabina neden oldugu bildirilmistir. Yine, yapilan baska bir ¢alismada, giinliik
0,45ng/kg dozunda TCDD verilen hayvanlarda beyinde oksidatif stresin tetiklendigi
rapor edilmistir (Hassoun et al. 1998).

Dioksin uygulanmasindan sonra olusan oksidatif strese Ah reseptorlerinin aracilik ettigi
bildirilmigtir (Alsharif et al. 1994). TCDD kaynakli serbest oksijen radikallerinin
olusumunun olast bir mekanizmasinda sitokrom P450 enzimlerinin gerektigi ileri
stirilmektedir (Park et al. 1996) ve Ah gen dizisindeki liyelerinden CYP 1A1 ve CYP
1A2’nin TCDD kaynakli oksidatif stres ile iliskili oldugu ileri siirilmiistiir (Nebert et al.
1993). Dioksin tarafindan CYP 1A1, CYP 1A2 ve CYP 1B1I’in indiiksiyonu serbest
radikallerin olusumunu ve sonugta lipit peroksidasyonun artmasi ile sonuglanmaktadir

(Kern et al. 2002).

Ah reseptor kaynakli ksantin oksidaz ve ksantin dehidrojenaz sisteminin de TCDD
uygulanmig ratlarda oksidatif stres ile iliskili oldugu bildirilmistir (Latchoumycandane
and Mathur 2002). Ileri siiriilen bir diger mekanizma da TCDD kaynakl1 sitokrom P450

enzimleri yoluyla 6strojenin metabolik aktivasyonudur. Normal enzim fonksiyonu
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stiresince serbest oksijen radikallerinin iiretiminde sitokrom P450’nin iligkisi uzun
zamandir bilinmektedir ve 6strojen de TCDD’nin neden oldugu bu serbest oksijen
radikallerinin olusumuna katkida bulunmaktadir (Slezak et al. 2000). Sitokrom P450
katalitik siklusunda su ve hidrojen peroksit (H,O;) serbest radikalleri agiga ¢ikmaktadir.

Ancak bu fizyolojik olay tam olarak aydinlatilamamistir (Slezak et al. 2002).

Ksenobiyotik kaynakli oksidatif stresin temel ve dogrudan bir indikatorii olan peritonel
lavaj hiicreleri basta olmak tizere fagositik hiicrelerde serbest oksijen radikal iiretiminin
arttig1 bildirilmistir. Fagositik hiicreler TCDD nin akut toksititesine karisir ve TCDD’ye
olusan cevapta makrofaj infiltrasyonu meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda, TCDD
uygulanmis rat ve farelerin karacigerlerinde ¢ogunlukla lenfositler ve polimorfoniikleer
lokositler basta olmak iizere yangi hiicreleri infiltrasyonu goriildiigii bildirilmistir

(Alsharif et al. 1994; Kern et al. 2002).

1.4. Detoksifikasyon Sistemleri

Canlilar i¢in bir¢ok 6nemli zararli etkileri oldugu bilinen serbest oksijen radikalinin
uzaklastirilmas: ve bu radikallerin neden oldugu oksidatif stresi onlemek i¢in canli
viicudunda antioksidan savunma sistemi gelismistir. Bu sistemde gorev alan endojen
veya eksojen kaynakli tim molekiillere ise antioksidan adi verilmektedir.
Antioksidanlar kendi elektronlarindan birini serbest oksijen radikaline vermek suretiyle
radikalleri etkisiz hale getirirler. Kararli bir yapiya sahip olmalarindan dolay:
antioksidanlar elektron kaybetmelerine ragmen serbest radikale doniismezler (Halliwell
1997; Gutteridge and Halliwell 2000; Urso 2003; Abdollahi et al. 2004).
Antioksidanlarin serbest oksijen radikalleri iizerine olan etkilerini dort farkli yolla
aciklamak miimkiindiir (Halliwell and Gutteridge 1990; Gutteridge 1994).

1. Toplayic1 (Siipiiriicii) etki: Serbest oksijen radikallerin tutularak veya daha zayif

yeni bir molekiile doniistiiriilerek ortamdan uzaklastirilmasidir.
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2. Baskilayic etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiiriilmesidir (flavonoidler ve vitaminler).

3. Zincir kiriaa (koparma) etki: Serbest oksijen radikallerine metal iyonlarinin
baglanmasi ile zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etki gostermesidir. Ornegin;

Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

4. Onaric etki: Radikallerin hedefi olan DNA gibi molekiillerin hasar sonrasinda tamir

edilmeleridir.

Antioksidanlar kaynaklarina gore, endojen ve eksojen olmak {lizere iki boliime
ayrilmaktadir. Endojen antioksidanlar, kendi iginde enzimatik ve nonenzimatik
antioksidanlar olarak iki alt baslikta irdelenmektedir (Yal¢in 1998). Enzimatik
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz,
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-transferaz (GST) gibi
enzimler yer alirken, vitaminler, glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ise
enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalari icerisinde yer almaktadir.
Ancak bu calismada model organizma olarak kullanilan Drosophila’da glutatyon
peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi bulunmamaktadir (Samis et al. 1981).

Antioksidanlarin siniflandirilmasi Sekil 1.3’de 6zet olarak sunulmustur.
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Antioksidanlar
Endojen Kaynakli Eksojen Kaynakh
I | I
] ] l |
Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Dogal Antioksidanlar Sentetik
Antioksidanlar Antioksidanlar
Siperoksit dismutaz (S0D) Vitamin A
Kaalz (CAT) Glutat\jon : Vitamin E lag Antioksidanlar
Glutatyon -S-ransferaz (GST) Askorblk Asit Vitamin C
. oo (D M I
Shatyonperskidaz (GPy) .IEla.tDnm B-Rargten, Ksantin oksidaz infibitdrler
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Metivonin o a T e
mﬂ Diger fenolik bilesider Demir redoks dongistnin inhibitorlerl
-]
Laktoferin Lokal anestezikler
L
\lbu Kalsivum kanal engellevidleni
Albumin
Hemoglobin Sigkile
Mivoglobin
y (Gida Anfioksidanlan
Feniin
Seruloplazmin L
i —1 Butillenmis hidroksitoluen (BHT)
w Butillenmis hidroksianisol (BHA)
Bilibin o
Propiloalat
Sodvum henzoat

Sekil 1.4. Antioksidanlar kaynaklaria gore siniflandirilmasi
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1.4.1. Endojen kaynaklh antioksidanlar

1.4.1.a. Enzimatik antioksidanlar

a) Siiperoksit Dismutaz (SOD): Ilk olarak 1968 yilinda McCord ve Fridovich
tarafindan tanimlanan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, iki molekiil O, ’nin iki
molekiil proton ile reaksiyona girerek H»O,’ye dontsiimiinii katalizleyen ve lipid
peroksidasyonunu inhibe eden bir metalloenzimdir. SOD ile katalizlenen tepkime
sonucunda olusan hidrojen peroksit, oksijenin toksik iiriinlerinden biri olup katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri ile birikimi dnlenmektedir. Bu yiizden
SOD ve CAT enzimleri birlikte degerlendirilmektedir. Mikroorganizmalardan en
yiiksek yapili canlilara kadar, aerobik kosullarda yasayan canlilarin biitiin doku, hiicre
ve hiicre organelleri SOD icermektedir (McCord and Fridovich 1969, 1978; Sun 1998).
SOD enziminin 2 mol siiperoksit ve 2 mol H" ile reaksiyona girerek H,0O’ye doniisiim

mekanizmasi asagida gosterilmistir.

50D
0, + 0, +2H — 0, + H,0,

Aktif merkezlerindeki metalin tiirtine bagli olarak SOD enziminin CuZn-SOD, Mn-
SOD ve Fe-SOD olmak iizere ti¢ farkli tiirii tanimlanmistir (Fridovich 1975; Asada
1976). Hayvan hiicrelerinde CuZn-SOD’lar genellikle sitozolde yerlesmistir. Ayrica
lizozomlarda, cekirdekte ve i¢-dis mitokondriyal membran arasindaki boslukta da
bulunmaktadir. Siyaniir iyonlar1 CuZn-SOD enzimlerinin gii¢lii inhibitorleridir. Mn-
SOD ise mitokondride yer alir ve siyaniir ile inhibe edilemez. Fe-SOD’a ise heniiz
hi¢bir hayvan dokusunda rastlanmamissa da Ginkgo biloba, domates ve hardal yapragi
gibi baz1 bitkilerde aktivite gosterdigi bildrilmistir (McCord and Fridovich 1696;
Hekkila et al. 1976; Halliwell and Gutteridge1994; Ozden 2006).

b) Katalaz (CAT): Katalaz (CAT) yapisinda dort tane hem grubu barindiran bir

hemoproteindir. Solunum yapan tiim organizmalarda bulunan CAT enzimi esas olarak
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peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunmaktadir.
Bu enzimin en dnemli gorevi hidrojen peroksidi (H20,) suya ve molekiiler oksijene
parcalamaktir (Paglia and Valentine 1967; Palmer 1990; Frei 1994). Reaksiyon

denklemi asagida verilmistir.

CAT
H,0, — 2H,0+ 0,

Drosophila’da CAT enziminin yapisal geni 3. kromozomun sol kolu iizerinde 75D1-
76A konumunda bulunmaktadir. Katalaz aktivitesi, Drosophila gelisimi siiresince iki
genis pik yapar. Bu donemler {iglincli gec instar larva ve pupa asamalaridir. Bu
donemde CAT aktivitesi en yiiksek diizeydedir. Bireyler erginlestikten sonra CAT
aktivitesi duragan hale geg¢mektedir. CAT Drosophila’da glutatyon peroksidaz
bulunmadigindan H,O’nin uzaklastirilmasinda temel enzim olarak gorev yapmaktadir

(Samis et al. 1981).

c) Glutatyon Rediiktaz (GR): 478 aminoasitten olusan ve birbirinin ayni olan iki
polipeptidin de flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren flavoprotein yapisindaki
glutatyon rediiktaz (GR), okside glutatyonu (GSSG) NADPH’ya bagimli olarak rediikte
glutatyona (GSH) katalizleyen bir enzimdir. Yapisinda bulunan FAD’dan dolay1
aktivitesi diyetle alinan riboflavine bagimlidir (Lehninger 1976; Carlberg and

Mannervik 1985). Glutatyon Rediiktaz enziminin islev mekanizmasi agagida verilmistir.

GR
GSSG + NADPH +H™ — 2GSH + NADP™

d) Glutatyon S- Transferaz (GST): Glutatyon S- transferaz enzimi insan viicudunda
selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki tiirii bulunan hiicresel detoksifikasyon
ve transporttan sorumlu iki protein alt birimden olusan multifonksiyonel protein
ailesindendir (Shidhu 2004). GST, H»O, ve lipit peroksitlerin rediikte glutatyonla
(GSH) reaksiyona girerek, H,O ve okside glutatyon (GSSG) olusmasini katalizleyen bir

enzimdir (Mills 1957). Ayrica bu enzim sitokrom P450 tarafindan tiretilen reaktif ara
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tiriinlerin detoksifikasyonunda ve lipid peroksidasyonuna karsi hiicre membranlarinin
korunmasinda da gorev almaktadir (Goff et al. 2001). Enzimin islev mekanizmasi

asagida denklemle ifade edilmistir.
GST
ROOH +~ 2GSH — GSSG + ROH + H, 0

Drosophila melanogaster’de GST 1in GST D ve GST 2 olmak iizere baslica iki formu
tanimlanmustir. Drosophila’nin diger bir tiirii olan Drosophila simulans’da ise GST’1n
tiglincii bir formunun daha varlig1 saptanmigtir. GST D’nin (Delta sinifi), Drosophila’da
ticiincli formu ile birlikte detoksifikasyonla iliskili olduklar1 ve 6zellikle insektisitlere
kars1 direng olusturmada gorev aldiklar1 bildirilmistir (Hunaiti et al. 1995; Carlini 1998;
Agianian et al. 2003).

1.4.1.b. Enzimatik olmayan antioksidanlar

a) Glutatyon (GSH): Reaksiyon sonucu olusan rediikte glutatyon (GSH) tiyol grubu
tasiyan glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerini igeren bir tripeptittir. Her
basamakta bir mol ATP’nin gorev almasiyla -glutamil sistein sentetaz ve glutatyon
sentetaz enzimleri aracilifiyla olugsmaktadir. GSH hiicrede en fazla sitozolde, niikleusda
ve mitokondrilerde bulunmaktadir. Bircok hayvan dokusundaki tiim glutatyon
indirgenmis halde yani GSH formunda bulunurken Drosophila’da GSH formunun
yaninda yaklasik %20 oraninda okside glutatyon (GSSG) da bulunmaktadir (Terpstra

2003). Glutatyon olusum mekanizmasi agagida iki basamakli olarak gosterilmistir.

y—elutamil sistein sentetaz

L — glutamat + L — sistein + ATP v — glutamil sistein+ ADP + Pi

Glutatyon sentetaz

¥ — glutamil sistein + Glisin+ ATP ——  GSH+ ADP + Pi

Glutatyon aerobik yasamin zararli yan iirlinlerinden hidrojen peroksit ve organik
peroksitler ile reaksiyona girerek onlarin detoksifikasyonunda gérev almaktadir. Serbest

radikallerin yikici etkilerini 6nleyen veya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi bircok
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enzimin substrati olarak da kullanilmaktadir (Scott et al. 1991; Mayers 1993). Ayrica
GSH’1mn rediikte durumda E ve C vitamini gibi antioksidanlar ve diger serbest radikal

stiptiriiciilerinin ¢alismasinda da 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir (Scott et al.

1991).

a) Bilirubin: Hem katabolizmasinin son iriinii olan bilirubin, siiperoksit ve hidroksil

radikali toplayicisi olarak gorev yapmaktadir (Stolc et al. 1983).

b) Melatonin: Lipofilik 6zelligi ile hiicrenin hemen biitiin organallerine ve hiicre
cekirdegine ulagabilen melatonin hidroksil radikalini ortadan kaldiran giiclii bir

antioksidandir (Yal¢in 1998).

¢) Seruloplazmin: Dolasimdaki bakir i¢in 6nemli tasiyict protein olan seruloplazmin
ferro demiri (Fe?") ferri demire (Fe®") yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve bdylece
hidroksil radikali olusumunu engellemektedir (Akkus 1995).

d) Ferritin, Transferrin ve Laktoferrin: Transferrin ve laktoferrin dolasimdaki
serbest demiri tasiyan major proteindir. Bu proteinler serbest demiri baglayarak
hidroksil olusumu veya lipit peroksidasyonu gibi siireclere katilmasina engel
olmaktadir. Ferritin ise dokudaki demiri baglayarak benzer etki gostermektedir

(Halliwell and Gutterridge 1990).

e) Sistein: Siiperoksit ve hidroksil radikaller toplayicisi olarak gorev yaptigi
bildirilmistir (Akkus 1995).

1.4.2. Eksojen kaynakh antioksidanlar

Bu gruba dahil olan antioksidanlar arasindan en ¢ok kullanilanlar1 vitaminler, - karoten

ve flavonoidlerdir.



36

a) Vitaminler (E (a-tokoferol), C (Askorbik Asit)): Vitaminler protein, karbonhidrat
ve yaglarin tersine viicuda enerji vermeyen ancak enerji elde edilmesinde gorev alan,
biiyiime, ¢ogalma ve sagligin devamu igin gerekli organik bilesiklerdir. Vitaminler
belirli organizmalar tarafindan ya hi¢ ya da yeterli miktarda sentezlenemediginden
biiyiik ¢ogunlugu parental veya sindirim yoluyla metabolizmaya dahil edilmektedir.

Vitaminlerden E, C ve A gii¢lii birer antioksidan molekiildiir.

Vitamin E ya da canli yapidaki adiyla a-tokoferol membranlarin lipid tabakalari
arasinda yer almaktadir (Burlakova et al. 1998). E vitamini hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan yag asitlerini serbest radikallerin oksitleyici etkisinden
koruyan ilk savunma mekanizmasint olusturmaktadir (Tietz 1995). Bunun yani sira
stiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini ve diger
radikalleri de indirgemek suretiyle antioksidan savunmada rol almaktadir (Rice—Evans
et al. 1991; Akkus 1995; Tanakol 1998). Ketolakton yapisinda olan vitamin C suda
coziilebilen giiglii bir antioksidandir (Barber and Harris 1994). Vitamin C ya da bilinen
adiyla askorbik asit Oncelikli olarak prolin, lizin ve dopamin beta hidroksilaz
enzimlerinin kofaktorii olup, bu amino asitlerin hidroksilasyonunda ve Kkollajen

fibrillerin sentezinde gorev almaktadir (Mendiratta et al. 1998).

Bir antioksidan olarak askorbik asit siiperoksit, peroksil ve hidroksil radikalleri ile
reaksiyona girerek bir ara T{riin olan semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti
dehidroaskorbik asiti (DHA) olustururken reaksiyona girdigi radikali de etkisiz hale
getimektedir. Membran i¢indeki ve ekstraseliiler dokulardaki lipid perokidasyonunu
onlemektedir (Akkus 1995; Carr et al. 2000).

Askorbik asidin antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki gosterdigi de bildirilmistir.
Askorbik asit proteine bagh ferri demiri (Fe**) uzaklagtirmak ya da dogrudan ferri
demiri indirgemek yoluyla fenton reaksiyonunda hidroksil radikali (OH") olusturmaya
uygun ferro demire (Fe**) déniistiirmektedir. Bu 6zelliginden dolay: vitamin C, serbest
radikal reaksiyonlarinin  6nemli bir katalisti veya bir prooksidan olarak

degerlendirilmektedir. Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda
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goriildigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise giiclii bir antioksidan olarak etki ettigi tespit

edilmistir (Block 1991).

b) p- Karoten: A vitamininin metabolik prekiirsorii olan B karoten organizmada triplet
uyaricilarin  zararli etkilerini ve singlet oksijeni baskilama, siiperoksit radikalini
temizleme gibi antioksidan etki gostermektedir. Bu o&zelliklerine ek olarak diisiik
oksijen kismi basincinda peroksi serbest radikallerinin dokulara hapsedilmesinde gorev
alarak da antioksidan etkiye sahiptir. Bununla birlikte karotenoidlerin lipid
membranlara lokalizasyonu membranlarin  oksidatif strese karsi hassasiyetini
azaltmaktadir (Niki 1987; Gruszecki and Strzalka 2005). Insanlarda besin yoluyla alinan
B-karotenin oksidatif DNA hasarint ve kanser olusumunu Onleyebilecegi bildirilmistir

(Anonymus 1993; Krajcovicova-Kudlackova and Dusinska 2004).

c) Flavanoidler: Flavonoidler bitkilerdeki kirmizi, mavi ve sari renk pigmentlerini
olusturan polifenol yapidaki bilesiklerdir. Tim flavonoidler 3'-4' dihidroksi
konfigiirasyonu ile antioksidan aktivite gosterirler. Fenolik bilesikler lipid radikallere
hizla H™ vermesi seklinde lipid oksidasyonu ile etkilesmektedir. Sonug olarak, ROO" ve
RO radikalini pargalayarak lipid peroksidasyonu (LPO) zincir reaksiyonunu
sonlandirmaktadir (Feredioon et al. 1992; Avc1 2001).

Butillenmis hidroksitoluen (BHT), butillenmis hidroksianisol (BHA), etoksiguin,
propilgalat ve sodyum benzoat gibi iiretilen sentetik antioksidanlarin son zamanlarda
gidalara katildig1 bildirilmistir (Braginskaia et al. 1992; Shahidi 2000). Antioksidan
ilaglar arasinda ise ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri, demir
redoks dongiisiiniin inhibitorleri, lokal anestezikler, kalsiyum kanal engelleyicileri ve

sitokinler yer almaktadir.

1.4.3. Cahsmada kullanilan antioksidan maddeler

Bu calismada, dioksinlerin olusturacagi olasi oksidatif stresi dnleme ya da hasarin

Oniine gegme noktasinda koruyucu ve iyilestirici etkilerinin olup olmadigi arastirilan
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antioksidan maddelerden birisi endojen ve ekzojen kaynakli bir antioksidan olan
Koenzim Q10 (CoQ10) ve digeri de ekzojen kaynakli dogal antioksidanlardan
Resveratrol’diir (RSV).

1.4.3.a. Koenzim Q10 (Ubikinon)

Koenzim Q10 (CoQ10) ilk defa 1957 yilinda Dr. Frederick Crane ve arkadaslari
tarafindan sigir kalbinin mitokondrisinden izole edilmistir (Crane et al. 1971). CoQ10
mitokondriyal elektron transport zincirinde koenzim ve NADH dehidrogenaz ve
siiksinat dehidrogenaz ile sitokrom sistemleri arasinda elektron tasiyicisi olarak gorev
yapan lipofilik yapida endojen veya eksojen kaynakli bir antioksidandir (Kawamukai
2002; Ishrat et al. 2006). Yaygin olarak ubiquinon, CoQ veya vitamin Q10 olarak
bilinmektedir (Bonakdar and Guarneri 2005). Yapisal olarak vitamin K’ya
benzemektedir. Fakat viicutta hemen hemen biitiin dokularda sentezlenebildigi i¢in
vitaminlere dahil edilmemistir. (Kawamukai 2002). Kimyasal formiilii; 2,3-dimetoksi-5
—metil-6multiprenil-1,4-benzokinon’dur (Molyneux et al. 2008). CoQ10, golgi cismi,
lizozom, mikrozom, peroksizom ve hiicre membran1 olmak iizere birgok membranda
bulunmaktadir. En fazla i¢ mitokondriyal membranda bulunur (Altekin 1999;
Kawamukai 2002). Insan viicudunda Koenzim Q10 hem rediikte ubikinol (CoQ10H,)
hem de okside ubikinon (CoQ10) halde bulunmaktadir. Plazmada dolasan CoQ10’nun
% 95’1 rediikte ubikinol olarak tasinmaktadir (Parkhideh 2008).

CoQ10’un biyosentez yolu Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae mutantlarinin
genetik analizleri sonucunda aydinlatilmistir. CoQ10 endoplazmik retikulumda
baglayan ve golgide sonlanan tirozin ve asetil CoA’nin yer aldigi iki farkli yolun
birlesmesi sonucu sentezlenmektedir (Overvad et al. 1999). Birinci yol kinon halkasinin
olusumu igin tirozin ve fenilalanin amino asitlerinin birka¢ basamak sonra 4-hidroksi
benzoata doniismesi ile sonlanan yoldur. ikinci yol ise proprenil yan zincirinin olusmasi
icin asetil CoA’dan mevalonat yolu olarak da adlandirilan yolun sonunda farnezil
pirofosfatin olusmasidir. Daha sonra farnezil pirofosfattan transpreniltransferaz enzimi

ile dekaprenil pirofosfat olusmaktadir. Birinci yol sonunda olusan 4-hidroksi benzoat ile
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dekaprenil pirofosfatin birleserek dekaprenil 4-OH benzoat ve ardindan birkag basamak
sonra da Koenzim Q10 meydana gelmektedir (Kawamukai 2002; Turunen et al. 2004).

Koenzimler fonksiyonlarma gore biiyiikk ve kompleks enzimlerin kofaktorleri olarak
gorev yaparlar. CoQ hiicrede bes mitokondriyal enzimden iigiiniin (Kompleks |,
Kompleks Il ve Kompleks I11) kofaktoriidiir (Kawamukai 2002). CoQ10 mitokondride
solunum zincirinin elektron tasiyicist olarak da gorev almaktadir. Yapisinda bulunan
kinon grubu CoQ10’a elektron tasiyicisi Ozelligini kazandirir (Overvad et al. 1999;
Turunen et al. 2004). Redoks ozelligi (indirgenme-yiikseltgenme) ile elektronlarin
Kompleks 1 (nikotinamid adenin diniikleotid dehidrogenaz) ve Kompleks II’den
(siiksinat dehidrogenaz) kompleks III’e (ubikinon - sitokrom C rediiktaz) tasinmasini
saglamaktadir. Bu sirada ¢ok dnemli biyolojik enerji olan ATP iiretilir. Sonugta, CoQ10
hiicresel enerjinin tretilmesinde 6nemli bir role sahiptir (Crane 2001; Turunen et al.

2004; Bhagavan et al. 2007) CoQ10’nun etkileri Sekil 1.5’de 6zetlemistir.

CoQ10

Antioksidan etki ve lipit

Antikanserojen etkive peroksidasyonunu durdurma
apoptozisinhibisyonu (Dlugosz and Sawicka 1998)
(Linnane ef @i. 2002)

Kalp rahatsizliklan ve
hipertansiyon

(Langsjoenefal 1994a,b)

Nirodejeneratif hastaliklar
(Beal2002)

Immun sistem : .
Iskemi-reperfizyon hasanna

(Lee andBarilla 1995) kargt koruma
(Iortensen1993)

Sekil 1.5. KoenzimQ10’un etkileri
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CoQ10 oksijen kaynakli radikaller ve singlet oksijen ile etkileserek lipit
peroksidasyonunun baglamasint ve biyomolekiillerin zarar gormesini Onlemektedir
(Bonakdar and Guarneri 2005). Stabil karakterli olmayan serbest radikaller ubikinondan
gelen bir elektronla stabil hale gelmektedir. Bu 6zelliginden dolayr CoQ10
membranlarda doymamas lipid zincirlerine yakin olarak bulunan toplayici etki gdsteren
kuvvetli bir antioksidandir (Crane 2001; Turunen et al. 2004). Ubikinol a-tokoferoksil
radikalinden vitamin E’yi yeniden iiretebilme yetenegindedir. Bu islem sirasinda
ubikinol’iin antioksidan etkisi a-tokoferol’iin varligindan bagimsiz olarak caligmaktadir.
Ayrica CoQl10’un membran stabilitesinin saglanmasinda, hiicre sinyalinde, gen
ekspresyonunda, hiicre biiylimesinin ve apoptozisin kontroliinde de etkili oldugu tespit

edilmistir (Crane 2001; Kavas vd 2006).

1.4.3.b. Resveratrol

Resveratrol (RSV) iiziim, yer fistig1 ve dut gibi bitki tiirlerinin biiylime ve gelisme
donemlerinin herhangi bir aninda, bitkilerde stres faktorii olan soguk hava kosullari,
ultraviyole (UV) 1s1ma, yaralanma, bakteri ve mantar enfeksiyonlar1 gibi dis uyaricilar
ile karsilastiklarinda, dayaniklilik mekanizmasinin olusturulmasi amaciyla kendilerini
korumak i¢in dogal olarak iiretilen ve genel olarak non-flavonoid yapida polifenolik bir
fitoaleksindir (Fremont 2000; Gerogiannaki-Christopoulou et al. 2006). Polifenolik
bilesikler flavonoid yapida olanlar ve olmayanlar olmak iizere iki ana grupta
incelenmektedir. RSV’nin en fazla bulundugu iiziimde bulunan flavonoidler; quarsetin,
mirisetin, flavan-3-ols, katesin, epikatesin ve antosiyaninlerdir. Flavonoid yapida
olmayanlar ise ii¢ alt grupta toplanirlar; a) P-hidroksibenzoik asit ve gallik asitten
olusan hidroksibenzoatlar b) kafeik, kaftarik ve p-koumerik asitlerden olusan
hidroksisinnamatlar c) trans resveratrol, cis resveratrol ve resveratrol glukozidten
olusan stilbenler (Chiou et al. 2007). Fitoaleksinler ise patojenik (fungal) ataklar veya
abiyotik strese karsi bitkilerin kendilerini savunmak igin trettikleri antibakteriyel ve
antifungal oOzelliklere sahip sekonder bitki metabolitleri bilinen adiyla bitkisel

antibiyotiktir (Li and Signal 2000; Martinez and Moreno 2000; Szewczuk et al. 2004).
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RSV 3,5,41 trihidroksistilben yapisinda olup molekiil formiilii: C14H1203 seklindedir.
Bitkilerde polifenoller, RSV de dahil olmak iizere genelde glikozit yapisindadir. Bu
nedenle RSV, 3-O-B-D-glikozit “piceid” olarak adlandirilir ve cis, trans izomerlerin
adlar1 sirasiyla cis-piceid ve trans-piceid’dir (Signorelli and Ghidoni 2005). Trans
izomerlerinin biyolojik aktivitelerinin cis izomerlerinden daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir (Bradamante et al. 2004).

RSV ilk olarak 1940’da beyaz hellebore koklerinden (Veratrum grandiflorum O. Loes)
izole edilmistir. 1963 yilinda ise geleneksel Cin ve Japon ilact (Ko-jo-kon) olarak
bilinen ¢oban degnegi (Polygonum cuspidatum) koklerinden eldesi gergeklestirilmistir
(Fremont 2000). 1976 yilinda Langcake ve Pryce tarafindan yapilan bir ¢aligma ile trans
resveratrol Vitis vinifera bitkisinden izole edilmis ve bu arastiricilar bilesigin genellikle
Botrytis cinerea adli mantarin saldirisina karsi veya ultraviyole 1siga maruz kalan
bitkinin yaprak dokularinda iiretildigini kesfetmislerdir (Wenzel et al. 1998). RSV ilk
olarak 1992 yilinda gergeklestirilen ¢alisma ile dikkatleri iizerine ¢ekmeyi basarmistir.
RSV’nin saraptaki kesfine bagli olarak Fransiz paradoksunun (Fransizlarda yiiksek
yagli beslenmeye ragmen koroner kalp hastaligina diisik oranda rastlanilmasi)
aciklanmasi biiyiikk yanki bulmustur (Kopp 1998; Fremont 2000). Bu kesiften bes yil
sonra Jang ve arkadaglar1t RSV’nin antikanserojen 6zelligi oldugunu bir sayfalik raporla
yayinlamiglardir. Bu gelisme iizerine RSV ile yapilan bilimsel caligmalar ivme

kazanmugtir (Jang et al. 1997). RSV nin etkileri Sekil 1.6°da verilmistir.
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Kalp hastaliklarina kars koruma Antioksidan aktivite
(Kopp 1998) (Miller and Rice Evans 1995)
Iskemi-reperfiizyon hasardan Serbest radikal ¢opgisi ve
koruma serbest radikallerin sitotoksik
(Ray et al. 1999; Giovannini ef al. etkisinin giderilmesi
2001) (Fauconneau et &!. 1997)
Antikanserojen etki Lipit peroksidasyon inhibisyonu

(Jangetal 1997) (Frankel et «!.1993)

Antimikrobiyal ve antiinflamatuar

Antiplatelet aktivite etki
(Olasand Wachowicz 2002) (Filip et a!. 2003; Murias et al.

2004)
Yaglanmay onleme
(Bauret . 2006)

Sekil 1.6. Resveratroliin etkileri

RSV antifungal 6zelliginden dolay1 pek c¢ok bitki tarafindan iiretilmektedir. RSV ¢ok
degisken miktarlarda iiziimde (Vitis vinifera), kirmizi dut agacinda (Morus rubra),
ahudududa (Rubus idaeus), yer fistiginda (Arachis hypogea), findikta (Corylus cinsi),
bogiirtlende (Rubus caesius), Isve¢ ¢cam1 ve dogu beyaz ¢ami gibi baz1 ¢am agaglarinda,
Cin’de huzhang olarak bilinen sivri uglu ¢oban degneginde (Polygonum cuspidatum)
bulundugu tespit edilmistir. Sayilan bu kaynaklar arasinda ise RSV en fazla iiziim
kabugunda (0,24- 1,25mg/g) ve yer fistiginda (0,01- 0,26mg/g) bulunmaktadir
(Lamuela-Raventos 1995; Tokusoglu et al. 2005; Gerogiannaki-Christopoulou et al.
2006).

RSV sentezi yaprak epidermisinde ve iiziim kabugunda gerceklesirken etli meyve de
sentezi gerceklesmez (Gusman et al. 2001). Resveratrol biyosentezi fenilalaninden
baslar. Fenilalaninin deamilasyonu sonucu sinnamik asit olusur. Sinnamik asit, 4-
kumarik asitle yiikseltgenir, 4-kumaril Co-A ile ester yapisina donisiir. Stilben sentaz

enzimiyle resveratrol olusur. Resveratrol kisaca; stres, travma, enfeksiyon ya da
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ultraviyole 1s1ga maruziyetinde 4-kumarol koenzim A (4-kumarol-CoA) ve malonil
koenzim A’dan (malonil-CoA) sentezlenir, yani sentezi yapisal degil indiiklenebilirdir.
4-kumarol-CoA ve malonil-CoA biitiin bitkilerde bulunan enzimlerdir. 3 molekiil
malonil-CoA ve 1 molekiil 4-kumarol28 CoA tetraketid yapisini olusturur. Bu asamaya
kadar sentez basamaklar1 ayni iken bundan sonraki basamakta olusan {iriintin RSV mi
yoksa flavonoid mi oldugu uzun yillar sir olarak kalmig, daha sonra ise ortamda
Resveratrol sentaz varsa triiniin RSV ve kalkon sentaz varsa tiriiniin flavonoid oldugu

anlasilmistir (Soleas 1997; Fremond 2000; Signorelli and Gihidoni 2005).

Buradan hareketle yapacagimiz c¢aligmanin ana hedeflerini soyle Ozetlemek

mumkindur:

1. Oncelikle, kimyasal ve tibbi atiklarin oksijence fakir ortamda yakilmasi,
polivinilkloriir plastik {iretimi, ciftliklerde ve kagit endiistrisinde kullanilan klorlu
pestisidlerin ve herbisidlerin iretimi sonucu ortaya ¢ikarak, ¢cogunlukla hava yoluyla
taginip su ve toprak ile hayvansal ve bitkisel dokularda biriken dioksinler arasindan
secilen 2,3,7,8- Tetraklorodibenzo-p-dioksin, 1,2,3,7,8- Pentaklorodibenzo-p-dioksin
1,2,3,7,8,9- Hekzaklorodibenzo-p-dioksin ve 1,2,3,4,6,7,8,9- Oktaklorodibenzo-p-
dioksin’in, model bir organizma olan D. melanogaster’in transheterozigot larvalarinin

yasama ylizdesi (larval mortalite) tizerine etkisini arastirmaktir.

2. Calismanin ikinci basamaginda, adi gegen dioksinlerin, somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile D. melanogaster’in transheterozigot larvalari tizerinde

mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin olup olmadigini belirlemektir.

3. Calismanin bir sonraki agsamasinda, genotoksik etkileri degerlendirilen dioksinlerin,
total oksidan kapasite analizi ile antioksidan sistemler {lizerine olasi toksik etkisinin olup

olmadigimi ve varsa toksik etkinin derecesini tespit etmektir.
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4. Calismanin son basamaginda ise, total antioksidan kapasite analizi ile hem endojen
hem de ekzojen kaynakli antioksidanlara (KoenzimQZ10 ve Resveratrol) ait koruyucu ve
iyilestirici etkinin olup olmadiginmi belirleyerek bu konuda yapilacak yeni ¢alismalara

zemin olusturmasi1 amag¢lanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde, kaynak oOzetleri, dioksinlerin toksik etkileri ile ilgili olarak yapilan
caligmalar ve detoksifikasyon sistemler {izerine KoenzimQ10 ve Resveratrol’iin etkileri
ile ilgili olarak yapilan galigmalar olmak iizere iki kisim halinde kronolojik sirayla

verilmigtir.

2.1. Dioksinlerin Toksik Etkileri ile Tlgili Olarak Yapilan Cahsmalar

Nilsson and Ramel (1974) tarafindan yapilan ¢alismada, dioksinlerin bir grubu olan
poliklorlu bifenil (PCB) ile Clophen 30 ve Clophen 50 karisimlarina larval evreden
ergin bireye kadar tiim gelisim siiresince kronik olarak maruz kalan Drosophila
melanogaster’de, letal etki meydana gelmeden gelisimde gecikmenin yasandigi,
Clophen 50’nin Clophen 30’a gore daha toksik oldugu belirlenmistir. Ancak ayrilmama
(non-disjunction) ve kromozomal aberasyonlarin bir &lglisii olan esey kromozom
kayiplarini belirlemek amaciyla yapilan genetik testlerde, bu maddelerin herhangi bir

etkisinin olmadig1 da rapor edilmistir.

Oral yolla TCDD’ye kronik olarak maruz kalan ratlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada,
Kociba et al. (1976) 13 hafta sonunda ratlarda fertilitenin olumsuz etkilendigini

bildirmislerdir.

Gasiewicz et al. (1980), ratlarda dioksin zehirlenmelerine bagli 6len birey sayisinin doz
asimi ile degistigini; soyleki, 50ng/kg uygulama grubunda higbir ratin 6lmedigini,
500ng/kg uygulama grubunda Oliimlerin 62- 86. giinler arasinda ve 1000ng/kg
uygulama grubunda ise Oliimlerin 42- 58. giinler arasinda meydana geldigini
gozlemislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore, 6len birey sayilarinin doza

bagli olarak arttig1 ve doz arttik¢a 6liimlerin daha erken olustugu tespit edilmistir.
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National Toksikoloji Programi (1980)’nin raporuna gore, disi ve erkek Swiss- Webster
farelere 13 hafta boyunca haftada 3 kez 0,01- 50ug doz araliginda 1,2,3,6,7,8-HxXCDD
ve 1,2,3,7,8,9-HxCDD karisiminin verildigi dermal uygulama deneylerinde, mortalite
ve histopatolojik degisim insidanslarina bakilarak 10pug uygulama dozunda disi
farelerde %80; 25- 50ug uygulama dozlarinda ise hem disi hem de erkek farelerde
%100 mortaliteye rastlanilmistir. Ayn1 ¢aligmada, her iki eseyde de lenfoid ve karaciger
doku harabiyetleri tespit edilmistir.

Yine, D. melanogaster’e gesitli konsantrasyonlarda (50, 250 ve 500ppm) TCDD verilen
bir ¢alisma sonucunda, Zimmering et al. (1985) erkek bireylere ait germ hiicrelerinde

eseye bagli resesif letal bir mutasyon goriilmedigini belirtmislerdir.

Couture et al. (1990), 2,3,7,8-TCDD’nin C57BL/6N farelerinde kuvvetli bir teratojen
oldugunu belirledikleri bir ¢aligmada, 0- 24pg/kg doz araliginda uygulanan TCDD’nin
doz artisina bagli olarak renal ve liriner sistem hasarlarindan 6liime kadar giden toksik

etkilerin oldugunu da gozlemistir.

Perinatal donemde TCDD’ye maruz kalan ratlarin androjen ve iireme sistemleri tizerine
yapilan bir seri calismada, gebeligin erken donemlerinde gerceklesen TCDD
maruziyetinin bu sistemlerde toksik etki meydana getirerek esey organ
malformasyonlarinin  olugmasini  tetikledigi, Mably et al. (1992) tarafindan

gosterilmistir.

Alsharif et al. (1994) tarafindan TCDD’nin neden oldugu toksisitede, oksidatif stres ve
DNA hasarmin 6nemli rol oynadig1 ve toksik etkinin zamana ve doza bagli olarak
degistigi gosterilmistir. Bu c¢aligmada, oral yolla tek doz Sug/kg TCDD uygulanan
ratlarda oksidatif stres gézlenmezken; 25ug/kg TCDD’nin 12 saat, 50pg/kg TCDD’nin
6 saat ve 125pg/kg TCDD’nin 3- 5 saat sonra konsantrasyon artisina paralel olarak
serbest radikal olusumunu artirdig1 ve bunu takiben DNA hasarlarinin meydana geldigi

tespit edilmistir.
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2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD), 2,3,4,7,8-pentaklorodibenzofuran
(PeCDF) ve 3,4,5,3',4'-pentaklorobifenil (Co-PeCB) maddeleri ile insan lenfositlerinde
Nagayama et al. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile bu maddelerin karsinojen ve
mutajenlerin neden oldugu biyolojik ve genetik hasarin bir gOstergesi olan kardes
kromatid degisim frekansin1 arttirarak genotoksik potansiyelin bir indikatorii

sayilabilecek toksisiteye sahip olduklart gosterilmistir.

Mimura et al. (1997)’a gore, farelerde Ah reseptoriiniin ksenobiyotik metabolizma
enzimlerinin diizenlenmesinde dogrudan roliiniin aksine, TCDD ve diger dioksinlerin
neden oldugu fizyolojik ve teratojenik etkilerin meydana gelmesinde Ah reseptoriiniin

dolayli etki gostermektedir.

Subkronik olarak 0,45ng/kg/giin TCDD uygulanan disi B6C3F1 farelerin beyin

dokularinda oksidatif stresin arttigini Hassoun et al. (1998) ifade etmislerdir.

Yiiksek dozlarda TCDD ve diger dioksinlere maruz kalan kemiriciler ile balik, kus ve
diger memeliler iizerinde yapilan ¢aligmalarla, bu canlilarda wasting sendromu, lenfoid
ve ganodal atrofi, klorakne, hepatoksisite, ndrotoksisite, kardiyotoksisite ve Oliime
rastlanilmistir. Primat ve rodentlerde 30-80ng/kg viicut agirlig1 dozlarinda bile gelisim,
tireme ve immiin sistemler tizerinde gozlenen dioksinlerin yol a¢tig1 bu toksik etkilerin
sitokin ekspresyonu ve metabolizma enzimlerinde meydana gelen degisimlerden

kaynaklandig1 Birnbaum and Tuomisto (2000) tarafindan ifade edilmistir.

4 farkli herbisitin genotoksik etkilerinin somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile
Kaya et al. (2000a) tarafindan arastirildigi bir ¢alisma sonucunda elde edilen verilerin,
okaryotik model bir organizma olarak kullanilan D. melanogaster’in insanlara biiyiik

oranda benzerlik gostermesinden dolay1 son derece 6nemli oldugu vurgulanmustir.
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0,15-150ng/kg doz araliginda subkronik ve 0,001-100pg/kg doz araliginda akut olmak
tizere farelere uygulanan 2,3,7,8-TCDD’nin karaciger, dalak, akciger ve bdbrek
dokularinda biriken dioksin konsantrasyonu ile serbest radikal olusum oraninin
karsilastirildigr bir ¢alismada, Slezak et al. (2000) tarafindan dokularda biriken dioksin

miktarina bagl olarak oksidatif stresin arttig1 bildirilmistir.

Deney hayvanlarinin ¢esitli dokularinda dioksin ve dioksin benzeri bilesiklerin yol
actig1 histopatolojik etkilerin incelendigi bir ¢alismada, bu etkilerin karbonhidrat ve
lipid metabolizmas1 ile endokrin sistemdeki degisimlerden kaynaklandigi rapor

edilmistir (Mitrou et al. 2001).

Thornton et al. (2001), 2,3,7,8-TCDD’nin mutajenik etkisini arastirdiklari bir
caligmada, ratlara 2pg/kg TCDD uygulanmasi {izerinden gegen 6. hafta sonunda ne disi
ne de erkek bireylerde mutasyon frekansinda kontrole gore bir farklilik

gozlememislerdir.

Aralarinda 2,3,7,8-TCDD, 2,3,4,7,8-PeCDF ve PCB126 gibi dioksinlerin de bulundugu
cesitli ksenobiyotiklerin (organizmaya cesitli yollarla disaridan alinan her tiirlii yabanci
maddeye), ratlarin karaciger ve beyin dokularinda 30 hafta siiren kronik maruziyetten
sonra oksidatif stresin gostergesi olarak siiperoksit anyonlarmin olusmasina, lipid
peroksidasyonuna ve DNA hasarilarina neden oldugu, Hassoun et al. (2002) tarafindan

bildirilmistir.

Dioksinlerin kanser yapici etkilerinin dogrudan DNA’da mutasyon yapmalarindan ¢ok
lipit peroksidasyonuna neden olmalart ile ilgili oldugunu deneylerle ispat eden Yoshida
and Ogawa (2000), bu durum sebebiyle de dioksinlerin kanserin baslangi¢ periyodunda
fazla etkili olmazken gelisme periyodunda oOnemli bir etkiye sahip oldugunu

agiklamistir.

Kern et al. (2002), 72 saate kadar 5- 200nM TCDD’ye maruz kalan ratlarin ¢esitli

organlarinda olusan oksidatif stresi aragtirarak TCDD’nin hem karaciger hem de yag
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dokuda oksidatif stres enzim seviyelerinde degisiklere yol a¢cmak suretiyle lipid

peroksidasyonuna sebep oldugunu gdstermislerdir.

15wkg 2,3,7,8-TCDD uygulanan disi C57BL/6 farelerinde dioksine bagli olarak
gozlenen toksisite ve hastaliklarda artan mitokondriyal solunuma bagli olarak olusan
reaktif oksijen iretiminin onemli bir rol oynadigi Senft et al. (2002) tarafindan

bildirilmistir.

Dioksinlerin ¢esitli gruplarinin  (2,3,7,8-TCDD, 1,2,3,7,8-PeCDD, 2,3,7,8-TCDF,
1,2,3,7,8-PeCDF, 2,3,4,7,8-PeCDF, OCDF, 3,3'4,4-PCB77, 3,3'4,4'5-PCB126 ve
3,34,4'55-PCB169) deney hayvanlarinin {ireme sistemleri iizerine etkilerinin
arastirildig1 bir baska calismada, dioksin karisimlarinin hem disi hem de erkek yavru
bireylerde gelisim geriligine ve onlarin iireme organlarinda ¢esitli malformasyonlara

neden oldugu goriilmistiir (Hamm et al. 2003).

Perinatal donemde dioksinlere maruz kalan deney hayvanlarinda, karaciger enzimlerinin
anormal indiiksiyonu ile beyin gelisiminde olusan hasarlara bagh olarak testesteron ve
Ostrojen seviyesinde de azalmanin meydana geldigi ten Tusscher and Koppe (2004)

tarafindan bildirilmistir.

Mandal (2005), ¢ok gii¢lii gevresel bir Kirletici olan 2,3,7,8-TCDD’nin Ah reseptorii ile
uyarilan sinyal yollarmi etkileyerek biyokimyasal degisikliklere ve gesitli organlar

tizerinde toksik etkilere sebep oldugunu ifade etmistir.

Isyerinde 2,3,7,8-TCDD maruziyetinden dolay1 zehirlenen iki kisi iizerinde TCDD’nin
olas1 genotoksik ve karsinojenik etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, belirli bir siirede
onlarin kanlarinda biriken PCDD ve PCDF seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Bu hastalarin
periferal lenfosit hiicrelerinde Valic et al. (2004) tarafindan kardes kromatid degisimi
(KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleri yapilmis ve MN frekansimin kontrol
grubu bireylerine gore arttig1 ancak KKD frekansinda 6nemli bir artisin olmadigi ayrica

artan PCDD ve PCDF seviyelerinin de 2 aylik bir siire sonunda normal degerlere
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dondiigii belirlenmistir. Yapilan comet testi sonucunda ise pozitif bulgular elde
edilmistir. Tiim bu verilerden TCDD’nin insan lenfosit hiicrelerinde genotoksik etki
gostermese de ozellikle yol actigi DNA hasarlarindan dolayr muhtemelen karsinojenik

oldugu sonucuna ulasilmistir.

Perinatal donemde farkli konsantrasyonlarda (12,5; 50; 200 ve 800ng/kg) tek doz
2,3,7,8-TCDD’ye maruz kalan Long-Evans ratlarinda, Yonemoto et al. (2005)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, ergin ve embriyo toksisitesi arastirilmis ve testis
agirligl, sperm miktar1 ve Gstrojen siklusunda herhangi bir farklilik gdzlenmedigi ancak

yiiksek konsantrasyonlarda pubertede gecikmenin yasandigi belirlenmistir.

Schecter et al. (2006), deney hayvanlarinda 2,3,7,8-TCDD ve 2,3,7,8 pozisyonlarinda
Klor atomu bulunduran diger dioksin ve furanlarin toksik etkilerinin aragtirildig pek ¢ok
calismadan elde edilen bulgulara gore, bu bilesiklerin karaciger hasari, immiin sistemi
baskilama, kanser olusumuna neden olma, fetiis gelisiminde anormallikler, gelisimsel
ve lreme tlzerine toksik etkiler, cilt lezyonlari, biliyime ve diger hormonlarda
degisiklikler ve metabolik enzimlerin indiiksiyonu gibi toksik etkilerinin oldugunu rapor

etmistir.

Ao et al. (2009) tarafindan C57BLV6 farelerinin bagisiklik sistemi {izerine 2,3,7,8-
TBDD ve 1,2,3,7,8-PeBDD dioksinlerinin olasi immiinotoksisitesinin ayni dozlardaki
2,3,7,8-TCDD ve 1,23,7,8-PeCDD’nin sahip oldugu toksik potansiyel ile
karsilastirildigi bir ¢alismada, 2,3,7,8-TCDD ve 2,3,7,8-TBDD’nin immiinotoksik
potansiyelinin hemen hemen ayni oldugu; 1,2,3,7,8-PeCDD’nin sahip oldugu toksik
potansiyelin ise bu dioksinlere ait toksisiteye yakin oldugu ve 1,2,3,7,8-PeBDD’ye ait

toksik potansiyelin ise digerlerine gore ¢cok daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Céspedes et al. (2010), canli organizmalarda dioksinlerin toksik etkilerinin kismen Ah
reseptoriinden kismen de bagimsiz mekanizmalar ile meydana geldigini bildirmistir. Bu
aragtirmacilara gore, D. melanogaster’de, omurgalilardaki Ah reseptoriiniin (AhR)

homologu olan reseptor protein Spinless (Ss) proteinidir ve bu proteinin
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transkripsiyonundan sorumlu olan gen bolgesinde bulunan amino asit dizisinin

farkliligindan dolay1, bu reseptore dioksin baglanamamaktadir.

2.2. Detoksifikasyon Sistemler Uzerine KoenzimQ10 ve Resveratrol’iin Etkileri ile

Ilgili Olarak Yapilan Cahismalar

Stocker et al. (1991) tarafindan Koenzim Q10 (Ubikinol-10)’un, insanlarda diisiik
dansiteli lipoprotein oksidasyonunu dnlemede likopen, - karoten ve a- tokoferole gore

daha giiglii bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir.

Uenobe et al. (1997), promutajen Trp-P-1’in indiikledigi mutasyonlara karsi,
resveratroliin baskilayici etkisini ames testiyle gostererek bu durumu resveratroliin

metabolize edici enzimleri baskilamasiyla iliskilendirmisdir.

Insan lenfositleri iizerine yapilan bir calismada, hidrojen peroksite bagli oksidatif stresin
Koenzim Q10 (Ubikinol-10) ile giderilebildigi Tomasetti et al. (1999) tarafindan
belirtilerek, ancak bu siiperoksitin DNA hasarlarinda dogrudan bir inhibiyona sebep

olmadig1 da vurgulanmustir.

Martinez and Moreno (2000), fareler lizerinde yaptiklart bir ¢alismada, peritonal
makrofajlarinin uyardig1 lipopolisakkarit (LPS) ve forbol esterler (PMA) tarafindan
uretilen stiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksitin yol actig1 lipid peroksidasyonun
yani sira aragidonik asit (AA), siklooksijenaz- 2 (COX- 2) ve prostoglandin sentezi (PG)
lizerine resveratroliin inhibisyon etkisini arastirmistir. Calisma sonucunda da
resveratroliin  etkisiyle oksidatif stresin Onlendigi, aragidonik asit salinimi ve

siklooksijenaz- 2 ekspresyonu ile prostoglandin sentezinin azaldigi belirtilmistir.

Ebadi et al. (2001), insanlarda Parkinson hastaligina benzer bir rahatsizliga sebep olarak
metabolik enzimleri etkilemek suretiyle oksidatif hasara yol agan 1-metil-4-fenil-1,2,3,
6-tetrahidropiridin (MPTP) norotoksinine ait bu etkinin endojen ve ekzojen kaynakli
CoQ10 ile giderilebilecegini gostermistir.



52

Matsuoka et al. (2001) tarafindan ames testi ile yapilan bir ¢alismada, resveratroliin ¢in
hamsterlariin akciger hiicre hatlarinda nokta ve ¢er¢eve kaymasi mutasyonlarina neden

olmadig1 rapor edilmistir.

Roychowdhury et al. (2001) yaptiklari bir ¢alisma sonucunda, resveratrol i¢eren iiziim
cekirdegi ekstrelerinin (50mg/L) fare beyinine ait glia hiicrelerinde nitrik oksit tiretimi

sonucu olusan doku hasarinin dnlenebilecegini belirtmiglerdir.

Insanlar ve deney hayvanlarinda resveratroliin oksidatif DNA hasarlarimi 6nleyerek
cogu genotoksik ajana karsi antimutajenik/antikarsinojenik etki gosterdigi belirlenmistir

(Sgambato et al. 2001).

Farkli dozlarda (1, 10 ve 100ng/kg/giin) TCDD uygulanan erkek Winstar ratlarinin
testislerinde dioksin maruziyeti sonucu olusan oksidatif hasara karsi vitamin E’nin
koruyucu roliiniin oldugu, Latchoumycandane and Mathur (2002)’un yapmis olduklari

bir ¢aligma ile gosterilmistir.

Orallo et al. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 1-10uM resveratroliin NAD(P)H
ile stimiile olan sican aortunda meydana gelen siiperoksit olusumunu neredeyse tiimiiyle

ortadan kaldirdig1 gosterilmistir.

Alsharif and Hassoun (2004) yaptiklar1 bir calismada, vitamin A (50mg/kg/giin) ve
vitamin E (150 mg/kg/giin) antioksidanlarinin 50p/kg 2,3,7,8-TCDD maruziyeti sonucu

farelerde akut toksisiteyle olugsan doku hasarlarin1 6nledigini tespit etmistir.

Resveratroliin Drosophila’nin 6miir uzunlugu iizerine etkilerinin Bauer et al. (2004)
tarafindan arastirildigr bir calismada, 0,2mM resveratrol konsantrasyonunun Omiir

uzunlugunu arttirdig1 belirtilmistir.
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Cevresel toksik bir ajan olan 2,3,7,8-TCDD’nin neden oldugu timor olusum
mekanizmasinin tam olarak agiklanmamis olmasiyla birlikte Cin hamsterlarinin esey
hiicre hatlarinda farkli konsantrasyonlarda (50, 500 ve 1000pM) TCDD uygulamasi
sonucu elde edilen bulgulara gore, artan oksidatif stresin, DNA hasarlarinin ve timor
olusumunun Ah reseptor proteinin uyarilmasi ile gergeklesmis olabilecegi Chan et al.

(2004) tarafindan rapor edilmistir.

de la Lastra and Villegas (2007), giiglii bir dogal antioksidan olan resveratroliin
koenzim Q10 ile rekabet ederek serbest radikal olusumunu engelleme, mitokondride
olusan siiperoksit anyonlarini siipiirme, fenton reaksiyonu tiriinlerinin indiikledigi lipid
peroksidasyonunu inhibe etme ve detoksifikasyon enzimlerini uyarma ozelligi

bulundugunu rapor etmistir.

Sakin (2008)’e gore bir ¢esit gida antioksidan1 olan likopen, ratlarin karaciger, bobrek,
kalp ve beyin dokularinda dioksinlerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna kars1

koruyucu etki gostermektedir.

D. melanogaster’in ergin disi ve erkek bireylerinde, metabolizma ve lipid
peroksidasyonu iizerine %3’liik DMSO’da ¢oziinmiis 1uM trans-resveratroliin etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada, Dutra et al. (2009) tarafindan 21 giin boyunca lipid,
trigliserit, kolesterol, glikojen ve proteinlerden olusan enerji metabolizmasi ile
lipidperoksidasyon degerleri olglilmiis, her iki eseye ait degerlerin yakin oldugu,

resveratroliin diizenleyici ve koruyucu etkili oldugu sonucuna varilmistir.

El-Agamy (2010), kuvvetli bir mikotoksin olan aflatoksin B;’in ratlar {izerindeki
hepatotoksik ve hepatokarsinojenik etkilerinin giderilmesi i¢in kurkumin ve resveratrol
ile galisarak, aflatoksin B1’in (25ug/kg BW) rat karacigerinde lipid peroksidasyonuna
yol acarak GSH, SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinde diisiise neden oldugunu,
buna karsin aflatoksin B; ile birlikte verilen resveratroliin (10mg/kg BW) kurkumine

(200mg/kg BW) gore daha az etkili olmakla birlikte karaciger hasarini 6nleyip enzim
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seviyelerinde artisa sebep olarak koruyucu ve iyilestirici bir etkiye sahip oldugunu

gostermistir.

10uM Aflatoksin B; muamelesi ile insan lenfositlerinde artan kromozomal aberasyon
ve kardes kromatid degisim frekanslarinin ve ayrica doku hasarinin farkli
konsantrasyonlarda (0, 10, 15, 25, 40, 75 ve 100uM) resveratrol uygulamasi ile 6nemli
Olciide inhibe edildigi Tiirkez and Sisman (2012) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile

belirlenmistir.

Zhang et al. (2012), tiitin bitkisinde biriken PCDD/F bilesiklerinin neden oldugu
hiicresel hasarin endojen kaynakli antioksidan enzimler tarafindan kismen giderildigini

rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan organizma ile ilgili genel bilgiler

Drosophila melanogaster Diptera takimina ait yabanil tip (wild type= w.t) bir sinek
tiriidiir. Halk arasinda sirke sinegi veya meyve sinegi olarak tanman bu tiir, ilk kez
1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan genetik arastirmalarda kullanilmaya
baglanmistir. Bu c¢alismada Drosophila melanogaster’in farkli mutant soylari
kullanilmigtir. Drosophila melanogaster ¢ok sayida yavru dél vermesi, kisa omiirli
olmasi, ar1 dol olarak saklanabilmesi, kullanilis kolayliklar1 (Clark and Rockstein 1964),
erginlerin tiim somatik hiicrelerinin postmitotik olmast (Bozcuk 1972), kolayca
taninabilen ve genetik olarak kontrol edilebilen ¢ok cesitli morfolojik karakterlere ve
mutant soylara sahip olmasi gibi nedenlerden dolay:1 giiniimiizde de tercih edilen bir
organizmadir. Ilave olarak memelilere genetik mekanizmalar bakimindan biiyiik
benzerligi onun genetik toksikoloji ¢alismalari i¢in ¢ok uygun bir organizma olmasini
saglamigtir (Tiburi et al. 2002). Daha once birgok caligmada gosterildigi gibi
Drosophila bir¢ok kimyasal madde ve kimyasal maddelere ait karisimlarin metabolize
edilmesi icin gerekli metabolik yollarin ¢ok biiyiik bir boliimiine sahiptir. Ayrica
insanlar i¢in kanserojenik olan pek c¢ok madde Drosophila testlerinde de pozitif
sonuglar vermistir (Idaomar et al. 2002; Osaba 2002; Lehmann 2003). Drosophila
caligmalarinda promutajen ve prokarsinojenleri test etmek icin ilave metabolik
enzimlere gerek yoktur. Oysa kiiltiire alinan mikroorganizmalar ve memeli hiicreleri
metabolik aktivasyon sistemlerinin bir¢ogundan yoksundur. Bu nedenle mutajenite
testlerinde kiiltiir ortamimda mikroorganizmalar ve memeli hiicreleri kullanilirken kiiltiir
ortamina alternatif metabolik aktivasyon sistemlerinin de eklenmesi gerekir (Wiirgler

and VVogel 1986; Hoffman 1991; Graf and Singer 1992).
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3.1.2. Drosophila melanogaster’in sistematigi

Phylum (= Sube): Arthropoda (= Eklem bacaklilar). Kitinden yapilmis bir dis
iskeletleri vardir ve bacaklari eklemlidir.

Subphylum (= Alt Sube): Mandibulata-Antennata. Bu alt subeye dahil olan hayvanlar
antenli olup mandibullar1 iyi gelismis ve kuvvetlidir. i¢ kisminda sert disler bulunur.
Classis (= Simnif): Insecta-Hexapoda (= Bocekler- Alt1 bacaklilar). Viicut; bas, govde ve
abdomen olmak fizere ili¢ kisma ayrilir. Toraks bolgesinin ii¢ segmentli olmasi ve her
gogiis segmentinde bir ¢ift bacagin bulunmasi ile tamnirlar. ikinci (mesotoraks) ve
liclincli (metatoraks) gogiis segmentlerinden birer ¢ift kanat ¢ikar. Basta bir ¢ift anten
ve bir ¢ift bilesik gdz bulunur. Abdomen 11 segmentten olusur. Bu segmentler iiye
tasimaz.

Subclassis (= Alt Sinif): Pterygota (= Kanatli bdcekler). Meso ve metatoraksta
hareketli kanatlar tagirlar.

Superordo (= Ust Takim): Mecopteroidea-Panorpoidea (= Uzun kanatlilar). Arka
kanatlar1 korelme egilimi gosterir.

Ordo (= Takim): Diptera. G6glis bolgesinden bir ¢ift kanat ¢ikar. Metatorakstaki ikinci
cift kanatlar halter ad1 verilen topuz seklinde bir denge organina doniismiistiir.

Subordo (= Alt Takim): Brachycera (= Sinekler- Kisa antenliler). Larvada agiz
cengelleri bulunur. Pupa, {igiincii larva evresinden kalma bir deri ile sarilir. Antenleri
cok kisadir ve birbirinden farkli sekilleri olan segmentlerin birlesmesiyle meydana
gelmistir. Uglincii anten segmenti ya sadece ug¢ kili tasir (arista) ya da bu segmenti
izleyen anten segmentleri birbiriyle kaynasarak kamg1 olusturur.

Familia (= Familya): Drosophilidae (= Sirke sinekleri- Meyve sinekleri). Ciirtimekte
olan meyvelerin ve bazi tatli sivilarin (meyve suyu, sarap, sirke, bira vs) kokusuna
pozitif kemotaksi gosterirler. Ayrica, bitki 6z sulari, digkilar ve mantarlar i¢inde de
gelisebilirler.

Genus (= Cins): Drosophila. Oldukga kiigiiktiirler. Ev sineginin 1/3’{i kadardirlar.
Drosophila cinsi; goriiniislerinde, davraniglarinda ve iireme ortamlarinda farklilik
gosteren yaklagik 1 500 tiir igerir. Renkleri soluk saridan kirmizi- kahverengiye ve hatta

siyaha kadar degisir. Cogu tiirliniin kanatlarinda belirgin siyah desenler vardir.
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Species (= Tiir): Drosophila melanogaster. Bu tiir basit besin ihtiyaci, hizli lireme
ozelligi, az sayida ve biiylik kromozomlara sahip olusu, degisik ekolojik kosullara uyum
gosterebilmesi ve kiigiik yapili olugsu gibi avantajlar1 nedeniyle genetik c¢alismalarda

siklikla tercih edilen bir organizmadir.

3.1.3. Drosophila’nin hayat dongiisii

Drosophila’da tam baskalasim (holometabol) goriilmektedir ve Drosophila ergin
olmadan 6nce, d6llemis yumurtadan baslayarak su evreleri gecirir: Embriyo, ii¢ larva
evresi ve pupa. Dollenmeden yaklasik 22- 24 saat sonra yumurtadan larva (1. larva
evresi) ¢ikar. ki deri degisiminden sonra (2. ve 3. larva evreleri) 6nce prepupa daha
sonra pupa meydana gelir. Yumurtadan ergin bireyin olusmasi i¢in gegen siire, yaklagik

9- 10 giindiir (Anonymous b 2012) (Sekil 3.1).

Ddéllenmis yumurta

Ayrilma
Sinsityal

~~ blastoderm|

Evre 3-4

Gastrulasyon

Embriyo

g ' a ,. }.‘.‘:.1‘.
S0 AN
/ Evre 13
3. evre larva O !Imbri_\'o duvarmin acilmas: |
2. evre larva

1. evre larva

Sekil 3.1. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii
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Drosophila melanogaster’in hayat dongiisii ve 6miir uzunlugu sicaklik (Sorensen and
Loeschcke 2002; Sinclair and Roberts 2005; Ayar et al. 2009, 2012), beslenme (David
et al. 1975; Fred and Timothy 1997; Askin et al. 2007; Uysal et al. 2009), populasyon
yogunlugu, ciftlesme, radyasyon (Clark and Rockstein 1964; Unlii and Bozcuk 1979;
Dalgic 2003) ve nem gibi faktorler tarafindan farkli sekilde etkilenmektedir.

3.1.4. Drosophila mutant stoklari ve kullanilan hatlarin genetik yapisi

Bu ¢alismada, Drosophila’nin iki mutant ve normal metabolik aktiviteye sahip multiple
wing hair (mwh) ve flare* (fIr®; fIr¥/In (3LR) TM3 Bd®) hatlar1 kullanilmistir. Normal
metabolik aktiviteye sahip hatlar (normal metabolik aktiviteye sahip hatlarin yani sira
yiiksek metabolik aktiviteye sahip hatlarda bulunmaktadir) Akdeniz Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii’'nden temin edilmis ve bolimiimiiz Genetik Arastirma
Laboratuari’nda standart Lewis besin ortaminda (Lewis and Bacher 1968), Drosophila
i¢in ideal yasama kosullarinda (25°C ve %60 bagil nem) kiiltiire alinmistir. Normal
metabolik aktiviteye sahip multiple wing hair ve flare® hatlarimin genetik yapisi
asagidaki gibidir (Lindsley and Zimm 1992).

e Multiple wing hair (mwh/mwh)
e Flare® (fir¥/In (3LR) TM3, ri p® sep | (3) 89Aa bx** €%). Bu soy genotipik olarak
kisaca flr*/TM3, Bd® seklinde de gosterilmektedir.

Belirleyici (marker) genlerden ¢oklu kanat kili (multiple wing hair) geni igiincii
kromozomun telomere yakin béliimiinde bulunur (3- 0,3). Bu gen resesiftir ve
homozigot durumda (mwh/mwh), hiicre basina bir kanat trikomu (kil1) yerine ¢oklu
kanat trikomlarinin olusumuna yani ayni hiicreden {i¢ veya daha fazla sayida kanat

trikomunun ¢ikmasina neden olmaktadir (Wiirgler and Vogel 1986; Graf et al.1996).

Diger belirleyici gen olan flare® (flr®) geni, yine iigiincii kromozom kolunda, fakat
sentromere daha yakin (3- 38,8) olarak yer alir. Bu gen sinek kanatlarindaki normal diiz

ve uzun killar yerine, kdrelmis nokta seklinde, koyu renkli balon seklinde killar veya
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kisalms, kalin ve amorfik killar olusturmaktadir (Graf et al.1984). Flare® geni
homozigot durumda embriyonik evrede letal etki gostermektedir. Letalite sebebiyle de
ergin bireyler olusamamaktadir. Flare® genine ait bilinen ii¢ mutant allelin hepsi
homozigot durumda letalite gosterir. Fakat heterozigot bir bireyin kanat imajinal
disklerinden mutant kanat hiicreleri gelisir. Hem bireyleri flare® geninin embriyonik
letal etkisinden korumak hem de rekombinasyonu baskilamak i¢in dengeleyici TM3

kromozomu (flr¥/TM3, Bd®) kullanilmaktadir (Graf et al.1998).

Dominant bir gen olan Bd® geni (beaded-serrat) de belirleyici genlerden birisidir ve
homozigot halde iken letal etki gosterir. Normal bireylerde kanatlar diizgiin kenarli
iken, Bd® genini tasiyan bireylerde kanat kenarlari diizgiin olmayip testere disi
seklindedir (Graf and Wiirgler 1996) (Sekil 3.2).

SERRAT KANAT

Sekil 3.2. Dengeleyici kromozomu tasimayan normal ve dengeleyici kromozomu
tastyan serrat bireylerin fenotipleri
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Bd® geni, dengeleyici kromozom (TM3) iizerinde bulunmaktadir. Dengeleyici
kromozom letal etkisinden kurtulmak istenilen genin bulundugu homolog
kromozomlardan birinde yer almaktadir. Bu kromozom sayesinde, embriyonik evrede
homozigot durumda letal etki gdsteren genler baskilanmaktadir (Lindsley and Zimm

1992).

Calismada kullanilan mwh, flr* ve Bd® belirleyici genleri, Drosophila’nin iigiincii
kromozomu iizerinde bulunmaktadir (Graf et al. 1984) (Sekil 3.3) ve bu genler
arasindaki mesafenin uzak olmasi rekombinasyon ve mutasyonlarin biiyiik aralikta

incelenmesi agisindan avantaj saglamaktadir (Kaya et al. 2000b).

sentromer S
mwh flr3 Bd

0,3 38,8 47,7 91,9

Sekil 3.3. Belirleyici genlerin ii¢lincli kromozom {izerindeki dizilisleri

3.1.5. Deneylerimizde kullanilan dioksinlerin se¢imi ve temini

75 konjeneri bulunan poliklorlu dibenzo-p-dioksin (PCCD) bilesiklerinin tamaminin
arastirmamizda kullanilmas1 miimkiin olamayacagindan, Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan insan ve cevre sagligi igin bir risk grubu olusturmasi, klor atom sayilari
bakimindan toksikolojik O6nem tasimasi, canlilarda birikiminin fazla ve yarilanma
Omiirlerinin uzun olmast gibi bazi kritik nitelikler g6z Oniinde bulundurularak,
konjenerler arasindan dort tanesi bu c¢alisma igin segilmis ve kullanilmistir. Calismada
kullanilan PCDD bilesiklerinin agik formiilleri ve kimyasal yapilart Sekil 3.4°de

verilmistir.
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Sekil 3.4. PCCD bilesiklerinin acik formiilleri ve kimyasal yapilari

Bu c¢alisma ig¢in segilen 2,3,7,8-TCDD (2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin- Accu
Standard 1746-01-6), 1,2,3,7,8-PeCDD (1,2,3,7,8-Pentaklorodibenzo-p-dioksin- Accu
Standard 40321-76-4), 1,2,3,7,8,9-HxCDD (1,2,3,7,8,9-Hekzaklorodibenzo-p-dioksin-
Accu  Standard  19408-74-3) ve 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD  (1,2,3,4,6,7,8,9-
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Oktaklorodibenzo-p-dioksin- Accu Standard 3268-87-9) maddeleri ticari ambalajlarinda

Amerika Birlesik Devletleri’den temin edilmistir.

3.1.6. Deneylerimizde kullanilan antioksidanlarin secimi ve temini

Bu ¢alisma i¢in, dioksinlerin olasi1 toksik etkileri iizerine serbest radikalleri temizleyerek
lipit peroksidasyonunu dnlemede ¢ok etkili olan ve bu nedenle son yillarda yaygin bir
sekilde kullanilan Koenzim Q10 (2,3 dimetoksi-5-metil-6-dekaprenil benzokuinon MP
Biomedicals- 303- 98- 0) ve Resveratrol (3,4',5-trihidroksistilboen MP Biomedicals-
501- 36- 0) antioksidanlar1 secilmistir. Koenzim Q10 ve Resveratrol bilesiklerine ait
acik formiiller ve kimyasal yapilar Sekil 3.5°de verilmistir. Bu ¢alismada koruyucu
etkilerinin arastirilmasi amaciyla secilen bu antioksidan maddeler ticari ambalajlarinda

Fransa’dan temin edilmistir.

CHj;

o 7

© CHj3

Koenzim Q10
(2,3 dimetoksi- 5- metil- 6- dekaprenil benzokuinon) (CsgHgpO4)

OH
/ O

OH

Resveratrol
(3,4',5— trihidroksistilben) (C14H1203)

Sekil 3.5. KoenzimQ10 ve Resveratrol bilesiklerinin agik formiilleri ve kimyasal
yapilari
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3.1.7. Deneylerimizde kullanilan diger kimyasal maddeler

Deneylerimiz siiresince dioksinler ve antioksidanlarin diginda farkli kimyasal maddeler

de kullanilmistir. Bu maddeler ve temin edildikleri firmalar Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cesitli kimyasal maddeler ve temin edildikleri
firmalar

Kimyasal madde Firma ad1
Argon (%99,99) Habasg
Dimetil siilfoksit Sigma 67-68-5

Carolina Biological Supply

Drosophila Instant Medium Company, Formula 4-24

Entellan Merck 3822 00 00
Etil metan siilfonat Sigma 52-50-0
Hidrojen peroksit (%35) Merck 1.08600
NaH,PO, Monosodyum fosfat Sigma-Aldrich 7558-80-7
K,HPO, Potasyum dihidrojen fosfat Merck 4873
Na,HPO, Sodyum dihidrojen fosfat Sigma-Aldrich 7558-79-4
Sodyum hidroksit Sigma S-0899
Sodyum kloriir Merck 1.06404.1000
3.2. Yontem

3.2.1. Genotoksisite testleri ile ilgili calismalar

Genetik toksisite ya da kisaca genotoksisite testleri 1970’lerden beri kullanilmaktadir ve
giiniimiize kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini
Olgebilmek igin bir¢ok genotoksisite testi gelistirilmistir (Bedir vd 2004). Bu testler,
cesitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen
hasarlar1 saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusur (Choy
2001). /n vivo ve in vitro genotoksisite testlerinde, {ireme hiicrelerindeki veya somatik
hiicrelerdeki mutasyonlar temel alinmaktadir. Boylece gelecek nesillerde ¢esitli kalitsal
hastaliklar1 olusturan, ilireme yetenegini etkileyen ya da somatik mutasyonlar ile

karsinojenik etkili olan mutasyonlar belirlenebilmektedir. Genotoksisite testleri yalnizca
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genotoksik ajanlart ve onlarin etki mekanizmalarini belirlemez ayni zamanda
antigenotoksik ajanlarin ve bu ajanlarin antigenotoksisite mekanizmalarin1 belirlemek

amaciyla da yapilmaktadir (Vural 2005).

Cok sayida test olmasmma ragmen genotoksisite ve antigenotoksisite caligmalarinda
siklikla kullanilan testler arasinda Salmonella thyhimurium mutant suslarinin
kullanildig1 bakteriyel ames testi, kromozomal aberasyon (KA), kardes kromatid
degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) frekanslarinin arastirildigi sitogenetik testler,
alkali ortamda DNA elektroforezinin yapildig: tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) testi
ile dominant letalite, resesif letalite, halkasal X kromozom kaybu, bitisik X kromozomu
ve somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testlerini igeren ¢esitli Drosophila

testleri bulunmaktadir.

In vivo bir test yontemi olan Drosophila kanat benek testi ya da diger adiyla kanat
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi, kompleks karigimlarin ve ¢esitli maddelerin
genotoksik ve antigenotoksik aktivitelerini belirlemek i¢in son yillarda sik¢a kullanilan
giivenli ve ¢ok yonli bir testtir (Idaomar et al. 2002; Fragiorge et al. 2007). Sunulan bu
calisgmada bazi dioksinlerin D.melanogaster {izerine genotoksik etkisi de Drosophila

kanat benek testi ile arastirilmistir.

3.2.1.a. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi, g6z benek testi ve kanat benek testi olmak
tizere iki gesittir. Calismada kullanilan kanat benek testi, g6z benek testi gibi temel
olarak, heterozigotik kayiptan temel alan ve transheterozigot larvalarda delesyon, nokta
mutasyon, ayrilmama ve rekombinasyon ile kanat imajinal disk hiicrelerinde olusan
genetik degisimlerin fenotipte gozlenmesi esasina dayanmaktadir (Graf et al. 1984,
1996). Bu tiir genetik degisimlerin fenotipte gozlenebilmesi ic¢in Drosophila
melanogaster’de kanat trikomlarinin fenotipini belirleyen mwh (multiple wing hair) ve
flr® (flare®) genleri belirleyici (marker) gen olarak kullanilmistir. Bu belirleyici genleri

tastyan Drosophila hatlar1 kullanilarak yapilan somatik mutasyon ve rekombinasyon
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testi (SMART), lireme hiicrelerindeki mutasyonlart belirlemek icin kullanilan testlerle
karsilastirildigi zaman c¢ok sayida avantaj sunmaktadir (Graf and Wiirgler 1996). Bu
avantajlar su sekilde siralanabilir: Bu test sistemi i¢in sadece bir nesil yeterlidir. Bu
amagcla kullanilan kanat ve gozlerdeki genetik isaretleri fark etmek oldukg¢a kolaydir ve
tek bir bireyde ¢ok sayida hiicrenin analizine olanak saglamaktadir. Caligma siiresi kisa
olup olduk¢a ekonomiktir ve yapilan ¢ok sayidaki calisma ile giivenilirligi
kanitlanmistir. Bu testlerle nokta mutasyon, delesyonlar, kromozom bozukluklar1 ve

mitotik rekombinasyonlar belirlenebilmektedir (Graf and Wiirgler 1996).

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde, heterozigotlugun herhangi bir
mutasyonla kaybedilmesi yontemiyle yabanil fenotip yerine mutant fenotip ortaya
cikarilmaktadir (Graf et al.1984; Guzman-Rincon and Graf 1995). Mutant fenotip,
mutant hiicre klonlarindaki farkli benek gruplarina gore belirlenmektedir. Tek tip klon
(tekli benekler) mwh veya flr® fenotipinde iken, ikiz klon (ikili benekler) mwh ve fIr®
fenotiplerini birlikte tasimaktadir. Tek tip klonda 1-2 hiicreli olanlar kiigiik tek tip klon,
3 veya daha fazla sayida klon tasiyanlar ise biiyiik tek tip klon olarak iki gruba
ayrilmaktadir (Henderson 2004).

Hem tek tip, hem de ikiz klonlarin (beneklerin) olusumu farkli genetik mekanizmalara
baghdir (Graf et al. 1984) (Sekil 3.6). Delesyon, nokta mutasyon, ayrilmama ve iki
isaret geni olan mwh ve flr® arasindaki mitotik rekombinasyon tek tip klonlarin
olusumunu tetiklerken; mitotik rekombinasyon hem tek tip klon hem de ikiz klonlarin
olusumuna sebep olmaktadir. ikiz klonlar ise 3. kromozomun sentromeri ve flr® geni
arasindaki somatik rekombinasyon sonucu olusmaktadir (Kaya et al. 2004). Serrat
kanatli (mwh/TM3) bireylerde TM3 kromozomunun baskilanmasindan dolayr mitotik

krossing over gergeklesmemektedir (Frei and Wiirgler 1996).
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Sekil 3.6. Farkli tip mutasyonlarin olusumuna neden olan genetik mekanizmalar
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3.2.1.b. Drosophila hatlarin kiiltiirii

Calismada kullamlan tiim hatlar Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’nden temin edilmistir. Hatlar boliimiimiizde bulunan Genetik Arastirma
Laboratuari’nda uygun sicaklik kabinlerinde (25+1°C), 200mL hacimdeki cam siselerde
Standart Drosophila Besini (SDB) ile kiiltiire alinmistir. Standart besin ortami asagidaki

gibi hazirlanir;

Gereken Malzemeler: 9¢g agar, 60g toz seker, 19g bira mayasi, 50g misir unu, 565cc saf

su ve 3- 3,5cc propionik asit. 440cc saf su temiz bir beherde kaynatilir. Kaynamaya
baslayan saf suya Once 9g agar daha sonra 60g seker ilave edilip bir cam baget
yardimiyla iyice karistirilir. Bir bagka beher iginde 125cc saf suda 50g misir unu ve 19g
bira mayasi ezilir. Karistirilarak ezilen bu karisim kaynayan seker-agar karisimina ilave
edilerek karistirmaya devam edilir. Karistm kaynamaya bagladiktan sonra karistirma
islemine 15dk daha kisik ateste devam edilmelidir. Bu sathada karisimin kivamina
dikkat etmek gerekir. Eger karisim ¢ok sivi olursa besi ortami sogudugu zaman ¢ok
katilagsmayacak ve sinekler besi ortamina yapisacaktir. Karisim ¢ok katilasirsa hem
siselere doldurmak hem de sineklerin beslenmesi giiclesecektir. Bu durumlar g6z oniine
aliarak hazirlanan besi ortami atesten indirilir. Karisim biraz soguduktan sonra 3- 3,5cc
propionik asit (kiif inhibitérii olarak kullanilir) ilave edilip hazirlanan besi ortami daha
fazla sogumadan temiz ve steril cam siselere esit miktarda (yaklasik iki parmak
yiiksekliginde) dokiiliir. Besin ortamimin kiiltiir sigelerinin agzina ve kenarlarina
bulagsmayacak sekilde konulmasina dikkat edilmelidir. Siselerin agzina bir filtre kagidi
kapatilarak bir giin oda sicakliginda bekletilir (kontaminasyonu engellemek ig¢in
siselerin agizlarinin agilmamasina ve sisenin kenarinda birikecek su buharinin tiimiiyle
cekilmis olmasina dikkat etmek gerekir). Ertesi giin etrafi tiilbentle sarilmis olan steril

pamuk tikaclar ile kiiltiir sigselerinin agizlar kapatilarak buzdolabinda saklanir.
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3.2.1.c. Caprazlama icin birey temini ve secimi

Deneylerimizde kullandigimiz larvalarin elde edilmesi igin, flare® disiler 4’er saat
araliklarla virgin iken toplanmis ve yeni bir besin ortamina alinmistir. Yeterince virgin
disi birey toplandiktan sonra uygulamalarin yapilacagi transheterozigot larvalarin elde
edilebilmesi i¢in her sisede 40 mwh erkek, 40 flr’disi olacak sekilde caprazlama
yapilmistir. Oogenezin gergeklesmesi icin erkek ve disi bireyler en az bir giin siire ile
ayni ortamda birakilmistir. Uygulama yapilacak olan larvalarin ayni evrede olabilmesi
icin oogenezi gerceklesmis olan bireylerin 8 saat boyunca yeni bir besin ortamina
alarak bu siire boyunca yumurta birakmalari saglanmistir. Ayni1 bireyler yumurta

toplama islemi i¢in defalarca kullanilmistir.

Calismalarda kurulan standart caprazlarda flr/TM3, Bd® hattinin disi bireyleri yiiksek
yumurta verimi dolayisiyla tercih edilmistir. Transheterozigot larvalarin elde

edilebilmesi i¢in yapilan ¢aprazlama Sekil 3.7°de gosterilmistir (Graf et al. 1984).
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Sekil 3.7. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin sematik
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3.2.1.d. Deney gruplarma uygulanan dioksin konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Calismanin ilk basamaginda, genotoksik etkileri test edilecek olan dort farkli dioksinin
(2,3,7,8-  Tetraklorodibenzo-p-dioksin,  1,2,3,7,8-  Pentaklorodibenzo-p-dioksin,
1,2,3,7,8,9- Hekzaklorodibenzo-p-dioksin ve 1,2,3,4,6,7,8,9- Oktaklorodibenzo-p-
dioksin) her birinin dort farkli derisiminin ¢alisilmast amaglanmistir. Dioksinlerin etkin
derisim araliklarinin belirlenmesi asamasinda dncelikle genotoksikolojik etkilerin genis
bir spektrumda incelenmesi i¢in daha Onceki calismalarda kullanilan konsantrasyon
araliklarindan yararlanilmigtir. Segilen dioksinlerin D. melanogaster larvalari {izerine
LDsp dozunu belirlemek amaciyla ¢esitli konsantrasyonlarda (5X10'7, 1OX10'7, 15X10'7,
20x10°, 30x10°, 40x10°, 50x10° ve 100x10"pg/mL; 5x107°, 10x107°, 15x107°, 20x107,
30x107°, 4010 ve 50x10°ug/mL; 5x102, 10x107 15x10%, 20x107%, 30x102, 40x10?
ve 50x10%ug/mL; 10x10™, 15x107?, 20x10%, 50x10™, 10, 15 ve 20ug/mL) 24 saatlik
uygulamalar yapilmistir. Deneyler sonucunda tiim dioksin gruplari igin ortak LDsp dozu
15x10"pg/mL olarak tespit edilmistir. Calismalarda uygulanan konsantrasyonlar, her
bir dioksin i¢in LDsy dozundan daha diisiik olan 1x107; 2,5x107; 5x107 ve 10x10

"ug/mL olarak belirlenmistir.

3.2.1.e. Deney gruplarina dioksinlerin uygulanmasi

Bu ¢alismada etkileri test edilecek olan dért dioksin igin dort derisim (1x107; 2,5x107;
5x107 ve 1OX10'7pg/mL) calisilmigtir. Sekiz saat siiresince ciftlestirilen ebeveynlerin
biraktigr dollenmis yumurtalardan ¢ikan bireyler, liclincii larva evresine eristiginde,
musluk suyu altinda yikanmis ve elekten gegirilerek ayrilmistir. 7244 saatlik larvalarin
uygulama ortami olarak kullanilan cam tiipler igerisine yaklasik 1,5g kadar hazir
Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) konulmus ve besinler uygulamadan
hemen oOnce hazirlanarak dioksinlerin SmL’si ile nemlendirilmistir. Toplanan larvalar
her bir cam tiip igerisine 1-2 spatiil dolusu (yaklasik 100 larva) konularak uygulama
ortammna almmigtir. Larvalarin uygulama ortamina konulmasindan sonra tiiplerin
agizlan tikaclarla kapatilmistir. Deney gruplar1 sicaklik kabinlerine konularak larvalar

kronik olarak 48 saat boyunca dioksinlere maruz birakilmistir. Calismalarda kullanilan
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dioksinlerin ¢oziiclisli olan toluen, inert bir gaz olan argon ile uzaklastirildiktan sonra

istenilen dioksin konsantrasyonlar1 %1°lik DMSO ile hazirlanmistir.

3.2.1.f. Ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Farkli dioksinlere maruz birakilan larvalardan, pupa evresini takiben ¢ikan ergin
bireyler giinliik olarak eterle bayiltilarak toplanmis ve kanat preparatlarini hazirlamak
igin bu bireyler %70°lik etil alkole konularak +4°C’de buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Daha sonra bu bireyler kanat morfolojilerine gore normal kanath
(transheterozigot mwh/flr®) ve serrat kanatli (dengelenmis heterozigot mwh/TM3, Bd®)
olarak iki gruba ayrilmistir. Bunlardan normal fenotipe sahip (mwh/flr®) olan kanatlar,
hem mutasyon, hem de rekombinasyon sonucu olusan mutant klonlari igermesine
karsin, serrat (mwh/TM3) Kkanatlar, dengeleyici kromozomun rekombinasyonu
baskilamasi nedeniyle sadece mutasyon sonucu olusan klonlar1 icermektedir (Zordan et
al. 1994). Bu nedenle, her iki fenotipteki kanatlarin da preparatlart ayri ayri1 hazirlanarak

degerlendirilmistir.

Sonuglarin giivenilirligi i¢in ger¢cek mutant klonlarin olast varyasyonlardan ayrilmasi
gerekmektedir. Bu sebeple, daha 6nce yapilan ¢alismalarda flare® klonlar igin dértten
daha az sayida gozlenen sadece flare® fenotipteki trikomlarin olusturdugu klonlarin
varyasyon nedeniyle oldugu, bu yiizden flare® fenotipteki klonlar i¢in dértten daha fazla
sayidaki hiicreler sayima dahil edilmistir (Szabad et al. 1983). Diger bir belirleyici gen
olan mwh (multiple wing hair, 3- 0,3) geni, kanat killarinin ayn1 hiicreden {i¢ veya daha

fazla ¢ikmasi seklinde kendini gostermektedir.

Kanat preparatlarini hazirlamak i¢in Negishi et al. (1988) ve Schaik and Graf (1991)’mn

calismalarinda kullandiklar1 Faure soliisyonu hazirlanmistir. Bu soliisyonun igerigi 309

Gum Arabic, 20mL Gliserol, 50g Kloral hidrat ve 50mL distile su seklindedir. Kanat
preparatlar1 hazirlanirken ¢ukur lam iizerine faure soliisyonundan 1-2 damla

konulmustur. Distile suya alinmis olan her bir sinek, faure soliisyonu damlatilmis ¢ukur
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lama almmistir. Kanatlar, binokiiler mikroskop altinda ince uglu pens ile kanatlarin
viicuda baglandigi yerden tutulmak suretiyle kanat {izerindeki killara ve kanada zarar
verilmeyecek sekilde viicuttan 6zenle ayrilmistir. Her bir bireyin kanadi ayrildiktan
sonra ayni bireye ait kanatlar lam tlizerine uygun araliklarla yerlestirilmistir. Lam
izerine yeterince kanat ¢ifti (80 kanat) yerlestirildikten sonra preparatlar kurumasi igin
tozsuz bir ortamda bir giin bekletilmistir (Rizki et al. 2006; Garcia-Quispes et al. 2009).
Preparatlar kuruduktan sonra lamlara bir iki damla entellan damlatilarak hava kabarcigi
kalmayacak sekilde tlizeri lamel (24x60mm) ile kapatilmistir. Kanatlarin diizgiin bir
sekilde kurumasi i¢in kapatilan preparatlarin iizerine 3- 4g agirliginda metal vidalar
konulmustur. Birkag saat bu sekilde bekletilen preparatlar 151k mikroskobunda sayim ve
inceleme icin hazir hale getirilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar, 1 saat sonra
ksilen ile 1slatilmig tiilbent yardimiyla dikkatlice silinerek 151k mikroskobunda killarin
goriilmesini  engelleyen safsizliklar temizlenmistir. Preparatlar 3 gilin siireyle

bekletilerek kurumalart saglanmstir.

3.2.1.g. Kanat preparatlarimin mikroskoptaki analizi

Hazirlanmis olan kanat preparatlar1 10x40 biiyiitmede 151k mikroskobunda
incelenmistir. Kanat {lizerindeki sektorler, incelemede kolaylik saglamasi acisindan A,
B, C, C', D, D' ve E olarak boliimlere ayrilmistir. Bu sektorlerde yapilan incelemelerde,
kanatlarin hem dorsal hem de ventral yiiziindeki hiicre tabakalarinda mutant klonlarin
olusup olusmadigi dikkate alinmistir. Kanatlar mikroskopta incelenirken 6zellikle mikro
vida kullanilarak her bir sektor ayr1 ayri taranmis mwh ve/veya flr® mutant fenotipler
sayilarak kaydedilmistir. Kanatlarda goriilen farkli tip kanat killar1 (Graf et al. 1984)
Sekil 3.8’de gosterilmistir.



73

Jd4d
79

Normal killar

i
vl A 5

mwh veya flr® gen 6zelligi olarak sayilmayan yapisal bozukluklar

R

h{f ‘ﬂ vds hbd r"ﬂ" ‘;,'*d’ ;ﬂd .fbA

mwh gen 6zellige sahip killar

/.f./ 4,4 {"“\,{CJ J
PR 4.0 iy

fIr® gen 6zelligine sahip killar

Sekil 3.8. Kanatlardaki farkl tip killar

3.2.1.h. Klonlarn indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi

Kronik uygulamada her hiicrede ve her hiicre boliinmesindeki ortalama indiiksiyon

frekansi asagidaki esitlikle hesaplanmistir (Szabad et al. 1983).

n
f=—x10°
NC

Eger sadece mwh klonlar g6z oOniine alinirsa, denklemdeki "f' mwh klonlarinin
indiiksiyonunun ortalama frekansini, "n" gézlenmis olan toplam mwh klon sayisini, "N
analiz edilmis olan kanat sayisin1 ve "C" bir kanat ilizerindeki incelenilebilecek hiicre

sayisini gostermektedir.

3.2.1.i. Kanat benek testi sonuclarimin istatistiksel analizi

Farkli konsantrasyonlarda dioksinlerin  uygulandigi  Drosophila melanogaster
larvalarindan ergine gelisebilen birey sayisini belirten hayatta kalis oranlarmin
hesaplanmasinda Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 15,0 paket programi

kullanilarak varyans analizi (ANOVA) uygulanmigtir. Kanat benek testi sonuglarinin
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degerlendirilmesinde ise Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
icin hazirlanmig bir bilgisayar programi olan Microsta kullanilmistir. Orijinal (null)
hipotezde (Ho) uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark olmadig,
alternatif hipotezde (Ha) ise uygulama grubundaki indiiklenen mutasyon oraninin
kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayilarak orijinal ve alternatif
hipotezlerin Microsta kullanilarak hesaplanmasiyla sonuglar; uygulama grubundaki (nt)
mutant klon sayisi cizelge degerine esit veya biiylikse Ho, ayni sekilde, kontrol
grubundaki (nc) mutant klon sayisi eger cizelge degerine esit veya biiyiikse bu kez Ha
red edilmistir. Ho ve Ha’nin kabul veya red edilmesine gore Cizelge 3.2 kullanilarak
sonuglar pozitif (+), zayif pozitif (z), 6nemsiz fark (i) veya negatif (-) olarak
degerlendirilmistir (Selby and Olsen 1981; Frei and Wiigler 1988).

Cizelge 3.2. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

Ha (Alternatif)
HiPOTEZLER KABUL (L — B) RED(B)
KABUL ONEMSIZ FARK NEGATIF
Ho | (1—a) |P=(1—-a)(1—-B)=1-a—PB+ap |[P=(1—a)B=F—af
(Null)| RED POZITIF ZAYITF POZITIF
(o) P=a(l—f)=a—af P =uaf

3.2.1.j. Mikrofotografi

Caligmalarda, D. melanogaster’e ait ergin bireylerin farkli gelisim evrelerinde (larvadan
ergine) gozlenen fenotipik anormalliklere ait fotograf ¢ekimleri igin Atatiirk
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Genetik Arastirma Laboratuari’nda bulunan
Leica DM 3000, ergin bireylerin kanatlarindan hazirlanan preparatlarda gézlenen kiigiik
tek tip, biiyilik tek tip ve ikiz klonlara ait fotograf ¢ekimleri i¢in ise Leica M165C marka

mikroskop kullanilmustir.
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3.2.2. Enzim aktivitelerinin belirlenmesi ile ilgili caliymalar

3.2.2.a. Deney gruplarina uygulanan dioksin konsantrasyonlarimin belirlenmesi

Calismanin ikinci asamasinda iki ayri deney seti hazirlanmistir. ilk deney setinde,
detoksifikasyon sistemleri lizerine dioksinlerin olasi toksik etkilerinin arastirilmasi
amaciyla D.melanogaster larvalarina Drosophila kanat benek testinde her bir dioksin
icin en yiiksek konsantrasyon olarak kullanilan 10x107pg/mL konsantrasyonu

uygulanmstir.

3.2.2.b. Deney gruplarina uygulanan antioksidan konsantrasyonlarin

belirlenmesi

Ikinci deney setinde ise, detoksifikasyon sistemleri iizerine muhtemel koruyucu
etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan ve literatiir bilgisi 1s181nda
en etkili olduklar1 doz araliklar1 belirlenen antioksidanlar arasindan KoenzimQ10’un
150pug/mL (Ishii et al. 2004) ve Resveratrol’in 100uM (Bass et al. 2007)

konsantrasyonlar: kullanilmistir.

3.2.2.c. Deney gruplarma dioksin ve antioksidanlarim birlikte uygulanmasi

Bu amagcla, Drosophila kanat benek testi uygulama gruplarinda tiim dioksinler igin
kullandigimiz en yiiksek doz (10x10'7ug/mL) g0z Online alinmistir. KoenzimQ10 i¢in
150pg/mL ve Resveratrol i¢in 100uM olarak kullanilan dozlar, dioksinler ile birlikte
ayr1 ayr1 olmak iizere besiyerlerine ilave edilmistir. Uygulama gruplarinda, kullanilan
dioksinler ile antioksidanlarin belirlenen konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanarak
1,59 Drosophila Instant Medium’a 2,5mL dioksin ve 2,5mL antioksidan eklenmistir.
Boylece sicakligin ve nemin sabit oldugu etiivlerde tutulan tiim deney ve kontrol
gruplar1 48 saat boyunca kronik olarak dioksin+antioksidan uygulamasina maruz

birakilmustir.
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3.2.2.d. Homojenizasyon ve santrifiigasyon

Enzim caligmalar1 dioksin ve antioksidan maddeler icin yapilmistir. Her dioksinin
toksik aktivitesini arastirmak amaciyla kullanilan dozlardan en yiiksek doz ile
antioksidan maddelerin antitoksik aktivitesini arastirmak amaciyla seg¢ilen dozlar
kullanilmistir. Standart c¢aprazdan elde edilen 7244 saatlik larvalarin dioksin ve
dioksint+antioksidan iceren besiyerlerinde ergine gelismeleri beklenilmistir. Her
uygulama grubunda ergine gelisebilen erkek bireyler pupadan ¢iktiklar1 ilk 2- 3 saat
igerisinde toplanarak enzim calismalarinda kullanilmak tizere derin dondurucuda (New

Brunswick Scientific’s Innova U725) -80°C’de saklanmistir (Dogan 2008).

Total oksidan kapasite, total antioksidan kapasite ve oksidatif stres indeksinin
belirlenmesi igin -80°C’de saklanan bu ergin bireyler tartilarak 1/5 oraninda fosfat
tamponuyla (PBS= 2,8834g Na,HPO,, 0,6g NaH,PO,, 8,29 NaCl, pH:7) karistirilarak,
buz kabi i¢inde cam- teflon homojenizatorde (2 000rpm devirde) 10-15 vurus ile, 30sn
araliklarla 2 kez homojenize edilmistir. Homojenat eppendorf tiiplerine alinarak, 0°C’de
20 000rpm’de 10dk santrifiij (Hettich Micro220R) edilmistir. Elde edilen siipernatan
mikropipet yardimi ile temiz eppendorf tiiplerine alindiktan sonra -80°C’de enzim

aktiviteleri ol¢iiliinceye kadar saklanmistir.

3.2.2.e. Enzim aktivite tayini

Caligmalarda enzim kaynagi olarak Bolim 3.2.2.d°de anlatildigi gibi hazirlanan
stipernatan kullanilarak enzim aktiviteleri spektrofotometrik yontem ile Ol¢tilmiistiir

(Goziikara 1989).

3.2.2.f. Total oksidan aktivite tayini ve hesaplanmasi

Farkli oksidan tirlerinin plazma konsantrasyonlari, laboratuvarda ayri ayri
oOlgiilebilmektedir. Ancak bu Olglimler i¢in zaman alici, yogun emek gerektiren,

karmasik ve pahali teknikleri kullanmak gerekebilir (Tarpey et al. 2004). Dolayisiyla
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farkli oksidan molekiillerin Olglimiiniin ayr1 ayr1 yapilmasi pratik degildir ve bir
numunenin oksidan etkileri katkili oldugu igin; onun toplam oksidan kapasitesi (TOS)
icin total peroksit (TP) (Halliwell et al. 2000; Harma et al. 2003; Yanik et al. 2004;
Yeni et al. 2005), serum oksidasyon aktivitesi (SOA) (Nakamura et al. 1897), reaktif
oksijen metabolitleri (ROM) (Ceylan et al. 2005) gibi benzer isimler kullanilmaktadir.

Olgiimii yapilacak numunede demir iyon selatér kompleksini demir iyonuna okside
eden oksidanlar bulunur. Reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan zenginlestirici
molekiiller ile oksidasyon reaksiyonu uzatilir. Asidik bir ortamda demir iyonu kromojen
ile renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilen renk yogunlugu,
numune iginde mevcut toplam oksidan molekiil miktari ile ilgilidir. Analiz hidrojen
peroksit ile kalibre edilip alinan sonuglar litre basma diisen mikromolar hidrojen
peroksit (H,O, umol Equiv./L) cinsinden ifade edilir (Erel 2005).

Total oksidan aktivite tayini, Total Oxidant Status (TOS) Assay Kit (Rel Assay
Diagnostics) kullanilarak tam otomatik yontemle dl¢tilmistiir. Kit igeriginde bulunan
Reaktif 1 (Test tamponu): 50mLx1, Reaktif 2 (Prokromojen soliisyonu): 10mLx1 ve
Standart 2 Soliisyonu (Stok Stabilize Standart Soliisyon (SSSS)): 10mLx1 (800mM
H,02Equiv./L) ile deiyonize su kullanilmistir.

Tam otamatik yontemle 6l¢lim igin Oncelikle giinliik standart soliisyon hazirlanmigtir.
Stok Stabilize Standart Soliisyon (SSSS) deiyonize su ile 40 000 kat sulandirilmustir.
50uL SSSS soliisyonuna 10mL deiyonize su ilave edilip vortekslenmistir (ilk diliisyon
basamagi). Hazirlanan bu soliisyondan da 50uL alinarak 10mL deioyonize su ilave
edilerek vortekslenmistir (Ikinci diliisyon basamagi). Boylece final konsantrasyonu

20uM H,0; olan soliisyon hazirlanmustir.

Olgiimii yapilacak siipernatan numune icine 500uL Reaktif 1 ve 75uL hazirlanan
standart solisyondan eklenerek spektrofotometrede (Perkin Elmer Lambda 35 UV/Vis
Spectrometer) 530nm dalga boyunda ilk absorbans degeri okunmustur. Daha sonra
25uL Reaktif 2 eklenerek 10dk oda sicakliginda ya da 5dk 37°C’de inkiibe edilip
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530nm dalga boyunda ikinci kez absorbans degeri okunmustur. Elde edilen absorbans

degerlerinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiil kullanilmistir.

Sonuc = (ANumune Absorbansi/AStandart 2 Absorbansi)X 20 (Standart 2 Degeri)

A Numune Absorbansi = (Numunenin ikinci absorbansi- Numunenin birinci absorbansi)
A Standart 2 Absorbansi = (Std 2’nin ikinci absorbansi - Std 2’nin birinci absorbansi)
Standart 2 Degeri = 20umol H,O, Equiv./L

3.2.2.g. Total antioksidan kapasite tayini ve hesaplanmasi

Canli organizmalarda normal metabolik ve fizyolojik siire¢lerde iiretilen reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) neden oldugu zararli oksidatif reaksiyonlar, enzimatik ve nonenzimatik
olan antioksidatif mekanizmalar ile giderilir (Young and Woodside 2001). Farkli
antioksidanlarin kapasitelerinin ayr1 ayr1 6l¢limii de zaman alicidir, yiiksek maliyet ve
yogun emek gerektirir. Ayri ayri Olgimleri pratik olmayan farkli antioksidan
molekiillerinin 6l¢limii igin, bir numunenin total antioksidan kapasitesi olgtilerek total
antioksidan kapasite (TAK) (Erel 2004a), total antioksidan aktivite (TAA) (Koracevic et
al. 2001), toplam antioksidan giicii (TAG) (Benzie and Strain 1996), total antioksidan
durumu (TAD) (Aycicek et al. 2006), total antioksidan cevabi (Erel 2004b) gibi benzer

isimlerle adlandirilir.

Olgiimii yapilacak numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini
renksiz ABTS formuna indirger. 660nm dalga boyundaki absorpsiyon degisimi, numune
icinde mevcut toplam antioksidan molekiil miktari ile ilgilidir. Reaksiyon ortaminda bol
miktarda bulunan zenginlestirici molekiiller ile oksidasyon reaksiyonu uzatilir. Asidik
bir ortamda demir iyonu kromojen ile renkli bir kompleks olusturur. Analiz bir E
vitamini analogu olan Trolox Equivalent olarak adlandirilan sabit bir antioksidan

standart soliisyonu ile kalibre edilir.
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Total antioksidan aktivitesi Total Antioxidant Status (TAS) Assay Kit (Rel Assay
Diagnostics) kullanilarak tam otomatik yontemle olglilmiistiir. Kit igeriginde bulunan
Reaktif 1 (Test Tamponu): 50mLx1, Reaktif 2 (Renkli ABTS radikal soliisyonu):
10mLx1 ve Standart 2 (1,0mmol Trolox Equiv./L) Soliisyonu: 10mLx1 (800mM
H,02Equiv./L) ile deiyonize su kullanilmistir.

Tam otomatik yontemle Glglim i¢in 6ncelikle giinliik standart soliisyon hazirlanmistir.
Olgiimii yapilacak siipernatan numune igine 500uL Reaktif 1 ve 30pL standart
soliisyondan eklenerek spektrofotometrede (Perkin Elmer Lambda 35 UV/Vis
Spectrometer) 660nm dalga boyunda ilk absorbans degeri okunmustur. Daha sonra
75uL Reaktif 2 eklenerek 10dk oda sicakliginda inkiibe edilip 660nm dalga boyunda
ikinci kez absorbans degeri okunmustur. Elde edilen absorbans degerlerinin

hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.

Sonuc = (ANumune Absorbansi/AStandart 2 Absorbansi)

A Numune Absorbansi = (Numunenin ikinci absorbansi- Numunenin birinci absorbanst)

A Standart 2 Absorbans1 = (Std 2’nin ikinci absorbansi - Std 2’nin birinci absorbansi)

3.2.2.h. Oksidatif stres indeksinin hesaplanmasi

Oksidatif stres indeksi (OSI), oksidatif stres derecesinin bir indikator parametresi olup,
total oksidan aktivitenin (TOS) total antioksidan aktiviteye (TAS) bolinmesi ile

hesaplanmistir ve formiilizasyonu asagidaki gibidir.

0SI = (TOS,umol H202 Equiv./L) / (TAS,mmol Trolox Equiv./L) x 100

3.2.2.i. Enzim aktivitesi ¢calismalarinda istatistiksel analiz

Enzim aktivitesi ¢alismalarindan elde edilen bulgularin analizi i¢in Statistical Package

for Social Sciences (SPSS) 15,0 paket programi kullanilmistir. Enzim aktivitelerinin
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uygulama gruplarina bagli olarak test edilmesi amaciyla varyans analizi (ANOVA),
deney gruplarinin ikili karsilagtirmalarinda ise Duncan c¢oklu karsilastirma testi

uygulanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calisma ii¢ asamal1 olarak planlanmistir. Oncelikle calismada poliklorlu dibenzo-p-
dioksinlerden 2,3,7,8-TCDD, 1,2,3,7,8-PeCDD, 1,2,3,7,8,9-HxCDD ve 1,2,3,4,6,7,8,9-
OCDD’nin Drosophila melanogaster’in (mwh x flr®) 72+4 saatlik transheterozigot
larvalarinda yasama yiizdesi (larval mortalite) tizerine etkisine bakilmistir. Daha sonra
farkli konsantrasyonlarda (1x10'7, 2,5x107, 5x107 ve 10x10”’ ng/mL) dioksin igeren
besiyerlerinde yasayabilen ergin bireylere ait kanatlar kullanilarak Drosophila kanat
benek testi ile genotoksik aktivitenin varligi/yoklugu incelenmistir. Son olarak
dioksinlerin genotoksik/toksik etkilerinin antioksidanlar ile giderilmesine ¢aligilmistir.
Bu amagla dioksin uygulama gruplarinda oksidan enzim sistemlerine,
dioksin+antioksidan uygulama gruplarinda ise antioksidan sistemlerine ait biyokimyasal

testler ve dl¢limler yapilmustir.

4.1. Dioksinlerin Transheterozigot Larvalarmmn Yasama Yiizdesi (Larval

Mortalite) Uzerine Etkileri

Calismada ilk olarak dioksinlerin embriyotoksik etkilerini (larvadan ergine gelisebilen
birey sayisini belirten hayatta kalis orani) arastirmak igin; Drosophila melanogaster’in
transheterozigot larvalar1 dioksin igeren besiyerlerine alinmistir. Tim uygulama
gruplarinda (mwh x flr®) caprazlamasindan elde edilen 72+4 saatlik larvalardan ergine
gelisebilen bireyler sayilarak hayatta kalis oranlart hesaplanmigtir. Uygulama
gruplarinda larvalara ait yasama yiizdelerinin dioksin konsantrasyonu arttik¢a kontrol
grubuna oranla onemli Ol¢iide azaldigi goriilmiistir. Bu durum dioksinlerin toksik
etkilerinin konsantrasyon artisina paralel olarak arttiginin bir gostergesi olarak kabul
edilebilir.

Negatif kontrol gruplarinda larvalarin hayatta kalis orani distile su i¢in %98 ve

dioksinler i¢in ¢Oziicii olarak kullanilan DMSQO’da %97 olarak bulunmustur. Pozitif
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kontrol grubu olan EMS grubunda ise larvadan ergine gelisebilme oraninin negatif

kontrol gruplariyla karsilastirildiginda %80’e diistiigli goriilmistiir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Dioksinlerin D. melanogaster’in 7244 saatlik transheterozigot larvalarinda
yasama yiizdesi iizerine etkisi

DENEY GRUPLARI KONSANTRASYON | HAYATTA KALIS (%)*
Distile su 98?
Kontrol Negatif

DMSO %1 97°

Gruplar
Pozitif EMS 1mM 80°
1x10"ug/mL 79°
237 870D 2,5x10 "ug/mL 77°
o 5x10 pug/mL 64"
10x10"ug/mL 51'
1x10"ug/mL 80¢
2,5x10 " ug/mL 79°

1,2,3,7,8-PeCDD ,

5x10"'ng/mL 69°
| 10x10"ug/mL 55"

Uygulama

Gruplan
1x10"ug/mL 84°
2,5x10 "ng/mL 83°

1,2,3,7,8,9-HxCDD
5x10"pg/mL 70°
10x10"pug/mL 57"
1x10"ug/mL 8g”
2,5x10 "ng/mL 85°
1,2,3,4,6,7,8,9-0CDD

5x10"ug/mL 71°
10x10 " pg/mL 609

* Farkli harflerle gosterilen deney gruplarina ait degerler p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Dioksin uygulama gruplarindan elde edilen bulgulara gore, larvalarin hayatta kalig
oraninin tiim dioksin uygulama gruplarinda konsantrasyon artisina bagli olarak azaldigi
gozlenmistir. 2,3,7,8-TCDD uygulama grubunda larvalarin ergine gelisebilme orant,

kullanilan en diisiik konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona dogru (1x107-
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1OX10'7ug/mL) sirastyla %79, %77, %64 ve %51; 1,2,3,7,8-PeCDD uygulama grubunda
%80, %79, %69 ve %55; 1,2,3,7,8,9-HxCDD uygulama gruplarinda %84, %83, %70 ve
%57 ve 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD uygulama grubunda ise %88, %85, %71 ve %60 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Dioksinlerin kullanildig1 hayatta kalis uygulamalarinda, konsantrasyon artigina baglh
olarak toksik etkinin artti§1 ve larvadan ergine gelisebilen birey sayisinin azaldigi
yoniinde negatif bir korelasyon goriilmektedir (p<0,01). Istatistiksel degerlendirmelere
gore, bu degerler TCDD uygulama grubu i¢in r= -0,962, PeCDD uygulama grubu i¢in
r=-0,948, HXxCDD uygulama grubu i¢in r= -0,923 ve OCDD uygulama grubu i¢in de
r=-0,900 olarak bulunmustur. r degerleri dikkate alindig1 zaman, dioksinlerin toksisite
bakimindan siralanmast TCDD > PeCDD > HxCDD > OCDD seklindedir (Sekil 4.1).

Larval evreden itibaren tiim gelisim evrelerini farkli konsantrasyonlarda dioksin i¢eren
besiyerinde gegiren bireylerde, larvadan pupaya, pupadan ergine gelisirken cesitli
malformasyonlar gézlenmistir. Larva evresini ya da pupal evreyi tamamlayamayan
bireyler Ozellikle yiiksek konsantrasyonlardaki uygulama gruplarinda goriilmiistiir
(Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Omegin TCDD igin en diisiik uygulama grubunda (1x10”
ng/mL) 100 larvadan 79’u erginlesirken en yiiksek uygulama grubunda (1010 pg/mL)
yalnizca 51 birey erginlesebilmistir. PeCDD uygulama grubunda bu degerler 80- 55,
HxCDD uygulama grubunda 84- 57 ve OCDD uygulama grubunda da 88- 60 seklinde
bulunmustur (Cizelge 4.1). Larvadan ergine gelisebilen bireylerde ise toraks bolgesinde,
kanat ve bacaklar gibi ekstremitelerde eksik gelisim ya da gelisemeyen yapilara

rastlanilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.6).
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Sekil 4.2. Yiiksek konsantrasyonda PeCDD uygulamas: ile ortaya c¢ikan larva
anormalligi

Sekil 4.3. Yiiksek konsantrasyonda TCDD uygulamasi ile ortaya c¢ikan pupa
anormalligi
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Sekil 4.4. Yiksek konsantrasyonda OCDD uygulamasi ile ortaya c¢ikan kanat
anormalligi

/

/ 1mm

Sekil 4.5. Yiiksek konsantrasyonda HXCDD uygulamasi ile ortaya ¢ikan kanat ve bacak
anormalligi
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1mm

Sekil 4.6. Yiiksek konsantrasyonda TCDD uygulamasi ile ortaya ¢ikan kanat ve sola
y1gilmali toraks anormalligi

4.2. Dioksinlerin Ergin Bireyler Uzerine Genotoksik Etkileri

Calismanin ikinci asamasinda Drosophila kanat benek testi ile dioksinlerin genotoksik
etkili olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagla, negatif kontrol grubu olarak distile su
kullanilirken, dioksinlerin timii igin ¢Oziicii olarak dimetil siilfoksit (DMSO)
kullanildigindan DMSO kontrol grubu da ¢alismalara eklenmistir. Pozitif kontrol grubu
icin de yine etil metil siilfonat (EMS) kullanilmigtir. Her bir uygulama grubu igin
transheterezigot larvalardan elde edilen ergin bireylerden secilen 80 kanat, beneklerin
varligmi aragtirmak i¢in, 151k mikroskobunda 400x biiyiitmeyle incelenmistir.
Incelemeler sirasinda kanat benekleri istatistiki analizlerde kullanilmak iizere tekli
benekler (mwh veya flr® fenotipinde) ve ikili benekler (mwh ve flr® fenotipinde) olmak
tizere siiflandirilarak kaydedilmistir. Ayrica tekli benekler de kendi aralarinda kiiciik

tekli benek (1-2 hiicreli) ve biiyiik tekli benek (3< hiicreli) olmak tizere ayrilmistir.
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4.2.1. Distile su, DMSO ve EMS’nin genotoksik etkilerinin arastirilmasi

Caligmalarda distile su ve DMSO negatif kontrol, mutajenik ve rekombinojenik
aktiviteleri bilinen EMS ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. F; neslinde elde edilen
hem normal kanatli hem de serrat kanatli bireylere ait kanat preparatlar1 hazirlanarak
mikroskobik analizleri yapilmistir. Preparatlarin incelenmesinde kolaylik olmasi
acisindan, kanatlar A, B, C, Cl, D, Dl, E olmak iizere sektorlere ayrilmistir. Her bir
sektor ayri ayr taranip mwh ve/veya flr* mutant fenotipler bakimindan incelenmistir.
Sayilan kiigiik tek tip, biiyiik tek tip ve ikiz klonlarn kayitlart tutulmustur. Kontrol ve
tim dioksinleri igeren uygulama gruplarindan elde edilen bireylerin kanatlarindan
hazirlanan preparatlarda gozledigimiz kiigiik tek tip, biiyiik tek tip ve ikiz klonlarin
fotograflar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.12°de toplu halde gosterilmistir.

Sekil 4.7. Normal genetik 6zellige sahip bireydeki kanat killar1 (10x40)
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Sekil 4.8. mwh/mwh hattina sahip bireydeki kanat killar1 (10x40)
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Sekil 4.9. Kiiciik tek tip mwh mutant klonlarin mikroskoptaki goriiniimii (10x40)
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Sekil 4.11. Biiyiik tek tip flr® mutant klonlarin mikroskoptaki goriiniimii (10x40)



91

Sekil 4.12. ikiz mutant klonlarm mikroskoptaki gériiniimii (10x40)

Negatif (distile su ve DMSO) ve pozitif (EMS) kontrol gruplarinin muhtemel
etkilerinin, hem mwh/flr® genotipli normal bireyler hem de mwh/TM3 genotipli serrat
kanatli bireyler i¢in belirlenmesi amaciyla istatistiksel degerlendirmeler yapilmistir

(Cizelge 4.2).

Negatif kontrol grubu olan distile su grubuna ait normal kanat fenotipinde kiigtik tek tip
klon frekans1 0,18; biiyiik tek tip klon frekans1 0,05; ikiz klon frekansi 0,03; toplam
mwh klon frekans1 0,21 ve toplam klon frekansi 0,25 iken DMSO negatif kontrol grubu
icin bu degerler sirasiyla 0,21; 0,06; 0,03; 0,25; 0,30 olarak bulunmustur. EMS pozitif
kontrol grubunda ise bu degerler sirastyla 0,53; 0,35; 0,18; 0,88 ve 1,05’dir (Cizelge 4.2
ve Sekil 4.13). Elde edilen klon frekansi degerlerine gore, DMSO kontrol grubunda
negatif ya da 6nemsiz fark, EMS pozitif kontrol grubunda ise tiim Klon tiplerinde pozitif

fark gozlenmistir.



Cizelge 4.2. Distile su, DMSO ve EMS’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlar: iizerine
etkileri

Kiiciik tek tip Biiyiik tek tip Klon
Kanat klon klon ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon indiiksi
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =5) (m=2) (m=2) mduksiyon
Uygulama Gruplari Sayisi (m = 2) (m = 5) frekansi
(N) (KIF)
No Fr. | D] No Fr. | D | No Fr. D | No Fr. D No Fr. | D (10° hiicre)
5 Distile su 80 14 (0,18) 4 (0,05) 2 (0,03) 17 (0,21) 20 (0,25) 0,87
c
©
(—f DMSO (%1) 80 17 @21 il 5 o6 -] 2 ©03 i]20 ©2) i |24 (030 i 1,02
IS
S EMS (ImM) 80 42 (053 +| 28 035 +| 14 ©18 + |70 (08 + |84 (@05 + 3,58
g Distile su 80 12 (0,15) 3 (0,04) * 15 (0,19) 15 (0,19) 0,76
(3]
cffs DMSO (%1) | 80 15 (019 i | 3 (004 i 18 023 i |18 (023 i 0,92
& EMS (ImM) | 80 40 (050 + |25 (032 + 65 (082 + | 65 (082 + 3,32

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuclarin gosterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif, -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: carpim faktorii, : TM3
dengeleyici kromozomunun varliginda flr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: 0=$=0,05

6
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Sekil 4.13. Kontrol grubu (mwh/flr®) larvalardan gelisen ergin bireylerin kanatlarinda

gozlenen cesitli benek tiplerine ait klon frekanslari
*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, IB: ikiz benek, TB: Toplam benek

Transheterozigot larvalardan gelisen serrat kanat fenotipinde negatif kontrol grubu olan
distile su i¢in kiigiik tek tip klon frekansi 0,15; biiyiik tek tip klon frekansi 0,04; toplam
mwh Klon frekansi 0,19 ve toplam klon frekansi 0,19 iken DMSO negatif kontrol
grubunda bu degerlerin sirasiyla 0,19; 0,04; 0,23; 0,23 ve EMS pozitif kontrol grubunda
da 0,50; 0,32; 0,82 ve 0,82 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.14). Yine,
normal kanat fenotipinde oldugu gibi negatif kontrol grubu olan DMSO tiim klon
tiplerinde negatif ya da onemsiz fark gosterirken pozitif kontrol grubu EMS’de pozitif

fark gozlenmistir.
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Sekil 4.14. Kontrol grubu (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin bireylerin kanatlarinda

gozlenen cesitli benek tiplerine ait klon frekanslari
*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, TB: Toplam benek

Klon indiiksiyon frekansina (KIF) ait degerler, distile su negatif kontrol grubunda
normal kanat igin 0,87, serrat kanat i¢in 0,76 iken DMSO negatif kontrol grubunda
normal kanat i¢in 1,02, serrat kanat i¢in ise 0,92 olarak belirlenmistir. Bu degerlerin
EMS pozitif kontrol grubunda ise normal kanat i¢in 3,58, serrat kanat i¢in 3,32 oldugu

tespit edilmistir.

4.2.2.2,3,7,8-TCDD’nin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Genotoksik etkisi degerlendirilen 2,3,7,8-TCDD (2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin)
1¢in, 1x10'7, 2,5X10'7, 5x107 ve 10X10'7ug/mL olarak belirlenen konsantrasyonlarda
uygulamalar yapilmistir. 2,3,7,8-TCDD’ye ait uygulama gruplarindaki hem dengeleyici
kromozom (TM3) tasiyan serrat kanath bireylerin hem de dengeleyici kromozom
tasimayan normal kanatli bireylerin kanat preparatlart hazirlanmig ve uygulamalardan

elde edilen sonuglar ile istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.3’de verilmistir.



Cizelge 4.3. 2,3,7,8-TCDD’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlari iizerine etkileri

G6

Kiiciik tek tip Biiyiik tek tip
Kanat klop qun ikiz ldon Toplam Twh klon ToplarP klon ) dili<l!10s?y0n
Uygulama Gruplari Szllzlq)s] (12; h:uge) (>(2mh:c51; e) (m=5) (m=2) (m=2) frleI:(aSnm i)
No | Fr. |[D|No| Fr. |[D|No| Fr. |D|No| Fr. | D | No | Fr. | D | (0 hierd
Distile su go | 14 (018 4 (0,05) 2 (0,03) 17 (0,21) 20 (0,25) 0,87
pmso@1) | s |17 ©02n i| 5 ©oe) -] 2 ©03) i|20 ©2) i |24 (030 i 1,02
% EMS (ImM) g0 | 42 ©53 + |28 (03) +| 14 ©18 +]| 70 ©s) + |84 (105 + 3,58
X |2378-TCDD (ug/mL)
g 1x107 g0 |12 ©w -3 ©oy -] 1 oy i|113a ©w. - |15 019 - 0,66
> 2,5x107 g0 |19 ©29 il 4 ©05 -] 2 ©03 i|19 ©20 - |25 ©3) - 0,97
5x107 80 |22 ©2 il 7 ©09) -| 4 ©05 il|24 ©30 i |32 (040 i 1,22
10x107 80 |23 ©29 il 9 (1) i|l 5 o6 i|3t 039 i |37 (04 i 1,58
Distile su g0 | 12 (015 3 (0,04) * 15 (0,19) 15 (0,19) 0,76
pmso@1) | s | 15 (019 i| 3 (004 i 18 (023 i | 18 (023) i 0,92
g | EmMs 1mm) 80 | 40 (50 +| 25 (032 + 65 (082 + | 65 (082 + 3,32
€ | 2:3.7,8-TCOD (ug/mL)
§ 1x107 g0 |11 ©1 -| 3 ©oa il* 14 (018 - | 14 (018 - 0,71
& 2,5x107 g0 |18 ©23) il 3 (004 i 21 (026) i | 21 (026) i 1,07
5x107 80 |20 ©25 i| 6 (008 i 26 (032 i |26 (032 i 1,33
10x107 80 |21 (020 i| 7 (009 i 28 (035 i | 28 (035 i 1,43

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif, -: negatif, i: énemsiz fark, m: ¢arpim faktérii, : TM3 dengeleyici kromozomunun
varliginda flr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: 0=p=0,05
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Cizelge 4.3’de gorildigi gibi, 2,3,7,8-TCDD uygulama gruplarindan elde edilen
verilerin higbirinde pozitif sonu¢ gézlenmemistir. 4 farkli konsantrasyona ait uygulama
grubunda normal ve serrat kanatlara ait klon tipleri, negatif kontrol grubu olan DMSO
ile karsilastirilmigtir. Buna gore, 2,3,7,8-TCDD uygulama gruplarina ait normal kanat
fenotipinde en diisik konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona dogru (1x107-
1OX10'7ug/mL) sirastyla kiigtik tek tip klon frekansi 0,14; 0,24; 0,26 ve 0,29; biiyiik tek
tip klon frekans1 0,04; 0,05; 0,09 ve 0,11; ikiz klon frekansi1 0,01; 0,03; 0,05 ve 0,06;
toplam mwh klon frekans1 0,16; 0,24; 0,30 ve 0,39, toplam klon frekans1 0,19; 0,31;
0,40 ve 0,46 olarak bulunurken (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.15), serrat kanat fenotipinde bu
degerler sirasiyla kiigiik tek tip klon frekansi i¢in 0,14; 0,23; 0,25 ve 0,26; biiyiik tek tip
klon frekansi i¢in 0,04; 0,04; 0,08 ve 0,09; toplam mwh klon frekansi ile toplam klon
frekanst i¢in 0,18; 0,26; 0,32 ve 0,35 seklindedir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.16).
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Kanat Basina Diisen Benek Sayisi

Sekil 4.15. 2,3,7,8-TCDD uygulanan (mwh/flr®) larvalardan gelisen ergin bireylerin

kanatlarinda gozlenen cesitli benek tiplerine ait klon frekanslar
*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, IB: Tkiz benek, TB: Toplam benek

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.15 ile Sekil 4.16 dikkatle incelendigi zaman, uygulama gruplari
icin hem normal hem de serrat kanat fenotipinde 6zellikle son ii¢ uygulama grubuna ait
(2,5x107- 10x10"ug/mL) klon sayilarm DMSO grubuna gére arttigi goriilmektedir.

Ornegin normal kanat igin toplam klon sayis1t DMSO’da 24 iken uygulama gruplarinda
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25- 37; serrat kanat i¢in toplam klon sayis1t DMSO’da 18 iken uygulama gruplarinda 21-
28 araligindadir. Konsantrasyon artigina paralel olarak bir artis gdzlenmesine ragmen bu

durum istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.
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Sekil 4.16. 2,3,7,8-TCDD uygulanan (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin bireylerin

kanatlarinda gozlenen cesitli benek tiplerine ait klon frekanslar1
KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, TB: Toplam benek

2,3,7,8-TCDD uygulama gruplarinda konsatrasyon artigina paralel olarak normal kanat
fenotipi i¢in klon indiiksiyon frekans1 (KIiF) sirasiyla 0,66; 0,97; 1,22 ve 1,58 ve serrat
kanat fenotipi i¢in de bu degerler 0,71; 1,07; 1,33 ve 1,43 olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.3).

4.2.3.1,2,3,7,8-PeCDD’nin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Genotoksik etkisi degerlendirilen dioksinlerden bir digeri 1,2,3,7,8-PeCDD’dir
(1,2,3,7,8- Pentaklorodibenzo-p-dioksin). Yapilan 6n denemeler ile belirlenen 4 farkli
konsantrasyon (1x107, 2,5x107, 5x107 ve 10x10'pg/mL) ile uygulama gruplar
olusturulmustur. 1,2,3,7,8-PeCDD’ye ait uygulama gruplarindaki hem dengeleyici
kromozom (TM3) tasiyan serrat kanatli bireylerin hem de dengeleyici kromozom

tasimayan normal kanatli bireylerin kanat preparatlar1 hazirlanmustir. incelenen her iki
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kanat fenotipine ait tiim klon tipleri sayilmis ve istatistiksel olarak frekanslar

belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Bu degerlere gore, 1,2,3,7,8-PeCDD uygulama gruplarina ait normal kanat fenotipinde
en diistik konsantrasyondan en yliksek konsantrasyona dogru (1x10‘7- 10X10’7ug/mL)
strastyla kiiciik tek tip klon frekansi 0,14; 0,13; 0,24 ve 0,26; biiyiik tek tip klon frekansi
0,04; 0,05; 0,05 ve 0,09; ikiz klon frekansi 0,01; 0,03; 0,03 ve 0,05; toplam mwh klon
frekansi 0,16; 0,18; 0,24 ve 0,30 ile toplam klon frekansi 0,19; 0,20; 0,31 ve 0,40 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.17). Normal kanatlara sahip mwh/flr® genotipindeki
bireylerin tiim uygulama gruplarindan elde edilen sonuglar, kii¢iik tek tip, biiyiik tek tip
ve ikiz klon ile toplam mwh ve toplam klon sayisi agisindan DMSO kontrol ile
karsilastirildigi zaman klon frekanslar istatistiksel diizeyde dnemsiz ve negatif sonug

vermistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. 1,2,3,7,8-PeCDD uygulanan (mWh/f|r3) larvalardan gelisen ergin bireylerin

kanatlarinda gozlenen cesitli benek tiplerine ait klon frekanslar
*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, IB: Ikiz benek, TB: Toplam benek



Cizelge 4.4. 1,2,3,7,8-PeCDD’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlari iizerine etkileri

Kiiciik tek tip Biiyiik tek tip o Klon
o |t | e, | e | repmen | o |
Uygulama Gruplari Szﬁ;m ( (m=2) (m=5) frekanst (KiF)
No | Fr. |D | No | Fr. [ D] No | Fr No | Fr. | D | No | Fr. | D | (0 hiicre

Distile su 80 14 (0,18) 4 (0,05 2 (0,03) 17 (0,21) 20 (0,25) 0,87

DMSO (%1) 80 17 (©021) i | 5 (06 -] 2 (003 20 (025 i | 24 (030) i 1,02

% EMS (ImM) 80 42 053 + |28 (035 +] 14 (018 70 (088 + | 84 (105 + 3,58
X 11237,8-PeCDD (ug/mL)

g 1x107 80 11 ©14) -] 3 ©04 -] 1 (01 13 (016) - | 15 (019 - 0,66

2 2,5x107 80 10 (013 -1 4 (©05 -] 2 (003 14 (018 - | 16 (0,20) - 0,71

5x107 80 19 024 il 4 005 -] 2 (003 19 (024 - | 25 (031 - 0,97

10x107 80 210 (0286 i| 7 (009 -] 4 (005 24 (030) i | 32 (040) i 1,22

Distile su 80 12 (0,15) 3 (0,04) * 15 (0,19) 15 (0,19) 0,76

DMSO (%1) 80 15 (019 i| 3 (004) i 18 (023) i | 18 (023) i 0,92

g | EMS (1mMm) 80 40 (050 +| 25 (032 + 65 (082 + | 65 (0.82) + 3,32
€ | 1,2,3,7,8-PeCDD (ug/mL)

§ 1x107 80 10 (013 - | 2 (03 - |* 12 (015 - | 12 (015 - 0,61

& 2,5x107 80 10 (013) - | 2 (003 - 12 (025 - | 12 (025 - 0,61

5x107 80 16 (0200 i | 3 (004) i 19 (024) - | 19 (024) - 0,97

10x107 80 18 (023) i | 4 (005 i 22 (028 i | 22 (028 i 1,12

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuclarin gdsterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif, -: negatif, i: 5nemsiz fark, m: ¢arpim faktérii, : TM3 dengeleyici kromozomunun
varliginda fir® mutasyonu olugmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05

66
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Serrat kanat fenotipinde ise klon frekans degerleri sirasiyla kiigiik tek tip klon frekansi
icin 0,13; 0,13; 0,20 ve 0,23; biiylik tek tip klon frekans1 i¢in 0,03; 0,03; 0,04 ve 0,05;
toplam mwh klon frekans: ile toplam klon frekansi i¢in de 0,15; 0,25; 0,24 ve 0,28 dir
(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.18). En yiiksek uygulama grubu (10x10pg/mL) icin tiim klon
tiplerinde ve 5x10”pg/mL uygulama gruplarinda kiigiik tek tip ve biiyiik tek tip klon
frekanslar istatistiksel diizeyde onemsiz iken diger konsantrasyonlar i¢in tiim klon
frekanslar1 negatif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.18). Serrat kanatlara
(mwh/TM3) sahip bireylerden elde edilen sonuglar da normal kanat fenotipinden elde
edilen sonuglara benzerlik gostermistir. Tim klonlar go6zoniine alindigi zaman,
1,2,3,7,8-PeCDD uygulama gruplarinda artan doza bagli olarak normal kanat fenotipi
i¢in klon indiiksiyon frekansi (KIF) sirasiyla 0,66; 0,71; 0,97 ve 1,22 ve serrat kanat
fenotipi i¢in de sirasiyla 0,61; 0,61; 0,97 ve 1,12 olarak bulunmustur (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.18. 1,2,3,7,8-PeCDD uygulanan (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin bireylerin

kanatlarinda g6zlenen c¢esitli benek tiplerine ait klon frekanslari
*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, TB: Toplam benek

4.2.4.1,2,3,7,8,9-HXCDD’nin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Genotoksik etkisi degerlendirilen tiglinci maddemiz 1,2,3,7,8,9-HxCDD (1,2,3,7,8,9-
Hekzaklorodibenzo-p-dioksin) i¢inde 1x107, 2,5x10”, 5x10” ve 10x10”pg/mL olarak
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belirlenen 4 farkli uygulama grubu hazirlanmistir. 1,2,3,7,8,9-HxCDD’ye ait uygulama
gruplarindaki hem dengeleyici kromozom (TM3) tagiyan serrat kanatl bireylerin hem de
dengeleyici kromozom tasimayan normal kanatli bireylerin kanat preparatlar

hazirlanmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 incelendigi zaman, 1,2,3,7,8,9-HXCDD uygulama gruplarina ait normal
kanat fenotipinde en diisiik konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona dogru (1x107-
10X10'7ug/mL) sirastyla kiigiik tek tip klon frekansi 0,10; 0,11; 0,19 ve 0,21; biiyiik tek
tip klon frekansi 0,03; 0,03; 0,05 ve 0,06; ikiz klon frekansi1 0,00; 0,01; 0,01 ve 0,03;
toplam mwh klon frekans1 0,11; 0,14; 0,14 ve 0,18 ile toplam klon frekans1 0,13; 0,14;
0,24 ve 0,28 olarak bulunmustur (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. 1,2,3,7,8,9-HXCDD uygulanan (mwh/flr®) larvalardan gelisen ergin

bireylerin kanatlarinda gdzlenen ¢esitli benek tiplerine ait klon frekanslari
*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, iB: ikiz benek, TB: Toplam benek

Serrat kanat fenotipinde bu degerler sirastyla kiiciik tek tip klon frekansi i¢in 0,10; 0,11;
0,13 ve 0,16; biiyiik tek tip klon frekans1 igin 0,00; 0,00; 0,03 ve 0,03; toplam mwh klon
frekansi ile toplam klon frekansi icin 0,09; 0,09; 0,13 ve 0,14 seklindedir (Cizelge 4.5
ve Sekil 4.20).
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1,2,3,7,8,9-HXCDD uygulama grubunda artan konsantrasyona bagli olarak hem normal
hem de serrat kanatli bireylerin tiim klon sayilarinda artis gdzlenmesine ragmen bu
durum istatistiksel acidan negatif fark olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.19
ve Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. 1,2,3,7,8,9-HXCDD uygulanan (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin

bireylerin kanatlarinda gdzlenen ¢esitli benek tiplerine ait klon frekanslari
*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, TB: Toplam benek

Ayrica elde edilen tiim veriler gézoniine alinarak normal ve serrat kanat i¢in klon
indiiksiyon frekanslar1 da hesaplanmistir. 1,2,3,7,8,9-HXCDD uygulama gruplarindaki
normal kanat fenotipinde klon indiiksiyon frekansi degerlerinin konsantrasyon artigina
paralel olarak sirastyla, 0,46; 0,56; 0,56 ve 0,71; serrat kanat fenotipinde ise bu
degerlerin 0,35; 0,35; 0,51 ve 0,56 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.5. 1,2,3,7,8,9-HxCDD’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlar1 iizerine etkileri

Kiiciik tek tip Biiyiik tek tip Klon
klon klon ikiz klon Toplam mwh Kklon Toplam klon .
Kanat = = indiiksiyon
Uygulama Gruplar: | Sayis (1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =5) (m=2) (m=2) trelans: (KIF
(N) (m=2) (m=5) re a;1s1"( )
No| Fr. |[D|No| Fr. | D] No | Fr. No| Fr. | D [ No | Fr. [ D] (10 hiicre)
Distile su 80 14 (0,18) 4  (0,05) 2 (0,03) 17 (0,21) 20  (0,25) 0,87
DMSO (%1) 80 17 (0,21) i 5 (0,06) - 2 (0,03) 20 (0,25) i 24 (0,30) i 1,02
ras)
§ EMS (1ImM) 80 42 (0,53) + 28 (0,35) + ] 14 (0,18) 70 (0,88) + 84 (1,05 + 3,58
X 11237,89-HXCDD (ug/mL)
IS
E 1x10”" 80 8 (0,100 - 2 (0,03) - 0 (0,00) 9 (0,11) - 10 (0,13) - 0,46
)
pd 2,5x107 80 9 0,11) - 2 (0,03 - 1 (0,01) 11 (0,14) - 11 (0,14) - 0,56
5x107 80 15 0,19) - 4  (0,05) - 1 (0,01) 11 (0,14) - 19 (0,24) - 0,56
10x10” 80 17 0,21) - 5 (0,06) - 2 (0,03) 14 (0,18) - 22 (0,28) - 0,71
Distile su 80 12 (0,15) 3 (0,04) * 15  (0,19) 15 (0,19) 0,76
DMSO (%1) 80 15 0,19) i 3 (0,04 i 18  (0,23) i 18 (0,23) i 0,92
§ EMS (1ImM) 80 40 (0500 +] 25 (0,32) + 65 (0,82) + 65 (0,82) + 3,32
]
¥ |1,2,3,7,8,9-HxCDD (ug/mL)
ra)
g 1x10”" 80 8 (0,100 - 0 (00 -]* 7 (0,09) - 7 (0,090 - 0,35
[<B]
n 2,5x107 80 9 (011) - 0 (0,000 - 7 (0,09) - 7 (0,090 - 0,35
5x10°7 80 10 (0,13) - 2 (003 - 10 (0,13) - 10 (0,13) - 0,51
10x10” 80 13 (0,16) - 2 (003 - 11  (0,14) - 11 (0,14) - 0,56
No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuclarin gosterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif, -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: carpim faktorii, : TM3

dengeleyici kromozomunun varhiginda flr* mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05

€01
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4.2.5.1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD’nin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Bu ¢alismada, genotoksik etkisi degerlendirilen son dioksin 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD’ dir
(1,2,3,4,6,7,8,9-Oktaklorodibenzo-p-dioksin). ilk ii¢ dioksin grubunda oldugu gibi bu
dioksin i¢in de transheterozigot larvalara 1x10”, 2,5x107, 5x10” ve 10x10" pg/mL
olarak belirlenen 4 farkli konsantrasyonda uygulamalar yapilmigtir. Uygulama
gruplarinda elde edilen bireylerden hem dengeleyici kromozom (TM3) tasiyan serrat
kanatli hem de dengeleyici kromozom tasimayan normal kanatli erginlere ait kanat

preparatlar1 yapilmis ve bu preparatlar incelenerek Cizelge 4.6 hazirlanmistir.

Cizelge 4.6 incelendigi zaman, normal kanat fenotipinde en diisiik konsantrasyondan en
yitksek konsantrasyona dogru (1x107- 10x107pg/mL) sirasiyla kiigiik tek tip klon
frekans1 0,08; 0,09; 0,10 ve 0,13; biiyiik tek tip klon frekans1 0,03; 0,03; 0,04 ve 0,04;
ikiz klon frekans1 0,00; 0,00; 0,01 ve 0,01; toplam mwh klon frekans: 0,10; 0,10; 0,13
ve 0,16 ile toplam klon frekans1 0,10; 0,11; 0,15 ve 0,18 olarak bulunmustur (Cizelge
4.6). Normal kanatlara sahip (mwh/flr®) bireylerin kiigiik tek tip, bityiik tek tip ve ikiz
klon ile toplam mwh ve toplam klon frekanslari negatif kontrol olan DMSO ile
karsilastirildigi zaman tiim konsantrasyonlar igin istatistiksel diizeyde negatif fark

gozlenmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.21).

Serrat kanat fenotipinde ise klon frekans degerleri sirasiyla kiiciik tek tip klon frekansi
icin 0,19; 0,10; 0,11 ve 0,14; biiyiik tek tip klon frekans1 i¢in 0,00; 0,00; 0,01 ve 0,03;
toplam mwh klon frekansi ile toplam klon frekansi i¢in de 0,09; 0,10; 0,13 ve 0,16
seklindedir (Cizelge 4.6). Benzer sekilde serrat kanatlara (mwh/TM3) sahip bireylerin
tim wuygulama gruplarinda gozlenen klon frekanslar1 da DMSO kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel diizeyde 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.6 ve Sekil
4.22). 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD uygulama grubunda KIiF degerleri normal kanat
fenotipinde 0,40; 0,40; 0,51 ve 0,66; serrat kanat fenotipinde 0,35; 0,40; 0,51 ve 0,66
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.21. 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD uygulanan (mWh/f|r3) larvalardan gelisen ergin

bireylerin kanatlarinda gézlenen ¢esitli benek tiplerine ait klon frekanslari
*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, IB: ikiz benek, TB: Toplam benek
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Sekil 4.22. 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD uygulanan (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin

bireylerin kanatlarinda gdzlenen c¢esitli benek tiplerine ait klon frekanslari
*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, TB: Toplam benek



Cizelge 4.6. 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlari iizerine etkileri

Kiiciik tek tip

Biiyiik tek tip

Kanat klon klon ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon . In<|o.n
Uygulama Gruplar1 | Sayisi (1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m=5) (m=2) (m=2) indiiksiyon
N) (m=2) (m=5) freka;1s1"(KIF)
No | Fr. |D|No| Fr. [D] No | Fr No | Fr. | D | No | Fr. | D] (10" hiicre)

Distile su 80 14 (0,18) 4 (0,05) 2 (0,03) 17 (0,21) 20 (0,25) 0,87

DMSO (%1) 80 17 (021 i| 5 06 -| 2 (003 20 025) i | 24 (030 i 1,02

% EMS (1ImM) 80 42 (053 + | 28 (035 +| 14 (018 70 (0,88 + | 84 (105 + 3,58
X 112346,7,8,9-0CDD (ug/mL)

g 1x107 80 6 (008 -] 2 (003 -] 0 (000 8 010 - |8 ©10 - 0,40

2 2,5x107 80 7 009 -] 2 (©03 -] 0 (000 8 010 - |9 o1 - 0,40

5x107 80 8 (010 -] 3 (004 -] 1 (001 10 (013 - | 12 (015 - 0,51

10x107 80 10 (013 -] 3 ©o09 -] 1 (001 13 (016) - | 14 (018 - 0,66

Distile su 80 12 (0,15) 3 (0,04) * 15 (0,19) 15 (0,19) 0,76

DMSO (%1) 80 15 (019 i| 3 (004 i 18 (023 i | 18 (023) i 0,92

S | EMS(1mm) 80 40 (050) +| 25 (032) + 65 (082 + | 65 (082 + 3,32
C | 1,2,3.46,7,8,9-0CDD (ug/mL)

§ 1x107 80 7 019 -] o (00 -|* 7 009 - |7 ©09 - 0,35

& 2,5x107 80 8 (0100 -] 0 (000 - 8 010 - |8 @©10 - 0,40

5x107 80 9 (1) -] 1 (001 - 10 (013 - | 10 (013) - 0,51

10x107 80 11 (014 - | 2 (03 - 13 (016) - | 13 (0,16) - 0,66

No: Klon sayis1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gdsterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif, -: negatif, i: énemsiz fark, m: ¢arpim faktorii,

dengeleyici kromozomunun varhiginda flr* mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05

" TM3

90T
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4.3. Dioksinlerin Ergin Bireylerde Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

Calismada, kullandigimiz tiim dioksinlere ait uygulama gruplarinda artan konsatrasyona
bagl olarak transheterozigot larvalardan elde edilen ergin birey sayilar1 6nemli dlgiide
azalma (p<0,05) gostermistir (Cizelge 4.1). Bu noktadan yola ¢ikilarak dioksinlerin
olas1 toksik etkisinin antioksidan sistemler iizerine olup olmadigini belirlemek igin,
Drosophila melanogaster 'in ergin bireylerinde total enzim aktiviteleri incelenmistir. Bu
amagla, dioksinler ve dioksin+antioksidan uygulama grubu olmak iizere iki ayr1 deney
seti hazirlanmistir. Dioksinler ile dioksin+antioksidanlara maruz birakilan D.
melanogaster’in ergin bireylerinde oksidatif parametrelerin belirlenmesi amaciyla,
Drosophila kanat benek testi galismalarinda kullanilan dioksinlere ait en yiiksek
konsantrasyon (10x107pg/mL) ile antioksidanlardan Koenzim Q10 (CoQ10) igin
150pg/mL ve Resveratrol (RSV) i¢in 100uM dozlari kullanilmigtir (B6liim 3.2.2.a ve
Bolim 3.2.2.b).

4.3.1. 2,3,7,8-TCDD’nin oksidatif parametreler iizerine etkilerinin arastirilmasi

2,3,7,8-TCDD, 2,3,7,8-TCDD+C0Q10 ve 2,3,7,8-TCDD+RSV uygulamalarina maruz
birakilan Drosophila melanogaster’in transheterozigot larvalarindan elde edilen
bireylerin total oksidan seviye (TOS), total antioksidan kapasite (TAK) ve oksidatif
stres indeksi (OSI) verileri Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 incelendigi zaman TCDD uygulama grubunda 28,81+1,62umol/L olan total
oksidan seviyesinin (TOS) distile suda 6,37+0,01umol/L ve DMSO kontrol grubunda
7,61+0,16pumol/L oldugu belirlenmistir. Bu degerlere gore, TCDD uygulamalari ile TOS
degerinin arttig1 goriilmektedir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.23). Antioksidan uygulama
gruplarinda TCDD+CoQl10 ve TCDD+RSV’de ise bu degerler sirasiyla
16,87+1,55umol/L ve 17,81£0,61umol/L’dir. TCDD igin Olgiilen 28,81+1,62umol/L

degerine gore total oksidan seviyesinin dnemli 6lgiide azaldig belirlenmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.7. TCDD ve TCDD+antioksidan uygulanan D. melanogaster’in (mwh x fIr®)
kontrol ve uygulama gruplarina ait oksidatif parametreler

TOS TAK Osi
PISNACRCETAR, (nmol H,O, Eqv./L) (mmol Trolox Eqv./L) (AU)
Distile su 6,37+0,01® 0,98+0,10° 6,64:+0,70®
S s DMSO 7,61+0,16° 0,93+0,12° 8,42:0,94°
=2 a
S =
Vi 3 CoQ10 4,13+0,60° 1,83+0,08° 2,23+0,22°
RSV 5,32+0,62% 1,56+0,10° 3,38+0,16°
o - TCDD 28,81+1,62¢ 0,34+0,00° 84,62+3,35¢
E =
[t
S S| TCDD+CoQ10 16,87+1,55° 0,68+0,07° 24,91+0,46°
D o
>
5C | 1cop+Rsv 17,81+0,61° 0,64+0,04° 27,98+1,06°

* Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen deney gruplarina ait degerler p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

35

. 7/
15 //
12 *,.——0\ / ——TOS

Total Oksidan Seviyesi
(nmol H,O, Equiv./L)

O T T T T T T 1
] O ) ~ Q QO 3
) ) & ) Q N )
R S ey € & > 0&
QL «(5)

Deney Gruplari

Sekil 4.23. TCDD ve TCDD+antioksidan deney gruplarina ait TOS egrisi

TCDD i¢in total antioksidan kapasitesi (TAK) 0,34+0,00mmol/L’dir. Bu deger distile su
kontrol grubunda 0,98+0,10mmol/L ve DMSO kontrol grubunda 0,93+0,12mmol/L
olarak hesaplanmistir. Her iki kontrol grubu arasinda gozlenen fark istatistiki olarak

p>0,05 diizeyinde 6nemsizdir. Ancak TCDD i¢in bu degerin kontrole gore daha diisiik
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olmasi istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde Onemli bulunmustur. Antioksidan
uygulama gruplarindan TCDD+CoQ10 ve TCDD+RSV’de TAK degerleri ayrica
belirlenmistir. Bu degerler sirasiyla 0,68+0,07mmol/L ve 0,64+0,04mmol/L’dir (Sekil
4.24). Dioksin ve dioksin+antioksidan uygulama gruplar1 arasinda total antioksidan

kapasitesi bakimidan gdzlenen bu farklilik p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

0,6 \
0,4 ¥,/ ——TAK

(mmolTrolox Equiv./L)
e
//

Total Antioksidan Kapasitesi

Deney Gruplari

Sekil 4.24. TCDD ve TCDD+antioksidan deney gruplarina ait TAK egrisi

TCDD igin ayrica oksidatif stres indeksi (OSI) de hesaplanmistir. Bu deger
84,62+3,35°dir. Distile su (6,64+0,70) ve DMSO (8,42+0,94) kontrol gruplarinda OSI
degeri oldukca diisiik olup uygulama ve kontrol gruplar1 arasindaki bu fark 6nemlidir
(p<0,05). Antioksidan uygulama gruplarinda TCDD+CoQ10 ve TCDD+RSV’de ise bu
degerler sirasiyla 24,91+0,46 ve 27,98+1,06’dir ve iki grup arasindaki fark p>0,05
diizeyinde énemsizdir (Sekil 4.25). Ancak TCDD uygulama grubuna ait OSI degeriyle
(84,62+3,35) karsilastirildigi zaman dioksin+antioksidan gruplarindaki diisiis istatistiki

olarak énemli bulunmustur (p<0,05).



110

i / — ——OSi

Oksidatif Stres Indeksi
(AT)
B
[an]
~
|

D Y Q ) Y
S ) N ) Q "3 )
<& (PO— '~ <L O R

Q
S

Deney Gruplari

Sekil 4.25. TCDD ve TCDD+antioksidan deney gruplarina ait OSI egrisi

4.3.2.1,2,3,7,8-PeCDD’nin oksidatif parametreler iizerine etkilerinin arastirilmasi

1,2,3,7,8-PeCDD, 1,2,3,7,8-PeCDD+C0Q10 ve 1,2,3,7,8-PeCDD+RSV uygulamalarina
maruz birakilan Drosophila melanogaster transheterozigot larvalarindan elde edilen
bireylerin total oksidan seviyeleri (TOS), total antioksidan kapasite (TAK) ve oksidatif

stres indeksi (OSI) verileri Cizelge 4.8’de verilmistir.

Antioksidan uygulama gruplarindan PeCDD+CoQ10 ve PeCDD+RSV’de TOS ve TAK
degerleri ayrica Olcililmiistiir. TOS i¢in PeCDD+CoQ10 ve PeCDD+RSV uygulama
gruplarindaki degerler 15,04+1,68umol/L ve 15,42+1,28umol/L; TAK icin yine
PeCDD+CoQ10 ve PeCDD+RSV’de 0,72+0,04mmol/L ve 0,69+0,07mmol/L’dir. TOS
degerleri her iki kontrol grubuna gore son derece yiiksek, TAK degerleri ise daha diisiik
bulunmustur (p<0,05). PeCDD ile PeCDD+CoQ10 ve PeCDD+RSV uygulama
gruplarimin TOS degerleri birbiriyle karsilastirildigi zaman, her iki antioksidan gruba ait
degerlerin daha diisiik ve TAK degerlerinin de daha yiliksek olmasi istatistiki olarak
p<0,05 diizeyinde 6nemlidir (Sekil 4.26 ve Sekil 4.27).
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Cizelge 4.8. PeCDD ve PeCDD+antioksidan uygulanan D.melanogaster’in (mwh x fIr®)
kontrol ve uygulama gruplarina ait oksidatif parametreler

TOS TAK OSi
DIERNSVEIREHAR, (nmol H;O; Eqv./L) | (mmol Trolox Eqv./L) (AU)
Distile su 6,37+0,01% 0,98+0,10° 6,64+0,70®
S s DMSO 7,61+0,16° 0,93+0,12° 8,42+0,94°
=2 a
S =
Vi 3 CoQ10 4,13+0,60° 1,83+0,08° 2,2340,22°
RSV 5,32+0,62% 1,56+0,10° 3,38+0,16°
< PeCDD 27,18+1,55¢ 0,360,042 76,4744 35¢
€ 3
[
S S| PeCDD+C0Q10 15,04+1,68° 0,72+0,04 20,75+1,00°
D o
>
5O | pecDD+RsV 15,42+1,28° 0,69+0,07° 22,47+0,58°

* Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen deney gruplarina ait degerler p<0,05 diizeyinde 6énemlidir.

30

) /\

15

10
or""‘\ ——TOS
5 ?—J

Total Oksidan Seviyesi
(nmol H,0, Equiv./L)

Deney Gruplari

Sekil 4.26. PeCDD ve PeCDD+antioksidan deney gruplarina ait TOS egrisi

PeCDD icin 76,47+4,35 olan oksidatif stres indeksi (OSI) ise distile suda 6,64+0,70,
DMSO’da 8,42+0,94 diir. Her iki kontrol grubu arasindaki fark 6nemsiz (p>0,05) iken
kontrol ve PeCDD arasindaki fark oOnemlidir (p<0,05). PeCDD+Co0Q10 ve
PeCDD+RSV uygulama gruplarinda bu degerlerin sirasiyla 20,75+1,00 ve 22,47+0,58
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olmast da PeCDD’nin artirdig1 oksidatif stresin oldukea diisiiriildiigiinii géstemektedir

(Sekil 4.28).

0,4 \/ ——TAK

(mmolTrolox Equiv./L)
e
e

Total Antioksidan Kapasitesi

Deney Gruplari

Sekil 4.27. PeCDD ve PeCDD+antioksidan deney gruplarina ait TAK egrisi

Oksidatif Stres Indeksi
(AT)
B
(o]
o
e

Deney Gruplari

Sekil 4.28. PeCDD ve PeCDD+antioksidan deney gruplarima ait OSI egrisi
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433. 1,2,3,7,8,9-HxCDD’nin

arastirillmasi

oksidatif parametreler iizerine etkilerinin

1,2,3,7,8,9-HxCDD, 1,2,3,7,8,9-HXCDD+CoQ10 ve 1,2,3,7,8,9-HXxCDD+RSV
uygulamalarina maruz birakilan D. melanogaster’in transheterozigot larvalarindan elde
edilen bireylerin total oksidan seviyeleri (TOS), total antioksidan kapasite (TAK) ve

oksidatif stres indeksi (OSI) verileri Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. HXCDD ve HxCDD+antioksidan uygulanan D. melanogaster’in (mwh x
fIr®) kontrol ve uygulama gruplarina ait oksidatif parametreler

TOS TAK OSi
DENEY GRUPLARI | 1ol H,0, Equ./L) | (mmol Trolox Eqv./L) (AU)
Distile su 6,37+0,01® 0,98+0,10° 6,64+0,70%
= DMSO 7,6120,16" 0,930,12° 8,42+0,94°
2 a
c
=
<5 CoQ10 4,13+0,60° 1,83+0,08° 2,2340,22°
RSV 5,3240,62% 1,560,10° 3,38+0,16%
o HXCDD 25,63+1,17° 0,47+0,02° 54,63+0,85°
E 3
C -
S 2| HxCDD+CoQ10 14,1140,64° 0,74+0,04 19,08+0,17°
D o
>
59| pxcDD+RsV 14,63+1,00° 0,71+0,05" 20,61+0,09°

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen deney gruplarina ait degerler p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.9°da diger dioksin gruplarinda oldugu gibi HxCDD uygulama grubuna ait
25,63£1,17umol/L olan TOS degerinin kontrol gruplarina ait TOS degerlerinden (distile
su i¢in 6,37+0,01pmol/L ve DMSO i¢in 7,61+0,16umol/L) yiiksek; 0,47+0,02mmol/L
olan TAK degerinin ise kontrol gruplarma (distile su i¢in 0,98+0,10mmol/L ve DMSO
igin 0,93%0,12mmol/L) gore diisiik oldugu (p<0,05) goriilmektedir (Sekil 4.29 ve Sekil
4.30).
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Sekil 4.29. HXCDD ve HxCDD+antioksidan deney gruplarina ait TOS egrisi
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Sekil 4.30. HXCDD ve HxCDD-+antioksidan deney gruplarina ait TAK egrisi

Antioksidan uygulama gruplar1 olan HxCDD+CoQ10 ve HxCDD+RSV iginde TOS ve
TAK degerleri ol¢lilmiistiir ve 25,63+1,17umol/L olan HxCDD’ye ait TOS degerinin
HxCDD+CoQ10’da 14,11+0,64pumol/L’ye ve HxXCDD+RSV’de ise
14,63+1,00umol/L’ye kadar distiigii gozlenmistir (p<0,05). TAK degerleri ise
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HxCDD’de 0,47+0,02mmol/L iken HxCDD+CoQ10’da 0,74+0,04mmol/L’ye ve
HxCDD+RSV’de de 0,71+0,05mmol/L’ye kadar yilikselmistir (p<0,05).

HxCDD uygulama grubu i¢in, oksidatif stres indeksi 54,63+0,85 olarak hesaplanmistir.
Bu deger distile su ve DMSO’da 6,64+0,70 ve 8,42+0,94’diir. Aradaki fark istatistiki
olarak p<0,05 diizeyinde 6nemlidir. HXCDD+C0Q10 ve HxCDD+RSV’de uygulama
gruplari igin yine OSI degerleri hesaplanmis ve sirasiyla 19,08+£0,17 ve 20,61+0,09
olarak bulunmustur (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.31). Iki antioksidan grup arasindaki fark
onemsizken (p>0,05), HxCDD uygulama grubuna ait degerle (54,63%0,85)
karsilastirildigi zaman aradaki fark 6nemli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.31. HXCDD ve HXCDD+antioksidan deney gruplarina ait OS] egrisi

43.4. 1234,6,7,89-OCDD’nin oksidatif parametreler iizerine etkilerinin

arastirilmasi

1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD, 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD +Co0Q10 ve 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD +RSV
uygulamalarina maruz birakilan D. melanogaster’in transheterozigot larvalarindan elde
edilen bireylerin total oksidan seviyeleri (TOS), total antioksidan kapasite (TAK) ve
oksidatif stres indeksine (OSI) ait veriler Cizelge 4.10°da verilmistir. Cizelge 4.10
dikkatle incelendigi zaman, OCDD uygulama grubuna ait total oksidan seviyenin
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25,01+1,21pmol/L  oldugu goriilmektedir. Bu deger distile su kontrol grubunda
6,37+0,01umol/L ve DMSO kontrol grubunda 7,61+0,16umol/L olarak &lgiilmiistiir. Her
iki kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark yok iken (p>0,05) kontrol
ve dioksin uygulama gruplar1 arasinda p<0,05 diizeyinde anlamli bir fark gozlenmistir
(Sekil 4.32).

Cizelge 4.10. OCDD ve OCDD-+antioksidan uygulanan D. melanogaster’in (mwh x fIr®)
kontrol ve uygulama gruplarina ait oksidatif parametreler

TOS TAK OSi
SISNSACUIADARL (nmol H,0; Eqv./L) | (mmol Trolox Eqv./L) (AU)
Distile su 6,37+0,01%° 0,98+0,10° 6,64+0,70°
© c_‘E DMSO 7,61+0,16" 0,93+0,12° 8,42+0,94°
=2 a
C
=
Vi 3 CoQ10 4,13+0,60° 1,83+0,08° 2,2340,22°
RSV 5,32+0,62% 1,56+0,10° 3,38+0,16°
< OCDD 25,01+1,21° 0,60+0,05° 42,07+2,04°
€ 3
[
3 S | OCDD+CoQ10 12,77+0,99° 0,86+0,06" 14,83+0,06°
= St
5C OCDD+RSV 13,98+0,67° 0,80+0,02° 17,45+0,34°

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen deney gruplarina ait degerler p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.32. OCDD ve OCDD-+antioksidan deney gruplarina ait TOS egrisi
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OCDD igin 0,60+0,05mmol/L olan total antioksidan kapasitesi OCDD+CoQ10 ve
OCDD+RSV uygulama gruplarinda sirasiyla 0,86+0,06mmol/L ve 0,80+0,02mmol/L
diizeyine kadar yiikselmistir (p<0,05). Oksidatif stres indeksi ise OCDD uygulama
grubunda 42,07£2,04 iken OCDD+CoQ10’da 14,83+0,06 ve OCDD+RSV’de de
17,45+0,34’¢e kadar diismiistiir. OCDD’ye ait oksidatif stres indeksinin antioksidanlara
bagli olarak diismiis olmas: istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde énemli bulunmustur

(Cizelge 4.10, Sekil 4.33 ve Sekil 4.34).

O:d ——TAK

(mmolTrolox Equiv./L)
T
//

Total Antioksidan Kapasitesi

L
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Sekil 4.33. OCDD ve OCDD+antioksidan deney gruplarina ait TAK egrisi

OCDD’nin sebep oldugu total oksidan seviyesindeki artis (25,01+1,21umol/L),
OCDD+C0Q10 uygulama grubu ile 12,77+0,99umol/L ve OCDD+RSV ile de
13,984+0,67umol/L diizeyine diismiistiir ve bu diisiis de p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
Ancak OCDD+CoQ10 ve OCDD+RSV uygulama gruplarma ait TOS, TAK ve OSI
degerleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak p>0,05 diizeyinde

anlaml farklar gézlenmemistir (Cizelge 4.10).
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Sekil 4.34. OCDD ve OCDD-+antioksidan deney gruplarina ait OSI egrisi

Deneylerimizde kullanilan 4 ayri1 dioksin+CoQ10 ve dioksin+RSV uygulama gruplari
kendi aralarinda da TOS, TAK ve OSI degerleri bakimindan istatistiki olarak
karsilastirilmistir. Ancak antioksidanlarla ilgili hi¢bir uygulama grubunda anlamli bir

fark gozlenmemistir (Cizelge 4.7, Cizelge 4.10).
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5. TARTISMA ve SONUC

Gliniimiizde basta kanser olmak iizere bir¢cok kronik hastaligin temelinde cevresel
kirleticilerin neden oldugu toksititenin rol oynadigi iyi bilinmektedir. Ekosistemin
hemen her boliimiinde eser miktarlarda bulunabilen, giiglii zehirli etkiye sahip gevresel
kirleticilerden birisi olan dioksin ve benzeri bilesiklerin insan ve hayvanlar tarafindan
alinmasina bagli olarak bir¢ok olumsuz etki meydana gelmekte ve en koétiisii de bu
olumsuz etkilerin giderek artan bir sekilde devam etme potansiyeline sahip olmasidir.
Ciinkii bu bilesiklerin dogaya saliverilmeleri giinden giline artmakta ve bu tiir
zehirlenme vakalarinin ¢ok daha ciddi problemler dogurmasini beklemekten daha
onemlisi, sebep sonug iligkilerini dikkatle gozden gegirmek ve sebeplerin ortadan

kaldirilabilmesi igin alinacak 6nlemleri belirlemektir (USEPA 2004).

Bu calismada, ilk hedefimiz dioksinlerin olas1 toksik/genotoksik etkilerini
belirleyebilmekti. Genotoksisite calismalarinda yapilmas: gereken Oncelikli islem,
calisilacak maddenin uygulanacagr organizmanin yasayabilecegi doz araligin
belirlemektir. Calismalar i¢in sec¢ilen tiim dioksinler farkli konsantrasyonlarda olmak
lizere besiyerlerine katilmis ve transheterozigot larvalar kronik muameleye tabi
tutulmustur. Amacimiz, 72+4 saatlik larvalarin ergin bireye doniisiinceye kadar tiim
gelisim evrelerini bu besiyerinde gecirmelerini saglamak ve dioksinler ile kronik
beslenmeye bagli olarak ergine doniisiip doniisemediklerini belirleyebilmekti. Belirli
sayida larvanin prepupaya, prepupadan pupa evresine gecip gecemedigi, larva ya da
pupa evresinde meydana gelen cesitli malformasyonlar ve
erginlesebilen/erginlesemeyen bireylerin sayilari/oranlart canlilik deneyleri yapilarak
belirlenmistir. On ¢aligmalar ile belirlenen doz araliklar1 kullanilarak yapilan yasama
yiizdesi (larval mortalite) deneylerinden elde edilen bulgulara gore, dioksin uygulama
gruplarinin tiimiinde larvadan ergine gelisebilen birey sayisini belirten hayatta kalig
oraninin kontrol grubuna gore énemli dlgiide azaldig1 belirlenmistir (Cizelge 4.1). Tim
dioksin uygulama gruplar1 ayr1 ayr1 olmak iizere kontrol gruplariyla karsilagtirildig:
zaman, konsantrasyon artigina paralel olarak hayatta kalis oraninda gozlenen bu azalma

istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Tiim uygulama gruplarinda gézlenen bu
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toksik etki, larvaya ve pupaya ait anormallikler (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3) ile ergine ait
kanat, bacak ve toraks gibi ¢esitli ekstremitelerde malformasyonlara sebep olmustur
(Sekil 4.4 ve Sekil 4.6). A¢ilamayan yumurta, gelisemeyen larva ve pupa, malformlu
ergin bireylerin zayif yapili ve dmiir uzunluklarinin kisa olmasi (Altun Colak vd 2012)
gibi sebepler, D. melanogaster’e ait transheterozigot larvalarin hayatta kalis oranlarini
azaltmistir. Ayn1 zamanda ergin birey sayisinda da kontrol gruplarma goére 6nemli bir
diisiis (p<0,05) gozlenmistir (Cizelge 4.1). Dioksin uygulama gruplarinda, doz artisina
bagl toksisite siralamasi ise TCDD> PeCDD> HxCDD> OCDD olarak bulunmustur.

Dioksinlerin rat ve fareler gibi ¢esitli organizmalar {izerine olas1 etkilerinin arastirildigi
calismalar incelendiginde, gelisimin erken donemlerinde ¢ok diisiik dozlarda bile
dioksin maruziyetinin yavru yasayabilirliginde azalmaya, yasayabilen bireylerde yapisal
malformasyonlara, gelisim geriliklerine ve fonksiyon kayiplarina sebep oldugu

goriilmiistiir (Theobald et al. 2003).

Deney hayvanlarinda dioksinlerin sebep oldugu toksik etki, hem canli tiiriine hem de
canlinin gelisim donemlerine 6zgii farkli etkiler gostermektedir (Sweeney and Mocarelli
2000; Martinez et al. 2003). Ergin hamsterlar i¢in 1157- 5051 pg/kg olan LDsg degeri, en
hassas tiir olan Gine domuzlar i¢in 0,6- 1pg/kg olarak bulunmustur. Ergin hamsterlar
icin bulunan bu degerin Gine domuzlar1 i¢in bulunan degere gore yaklasik 1000 kat
fazla oldugu goriilmektedir. Organizmanin tiiriine bagli olarak LDsg degerinde gézlenen
bu farklilik, embriyonal donemde de godzlenmistir. Ergin hamsterlarin embriyosunu
etkileyen dioksin konsantrasyonunun, tipki ergin bireylerde oldugu gibi Gine
domuzlarinin embriyolarindan da 12 kat fazla oldugu bulunmustur (Olson et al. 1991;
Theobald et al. 2003; Yonemoto et al. 2005). Couture (1990) tarafindan yapilan bir
caligmada, gebeligin 6. giiniinde tek doz (24pg/kg) TCDD verilen C57BL/6 farelerinde
Ol dogum sayisinin arttigl, buna karsin gebeligin 12. veya 14. giiniinde yapilan

uygulamalarda herhangi bir teratojenik etkinin olmadig1 gézlenmistir.

Gebeligin 15. giiniinde oral olarak tek doz (0,064pg/kg) TCDD verilen disi Holtzman

ratlarindan dogan erkek bireylerin {ireme sistemi iizerinde yapilan bir ¢aligmada ise,
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erkek ratlarda spermatogeneziste azalma ve esey organ malformasyonlar1 goriilmesine
ragmen fertilitenin etkilenmedigi bildirilmistir (Mably et al. 1992a, b, c). Benzer
sekilde, perinatal donemde TCDD’ye maruz kalan disi Long- Evans ratlarinda da
gelisim gerilikleri ile esey organ anomalileri gbézlenmis ancak Ostrojen seviyesinde,

ovaryum fonksiyonlarinda ve fertilitede bir farklilik goériillmemistir (Gray et al. 1997).

Yapilan baska bir ¢alismada, disi ve erkek hamsterlara intraperitonal olarak tek doz 0, 5,
25, 100, 250, 500, 750, 1000, 2000/3000pug/kg viicut agirlig1 dozlarinda TCDD verilmis
ve 500pg/kg viicut agirligindan daha yiiksek dozlarda 6liim gerceklestirdigi saptanmistir
(Olson 1980). Gasiewicz et al. (1980) ise yaptigi bir ¢aligmada, 50ng/kg dioksin
uygulanan ratlarda higbir hayvanin 6lmedigini, 500ng/kg uygulamasinda Sliimlerin 62-
86. giinler arasinda olustugunu, 1000ng/kg uygulamasinda ise dliimlerin 42- 58. giinler
arasinda meydana geldigini gozleyerek doz artisina baghh erken Gliimlerin

olusabilecegini bildirmistir.

Disi ve erkek Swiss-Webster farelere 13 hafta boyunca haftada 3 kez 0,01- 50ug doz
araliginda 1,2,3,6,7,8-HXCDD ve 1,2,3,7,8,9-HxCDD karisiminin verildigi dermal
uygulama deneylerinde, mortalite ve histopatolojik degisim insidanslarma bakilmus,
10pg uygulama dozunda disi farelerde %80; 25- 50ug uygulama dozlarinda ise hem disi
hem de erkek farelerde %100 mortaliteye rastlanilmistir. Ayrica her iki eseyde de
lenfoid ve karaciger doku harabiyetleri tespit edilmistir. Disi ve erkek farelerin HxCDD
karisimlarina maruz birakildigt bu c¢alismada, pozitif kontrol olarak kullanilan
TCDD’nin karsinojenik oldugu ancak HxCDD’nin disi ve erkek fareler i¢in karsinojen

etkili olmadig1 da gézlenmistir (National Toxicology Program 1980).

Kociba et al. (1976) ratlarda TCDD’ye kronik maruz kalmanin fertiliteyi etkiledigini
bildirmislerdir. TCDD ve diger dioksinler, erkek ratlarda spermatogenezisi bozmakta ve
testis agirliginda azalmaya neden olmaktadir. Disilerde ise uterus ve ovaryumlarda
goriilen morfolojik lezyonlarin 6strus siklusunu baskiladigi ve buna bagli olarak plazma
progesteron ve Ostrojen diizeylerinin azaldigi bildirilmistir (ten Tusscher and Koppe

2004). Bilesiminde TCDD ve PeCDD’nin bulundugu bir karisimin disi ve erkek ratlara
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verildigi bir ¢aligmada, kilo kaybi, sperm miktarinda azalma, pubertede gecikme ve
morfolojik yapida birtakim anomaliler gozlenmistir (Hamm et al. 2003). Deney fareleri
tizerinde yapilan bir bagka calismada ise TCDD toksisitesinin cinsiyete gore farklilik
gosterdigi ve toksik etkinin erkek farelerde disi farelere goére daha az oldugu, bu
durumun ise dioksinlerin disilerin dokularinda daha fazla birikmesi ve birikime bagh
olarak yarilanma Omiirlerinin daha uzun olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir

(Pohjanvirta 2009).

Dioksinlerin bir grubu olan poliklorlu bifenil (PCB) ve Clophen 30 ve Clophen 50
karisimlari, D. melanogaster’de larval evreden itibaren ergin bireye kadar tim gelisim
stiresince kronik muameleye bagl olarak, gelisim geriligine neden olmustur (Berit and
Ramel 1974). Bu bilgiler, bizim deneylerimizden elde ettigimiz larval mortalite artisi,
malformlu bireylerin olusmas1 ve gelisim geriligi gibi sonuglarla biiyiik o6lciide

uyusmaktadir.

Insanlarda da, TCDD/F ve PCB maruziyetinin testosteron seviyesinde diisiise sebep
olarak iireme sistemi iizerine olumsuz etki yaptig1 ve bu maddeye maruz kalan kisilerde
ve onlarin ¢ocuklarinda bazi dogumsal anomalilerin oldugu tespit edilmistir (Erickson
1984). Yine, Japonya (1968) ve Tayvan’da (1978/1979) piring yaginin PCDD/F ve PCB
ile kontaminasyonu ile meydana gelen zehirlenmelerden sonra yeni dogan bebeklerde
prenatal mortalite, diisiik dogum agirligi, azalmis kas ve genis alin yapisi ile topuk

anomalisi gibi bazi yapisal bozukluklarin goriildiigii bildirilmistir (Rogan et al. 1988).

Insanlar ve deney hayvanlar iizerinde 2,3,7,8-TCDD ve 2,3,7,8 pozisyonlarinda klor
atomu bulunduran diger dioksin ve furanlarin toksik etkilerinin arastirildigr pek cok
calismadan elde edilen bulgular, bu bilesiklerin; karaciger hasari, immiin sistemi
baskilama, kanser olusumuna neden olma, fetiis gelisiminde anormallikler, gelisim ve
tireme lizerine toksik etkiler, cilt lezyonlari, biiylime ve diger hormonlarda degisiklikler
ve metabolik enzimlerin indiiksiyonu gibi toksik etkilerinin oldugunu gdstermektedir
(Schecter et al. 2006; Ao et al. 2009). Deney hayvanlarinda dioksinlere bagli akut

toksisiteden kaynaklanan Olim olaylarmin wasting sendromu (glukoneojenesisin
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inhibisyonu ile gida aliminin azalmasi ve kilo kaybi ile seyreden hastalik), anemi,
hemoraji, timik atrofi, kemik iliginde hiicresel yogunluk, viicut yagi ve kas kiitlesindeki
azalmalarla iliskili oldugu bildirilmektedir (USEPA 1999, 2003). Hayvanlarda dioksin
zehirlenmelerinin en 6nemli belirtilerden birisi olan yag ve kas doku kiitlesindeki
azalma, canli agirlik kaybina sebep olmaktadir. Bu durumda kilo kayiplari 6liime kadar
yavas yavag devam eder ve Olim aninda deney organizmalarinda yaklasik %50
diizeyinde agirlik kayiplar1 goriiliir. Ancak agirlik kayiplari, tek basina 6liimlerin nedeni
olarak gosterilemez. Mitrou et al. (2001)’a gore, dioksin toksisitesine bagli olarak gida
ve su aliminin azalmasiyla birlikte sindirim kanalindan gidalarin geri emiliminin

bozulmasi da oliimleri tetiklemektedir.

Peters et al. (1999) tarafindan aril hidrokarbon reseptorlerine (AhR) sahip olan ve bu
reseptOrii tasimayan disi farelere gebeligin 10. giinii tek seferde 25mg/kg TCDD
uygulamasinin yapildig1 bir ¢alismada, Ah reseptoriine sahip olan farelerde prenatal
donemde herhangi bir mortalite goriilmezken, Ah reseptdriinii tagimayan disi farelerde
prenatal mortalite artmis ve fetiislerde de biiylik oranda hasar gézlenmistir. Mimura et
al. (1997)’a gore, Ah reseptoriine sahip olan disi farelerde TCDD’ye baglh teratojenik
hasar, Ah reseptoriinii tasimayan disi farelere gore daha az olmustur. Bu bilgilere gore,
TCDD ve diger dioksinlerin sebep oldugu prenatal mortalitedeki artis, kismen Ah
reseptoriinden kismen de bu mekanizmadan farkli bagimsiz mekanizmalar ile meydana

gelmektedir.

Bu ¢aligmada, D. melanogaster’in ¢esitli gelisim donemlerinde gozlenen ve dioksinlerin
neden oldugu toksik etkinin, organizmanin hormon seviyelerinde ve/veya hiicreler arasi
sinyal yollarinda dogrudan ya da dolayli olarak meydana gelen birtakim degisikler
sonucu serbest radikal olusumunun artmasiyla olusabilecek metabolik oksidasyon ve

oksidatif stres kaynakli oldugunu sdyleyebiliriz.

Calismalarin ikinci asamasinda, g¢esitli dioksinlerin genotoksisitesi in vivo olarak
Drosophila somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile ilk kez

degerlendirilmistir. Dioksinlerle daha 6nceden gergeklestirilmis kanat benek testi
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caligmasina literatiir taramalarinda rastlanilmamasi, ayrica Okaryotik model bir
organizma olan D. melanogaster’in insana biiyiikk oranda benzerlik gdstermesi elde

edilen veriler agisindan son derece 6nemlidir (Valencia et al. 1984; Kaya 2000).

Dioksinlere ait genotoksik etkilerin Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile arastirilmasi amaciyla, dioksin uygulama gruplart (TCDD,
PeCDD, HxCDD ve OCDD) ile birlikte negatif ve pozitif kontrol gruplar
olusturulmustur. Negatif kontrol grubu olarak distile su, pozitif kontrol grubu olarak ise
EMS kullanilmistir. Ayrica dioksinlerin DMSO ile ¢oziindiigii dikkate alinarak DMSO
kontrol grubu da calismalara eklenmistir. Farkli konsantrasyonlarda (1X10'7, 2,5x107,
5107 ve 10x10”'pg/mL) hazirlanan dioksinler, 72+4 saatlik transheterozigot larvalara
uygulanmistir. Dioksinlerin 10x10"pug/mL dozundan daha yiiksek dozlart (15x107-
20pg/mL) da yapilan 6n calismalar esnasinda transheterozigot larvalara uygulanmis,
ancak dioksinlerin bu yiiksek dozlari larval donemde toksik etki gosterdiginden hig
canli birey elde edilememistir. Bu nedenle, 10x10"ug/mL dozdan daha vyiiksek
uygulamalarin mutajenik aktiviteleri ¢alisilamamistir. Dioksin uygulamalarindan elde
edilen sonuglar DMSO kontrol ile karsilastirildiginda, hem mwh/flr® hem de mwh/TM3
genotipine sahip bireylerin kanatlarinda gézlenen kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz,
toplam mwh ve toplam klon frekanslarinin konsantrasyon artisina paralel olarak
artmasina (Cizelge 4.3, Cizelge 4.6) ragmen istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 ve

calisilan dioksinlerin mutajenik etki gostermedigi belirlenmistir.

Calistigimiz organizma ile ilgili olarak bu konuda daha once yapilan g¢alismalara
rastlanmadig1 ic¢in, dioksinlerden kaynaklanan sonuclarimizi diger organizmalar ile

karsilastirmak zorundayiz.

Klasik genotoksisite testleri ile ¢esitli organizmalar {izerinde dioksinler ve bu grubun bir
tiyesi olan TCDD'nin genotoksik etkisinin arastirildig1 ¢alismalarda, pozitif sonuglarin
yani sira, negatif sonuclarin oldugu yoniinde de literatiir bilgisi mevcuttur (IARC 1997;
Huff et al. 1994; Whysner and Williams 1996). Daha once yapilan bir ¢alismada,
TCDD’nin Aroclor 1221 ve Aroclor 1260 maddeleri ile birlikte verildigi fare
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embriyolarinda kromozomal delesyonlar tespit edilmistir (Schiestl et al. 1997). Ancak
bir baska ¢alismada, dioksinlerin L5178Y farelerinin lenfoma ve C57Bl/6J ile DBA/21
farelerinin kemik iligi hiicrelerinde kromozomal hasarlara yol agmadigr gézlenmistir
(Meyne et al. 1985; McGregor et al. 1991). Thornton et al. (2001) tarafindan yapilan bir
calismada da, 6 hafta boyunca tek seferde 2ug/kg TCDD uygulanan disi ve erkek
ratlarda herhangi bir mutasyon tespit edilememistir. Yine 0,8ug/mL TCDD uygulanan
Cin hamster ovaryum hiicrelerinde, kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikroniikleus
(MN) testleri yapilarak kromozomal aberasyonlarin (KA) olup olmadigi incelenmistir.

Sonugta yapisal olarak herhangi bir degisiklige rastlanmamistir (Galloway et al. 1987).

Fahrig (1993), viicut rengi bakimindan heterozigot genotipe sahip farelerle yapmis
oldugu bir ¢alismada, TCDD ve iki farkli PCDD karisiminin (PCDD 1 ve PCDD 2)
genotoksik aktivitesini test etmistir. Caligmalarin sonucunda ne TCDD ne de PCDD tek
basina herhangi bir toksik etki gostermezken karsinojenik bir mutajen olan etil nitroziire
(ENU) ile birlikte genotoksisiteye sebep olmuslardir. Ayni1 ¢aligmada, PCDD’ye ait
genotoksik etkinin az olmasina ragmen TCDD’nin hem mutajenik ve hem de ENU ile
es degerde rekombinojenik etkili oldugu bulunmustur. Ayrica TCDD ENU’nun

genotoksik etkisini arttirarak tlimor promotorii olarak etkili bir rol oynamistir.

Yine, Rhesus maymunlarimin diyetine 4 y1l boyunca giinliik 25ppt TCDD’ nin eklendigi
in vivo bir ¢alismada, TCDD’ye maruz kalmis maymun lenfositlerinde kromozomal
aberasyon (KA) ve kardes kromatid degisim (KKD) testi sonucunda herhangi bir
genotoksik etki gézlenmemistir (Lim et al. 1987).

D. melanogaster’in larva ve ergin bireylerinin halojenli aromatik hidrokarbonlardan
olan poliklorlu bifenil (PCB) karisimi ile beslendigi ¢alismada, kromozom aberasyonu
ve ayrilmamanin bir Olgiisii olarak esey kromozom kaybi 6l¢iilmiis ancak genetik
toksisite testleri sonucunda PCB’nin klastojenik bir etkisi gozlenememistir (Berit and
Ramel 1974). Yine, D. melanogaster’e cesitli konsantrasyonlarda (50, 250 ve 500ppm)
TCDD verilen bir ¢alisma sonucunda erkek bireylere ait germ hiicrelerinde eseye bagh

resesif letal bir mutasyon goriillmemistir (Zimmering et al. 1985).
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Dioksin maruziyetinden sonra kan lipid seviyesindeki dioksin miktarinin 40pg’in ¢ok
iistiinde oldugu belirlenen 27 is¢i lizerinde yapilan bir baska calismada da, lenfosit
hiicrelerinde kromozomal aberasyona ve kardes kromatid degisimine rastlanilmamuistir
(Zober et al. 1993). Valic et al. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada ise, isyerinde 2,3,7,8-
TCDD maruziyetinden dolay1 zehirlenen iki kisi {izerinde TCDD’nin olas1 genotoksik
ve karsinojenik etkilerini aragtirmislardir. Bu amagcla, hastalarin periferal lenfosit
hiicrelerinde kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testlerini
kullanmiglardir. Sonugta, MN frekansinin kontrol grubu bireylerine gore arttigi ancak
KKD frekansinda 6nemli bir artisin olmadigi ve bu verilerin 13 aylik bir slire sonunda
normal degerlere dondiigii belirlenmistir. Bununla birlikte, comet testi sonucunda
DNA’da kiriklarin meydana gelmesine bagli olarak pozitif bulgular da elde edilmistir.
Tiim bu verilerden yola ¢ikarak, TCDD’nin insan kan1 lenfosit hiicrelerinde genotoksik
etki gostermese de oOzellikle DNA {izerindeki etkilerinden dolayr muhtemelen
karsinojenik oldugu sonucuna ulasilmistir. Buna ilaveten, Nagayama et al. (1995), insan
lenfositlerinde 2,3,7,8-TCDD, 2,3,4,7,8-PeCDF ve 3,4,5,3',4'-Co-PeCB gibi dioksinlerin
karsinojenik ve mutajenik maddelerin neden oldugu biyolojik ve genetik hasarin bir
gostergesi olan kardes kromatid degisim frekansini artirarak genotoksik potansiyelin bir

indikatorii sayilabilecek toksisiteye sahip olduklarini géstermistir.

Dioksinlerin canlilar iizerindeki etkileri ile ilgili literatiir bilgileri incelendigi zaman,
onlarin dogrudan genotoksik etkili olmadiklar1 ancak kanseri baslatici ve tesvik edici
ozellik gosterdikleri bilgisi hakimdir. Dioksin ve benzeri bilesiklerin toksik ve
biyokimyasal etkilerinin bir ¢ogunu, onlar1 yiiksek ilgiyle baglayan aril hidrokarbon
reseptorleri (AhR) olarak bilinen spesifik hiicresel bir protein vasitasiyla
gerceklestirdigi bilinmektedir (Schecter et al. 2006). TCDD gibi yiiksek afiniteli
ksenobiyotiklerin ligand ile baglanmasini takiben olusan ligand-AhR kompleksleri
sitoplazmadan hiicre ¢ekirdegine geger. Bu kompleks, ¢ekirdekte bulunan Aril niikleer
translokatorii (Arnt) ile tekrar bir kompleks olusturur. Bu kompleksin, Sitokrom P450
CYP 1Al genine bitisik gen dizilerine (ksenobiyotik cevap elementleri) baglanmasi;

DNA’nin kirilmasina, kromatinin bozulmasina, promotor aktivitesinin artmasina, CYP
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1A1 geninin transkripsiyonun artmasia ve sonunda da sitokrom P450 1A1- spesifik
mRNA birikimine sebep olmaktadir (Mitrou et al. 2001; Mandal 2005).

Ah reseptoriiniin gelisimsel ve homeostatik siireclerde onemli bir faktér oldugunu
diistindiiren pek ¢ok kanit bulunmaktadir. Ah reseptorii, bLHLH-PAS (basic helix-loop
helix/Per-Arnt-Sim) ailesinin bir {iyesi olan ligand aktive edici bir transkripsiyon
faktoridir (Hahn 1998). Ancak bir istisna olarak yuvarlak solucanlardan
Caenorhabditis elegans, yumusakcalardan Mya arenaria ve eklem bacaklilardan
Drosophila melanogaster’de, omurgalilardaki Ah reseptoriiniin homologu olan reseptor
proteinin gen bolgesindeki amino asit dizilerinin farkliligindan dolay1 bu reseptore
dioksin baglanamamaktadir (Butler et al. 2001). Omurgalilardaki Ah reseptoriiniin
homologu D. melanogaster’de Spineless (Ss), aril niikleer translokaz (Arnt) homologu
ise Tango (Tgo) proteinidir. Ah reseptorii, PAS-A ve PAS-B olmak iizere iki domain
icermektedir. D. melanogaster’de ligand baglanma bolgesi olan PAS-B domaini,
muhtemelen diger omurgasizlarda oldugu gibi, omurgalilarin PAS-B domaininden
amino asit dizisi farkli oldugu ic¢in, AhR homologu olan Ss proteini dioksin
baglayamamaktadir (Duncan et al. 1998; Emmons et al. 1999; Hahn 2002; Qin et al.
2006; Céspedes et al. 2010). Dioksinlerin, kanat benek testi ile genotoksik etkisinin
arastirildigr bu ¢alismada herhangi bir mutajenik etkinin gézlenmemis olmasi literatiir

bilgileri ile de desteklenmektedir.

Literatiirde in vivo ve in vitro dioksin maruziyetinden sonra, dogrudan genotoksik
etkinin gozlenmedigi ancak sekonder bir etki ile oksidatif stresin neden oldugu DNA
hasarlarinin gézlendigine dair pek ¢ok calisma mevcuttur. Bu noktadan hareketle, bu
calismanin bir diger asamasinda, dioksin uygulama gruplarinda artan konsatrasyona
bagli olarak transheterozigot larvalardan elde edilen ergin birey sayilarinin azalmasina
ve hem mwh/flr® (normal kanat fenotipli) hem de mwh/TM3 (serrat kanat fenotipli)
genotipine sahip kanatlarda gesitli klonlarin frekansinin artisina neden olan toksik
etkinin, antioksidan sistemlerin baskilanmasiyla iliskili olup olmadigini belirlemek
amaciyla biyokimyasal analizler yapilmistir. Bu analizlerde D. melanogaster’in

transheterozigot larvalarindan erginlesebilen bireylerin total enzim aktiviteleri
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incelenmistir. Bu amagla Boliim 3.2.2.a ve 3.2.2.b’de belirtildigi gibi, Drosophila kanat
benek testi caligmalarinda kullanilan dioksinlere ait en yiiksek konsantrasyon olan
10x10"pg/mL ile antioksidanlardan Koenzim Q10 i¢in 150pg/mL ve Resveratrol i¢in
100uM dozlar1 kullanilarak, dioksinler ve dioksin+antioksidan uygulama grubu olmak

tizere iki ayr1 deney seti hazirlanmistir.

Oksidatif parametrelerinin belirlenmesi amaciyla, dioksin uygulanan transheterozigot
larvalardan erginlesebilen bireylerin, total oksidan seviyesi (TOS), total antioksidan
kapasite (TAK) ve oksidatif stres indeksi (OSI) degerlerine bakilmustir. Tiim dioksinlere
ait uygulama gruplarinda kontrol grubuna goére TOS degerlerinin oldukga yiiksek, TAK
degerlerinin ise diisiik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7, Cizelge 4.10). TOS ve TAK
degerlerinde kontrol grubuna gore gozlenen bu degisiklikler istatistiksel olarak p<0,05
diizeyinde Onemlidir. Ayrica total oksidan aktivitenin total antioksidan kapasiteye
boliinmesi ile elde edilen OSI degerinin kontrol grubuna gére yiiksek olmasi (Cizelge

4.7, Cizelge 4.10) da toksik etkinin varligini1 gostermektedir.

Calismada, biyokimyasal testlerle ilgili olarak yapilan dioksin+antioksidan uygulama
gruplarinda da yine TOS, TAK ve OSI degerleri olgiilmiistiir. Ekzojen kaynakl
kullanilan KoenzimQ10 ve Resveratrol antioksidanlarini da iceren uygulama
gruplarinda, yalmzca dioksin iceren uygulama gruplarina gére TOS degerlerinin
diiserek, TAK degerlerinin artmas1 istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli
bulunmustur (Cizelge 4.7, Cizelge 4.10). Yine bu grup i¢in, oksidatif stres indeksinin
kontrol grubuna gore daha diisiik ¢cikmis olmasi da calismalarda dioksinlere bagli olarak
gozlemis oldugumuz toksik etkinin antioksidanlar ile inhibe edilebildigini

gostermektedir. Bizim bu bulgularimizi destekleyen pek ¢ok literatiir bilgisi mevcutttur.

Yapilan bir¢ok calismada, dioksinlerin uzun siireli uygulanmasina ya da uzun siireli
maruziyetlere bagli toksisitede, oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigi, dioksin
bilesiklerinin, P450 enzimlerinin sentezini arttirmalarinin bir sonucu olarak; molekiiler
oksijen taginmasinin arttig1 ve bu durumun reaktif oksijen tiirlerinin olugmasina ve lipit

peroksidasyona yol actigi bildirilmistir (Alsharif et al. 1994; Hassoun et al. 2002;
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Slezak et al. 2000). TCDD ve dioksin g¢esitlerine maruziyetinden sonra oksidatif stres
olusumu ile sonuglanan ve Ah reseptoriinden bagimsiz bir bagka mekanizma daha
bulunmaktadir. Mekanizmanin heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen,
dayanagi oksidatif stres gostergesi sayilan siiperoksit olusumudur. Hiicrede
stiperoksitlerin  olusumu, 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHgD) miktarini, lipit
peroksidasyonunu ve DNA hasarini arttirmakta; indirgenmis glutatyon (GSH) igerigini,
karaciger membran akiskanligini, protein olmayan siilfhidril ve NADPH igerigini de

azaltarak oksidatif stresi uyarmaktadir. Bu bilgiler ¢esitli arastiricilar tarafindan rapor

edilmistir (Kern et al. 2002; Senft et al. 2002; Chan et al. 2004).

Ayrica, TCDD’ye maruz kalan gebe deney hayvanlarinda amniyon sivisinda
malondialdehit, formaldehit, asetaldehit ve aseton seviyelerinin kontrole gére artmasi
sonucu prenatal Oliimlerin meydana gelmesi ve bu durumun serbest radikallerin yol
actig1 lipid peroksidasyonunun bir gostergesi oldugu da rapor edilmistir (Hassoun
1995). Farkli dozlarda subkronik TCDD uygulamalarinin, ratlarda oksidan-antioksidan
sistemler lizerine etkileri ve bu etkiler lizerine bir ¢esit gida antioksidani olan likopenin
koruyucu roliiniin arastirildig: bir ¢aligmada, likopenin karaciger, bobrek, kalp ve beyin
dokularinda TCDD’nin neden oldugu lipit peroksidasyonu azaltarak antioksidan
aktiviteyi destekler mahiyette koruyucu etki gosterdigi ortaya konulmustur (Sakin
2008).

Shertzer et al. (1998) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada, disi farelere 3 giin Spg/kg
TCDD uygulamasinin 8 hafta kadar devam eden giiglii bir oksidatif stres cevabina
neden oldugu bildirilmistir. Yine, yapilan bir ¢calismada, 13 hafta boyunca oral yolla 0;
0,45; 1,5; 15 ve 150ng/kg/giin TCDD verilen disi B6C3F1 farelerin beyin dokularinda
oksidatif stresin tetiklendigi rapor edilmistir (Hassoun et al. 1998). Yine Sprague—
Dawley ratlarinin ve C57BL/6 farelerinin karacigerinde, ratlarin peritonal lavaj
hiicrelerinde, fetiis ve plasentasinda ve fare beyin dokularinda oksidatif stres kaynakli
DNA hasarlart gozlenmistir (Yoshida and Ogawa 2000). Yapilan c¢alismalarda,
poliklorlu dibenzo-p-dioksinlere maruz birakilan deney hayvanlarinda oksidatif stresin

artmasina bagli olarak reaktif oksijen tiirlerinin olustugu, lipit peroksidasyonunun
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hizlandig1, bunlarin sonucunda da DNA hasarlarinin sayisinda 6nemli derecede artig
meydana geldigi tespit edilmistir. Dioksin bilesiklerinin, P450 enzimlerinin sentezini
artirmalarinin bir sonucu olarak, molekiiler oksijen taginmasi artar ve bu da reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasina ve lipit peroksidasyonuna yol acar (Kern et al. 2002).
TCDD uygulanan rodentlerde, oksidatif stres artisina bagli olarak siiperoksit olusumu
ile lipit peroksidasyonun arttigt ve DNA tek sarmalinda kirilmalarin oldugu

belirlenmistir (Wahba et al. 1988; Bagchi and Stohs 1993).

2,3,7,8-TCDD ile wuyarilmis rat karaciger hiicrelerinin yasayabilirligi tiizerine
antioksidan bir madde olan astaksantinin (ASTA) etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada,
cesitli oksidatif stres parametrelerine (laktat dehidrogenaz aktivitesi, 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin miktari, total antioksidan kapasitesi ve oksidatif stres seviyesi) ve
karaciger hiicrelerinde mikroniikleus oranlarina bakilmistir. TCDD’nin hiicre
yasayabilirligini 6nemli Slgiide diistirdiigli, rat karacigerinde TOS degerinin artarak
TAK degerinin diistiigii, artan dioksin dozuyla kontrole goére mikroniikleus oraninin ve
8-OHgD miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile ayrica ASTA’nin TCDD’nin
karaciger tizerindeki toksik etkisini en aza diislirdiigi de belirtilmistir (Tiirkez et al.

2012).

2,3,7,8-TCDD ile uyarilmis rat bobrek hiicreleri tizerine kuersetin (Q) ve krisin (CH)
koruyucu etkisinin incelendigi bir baska ¢alismada, tiyobarbitiirik asit reaktifi, glutatyon
(GSH), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksit dismutaz (SOD)
seviyeleri Olc¢iilmiistiir. Sonucgta, TCDD’nin lipid peroksidasyonuna yol agarak
ratlardaki antioksidan aktivitesini diisiirdligli, kuersetin ve krisin ile TCDD’nin sebep
oldugu enzim seviyelerindeki (GSH, CAT, GPx ve SOD) diisiisiin 6nlendigi ve artan
tiyobarbitiirik asit reaktifi olusumunu azalttig1 belirlenmistir. Ayrica TCDD’nin sebep

oldugu bobreklerdeki doku hasari da giderilmistir (Ciftci et al. 2012).

Dioksinlerin bitkiler iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada ise, PCDD/F’lerin
tiitlin bitki hiicrelerinde birikerek malondialdehit (MDA) miktarini artirdigt ve hiicre
yapisinin - bozdugu goézlenmistir. Ayrica oksidatif hasara baghh olarak bitki



131

hormonlarindan jasmonat (JA) seviyesi azalirken indol asetik asit (IAA) ve absisik asit
(ABA) seviyeleri artmistir. Artan g¢esitli enzim aktiviteleri (siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) ve hormon seviyeleri sayesinde bitki

hiicreleri dioksin toksisitesine karsi hiicresel bir koruma saglamistir (Zhang et al. 2012)

Dioksin tarafindan olusturulan toksik etkinin, Ah reseptorii icermeyen mekanizmalar
tarafindan da meydana getirildigi gozlemlenmistir (Ishida et al. 2005). Bu
mekanizmalarla ilgili olarak; protein kinazlar, fosfolipaz C ve diisiik dansiteli
lipoprotein reseptorlerinde meydana gelen dioksin kaynakli degisikliklerin de oksidatif

strese neden olabilecegi ileri siiriilmektedir (Srogi 2008).

Dioksinlerin neden oldugu oksidatif stres ve diger toksik etkileri lizerine endojen ve
eksojen kaynakli antioksidanlarin koruyucu ve iyilestirici etkileri ile CoQ10 ve
Resveratrol’iin ¢esitli ksenobiyotiklere kars1 antioksidan etkilerinin arastirildigi pek cok

calisma bulunmaktadir.

2,3,7,8-TCDD, biliyime hormonlarini1 etkileyerek oksidatif strese, hiicreler arasi
iligkileri etkileyerek hiicre proliferasyonuna, apoptozise, sitotoksik hasara ve immiin
sistemi diizenleyen bazi maddelere etki ederek tiimdr olusum proseslerinin harekete
gegmesine neden olabilmektedir (Rao and Balachandran 2003). Antioksidan tedavisi,
TCDD gibi ¢esitli dioksinlerin toksik etkilerine karsi koruyucu etki yapmaktadir
(Latchoumycandane and Mathur 2002; Hassoun et al. 2003; Alsharif and Hassoun
2004). Suda c¢oziinebilir bir antioksidan olan butillenmis hidroksi anisoliin ratlara
enjekte edilmesi ile TCDD’nin letal bir dozundan kismi korunma saglandig1 ve lipit
peroksidasyonunun baskilandigi tespit edilmistir (Hassan et al. 1985). Vitamin A,
vitamin C, karotenoidler ve dogal bitkisel bir fenolik bilesik olan ellagik asitin de
TCDD’nin oksidatif etkilerine karst koruyucu oldugu bildirilmistir (Hassoun et al.
2003).

4- 13 hafta boyunca diyetlerine CoQ10 (150mg/kg/giin) eklenen sigcanlar {izerinde

yapilan bir caligmada, karaciger, bobrek, kalp, iskelet kasi, beyin dokusunda antioksidan
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potansiyelin artarak oksidatif strese karst koruyucu etki olustugu belirlenmistir (Kwong
et al. 2002). Drosophila iizerinde parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan ve
bilesiminde CoQ10’un da bulundugu antioksidan ve antienflamatuar noéroprotektif
ilaglarin test edildigi bir caligmada, CoQ10’un dopamin seviyesi ve noron sayisinda
herhangi bir degisiklige sebep olmadan oksidatif stresi onleyerek hastalik {izerine giiglii

bir koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Faust et al. 2012).

Insan lenfositlerinde hidrojen peroksitin neden oldugu oksidatif DNA hasar1 comet testi
ile arastirilmis ve CoQ10’un dogrudan DNA hasarin1 onarmada etkili olmay1p oksidatif
stresi Onledigi gosterilmistir (Tomasetti et al. 1999). Baska bir ¢caligmada ise, endojen ve
ekzojen kaynakli CoQ10’un diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonu Onlemede
a-tokoferol, likopen ve beta-karotene gore daha etkili oldugu goriilmistiir (Stocker et al.
1991). Yine, parkinson hastalarinin beyin dokularinda goriilen oksidatif stres ve doku
harabiyeti lizerine endojen ve eksojen kaynaklt CoQ10’un koruyucu etki gosterdigi

rapor edilmistir (Ebadi et al. 2001)

Aflatoksin B1’in (25pg/kg viicut agirlig) rat karacigerinde neden oldugu oksidatif stres
tizerine Curcumin (200mg/kg viicut agirligi) ve Resveratrol’iin (10mg/kg viicut agirligi)
koruyucu etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, lipid peroksidasyonu ile azalan GSH,
SOD, CAT ve GSH-Px enzim seviyelerinin Curcumin’e gore daha az oranda olmakla
birlikte Resveratrol tarafindan yiikseltildigi ve doku hasarinin Oniine gecildigi

belirlenmistir (E1-Agamy 2010).

Martinez and Moreno (2000), fareler iizerinde yaptiklari bir g¢alismada, peritonal
makrofajlarinin uyardig1 lipopolisakkarit (LPS) ve forbol esterler (PMA) tarafindan
tiretilen stiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksitin yol a¢tig1 lipid peroksidasyonunun,
resveratroliin oksidatif stresi diisiirerek doku hasarmin inhibe edilmesi seklinde

onlendigini bildirmislerdir.

Matsuoka et al. (2001) tarafindan ames testi ve in vitro KKD, MN ve KA testleri ile

yapilan bir ¢alismada, bakteriyal geri mutasyon testi ile resveratroliin mtajenik olmadigi
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ve diger genotoksi testler ile de Cin hamsterlarinin akciger hiicre hatlarinda nokta

mutasyonlarina ve ¢ergeve kaymasi mutasyonlarina neden olmadigi rapor edilmistir.

Resveratroliin vitamin C ve vitamin E ile kombinasyonu, okside lipoproteinlerle
olusturulan hiicre Oliimiinii, bu antioksidanlarin tek baslarina kullanilmalarindan ¢ok
daha etkin bir sekilde dnlemektedir (Chanvitayapongs et al. 1997). Resveratrol igeren
tizim cekirdegi ekstrelerinin, fare beynindeki glia hiicrelerini oksidatif strese karsi
korudugu da gosterilmistir (Royshowdhury et al. 2001). 100uM NADH/NADPH
oksidaz ile sigan aort damarinda meydana gelen siiperoksit olusumunun ise 1- 10uM

resveratrol ile neredeyse tiimiiyle ortadan kaldirildig1 gosterilmistir (Orallo et al. 2002).

Resveratroliin ames testiyle ve fare kemik iligi mikroniikleus testiyle in vivo olarak N-
metil N- nitrozoiire (MNU), promutajen kuinolin ve aflatoksin B;’e kars1 metabolize
edici enzimleri baskilayarak veya bu maddelerin DNA kiriklar1 olusturmalarini
engelleyerek antigenotoksik aktivite gosterdigi belirtilmistir (Langova et al. 2005). Bir
baska caligmada, resveratrol uygulamasmin, insan ve deney hayvanlarinda reaktif
oksijen tiirlerinin birikmesini engelleyerek sigara bilesenlerinin indiikledigi DNA
kiriklarmi  Onledigi  gosterilmistir (Sgambato et al. 2001). Sicanlarda 16mg/kg
resveratrol uygulamasinin, potasyum bromatin (KBrO3) neden oldugu oksidatif DNA
hasarmi tiimiiyle 6nledigi belirtilmistir (Cadenas and Barja 1999). Uenobe et al. (1997),
Salmonella typhimurium’da ames testi ile promutajen Trp-P-1’in indiikledigi
mutasyonlara karsi resveratroliin baskilayic1 etkisini gostermisler ve bu durumu

resveratroliin metabolize edici enzimleri baskilamasiyla iligskilendirmislerdir.

D. melanogaster’in ergin disi ve erkek bireylerinde metabolizma ve lipid
peroksidasyonu tizerine %3’liik DMSQO’da ¢6ziinmiis 1uM trans-resveratroliin etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada, 21 giin boyunca lipid, trigliserit, kolesterol, glikojen ve
protein miktarlar ile lipid peroksidasyon degerleri 6lgiilmiis her iki eseye ait degerlerin
yakin oldugu ve resveratroliin diizenleyici ve koruyucu etkili oldugu sonucuna

varilmistir (Dutra et al. 2009). Ote yandan resveratroliin Drosophila’da émiir uzunlugu
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tizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda, 0,2mM resveratroliin Omiir uzunlugunu

arttirdig1 da belirtilmistir (Bauer et al. 2004; Bass et al. 2007).

Yapilan bir baska c¢alismada, insanlarda diisiik dansiteli lipoproteine eklenen trans-
resveratroliin bakirla katalizlenen oksidasyonu oOnledigi gdosterilmis, 10umol/L
resveratrol konsantrasyonunun LDL peroksidasyonunu kirmizi sarabin polifenolik
eksraktina gore daha giiclii sekilde inhibe ettigi bildirilmistir. Kirmizi sarabin
polifenolik ekstraktlarindan resveratroliin, epikatesin ve kersetinden daha giiclii bir
sekilde LDL peroksidasyonunu oOnledigi de gosterilmistir (Frankel et al. 1993).
Resveratroliin LDL oksidasyonunu onleyici etkisinin, esas olarak bakirla selasyon
sonucu ortaya ¢ikan serbest radikal siipiiriicli etkiden kaynaklandig: ifade edilmektedir

(Belguendouz et al. 1997).

Insan lenfositlerinde aflatoksin B;’in neden oldugu DNA hasar {izerine resveratroliin
antigenotoksik etkisi ¢aligilmis, kromozomal aberasyon, kardes kromatit degisimi ve
mikroniikleus frekanslarinda kontrole gore diisiis gozlenerek resveratrol varliginda
aflatoksin B;’in neden oldugu genotoksisitenin en aza indirildigi rapor edilmistir

(Tiirkez and Sisman 2011).

Giglii bir dogal antioksidan olan resveratroliin koenzim Q10 ile rekabet ederek serbest
radikal olusumunu engelleme, mitokondride olusan siiperoksit anyonlarini siipiirme,
fenton reaksiyonu {riinlerinin indiikledigi lipid peroksidasyonunu inhibe etme ve
detoksifikasyon enzimlerini uyarma 6zelligi bulunmaktadir (de la Lastra and Villegas
2007). Ayrica, resveratroliin ¢esitli molekiillerin metabolize edilmesi sirasinda olusan,
serbest radikal igeren reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkilerini, radikal siipiiriicii

aktivitesiyle engelledigi de belirtilmektedir (Athar et al. 2007).

Dioksinlerin son derece kararli bir sentetik hormon gibi davranip hiicrede 6nemli
fizyolojik sinyallesme sistemlerini bozdugu ve bu tiir toksik davranisin, 6zellikle hiicre
gelisimi, farklilasmas1 ve diizenlenmesi gibi bir dizi biyolojik degisikliklere yol agtig1

bilinmektedir (Schecter and Thomas 2003). Dioksinlerin, konsantrasyon artigsina bagh
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olarak muhtemelen serbest radikal olusumunu artirdigi, olusan bu radikal artiglarinin
lipit peroksidasyonunu tetikledigi daha 6nce yapilan ¢esitli calismalarla belirlenmistir.
Artan lipit peroksidasyonuna karsin endojen antioksidan seviyelerinin ise 6nemli dlgiide
azaldig1 tespit edilmistir ki bu sonug¢ yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuglarla
ortismektedir. KoenzimQ10 ve Resveratrol antioksidanlarmin ise Drosophila’da
meydana gelen lipit peroksidasyonunu ve oksidatif hasari 6nemli 6l¢iide bertaraf ettigi
yine dioksin+antioksidan uygulama sonug¢larimizda da agik¢a gozlenmistir. Bu 6nemli
etkilerine ilaveten; disaridan alinan antioksidanlarin viicutta antioksidan savunma
sistemini destekler Gzellik gostererek total antioksidan kapasite degerlerini dikkate

deger Olglide artirarak endojen antioksidanlarin aktivitesini de arttirmaktadir.

Bu olumlu etkilerin hepsi bir biitlin olarak degerlendirildigi zaman, giiniimiizde basta
kanser olmak iizere bircok kronik hastaligin en dnemli sebebi olarak goriilen oksidatif
strese karst bu antioksidanlarin, Faz I enzimlerini baskilama, dioksinlerin DNA’ya
baglanmalarin1 engelleme, dioksinlerin metabolizasyonu sonucu olusan radikalleri
siiptirme veya DNA tamir mekanizmalarin tesvik etme gibi ¢esitli yollarla koruyucu ve

tyilestirici aktivite gdsterdiklerini sdyleyebiliriz.
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