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ONSOZ

Bu calismada arsenik kirliliginin yiiksek oldugu ve maruziyetlerin gézlendigi
Kiitahya-Emet bolgesinde fabrikada ¢alisan is¢ilerin, oksidatif stres iliskili MnSOD
Vall6Ala ve p22phox His72Tyr gen polimorfizmlerinin ve kan arsenik diizeylerinin
belirlenerek, DNA hasarina etkileri aragtirilmistir. Bu amagla kan arsenik diizeyleri
Grafit Firinli-Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi, DNA hasarlart Comet Assay ve
Gen Polimorfizmleri de PCR-RFLP yontemiyle belirlenmistir. Iscilerdeki mesleksel
metal maruziyetleri ve bireysel DNA hasar farkliliklarinin belirlenmesi ve uygun

onlemlerin alinmasi, is¢i ve isveren agisindan 6nem arzetmektedir.

Doktora egitimim ve tezimin yazimi siiresince kiymetli bilgi ve tecriibelerini
esirgemeyen, bilimsel katkilar1 ve onerileriyle yol gosteren degerli tez danigman
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Egitim hayatimda ve bu tezde bana emegi gecen Adli Bilimler alanindaki tiim

hocalarim ve arkadaslarima,

Hayatim boyunca maddi manevi destegini hi¢ esirgemeden fedakarlikta
bulunan annem Giilser Pehlivan’a, iyi ki varsin dedigim kardesim Samet Pehlivan’a
ve her daim destegine ihtiya¢ duydugum ve duyacagim merhum sevgili babam Omer

Pehlivan’a,

Doktoram1 bitirmemi biiyiik bir hevesle bekleyen ve ¢cok sabreden canim kizim

Azra Balcioglu’na,

Ve en ¢ok da akademik hayatimda tesvik ve destegini benden esirgemeyen,

diger yarim, hayatim Dr. Ercan Balcioglu’na,

Sonsuz tesekkiirler...
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1. GIRIS

Cevremizde metallere maruziyet ve toksik etkileri oldukca yaygin olup ciddi
sorunlar1 da Dberaberinde getirmektedir. Metalloid 6zellik gdsteren arsenik
yerkabugunda dogal olarak bulunmakta ve yeralti sulariyla ¢oziinerek cevreye
dagilmaktadir. ABD, Kanada, Meksika, Arjantin, Polonya, Tiirkiye ve 6zellikle uzak
dogu grubu olan Hindistan, Banglades, Cin, Tayvan ve Japonya'da toprak ve sularda
arsenik diizeyleri yliksek bulunmustur (Smedley ve Kinniburgh, 2002).

Baglica deri ve i¢ organlar {lizerine oldukga toksik etkiler gosteren arsenik, hiicre
enerji yolaklarinda, DNA sentezi ve tamirinde gorevli bir¢ok enzimi inaktive
edebilmektedir (Hu ve ark., 1998; Hughes ve ark., 2011). inorganik arsenik maruziyeti
oksidatif stresi tetikleyerek DNA hasarlar basta olmak iizere, protein hasarlarina, lipid
peroksidasyonlara ve hiicre siklularinda degisikliklere neden olabilmektedir (Hughes ve
ark., 2011). Tim bunlar hiicre yapisinda ciddi geri doniissiiz hasarlara ve kronik
maruziyette keratozlara ve kanserlere neden olabilmektedir (Hansen ve ark., 2004;
Centeno ve ark., 2002).

Ulkemizde jeojen yapist nedeniyle arsenik maruziyetinin goriildiigii Kiitahya-
Emet bolgesinde toksik etkileri gozlenmektedir (Dogan ve ark., 2005; Dogan ve Dogan,
2007; Sardas, 2009; Gunduz ve ark., 2015; Arikan ve ark., 2015). Ciddi toksik etkilerin
goriilmeye baslanmasi maruziyetin boyutunu da ortaya koymaktadir. Ancak arsenik
maruziyeti sonucu ayni ortamdaki farkl bireylerde farkli toksik etkiler goriilebilmekte

ve farkli arsenik diizeyleri tespit edilebilmektedir (Sardas, 2009; Arikan ve ark., 2015).

Yaptigimiz ¢aligmada arsenige maruz kalan isgilerde kan arsenik diizeylerinin ve
oksidatif stresle iligkili Mn-SOD ve p22phox gen polimorfizmlerinin DNA hasarina etkisi
aragtirilmaktadir. Ayni ortamdaki bireylerde farkli arsenik diizeylerinin tespiti kaza ya da
kasitli/ihmal sonucu toksisiteler ile genetik faktdrlerden ileri gelen toksisitelerin ayriminda
Adli Toksikoloji’ye katki saglamasi hedeflenmektedir. Kiitahya-Emet bolgesinde bir
fabrikada caligan, 18 yas ve {lizeri deney grubumuzu olusturan 175 erkek birey



belirlenmistir. Calismamizda her goniillii igin yas, cinsiyet, yasadiklar1 bolge, sigara

kullanimi-stiresi ve saglik sorunlartyla ilgili bilgiler kaydedilmistir.

1.1. Arsenik

Yerkabugunun yapisinda yaygin olarak bulunan metal ve metalloid yapili
bilesikler yeralt1 sulariyla ¢ozlinerek ¢evreye yayilarak ya da endiistriyel islemler
neticesinde toksik etkilere neden olabilmektedirler (Hughes ve ark., 2011). Metalloid
Ozellik gosteren arsenik de bunlardan biridir. 1250°li yillarda Albertus Magnus
tarafindan ilk defa izole edilmis olsa da Antik Cin, Misir ve Yunan uygarliklarinda

kullanildigi bilinmektedir (Jomova ve ark., 2011; Hughes, 2002).

Arsenik, Toksik Maddeler ve Hastalik Tescil Kurumu’nda (ATSDR, 2007-
Agency for Toxic Substances and Diseases Registry) maddelerin toksik olusuna,
toksisitenin sikliga, insan maruziyet potansiyeline gore siralandigi, oncelikli

tehlikeli maddeler listesinde ilk sirada yer almaktadir (Hughes ve ark., 2011).

Sekil 1.1. Arsenik (https://www.europeanpharmaceuticalreview.com/news/68190/arsenic-brain-
cancer/).

Arsenik periyodik tabloda 5A grubunda, 33 atom numarasina ve 74,91 atom
agirligina sahip, metalloid yapida bir elementtir (Sekil 1.1). “As” simgesiyle ifade
edilmektedir. Gri, siyah, sar1 renkte 3 allotropu olup, gri arsenik kararli yapiya sahip
metalik Ozellikte, 1s1 iletkenligi iyi ve siiblimlesme 6zelligi varken, siyah arsenik
amorf, sar1 arsenik ise ucgucu Ozelliktedir ve ametalik Ozellik gostermektedir

(http://www.rsc.org/periodic-table/element/33/arsenic).


https://www.europeanpharmaceuticalreview.com/news/68190/arsenic-brain-cancer/
https://www.europeanpharmaceuticalreview.com/news/68190/arsenic-brain-cancer/

Arsenik, elemental, organik/inorganik bilesikler, farkli oksidasyon (-3, 0, +3,
+5) durumlar1 ve gaz formlari halinde bulunmaktadir (IARC, 2012).

Elemental arsenik siyah renkte olup en saf halidir. Gastrointestinal olarak

absorbe olmaz.

Organik arsenikler karbon igeren arsenik bilesikleridir, hayvan ve bitkilerde
bulunurlar, Monometil Arsonik Asit (MMAVv), Dimetil Arsinik Asit (DMAVv), difenil
Klorarsin, betaklor vinilklor arsin ise organik formlu bilesiklerdendir (ATSDR, 2013).

Inorganik arsenik toprak, kaya ve su gibi jeolojik materyallerde dogal olarak
bulunur ve arsenik trioksit, kursun arsenat, bakir aseto arsenit gibi arsenat (As*®) ve
arsenitler (As*®) inorganik formlulardir (ATSDR, 2013).

Arsenit, Arsenik trioksit, Monometilarsindz asit ve Dimetilarsinoz asit baslica
tic degerlikli arsenik bilesikleridir. Arsenat, Arsenik pentoksit, Monometilarsonik asit,
Dimetilarsinik asit, Trimetilarsin oksit, Arsanilik asit, Arsenobetain ise baslica bes
degerlikli As bilesiklerindendir. Inorganik arsenik bilesikleri organik bilesiklere gore
daha toksiktirler (Vahter, 2002). Inorganik arseniklerin trivalan (3) formu da
pentavalan (5) degerlikli olanlarindan daha toksik etki gdsterir. inorganik formlarin
viicuttaki hiicrelerle reaksiyona girme, hiicreden belirli elementleri ve/veya hiicrenin
islevini degistirme olasiliklar daha yiiksektir. Organik arsenikler biyolojik sistemlerce

inorganik formlarina dontistiiriilmektedirler (Frith, 2013).

Arsenigin gaz formlarindan H»'li bilesiklerinden olan Arsin (AsHs) gazi yiiksek
akut toksisiteye sahip olup, sarimsak kokuludur (ATSDR, 2007).

1.1.1. Arsenik Kaynaklar:

Arsenik jeojenik (dogal), antropojenik (insan) ve biyojenik kaynakli olarak

sularda, toprakta ve havada bulunabilen metalloidlerdendir. Jeojenik As tektonik



hareketler, iklim degisimleri, volkanik olaylar gibi cesitli fiziksel, kimyasal ve

biyolojik etmenlerce ekosisteme dagilmaktadir (Mahimairaja ve ark., 2005).

Arsenik dogada Jeojenik olarak nadiren serbest halde karsimiza ¢ikar, biiyiik
olglide siilfiir, oksijen ve demirle beraber bulunur ve yerkabugunda bulunan arsenik
konsantrasyonu ortalama 2 ppm kadardir (Brewstar, 1994; Chatterjee, 1994). Siilfiir,
Klor ve oksijenle bilesikler olusturmus haldedir. Yerkabugunda en yaygin formlari
Arsenik siilfiirleri ve metal arsenat, metal arsenitleridir. Inorganik formlar1 daha ¢ok
volkanik ve sedimanter kayaglarda bulunmaktadir. Realgar/Kirmizi Arsenik (Ass4Sa),
Arsenopirit/Gri - Arsenik  (FeAsS), Orpiment/Sari  Arsenik (As2Sz) ve arsenik
stilfirleri/Beyaz Arsenik (As203) baslicalart olmak tizere ikiyiiziin tstiinde arsenik
mineralleri vardir (Ozkul ve ark., 2011) (Sekil 1.2). Arsenikli minerallerden en yaygin
olani arsenoprit olup, bakir, glimiis, kursun, antimon, nikel ve kobalt iceren madenlerde
stlfit formunda bulunur (WHO, 2001). Arsenigin siilfiirlii bilesiklerinden olan Realgar,
Kirmizi Arsenik-Kizil Zirnik olarak da bilinmektedir (Hughes ve ark., 2011).

Realgar (AssSas) Arsenopirit (FeAsS) Orpiment (As2S3)

Sekil 1.2. Dogadaki Bazi Arsenik Formlart (Thegypsythread, 2016; Dakotamatrix, 2016;
Geologyscience, 2016).

Yerkabugundaki arsenik formlar1 atmosfere cesitli 1s1l islemler neticesinde
saliarak su, hava ve topraktaki partikiillerce tutulmaktadir. Bu nedenledir ki dogada en
yaygin bulunani arsenik trioksit formlaridir (Chatterjee, 1994; ATSDR, 2007). Arsenigin
dogada bulunan sudaki varligi suyun, arsenik iceren kaya ve tortulardan geg¢mesi,
arsenikli minerallerin ayrismasi, kayaclarin ¢oziinmesi, volkanik aktiviteler ve jeotermal

olaylarca gergeklesmekte ve bunlar arsenigin jeojen kaynaklarini teskil etmektedir



(Smedley ve Kinniburgh, 2002). Arsenik toprakta, suda ve canlilarda ppb (ng/L)-ppm
(mg/L)'e kadar gesitli konsantrasyonlarda bulunabilmektedir (Jain ve Ali, 2000).

Arsenigin  antropojenik  kaynaklarmi basta yerkabugundaki arsenik
konsantrasyonu, yiiksek bolgelerdeki metal madenciligi (metallerin eritilmesi,
islenmesi, saflastirilmasi, yakilmasi v.b), o bolgelere artezyen kuyularin kurulumu ve
tarim alanlarmin kurulmasi olusturmaktadir (Wu ve ark., 2001). Bunlarin disinda
tarimda ASs'li pestisit-insektisit kullanimi, fosil yakitlarin kullanilmasi, As ve
bilesiklerinin imalati (bronz eldesi), tip, teknoloji (yar1 iletken, pirotekni -patlayici)
gibi endiistride ¢esitli alanlarda kullanilmasi da As'nin antropojenik kaynaklarini

olusturmaktadir (Wu ve ark., 2001).

Arsenigin bir diger kaynagi biyojenik kaynaklar olup; deniz kaynakli besinler
(baliklar ve kabuklu deniz {iriinleri-Arsenobetain), hububatlar (piring), kiimes

hayvanlari, siit iirinleri arsenik formlarindan igcermektedir (ATSDR, 2007).

1.1.2. Ge¢cmisten Giiniimiize Arsenik Kullanim

Arsenik ilk olarak 1250'lerde simyaci Albertus Magnus tarafindan Orpiment'ten
(As2S3-Arseniksiilfit) element halinde izole edilmistir (Hughes, 2002). Ancak ilk arsenik
formlari/bilesikleri M.O. 300'lerde Yunan filozof Theophrastus tarafindan, siilfiire
alternatif giiclii bir form olarak diisiiniilerek kullanilmis ve “Arsenikon” olarak
adlandirilmistir (Bowell ve ark., 2014). Bu adlandirmada Yunanca maddenin giiclii
ozelliklerine itafen giiclii-erkeksi manasina gelen arsenikon kelimesi kullanildig: ifade
edilmektedir. Bir bagka ifade de ise arsenik kelimesinin temelinin Farsca Sari
anlamindaki “Zarnikh” Zirnik kelimesinden tiiredigi, sirasiyla Aramice'ye, Arapga’ya ve
Yunanca'ya gectigi ifade edilmektedir (https://www.etymonline.com/ word/arsenic).
Theophrastus'un orpiment (As2S3) ve realgar (As4Ss) bilesiklerini  kullandig
belirtilmistir. Arsenigin antik Misir'da kullanimi papiruslarinda da rastanimustir.
Ozellikle metallerin altin kaplanmalarinda, bakir1 sertlestirmede, mumyalamada
insektisit amacli, Nil nehri tagkinlarinda ise igme suyuna dezenfektan amach

kullanmistir. Geleneksel Cin tibbinda 3000 yila yakindir Arsenik Trioksit, Orpiment,


https://www.etymonline.com/%20word/arsenic
https://www.etymonline.com/word/arsenic)Erişim

Realgar kullanilmakta olup, arsenik trioksitin balgamli Oksiiriikte, astimda, sitmada,
tuberkiiloz tedavilerinde, hemoroidde ve tenya enfeksiyonlarmin tedavilerinde
kullanildig1 bilinmektedir (Doyle, 2009). Cin'li Ts’ao Kang-Mu'nin yazilarinda ise
arsenigin toksik etkilerinden ve piring tariminda pestisit amagh kullanimindan
bahsedilmis, Hint tibbinda da uzun yillardir kullanilan arsenik atesin semptomatik
tedavisinde kullanilmak i¢in 6zellikle trioksit formu ithal edilerek kullanilmistir (Cullen,

2008; Frith, 2013).

Medikal alanda arsenik kullaniminda Hipokrat'in (M.O. 469-377) iilser ve apse
tedavisinde As'li macun kullandig1 ve tonik olarak tavsiye ettigi; Aristotales ve
Paracelsus'unda yine tibb1 tedavide As'li ilag kullandiklar1 belirtilmistir (Hyson, 2007;
Cullen, 2008). Yunan herbalistlerin arsenigi re¢ineyle karistirip oksiiriik ve astimda
iksir ve inhaler seklinde kullandiklar1 bilinmektedir. Ibni Sina (Avicenna)'nin (M.S.
980-1037) yazdigi “Kitap Al Kanun F1’t Tibb” kitabinda arsenik-trioksit'in
ozelliklerinden bahsetmistir (Frith, 2013). Arsenigin medikal alanda esas kullanimi
1786 yilinda kesfedilen Fowler Cozeltisi (Fowler'm %]1'lik Potasyum-Arsenit
¢ozeltisi) ile olmus; sitma, sifiliz, astim, egzema ve sedef gibi hastaliklarin tedavisinde
rutin kullanima girmistir ve farmakopelerde gecmeye baslamistir (Scheindlin, 2005;
Hughes ve ark., 2011). Donowan c¢ozeltisi (Arsenik-triiyodiir) ve Valagin ¢ozeltisi
(Arsenik-trikloror) olarak arsenik bilesikleri ¢ozelti, tablet, pastil ve enjekte formda
piyasada kullanilmaya baslanmistir (Scheindlin, 2005). Guatrda, pernisiyoz anemide,
Hodgkins hastaliginda, astimda, anemik-kusmada ve uguk tedavisinde kullanilmistir.
1940'a kadar arsenik bazli Salvarsan isimli bir ila¢ Sifiliz tedavisinde kullanilmus,
ikinci diinya savasinda Frengi hastaliginin tedavisinde yine arsenik (Arsphenamine)
kullanilmistir (Ratnaike, 2003). Arsenik'li bir macunun cilt, meme v.b. kanser
tedavilerinde kullanildigi, Kronik Myeloid Losemi tedavisinde Fowler ¢ozeltisinin
kullanildig1 gozlenmistir. Fowler ¢6zeltisi ayn1 zamanda viicuda destek amacli da
verilmistir. Fowler ¢ozeltisinin uzun siire kullanimindan kaynaklanan kronik arsenik
zehirlenmesi, hemanjiosarkoma, karaciger anjiosarkomuna ve nazofarenks
karsinomuna neden olmustur (Ratnaike, 2003). Zamanla Fowler ¢ozeltisi kullanimi ile
Arsenigin toksik etkilerinin gézlenmesi, As'nin kanser tedavisindeki kullanimi

azaltmistir. Ancak 1970'de Cin'de arsenik trioksitin saflastirilarak, Akut Promyelositik



Losemi tedavisindeki basarisit ve ABD'deki ¢alismalar, neticesinde FDA'den arsenigin
(Arsenik-Trioksit) tedavide kullanim onayr alinmistir (Thomas ve Troncy, 2009;
Hughes ve ark., 2011). Onkologlar giiniimiizde arsenigin trioksit formunu 6zellikle
Kronik Miyelositik Losemide, Akut Promiyelositik Losemide, T-Hiicre Lenfomasi'nda
ve Myelomada kullanmaktadirlar (Doyle, 2009). Arsenigin bazi izotoplar1 (As-
72/74/76) ise tipta tan1 yontemlerinde kullanilmakta, akciger kanseri (Lin ve ark.,
2005), serviks kanseri (Kang ve ark., 2004), yumurtalik kanseri (Kong ve ark., 2005),
pankreatik kanser, hepatoselliiler kanser (Lin ve ark. 2006) gibi kanser tiirlerinde de

As'li bilesiklerin tedavi siiregleri arastirilmakta ve yayinlar yapilmaktadir.

Arsenik 18. ve 19. ylizyillarda kadinlar tarafindan kozmetik amagh
kullamilmistir. Cilt ve sa¢ beyazlatmada kullandiklar1 arsenigin giizellik ve tazelik
verdigi diistiniilmiistiir. Ciltlerine Fowler ¢ozeltisinden tonik ya da toz halde stirdiikleri
arsenik, yiizlerinde olusan vazodilatasyon nedeniyle hafif kizariklik ve dolgunluk
olusturdugu i¢in kadinlarca tercih edilmis, hatta eklem agrilarinin giderilmesi ve libido
artirmak amactyla yine kadinlarca kullanilmigtir (Frith, 2013). 19. yiizyilda Avusturya
koyli erkeklerinin dag tirmanislarinda daha rahat nefes almak icin As yedikleri,
ekmeklerine As siirdiikleri hatta As ilave edilmis sularda yikandiklar1 belirlenmis, idrar

orneklerinde As tespit edilmistir (Frith, 2013).

“Krallarin Zehr1” ya da “Zehirlerin Krali” olarak da adlandirilan Arsenigin,
zehir/toksik amagli kullaniminda renksiz, kokusuz olmasi yiyecek-iceceklere
eklendiginde farkedilemeyisi ve toksik etkilerinin diger hastaliklarla benzerligi etkili
olmustur (Cullen, 2008; Wharton, 2010). Zehirlemek amagh ilk olarak Roma'li
Nero'nun (M.S. 37-68) Britanicus'u (M.S. 55) 6ldiirmede kullandig1 belirtilmektedir
(Doyle, 2009). Arsenik 8. yiizyilda Arap bir simyac1 tarafindan arsenik-oksit (beyaz)
tozlart haline getirilerek kullanildig1 bilinmektedir. Yasa dis1 kullaniminin erigimin
kolay olmasi nedeniyle 14. ylizyildan itibaren yasa dis1 kirmizi arsenik satigi artmistir.
Borgia ve Lucretia aileleri profesyonel zehirleyiciler olarak anilmis (15. ylizyil), As'li
tozlar1 zehirleyici olarak kullandiklar1 goriilmiis ve arsenik 16. yiizyilda “Altin Diinya”
olarak adlandirilarak fare zehiri olarak kullanilmaya baglanmistir (Doyle, 2009; Frith,
2013). 17. yy.’da Italyan Toffana ve kizi, ticari zehirleme ajan1 olarak As'li



kozmetiklerde g¢esitli metotlar gelistirerek yiizlerce erkegin dliimiine neden olmuslar
ve Roma'da infaz edilmigler, arsenik ise 19. yiizyildan itibaren “Miras Tozu” olarak
anilmaya ve kullanilmaya baslanmistir (Frith, 2013). ingilizler tarafindan siirgiindeki
Napolyon'un Oliimiinde, oliim esnasindaki kaydedilen semptomlarindan ve de
postmortem incelemelerinden As'le zehirlendigi diisiiniilmektedir (Hughes ve ark.,
2011). Arsenigin ulagilabilirligi, Oldiirici potansiyeli ve ucuz olmasi kasith
cinayetlerde popiiler hale getirmistir. Hollandal1 Good Mary tanidigi en az 102 kisiye
Once hayat sigortasi actirmis ve siitlerine Arsenik-trioksit ekleyerek ikram etmis ve
27’sinin oliimiine (6lenlerin 16's1 kendi akrabasi), 45'inin norolojik toksik etkiler

gostermesine neden olmustur (Vahidnia ve ark., 2007).

Tercihlerin artisi nedeniyle As ile ilgili yasalar ¢ikarilarak, gerekli goriildiigiinde
ancak doktorlar tarafindan recete edilmeye baslanmistir. Tiim bu kisitlamalara ragmen
sigortadan para almak i¢in kadmlarin eslerini 6ldiirmeye tesebbiis ettikleri durumlar da
yasanmistir. As zehirlenmelerinde tirnak/sa¢ Orneklerine Marsh Testi (1836)
uygulanarak As maruziyeti belirlenmeye baslanmistir (Frith, 2013). Ancak Marsh
testiyle zehirlenmelerin tespit edilmeye baglanmasi bir siire sonra kullanimini
azaltmustir. 20. ylizy1l baslarinda bir Cin imparatoru As ile zehirlenerek oldiirtilmiistiir.
Ikinci Diinya Savasi’nda esir diisen eski Alman askerleri As'li ekmek yedirilerek intikam

amacli zehirlenmis ve As ikibinden fazla kisinin 6liimiine neden olmustur (Doyle, 2009).

Arsenigin solunum yolu irritant olmasi, ciltte ve gdzde tahrise neden olmasi
onu savas gazi olarak tasarlanmasina neden olmustur. 1. Diinya savaginda Klor,
Fosgen ve Hardal gazlarinin savas gazlar olarak kullanilmasi ile karsi savunma amagh
Amerikan Ordusu tarafindan Lewisit ve Adamsit gazlart gelistirimistir (Frith, 2013).
Lewisit diger adiyla dikloroarsin (C2H2AsCl3) bir solunum yolu, deri ve goz irritani
olup, absorbe edildiginde ciddi toksikan olup, kokusu sardunya kokusunu andirmakta,
deriden maruziyeti ile ciltte s1vi dolu, iri ve agrili kabarciklar meydana getirmektedir
(Cullen, 2008). Inhale edilmesiyle solunum yolu enfeksiyonlar, nekroz ve akut
pnomoniye neden olmakta, deriden absorbe edilmesiyle diyare, bulanti, kusma,
hipotansiyon ve sistemik toksisite meydana getirir (Lewisit oksit olusur) (Frith, 2013).

Lewisit havada ve suda dagilabilir, uzun siireli maruziyeti 6liime neden olmaktadir.



Adamsit (DM ya da difenilaminkloroarsin - C12HsAsCIN), Lewisit kadar giiclii olmasa
da solunum yolu ve goz irritan1 olup, etkileri kisa siirelidir (Cullen, 2008). Kapali
alanlarda daha etkilidir, 6liimciil olabilmektedir. Lewisit ve Adamsit savas gazi olarak
1. Diinya Savasi sirasinda gelistirildi. Fosgen ve As'li bilesikler igeren kimyasallarin
1. Diinya Savasi'nda kullanilmasiyla 91 bin kisinin 6liimiine ve 1,3 milyon kisinin
yaralanmasina neden olunmustur (Allen, 2002). 1997'de yapilan uluslararasi kimyasal
anlagsmalar nedeniyle, kullanimi ve depolanmasi yasaklanmig, imhasi tesvik edilmis,
ancak biiyilik stoklara sahip Amerika ve Rusya gibi devletlerdeki kalan Lewisit ve
Adamsit gazi stoklari hala biyoterorizm ajani olarak risk tasimaktadir (Frith, 2013).

Yerkabugundaki arsenik oOzellikle altin ve bakir gibi metalik maden
yataklarinda magmatik ve hidrotermal stireglerle yogunlasir ve 6zellikle altin, kalay,
bakir ve tungsten (Cohen ve Bowell, 2014) gibi metalik maden yataklarina ulagilmada
kullanilmaktadir. Ayrica antimon ve gilimiis cevherleriyle birarada bilesik halde
bulunabilmektedir. Ticari arsenikler bakir, kursun, kobalt, altin cevherlerinin
eritilmesiyle elde edilmektedirler. Ozellikle arsenopirit ve arsenigin diger metalik
cevherleri oksijenli ortamda 1sitildiklarinda Arsenik Trioksit dedigimiz beyaz arsenigi
(saf) olusturur. Ticari amacli As en ¢ok trioksit formunda ya da bunun 1sitilmasiyla

elde edilen metal formunda kullanilmaktadir (Hughes ve ark., 2011).

Arsenik 19.ylizyilda renk verici pigment olarak “Paris Yesili” adi altinda
(Bakir-Asetoarsenit), duvar kagitlarinda, oyuncaklarda, mum ve kumaglarda
kullanilmis ve arsenik zehirlenmeleri ve hatta 6liimler gézlenmistir (Scheindlin, 2005).
19. ylizyilin ortalarindan itibaren arsenikli paris yesili pigmenti insektisit olarak da
kullanilmis ve zamanla yerini Kursun-Arsenat almistir. Arsenik kullanimi pigment
tiriinlerindeki toksik etkilerine ragmen, cam ve yari iletkenlerin (Galyum arsenite)
tiretiminde kullanilmaktadir (Choong ve ark., 2007). Pestisit olarak inorganiklere gore
daha az toksik olan Monosodyum-metanarsonat (MSMAsV) ve Dimetil-arsinik
(DMASsV) gibi organik arsenikler kullanilmaya baglanmistir. Ahsap koruyucu olarak
Kromlu-Bakir-Arsenat 19. yiizyilin ortalarindan itibaren kullanilmaya baslanmistir
(Frith, 2013). Halen ev dis1 uygulamalarda ahsap koruyucu olarak kullanilmaktadir.

Kalsiyum ve kursun arsenatlar matbaa miirekkebi, tekstil boyasi olarak



kullanilmaktadir.  Kursun

kagitlarinda,

sagmalarmin

seramik emayelerde,

yuvarlakliginin ~ verilmesinde,

sinek

mumyalamada kullanilirken, organoarsenik

bilesikler ise kiimes hayvanlarinin yemlerine eklenerek hastalik onleyici ve kilo

arttirict olarak kullanilmaktadir.

Belli bash arsenik bilesikleri ve kullanim alanlar1 asagidaki Cizelge 1.1°de

belirtilmistir.

Cizelge 1.1. Bazi As Bilesikleri ve Kullanim Alanlart.

As Bilesikleri

Kullanim Alanlar

Arsenik-trioksit (inorganik)- (As,0s)

Rodentisit, Dis¢ilikte, Cok toksik

Sodyum-Arsenit (inorganik)

Insektisit

Bakir-Aseto-Arsenit (inorganik)- (Nas
As04.12H,0)

Insektisit, matbaa miirekkebi, tekstil boyalar1 (Paris
Yesili)ve kalsiyum-kursun arsenatlarin iiretiminde

Arsenik-trikloriir (inorganik) Insektisit
Arsenik pentoksit (inorganik)- (As;Os) | Insektisit
Arsenik asit (inorganik) Insektisit
Kursun arsenat (inorganik) Insektisit

Potasyum-dihidrojen-arsenat
(inorganik) KH2AsO4

Insektisit, Deri ve Kagit endiistrisinde

Monometilarsonat (Organik)

Herbisit

Dimetilarsinat (Organik)

Herbisit

Arsenobetain (Organik)

Difenilklor arsin

Kimyasal savas gazi

Betaklorvinilklor arsin (Lewisit)

Kimyasal savas gazi

Bakir Kromatli Arsenik

Ahsap koruyucu

Galyum arsenit-GaAs

Mikroelektronik endiistrisinde

Arsenik trioksitler

Kronik Miyelositik Losemide, Akut promiyelositik
Losemide, T-Hiicre Lenfomasi'nda ve Myelomada
terapotik amagli.

1.1.3. Diinyada-Tiirkiye’de-Kiitahya'da Arsenik Kirliligi

As yerkabugunun yapisinda dogal halde bulundugundan diinyada belirli

bolgelerde daha ¢ok olmak tizere yaygin bulunur. Arsenik yerkabugundaki volkanik
aktiviteler, orman yanginlariyla ortama salinmakta kayalardaki ¢esitli erozyonlarla yer

altt sularma karigmaktadir. Cin (Lianfang ve ark., 1994), Hindistan, Banglades
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(Chowdhury ve ark., 2000; Karim, 2000; Mukherjee ve Bhattacharya, 2001), Sili
(Ferreccio ve ark., 2000), Japonya, Kore, Malezya, Tayvan (Chen ve ark., 1994),
Vietnam (Berg ve ark., 2001), Nepal, Meksika, Amerika (Steinmaus ve ark., 2003),
Arjantin (Smedley ve ark., 2005; Bundschuh ve ark., 2004), Brezilya, Kanada,
Mogolistan, Romanya, Gana, Macaristan, Yunanistan, izlanda, Avusturya gibi
tilkelerde de sulardaki As seviyelerinin yiiksek diizeyde (> 50 pg/L)oldugu
bildirilmistir (Centeno ve ark., 2007) (Sekil 1.3). Bu iilkelerdeki yiiksek As
konsantrasyonu dogal jeolojik olusumlardan ve endiistriyel amacglar icin maden
islerinden, insektisit ve pestisit kullanimlar1 gibi antropojenik kaynaklarin katkisiyla
olmaktadir (Chung ve ark., 2014). Yeralt1 sularinda inorganik As'nin trivalan ve
pentavalan formlar1 bulunmaktadir. Yeralti sularindaki As, inorganik arsenik
maruziyetinin temel kaynagidir ve arsenik kontaminasyon riski genellikle yeralti

sularinda ylizey suyundan daha yiiksektir (Argos ve ark., 2012).
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Sekil 1.3. Yeralt: Sularinda 50 pug/L’den Daha Yiiksek Seviyede Arsenik Bulunduran Ulkeler (Centeno
ve ark., 2007).

Jeologlar da As'nin yer alt1 sularina sizdigi kaynaklari ve Asmin hareket
kosullarini aragtirmaktadirlar. Diinya’da 200 milyona yakin insanin As maruziyet riski
altinda oldugu bildirilmistir (NRC, 2001).
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Banglades'te 1970'lerde ¢ocuk Sliimlerinin artmasi nedeniyle igme suyunun
kalitesini artirmak icin, Diinya Bankasi ve Birlesmis Milletler gibi biiylik ¢aplh
uluslararasi kuruluslarin tesviki ve destegiyle igme suyu kuyular1 agilmistir. Sularin
kirlilik analizleri yapilirken As analizleri yapilmamis ve halk As'li sulara onlarca yil
maruz kalmistir. Bu bolgelerde yapilan analizlerde maruziyeti 50 pg/L'nin iizerinde
belirlenerek, tarihteki en biiyiik zehirlenme olarak kabul edilmektedir (Mazumder ve
ark., 1998). As kontaminasyonlu yeralt1 sularinin aktif kullanimi ile Banglades (on
milyon), Hindistan ve Bati Bengal'de (alt1 milyon) kitlesel saglik sorunlarina neden
olmustur. Arsenik WHQO'da i¢gme sularindaki en toksik madde olarak tanimlanmis ve
50 pg/LL olan maksimum As konsantrasyonunu 1993'ten sonra 10 pg/L'ye
distirilmistir (WHO, 2000a). Gol sularinda < 0,2-0,42 ug/L, deniz sularinda
(Pasifik/Atlantik) 1-1,8 pg/L, Bati Bengal yer alti sularinda < 0,5-3 200 pg/L,
Banglades'te < 0,5-2 500 ug/L, Wyoming (ABD) jeotermal sularda 160-10 000 pg/L
ve Sili jeotermal sularinda ise 45 000-50 000 pg/L konsantrasyonlarinda As
bulunmaktadir (Bowell ve ark., 2014). Arjantin Cordoba'da jeotermal sularda, sig
sularda ve yiizey sularinda da As tespit edimis ve As konsantrasyonu 100 pg/L'den
fazla Olciilmiis, Sili'de sularda As seviyeleri 800 pg/L diizeylerde oOl¢iilmiistiir
(Centeno ve ark., 2007). Bu diizeyler diinya sularindaki As kirliliginin hangi

boyutlarda olabilecegini gozler 6niine sermektedir.

Madencilikte (altin madenciliginde) maden drenajlarinda da yiiksek diizeyde
(850 mg/L) As konsantrasyonlar1 ortaya c¢ikabilmektedir. En yiiksek ol¢iim Cek
Cumhuriyeti'ndeki Jachymov madeninde 130 000 mg/L konsantrasyonda As tespit
edilmistir (Majzlan ve ark., 2014). Hidrotermal cevher yataklari, komiir-linyit
yataklarinda da bulunmaktadir. Kémiir yataklarinda As konsantrasyonu 0,3-35 000
mg/kg olabilmektedir (Smedley ve Kinniburgh, 2002). Daha ¢ok altin ve bakir gibi
stilfiirlii mineral yataklarinda yogun halde bulunur, pirit ve demiroksitlere affinitesi
giiclidiir. Gana Altin yataklarinda As konsantrasyonu 2-35 600 mg/kg, Altin
madeninde atik olarak Kaliforniya'da (Amerika) 10,1-15 300 mg/kg olarak
Ol¢iilmiistiir (Bowell ve ark., 2014) (Cizelge 1.2).
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Biyosferdeki As besin zincirinden aktarilmaktadir. Topraktan daha az biyo
akiimiile olur. En ¢ok egrelti otlar1 (1000 mg/kg) ve piringlerde (160-400 mg/kg)
akiimiile olur ve bu bitkiler As agisindan hiperakiimiilatordiir (Srivastava ve ark.,
2006; Zhu ve ark., 2014). Canli organizmalarda AsIII daha baskin olmakla beraber
AsV'te bulunur. Trivalan formlar Metillenmis ya da Arsenosekerler seklinde
bulunurlar, deniz canlilarinda yaygin As formu Arsenobetain ve Arsenosekerlerdir
(Zhu ve ark., 2014).

Cizelge 1.2. Baz1 Ulkelerde Olgiilen Arsenik Konsantrasyonlari.

Ulkeler Bulundugu Yer As konsantrasyonu Kaynak
Pasifik/Atlantik Deniz sulari 1-1,8 pg/L
Bati Bengal Yer alt1 sular <0,5-3 200 pg/L
Banglades'te Yer alt1 sulari <0,5-2 500 pg/L
ABD (Wyoming) Jeotermal sular 160-10 000 pg/L Bowell ve ark., 2014.
Sili Jeotermal sular 45 000-50 000 pg/L

sular 800 pg/L
Arjantin (Cordoba) Jeotermal sular > 100 pg/L Centeno ve ark., 2007.
Japonya Toprak 150 mg/kg
Avustralya Toprak 100 mg/kg
Hollanda Toprak 76 mg/kg Teaf ve ark., 2010.
Birlesik Krallik Toprak 32 mg/kg
Cek Cumhuriyeti Maden 130 000 mg/L Majzlan ve ark., 2014.
Gana Altin Yataklar1 2-35 600 mg/kg
Amerika Altin Madeni atik 10,1-15300mgrkg | DOWell veark. 2014.
(Kaliforniya)
Latin Amerika Icme sular 2000 pg/L McClintock ve ark., 2012.
Nikaragua Yer alt1 sulart 1320 pg/L McClintock ve ark., 2012.
Giiney Brezilya Toprak 50-1 000 mg/kg Matschullat ve ark., 2007.
ingiltere Maden havzasi 50 000 pg/L Mandal ve Suzuki, 2002.

Tiirkiye'deki As kirliligi daha ¢ok jeojendir. Ozellikle tektonik aktiflige sahip,
dogal jeolojik yapilari, maden yataklarinin bulunusu ve islenisi, jeotermal yataklariin
varlig1 nedeniyle Ege bolgesinde ve Orta Anadoluda'ki toprak ve sularda As kirliligi
tespit edilmistir. Ozellikle Kiitahya ve gevresinde kronik As zehirlenmelerinin tespiti
ile muhtemel As kaynaklart 6nem kazanmistir (Dogan ve ark., 2005). Kiitahya'da 40
farkli igme suyunda yapilan bir analizde en yiiksek dlgiilen As diizeyi 10700 pg/L
olarak tespit edilmistir (Dogan ve Dogan, 2007). Bu diizey diinyadaki As kirliligi en
yiiksek olan iilkelerle yarisabilecek diizeyde yiiksektir. Tiirkiye'de Bursa igme suyu
kaynaklarinda As diizeyleri 0,051-21 pg/L, Balikesir-Bigadig'te yer alt1 sularinda 33-
911 pg/L, Usak-Esme yeralt1 suyunda 50 pg/L, Izmir-Goksu 59 pg/L, Sarikiz 32 pg/L,
Menemen 10 pg/L, Halkapmar 13 pg/L kuyu sularinda, Izmir- Balgova Ovasi yer alt1

13



sulart 1-182 pg/L, Eskisehir-Kirka yeralti suyunda 7-150 pg/L, Aksaray-6 farkli
alandaki sularda > 50 pg/L, Sivas-Sarkisla sebeke suyunda > 100 pg/L- kaya 6rnekleri
2,1-155 mg/kg- yeralt1 suyunda 0,5-345 ng/L olarak tespit edilmistir (Erdol ve Ceylan,
1997; Gemici ve ark., 2008; Camtepe, 2006; Caliskan ve Pala, 2009; Oztiirk, 2017;
Aksoy ve ark., 2009; Yuce ve Yasin, 2012; Cicek ve ark., 2013; Simsek, 2012; Altas
ve ark., 2011). Kiitahya'ya baglhh Gediz, Simav, Tavsanli, Emet, Yoncali, Yenikoy,
Muratdagi'nda yiizey ve yer alt1 sularinda As diizeyleri yiiksek bulunmustur (Unlii ve
ark., 2011). Kiitahya-Simav Ovas1 yeralt1 sularinda 0,5-562 pg/L, Kiitahya-Hisarcik
¢esme suyunda 38 Opg/L-kuyu suyunda 50 pg/L-yiizeyel sularda 510 pg/L-yeralti
sularinda 10-3 000 pg/L, Kiitahya-Emet-igdekoy yiizeyel suyunda 10-20 pg/L-yer alt1
suyunda 10-77 pg/L, Kiitahya-Emet-Dulkadir'de yeraltt suyunda 300-500 pg/L,
Kiitahya/Emet i¢gme suyu kaynaginda 448 pg/L olarak As diizeyleri tespit edilmistir

(Gunduz ve ark., 2010; Col ve Col, 2004; Colak ve ark., 2003; Dogan ve Dogan, 2007;
Ozkul ve ark., 2015; Orug, 2004) (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Tiirkiye'de ve Kiitahya'da Olgiilen Arsenik Konsantrasyonlari.

Sehirler Bulundugu Yer As konsantrasyonu | Kaynak
Bursa Icme suyu kaynagi 0,051-21 pg/L Erdol ve Ceylan, 1997.
Balikesir/ Bigadi¢ Yeralt1 suyu 33-911 pg/L Gemici ve ark., 2008.
Usak/ Esme Yeralt1 suyu 50 ng/L 2%%rgtepe, 2006; Caliskan ve Pala,
Tzmir/
Goksu 59 ng/L
Sarikiz Kuyu sular1 32 ug/L Oztiirk, 2017.
Menemen 10 pg/L
Halkapinar 13 ug/L
Izmir/
Balcova Ovasi Yeralt: sulari 1-182 po/L Aksoy ve ark., 2009.
Eskisehir/Kirka Yeralt1 sulart 7-150 pg/L Yuce ve Yasin, 2012; Cicek ve ark., 2013.
Sebeke suyu > 100 pg/L
Sivas/ Sarkigla kaya 6rnekleri 2,1-155 mg/kg Simgek, 2012.
yer alt1 suyu 0,5-345 pg/L
22 farkli su 10-50 pg/L
Aksaray 6 farkls su > 50 pg/l Altas ve ark., 2011.
gg:ilya/ Simay Yeralti sulart 0,5-562 pg/L Gunduz ve ark., 2010.
Cesme Suyu 380 pg/L
Kiitahya/ Kuyu suyu 50 pg/L . .
Hisarcik Yiizeyel su 510 pg/L (6l ve Col, 2004.
Yer alti1 sulart 10-3000 pg/L
Kiitahya/ Yiizeyel su 10-20 pg/L
Emet/igdekoy Yer alt1 suyu 10-77 pg/L Colak ve ark., 2003; Dogan ve Dogan,
Kiitahya/ 2007; Ozkul ve ark., 2015.
Emet/Dulkadir Yer alt1 suyu 300-500 ug/L
Kiitahya/Emet Icme suyu kaynagi 448 ng/L Orug, 2004.
Kiitahya 40 farkli igme suyu | 0-10 700 pg/L Dogan ve Dogan, 2007.
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1.1.4. Arsenik Maruziyeti

Arsenik, insanlarin besin, su, hava ve toprakta rutin olarak maruz kaldig1 dogal bir
cevre toksikamidir. Arsenigin toksisite olusturmasinda diger biitiin ksenobiyotiklerde
oldugu ilizere maruziyet yolu, maruziyet siiresi-sikligi ve maruziyetin dozu/limiti

Onemlidir.

Diinya genelinde arsenik daha ¢ok oral yoldan alimla toksik etkilerini
gosterirken, mesleki arsenik maruziyeti inhalasyonla Akciger lizerinden olmaktadir.
Inorganik arsenik ve organik arsenik bilesiklerinin ¢ogu beyaz/renksiz, buharlasmayan
toz partikiiller haldedir. Cogunun belirli koku ve tatlarinin olmamasi maruziyeti
kolaylagtirmaktadir. Arsenik hem kasitsiz hem de kasitl bir toksikandir. Cevrede
dogal olarak bulunmasi, ticari iriinlerde ve endiistride kullanilmasi insanlarin

bilingsizce As'ye maruziyetlerine neden olmaktadir (Hughes ve ark., 2011).

Igme suyundan maruziyet; yerkabugundaki As dogal jeolojik kaynaklardan
kontamine yeralti sularinin, As'li pestisitlerle-As'li  atik sularla ve As'li
maden/endiistriyel atiklariyla kontamine olmus ylizey sularmmin i¢me sularina
karismasiyla olmaktadir (Choong ve ark., 2007). Yer alt1 sularinda daha ¢ok Arsenit
halinde, yiizey sularinda daha ¢ok Arsenat halinde bulunur (Bhattacharjee ve ark.,
2013). Tiirkiye'de I¢-Bati-Anadolu'nun jeolojik ve jeotermal yapilar1 bu bolgedeki
toprak ve sularda agir metal kirliliginin ana sebeplerindendir (Dogan ve Dogan, 2007).
Bu bolge yeralti sularinda yiiksek As konsantrasyonlari tespit edilmistir (Dogan ve

ark., 2005; Gunduz ve ark., 2015; Arikan ve ark., 2015).

Havadan inhalasyonla maruziyet; As'li pestisit-herbisit-fungusitlerin tarimda
kullanilmasiyla (kiiglik partikiiller halinde havada asili kalir) solunmasi, madencilikte
kullanim (cevher ayristirmalarinda), madeni yaglarin ve As toz partikillerinin
solunmastyla, petrol-benzin-odun-kémiir v.b. yanmasiyla olusan dumanin solunmasi
ve tiitiin (As'li pestisit icermekte) tiriinlerinin igilmesiyle ger¢eklesmektedir (Hughes

ve ark., 2011).
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Yiyeceklerle As maruziyeti; piring basta olmak {izere (sudaki As'ten daha fazla
arsenik igerir), kabuklu/kabuksuz deniz tirlinlerinin, ticari tavuklarin (Organik As) oral

yoldan alinmasiyla olmaktadir(Sharma ve ark., 2014; Smedley ve Kinniburgh, 2002).

Diger kasitsiz maruziyetler ise ahsap koruyucu, boya, kozmetik ve ilaglardaki
arseniklerin kullanimlartyla ya da anneden plesanta yoluyla fetiise As gegisi

gerceklesmektedir (Jomova ve ark., 2011).

Kasith maruziyette cinayet/intihar amagl kullanilan As, insanlarin yiyecek-
iceceklerine karistirilmakta, Arsin gazi olarak ya da savas gaz1 (Lewisit) solunumuna

maruz birakilmalariyla olmaktadir (Ratnaike, 2003).

Arsenik maruziyeti akut veya kronik olabilmektedir. Akut maruziyetler
genelde yiliksek dozda olurken, kronik maruziyetler uzun siire daha diisiikk dozda As
maruziyetini ifade etmektedir. Kronik maruziyetler daha ¢ok diinya genelinde (Sili,
Tayvan, Amerika, Banglades gibi iilkeler basta olmak iizere) yaygin olani igme
sularindan maruziyetleri, tarim iriinlerinde-pestisitlerde yaygm kullanimi, fosil

yakitlarin yakilmasini ve mesleksel maruziyetleri kapsamaktadir.

Saglik agisindan Environmental Protection Agency (EPA-Cevre Koruma
Ajansi) tarafindan olasi As maruziyetlerine doz limitleri getirilmistir (EPA, 2016).
Icme sularma EPA'ya gore iist limit getirilmistir. Havada As konsantrasyonuna bir
limit getirilmemistir. Ancak kapali is yeri durumuna gore bir diizenleme getirilmistir.
Organik bitkilerin {iretiminde As kullanimi ABD' de yasaklanmustir. Sise sulari ve
veterinerlikte kullanilan ilaglarda ve bu ilaglarin kullanildigi hayvan iiriinleri disindaki

gidalarda As tolerans seviyeleri belirlenmemistir.

Insanlarin giinliik maruz kaldiklar1 total As diizeyi 50 pg normal olarak kabul
edilmekte ve igme suyu As konsantrasyonu MCL (Maximum Contaminant Level): 10
ug/L=10 ppb olarak EPA belirlemistir (EPA, 2014). 2001 yilina kadar bu deger diinya
genelinde 50 ug/L idi. Sise igme sular1 As Konsantrasyonu MCL: 10 ug/L=10 ppb
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olarak belirlenmistir (FDA, 2016). Gida As Konsantrasyonu: Meyve ve Turunggil
Organik As kalintist tolerans diizeyi 0,035 ppb’dir (EPA, 2014). 2016 'da FDA
piringteki limiti 100 ppb olarak; yumurta, tavuk ve hindi etlerinin pisirilmeden
tiketilebilen etlerinde 0,05 ppb; domuz ve diger ¢iftlik hayvanlarin pisirilmeden
yenilebilen iirlinlerinde ve yan triinlerinde 0,2 ppb olarak belirlemistir (FDA, 2016).
Parenteral As kullanimda intra ven6z uygulamada (1) < 0,1 mg/L olmalidir (Bohrer
ve ark., 2005).

1.1.5. Mesleksel Maruziyet

Arsenik maruziyeti c¢evresel ve/veya endiistriyel nedenlerle olabilmektedir
(Rahman ve ark., 2009). As dogada en sik bulunan maddelerden 20. sirada
gelmektedir. As’nin mesleksel maruziyeti As'li bilesiklerin iiretilmesi, kullanimi, yan
iriin olusumu, atik olusumu ve atiklarin izolasyonu gibi durumlarla ugrasan kisilerde
gozlenmektedir (Bhattacharjee ve ark., 2013). Pestisit iireten is¢ilerde-tarimda pestisit
kullanan c¢iftcilerde-agag-ahsap/deri koruyuculugu-cilalama is¢ilerinde; organik
arsenik bilesiklerinin iiretimlerini yapan is¢ilerde ve tarimda organik arsenik kullanan
is¢ilerde, boya sanayi iireticilerinde- boya uygulayan iscilerde-matbaa iscilerinde, As'li
pigment iiretenlerde-kullanan is¢ilerde, As'li yar iletken {ireten is¢ilerde, Ozellikle
bakir ve altin yataklarina ulasmada kullanildigindan Bakir ve Altin madeni
calisanlarinda, Bakir ve Kursun alagimi iiretimi yapan is¢ilerde, Antimon ve Gilimiis
cevherleriyle bilesik halde bulunabildiginden Gilimiis ve Antimon cikarip isleyen
tesislerdeki iscilerde, arsenik trioksit denilen As'nin en toksik formunun tiretilmesinde
calisan isciler ve As atiklarinin temizlenmesinde calisanlarda mesleksel maruziyet
muhtemeldir. arsenik-trioksit bakir ve kursun rafinasyonunda yan iirlin olarak
olusabildigi gibi, arsenik metalinin {retilebilmesi i¢in (zeytinyag: ile karigtirilip
wisitilir) aynit zamanda hammaddedir. Bu madde ayrica halojen, kiikiirt ve metallerle
reaksiyona girebilme egilimindedir. As mesleksel maruziyette Arsin gazinin
solunmasiyla da ortaya ¢ikmaktadir. Arsin (AsHs3) gaz1 endiistride As kalintilari igeren
metallerin asidik iglemlerden ge¢mesi sirasinda is yeri ortamina yayilmasi ile

olmaktadir. Hem normal insanlar hem de is¢iler arsenigin ¢evrede yaygin bulunmast,
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ticari Uirlinlerde kullanim tercihleri ve tibbi uygulamalarda da kullanilmasi nedeniyle

As'ye siirekli maruz kaldiklarinin farkinda olamamaktadir.

Is yeri ortam havasindaki As dnemli bir toksikandir. HAP (hazardous air
pollutant-tehlikeli hava Kirleticileri) listesinde yer almaktadir. As'nin ciddi maruziyeti
hastaliklar1 artirmakta ve 6liimlere neden olabilmektedir. Bakir is¢ilerinde maruziyetin
ortam havasindaki arsenik tozlarinin ve Arsenik Trioksit buharlarinin inhalasyonuyla
oldugu bildirilmistir (Hughes ve ark., 2011). EPA ve OSHA (The Occupational Safety
and Health Administration-Is saghg ve Giivenligi idaresi) 6zellikle bakir {iretim
alanlarinda, cam tiretim alanlarinda ve arsenik iiretim alanlarinda inorganik arsenikler
icin limit degerler belirlemislerdir (ATSDR, 2013). Izin verilen Calisma Ortami
Havasi’ndaki As (Inorganik) maruziyet limiti (PEL-Permissible Exposure Limit) 10
ug/m?3, is yeri ortamindaki havada organik arsenik limiti ise 0,5 mg/m® olup, bu
degerler OSHA'nin haftalik 40 saatlik ¢alismanin giinde 8 saatlik kisminin ortalama
degeridir (ATSDR, 2013). As2O3’lin letal dozu (MLD) 100-200 mg/70kg araliginda,
Arsin’in havada TLV (Esik Sinir Degeri) 0,05 ppm’dir (Mural, 2005).

M.O. 370'lerde metal madeninde “Abdominal kolikten bahsedildigi, bu
duruma civa ve arsenik maruziyetinin sebep oldugu ileri stiriilmektedir (Frith, 2013).
Yilda yaklagik 60 000 ton As'nin islendigi Amerika'da 900 000 civari is¢inin mesleksel
maruziyete kaldigi bilinmektedir (ATSDR, 2013). Latin Amerika’da en ¢ok As kirliligi
Arjantin, Bolivya, Brezilya, $ili, Kiiba, Meksika, Ekvador ve Uruguay’da gozlenmistir
(Bundschuh ve ark., 2004). NIOSH (Ulusal Mesleki Giivenlik ve Saglik Enstitiisii) ve
CAREX (Carcinogen Expoure) veritabaninda yapilan arastirmalara gore 1981-1983
yillar1 arasinda yapilan arastirmalarda 16 000’1 kadin is¢i olmak iizere toplam 70 000
is¢inin is yerinden As’ye mesleksel maruz kaldigi, Avrupa’da 1990-1993 yillan
arasinda 147 569 is¢inin As ve bilesiklerine maruz kaldigi; Kanada’da ise 25 000
is¢inin  As maruzu oldugu belirlenmistir (IARC, 2012). As {iretimindeki
maruziyetlerden dolayr {iretimini yakin zamanda durduran Amerika simdilerde
diinyada en gok arsenik ithal eden iilke konumuna gelmistir. ithalatin gogunu Japonya

ve Cin basta olmak tizere uzakdogu iilkelerinden saglamaktadir.
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Mesleksel Arsenige maruz kalan iscilerde ayrica igme suyu ya da beslenme ile

direkt ve indirekt yolla As maruziyeti olabilmektedir. Bu nedenlerden dolayi isyeri

maruziyeti minimum diizeye diisiiriilmelidir (Bhattacharjee ve ark., 2013).

1.1.6. Arsenigin Toksikokinetigi

Ana kaynag1 jeolojik yapilar

olan arsenik 300'¢ yakin mineralde

bulunmaktadir. Jeolojik, antropojenik ve biyolojik kaynaklardan cevreye yayilan

arsenik dogada yirminci, deniz suyunda onddrdiincii ve insanda onikinci sirada

bulunmaktadir (Mandal ve Suzuki, 2002).

Canlilarda toksikanlarin etkileri Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve

Atilim/Eliminasyon basamaklarmi igeren Toksikokinetik arastirmalar neticesinde

aydinlatilmaya ¢alisiimaktadir (Cizelge 1.4). Ayrica organizmadaki toksisitenin

siddeti, toksik maddenin etki yerine (hedef organ) ulasan madde miktarma baglhdir.

Inorganik arsenikler organik arseniklere oranla daha toksik etkilidirler.

Cizelge 1.4. Genel Arsenik Toksikokinetigi (Shakoor ve ark., 2017°den revize edilmistir).

Eliminasyon/
Maruziyet | Absorpsiyon Dagilim Metabolizma Atihm
Idrar:%90
Feces: %10
Su (iAs) Gastroint./ . . Oksidasyon .
Dermal Inorganik Rediiksiyon Organik As
Arsenik Metilasyon
R . .
Yiyecek Gastrointestinal (/080 %) (Metillenmis)
Ince T1/2 (kan): 10 saat | MMAIT
barsak ' MMAV
Aslll-AsV . . DMAIII
Inorganik As—
Hava Solunum Organik As DMAV
Alveoller | Karaciger
iAs/orgAs gglr)irek Akciger:
Parenteral ; . .o %60-90
Inorganik | Akciger ; .
As i Inorganik As )
.o S Ince .
Diger Dermal Inorganik As
barsak Aslll, AsV
Aslll-AsV !
Plesental
Gastrointestinal .
Deniz Arsenosekerler . Diger .
Uriinleri Arsenolipitler gﬁg:r:t T1/2 (kan): 30 saat Metabolit.
Arsenobetain Metabolize olmaz Arsenobetain

Total
Arsenik
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1.1.6.1. Absorpsiyon

As’nin organizmaya en yaygin alim sekli diyettir. Diyetle (igme suyu ve
yiyeceklerle) alinan arsenik gastrointestinal sistemce absorbe edilmektedir. igme suyu
ve yiyeceklerle (piring ve As'li sularla kirlenmis su/toprakta yetismis sebzeler ya da
pestisitlerle kirlenmis sebzeler-patlican, patates, turp, patlican v.b) Arsenigin inorganik
formlar1 olan arsenit ve arsenat'lar alindiginda gastrointestinal yolla bliylik oranda
absorbe olmaktadir (ATSDR, 2007). Arsenitler inorganik arseniklerin (iAs) trivalan
(+3) formlar1 olan arsenik-trioksit, sodyum-arsenit ve arsenik-trikloriirlerdir.
Arsenatlar ise inorganik arseniklerin pentavalan (+5) formlar1 olan arsenik-pentoksit,
arsenik-asit, kursun-arsenat, kalsiyum-arsenatlardir (NRC, 1999; Vahter ve Concha,
2001). Yiyeceklerle alinan organik arsenikler ise metil-fenil As tiirleridir. Yiyeceklerle
daha cok MMA (Monometil-Arsenik) ve tuzlart (MSMA-Monosodyummetanarsonat
ve DSMA-Disodyummetanarsonat); DMA (Dimetil-Arsenik)'ler ve bunun tuzlar
sodyumdimetil-arsinit (sodyum kakodilat) ve Roxarson seklinde alinmaktadir (NRC,
1999). Balik ve diger deniz liriinlerinin tiiketilmesiyle Arsenobetain ve Arsenokolin

gis yoluyla kolayca absorbe olmaktadir (Borak ve Hosgood, 2007).

Solunum yoluyla maruziyeti daha ¢ok mesleksel maruziyette gérmekteyiz.
Arsenik-trioksit partikiilleri ve havadaki diger As'li bilesikler (oksitli bilesikleri-
Sodyum arsenat/Sodyum arsenit v.b) kimyasal formlarina, partikiil boyutlarina ve
¢oziinlirliiklerine bagli oranda inhalasyon yolu ile absorbe olmaktadir (Bhattacharjee
ve ark., 2013). Partikiillerin ¢aplarina gore birikme yerleri farklilik gostermekte ve
inhale edilen As'nin %30-35'1 (WHO, 2001) buralardan absorbe olmaktadir:

A >10 um As partikiilleri ~— Nazofarinks (iist solunum yolu),
A 5-10 pm As partikiilleri — Bronslar,

A <2 um As partikiilleri ~ — Alveollerde birikmektedir (WHO, 2001).

Pulmoner maruziyette tiitiin iciminde sigara basima 40-120 ng As tiiketimi
gerceklesmekte, giinliik ortalama 20 sigara tiiketen biri 0,8-2,4 ng As’ye maruz
kalmaktadir (WHO, 2000b).
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Organik As absorpsiyonuda pestisitlerin uygulama sirasinda solunmasiyla

olabilmektedir.

Dermal absorpsiyon daha ¢ok Arsenik-trikloriir ve Arsenik asit gibi As'li
bilesiklerin iiretimhanelerinde kazara cilt temasiyla gerceklesmektedir. Dermal As

absorpsiyonu ¢ok diisiiktiir (WHO, 2001).

1.1.6.2. Dagilhim

Arsenigin oral, inhalasyon, dermal v.b. yollarla organizma tarafindan
absorpsiyonu sonucu taginmasinda, kan dolasimina gecis dnemlidir. Maruz kalinan
tim As tiirleri absorplanabildikleri kadariyla kana gecerler. Arseniklerin sistemde
dagilimini ve tutulmasin1 Arsenigin tiirii, doz seviyesi, metilasyon kapasitesi, degerlik
formu, maruziyet yolu ve organizmanin genetik faktorleri belirlemektedir. Arsenit
(As*®) ve Arsenat (As*®) serbest siilfidril gruplari ile baglanma egilimindedir(Hughes
ve ark., 2003; Ahsan ve ark., 2007). Trivalan (Arsenitler) formlarin siilfidril gruplarina
affiniteleri pentavalarin (arsenatlar) on kati katardir. Bu nedenle pentavalan

arseniklerin hiicresel tutulumu ¢ok daha azdir (Vahter, 2000; Ahsan ve ark., 2007).

Kana gegen arsenik hizla hemoglobinin (Hb) globin kismi ile birlesir ve bu
nedenle kanda lokalize olur. Cok sayida -SH (siilfidril-tiyol) grubu igeren proteinlerin
ve glutatyon (GSH) ve sistein gibi diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerin varligi, kandaki
arsenik birikmesine katkida bulunur. Arseniklerin kandaki tutulumu tiirler arasinda
degismektedir. Farelerde eritrositlerde Hb-alfa zincirindeki sistein-13, DMA*in
baglanma bolgesi olmas1 ve burada birikmesi sebebiyle DMA*®'iin alimi1 ve DMA*'in

salinimi insandan daha yiiksektir, As tutulumu daha uzundur (Hughes ve ark., 2003).

As kandan 24 saat i¢inde uzaklastirilmaya baslar ve 6zellikle karaciger, dalak
ve akcigerlere dagilir. As'nin trivalan (+3) formu bu alanlarda pentavalan forma gore
2,5 kat daha yiiksektir (Hughes ve ark., 2003). Uzun siireli ya da yiiksek

konsantrasyonlu dagilimlarda ise karaciger, akciger, dalak, bobrek, barsaklar, deri,
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kemik gibi dokulara dagilir. Kandaki fazla As, kiimiilasyon alanlar1 olan tirnak, deri
ve sagta birikebilir. Deri, sa¢, agiz mukozasi ve tirnakta iAs (dzellikle As*®) igin
baglanma alanlar1 olan tiyol (Siilfidril-SH) igeren ve sistein aminoasitlerince zengin
keratin yapilar bulunmaktadir. Dokulardaki serbest -SH gruplarinin varligi arsenigin
tutulma siiresini ve metabolizmasini etkileyen 6nemli bir faktordiir. iA'lar i¢in tutulma
stiresi organlara gore farklilik gostermektedir. Oral absorpsiyonla alinan iAs i¢in agiz
mukozasi, dil, 6zafagus, mide duvari, epididimis, deri ve sa¢ tutulumun en uzun
oldugu dokulardir. Hughes ve ark. (2003) disi farelere verdikleri radyoaktif isaretli
As'nin en ¢ok mesane, bobrek ve deride biriktigini tespit etmisler ve dokulardan

radyoaktif As en hizli akcigerlerden, en yavas deriden uzaklagmistir.

As'nin organlardaki dagilimina bakildiginda ise, mesane disinda tiim dokularda
MMA (Monometil arsinat) saptanirken, mesane ig¢inde en yiiksek oranda DMA
(Dimetil arsinat) saptanmustir. iAs baskin olarak bobrekte gozlenirken, iAs ve DMA
mesanede birikmistir. Arsenigin kandan dokulara gegisinde, As kan-beyin bariyerini
gecememekte, As’nin maruz anneden fetiise gegisi olmakta (en ¢ok dimetillenmis
metabolitler) (Parajuli ve ark., 2013), ¢ok diisiik miktarda da anne siitiine
gecebilmektedir (Hall ve ark., 2007).

Insanlarda kana dagilimi sonucunda normalde 0,5-2 ppb konsantrasyonu
araliginda As bulunmaktadir (NRC, 1999). EPA’ya gore ise Sigara i¢cenlerde 2-10 ppb;
mesleki maruziyetlerde ise ortalama 10 ppb kadardir (EPA, 2015).

1.1.6.3. Metabolizma

Toksik maddeler organizma tarafindan zararsiz hale getirilmek ve viicuttan
uzaklastirilmak i¢in oksidayon, rediiksiyon, metilasyon gibi bir takim metabolik(Faz-
| ve Faz-1l) islemlerden gecirilmektedir. Faz-I reaksiyonlari oksidasyon-rediiksiyon,
Faz-11 reaksiyonlar: ise konjugasyon ve metilasyon reaksiyonlarini ifade etmektedir.
Karaciger arsenik metilasyonun en 6nemli bolgesidir ancak basta bobrek olmak iizere

diger organ ve dokularda arsenik metilasyon aktivitesi gosterebilir (Vahter, 2002).
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Arsenik icme sularinda Arsenit (Asi) ve Arsenat (ASy) inorganik arsenigi
olarak bulunmaktadir. Inorganik arsenik metabolizmas: en ¢ok karacigerde
gerceklesmekte olup, arseniklerin +5 degerli formlarindan +3 degerli formlarina (bazi
durumlarda tekrar +5 formlarina), inorganik As'lerin organik arsenik formlarina
dontistiriildiikleri, rediiksiyon (indirgenme)-oksidasyon-metilasyon gibi metabolik
basamaklardan gectikleri bir detoksifikasyon siirecidir (Hughes, 2011; Bhattacharjee
ve ark., 2013).

Organizmada Arsenat'lar (Asv) fizyolojik pH'da iyonize halde oldugundan
hiicre zarindan gegemez, ancak Arsenite (Asmr) doniistiiklerinde gegebilirler. Dokulara
ve hiicre sivisina dagilan arsenitin ilk detoksifikasyon siirecinin proteinlerin -SH
gruplarina baglanmasiyla ve o alanlarda rezervasyonu ile oldugu, metilasyon
enzimlerinin aktivasyonu ve metilasyonun baslamasiyla ikinci detoksifikasyon siireci
baslamaktadir (Vahidnia ve ark., 2007). Metilasyon siireci bagladiginda rezervden

diisiik miktarlarda arsenik salinim1 da olmaktadir.

iAaY Rediiksiyon iAgM S
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Sekil 1.4. Genel Arsenik Metabolizmas: ve Proteinlerin -SH gruplarina Baglanmasi (Khairul ve ark.,
2017).

23



Arsenik metabolizmasinda Faz-I (Oksidasyon, Rediiksiyon) ve Faz-ll
(Konjugasyon, Metilasyon) asamalar1 kademeli olarak gergeklesmektedir. Ik asama
Rediiksiyon (indirgenme) asamasidir: Bu asamada pentavalan As'ler (Arsenat-iAsy
(As20s) trivalan As (Arsenit-iAm (As203) formlarina indirgenir. ikinci asama ise
Oksidatif-Metilasyon asamasi'dir: Bu asamada trivalan As'ler (As*®) monometil-As,
dimetil-As ve trimetil-As'leri olusturmak igin oksidasyon ve metilasyona ugrarlar
(Hughes, 2002). Glutatyon-STransferaz (GSTO1) diger adiyla MMA rediiktaz ve diger
tiyoller rediiksiyonda kofaktorlerdir (Tanaka ve ark., 2003). Arsenik metil transferaz
(AssMT) enzimi metilasyon enzimi olarak, S-Adenosil Metionin (SAM) ise metil
donorii olarak kullanilmaktadir (Ahsan ve ark., 2007; Khairul ve ark., 2017) (Sekil 1.4).

iAs*™in metilasyonu hepatiktir ve temeli folat bagimli tek karbonlu
metabolizmaya dayanmaktadir. Folat SAM olusturulmasinda kullanilan metil
gruplarma katkida bulunur (Chen ve ark, 2003; Huang ve ark., 2008). ilk olarak
MMAy  (monometilarsonik  asit) meydana gelir.  MMAvnin  MMAy;
(monometilarsonoz asit) indirgenmesi ve ikincil metilasyonla DMAv (dimetilarsinik
asit) meydana getirebilir (Vahter, 2002) (Sekil 1.5). DMAn diizensiz bir araform
oldugundan organizmada DMAv ‘nin ne derece DMAr'e indirgenecegi belirsizdir
(Hansen ve ark., 2004). iAs metilasyonu sonucu olusan son metabolitler metilarsonik
asit (MMA) ve dimetilarsinik asittir (DMA). MMA ve DMA idrarla kolayca
atilabilmektedir. Bununla birlikte, reaktif ara maddeler olusturulabilirler (MMA,
DMA1). Emilen Arsenat (Asy) kanda Asni'e oldukga hizli bir sekilde indirgenir ve bu
da artan toksisite anlamina gelir. Ayrica, insan idrarinda metile metabolitlerin, MMA i
ve DMA/'in indirgenmis formlar1 saptanmistir. Ozellikle MMA i oldukea toksiktir.
MMA ve DMAy, inorganik arseniklere maruz kalmanin ardindan gdzlemlenen

artmis toksisiteyi ortaya koymaktadir (Vahter, 2002).
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Sekil 1.5. inorganik As Metabolizmas1 (Jomova ve ark., 2011).

As metabolizmas1 en genel anlamda iki elektron azaltilmasi ve bir metil
grubunun oksidatif eklenmesi (metil transferaz enzimi ile) temeline dayanir (Hughes,
2002; Thomas ve ark.,, 2007). Metilasyon ¢ogu memeli tarafindan
gerceklestirilmektedir. Metilasyon oranlar1 canli tiirlerine, tiirler iginde maruziyet
orani, siiresi, dozu, genetik ve fizyolojik sartlar gibi nedenlerle farkliliklar
gosterebilmektedir (Vahter, 2002). Metil transferaz gibi enzimlerin polimorfizmi olan
insanlarda yiiksek akut arsenik maruziyetlerinde arsenik metilasyonu inhibe
edilmektedir (Hughes, 2002). Kronik iAs maruziyetinde ise fazla metil kullanimi
nedeniyle bir siire sonra metilasyon orani azalir, DNA'da hipometilasyona ve

dolayisiyla farkli genetik ifadelere neden olabilmektedir.

MMA, DMA ve arsenobetain gibi organoarsenikler, hem laboratuvar
hayvanlarinda hem de insanlarda yapilan ¢alismalarda, inorganik arseniklere gore
daha az oranda metabolize olur ve daha hizli bir sekilde elimine edilir. Organizmaya

alinan MMA'nin biiyiik bir kismi yine MMA seklinde ¢ok az bir kismi1 da metabolize
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oldugundan DMA seklinde idrarda saptanmasi ¢ok az da olsa metabolize oldugunu

gostermektedir (Hughes ve ark., 2005).

1.1.6.4. Eliminasyon

Inorganik As organizma tarafindan absorbe olduktan sonra metabolize olarak
biiyiikk oranda bobreklerden (%62-75), az miktarda fecesle (%6-7), ¢ok az miktarda
deri dokiintiisii ve ter yoluyla viicuttan atilmaktadir (Jain ve Ali, 2000; Shakoor ve
ark., 2017; Vahter, 2000).

Uriner arsenik metabolitlerinin igerigi kisiden kisiye degisir ve arsenik
metilasyonunun etkililigini yansitmasi i¢in degerlendirilmektedir. As'lerin tipik {iriner
atilim formlar1 yapilan ¢alismalarla; %10-30 inorganik As (%20-25'i metillenmez), %10-
20 Monometil Arsonik Asit (MMAV), %60-80 Dimetil Arsinik Asit (DMAVv) seklinde,
cok diistik bir miktarda Trimetil Arsonik Asit (TMAO) seklinde arsenik metabolitleri
olarak, daha az miktarlarda da inorganik ve/veya organik arseniklerin trivalan ve
pentavalan ara formlar1 seklinde tespit edilmistir (Vahter, 2000; Ahsan ve ark., 2007).
Arastirmalara gore pentavalan arsenikler (iAsv, MMAv, DMAV) genelde idrarla, trivalan
arsenikler (MM A, DMA1n) genelde safrayla ve MM A yalniz safra yoluyla atilmakta,
ancak baska ¢alismalarda ise iAsi hem safra hem de idrar yoluyla atilmakta ve insanda
idrarda MMA atilimi da gézlenmektedir (Hughes, 2002). Popiilasyonlarda idrarda
farkli oranlarda ve farkli tipte arsenik metabolitleri atilabilmektedir. Kisiler aras1 arsenik
metabolitlerinin ¢esitliliginin/ farkliliginin sebebinin, maruziyetin biyolojik etkin doz ve
diger biyolojik siireglerden kaynaklandigini ortaya koymaktadir (Chen ve ark., 2003;
Vahidnia ve ark., 2007). Bu durum popiilasyonlar aras1 As metabolize eden enzimleri
diizenleyen genlerdeki genetik polimorfizmler sonucu As maruziyetindeki toksisite
farkliliklarina da yol agabilecegini gostermektedir (Vahter, 2000). Ayrica idrardaki
MMA ve iAs tiirlerinin oranlarinin artmasinin arsenik metilasyon siiregleri ve yiliksek
kanser riski ile de ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir (Chen ve ark., 2003; Huang ve
ark., 2008). MMA, DMA ve Arsenobetain gibi organik arsenikler oral yoldan
alindiklarinda, MMA ve DMA bir miktar metabolize olmakta, ancak Arsenobetain
metabolize olmadan idrarla atilmaktadir (Chen ve ark., 2003).
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Inhalasyonla alinan As'nin %60-90" akcigerden atilmakta ve absorbe edilen As'nin
%40-60"1 da yine metabolize olduktan sonra idrarla atilmakta arsenik-trioksite maruz

maden is¢ilerinde As'nin %30-40'n1in idrarla atildig1 gézlenmistir (Shakoor ve ark., 2017).

Alinanin As'nin %251 ilk 24 saatte, %75’1 ilk haftada idrarla atilir (Hughes ve
ark., 2011). insanlarda arsenik eliminasyonu 27-86 saat arasindadir. Ayrica bébrek
tiibiillerinde arsenatlar (pentavalan) daha toksik form olan arsenitlere (trivalan)
doniisebilmektedir (WHO, 2001; Bhattacharjee ve ark., 2013).

Organizmadan elimine edilme siirecinde sag, tirnak, deri gibi baz1 dokularda
As kiimiilasyonu da eliminasyon yolu olarak kabul edilmektedir (WHO, 2001,
Bhattacharjee ve ark., 2013). Arsenik -SH (Siilfidril/tiyol) gruplariyla baglanma
egilimindedir ve deri, sa¢ ve tirnakta tiyol (Siilfidril-SH) igeren ve sistein
aminoasitlerince zengin keratin yapilar bulunmaktadir (Ahsan ve ark., 2007; Jansen ve
ark., 2016). As maruziyeti ile deride As kiimiilasyonuyla (birikmesiyle)
hiperpigmentasyon/hiperkeratoza, tirnaklarda Mees c¢izgilerine neden olmaktadir
(NRC, 1999; Hinwood ve ark., 2003). Sacta As maruziyetinde, son maruziyeti ense
killarindan, 6 ay-1 yillik maruziyeti koltuk alt1 ve kasik killarindan daha iyi tespit
edilmektedir. Sactaki kiimiile As konsantrasyonu diger dokulardan daha yiiksektir.

Bazi insanlar giinliik olarak tonik veya afrodizyak olarak tek bir dozda > 0,3 mg
As almakta ve tolerans kazanarak As normal toksik dozundan etkilenmemektedirler. Bu

tarz insanlara Arsenofajist denilmektedir (\Vural, 2005).

1.1.7. Arsenik Maruziyetinde Kullanilan Biyolojik Materyaller

Arsenige oral, solunum ve dermal yollardan herhangi birisiyle maruziyet sonrasi
As, organizmada yiiksek oranda metabolize olup elimine edilmektedir. Ancak bir kismi1
da dokularda kiimiile olmaktadir. As maruziyetinin diizeyi, maruziyet yolu, maruziyet
kaynag1 ve hangi tiir As'ye maruz kalindig1 gibi siireglerin aydinlatilmasinda, arsenik

biyobelirteglerinden yararlanilmaktadir (Ahsan ve ark., 2007).
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Kan, idrar, sag, tirnak ve dokular As maruziyetinde kullanilan biyolojik
materyallerdir. Ancak bazen maruziyet yolu, tiirii, siiresine gore hangi belirteglerden
yararlanilacagi farklilik géstermektedir (Hughes ve ark., 2011; Bhattacharjee ve ark.,
2013).

As maruziyeti olmayan insanlarda kanda <1 ppb (ug/L), idrarda <100 ppb
(ug/L), sagta 1 ppm ve tirnakta 1 ppm, en yliksek seviyeler tirnakta-0,089 ppb; sag-0,18
ppb; kemik-0,07-0,12 ppb; akciger-0,03-0,05 ppb olarak tespit edilmistir (EPA, 2015).

Insan kaninda normal As diizeyi 0,5-2 ug/L kadardir (NRC, 1999). Viicuda bir
sekilde alinmis olan As mutlaka kan dolasimina ge¢cmektedir. Ancak kanda fazla
kalmaz ve 24 saat igerisinde, metabolize olacagi ve kiimiile olacagi dokulara dagilir.
Ayrica As viiciittaki dokularda fosfatin yerini alabilir ve yar1 dmrii uzayabilir. Bu
nedenle kandaki yliksek As diizeyi, ya en yakin akut maruziyeti ya da halen devam
eden kronik maruziyeti gostermektedir (WHO, 2001). Kandan total As ve As tiirleri

belirlenebilmektedir.

Idrarda As'min tiim metabolitleri gdzlenebilecegi i¢in en ¢ok kullanilan
biyogdstergelerdendir. Normal idrar As diizeyi 5-50 pg/L kadardir (NRC, 1999). Hem
total As, As tiirleri ve As metabolitleri dlgiilebilir. idrarda iAs, MMA ve DMA
Olciilebilir, As metabolizmasinin izlenmesi ve toksisite diizeyr hakkinda bilgi

edinilmektedir (Ahsan ve ark., 2011; Bhattacharjee ve ark., 2013).

Sagta As tespiti uzun siireli ve kiimiilatif As maruziyetini ifade etmektedir.
Ancak maruziyet dozu konusunda kesin bilgi verilemez. Daha ¢ok Adli vakalarda
sactan As bakilmaktadir. Akut yliksek doz maruziyetlerde ense killarindan, uzun
kronik maruziyetlerde ise aksillar ve pubik killardan 6rnekler alinmalidir. Ancak
sactaki As g¢evresel (As'li toprak, As'li su, sampuan v.b) maruziyeti de
icerebileceginden diger belirteclerle ve delillerle birlikte degerlendirilmelidir. Sacta
normal As diizeyi < 1 pg/g ‘dir (Hindmarsh, 2002). Sagta iAs, MMA, DMA ve total

As belirlenebilmektedir.
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Bir diger biyobelirteg olan tirnak uzun dénem maruziyeti ifade eder. Tirnaktaki
As normal deger ise < 1,5- 7,7 pg/g’dir (Hinwood ve ark., 2003). Tirnaklarda As'nin
akiimiile oldugu keratince zengin alanlardir. Tirnaklarda Mees Cizgileri As
maruziyetinin tipik gostergesidir. Tirnaklardan As diizeyleri bakilabilmektedir,
cevresel maruziyeti en aza indirmek i¢in ayak tirnaklari tercih edilmelidir. 2-12 aylik
doneme ait maruziyeti gosterebilir ve total As ve As tiirleri belirlenebilir (Ahsan ve
ark., 2007; Chatterjee ve ark., 2017).

Sag ve tirnaklarda daha 6nceki maruziyetler tespit edilebilirken, Kan ve idrarda
son maruziyetin gostergeleri olan As'ler ve idrar As metabolitleri gdzlenir. Idrarda
inorganik arsenik metabolitlerinin konsantrasyonu genellikle 5-20 pg/L arasinda degisir,
ancak 1000 pg/L'den fazla da olabilir (WHO, 2001). Ayrica idrarda iAs maruziyeti
izlenirken deniz triinlerinin tikketimi ve metabolize olabilen Arsenosekerlerin tiiketimi

idrar diizey 6l¢timlerini degistirebilecegi gozoniine alinmalidir.

Mesleksel maruziyetle ve inhalasyonla alinan Arsenik-trioksitin zaman-
agirlikli ortalama (TWA) degeri, bir vardiyadan hemen sonra veya bir sonraki
vardiyadan hemen Once toplanan idrardaki iAs-metabolitleri ile onemli o6l¢iide
iliskilidir. Ornegin, havadaki As konsantrasyonu 50 pg/m?® olan bir is yeri ortaminda,
vardiya sonrasi idrar 6rnegindeki ti¢ inorganik arsenik metabolitin toplamindan elde
edilen ortalama As konsantrasyonu 55 ng/g kreatinin olarak belirlenmis, ancak
mesleksel maruziyet olmayan kisilerde, idrardaki {i¢ metabolitin konsantrasyonunun
toplami, genellikle < 10 pg/g kreatinin kadardir (WHO, 2000a). Viicuda absorblanan
arsenik, tirin porfirin, eritrosit porfirin enzim aktivitelerini, heme oksijenaz
indiiklemesi, cesitli dokulardaki proteinkinaz C gibi enzimlerin ¢aligmasini da

etkilemektedir. Bu nedenle enzim aktiviteleriyle degerlendirmek daha uygun olacaktir.

Organizmadaki kan, idrar ve sagtan As analizinde Atomik Absorpsiyon
Spektroskopi (AAS) cihazi, HPLC ve ICP-MS gibi cihazlar ve bunlarin ¢esitli
kombinasyonlar1 As tiirlerinin, metabolitlerin tespiti ve tlirevlendirmelerde

kullanilmaktadir (Chatterjee ve ark., 2017) (Cizelge 1.5).
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Cizelge 1.5. As Olgiimiinde Kullamlan Materyaller ve Baslica Analitik Cihazlar (Chatterjee ve ark.,
2017).

Biyobelirtegler | Cihazlar

HGAAS (Hidrit Sistemli Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi)

GLC/ECD (Gaz Sivi Kromatografisi/ Elektron Yakalama Dedektorii)
HPLC/ICP-MS (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi/ Indiiktif Eslesmis
Plazma Kiitle Spektrometresi)

Serum NAA (Notron Aktivasyon Analizi)

HGAAS (Hidrit Sistemli Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi)

NAA (Notron Aktivasyon Analizi)

Kolorimetrik fotometri

XRF (X-Isin1 Floresan)

IEC-HGAAS (iyon Degisimi Kromatografisi-Hidrit Sistemli Atomik
Idrar Absorpsiyon Spektroskopisi)

AES (Atomik Emisyon Spektroskopisi)

HGAAS/TLC/ HRMS (Hidrit Sistemli Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi/ Ince
Tabakali Kromatografi/ Yiiksek Coziintirliiklii Kiitle Spektrumlarr)
HPLC/ICP-MS (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi/ Indiiktif Eslesmis
Plazma Kiitle Spektrometresi)

Kan

Sag HGAAS (Hidrit Sistemli Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi)
Tirnak HGAAS (Hidrit Sistemlii Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi)
GFAAS (Grafit Firinli Atomik Absorpsiyon Spektrometresi)
Yumusak GLC/ECD (Gaz Sivi Kromatografisi/ Elektron Yakalama Dedektorii)
doku/Doku HPLC/ICP-MS (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi/ indiiktif Eslesmis

Plazma Kiitle Spektrometresi)

HGAAS (Hidrit Sistemli-Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi)

NAA (Notron Aktivasyon Analizi)

Kolorimetrik fotometri

Su HG-HCT/GC-MID (Hidrit Sistemli-Heptancold Tuzag /Gaz Kromatografisi-
Coklu Iyon Tespiti)

AAS (Atomik Absorpsiyon Spektrofotometrisi)

ICP-AES/ ICP-MS (indiiktif Eslesmis Plazma Atomik Emisyon Spektrometrisi/
Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi)

HGAAS (Hidrit Sistemli Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi)

GFAAS (Grafit Firinli Atomik Absorpsiyon Spektrometresi)

Hava ICP-AES/ ICP-MS (indiiktif Eslesmis Plazma Atomik Emisyon Spektrometrisi/
Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi)
HGAAS (Hidrit Sistemli Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi)

Grda GFAAS (Grafit Firinli Atomik Absorpsiyon Spektrometresi)

HPLC/ICP-MS (Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi/ Indiiktif Eslesmis
Plazma Kiitle Spektrometresi)

Kolorimetrik fotometri

XRF (X-Isin1 Floresan)

HG-HCT/GC-MID (Hidrit Sistemli -Heptancold Tuzagi /Gaz Kromatografisi-
Toprak Coklu Iyon Tespiti)

AAS (Atomik Absorpsiyon Spektrofotometrisi)

ICP-AES/ ICP-MS (indiiktif Eslesmis Plazma Atomik Emisyon Spektrometrisi/
Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi)
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1.1.7.1. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi

Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (AAS) 1s18in, analizi edilecek maddenin
gaz haline getirilmis atomlarinca absorbe edilerek Olgiilmesi prensibine dayanir.
Temel diizeydeki element atomlari, Lambert-Beer esasina gére UV-goriiniir bolgedeki
monokromatik 1silar1 absorplar. Ilk olarak 1955°te Avustralya’da Walsh tarafindan
oyuk katot lambasinin icadiyla AAS analitik amaglarla kullanilmaya baglanmistir. 70
civart metal ve gegis metallerinin eser miktar analizinde kullanilmaktadir. Atomik
absorpsiyon spektofotometreleri de denen bu cihazlara madde konsantrasyon
tayinlerinde ihtiyag duyulmaktadir ve absorplanan 151k miktar1 madde
konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Absorplanan 1s18in dalga boyu analiz edilecek
elemente Ozgiidiir. AAS temelde Isik kaynagi, Atomlastiric, Monokromator ve
Detektor bilesenlerinden olusmaktadir. Atomlastiricilar: alevli olanlar Alevli AAS
(FAAS), atomlastiricisi elektrotermal olanlar ise Grafit Firinli AAS (GFAAS) olarak
adlandirilmaktadir. GFAAS’lerle ppb diizeyinde daha hassas analiz yapilmakta ve 5-
50ul gibi kiigiik hacimde 6rnekler yeterli olmaktadir. GFAAS ¢ozeltilerden homojen
siispansiyonlarin, emiilsiyonlarin, plastiklerin, tirnak, sa¢, doku ve bitki 6rneklerinin

analizlerine kadar genis bir kullanim olanag1 saglamaktadir.

1.1.8. Arsenigin Toksik Etkileri

Arsenigin toksik etkilerini maruziyet dozu, maruziyet siiresi, maruziyet yolu,
maruz kalinan As'nin tiirii, genetik faktorler, yas, genel saglik durumu ve yasam tarzi
gibi birgok faktor belirlemektedir. Ancak Arsenigin genel toksisite olusturma
derecesine baktigimizda en toksik formunun gaz hali oldugu, daha sonra sirasiyla
trivalan formlari, pentavalan formlar1 seklinde oldugu ve en az toksik formunun ise
elementel As oldugu belirtilmektedir. Ayrica inorganik As formlar1 da organik As'lere
gore daha toksiktirler. Inorganik As ve metillenmis metabolitleri organizmada
sitotoksik etkiler gosterirken; tiyo-arsenikli formlart da hem sitotoksik hem de

genotoksik etki gosterirler (Bhattacharjee ve ark., 2013).
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Inorganik As inhalasyonu ile bogaz agrisi ve akcigerlerde tahris
goriilmekteyken, yliksek diizeyde As yutulmasi ise Sliimle sonuglanabilmektedir.
Diisiik diizeyde As maruziyeti, mide bulantis1 kusma, eritrosit ve 16kosit iiretiminde
diisiis, kalpte ritim bozuklugu, kan damarlarinda hasar, ayaklarda ve ellerde igne
batmasi hissine neden olmaktadir. Arsenik bilesikleri ani-giddetli hipotansiyonla
birlikte metabolik asidoz ve siddetli ishallere; Arsin gazi ise siddetli-ani hemolizi

takiben, hematiiri ve oligiiriye neden olabilmektedir (Plantamura ve ark., 2011).

Hiicresel diizeyde ise As, hiicresel enerji yolaklarindan DNA sentez ve tamir
yolaklarina kadar bir ¢ok enzimin (yaklasik 200) inaktivasyonuna neden olmaktadir
(Ratnaike, 2003; Hughes ve ark., 2011). As metabolizmasi enzimleri ve bunlari
kodlayan genlerdeki polimorfizmler As'nin detoksifikasyon mekanizmalarini

etkilemekte ve toksik etkilerini artirabilmektedir (Bhattacharjee ve ark., 2013).

1.1.8.1. Akut Arsenik Toksisitesi

Akut As zehirlenmeleri daha ¢ok 6ldiirmek/6lmek igin kasten/kazara meydana
gelmektedir. Bulanti, kusma, abdominal agr1, diyare, periferal néropati, ensefalopati,
anemi, renal ve hepatik disfonksiyon, EKG'de anormallikler, ciltte pigmentasyon ve
ciddi gastrointestinal etkiler arsenik toksisitesinin ilk belirtileridir (Ratnaike, 2003;
Hughes ve ark., 2011). Diisiik dozda As zehirlenmelerinde hastalarda iyilesme
goriilebilmekte ancak sinirlerde iletim hizinda yavaslama ve aksonal dejenerasyon gibi

noropatik etkileri ileri yillarda gozlenebilmektedir (Vahidnia ve ark., 2007).

Oral yolla As maruziyetinde ilk yarim saatte agizda metalik tat, agiz kurulugu,
nefeste ve fegeste sarimsak kokusu ve yutma giicliigii v.b. belirtiler goriilmektedir.
Yiyecekle alindiginda bu belirtiler daha gec¢ goriilmektedir. Kaslarda agri, ciltte
kizariklik, bulanti, kusma ve siddetli diyare, ellerde ve ayaklarda uyusma, kas
kramplari, asir1 susama ile devam eden semptomlar, kilcal damarlarda hasar,
vazodilatasyon, plazma sizintis1 ve vazojenik soka neden olabilmektedir. Akut As

intoksikasyonunu (oral alimlarda) takip eden haftalarda (2-4 hafta) keratin siilfidril
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gruplarinca baglamasi neticesinde sagta, ciltte birikmeye baglar ve tirnaklarda “Mees

Cizgileri” gozlenmektedir (Rodriguez ve ark., 2003).

Siddetli arsenik zehirlenmelerinde soguk ve nemli ciltle birlikte dolagim
bozuklugu-kardiyopati, bobreklerde nefropati, idrar ¢ikisinda azalma, idrarda kan
(hematiiri), uyusukluk, halusinasyonlar, paranoid sanrilar, psikoz gelisimi, sokla birlikte
koma ve/veya 6liim meydana gelebilmektedir. Oliim ilk yirmidért saat icerisinde ya da

takip eden glinlerde dolasim, karaciger ve bobrek yetmezligi sonucu gerceklesmektedir.

As'ye mesleki maruziyet daha ¢ok Arsin gazi seklinde inhalasyonla meydana
gelmektedir. Daha ¢ok arsenik iceren cevher/metalin islenmesi (asitle muamelesi) ile
ortama salinan Arsin gazindan kaynaklanmaktadir. Sarimsak kokusu ortamdaki en
belirgin belirtisidir. Akut Arsin gaz1 toksisitesinin en belirgin fizyolojik belirtisi ani-
siddetli hemolizdir. Arsin gazi inhalasyonu sonucu kanda hemoglobindeki globinle
birleserek As metabolitleri olusturmakta, eritrositleri pargalayarak hemolize neden
olmaktadir. Sarap rengi idrarla karakterize Hemoglobiniiri, deride bakir-bronz
renginde kizariklik ve siddetli karin agrisi, titreme, susuzluk, EKG'de farkliliklar ve

akut bobrek yetmezligi sonucu 6liime kadar gidebilen bir tablo ortaya ¢ikabilmektedir.

Arsenik partikiillerinin inhalasyonu ise rinit, oksiiriik, gogiis agrisi, dispne,
larenjit ve farenjite neden olmakta ve partikiillerin akcigerden absorpsiyonu ve kana

karigsmasiyla diger akut/kronik etkiler gézlenebilmektedir.

Akut As zehirlenmelerinde en gok vaka, pestisitlerin kazara yutulmasi ve daha
az sikhikta da intihar amagli kullanimi sonucu olmaktadir. Inorganik As'nin akut
maruziyeti sonrasi 24 saat-4 giin arasinda 6liim gézlenebilmektedir (Ratnaike, 2003).
Akut As zehirlenmesinde intihar amacl bir vakada ciceklerde fungusit amacl kullanim
icin bulundurulan Disodyumhidrojen-Arsenat'in intravendz enjeksiyonla kullanimi
sonucu viicuda giren pentavalan As, uygulamadan 3 saat kadar sonra gastro-intestinal
semptomlara yol agmus, 12 saat i¢inde yogun bakima kaldirilmigs ve multiorgan
yetmezliginden kisi 6lmiistiir (Ratnaike, 2003). Postmortem incelemelerde yiiksek As

konsantrasyonlar1 ve As metabolitleri de, antemortem kan orenklerindeki pentavalan ve
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trivalan As konsantrasyonlariyla uyumlu MMA ve DMA seklinde belirlenmistir. Akut
belirtiler oral yolla alinan belirtilerle benzer sekildedir ancak intravendz alimda direkt
kana verilen As ciddi kapiller hasara yol agarak vazodilatasyon, plazma
transdiiksiyonuna ve soka neden olmustur. Toksikolojik analizlerde, dokularda da As
yiiksek diizeyde tespit edilmis ve histopatolojik incelemede miyokardit gozlenmistir.
Tournel ve ark. (2011) antemortem femoral kanda Asii=600 pg/L, Asv=39 ug/L;
postmortem kardiak kanda trivalan arsenik bulunmamis, Asy=43 png/LL DMA=586 pg/L;
safrada Asv=43 ng/L DMA=1635 ng/L; gastrik icerikte de sadece 1319 pg/L DMA
tespit etmislerdir. Post mortem incelemelerde dokularda karacigerde 28 380 pg/L DMA
ve 9 870 pg/L Asy, akcigerde 2 780 pg/L DMA; bobrekte 12 7000 pg/L DMA
bulunmustur ve bu sonuglar akut As toksisitesiyle (karaciger total As: 8 900-202 000
ug/L; akciger total As: 300-188 000 ug/L; bobrek total As: 4 400-239 000 pg/L) uyumlu
cikmustir (Tournel ve ark., 2011).

Oral iAs 6liimciil dozu 120-200 mg; akut toksik dozu 5-50 mg; Arsenik-trioksit
Olimciil dozu 70-120 mg rapor edilmis, iAs'nin toksik etkileri kandaki As
konsantrasyonu > 100 pg/L oldugunda gozlenmeye baslamis ancak baska bir
calismada normal kan As aralig1 2-23 ug/L olarak tespit edilmistir (Tournel ve ark.,
2011). Elemental arsenigin fetal dozu ise 70-180 mg’dir. EPA’ya gore Arsenigin
LDso= 1-4 mg/kg ve ratlarda LDso=15-293 mg/kg verilmistir (EPA, 2015).

1.1.8.2. Kronik Arsenik Toksisitesi

As'nin kronik maruziyetindeki en biiyiik kaynak i¢gme sularindan maruziyettir.
Endiistriyel As maruziyetinde de kronik As toksisitesi goriilmektedir. Uzun donem
diisiik dozlarda As maruziyetiyle bir miktar tolerans kazanilsa da ilerleyen donemlerde

etkileri ciddi boyutlara ulagmaktadir.

Kronik As toksisitesinde farkli klinik tablolar ortaya ¢ikabilmektedir (Choong
ve ark., 2007). Hastada sadece idrarda ve kanda As tespit edilebilir, baska ayirtedici
on belirtiler vermeyebilir. Diger asamada 6zellikle As'ye 5-10 yi1l maruziyette avug

iclerinde ciltte melanozlar ve keratozlar; gdgiis, sirt, bacak ve dis etlerinde koyu
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renklenmeler; ekstremitelerde 6demler gozlenebilmektedir. Bir diger asamada ise
karaciger, bobrek ve dalakta biiyiime, bronsit ve diyabetin goriildiigli artmis klinik
semptomlar gozlenmektedir. Kronik toksisitenin en agir asamasinda ise tiimorler,

kangrenler ve kanserlerin eslik ettigi klinik tablolar gozlenir.

As'nin kronik toksisitesindeki en belirgin belirtiler deride, karacigerde, akcigerde
ve dolasim sisteminde olmaktadir (3-7yil). Derideki eritematozlar (kizariklik)
maruziyetin devamiyla melanozlar ve hiperkeratozlar seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Dig
etlerinde asir1 kanamalar ve c¢izgilenmeler goriilmektedir. Derideki pigmentasyon
“yagmur damlas1” goriintiisiiyle karakterizedir. Avug icleri ve ayak tabanlarinda
deskuamasyon (soyulma ve dokiilme), parmak uglarinda ise hiperkeratozlar, kirilgan
tirnaklar, tirnaklarda belirgin “Mee’s Cizgileri”, prekarsinoz deri lezyonu olan “Bowen
hastalig1”, diizensiz alopesi (sa¢ dokiilmesi), fasiyal 6dem gozlenmektedir. Kronik As
maruziyetinde hemoliz ve folat metabolizmasindaki degisikliklerle anemi, 16kopeni,
trombositopeni gozlenmektedir. Kronik As maruziyeti ayrica kronik bronsit, akcigerde
fibroz doku olusumu gibi akciger hastaliklarina, sindirim giicliigii, diyabet,
hepatomegali, siroz, sarilik gibi gastrointestinal hastaliklara ekstremitelerde his kaybi,
isitme kaybi, denge kaybi, ensefelopati, periferal noropati gibi norolojik hastaliklara ve
hipotansiyon, miyokardit ve “Blackfoot hastaligi” (Tayvan ve Cin'de yaygin-kangrene
neden olmakta) gibi kardiyovaskiiler hastaliklara neden olmaktadir (Ratnaike, 2003;
Vahidnia ve ark., 2007; Hughes ve ark., 2011; Chatterjee ve ark., 2017). Ayrica uzun
donem As maruziyetlerinde hamilelerde As plasentadan gecebildigi igin diigiikle ve dli

bebekle sonuglanan dogumlar meydana gelebilmektedir.

Yiiksek dozda Arsenige maruz kalinmasiyla tiim bu hastaliklara ilaveten ¢oklu

sistem hastaliklar1 ve bu sistemlere ait dokularda kanserler goriilebilmektedir.

1.1.8.3. Arsenik Zehirlenme Tedavisinde Yaklasim

As bilesiginin 6zelligine, maruziyet yoluna, maruziyet dozuna ve epigenetik
faktorlere bagl olarak toksik doz ve oldiiriicti doz degisebilmektedir. Oral alimlarda

As > 1 mg toksik etkiler gostermeye baslamakta; toksik dozu 10-50 mg; letal dozu

35



(LDsp) ise 60-200 mg'dir (Dousova ve ark., 2003). iAs'nin > 100 mg'nin oral alimi; is
yerinde > 0,05 ppm Arsin maruziyeti toksik etkileri ortaya ¢ikarmaktadir. ilk olarak
idrardaki As oranimnmn belirlenmesi gerekmektedir. Idrarda 50-100 mg/L As
konsantrasyonunda (son 24 saatte deniz iriinii tiiketilmemesi kaydiyla) Akut As
zehirlenme teshisi konulmaktadir. Kronik zehirlenmelerden silipheleniliyorsa kan, sag,
tirnak orneklerinde As incelemesi yapilmalidir. Oncelikle toksik etkiler nedeniyle
olusan dehidrasyon diizeltilmelidir. Akut As zehirlenmelerinde eliminasyonu 6nlemek
icin orogastrik lavaj yapilmali ve hemodinamik stabilizasyon saglanmalidir.
Hemodiyaliz yapilabilir. Gastro intestinal kanaldan emilimi dnlemek i¢in Polietilen-
glikol uygulanmali. Selasyon ajani olarak Dimercaprol (2,3-dimercapto-1-propanol,
British anti-lewisite, BAL), Dimerkaptosiiksinik asit (DMSA) ya da Penisillamin
kullanilmaktadir (Vahidnia ve ark., 2007) (Cizelge 1.6).

Cizelge 1.6. As Zehirlenmelerinde Kullanilan Bazi Selatlama Ajanlari.

Selatlama Ajani Tedavide Kullanim

Dithiol ve monothiol ajanlar1 (BAL) Klinik bulgularin giderilmesi i¢in, viicutta arsenik
depolanmasinin azaltilmasiyla kanser riskini azaltir.

Penicillamine SMSA (Selective
Macrophage Supressing Agent) ve DMPS
(Dimercaptopropanesulfonic Acid)

DMSA (Dimerkaptosiiksinik asit)

Kronik Arsenik Toksisite tedavisinde etkilidir.

DMPS

Dokudan arsenik ekstraksiyonunda kullanilan
BAL (British Antilewisite) selatordiir.

Agir Arsenik zehirlenme tedavilerinde dnemlidir.
Dimercaprol (2, 3-dimercaptopropanol) Genel Selatlama ajanidir.
Penicillamine (monothiol ajani) Basarili bir selatlama ajani olup, oral uygulanabilir.

1.1.8.4. Arsenigin Sistemik Toksisitesi

Arsenik maruziyetinin toksik etkileri en ¢ok 1As maruziyeti sonrast olmakta ve
uzun siireli maruziyet neredeyse tlim organ sistemlerini etkilemektedir. Oral absorblanan
1As'nin insanlarda deri, akciger, mesane, meme, prostat, bobrek ve karacigerdeki hasarlari
disinda, bu organlarda kanser gelisme riskini de artirmaktadir (Hughes ve ark., 2011).
Sistemik toksisitenin gelisimi Arsenige maruziyet sonrasi viicudun ne kadar absorbe

ettigine, maruziyetin siiresine, konsantrasyonuna ve genetik faktorlere baglhdir.
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Inorganik arsenige 0,05-0,1mg/kg/giin kronik oral maruziyetle, insanlarda
norolojik ve hematolojik toksik etkileri; 0,72-2,8 mg/kg/glin maruziyetle doz
insanlarda oral/inhalasyonla karsinojen etkileri gozlenmektedir (EPA, 2014). 200
mg/L konsantransyonunda As igeren igme suyu ic¢enlerde hipertansiyon ve kalp
hastalaliklari, nefroz, nefrit ve prostat kanser riskinde artis gozlenmistir. Ayrica
arsenik, oksidatif fosforilasyon siirecinde fosforun yerini alarak osteoblastlarda
farklilasma ve kemik yogunlugunda azalma gibi kemik doku tizerinde toksik etkilerini

gostermektedir (Hu ve ark., 2012).

Dermal Sistem Etkileri

Arsenikten kaynaklanan cilt lezyonlarinin olusmasinin, As'min siilfidril
gruplarina baglanma, keratince zengin dokularda birikme egilimleri; folat, selenyum,
A, C, E vitamini gibi besin 6gelerince diisiik beslenme, sigara kullanimi ve viicut kiitle
indeksi gibi yasam tarzini1 gosteren parametreler ve arsenik metabolizmasi ile ilgili
genetik polimorfizm genleri ile ilgili oldugu tespit edilmistir (Chen ve ark, 2009). 0,01-
0,1 mg As/kg/giin veya daha fazla arsenik igeren igme suyu tiiketen insanlarda bircok
epidemiyolojik ¢alismada dermal sistem etkileri tespit edilmistir. Kronik maruziyette
3-7 yil i¢inde hiperpigmentasyonlar yer yer hipopigmentasyonlar, agiz ¢evresinde
herpetik lezyonlar, el ve ayaklarda hiperkeratoz v.b. etkiler gozlenir (Hansen ve ark.,
2004; Centeno ve ark., 2002). Arjantin'de (Girdaba) igme suyundan yiiksek As'ye
maruz kalanlarda keratoderma, hiperhidrozis, gévdede 1-10 mm capl siyah lekeler
gozlenmistir. Banglades'te yapilan bir aragtirmaya gore 10 pg/L veya daha az arsenik
iceren igme suyuna maruz kalan 167 kisiden 36'sinda melanoz ve keratozis
gozlenmistir (Ahsan ve ark., 2000). Banglades'te yapilan bagka bir ¢alismada ise
11746 kisinin 8,1-864 pg/L araliginda farkli konsantrasyonlarda As'ye igme suyundan
maruz kaldigi, toksik etkilerinin pigmentasyon ile cilt kanserleri arasinda ¢esitlilik
gosterebilecegini ortaya koymaktadir (Ahsan ve ark., 2006a). Banglades'te 40 milyon
insanin As maruziyeti riski altinda oldugu tespit edilmistir. As’ye maruz kalan
bireylerin %93,5'inde melanozlar, %68,3'linde keratozlar, %37,6'sinda hiperkeratozlar

ve %39,1'inde 16komelanozlar yaygin bulunmustur (Karim, 2000).
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As maruziyetindeki hiperpigmentasyonlar “yagmur damlas1” seklinde diffiiz
koyu kahverengi lekelerle karakterizedir. Keratozlar tekdiize kalinlasma ya da
nodiiler sekildedir. Keratince zengin el-ayak tirnaklarinda As birikimi sonucu beyaz
“Mee’s Cizgileri” gozlenir (Ratnaike, 2003). Tayvan'li arsenige maruz kalanlarin
ayaklarimda kararmayla karakterize “Black Foot” (kardiyo vaskiiler nedenli)
hastalig1 gozlenmektedir. Ileri dénemlerde “Bowen hastaligi” (Kanserlerde yer
verilmistir), bazal hiicre karsinomu gibi cilt kanerlerine yol agmaktadir. Fowler
sollisyonuna maruz kalan is¢ilerde yillar sonra bazal hiicre karsinomunun ortaya
¢ikmis olmasi, maruziyet sonrasi latent doneme isaret etmektedir (Ratnaike, 2003).

Ciltteki As etkileri Sekil 1.6’da verilmistir.

(b)

(d)

Sekil 1.6. Ciltteki Arsenik Etkileri.

a- Tirnaklarda Mees Cizgileri (https://www.thelancet.com/article/S0140-6736 (08)61587-1/fulltext)

b- Hiperpigmentasyon-Keratozlar (http://www.scind.org/1034/Health/cancer-caused-by-ground-water-
arsenicas-contamination.html)

c- Ayaklarda kararma (Black Foot Disease) (https://www.youtube.com/watch?v=ACfEF0i3JoM)

d- Hiperpigmentasyonlar (Yagmur damlasi) (http://www.digitaljournal.com/image/341108)
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Kardiyovaskiiler Etkiler

As maruziyetinin koroner kalp hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar,
periferik arteriyal hastaliklar, miyokardit ve perikardit gibi kardiyovaskiiler sistem
tizerine ciddi etkileri oldugu ortaya ¢ikmistir (Moon ve ark., 2012). As'nin oral
maruziyetinin (su ve gida) ¢ocuklarda miyokart enfarktiisii ve arteriyal kalinlagsmaya
neden oldugu bildirilmistir (Zaldivar, 1977). Akut ve kronik As maruziyetlerinde
miyokardiyal depolarizasyon ve kardiyak aritmiler tespit edilmistir. Diisiik diizeyde
kronik As maruziyeti vaskiiler sistem hasarlarina yol acarak siyah goriiniimlii ayaklara
yol agan “Black Foot Hastaligi” na neden olmaktadir (Tseng, 2005; Chen ve ark.,
2009). Bu hastalik 0,17-0,8 ppm diizeyindeki (0,01-0,5 mg/kg/giin) As'li sularin
tilketilmesi sonucu Tayvan'da (Giliney bati) gozlenen endemik bir vaskiiler sistem
hastaligidir (Tseng, 2005). As konsantrasyonu yiiksek artezyen kuyulardan su
tiketimiyle iAs maruziyetiyle ortaya cikmistir. Klinik semptomlar ve arter
tikanikliklar1 daha ¢ok alt ekstremitelerde goriilse de nadir durumlarda (ist
ekstremitelerde de gozlenebilmektedir. Ekstremitelerde iilserasyonu takiben kangren
ve spontan/cerrahi amputasyonla sonuglanmaktadir (Tseng, 2005; Chen ve ark., 2009).
Bu hastalarin %70'inde aterosikleroz gézlenmistir (Tseng, 2005). Son yillarda musluk
suyu i¢imiyle goriilme oran1 diismiistiir. Sili'de igme suyu ile 0,6- 0,8 mg/L arsenik
aliminda (0,02-0,06 mg As/kg/giin) ve inorganik As'ye inhalasyonla maruz Isve¢’li
bakir iscilerinde (gevresel ve mesleksel maruziyet) parmaklarda anormal sistolik
basingla (kan damari basinci artmakta) ve soguklukla (kan akim hizi azalmakta)
karakterize ve ilerleyen donemlerde siyanozlara ve kangrenlere neden olan “Raynaud
Sendromu” gozlenmistir (Lagerkvist ve ark., 1986; Yu ve ark., 2000; Xia ve Liu, 2004)
(Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Raynaud Sendromu (https://tr.doctorforhelp.com/raynauds-phenomenon-18940).

Uzun siire iAs’nin inhalasyonla maruziyeti kan damarlarina, kalbe hasar
vermekte, hipertansiyonlara ve iskemik kalp hastaliklarina neden olmaktadir (Hsueh
ve ark., 2005; Huang ve ark., 2007). Arsenik trioksitin kronik inhalasyonunun
insanlarda kardiyovaskiiler hastaliktan 6liim riskini artirabildigi belirtilmistir (Axelson
ve ark., 1978; Wall, 1980; Lee-Feldstein, 1983). Tayvan'da 463 kisi lizerinde yapilan
aragtirmada As’ye maruz kalanlarda karotis Aterosikleroz ile As maruziyeti arasinda
iliski tespit edilmistir (Wang ve ark., 2002). Diisiik ve orta diizey (<50 ve 50-300 pg/L)
As’ye maruz kalan 8 000’ den fazla kiside yapilan ¢alismada yiiksek serebrovaskiiler
hastalik riski tespit edilmistir (Chiou ve ark., 2001).

Solunum Sistemi Etkileri

Arsenigin solunum sistemi iizerine etkileri hem iAs’li kuyu sularindan su
tilketimi hem de mesleksel 1As inhalasyonu sonucu olmaktadir. As'in partikiillerine,
gaz formlarina ve dumanlarina (hem gaz hem ince partikiil), 6zellikle metal eritme-
oglitme endiistri is¢ilerinde ve pestisitlerin kullanimlarinda tarim iscilerinde,
mesleksel olarak maruz kalinmaktadir. Endiistride bakir eritmede Arsenik-trioksit yan
iirlin olarak olugmaktadir. Bakir iscilerinde maruziyetin ortam havasindaki arsenik
tozlarmin ve Arsenik trioksit buharlarinin inhalasyonuyla oldugu bildirilmistir
(Hughes ve ark., 2011). Solunum yoluyla maruziyette gegmeyen larenjit, bronsit, rinit,

trakebronsit ve bronsit gibi solunum yolu iltihaplariyla seyreden bogaz agrisi, ses
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kisikligt ve kronik oksiiriik gozlenmektedir. Cok yiiksek dozda endiistriyel
inhalasyonla As maruziyetinde 1-3 hafta sonra ‘“Nazal Septum Perforasyonu”

(burunda delinmeler) gozlenebilmektedir (Sekil 1.8).

Sekil 1.8. Nazal Septum Perforasyonu (http://clinicaljunior.com/entseptalperf.html).

Arsenik-trioksit inhalasyonlarinda alveolar hemoraji, pulmoner 6dem yaygin
goriiliirken; 1As'ye igme suyuyla oral maruziyette kronik astim-bronsit ve astim daha
yaygin goriilmektedir. As partikiillerinin solunumu ile akciger bazallerinde fibroza
neden olmaktadir. Hindistan, Bati Bengal ve Sili'deki As vakalarinda kronik
toksisiteye maruz kalan ve dermal lezyonlari olan hastalarda solunum yolu hastaliklari
daha yaygin oldugu tespit edilmistir. Tayvan'daki Siyah Ayak Hastalig1 olanlarda ise
artmig bronsit insidasi tespit edilmistir (Ratnaike, 2003).

Norolojik Sistem Etkileri

1As'nin maruziyetinde en cok etkilenen sistemlerinden biri de Norolojik
Sistemin hem periferik hem de merkezi alanlaridir. As'nin norolojik etkileri, alimidan
birka¢ saat icinde gelisebildigi gibi maruziyetten sonraki 2-8. hafta iginde de
goriilebilmektedir. 1 mg As/kg/glin lizeri akut As maruziyetlerinde bas agrisi,
uyusukluk, zihinsel karigiklik, haliisinasyon, nobet, koma ve ensefalopati
goriilebilmektedir. Kronik ensefalopatiyle kalic1 basagrisi, bellekte zayiflik, libido
kaybu, idrara ¢ikista artis, depresyon ve panik atak ortaya ¢ikmaktadir (Guo ve ark.,
2007; Dang ve ark., 2008; Sen ve Sarathi, 2012). Akut maruziyetten 1-5 hafta sonra
aksonal dejenerasyonla birlikte néropati gozlenebilmektedir. Noropatinin en belirgin
klinik ozellikleri ayak tabanlarinda uyusma, agr1 ve karincalanma hissidir. As'nin

toksik etkilerinin ¢ogu, hiicresel enerji yolaklarindaki enzimlerin inaktivasyonu
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sonucu olur; As'nin proteinlerin ve enzimlerin tiyol gruplariyla reaksiyona girmesi ve
onlarin katalitik aktivitelerini inhibe eder (Tyler ve Allan, 2014). Ayrica As-kaynakli
norotoksisitede, diger pek ¢ok ndrodejeneratif hastalikta oldugu gibi, hiicre iskeleti
proteinlerinin bilesiminde ve hiperfosforilasyonda degisikliklere neden olarak

norotoksik etkilerini gostermektedir (Vahidnia ve ark., 2007; Tyler ve Allan, 2014).

Son yirmi yilda yapilan c¢esitli epidemiyolojik caligmalarda arsenik
maruziyetinin  ¢ocuklarda biligsel islevi, Ozellikle Ogrenme ve hafizay
etkileyebilecegini gdstermistir. Arastirmacilar arsenik maruziyetinin ¢ocuklarda IQ'da
0,4tk bir azalma ile iligkili oldugu sonucuna varmislardir (Tyler ve Allan, 2014).
Meksika'daki As’ye maruz kalan ¢ocuklarda (idrarda > 50 pg/L) gorsel-uzamsal akil
yiirlitme, dil ve kelime, hafiza, zeka ve matematik becerilerini 6l¢en testlerde zayif
puanlar aldiklar1 (Rosado ve ark., 2007); Meksika'daki baska bir ¢alismada ¢ocuklarda
artmis hiperaktivite ve artmis dikkat eksikligi (Roy ve ark., 2011); Hindistan'da
cocukluk déneminde suda ortalama 147 pg/L Arsenige maruz kalan ¢ocuklarda kelime
dagarciginda ve hafizada azalmaya ve matematik becerilerinde zayifliga neden oldugu

tespit edilmistir (von Ehrenstein ve ark., 2007).

Mesleksel maruziyette bakir iscilerinin As inhalasyonu neticesinde is¢ilerde
norolojik etkiler gozlenmeye baslanmistir (Hughes ve ark., 2011). iAs'nin inhalasyonu
duyusal-motor ndronlarin periferal noropatilerine dolayisiyla refleksel uyusukluga ve
kas giicsiizliigiine neden olabilmektedir. Arsenik-trioksit Akut Promiyelitik Losemi
tedavisinde kullanilmakta ve bu hastalarda gegici norotoksik etkilere neden

olabilmektedir (Vahidnia ve ark., 2007).

Gastrointestinal Sistem Etkileri

Arsenigin akut maruziyetlerinde dudaklarda yanma, agrili yutma, susama, mide
bulantis1 ve abdominal kolik en yaygin etkilerdir. Anoreksiya, kilo kaybi, sarilik,
hepatomegali, portal fibrozis ve siroz gelisimi gozlenmistir. Hindistan'da iAs igme suyu
(0,64 mg /L) ile kronik maruzlarda 6liim vakalar1 bildirilmistir (Chakraborty ve Saha,

1987). Arsenik barsak hemostazisini etkileyerek bariyeri bozar ve inflamatuar yanitlara
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neden olmakta, gida bilesenleriyle etkilesimi, metabolizmasi sonucu daha toksik As
tiirlerinin olugmasina neden olabilmekte ve ayrica bagirsak emilimini de bozarak toksik
etkisini artirmaktadir (Hong ve ark., 2014). Arsenige tekrarlanan maruziyette
karacigerde birikim olmaktadir. Hepatik tutulum aylar/yillar boyunca belirti
vermeksizin meydana gelmektedir. Kanamalar, Ozafagus varisleri, sarilik ve
hepatomegaliyle belirtiler vermektedir. Kronik maruziyetlerde (0,02-0,01 mg
As/kg/giin) kan analizlerinde ylikselmis karaciger enzimleri gézlenebilmektedir. Fowler
solusyonu gibi As igeren ilaclarin oral aliminda hepatik lezyonlar, karacigerde
yaglanma, portal fibrozis, hepatik yetmezlik, siroz ve koma ile 6lim gelisebilmektedir.
Tayvan'da yapilan aragtirmalarda 40 yas ve iizeri obez bireylerde meydana gelen Tip-2
diyabetle 1As maruziyeti arasinda bir iliski olabileceginden bahsedilmis ve yiiksek
1As'ye maruz kalanlarda maruz kalmayanlara gore diyabet insidansi 2-5 kat daha yiiksek
bulunmustur (Hong ve ark., 2014). As'nin yiiksek diizeyde inhalasyonla partikiil ve

dumanina maruz ig¢gilerde bulanti, kusma ve diyare yaygindir.

Genito-Uriner Sistem

Bobreklerde karaciger gibi tekrarlayan maruziyetlerde As biriktiren bir organdr.
As eliminasyonunun baslica yapildigi ve pentavalan As'nin trivalan As'ye doniisiim
yeridir. As maruziyeti sonucu, bobrek kilcallari, tiibiilleri ve glomeriiliisleri hasara ugrar
ve idrarda proteiniiri ve albuminiiri meydana gelir (Stehouwer ve ark., 2004). Proksimal
tiibiiller hiicrelerde mitokondriyal hasar belirgindir ve oligiiri gdzlenmektedir. Akut
arsenik ¢ok siddetli ise bobrek yetmezligiyle sonuglanabilmektedir. Arsenik maruziyeti
ve proteiniiri arasindaki doz-cevap iliskisi, diisiik-orta arsenik diizeylerinin maruziyeti,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve bobrek hastaliginin ortak bir nedenselidir (Chen ve ark.,
2009).

Inhalasyonla 6zellikle arsin gazina maruz kalinmis ise hemoliz meydana
geleceginden renal yetmezlik sonucu nekroz meydana gelebilmektedir (6nlemek igin

hemodiyaliz uygulanir).
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Insanlarda mesleki As maruziyeti cinsel giicte azalmaya, testesteron diizeyinde
azalmaya, sperm anomalilerine ve prostat kanserine neden olabilmektedir (Mathur ve
ark., 2010; Yilmaz ve Ding, 2013). 5,8 nug kan As diizeyinden yiiksek kronik As
maruzlarda sperm hareketliliginde azalmalara neden oldugu bildirilmistir (Pizent ve

ark., 2012).

Hemapoetik Sistem Etkileri

Akut ve kronik arsenik maruziyetlerinde hemapoetik sistem etkilenmekte ve
siddetli anemi ve lokopeni gozlenmektedir. Yiiksek arsenik dozlarinin insanlarda
kemik iligi depresyonuna neden oldugu bildirilmistir. Arsin gazina inhalasyonla 10
ppm gibi yiiksek diizeyde maruziyet eritrositlerde hemolize ve birkag saat icerisinde
6liime neden olmakta ve 0,5-5 ppm diizeyinde arsin gazina maruziyette ise anemi ve
hemolizler birka¢ hafta icinde ortaya ¢ikmaktadir (EPA, 2014). Hemoliz sonrasi
nefronlarin tikanmasiyla birlikte bobrek hasart meydana gelir. Metillenmis arsinler

daha giicliidiirler ancak daha az hemolitik etki gosterirler.

Arsenik ve Kanser

Arsenik maruziyetinde trivalan ve pentavalan formlari hiicrelere girerek reaktif
oksijenler olusturarak ya da epigenetik degisikliklere yol agarak hiicrelerde hasara
neden olurlar. Pentavalan As (Asy) trivalan As'lere (As,,) ve bunlar da metillenerek
MMA ve DMA'ya donligmektedir. Bu metilasyon sirasinda S-Adenozilmetionin
(SAM) ve Glutatyon’un (GSH) tiiketilmesiyle DNA metilasyonunda degisikliklere,
histonlarda modifikasyonlara ve ekspresyonlar1 degistirilmis mikroRNA'lara neden
olurlar (Epigenetik Degisiklikler) (Martinez ve ark., 2011c) (Sekil 1.9).
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Arsenik Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC-the International
Agency for Research on Cancer) tarafindan Grup I insan karsinojenleri sinifina
alimmistir (Chen ve ark., 2009; Martinez ve ark., 2011c). Ancak arsenik-trioksit
ozellikle APL (Akut Promiyelositik Losemi) hastalart i¢in kemoterapétik ajan olarak
da kullanilmaktadir (Wang ve Chen, 2008; Mathews ve ark., 2010). As oral alimla
basta deri kanseri olmak ilizere, mesane, bobrek, karacier, prostat ve akciger
kanserlerine neden olmaktadir (Marshall ve ark., 2007; Morales ve ark., 2000;
Ferreccio ve ark., 2000). Arsenige maruz kalanlarda en yaygin kanser deri kanserleri,
olim riski en ¢ok olan kanserleri ise akciger kanserleridir (Mead, 2005). iAs
bilesiklerinin metabolitleri olan ve herbisitlerde de bulunan MMA ve DMA insanlarda
Grup 2 karsinojen, arsenobetain ve diger organik As bilesikleri insanlarda metabolize

olmadiklari i¢in karsinojen olarak siniflandirilmamaktadir (IARC, 2012).

Arsenik ve cilt kanserlerinin iligkisi ilk olarak Fowler Soliisyonu (%1
potasyum-arsenit) kullananlarda tespit edilmistir (Martinez ve ark., 2011c). Fowler
¢ozeltisinin uzun siire kullanimiyla kronik As toksisitesi ve hemanjiosarkom,
karaciger anjiosarkomu ve nazofarenks karsinomu gézlenmistir (Ratnaike, 2003). 150

pg/L ve lizerinde As maruziyetinde cilt kanseri sikliginda artis meydana gelmistir.
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Kronik As maruziyetlerinde ciltte Bazal Hiicreli Karsinom (en yaygin) ve Skuamoz
Hiicreli Karsinomlar (Bowen hastaligi) daha siklikla gézlenmekte olup, daha digiik
siklikta ise Merkel Hiicreli Karsinomlar gézlenir (Wong ve Wang, 2010; Boonchai ve
ark., 2000; Lien ve ark., 1999). Bu karsinomlar daha ¢ok suda ¢oziinebilen As
nedeniyle olusmaktadir. Macaristan, Romanya ve Slovakya'da yasayanlar iizerinde
icme suyundaki uzun siireli diisiik arsenik konsantrasyonlarinin (<100ug/L iAs)
karsinojenik riskini degerlendirmek ic¢in yapilan son epidemiyolojik bir ¢alismada,
bazal hiicreli karsinom gelisme riski ile anlamli bir iligki tespit edilmistir (Leonardi ve
ark., 2012). Cilt kanserleri siklikla 3-40 yil araligindaki maruziyetlerde Bowen
hastaligi 10 yi1l ve lizeri maruziyetlerde, skuamoz hiicreli karsinomlar 20 yillik
maruziyetlerde, akciger kanserleri ise 30 yillik maruziyetlerde gézlenmistir (Yoshida
ve ark., 2004). Bowen hastaligi arsenik maruziyetinden 10 yil sonra ortaya
¢ikmaktadir. Arjantin, Sili, Kanada ve Tayvan'daki epidemiyolojik ¢alismalar Siyah
Ayak Hastaligi, Bowen hastaligi ve cilt kanserinin, arsenik iceren igme suyu ile
arasinda iliski oldugunu gostermistir. Bowen hastaligi skuamoz hiicre karsinomu
olarak da adlandirilmakta olan bir ¢esit cilt kanseridir. Cildin epidermisinde anormal
bliylime, boliinme ve hiicre biliylimesi sonucunda olusur. Birka¢ mm'den birka¢ cm'ye
degisen biiyiikliikte plak ya da papiil goriiniimiinde kirmizi olusumlardir. Plaklarda
catlama sonucu kanamalar meydana gelebilmektedir. Kiitahya'da Emet Hisarcik'ta
boraks madeninde ¢alisan 35 yasindaki As maruziyeti olan bir hastada endiistriyel
maruziyet, ¢evresel maruziyet ve igme suyu As maruziyeti sonucu hiperkeratozlar ve
Bowen Hastaligi teshis edilmistir (C6l ve ark.,, 1999) (Sekil 1.10.a). Tokai
Universitesi'ne 2006 yilinda basvuran 81 yasindaki bir hastada uzun yillar iAs'ye igme
suyu maruziyeti sonucu sirtinda, alt bacaklarinda ve skrotumunda kirmizi plaklar tespit
edilmis ve patolojik incelemeler neticesinde igme suyu (kuyu suyu) As maruziyetine
bagli Bowen hastaligi teshisi konmus (is yeri maruziyeti tespit edilmemis), daha 6nce
64 yasinda iken kolon kanseri, 74 yasinda da mide kanseri ge¢irmis, babasin ve iki
kardesini mide kanserinden, bir kardesini de akciger kanserinden kaybetmistir

(Yamaoka ve ark., 2011) (Sekil 1.10.b).

46



(a) Kiitahya (b) Tokyo

Sekil 1.10. Arsenige Maruz Kalanlarda Bowen Hastaligi (Col ve ark., 1999; Yamaoka ve ark., 2011).

Solunum yolu ve akciger kanserleri arsenik keratozlari olan kisilerde dliimlere
neden olmaktadir (Celik ve ark., 2008). Arsenige maruz kalanlarda 300-400 pg/L
diizeylerinde uzun siire arsenik etkilenimi sonucunda akciger kanseri olusumunu
gosteren ¢alismalar mevcuttur (Xie ve ark., 2014). As’ye maruz kalanlarda ilk Akciger
kanserleri maden ¢alisanlarinda tespit edilmistir (IARC, 1980; Martinez ve ark.,
2011c¢). Pestisitlerin kullanimi sirasindaki ve madecilikte (6zellikle bakir eritme)
endiistriyel maruziyetteki iAs'nin inhalasyonla alimlarinda, maruziyet siiresi uzadikg¢a
solunum yolu kanserlerine baglh 6liimler olabilmektedir (Baetjer ve ark., 1975; Ding
ve ark., 1987; Fishbein, 1987). inorganik As'ye Tayvan, Sili, Banglades ve Latin
Amerika'da igme sulariyla maruziyette akciger kanserlerinin goriilme riski artmistir
(Kitchin ve Conolly, 2010; McClintock ve ark., 2012). Bu iilkelerde yiiksek As
maruziyetlerinin (11-335ug/L) azaltilmasina ragmen akciger kanser riskleri hala
yiiksektir (Steinmaus ve ark., 2013). Arsenit (trivalan As) akciger fibroblastlarina
akciger epitel hiicrelerinden daha ¢ok toksik etki gosterir. Akciger fibroblastlarinda
kromozom aberasyonlarina neden olur. Akciger fibroblastlarinda tek iplik
kirilmalarina, epitel hiicrelerinde DNA hasarlarina (¢ift iplik kopmalarina) ve oksidatif
stresin artmasina neden olur (Dong ve Luo, 1993; Mouron ve ark., 2001; Kitchin,
2001; Xie ve ark., 2014). Akciger kanserleri agisindan sigara i¢enlerde ve iAs'ye suyla

maruz kalanlar arasinda sinerjik etkiler gozlenmistir (Ferreccio ve ark., 2000).

Bobrek, karaciger, kolon kanserleri ise 400 pg/L ve lizerindeki uzun siireli As

maruziyetlerinde gézlenmektedir. Sigara igilmesi, As'e bagl olarak mesane kanserine
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yakalanma riskini de artirmaktadir. Mesane kanserlerinde 100 pg/L’in iizerindeki As
maruziyetleri mesane kanseri riskinde artisa, 300-400ug/L diizeylerindeki As
maruziyetleri mesane kanserlerine neden olmaktadir (IARC, 2012). Bobreklerde renal
hiicreli ve iirotelyal hiicreli karsinomlar seklinde goézlenir. Bobrek ve mesane

kanserleri sonras1 mortaliteler goriilmektedir.

1.1.8.5. Arsenigin Sitotoksik ve Genotoksik Etkileri

Arsenik organizmada toksik etkilerini gosterirken ikiylizden fazla enzimi
inaktive eder. Trivalan As'ler tiyollerle (siilfidril-disiilfidril gruplarma baglanir-As-S
kompleksleri olusturur) etkilesime girerek tiyol grubu igeren enzimleri bloke eder
(Hughes ve ark., 2011). Trivalan arsenikler tiyoredoksin rediiktaz ve glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin ve DNA tamir mekanizmalarindaki enzimlerdeki
tiyollere baglanarak onlari inhibe etmektedir (Ozbolat ve Tuli, 2016). Biyokimyasal
reaksiyonlarda fosfor yerine gegebilen pentavalan arsenik ise ATP gibi bilesiklerdeki
yiiksek enerjili baglarin (fosfat baglarinin kaybi) hidrolizine ve oksidatif fosforilasyonun
azalmasina neden olur. Kararsiz arsenoesterler olusturabilir. Piruvat ve suksinat
oksidasyon yollarmi ve trikarboksilik asit dongiisiinii inhibe ederek glukojenezi bozar.
Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirlerinin (ROT-RNT) {iretiminde artisla DNA hasari,
protein hasar1 ve lipid peroksidasyonuna, hiicre sikluslarinda degisimlere neden
olmaktadir. Kromozomal aberasyonlara neden olarak genotoksik etki gosterebilir, DNA
Ligazlar1 inhibe edebilir, DNA tamir mekanizmalarint ve DNA metilasyonlarimi

olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Hughes ve ark., 2011) (Sekil 1.11).
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Kiikiirt(Siilfiir) ile etkilesim === Stabil As-S komplekslerinin olusumu.

Fosfat ile etkilesim —» Kararsiz Arsenoesterlerin olusumu.

Reaktif oksijen tiirleri — TH202, 02.-,ROO, OH, NO

Genotoksisite — 3 Kromozomal aberasyon, genomik instabilite.

N

As

Degistirilmis DNA onarimi == DNA ligaz inhibisyonu.

Sinyal iletimi =P Mitojen aktivasyonlu protein kinaz yolunun aktivasyonu.

Hiicre proliferasyonu === Mesane epitelinin rejeneratif hiperplazisi.

)

Degistirilmis DNA metilasyonu ==  Degismis DNA metilasyonu / genomik baskilama

Sekil 1.11. As'nin Hiicresel Toksisite Mekanizmalari (Hughes ve ark., 2011).

Siilfiir ile Etkilesimler

Trivalan As'lerin glutatyon ve lipoik asit gibi siilfidril gruplarina ve enzimlerin
sistein kalintilarina yiiksek affiniteleri vardir (Aposhian ve Aposhian, 2006). Trivalan
As-Siilfir baglarmin  olusumu ile gulutatyon rediiktaz-peroksidaz, tioredoksin
rediiktaz-peroksidaz ve piruvat dehidrogenaz gibi enzimleri inhibe etmektedir
(Schuliga ve ark., 2002). DMA; siilfiir agisindan zengin proteinler ile kompleksler
olusturmakta ve toksik etkiler gostermektedir (Sharma ve Sohn, 2009).

Fosfatla Etkilesimler

Arsenik ve fosfor, benzer fizikokimyasal ozelliklere sahiptir. Bunlarin
protonlanmig formlart olan arsenik asit (H3AsOs) ve fosforik asit (HsPOa) benzer
yapiya sahiplerdir (Hughes ve ark., 2011). Bu nedenle bir ¢ok biyokimyasal olayda
Arsenat (pentavalan) fosforik asitin yerini alabilir ve -OH (hidroksil) gruplariyla ester
baglari olustururlar (Dixon, 1997). Fosfordaki kararli fosfor anyonunun daha az kararl

AsV anyon ile degistirilmesi, ATP gibi bilesiklerde yiiksek enerjili baglarm hizl
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hidrolizine neden olur ve bdylece kararsiz Arsenat anhidritler olusmaktadir. Arsenat
oksidatif fosforilasyonda ADP ile baglanabilir ve karasiz Arsenatlar nedeniyle ATP
olusumu azalir, hem ATP hem de plazma membranin bozulmasiyla eritrositlerin
yikimina neden olur, ancak arsenitlerde (trivalan) bu durum s6z konusu
degildir(Hughes ve ark., 2011).

Hiicre Proliferasyonu

Arsenik toksisitesinde en belirgin yapilasma hiperkeratozlardir. Toksik etkiler
ve dolayisiyla hiicresel oOliimler nedeniyle mitojenik uyarilma sonucu hiicreler
rejenerasyonla ¢ogalmaktadir. iAs'lerin yol agtigi deri neoplazilerinde (hiicrenin asir1
cogalmastyla tiimorsel yapilar olusturmasi) biiylime faktorlerinin ekspresyonlarinin
asir1 uyartlmasiyla oldugu ortaya c¢ikmustir. Invitro Arsenite maruz Kkalan
keratinositlerde, GM-CSF (graniilosit makrofaj-koloni uyarici faktér) ve TGF-a
(transforme edici biiylime faktorii-a)) ve proinflamatuar sitokin tiimor nekroz faktorii-
a (TNF-a) gibi biiylime faktorleri asirt eksprese edilir (Hughes ve ark., 2011). Bu
hiicreler Arsenit varliginda da ¢ogalirlar. Yine in vitro ¢alismalarda Arsenite maruz
kalan hayvan epidermisinde hiperproliferasyon gozlenmistir (Waalkes ve ark., 2008).
Icme suyundan ya da diyetle 100 ppm DMAsy'ye 7 giin maruz birakilan ratlarin
mesane iirotelyumlarinda sitotoksisite ve artmis hiicre proliferasyonu tespit edilmistir

(Cohen ve ark., 2001).

Sinyal iletimi

Sinyal iletim yolaklar1 ekstraseliiler sinyal ileticiler, intraseliiler sinyal molekiil
dizileri (protein kinazlar gibi) ve gen ekspresyonunda degisiklikleri igerir.
Proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi hiicresel siiregler ya bu yolaklarla ya da
kaskadlarca yonetilmektedir. Trivalan As metabolitleri piriivatdehidrogenazi inhibe
ederek hiicrenin enerji akisina zarar verir, Apoptoz Tetikleyici Faktor’iin (AlF)
salinimi da hiicrenin 6lmesine neden olabilmektedir. Apoptoz periniikleer kromatinin
erken olusumu DNA fragmantasyonu ve hiicre 6liimleriyle de iliskilendirilmektedir.

Arsenik, DNA'ya baglanan ve gen transkripsiyonunu diizenleyen regulator
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proteinlerin, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna ya da inhibisyonuna yol agan
sinyal iletimlerini degistirebilmektedir (Huang ve ark., 2004). Arsenik
maruziyetlerinin insanda akcigerde EGFR (epidermal biiylime faktorii) yolaginin
sinyal transdiiksiyonunu aktive ettigini, bronsiyal epitelyal hiicrelerde EGFR
seviyelerini artirdigin1 ve EGFR fosforilasyonunu aktive ettigi tespit edilmistir
(Andrew ve ark., 2009). Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) kaskadindaki
p38'in in vitro arsenit tarafindan aktive edildigi gozlemlemistir. MAPK'In diger
kinazlar1 olan ERK'ler (hiicre dis1 diizenlenmis protein kinazlar) ve JNK' lar (c-Jun N-
terminal Kkinazlar) da arsenitler (trivalan) tarafindan aktive edildigi bildirilmistir
(Hughes ve ark., 2011). Ayrica transkripsiyon faktorlerinden NF-xB (Niikleer faktor-
kappa beta) ve Nrf2 (Nukleer faktor eritroit-2) arsenik maruziyetiyle aktive olurlar,
sitokinler ve biiyiime faktorleri i¢in gen ekpresyonlarini uyarirlar. Arsenit maruziyeti
ROT fiiretimini artirarak da NF-xf'yi aktive ettigi bildirilmistir (Hu ve ark., 2002).
Arsenik, serbest radikal toplayici olan N-asetilsistein kinazlarin aktivasyonunu da
inhibe ederek oksidatif stresin olusmasina neden olmaktadir. Arsenik (arsenik-trioksit)
APL (akut promyelositik 16semi) tedavisinde kullanilirken ROT iiretimini saglayarak

16semik hiicreleri apoptoza ugratir ve kanserde gerileme baslar (Hu ve ark., 2002).

Genotoksik Etkiler

As maruziyetiyle artan ROT olusumlar, DNA onarim inhibisyonlar1 ve
degistirilmis DNA metilasyonlar1 genotoksik etkilere neden olmaktadir (Sekil 1.12).
Arsenik, mutajenlerin etkilerini artirir ve daha ¢ok genotoksik olup; Delesyon
Mutasyonlari, Oksidatif DNA hasari, DNA Dizisi Kiriklari, Kardes Kromatid
Degisimleri, Kromozomal Aberasyonlar, Andploidi ve Mikroniikleusa neden olurlar.
Ayrica gen amplifikasyonlarina, transform aktivitelerini ve genomik instabilitelerini
de etkilemektedir (Rossman, 2003; Pierce ve ark., 2012).

51



0.-H.0.-OH-
iAs .
‘ Y Ko-Karsinojen
ROS Uretimi (v

ssDNA
(Tek zincir) kmiklar

A

dsDNA
(Cift zincir) kirklar:

Kromatid/ Kromozomal aberasyonlar Kanser ve
DNA eklentileri; Delesyon mutasyonlar:

biyotransformasyon

mekanizmasinin
inhibisyonu

DNA tamir

diger patolojiler

Sekil 1.12. Arsenik Genotoksik Etkileri (Faita ve ark., 2013).

As’ye maruz kalan deri lezyonlu vakalarin lenfositleriyle, normal insanlarin
lenfositlerinin karsilastirildigi Mikroarray bazli gen ekspresyon analizinde, deri
lezyonlarina sahip As’ye maruz kalanlarda siiperoksit dismutaz 2 (SOD2) geni, Timor
Nekroz Faktorii (TNF) geni ve kemokin faktorii CCL20 geninde, regulasyonda diisiis
gbzlenmistir. Deri lezyonlarinin gelismesinde Oncii ya da deri lezyonlarinin gelisimi
sonucu olusan inflamasyon, oksidatif stres ve kemokin yanitlariin tutulumuyla
olabilmektedir (Chen ve ark., 2009). Arsenik trioksite inhalasyonla maruz kalan metal
dokiim iscilerinin periferik lenfositlerinde kromozomal aberasyonlarin sikligini
arttirdig1 gozlenmistir (Beckman ve ark., 1977; Nordenson ve ark., 1978). Cin hamster
V79 hiicreleriyle yapilan g¢alismada Arsenit (trivalan) maruziyetinde hiicrelerin
insizyon agsamasindan sonra DNA onarim inhibisyonlarinin DNA ligaz engellenmesi
sonucu oldugu tespit edilmistir (Li ve Rossman, 1989). DNA onarim inhibisyonlariyla
ilgili ilk ¢alisma farkli onarim fenotiplerine sahip E. coli suslarinda yapilmis ve
hiicreler Arsenit ve UV radyasyona maruz birakildiklarinda, As’ye maruz kalan DNA
onarim hedefli hiicrelerde UV radyasyonun o6ldiiriicii etkisine daha yatkin olduklar
tespit edilmistir (Rossman, 2003). Trivalan ve pentavalan As'ler tarafindan indiiklenen

kromozom aberasyon frekanslarina bakildiginda trivalan As'lerin pentavalanlara gore
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daha ¢ok genotoksik oldugu tespit edilmistir (Nakamuro ve Sayato, 1981; Barrett ve
ark., 1989; Kligerman ve ark., 2003). Arsenik maruziyetinde NER (Niikleotid

Eksizyon Onarimi) ve BER'deki (Baz Eksizyon Onarimi) enzimler de inaktive

olmaktadir (Rossman, 2003; Sykora ve Snow, 2008). iAs'ye igme suyundan maruz

kalan bireylerin ayak tirnaklarindaki As seviyeleri ile 3 NER geninin ekspresyonu ters

orantili bulunmustur (Andrew ve ark., 2003). Arsenitler, BER ve NER onarim

proteinlerindeki inaktivasyonunu, ya ¢inkonun sisteinil kalintilarina baglanmasini

engelleyerek ya da sistein siilfidril gruplarinda oksidasyona neden olarak ger¢eklestirir

(Piatek ve ark., 2008). Igme suyu ve g¢evresel iAs maruz kalan bireylerde bazi

calismalar ve genotoksik etkileri agagidaki Cizelge 1.7°de verilmistir.

Cizelge 1.7. As Maruziyetlerinde Baz1 Genotoksik Etkiler.

As Maruziyeti Genotoksik Etkiler Popiilasyon | Kaynak
Kaynak Konsantrasyon
o Kromozomal Aberasyonlar ve
11 kisi 0,39 mg/L. As Kardes Kromatid Degisimleri. Ostrosky-
Igme suyu Kompleks Aberasyonlar in Meksika Wegman ve
13 kisi 0,019-0,026 mg/L As frekansi yiiksek maruziyette ark., 1991.
daha biiyiik.
‘ 282 kisi 0,13mg/L As Yﬁksek.mamz.la.rda ktardes . o
I¢me suyu o Kromatid Degisimleri 6nemli | Arjantin Lerda, 1994.
155 kisi 0,02mg/L As derecede yiiksek oranda.
Yiiksek maruzlarda
. 106 kisi 0,750mg/L As ikicekirdekli MikroNiikleuslu . Martinez ve
Igme suyu . .. . C i . Sili
111 kisi 0,002mg/L As hiicrelerin siklig1 digerlerine ark., 2004.
gore daha yliksek.
105 Metal Dokiim Iscisi Gruplar arasinda
Cevresel 52 Metal Dokiim Y Oneticisi lenfositlerdeki mikroniikleus sili Paiva ve
Maruziyet | 50 Bakir Maden iscisi (Farkh frekanslarinda anlamli fark ark., 2008.
isyeri) saptanmadi.
12'si cilt kanserli 19 kisi (As Sirkiilasyondaki lenfositlerde
. Endemik Alanda yasayan) p53 ekspresyonu ve melanom . Salazar ve
Igme suyu . . . Meksika
44 saglikl kisi (Farkl alanda dis1 deri kanseri arasinda agik ark., 2004.
yasayan) bir baglant1 tespit edildi.
Arsenikli igme suyu ile
maruziyette tiriner 8-OHdG
; - o ar . Burgess ve
I¢me suyu | 51 kisi 4,8-33,3ug/L As ile dlgiilen artmis DNA Meksika
. g ark., 2007.
oksidasyonu iligkili
cikmamistir.
‘ 16 kisi 32ug/L As Arsenik maruz kalanlarda _ Andrew ve
Igme suyu . DNA hasari artmig ve Onarim | Meksika ark.. 2006
37 kisi 0,7ng/L As kabiliyetleri azalmistir. B '
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Gen transkripsiyonlar1 DNA metilasyonlar ile diizenlenmektedir. DNA'nin
hiper/hipometilasyonlart ~ arsenik  toksisitesini  artirarak  karsinojen  etki
gosterebilmektedir. Rat karaciger hiicreleri (TRL1215) 18 hafta boyunca Arsenit'e
maruz birakildiginda DNA'da hipometilasyon, anormal gen ekspresyonlari ve malign
hiicreler tespit edilmistir (Zhao ve ark., 1997). Arsenit'e kronik maruz kalan insan prostat
epitelyal hiicrelerinde de genomik DNA hipometilasyonu gézlemlenmistir (Benbrahim-
Tallaa ve ark., 2005). Hipometilasyon beslenme faktorlerinden ve DNA metiltransferaz
inhibisyonundan da kaynaklanabilmektedir. Arsenit tedavisi uygulanan insan karaciger
adenokarsinom (A549) hiicrelerinin p53 promotor bolgesindeki hipermetilasyon ile
inhibisyona ve kansere yol acabilmektedir (Mass ve Wang, 1997). Arsenige igme
suyuyla kronik maruz kalan kisilerde de tam kan DNA'nin p53 promotoriinde dozla
orantili oranda hipermetilasyon gézlenmistir (Chanda ve ark., 2006). As'nin insanlardaki
genotoksik etkileri karaciger, cilt ve mesane kanserleri meydana getirmektedir. As’ye
maruz kalanlarda dokulardaki kromozomal anomaliler, oksidatif stres ve biiyiime
faktorlerinin siirekliligi ve hiicre proliferasyonu karsinojeniteyi tetiklemekte ve 6zellikle
Arsenit ve Dimetil-arsinik asit DNA hasarina neden olmaktadir. As kaynakli DNA
hasarina karst korumada siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi antioksidan
enzimler gorev almaktadir (Hughes ve ark., 2011).

Epidemiyolojik veriler ayn1 popiilasyon iginde arsenik maruziyetinin toksik
etkileri ve bireysel duyarliliklar1 agisindan farkliliklar oldugunu goéstermekte ve bu
farkli etkiler farkli As metabolizmasindan kaynaklanabilmektedir (Hsieh ve ark.,
2017). As metabolizmasinda rol alan AS3MT (arsenik metil transferaz), GSTO
(Glutatyon-S-Transferaz Omega) ve PNP (Piirin Niikleozid Fosforilaz) genlerindeki
polimorfizmler enzim fonksiyonlarin1 ve idrardaki muhtemel As metabolit profilini
degistirebilir (Li ve ark., 2005a; Zakharyan ve ark., 2001; Radabaugh ve ark., 2002).
Idrar As tiir oranlar1 As metilasyon kapasitesinin gdstergesi olarak kabul edilmektedir
(Hsieh ve ark., 2017). Idrar muhtemel As oranlar1 %10-30 iAs (Inorganik As), %10-
20 MMAYV ve %60-80 DMAYV seklinde belirtilmistir (Vahter ve Concha, 2001; Chiou
ve ark., 1997). Uriner As atilim profilindeki degisiklikler ise cilt kanseri (Hsueh ve
ark., 1997), iirotelyal karsinom (Pu ve ark., 2007) ve gelisimsel gecikmeyle iliskili
bulunmustur (Hsieh ve ark., 2014).
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1.2. Oksidatif Stres

Organizmada siirekli olusan serbest radikaller ile onlar1 diizenli olarak ortadan
kaldiran antioksidan savunma mekanizmalar1 arasinda bir denge s6z konusudur.
“Oksidatif Denge” adi verilen bu denge kuruldugu silirece organizma, serbest
radikallerin olumsuz etkilerinden zarar gérmeyecektir. Ancak antioksidan savunma
mekanizmalariin yetersiz kaldig1 durumlar ya da serbest radikallerin olusumundaki
artts nedeniyle oksidatif denge bozularak “Oksidatif Stres”i meydana
getirebilmektedir (Hermes-Lima ve Zenteno-Savin, 2002) (Sekil 1.13).

ROT

Oksidatif stres e el T yetersizligi

| ——-

Hidroksil radikali

Siiperoksit anyonu

Hidrojen peroksit

Sekil 1.13. Oksidatif Stres (Garrido ve ark., 2004).

1.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektron igeren, yiiksek enerjili, kararsiz, kisa dmiirlii, diisiik molekiiler agirlikli, aktif
atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller nétr, pozitif ya da negatif yiikli
olabilmektedir. Cu*?, Mn*2 ve Fe*® gibi bazi elementler ise eslesmemis elektrona sahip
olmalarina ragmen serbest radikal olarak degerlendirilmezler. Ancak serbest radikal

olusumununa neden olurlar.
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Hiicrelerde metabolizmanin dogal bir {irlinii olarak endojen ve ekzojen
kaynakli serbest radikaller tiretilmektedir. Mitokondride elektron transferi sirasinda,
notrofil ve makrojaflarca hiicre savunmasinda-solunum patlamasinda, lipit
peroksidasyonunda, sitokrom p450 deki elektron kagaklarinda, prostaglandin sentezi
sirasinda ve organizmada stres durumlarinda oldugu gibi endojen olarak serbest
radikaller olusabilmektedir. X-ray, UV-gamma-mikrodalga isinlari, alkol, sigara,
egzoz dumani, karbonmonoksit, formaldehit, kloroform, ozon, asbest, benzen ve

ilaclar gibi etkenler de ekzojen serbest radikal kaynaklarindandir.

Molekiiler oksijenle (O2) baslayan elektron transport zincirinde en son iiriin su
(H20) olmalidir. Ancak mitokondrial solunum zincirinde oldugu iizere elektronlar
elektron transfer zincirinden (ETZ) ayrilarak molekiiler oksijenle reaksiyona girerek
stiperoksit radikalini olusturabilmektedir. Normal elektron sirkiilasyonun %21-2'si
mitokondride Sekil 1.14'teki gibi olmaktadir. Mitokondride iiretilen siiperoksit
radikalleri sitoplazmaya ge¢meye calisir. Mitokondride bulunan siiperoksit
dismutazlardan MnSOD (SOD2) tarafindan mitokondrial denge saglanarak

sitoplazmaya sadece hidrojen peroksitin (H202) ge¢isine izin verilmektedir.

Mitokondride ETZ olmas1 gereken ROT durumunda gergeklesen (%1-2)
O2+ 4H" + 4e" — 2H20 O2+e — 0a’

Sekil 1.14. Mitokondride Elektron Transfer Zinciri.

Serbest radikaller endoplazmik retikulumda (ER) endojen maddelerin ve
ksenobiyotiklerin metabolizmalar1 sirasinda olusmaktadir. ER membranindaki
elektronlarin en c¢ok kagak yaptigi yapt NADPH sitokrom P450 rediiktazdir.
Oksidazlardan sitokrom oksidaz, monoamin oksidaz, aminoasit oksidaz ve ksantin
oksidaz serbest radikal kaynaklarindandir. Piirin katabolizmasini katalizleyen enzim
olan ksantin oksidaz (XO) fazla miktarda siiperoksit radikali (O;”) tretmektedir.
Ksantin Oksidaz normal sartlarda ve hiperokside Oksijeni substrat olarak kullanirken,
hipokside nitrati substrat olarak kullanmaktadir. Yani hipokside ksantin oksidaz,
oksijen tiikketimini nitrit tiiketimine kaydirmaktadir. Notrofillerin sitoplazma ve

membranlarinda NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz enzimleri bulunmaktadir.
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Bakteri, virus gibi yapilari, bu enzimlerle tirettikleri serbest radikalleri ve HOCI'i
kullanarak yok ederler. Prostaglandinlerin sentezindeki ana metabolik yolaklarin farkli
basamaklarinda reaktif oksijen tiirleri iiretilmektedir. Antibiyotikler, flavinler,
katekolaminler, hidrokinonlar ve tiyoller gibi molekiillerin oto-oksidasyonu da ROT

olusturmaktadir.

Serbest radikallerin oksijen kaynakli olanlarina Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT),
nitrojen kaynakli olanlarma Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT) adi verilmektedir.
Stiperoksit, hidroksil, peroksil radikalleri oksijen kaynakli Reaktif Oksijen
Tiirlerinden; Nitrik oksit ve Nitrojen dioksit ise nitrojen kaynakli Reaktif Nitrojen
Tiirleri’ndendir (Cizelge 1.8).

Cizelge 1.8. Baslica Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirleri.

Reaktif Oksijenler (ROT) Reaktif Nitrojenler (RNT)

Stiperoksit O2” Nitrik oksit NO

Hidroksil OH: Nitrojen dioksit NOz
Radikaller Peroksll ROO

Hidroperoksil HO

Lipidperoksil LOO

Alkoksil RO

Singlet Oksijen 102 Nitrik asit HNO:

Hidrojen peroksit | H20; Nitroksil anyonu/katyonu NO / NO*
Non-Radikaller Hipokloroz asit HOCI Dinitrojen trioksit N20s

Hipobromoz asit | HOBr | Dinitrojen tetroksit N204

Ozon Os Peroksinitrit ONOOr

1.2.1.1. Reaktif Oksijenler

Canlilar i¢in vazgecilmez olan molekiiler oksijen (O2), yapisal olarak radikal
olmaya c¢ok elverislidir. Serbest oksijen radikalleri literatiirde daha ¢ok reaktif oksijen
tiirleri (ROT) olarak yer almaktadir. ROT'lar redoks, tiimor olusumu, otoimmiinite,
yaslanmayla doku yenilenmesinin kayb1 gibi durumlarda ¢esitli sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde ve oksidatif stres olusumunda hayati 6neme sahiptirler. Mitokondrial

elektron tagima, mikrozomal sistem, plazma =zarlari, fagositoz, peroksizomlar,
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sitozolik enzimler baslica Endojen ROT kaynaklarini olustururken; antibiyotikler,
anestetikler, antineoplastikler, hipoksi, inflamasyon, iskemi, sigara dumani, hava
kirliligi, radyasyon v.b. etkenler Ekzojen ROT kaynaklarini olusturmaktadir. Reaktif
oksijen tiirleri siiperoksit, hidroksil, peroksil, hidroperoksil, lipidperoksil, alkoksil
radikalleri ve singlet oksijen, hidrojen peroksit, hipokloroz asit, hidrobromoz asit ve

ozon gibi radikal olmayan yapilar1 icermektedir.

Stiperoksit radikali (O2*) hem indirgeyici hem de oksitleyici 6zellige sahiptir.
Hiicrede molekiiler oksijenin (O2) bir elektron alarak indirgenmesiyle olusur. Yiiksek
oranda reaktiftir. Fe"? ve Cu*? gibi indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da
stiperoksit radikalleri olusturabilmektedir. Mitokondriyal elektron tasima zinciri (mt
ETC), sitozolik ksantin ve ksantin oksidaz, nitrik oksit sentezi, zara bagli NADPH
kompleksi, eritrositlerdeki hemoglobin ve homosistein en bilinen siiperoksit radikal
kaynaklarindandir. Bu kaynaklarda oksijenin bir elektron indirgenmesi sirasinda
stiperoksitler olusur. Siiperoksitler radikaller-non radikal ROT'lara doniigebilirler.
Hidroksil ve Hidroksiperoksil radikalleri olusturmak i¢in hidrojen peroksit ile
enzimatik olmayan reaksiyonlara girmektedir (Haber-Weiss). Normal sartlarda olugan
stiperoksit radikalleri siiperoksit dismutaz (SOD) adi verilen antioksidanlarca hizla

elimine edilmekte ve H,Ox'ye (hidrojen peroksit) doniistiiriilmektedir (Sekil 1.15).

OH" N02C|
Hidroksil Nitril klorit
Radikali

NO3z
m Nitrojen
NADPH Dioksit
02 Oksidaz 05 H,0> HOCI

Molekiiler | —————pp. Stperoksid —— | Hidrojen . Hipokloroz

Oksijen SOD Peroksit Asit
Nitrik
oksit “°\l l
OONO"~ H,0 + 0>
Peroksi Nitrit Su ve Oksijen

Sekil 1.15. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Sentez Asamalar1 (Babacan, 2011).
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Hidroksil radikali (OH” biyolojik molekiillere en ¢ok atak yapma ve gecis
metalleriyle (Fe™2, Cu®, Zn, Mn, Ni, Cr) reaksiyonlara girme egilimi yiiksek olmasi
nedeniyle en reaktif ROT'lardandir. Fenton reaksiyonlarindan ve Haber-Weiss
reaksiyonlarindan OH’ radikalleri olusmaktadir (Sekil 1.16). Hidroksil radikali hizlica

Lipit peroksidasyonun baslamasina neden olmaktadir (Sekil 1.19).

Fe¥*+0;*~ —=» Fe**+0;
Fe?*+ H,0;, ——= Fe?**+0OH+ *OH Fenton reaction
O,*"+H,0, —> 0O,+ 0OH+ *OH Haber-Weiss reaction

Sekil 1.16. Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonlari.

Hidrojen peroksit (H20:), serbest radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen
tirlerinden kabul edilmekte ve serbest radikal biyokimyasinda ©nemli rol
oynamaktadir. Molekiiler oksijenin (O>) etrafindaki molekiillerden 2 elektron almasi
ya da siiperoksitin (O2¢) cevresinden bir elektron almasiyla olusan peroksitin 2
protonla birlesmesiyle olusmaktadir. Hidrojen peroksit olusumu canli sistemlerde daha
cok siiperoksit'in (O2*) dismutasyonu sonucu olusmaktadir. Iki proton alan iki
stiperoksit molekiilii, dismutasyon sonucu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olusturmaktadir. Reaksiyon kendiliginden ya da Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan  katalizlendiginden ve sonugta radikal {riinler olusmadigindan
“Dismutasyon reaksiyonu” olarak adlandirilmaktadir. Fenton reaksiyonuyla
Fe™?/Cu™gibi gecis metalleriyle reaksiyonu sonucu oldukea reaktif olan OH radikalini
olusturmakta ya da Katalaz (CAT) enzimiyle suya (H>O) doniistiiriilmektedir (Sekil
1.17). H,0O2 miyeloperoksidazlarca (MPO) giiglii bir oksitleyici ajan olan Hipokloréz
asit'e (HOCI) dontismektedir (Sekil 1.15).
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=0y
\ Haber-Weiss reaksiyonu
Kimyasal

tepkime *OH + 02+ 0OH"
NADPH+ H* 2GSH
v Fe®!
GR H20
GSHPx Katalaz
NADP* GSSG Fenton | +Fe”
reaksiyonu | (+Cu**
2H20 «OH H20+1/202
+ Fe» + OH"

Sekil 1.17. CAT, SOD, Gpx ve ROT Etkilesimleri (Kayama ve ark., 2015).

Hipokloroz asit (HOCI), fagositoz sirasinda solunum patlamasinda
notrofillerde meydana gelir. H2O2 (hidrojen peroksit) varliginda Cl iyonlar1 ve
myeloperoksidaz (MPO) enzimince iiretilir (Sekil 1.15). Hipokloroz asit Fe*
varhiginda veya siiperoksit radikalleri varliginda daha toksik olan OH" radikali

olusturmaktadir (Sekil 1.18).

HOCI + O,- —- *OH + CI- + O,
HOCI + Fe?* — *OH + ClI + Fe3*

Sekil 1.18. Hipokloroz Asitten Hidroksil Radikali olusumu.

Singlet oksijen ('02), eslenmemis elektronu yoktur; organik konjuge cift
baglarla reaksiyonu sonucu endoperoksitler, hidroperoksitler ve dioksietanlar

olustururlar. Son derece reaktif tiirlerdir. UV absorpsiyonlarinda olugmaktadir.

Nitrik oksit (NO), nitrik asit sentetaz ile olusurlar ve siiperoksit veya diger
oksijenli radikallerle birleserek peroksinitrit (ONOO7/ RNOS) olustururlar (Sekil
1.15).

60



Hiicredeki siiperoksitler (O2) NADPH''n NOX'larca (NADPH-oksidaz)
oksidasyonu sonucu ve mitokondrideki aerobik solunumdaki elektron sizintisindan
meydana gelmektedir (Schieber ve Chandel, 2014) (Sekil 1.19). Siiperoksitler hizlica
stiperoksit dismutazlar tarafindan (SOD) hidrojen peroksite (H,O) doniistiirtiliirler.
Hidrojen peroksitler bir taraftan redoks sinyalini baslatmak i¢in proteinlerdeki sistein
kalintilarin1  oksitlerken, diger taraftan da katalaz, peroksiredoksinler (PRx) ve
glutatyon peroksidaz (Gpx) gibi hiicresel antioksidanlarca suya (H2O)
dontstiirilmektedirler. Hiicrede artmis H»O: diizeyleri ve artmis serbest demir
varliginda (hemokromatoz, hemolitik anemi, hemodiyaliz v.b. durumlarda) Fe+? gibi
metallerle reaksiyonu sonucu hidroksil radikalleri (OH) olusmakta, bunlar da

hiicredeki makromolekiillerde hasarlara neden olmaktadirlar (Sekil 1.19).

Oksidazlar Mitokondri
2

NADPH

Lipit
oksidasyonu

Oksidatif stres : . .

Redox biology

Sekil 1.19. Reaktif Oksijen Olusumu (Schieber ve Chandel, 2014).

1.2.2. Antioksidan Sistemler

Organizmada, farkli nedenlerden dolay1 olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusumu engellemek ve oksidatif dengeyi saglamak i¢in enzimatik ve enzimatik
olmayan (non-enzimatik) “Antioksidan Sistemler” gelismistir (Cizelge 1.9).
Antioksidan sistemler hiicrelerdeki okside olma egilimi olan protein, karbonhidrat,

lipit ve DNA gibi yapilarin oksidasyonunu erteler ya da engeller.
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Cizelge 1.9. Antioksidan Sistem Elemanlari.

Antioksidan Enzimler Non-enzimatik Antioksidanlar
(Kii¢iik molekiiller)
Siiperoksit Dismutaz (SOD) Vitamin C (askorbik asit) | Urik asit
Katalaz (CAT) Vitamin E (tokoferol) Melatonin
Sitokrom oksidaz B-karoten Albumin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) | Rediikte glutatyon Glikoz
Glutatyon rediiktaz (GSH-RX) Flavanoidler Sistein
Biliribin, ubikinon, flavanoidler,
Glutatyon transferaz (GSH-Tx) | Tioller ferritin, transferin, haptoglobin,
seruloplazmin v.b.

Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
glutatyon reduktaz (GSH-RXx), glutayon transferaz (GSH-Tx) v.b. olanlar enzimatik

antioksidan grubundandir. Vitamin C (askorbik asit), vitamin E (tokoferol), 3-karoten,

rediikte glutatyon, flavanoidler, tioller, irik asit, melatonin, albumin, glikoz, sistein,

biliribin, ubikinon, flavanoidler, ferritin, transferin, haptoglobin v.b. olanlar ise

enzimatik olmayan kiigiik molekiil antioksidanlardir (Sekil 1.20).

O, q}ﬁ

SOHID MDA drojen peroksit

"< sobp, vieC

OH

Ferritin, transferrin Hidroksil radikali

Selasyon ajanlar:
-

Urik asit, Vit C,
1 GSH, albumin, bilirubin
0O,
Singlet oksijen
‘\J/

~i~~Karotenoidler

Lipid peroksidaz
)

VitE, Se-GPx,
Ubikuinon, Fosfolipazlar

—p Okside proteinler
Makrooksiproteinazlar
\Pmteozomlar
Okside DNA
Endoniilzglar, ligazlar

Birincil savunma

Ikincil savunma

Sekil 1.20. ROT'lar ve Antioksidanlar (http://www.probiox.com/uk/html/body_stressoxydant.htm).

Antioksidanlar baskilayici, yok edici, tamir edici ve zincir kirict olmak iizere

farkli etkiler olusturmaktadir. Vitaminler, flavanoidler, mannitol baskilayict etkili;
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mitokondri, sitoplazma ve ekstraselliiler yapidaki enzimlerde glutatyon peroksidaz,
katalaz yok edici etkili; fenoller, aromatik aminler zincir kiricr etkili

antioksidanlardandir (Akyol, 2003).

Stiperoksit dismutaz (SOD), hiicrede olusan serbest radikallerden
stiperoksitleri daha az toksik olan hidrojen peroksitlere doniistiiren ve peroksinitrit
olusumunu engelleyen, hiicrede ilk aktiflesen antioksidan enzimlerdendir (Halliwell

ve Gutteridge, 1999).

Katalaz (CAT), hiicrede SOD'lar tarafindan siiperoksitlerden doniistiiriilen
H>Ox'leri oksijen ve suya dontistiiren ve lipit peroksidasyona kars1 hiicre savunmasinda
yer alan antioksidan enzimlerdendir, Peroksizomal aktivitesi yiiksek olan bobrek ve

karacigerde yliksek oranda bulunur (Gutteridge, 1995; Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidrojen peroksitleri suya, lipit-
hidroperoksitleri ise toksik olmayan alkollere indirgeyerek lipit peroksidasyona karsi
hiicre savunmasinda yer alir (Kehrer, 1993). Hiicre icinde sitoplazmada ve
mitokondride bulunur ve peroksizomlar disinda iiretilen H2O>' lerin yok edilmesinde
gorevlidir. Tki glutatyon molekiilii, tek bir molekiil olan glutatyon disiilfit (GSSG)
olusturmak tizere oksitlenir. Siilfidril reaksiyonlar1 ayrica enzimatik olmayan zincir

sonlandirma reaksiyonlarinda organik radikallerle oksitlenir.

Glutatyon Reduktaz (GSH-Rx), okside glutatyonu (GSSG) tekrar indirgenmis
forma (GSH) doniistiiriir ve NADPH'tan GSSG'nin distilfit bagina elektron transferini

katalizler.
E vitamini (alfa tokoferol), prooksidan aktivitesi de olan en etkili

antioksidanlardandir. Ozellikle lipit peroksidasyonuna karsi koruma gorevindedir.

Lipitte ¢oziintir. GSH-PX'le birlikte serbest radikallere kars1 gii¢lii savunma yaparlar.

C vitamini (askorbik asit), suda c¢oziiniir, kanda ve hiicre dis1 sivida

baglanmadan sirkiile olur. Oksidasyon-rediiksiyon olaylarinda koenzim olarak gérev
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yapar. Serbest radikallere karsi savunmasinda dnemlidir. Oksidatif hasarin etkilerini
azaltmada ise yarar. Azalmis E vitamininin yerine konmasinda gérev alarak dolayli
olarak lipit peroksidasyonu karsi savunmada gorev alir (Kohen ve Nyska, 2002).

Stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil ve peroksil radikalleriyle reaksiyona girer.

Beta karoten, singlet oksijen ve peroksil radikallerine karsi savunma yapar.

Bitki ve hayvanlarca sentezlenir. Zincir kiric1 6zellikteki antioksidanlardandir.

Flavonoidler, kirmiz1 sarap, c¢ikolata, yesil cay v.b. bitkisel iiriinlerde bulunur.
Stiperoksit ve lipit peroksitlere karsi savunmada gorevlidir. Siiperoksit anyon lireten
enzimleri inhibe eder. Azalmis E vitaminini diizenler. Fenton reaksiyonunda Fe*? ve

Cu*?icin selatlayic1 gorevdedir (Quersetin Fe*? selasyonunda etkin).

Urik asit, hidroksil radikallerinin, hemoglobin ve peroksi radikallerinin
reaksiyonu sirasinda olusan oksihem oksidanlarin ve peroksit radikallerinin

temizlenmesinde gorevlidir.

Melatonin, serbest radikallere elektron verip notralize eder. ROT ve RNT'lerle

reaksiyona girer. Giiclii bir antioksidandir. Kan-beyin bariyerini gegebilir.

Glutatyon (GSH), serbest radikallere ve oksidatif hasara karsi giiclii bir
antioksidandir. Tripeptid (sistein, glutamik asit, glisin) yapidadir ve hiicre
metabolizmasinda gorev alir (Kohen ve Nyska, 2002). Serbest radikallere direkt ya da
dolayli savunma etkisi gosterir. Pek¢ok koruyucu enzim igin kofaktor olarak gorev
yapar. OH radikalleri ile singlet oksijenin temizlenmesinde, E ve C vitaminlerinin

diizenlenmesinde, protein ve DNA sentezinde de etkilidir (Valko ve ark., 2007).

Ferritin (Fe"¢ekirdegini ¢cevreveler), transferrin (Fe*™'ii baglar), seruloplazmin

(Fe™—Fe™) ve albiimin de (Cu'? ve Fe*? baglar) metal baglayici olarak gorev alarak,
bakir ve demirin Fenton reaksiyonlarina baglanmasini engellerler. Boylece OH

radikali olusumu azalmis olur.
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1.2.3. Oksidatif Stres Olusumu

Serbest radikallerin artmasi, oksidatif stresi tetiklemektedir. Ancak az miktarda
olusan oksijen radikalleri notrofiller tarafindan bakterilere karsi savunma sisteminde
kullanilmasinda oldugu gibi organizmaya faydali da olabilmektedir. Hiicreler hafif
oksidatif stresi tolere edebilseler de genel olarak antioksidan enzim sistemlerini aktive
ederler. Fakat, hiicre i¢i savunma sistemlerinin yetersiz oldugu durumlarda, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidanlar arasindaki denge bozulur ve “Oksidatif Stres”
olugmaktadir. Bu nedenle oksidan hasara duyarli DNA, protein, karbohidratlar ve
lipitler gibi makromolekiiller zarar goriir ve hiicresel hasar meydana gelir (Hermes-
Lima ve Zenteno- Savin, 2002; Song, 2004). Hiicresel hasarlar arasinda lipit
metabolizmasinda degisiklikler, lipit peroksidasyonu sonucu zar yapilarinin ve
fonksiyonlarinin bozulmasi, proteinlerin yapisindaki bozulmalarla zar proteinlerinin,
tagiyici proteinlerin hasari, enzim aktivitelerinde bozukluklar, DNA hasar1 ve bunlarin
sonucunda ateroskleroz, yaslanma, katarakt, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar, karaciger hastaliklar1 ve kansere kadar pek ¢ok patolojik
durumda etken rol oynadig diisiiniilmektedir (Koca ve Karadeniz, 2003; Fukuhara ve

Kageyama, 2005; Harrison ve ark., 2003) (Sekil 1.21).
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Sekil 1.21. Serbest Radikaller ve Oksidatif stres (von Bernhardi ve ark., 2015).
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Lipit peroksidasyonu'na neden olur. Serbest radikallerin oto-oksidasyonlari,
lipid peroksidasyonunu aktive edici radikal olusumlari ya da direkt lipit
peroksidasyonlart membranlarda hasara neden olmaktadir. Hidroksil veya bagka bir
radikal tarafindan ¢oklu doymamis lipitten (LH) bir H atomu ¢ikarilmasiyla lipit
radikali (L) olugmaktadir. Lipit radikalinin O ile zincirleme reaksiyonu sonrasi lipit
peroksi radikali (LOO) ve lipid peroksit (LOOH) olugmaktadir. Yeniden diizenlenen
tek elektron lipidin yapisini1 bozar ve malondialdehit (MDA) gibi kanda ve idrarda
¢oziinen aldehit yapilar1 olusur. Zincir reaksiyonu E vitamini ya da lipit ¢oziici
antioksidanlarca verilen bir elektron neticesinde sonlandirilir. Lipitlerin yapilarini geri
doniigiimsiiz olarak degistirmekte ve bozmaktadir. Peroksidasyon sonrasi olusan
aldehitler proteinlerle capraz baglar olusturabilir. Zar yapisindaki ¢ift tabakali lipit
yapisinin kararligin1 bozar ve mitokondriyal membran biitiinliigiiniin bozulmasiyla

serbest radikal Uiretimi artar.

Protein ve peptidlerde oksidasyona neden olur. Sistein, prolin, arjinin, metionin
ve histidin amino asitleri oOzellikle OHe radikallerine karst olduk¢a duyarh
olduklarindan oksidatif hasardan en ¢ok etkilenenlerdir. Proteinlerin par¢alanmasina
ve ortaya ¢ikan kalintilarin ¢apraz baglar olusturmalarina neden olur. Sisteinin hasari
sonrasi kalintilarinin ¢apraz baglanmalarina ve bozunmayan yapilar olusturmalarina
neden olur. Ayrica oksidatif hasar diger protein yapilarinin uyarilmasini saglar ve
proteolitik yikima duyarliliklarii artirir. Serbest radikal ataklar1 ve glutatyonunun

sistein siilfidril kalintilariin oksidasyonu hiicrede oksidatif hasar1 artirmaktadir.

DNA'nin oksidasyonu'na neden olur. Oksijenden tiiretilmis serbest radikaller
DNA hasarinin ana kaynagidir. Hidroksil radikallerinin fenton reaksiyonuyla olugmasi
Fenin DNA'ya baglanmasini kolaylastirmaktadir. Sonugta DNA'da iplik

kopmalarina (kirilmalari) ve baz degisimlerine neden olarak DNA'da hasara yol acar.

1.2.4. Arsenik Kaynakh Oksidatif Stres

Arsenik toksisitesinin 6énemli etkilerinden biri de hedef organlarda, tireme

organlarinda ve gelisim sistemlerinde asir1 serbest radikaller olusturarak ve/veya
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antioksidan enzimlerin inhibisyonu ile oksidatif strese neden olmasidir (Sharma ve
ark., 2014; Flora ve ark., 2009). Arsenik maruziyetiyle Reaktif oksijen ve nitrojen
tirleri in vivo ve in vitro olusmaktadir (Jomova ve ark., 2011). Arsenik tarafindan
olusturulan reaktif tiirler siiperoksit anyonu (O2°—), hidroksil radikali («<OH), hidrojen
peroksit (H20,), reaktif azot tiirleri (RNT), dimetil arsenik radikali- (CHs)2Ase gibi
Aasenik merkezli radikalleri (X2As, X4As) ve arsenik peroksil radikallerdir (Kitchin,
2001; Shi ve ark., 2004; Flora ve ark., 2007). Bu radikallerin {iretimi oksidatif DNA
hasarina, lipid peroksidasyonuna ve antioksidan savunmalarin kaybina neden
olmaktadir. Reaktif tiirler arsenitin arsenata oksidasyonu sirasinda, arsenik
metabolizmasinda arsin olusturulmasinda, NADH veya NADPH oksidazin
uyarilmasinda, fenton reaksiyonuyla olusan aktif oksijen ile arsenik tarafindan ferritin
demir saliniminda, glutatyon rediiktaz ve tioredoksin rediiktaz gibi redoks
enzimlerinin inhibisyonunda olusarak arsenigin toksisitesine dolayli katki saglarlar
(Hughes ve ark., 2011). Organizmay1 serbest radikallere karsi koruyan glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-s-transferaz (GSTs),
tioredoksin rediiktaz (TRXx), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi
enzimlerden olusan antioksidan savunma mekanizmalarinin/enzimlerinin, As
maruziyetinde aktivitelerinin degismesi, olas1 toksik etkileri artirmaktadir (Wirth ve

Mijal, 2010; Agrawal ve ark., 2014; Jain ve ark., 2015) (Sekil 1.22).

e

NADPH — — » NADP* m F—as
+

Onidlate As*3 SOD
(0 )2 (o]

CAT
As (GS); ——— o Fed+
e

GSSG
As —| GR

Sekil 1.22. As Maruziyetinde Serbest Radikaller, Antioksidan Savunma Sistemi (Gupta, 2017).
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Oksidatif stres olusumunda pentavalan As'ler ADP'deki fosfatin yerini alarak,
kararsiz baglar olusturarak ATP olusumunu inhibe etmektedirler. Trivalan As'ler ise
proteinlerdeki siilfiir gruplariyla etkilesimleri sonucu piruvat dehidrogenazi, glutatyon
rediiktaz-peroksidazi, tioredoksin rediiktaz-peroksidaz gibi enzimleri inhibe eder,
glukozun hiicrelere alinimi, glukoneojenezi, yag asidi oksidasyonunu ve asetil CoA
tiretimini engeller, sitrik asit dongiisii aktivitesi azalir, oksidatif fosforilasyon bozulur
ve hiicrelerde ATP diizeyleri diiser, H2O; {iretimi artar ve oksidatif stres meydana gelir
(Sekil 1.23). Trivalan As'ler antioksidan enzim inhibisyonuyla glutatyon tiretimini de

engellerler.

As(V) + ADP —» ADP-As(V) =—» ATP olusumunu engeller —» Oksidatif stres

Hiicresel glukoz aliminin inhibisyonu
As(lll) =———> Glukoneojenez
v Yag asidi oksidasyonu
Siilfhidril grubuna baglanir —— Diger enzimlerin ihibisyonu

Piruvat dehidrojenazin inhibisyonu
Oksidatif fosforilasyon bozulur
Hiicresel ATP seviyesi azalir
H>0, {iretimini artirir
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu
Oksidatif stres

Sekil 1.23. Trivalan ve Pentavalan As'lerde Oksidatif Stres Olusumu.

As maruziyetlerinde mitokondride morfolojik ve mitokondri zarinda
degisiklikler olmakta ve siiperoksit radikal odaklar1 haline gelmektedirler (Valko ve
ark., 2005). Siiperoksitlerden olusan serbest radikaller glutatyon tiiketici ajanlarla
etkilesimleri hiicresel antioksidan savunmada diisiise yol agar ve kaskad
mekanizmalar1 sonucu arsenik toksisitesine karsi hiicrelerin duyarliligim artirir

(Cohen ve ark., 2006; Jomova ve ark., 2011).

As’ye maruz kalanlarda serbest radikallerin artis1 oksidatif strese dolayisiyla

lipitlerde, proteinlerde ve DNA'da oksidasyona yol acarak hasara neden olmaktadir
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(Flora, 2011). As kaynakli oksidatif stresin neden oldugu lipid peroksidasyonunda,
plazma lipit peroksidasyonu ile idrar ve doku orneklerindeki As diizeyleri arasinda
pozitif korelasyon tespit edilmistir (Vizcaya-Ruiz ve ark., 2009; Flora ve ark., 2009;
Wirtitsch ve ark., 2009). As’ye maruz kalanlarda artan ROT'lar doymamis C atomuna
en yakin metilen grubundaki H atomuna saldirmaktadir ve serbest radikaller ¢oklu
doymamig yag asitlerini peroksidize etme egilimindedirler (Flora, 2011).
Malondialdehit (MDA), akrolein ve izoprostanlar gibi peroksidize lipitler meydana
gelmektedir (Cooper ve ark., 2009; Qian ve ark., 2005; Wirtitsch ve ark., 2009).

Metal iyon bagl reaksiyonlar ve lipit ve/veya sekerlerin otooksidasyonu
sirasindaki elektron sizmalartyla serbest radikaller proteinlerde oksidasyona ve hasara
neden olmaktadir. Proteinlerdeki oksidatif hasar en ¢ok *OH (Hidroksil) ve Oe
(stiperoksit) radikalleri gibi ROT'larca olmaktadir (Samuel ve ark., 2005). As
maruziyeti ile protein oksidasyonlari arasinda korelasyon tespit edilmistir (Flora,
2011). Arsenik kaynakli protein hasarlarini tespitte iki boyutlu jel elektroforezi ve
MALDI-TOF-MS gibi yontem ve cihazlardan yararlanilmaktadir (Ahsan ve ark.,
2010).

Arsenige maruz kalanlarda ROT artis1 ile DNA hasar1, mutajenez ve karsinojenez
iliskilendirilmektedir (Valko ve ark., 2005). Serbest radikallerin artis1 ve/veya DNA
onarim enzimlerinin inhisyonu DNA oksidasyonuna, DNA hasarina neden olmaktadir.
Serbest radikaller DNA'daki piirin ve primidinlerdeki doymamis baglart hedef alir.
DNA'daki guanin serbest radikallerden en ¢ok etkilenendir ve oksidasyonundan sonra 8-
hidroksiguanin, 8-hidroksiguanozin ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) gibi
formlar olusturur (Vizcaya-Ruiz ve ark., 2009; Bartsch ve Nair, 2004). DNA hasar
isaretleyicisi ve DNA'dan 8-hidrodeoksiguanini uzaklastirmada gorevli olan 8-
hidrodeoksiguanin-DNA glikozilazin ekspresyonu, 8-hidroksideoksiguaninin onarim
kapasitesi, icme sularindaki As konsantrasyonlart ve maruzlarin tirnak As
konsantrasyonlariyla korole bulunmustur (Smart ve ark., 2006; Mo ve ark., 2006). Ayrica
arsenik ya ligasyon ve insizyon basamaklarini inhibe etmekte ya da DNA tamir
enzimlerinin regiilasyonunu diistirerek DNA hasarmi etkilemektedir (Vizcaya-Ruiz ve

ark., 2009). DNA hasarlar1 jel elektroforezleri ve Comet analizleriyle tespit
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edilebilmektedir (Hwang ve Kim, 2007; Smart ve ark., 2006; Mo ve ark., 2006; Collins
ve ark., 2008).

ROT iretimi ve oksidatif stres As kaynakli karsinojenitenin en Onemli
onciileridir (Kessel ve ark., 2002; Kitchin ve Ahmad., 2003; Shi ve ark, 2004; Lantz
ve Hays., 2006). Ayrica karsinojenitenin karakteristik belirtileri olan tek iplik-¢ift iplik
kiriklar1 da, diisik konsantrasyondaki As maruziyetlerinde indiiklendigi tespit
edilmistir (Ying ve ark., 2009; Kligerman ve ark., 2010). Kronik As maruziyetlerinde
olusan oksidatif stres As'min sitotoksisite-genotoksisitesiyle baglantilidir. Oksidatif
stresin As’ye maruz kalanlarda hiperkeratozunun gen transkripsiyon profillerini de
modifiye ettigi bildirilmis (Martinez ve ark., 2011c) ve yine oksidatif hasarin As’ye
maruz kalanlardaki deri tiimorleriyle iligkileri tespit edilmistir (An ve ark., 2004).
ROT'lar gibi toksik iiriinler As’ye maruz kalanlarda biyotransformasyon sirasinda
tiiretilmekte veya indiikklenmekte olup, oksidatif stres yoluyla genomik aberasyonlara
da neden olmaktadir (Martinez ve ark., 2011c).

As’ye maruz kalanlarda oksidatif hasarin boyutu, hangi sathada oldugu
Antioksidan seviyelerinde degisimlere neden olmaktadir (Flora, 2011). Antioksidan
enzimleri biyolojik molekiillerin korunmasinda en etkin savunmalardan biridir.
Antioksidan enzimlerden SOD (Siiperoksit Dismutaz), CAT (Katalaz) ve Gpx
(Glutatyon peroksidaz) enzimlerinin aktivitesi arsenik maruziyetinin dozu ve siiresiyle
ters orantili olarak degismektedir (Flora, 2011). GST'deki (Glutatyon-S-transferaz)
degisim As’ye maruz kalanlarda pulmoner belirteglere ek belirteg olarak
kullanilabilmektedir (Lantz ve ark., 2007). Antioksidanlarin ve radikal siiptiriictilerin
diyete eklenmesi arsenik kaynakli ROT olusumunun ve toksisitenin azaldigi tespit
edilmistir (Shi ve ark., 2004).

1.3. DNA Hasan

DNA hiicrelerdeki genetik bilgi deposudur ve genomik bilginin korunmasi
esastir. DNA'nin yapist da duragan degildir. DNA'min yapisi hiicrede endojen ve
ekzojen kaynakli bir takim etkenlere maruz kalmakta ve degistirilmektedir. DNA'daki
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bu degisiklikler enzimler tarafindan tespit edilebilir, tamir edilebilir ve normale
dondiiriilebilir diizeyde ise “DNA Hasar1” olarak adlandirilmaktadir. Ancak DNA
hasarlarit DNA'nin temel dizisinde geri dondiiriillemez tamir edilemez durumlara yol

agmissa bunlar DNA'da mutasyonlara neden olur.

UV radyasyon, agir metaller, hava kirliligi, sigara, alkilleyici ajanlar,
kemoterapotik ilaglar v.b etkenler DNA'nin yapisinda degisikliklere neden olan
“Ekzojen faktorler” dir (Hoeijmakers, 2009; Ciccia ve Elledge, 2010; Jeppesen ve ark.,
2011). “Endojen faktorler” ise hiicresel metabolitler, ROT'lar, NOT'lar, lipid
peroksidasyon {iriinleri, endojen alkilleyici ajanlar v.b. hiicresel olaylardan, oksidatif
stres ve hasardan kaynaklanabildigi gibi DNA'da kendiliginden de olusabilmektedir
(De Bont ve van Larebeke, 2004; Hoeijmakers, 2009; lyama ve Wilson, 2013).

DNA'daki hasarlar tek baz degisimleri, ¢ift baz degisimleri, zincir kirilmalar
ve ¢apraz baglanmalar seklinde her giin defalarca olabilmektedir (Sancar ve ark., 2004;
Hoeijmakers, 2009; Sherman ve ark., 2011). Olusan DNA hasarlart1 “DNA Onarim
Mekanizmalar1” tarafindan onarilabilmekte, kontrol noktalarinin aktivasyonu ile
hiicre dongiisti durdurabilmekte, gen transkripsiyon diizeyleri-transkripsiyonel cevap
degistirilebilmekte ya da apoptozla programli hiicre 6liimleri yapilmaktadir (Norbury
ve Hickson, 2001; Sancar ve ark., 2004; Kulaksiz ve Sancar, 2007). Eger bu tiir
degisimler kontrol edilemezse hiicresel 6liimlere, dejeneratif degisikliklere, organizma

diizeyinde ise, yaslanma, hastaliklar ve ¢esitli kanserlere neden olmaktadir.

Sancar ve ark. (2015) ahududu NER proteinlerinin; enginar, zerdecal,
devedikeni, soya, yesil ¢ay MGMT(metilguanin metiltransferaz) enziminin;
aycekirdegi, yaban mersini ve kahve PARP’1n (tek iplik kiriklarinda); havug, kahve
ve kizilctkk MMR ’nin; zeytin yag1 ve ¢ikolata tiiketiminin de PARP gibi bazit DNA

onarim proteinlerini ve enzimlerini artirdigini belirtmislerdir.
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1.3.1. DNA Hasar Etkenleri

DNA'nin yapisinda degisikliklere ve hasara neden olan etkenler endojen ve
ekzojen (UV 1sinlari, X-Ray Isinlar1, kimyasal) kaynakli olabilirler. Bu etkenler basit
baz degisiklikleri olabildigi gibi delesyonlar, fiizyonlar, translokasyonlar ya da

anoplidi gibi kompleks degisikliklere de neden olabilmektedir (Sancar ve ark., 2004).

DNA Hasarmin Ekzojenik Etkenleri

UV Radyasyonu: DNA zincirindeki en yakin pirimidin bazlari olan Timin ve

Sitozin'in baglanmasina yol agan kovalent baglar olusturur. Pirimidin dimerleri (T-T,
T-C) olusturur. Bu dimerler DNA'da bir biikiilme olusturarak, DNA polimerazin
ilerlemesini engeller, replikasyonu ve transkripsiyonu bloke ederler.

X-Isinlar1 ve Gama Isinlari: Hiicrede serbest radikaller ve ROT'lar olusturarak

DNA'da Tek-Cift iplik kirilmalarina neden olur. DNA'da DNA-DNA ve DNA-protein

capraz baglari olusturur (Debele¢-Biitiiner ve Kantarci, 2006).

Kimyasallar: Alkilleyici maddeler (hardal gazi1 v.b.) bazlarla reaksiyona
girerek N ve O'lerine etil/metil gruplar ekler ve alkillenmis bazlar degrade olurlar ve
DNA'da bazsiz bolgeler meydana gelir. Bu da DNA replikasyonunda “Yanlis
Eslesmelere” yol agar. Guanin’deki O6 bu duruma ¢ok duyarli olup, etil metansulfonat
tarafindan guanine etil eklenir ve olusan 6-etil guanin, timinle (sitozin yerine)
eslesmektedir. Gida katki maddeleri (nitrit ve nitratlar-nitronyum iyonuna ve nitroz
asite metabolize olurlar), kemoterapotik ilaglar (5-bromo-urasil v.b)da baz analoglari
gibi davranirlar. Arakat ajanlari (akridin boyalari-proflavin, etidyum bromur v.b)
DNA'da bazlar arasina girerek DNA polimerazin baz eklemesine neden olur (¢ergeve
kaymasi) (Debele¢-Biitiiner ve Kantarci, 2006). Polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH'lar-Benzo (a)piren, egzoz ve sigara dumanindaki) gibi prokarsinojenlerin
oksidasyonlar1 da karsinojen metabolitler olugturarak DNA'ya eklenebilir ve DNA

addact'lar1 (eklentileri) olusturarak hasar vermektedir. Agir metaller de hiicrede
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oldukca fazla serbest radikaller ve ROT'lar olusturmakta ve DNA'da iplik kopmalarina
ve baz degisimleri gibi DNA hasarlarina neden olmaktadir. OH radikalleri guaninle
tepkimeye girerek 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) olusturarak mutasyona neden
olmaktadir (Balajee ve Bohr, 2000).

DNA Hasarmin Endojenik Etkenleri

Hiicrelerde endojen metabolik siiregler ve biyokimyasal reaksiyonlar
neticesinde dogal olarak ya da uyarilma neticesinde DNA hasarlar1 olusmaktadir (De
Bont ve van Larebeke, 2004). Bunlar DNA'daki hidroliz, oksidasyon, alkilasyon ve

bazlarin yanlis eslesmeleriden kaynaklanmaktadir.

Yanlis baz eslesmeleri: DNA'daki bazlarda araya yeni bazlar eklenmesiyle

“Insersiyonlar”, bazlardan birinin ¢ikarilmasiyla “Delesyonlar” seklinde degisimler

meydana gelmektedir.

Kimyasal degisiklikler: Endojen olusan metabolitlerin biyokimyasal

reaksiyonlartyla ve bunlar neticesinde olusan yiiksek diizeydeki ROT'lar sonucu
DNA'da “Deaminasyon” (amin gruplarinin ¢ikarilmasi) ve “Metilasyon” gergeklesir.
DNA'da “AP bolgeleri” olarak adlandirilan apiirinik ve apirimidinik alanlarin olusmasi
diizeltilmezse transkripsiyonu inhibe edebilmektedir. Deaminasyonda adenin, guanin
ve sitozin halkalarindan amin gruplarinin kaybi ile hipoksantin, ksantin ve urasil
meydana gelmektedir. DNA onarim enzimleri tarafindan diizeltilmezse mutasyona
neden olur. S-adenosil metionin (SAM) yiiksek oranda reaktif bir metil grubu igerir.
Hiicredeki reaksiyonlar sirasinda (bir c¢esit alkilasyon) olusan S5-metilsitozinde

deaminasyon sonucu DNA metilasyonu gergeklesir.

Baz kayiplart: Ozellikle hidroliz reaksiyonlar1t DNA'daki diziyi bdlerek, Piirin
bazlarinin (adenin ve guanin) deoksiribozil fosfatla yaptiklari kovalent baglar1 bozarak

“Depurinasyon”a (piirin bazlariin kaybi) neden olmaktadir. DNA dizilerinden daha
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az oranda gergeklesen primidinlerin (T ve C) g¢ikarilmasiyla da “Deprimidinasyon”

(primidin bazlarinin kaybi) gerceklesmektedir.

Oksidatif hasar: DNA'nin ROT ve NOT'lar tarafindan oksidatif hasar

neticesinde oksitlenmesi gergeklesir. DNA'daki belirli bazlarin oksidasyonunu ifade
eder. Guaninin oksitlenmesiyle 8-0xo0-7,8-dihidroguanin ve niikleotidde 8-oxo-
deoksiguanozin (8-0x0-dG) olusur ancak deoksisistidin yerine deoksiadenozin ile
eslesme yapar. Ozellikle 8-hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG) oksidatif DNA hasar1
tespitinde Onemli belirleyicilerdendir. Bazlarin oksitlenmesiyle olusan hasarlar
RNA'da da oksidatif hasar olusturabilmektedir. ROT'lar DNA'da depiirinasyon,
deprimidinasyon, “Tek-Cift Iplik Kirilmalari”na yol agar.

1.3.2. DNA Hasarlari ve Onarim Mekanizmalari

DNA'daki hasarlar tek baz modifikasyonlari, ¢ift baz modifikasyonlari, zincir

kirilmalar ve ¢apraz baglanmalar seklinde siniflandirilmaktadir:

DNA'daki Tek Baz Modifikasyonlar:

Depiirinasyon, deaminasyon, alkilasyon, DNA baz analoglar1 ve yanlis baz
eslesmeleri sonucu olmaktadir. Depiirinasyonlar, kendiliginden olabildigi gibi 6strojen
benzeri kimyasallar, alkilleyici ajanlar, serbest radikaller ve UV sonucu piirin bazlarinin
deoksiribozil-fosfatla yaptiklari kovalent baglarin bozulmasiyla piirin kayiplart
seklindedir. Deaminasyonlar, kendiliginden (5-metilsitozin deamine olur ve Timin
olusturur) ya da indiikleyici bir kimyasal etken (nitrik asit oto-oksidasyonu ile olusan
nitrozanhidrit aminlerle reaksiyona girer) sonucu olusur. Hidrolitik olarak bir amin
grubu uzaklastirilarak olusur. Alkilasyonla metil, etil, propil gibi alkil gruplarinin
eklenmesiyle, seker-baz arasinda degisken baglar, apiirinik bolgeler-AP alanlari (Sekil
1.24) ve DNA'da capraz baglanmalar olusturur. Baz analoglari, DNA zincirine
replikasyon sirasinda DNA'daki bazlarin analoglarinin (5-bromourasil Timin analogu)

eklenmesiyle olur. Nitrojen-mustard, psoralen, mitomisin C, sisplatin gibi
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kemoterapétik ilaglar da DNA'ya baz eklentisi yaparlar ve kanser hiicrelerinde tamir
mekanizmalarina ya da hasar sensorlerine yakalanmazlar (Sancar ve ark., 2004). Yanlis
eslesmeler ise DNA'da zayif okuma (proofreading) sonucu benzeyen (G-A) farkli bir
bazin ilave edilmesiyle olur (Sekil 1.24).

Oa @A T @c

ds DNA kirik Yanlis Eslesme

(Cift zincir) \ 1 C-U deaminasyon

X YR E R X NoX XNl

000Q oug 00O @000 , 060

ss DNA Kirik / I

(Tek zincir)

AP bolgeleri
Kovalent Capraz

Timidin Dimer <
baglar

Sekil 1.24. DNA Hasarlar1 (https://www.slideshare.net/dhanz1/dna-repair-39272527).

DNA'daki Cift Baz Modifikasyonlar:

Daha ¢ok UV (280-315nm) etkisiyle DNA'daki birbirine yakin piirinlerin ya
da pirimidinlerin kendi aralarinda dimerler olusturmalariyla meydana gelirler.
Siklobutan pirimidin dimerleri (CPD), primidin-primidon (6-4PP) dimerleri (foto-
tirtinler) ve timidin dimerleri (Sekil 1.24) en ¢ok goriilen dimerlerdir. Polimerazlar

inhibe ederek replikasyona engel olurlar.

DNA'daki Zincir Kirilmalari

DNA'nin tek ipliginde ya da iki ipliginde birden meydana gelebilmektedir. Tek
iplik kirilmalar1 (Sekil 1.24) en ¢ok iyonize radyasyonlar, serbest radikaller, ROT'lar
ve oksidatif stresten kaynaklanir. Oksidatif stres kaynakli kopmalarda kopan yerde
seker kalintilar1 bulunur. Kirilmalar direkt tek zincir kiriklar1 seklinde, ya da zincirdeki
bosluklarin ve de tek zincir kiriklarmin baz-eksizyon onarimlari sirasinda

olusmaktadir (Sancar ve ark., 2004). Cift iplikli kirtlmalar1 (Sekil 1.24) ise dogrudan
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1isinlamalar, UV kaynakli DNA lezyonlarinin yenilenmemesi, tek iplik kopmalarindaki
onarimlar sirasinda, serbest radikaller ve ROT'lardan (OH radikali ve fenton
reaksiyonlar1) kaynaklanir. DNA hasarlarindaki en agir zararlardan biri ¢ift zincir
kirilmalandir. Cift ip kiriklar1 rekombinasyonda gerekli islemlerdendir. DNA'da zincir
kirilmalart sonucu bazlar serbest kalir ve AP bolgeleri olusturur. Depiirinasyonlar ve

normal DNA metabolik islemleri sirasinda da tek-¢ift zincir kirilmalart meydana gelir.

DNA'daki Capraz Baglar

UV, X ve gamma 1sinlar1, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri gibi serbest
radikaller sonucu oksidatif strese ve proteinlerin peroksidasyonlarina ve oksidasyon
sonucu olusan protein-hidroperoksitleri DNA-protein ¢apraz baglart yapar. Sisplatin,
nitrojen mustard, mitomisin D ve psoralen gibi ajanlar ise DNA-protein ¢apraz baglari
ve DNA-DNA ¢apraz baglari olusturur (Sancar ve ark., 2004) (Sekil 1.24).

DNA'daki hasarlar ilk olarak “Hasar Sensorleri”nce taninip tespit edilmelidir.
Dort farkli hasar tanima sistemi vardir: Dogrudan hasar tanima, ¢ok adimli hasar

tanima, proksi ile tanima, DNA ara tiriinlerinin taninmas1 (Sancar ve ark., 2004).

A Dogrudan Hasar Tanima, DNA hasar1 ve ayni yapidaki protein arasindaki

uyum nedeniyle tanima gerceklesir (DNA-glikozilazin uygun olmayan bazi

tanimasi v.b).

A Cok Adimh Hasar Tanmima, Molekiiler eslestiriciler (DNA Replikasyon
Faktori-RFC ve Niikleotid Ekzisyon Onarimindaki XPC) yoluyla ya da
Kombinasyonel Tanimayla (Niikleotid Ekzisyon Onarimida XPC-XPA ve

RPA birlikte baglanir) gergeklesir.

A Proksi ile Tanima, dogrudan onarimla iliskisi olmayan ancak hasarin

farkedilmesini saglayan yapilarla tanimadir (Transkripsiyon Cifti Onarimi).

A DNA Ara Uriinlerinin Taninmasi, DNA onarimlari i¢in iiretilmis tek iplik

centikleri, dizi bosluklari, ¢ift iplik kiriklar1 ve ek molekiillerin taninmasiyla
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olur. Bu yapilar baska onarim mekanizmalarinda kullanilir. Niikleotid
ekzisyon onarmmi igin olusturulan bosluk, homolog rekombinasyonu
baslatmak i¢in ya da DNA hasar kontrol noktasinda hiicre dongiisiinii

durdurmak icin kullanilabilir.

Hasar sensorleri tarafindan tespit edilen DNA hasarlarina hiicrede farkl
yanitlar verilmektedir: “DNA Onarim Mekanizmalar1” tarafindan tamir edilebilir,
transkripsiyonel yanit olusturabilir, hiicre dongiisii durdurulabilir ya da apoptoza
(programli hiicre 6liimleri) gidilebilir (Sekil 1.25). Bu yanitlar hasarin durumuna gore
birbirlerinden bagimsiz islev goriirler. Arsenik, kadmiyum, nikel, safra asiti, gama
1isinlari, benzo (a)piren, lipid peroksidasyon bilesikleri gibi bir ¢ok karsinojen gesitli
DNA onarim mekanizmasindaki proteinleri baskilamakta ve DNA onarimlari

engellenmektedir (Sancar ve ark., 2004).

DMNA Hasan
DNA Onarnimi Transkripsiyonel Hiicre Programli Hicre
Yant Dénglisiniin Oliimii
Durdurulmas

Sekil 1.25. DNA Hasarlarina Hiicresel Yanitlar (Sancar ve ark., 2004).

Onarmm Mekanizmalari;

DNA onarim mekanizmalari Direkt Onarim, Baz Eksizyon Onarimi (BER),
Niikleotit Eksizyon Onarimi (NER), Homolog Olmayan Rekombinasyonel Onarim
(NHEJ) ve Yanlis Eslesme Onarimi (MMR), Homolog Rekombinasyonel Onarim
(HR) (Sekil 1.26).
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Primidin DNA eklentileri Baz Tek iplik Cift iplik Replikasyon

dimerleri DNA ¢apraz baglar Oksidasyonu kiriklar: Kiriklar hatasi
Baz hidrolizi
\ & Baz hasan X
)
\ ) ) C N
\ ) é
DNA Crosslink & x
Lezyonlar1 (interstrand) -«
(thros'innkd) *
intrastran
OH N\
x N/ \ )
/
DNA
adducts

Yaygin T, el D daki
& rsinoi : ROT, UV, P . ROT ogasmdaki
Nedenler uv Karsinojenler Yiikeek 150 Iyonize radyasyon replikasyon catallarm replikasyon

durdurur. :

Onarmm HR
Mekanizmalar1 NER NER BER BER NHEJ vt

Sekil 1.26. DNA Hasarlari, Etkenleri ve Tamir Mekanizmalar1 (Weeden ve Asselin-Labat, 2018).

DNA Hasarmin Direkt Onarimi

Alkilleyici ajanlar tarafindan ya da DNA bazinda olusan metil, etil v.b. DNA-
eklentilerinin ¢ikarilmasiyla hasarin geri dondiiriilmesidir (Sekil 1.27). Bu islem
sirasinda DNA'daki bazlar kesilip ¢ikarilmaz. Alkilleyici ajanlar tarafindan guaninin
metillenmesiyle sonuglanan DNA hasarinda O6-metilguanin‘deki metil (CHs) grubu
DNA-alkil transferaz/MGMT (metilguanin-metiltransferaz) enzimi tarafindan
kendindeki sistein kalintisina transfer edilerek DNA'dan uzaklastirilir. Boylece DNA
hasar1 sonucu sisteinle eslesen yap1 eski haline dénerek timinle eslesebilir ve alkillenen
MGMT inaktive olur ve proteozomal degradasyona yol acarak hasar onarilmis olur
(Hakem, 2008). MGMT homozigot inaktif farelerle yapilan bir ¢aligmada
dimetilnitrozamin kaynakli yiiksek oranda karaciger ve akciger tiimorleri tespit
edilmistir (lwakuma ve ark., 1997). Sistein ve glutatyon artirici ilaglar ve
antioksidanlar kullaniminda MGMT ekspresyonunda artis tespit edilmistir (Niture ve
ark., 2007).
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Sekil 1.27. DNA Hasar Onarim Yollar1 (Hakem, 2008).
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Niikleotid Eksizyon Onarimi-NER (Nucleotid Excision Repair)

En az 2 bazin neden oldugu DNA'nin yapisal biikiilmesine (distorsyonuna)
(Sekil 1.27) yol agan DNA-DNA ¢apraz baglarinin, UV radyasyon kaynakli olusan
pirimidin dimerlerinin ve biiyilk DNA-addact-eklentileri gibi ekzojen kaynakli zincir
kiriklarinin onarilmasinda islevseldir (Balajee ve Bohr, 2000; Hanawalt, 2002;
Sugasawa, 2008; Shuck ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2009). Oksidatif hasarin
onariminda da bu yol kullanilir (Gros ve ark., 2002). NER'de XPA, XPC, RPA
(replikasyon protein A), Transkripsiyon faktoriit TFIIH, XPB ve XPD DNA helikazlar,
ERCC1-XPF, XPG, PCNA ve replikasyon faktorii C gibi 20'den fazla protein gorev
alir (You ve ark., 2003). Onarim isleminde protein kompleksleri DNA'daki hasarli
bolgeye baglanir. Hasarin her iki yanindan zincir kesilerek hasar uzaklastirilir ve
zincirde olusan bosluk DNA polimerazlar tarafindan tamamlanir ve DNA ligazlar
tarafindan islem sonlandirilir. ERCCI1 geninin asir1 ekspresyonu sisplatine direngli
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanser hiicreleriyle ve gelismis DNA onarim
kapasitesiyle iligkili bulunmustur (Rosell ve ark., 2003; Vogel ve ark., 2000). NER
onarimindan sorumlu proteinlerdeki mutasyonlar Trikotiyodistrofi, Kseroderma
pigmentozum ve Kokayne Sendorumu gibi hastaliklara neden olmaktadir (Zhang ve
ark., 2009). Bu mutasyonlar sonucu kisilerde erken yaslanma, noropatiler ve cilt

kanserlerine yatkinlik (UV-etkili) gézlenmektedir.
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Baz Eksizyon Onarimi-BER (Base Excision Repair)

Endojen oksidasyonlar ve hidroliz olaylari sonucu olusan DNA hasarlarindaki
bazlarin kesip ¢ikarilmasiyla onarim gergeklesir (Sekil 1.27). Bu onarim
mekanizmasinda hasar tipine gore pek cok enzim gorev almaktadir. DNA
glikozilazlar, AP-endoniikleazlar, DNA-polimerazl ve DNA-ligazlar en baslicalaridir.
DNA glikozilazlar hasarli baz ile riboz arasindaki bazi keserek uzaklastirir ancak
zincire zarar vermez. Sonucta AP bdlgeyle zincir sonuglanir. AP-endoniikleaz-1
(APE-1) enzimi de depiirinasyon ve depirimidinasyon sonucu olugan AP bdlgelerini
onarir. APE1 fosfodiester zincirini 5 'AP bolgesinde keser. DNA ipligi daha sonra bir
3'-hidroksil grubu ve 5'-abazik deoksiriboz fosfat i¢erir. DNA polimeraz-1 hasarli
zincirin bir kismini ¢ikarir (AP-liyaz aktivitesi araciligiyla deoksiriboz fosfati ¢ikarir)
ve hasarsiz dogru niikleotidi ekler ve 3'OH'den onarimi baglatir. 8-okzoguanin DNA
glikozilaz-1 (OGG1) ROT kaynakli olusan hasarli baz 7,8-dihidro-8-okzoguanin'i (8-
0okzoG) cikarip onarim saglar. OGGl'deki polimorfizm pankreas, prostat gibi
kanserlerle iliskilendirilmistir (Hua ve ark, 2016). Urasil-DNA glikozilaz sitozin
deaminasyonu sonucu olusan urasili ¢ikarir. N-Metil piirin DNA glikozilaz (MPG)

modifiye piirin bazlarini ¢ikarir.

Homolog Rekombinasyonel Onarim- HRR (homolog recombinational repair)

Memelilerde ¢ift zincir kiriklarinin %10'v ve DNA'daki ¢apraz baglar HRR
onarim mekanizmasi tarafindan tamir edilir (Sekil 1.27). Sentez asamasi oldugundan
uygun/homolog sablon varliginda homolog DNA rekombinasyonla onarim saglanarak
genetik bilgi korunmus olur. Homolog rekombinasyonel defektler sonucu immiin
yetmezlikler, norolojik defektler, lenfoma-timdr gelisimleri ve kansere yatkinlik
gozlenmekte ve onarimda gorev alan BRCA1-2 genlerindeki anomaliler kanserle
iligkili bulunmustur (Hakem, 2008; Onur ve ark., 2009).

Homolog Olmayan Rekombinasyonel Onarim-NHEJ (Non homolog end-

joining repair)
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Memelilerdeki ¢ift zincir kiriklarinin %901 NJEH oranim mekanizmasi
tarafindan tamir edilmektedir (Sekil 1.27). X-isinlari, peroksit v.b. nedenlerle olusan,
DNA ligazlar tarafindan onarilamamis diizgiin olmayan DNA uglarmin baglanmasinda
ve HRR'den yararlanilamayan durumlarda (sentezin olmadig1 zamanlarda-uygun sablon
yoksa) devreye girererek kiriklar birlestirir. Bu onarimda DNA Ligaz-1V, XRCC4 ve
DNA'ya bagl protein kinaz (DNA-PK) v.b. enzimler gorevlidir (Wang ve ark., 2003;
Zhang ve ark., 2009). DNA-PK aktive olur ve diger enzim/proteinlerin hasarli bolgeye
gelmelerini ve kompleks olusturmalarini saglar. Olusan kompleks DNA Ligaz-1V ve
XRCC4'in aktive olup kirik uglar1 baglamasiyla onarim saglanmis olur. Onarillamayan
uglar genetik bilgi de kayba neden olarak IR duyarliligini artirmakta ve immiin
yetersizlige neden olabilmektedir. NHEJ onarim yolagindaki bozukluklar kanserlere
kadar giden translokasyonlara neden olmaktadir (Onur ve ark., 2009). HRR ve NHEJ]
onarim yollarinin inaktivasyonlar1 hiicre 6liimlerinde artig, telomerlerde disfonksiyon,
genomik instabilite, mayoz hasarlari, immiin yetersizlik, kanser v.b. patolojilerle

iliskilendirilmektedir (Sung ve Klein, 2006).

Yanhs Eslesme Onarimi-MMR (Miss-Match repair)

DNA'da replikasyon sirasinda bazlarin yanlis eslesmelerinin ve kiiciik DNA
looplarinin diizeltilmesi i¢in yapilan eksizyon ve yeniden sentez asamalarindan olusan
onarimlardir (Sekil 1.27). DNA oksidasyonu ve alkilasyonundan kaynaklanan O6-
metil guanin, 8-okzo guanin, karsinojen ve sisplatin eklentileri igeren modifiye baz
ciftleri anomalilerinden kaynakli yanlis eslesme, insersiyon ve delesyon onarimindan
sorumludurlar (Sancar ve ark., 2015). Insanlardaki MSH ve MLH gibi MMR
enzimlerindeki mutasyonlar polipsiz kolorektal kanserle iliskili bulunmustur
(Schofield ve Hsieh, 2003; Christmann ve ark., 2003; Stojic ve ark., 2004).

1.3.3. As Kaynakli DNA Hasar1
As maruziyetiyle hiicrelerde artan ROT ve RNT'ler oksidatif strese ve
dolayisiyla DNA hasarlarina, lipid peroksidasyonlarina, redoks enzim aktivitelerinde

ve antioksidan savunma diizeylerinde azalmaya neden olmaktadir (Martinez ve ark.,
2011a; Martinez ve ark., 2011b).
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Arsenik DNA Hasar Mekanizmasi:

A Arsenik biyotransformasyon siirecinde gulutatyonla konjuge olup atilabilir.
Ancak As siiperoksit anyonlari, hidrojen peroksitler ve hidroksil radikalleri
gibi ROT olusumunu artirarak oksidatif hasar1 tetikler ve tek-gift zincir
DNA kiriklarina yol acabilir.

A Ayrica tek zincir kiriklarinin onarimindan sorumlu Baz Eksizyon Onarim-
BER, cift zincir kiriklarinin onarimlarindan sorumlu Homolog olmayan
Rekombinasyon-NHEJ ve Homolog rekombinasyon-HRR onarim

mekanizmalarini inhibe edebilmektedir (Martinez ve ark., 2011a).

A Bu siirecte iiretilen ROT'lar kokarsinojen olarak gorev yapabilir, 6rnegin

UV'nin hasar etkisini artirabilir.

A Biyotransformasyondaki S-adenozil metioninin (SAM) gerekliligi, DNA
metilasyonu icin substrat olan SAM'n tiikenmesine ve dolayisiyla DNA
metilasyonunda degisikliklere, histon modifikasyonlarma ve mikro-

RNA'lara (miRNA) yol agabilir (Martinez ve ark., 2011b) (Sekil 1.28).

S-adenozil
/’ﬁ?‘ metiyonin

Tiiketim

! l !

DNA Histon miRNAs
metilasyon modifikasyonu

Ko-karsinojen

DNA kirik onarim l
mekanizmalari
(BER, HR/NHEJ) \S?DNA kirig v
dsDNA kirig:
Epigenetik degisiklikler

'l

Sekil 1.28. As ve DNA Hasar1 (Martinez ve ark., 2011b).
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As’nin genotoksisitesinin esasini  biyotransformasyonu sirasinda olusan
ROT’larin neden oldugu diisiiniilmektedir (Kessel ve ark., 2002; Nesnow ve ark.,
2002; Jomova ve ark., 2011). ROT iiretimi DNA eklentileri (adduct), DNA iplik¢igi
kiriklari, ¢apraz baglar ve kromozomal aberasyonlar olusturabilmektedir (Kitchin ve
Wallace, 2008; Bau ve ark., 2002; Hwang ve Kim, 2007). Arsenik tarafindan baslatilan

genetik hasarin ana mekanizmasi oksidatif mekanizmadir (Sekil 1.29).

0.-H.0.-OH

iAs ;Y_} o
biyotransformasyon » L Ko—Ka; 57“10J en
ROS Uretimi (UV

ssDNA
(Tek zincir) kirklan

A

DNA tamir
mekanizmasinin —
inhibisyonu

dsDNA
(Cift zincir) kirklar:

Kromatid/ Kromozomal aberasyonlar Kanser ve
DNA eklentileri; Delesyon mutasyonlari

diger patolojiler

Sekil 1.29. As Kaynaklt DNA Kiriklar1 (Faita ve ark., 2013).

As indiiklii DNA dizi kiriklarinin biiyiik bir kismi1 oksidatif DNA eklentilerinin
ve DNA protein ¢apraz baglarinin eksizyonundan ve ROT'lardan kaynaklanmaktadir
(Wang ve ark., 2001a). DNA tek zincir kiriklari, hiicre Oliimleri ve ATP'nin
tilketilmesiyle NAD'da azalmayla meydana gelen poly-ADP-riboz polimeraz
(PARP)'m aktivasyonunda zorunlu bir tetikleyicidir. PARP DNA replikasyonunda,
DNA onariminda, gen ekspresyonunda ve karsinojenezde de gorev alir (Boulikas,

1991). DNA kiriklart kromozomal yeniden diizenlemelere de neden olabilmektedir

(Faita ve ark., 2013).

Ayrica, iA'lar disiik konsantrasyonlarda bile DNA iplik kopmalarini
indiikleyebilir (Martinez ve ark., 2011b). Arsenik kaynakli tek iplikli kopmalari, ya
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dogrudan DNA bazinda ROT ya da dolayli olarak baz eksizyon onarimi (BER)
mekanizmasi sirasinda olusur (Kligerman ve ark., 2010). DNA'ya oksidatif hasarin
baslica etkilerinden biri DNA baz modifikasyonudur. Ozellikle 8-hidroksideoksiguanin
(8-OHAG) en sik olusturulan DNA niikleobaz modifikasyonlarindan biridir ve siklikla
epidemiyolojik ¢alismalarda oksidatif stres igin bir belirteg olarak kullanilir (Cooke ve
ark., 2003; Ziech ve ark., 2010). 8-hidroksi deoksiguanin, G: C'den T: A' ya
transversiyon mutasyonlarina yol agabilen olduk¢a mutajenik bir yanlis kodlama
lezyonudur (Grollman ve Moriya; 1993). Arsenik maruziyeti tizerine 8-OHdG oksidatif
DNA eklentileri (adduct) varligi birka¢ dokuda belgelenmistir (Chung ve ark., 2008;
Vizcaya-Ruiz ve ark., 2009). [A'lara maruz kalan insan fibroblast hiicrelerinin ssDNA
kirilmalart ve DNA-protein katkisi ile kromatit degisimi sergiledikleri gozlenmistir

(Mouron ve ark., 2006).

Stiperoksit temizleyicileri ve diger antioksidanlarla yapilan bir tedavinin, aort
hiicrelerinde arsenik kaynakli DNA iplik kopuslarini azalttigi ve bu siiregte ROT
tiretiminin roliinii de dogrulamaktadir (Liu ve Jan, 2000). SOD, katalaz, difenil
iodinyum, DMSQO, d-mannitol ve piruvat As kaynakli DNA kirilmalarini etkili bir
sekilde azaltmstir (Shi ve ark., 2004) 1 uM iA'larin, ssDNA ve dsDNA kirilmalarinda
onemli role sahip bir protein olan poly-adenosin difosfat-riboz polimeraz 1 (PARP-1)
aktivitesine miidahale ederek UVR aracili DNA iplik kopuslarini arttirdigi da
gozlenmistir (Qin ve ark., 2008; Faita ve ark., 2013).

Arsenit, MRC-5 hiicrelerinde DNA gdciinii ve kuyruklu hiicrelerin yiizdesini
artirmistir (Mouron ve ark., 2001). DNA migrasyonu hizindaki azalma, organik
arseniklerle DNA ¢apraz baglarinin indiiklenmesinin bir sonucu olabilmektedir (Faita
ve ark., 2013). Arsenik kaynakli DNA hasari, DNA iplik kopmasi ve DNA

oksidasyonunda 6zellikle gozlenmistir.

IAs genotoksisitesinin ana mekanizmalarindan biri de DNA Onarim
sistemlerinin inhibisyonudur (Faita ve ark., 2013). Arsenige maruz kalmanin neden
oldugu genetik hasarin kismen DNA onariminin inhibisyonuna bagli olabilecegi de

One siirilmistiir (Hartwig ve ark., 1997; Wang, 1994; Lynn ve ark., 1997; Chen ve
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ark., 1993; Li ve Rossman, 1989). NER ve BER prosesleri As maruziyeti sonrast DNA
baz hasari onariminda gorevlidirler. NER DNA ¢ift sarmalda biiyiik bozulmalarin
onariminda ana yol olup, BER ise ROT tarafindan uyarilan tek iplik kirilmalarinda ana
yoldur (Lai ve ark., 2011). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda insan fibroblastlarinda iAs
maruziyet sonrast DNA onarim kapasitesinde azalma gozlenmistir (Hartwig ve ark.,
1997; Curnow ve ark., 2001). Ayrica onceki ¢alismalarda da iAs maruziyetlerinde
NER isleminin inhibe edildigi ortaya ¢itkmistir (Hartwig ve ark., 1997; Andrew ve ark.,
2003; Schwerdtle ve ark., 2003). iAs’lerin BER prosesini inhibe ettigi belirtilmektedir
(Lai ve ark., 2011; Ebert ve ark., 2011). 1 uM tizerindeki AsIII doz maruziyetlerinde
BER prosesinde yer alan pol-beta (DNA polimeraz) ve APE1 (apiirinik/primidinik
endoniikleaz) gibi genlerin mRNA’larinda doza bagl asag: regiilasyon gozlenmistir
(Sykora ve Snow, 2008). As’ye maruz kalan pol-beta eksikligi olan hiicrelerde DNA
hasar tamirlerinde 6nemli gecikme ve DNA hasar diizeylerinde artis gdzlenmistir (Lai

ve ark., 2011).

As Etkili DNA-Metilasyon Degisiklikleri

Degistirilmis DNA metilasyonlar1 (hipometilasyon-hipermetilasyon) bir ¢ok
hastaligin gelismesine yol agmaktadir (Robertson, 2005). As maruziyetinde SAM
yetersizliginde ve/veya DNTM gen ekspresyonunun azalmasi sonucu genomik DNA
hipometilasyonlar1 gbézlenmektedir (Reichard ve ark., 2007). Genomik DNA
hipometilasyonlarinin Arsenik maruziyetlerinde indiiklendigi hem in vitro hemde in
vivo ¢alismalar bildirilmistir: AsIII’e maruz kalan ratlarda (Uthus ve Davis, 2005) ve
farelerde (Chen ve ark., 2004) hepatik DNA hipometilasyonu, hiicre kiiltiirlerinde
(Benbrahim-Tallaa ve ark., 2005; Coppin ve ark., 2008) ise global genomik DNA
hipometilasyonu gozlenmistir (Ren ve ark., 2011). Ancak bunun aksine Majumdar ve
ark. (2010)’nin Arsenige igme suyundan (250-500ug/L) maruz kalan bireylerde
yaptiklar1 ¢aligmada, bireylerde global DNA hipermetilasyonu gbzlenmistir. Pilsner
ve ark’nin (2007) 294 kisilik calismasinda ise idrar arsenikleri ile DNA
hipermetilasyonlar1 arasinda pozitif bir iligki tespit edilmistir. Arsenik maruziyetinde
DNMT’lerle (DNA Metil Transferaz) etkilesime girmesi DNA hipermetilasyonuna ve

tiimor siipresor genlerin inaktivasyonuna neden olabilmektedir (Shi ve ark., 2004).
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As Etkili Histon Modifikasyonlar

Histonlar igerdikleri aminoasitlerin sayisina ve icerdikleri kovalent
modifikasyonlara gore yap1 ve islevsel agidan farklilik gostermektedirler (Ren ve ark.,
2011). Histon zincirlerinin uglarindaki modifikasyonlar asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, deaminasyon ve prolin izomerizasyonu gibi bir ¢ok biyolojik olay1
etkilemektedir (Kouzarides, 2007). Histon asetilasyonlar1 daha ¢ok lizin kuyrugundaki
kalintilarda meydana gelmektedir (Martin ve Zhang, 2005). As’ye maruz kalan
Drosophila hiicrelerinde biiylik oranda histon asetilasyonunun azaldigi gozlenmistir
(Arrigo, 1983). Insan mesane epitel hiicrelerinde in vitro Aslll ve MMAIII ile
indiiklemesi sonucu malign tarnsformasyonu ile baglantili bulunmustur (Jensen ve
ark., 2008). Farkli bir ¢alismada ise AsIII maruziyeti sonucu apoptozda yer alan
genlerde artmis histon asetilasyonunu indiikledigi gozlenmistir (Li ve ark., 2002).
Histon metilasyonlari hem lizin hem de arjinin kalintilarinda meydana gelmektedir
(Wysocka ve ark., 2006). As’ye maruz kalan Drosophila hiicrelerinde histon
metilasyonlar1 tamamen ortadan kalkmistir (Arrigo, 1983). Insan akciger karsinomu
A549 hiicrelerinde 1 pM Arsenit maruziyeti sonucu H3K4me3 (H3 lysine 4
trimethylation)’i 6nemli oOlgiide artirmistir (Zhou ve ark., 2008). Histonlar
postranslasyonel olarak siklin bagimli kinazlarca fosforilasyonla modifiye
edilebilmektedir (Swank ve ark., 1997). Arsenik trioksit histon fosforilasyonunu
artirarak apoptozu indiikklemektedir (Zykova ve ark., 2006). Ayrica Arsenik
maruziyetiyle indiilklenen H3 fosforilasyonu onkogenlerin upregiilasyonuna,
proapoptotik faktoriin ve kaspazlarin uyarilmasina neden olabilecegi belirtilmektedir
(Li ve ark., 2002).

As Etkili Mikro-RNA'lar

Mikro-RNA’lar temelde genomun protein kodlayici olmayan bolgelerinden
kopyalanan protein kodlayici olmayan kiigiik RNA’lardir ve biyolojik diizenleyici
olaylarda gorev alirlar (Bartel, 2004; He ve Hannon, 2004). miRNA'lar,
tamamlanmamis baz eslesmesi ile mRNA'nin 3’-untranslated bolgesine baglanmasini

saglayarak gen ekspresyonunu devre dist birakir (Wightman ve ark., 1993).

86



miRNA’lar gen ekspresyonlari iizerindeki baskilayici etkisi nedeniyle onkogenleri
hedef alan miRNA’larin azaltilmasi/ortadan kaldirilmasi sonucu onkoproteinlerin
uygunsuz ekspresyonuna neden olabilmektedir (Ren ve ark., 2011). Zhou ve ark.
(2005) Akut Promyelositik Losemi (APL) tedavisinde kullanilan arsenik trioksitin,
PML (Promyelositik Losemi) proteinin yer degistirmesine ve par¢alanmasina yol
actigimi ve APL hiicrelerinde PML-retinoik asit reseptoriiniin bozulmasini uyardigini
belirtmistir. Ancak tedavi siireciyle As’ye maruz Kalanlardaki miRNA'larin
ekspresyonunu kalic1 olarak degistirmek i¢in bireylerin kronik maruz kalmasinin

gerekli olabilecegi ifade edilmektedir (Marsit ve ark., 2006).

Arsenik biyotransformasyonu ile meydana gelen tim bu DNA hasarlar
kromozomal anormalliklere/aberasyon (KA-CA), kardes kromatid degisimlerine
(KKD-SCE), DNA-eklentilerine ve delesyon mutasyonlarina neden olarak kanser
stireglerini de baslatabilmektedir (Shi ve ark., 2004; Martinez ve ark., 2011b; Faita ve
ark., 2013). Karsinojenik etkenlerin risk degerlendirmelerinde yaygin kullanilan
mikrogekirdek (MC-MN-Mikroniikleus) olusumu, kardes kromatid degisimleri ve
kromozomal aberasyonlar gibi sitogenetik biyogdstergeler arsenik maruziyetlerinde de
tercih edilmektedir. Diisiik diizeyde 1AsIIl maruziyetinde ROT f{iretimi, apoptoz ve
nekroz olusumu indiiklenerek telomeraz ekspresyonu ve telomerin uzunlugu
azalmaktadir (Li ve ark., 2012). Mikrogekirdek sikligi kanser risk ¢aligmalarinda ve
daha ¢ok kronik karsinojen maruziyetlerinde epidemiyolojik ¢aligmalarda daha ¢ok
kullanilmaktadir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Bunlarin disinda niikleer tomurcuk-
NT, piknotik-PK, karyolitik-KL, karyohektik ve kondanse kromatin gibi ¢ekirdek
anomalileri norodejeneratif hastaliklar, yaglanma ve kanser olusumu risk artiglariyla

iliskilendirilmektedir (Thomas ve ark., 2009).

1.3.4. DNA Hasarmin Belirlenmesi

DNA hasarlarinin tespiti ve analizi i¢cin DNA’da olusan hasarlara 6zgii
yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir. Tek zincir kiriklar1 ve baz degisimlerinde
COMET assay (Tek Hiicreli Jel elektroforezi), HALO Assay, TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), HPLC-MS (Yiiksek
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performansl sivi kromatografi-kiitle spektrometresi), DBD-FISH (DNA breakage
detection-fluorescence in situ hybridization), GC-MS (gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi), Protein XRCCI1(X 1smn1 onarim ¢apraz tamamlayict 1) ve
elektrokimyasal yontemler kullanilmaktadir. O® alkil guanin eklentilerinde HPLC-MS,
GC-MS ve IHC (immiinohistokimya) yontemleri tercih edilmektedir. Pirimidin
dimerlerinde TDP-PCR (terminal transferaz bagimli polimeraz zincir reaksiyonu),
LM-PCR(ligasyon aracili polimeraz zincir reaksiyonu), IC-PCR (immune-capture
PCR), HPLC-MS, GC-MS, RIA (radyoimmiinoassay), ELISA (enzyme-linked
Immunosorbent assay) ve elektrokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Delesyonlarda
GC-MS kullanilirken, ¢ift zincir DNA kiriklarinda ise COMET, TUNEL, DBD-FISH,
LAM-HTGTS (linear amplification-mediated high-throughout genome-wide
translocation sequencing), protein Ku ve protein H2AX testleri kullanilmaktadir
(Figueroa-Gonzalez ve Perez-Plasencia, 2017). Asagida DNA hasarlarina ve

onarimlarina gére DNA hasar yontemleri siralanmistir (Sekil 1.30).

Single-strand 0OFalkyl

y Pyrimidine dimers ; Double strand Stalled
L rrily 6,4-photoproduct Lo break replication fork
Altered base Bulky adduct A P P
NHEJ
BER NER DRR MMR HR EI-RS
SSA
COMET TDPCR
HALO LMPCR COMET
¥ TUNEL ICPCR TUNEL
o .2 A
g% HPLC-MS H(F;’:thgS HPLC-MS GC-MS LAM-HTGTS PCR
£e DBD-FISH e GC-MS DBD-FISH
0% GC-MS RIA Protein Ku
Protein XRCC1 ELISA Protein yH2AX
EM EM

Sekil 1.30. DNA Hasarlar1 ve Belirleme Yollar1 (Figueroa-Gonzalez ve Perez-Plasencia, 2017).

1.3.4.1. Comet Assay Teknigi

Comet Assay teknigi diger adiyla tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE)
Okaryotik hiicrelerde DNA hasarlarindan DNA’nin tek iplik kirilmalar1 (ssDNA Break)
ve ¢ift iplik kirilmalarinin (dsDNA breaks) tespitinde kullanilan floresans
tekniklerindendir (Collins, 2004, 2014). Iplik kiriklarinin disinda UV kaynakli

pirimidin dimerlerinin, okside bazlarin ve alkilasyon hasarlarinin belirlenmesinde,
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DNA onarim arastirmalarinda, antioksidan g¢aligmalarinda, kansere duyarliliklarin
tespitinde, kanser tedavilerin takibinde de kullanilmaktadir (Figueroa-Gonzalez ve
Perez-Plasencia, 2017; Dinger ve Kankaya, 2010). Hasar gérmiis DNA bu yontemde
gorintiilenirken comet (kuyruklu yildiz) seklinde olmasindan dolay1 yontem “Comet
Assay” admi almistir. Hasarsiz DNA kuyruklu yildizin basint olusturmakta hasarli
DNA parcalar1 ise Comet’in kuyruk kismini olusturmaktadir. DNA’daki bu comet
gorilntiisii i¢in hiicreler agaroz jel i¢ine sabitlenir, bir takim litik islemlerden gegirilir
ve floresans boyama yapilir (Figueroa-Gonzalez ve Perez-Plasencia, 2017). Comet
assay yontemi hassas ve giivenli bir yontem olup, farkli hiicrelerde kullanim olanagi

sunmakadir (Singh ve ark., 1988; McKelvey-Martin, 1993; Zalata ve ark., 2007).

1.4. Genler ve Polimorfizmleri

1.4.1. MnSOD

MnSOD, siiperoksit dismutaz (SOD) ailesine ait antioksidan enzimlerden
biridir. Siiperoksit dismutazlar J. McCord ve 1. Fridovich tarafindan 1969'da
kesfedilmislerdir. Siiperoksit dismutaz ailesi hiicre dig1 kaynaklardan tiiretilen ya da
mitokondriyal matrikste, elektron transfer zinciriyle (ETZ) oksijen metabolizmasinin
yan Urilinii olan siiperoksit radikallerinin dismutasyonundan sorumludur (AF, 2012).
Toksik olan siiperoksitlerin (O2-¢) daha az toksik olan hidrojen peroksite (H20>)
dontisimiinii katalizlemektedir (Sekil 1.31). Amaglari, oksijen kullanan hiicreleri,
normal metabolizma sirasinda iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerinden

korumaktir (Méllsten ve ark., 2007).
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Sekil 1.31. SOD Aktivitesi (http://pubs.sciepub.com/ajssm/1/1/2/index.html#Figurel).

Prokaryotlarda SOD'un iki liyesi bulunmaktadir:
A Demir igerikli SOD (FeSOD)

A Mangan igerikli SOD (MnSOD)

Okaryotlarda ise SOD ailesinin ii¢ iiyesi tespit edilmistir:
A Bakir-Cinko igerikli SOD (CuzZnSOD/ SOD1)
A Mangan igerikli SOD (MnSOD (SOD2))

A Ekstraselliiler SOD (ECSOD3)
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Okaryotlarda SOD enziminin {i¢ adet izoenzimi vardir. Bunlar tasidiklari
prostetik grup olan metallere ve lokalizasyonlarina gore su sekildedir; Bakir-Cinko SOD
(Cu,Zn-SOD) ¢ekirdekte ve sitoplazmada; Mangan SOD (Mn-SOD) mitokondride
bulunurken, ekstraselliiler Cu,Zn-SOD (EC-SOD) ekstraseliiler alanda bulunur (Sekil
1.32). Demir SOD (Fe-SOD) ise yalnizca prokaryotlarda bulunmaktadir.

0, ECSOD §20;
- b
Prx
Cu,ZnSOD GPx -
o, H,0, —car ~ H:0

Sekil 1.32. SOD Enzimleri (https://www.aimsci.com/ros/html/wp-content/uploads/2016/03/f7-2.png).

Hiicresel siiperoksit olusumunun ana kaynagi Mitokondriyal Elektron Tasima
Zinciri (METZ)'dir. Mitokondriyal matrikste glutatyon peroksidaz (Gpx) ya da
peroksiredoksin (Prx) ile H2O'ya doniistiiriilen H202'i olusturmak igin, MnSOD
tarafindan dismutasyona ugramaktadir. Mitokondriyal i¢ zar1 gegebilen siiperoksitler
Cu,ZnSOD tarafindan dismutasyona ugrayarak H>O> olusturmakta ve sitozolde olusan
ya da mitokondriden kagan H2O. glutatyon peroksidaz (GPx), peroksiredoksin (Prx)
ve katalaz (CAT) gibi enzimler tarafindan sitoplazmada suya doniistiirilmektedir
(Hopkins, 2016). Mitokondriyal membranda bulunan Cu,ZnSOD membran igi
boslukta bulunan siiperoksitin dismutasyonunu katalizlemektedir. Hiicre dis1

stiperoksit dismutasyonundan ise ECSOD sorumludur.
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SOD1 olarak da adlandirilan Cu,ZnSOD enziminin geni insanlarda 21.
kromozomda 2122 bdlgesinde yerlesimli olup, 32 kDa molekiil agirligina sahiptir
(Hopkins, 2016). Her birinin aktif merkezinde Cu ve Zn atomlar1 bulunan iki alt
tiniteden olusmaktadir. Daha ¢ok hiicre sitoplazmasinda bulunmasma ragmen

niikleusta, mitokondrial membranlar arasinda ve lizozomlarda da bulunabilmektedir.

SOD2 olarak ifade edilen Mangan Siiperoksit (MnSOD) geni ise insanlarda 6.
kromozomun uzun kolunda 6q25.3 bolgesinde yerlesimli olup, mitokondride enzim

aktivitesi gostermektedir.

SOD3 olarak adlandirilan Cu,Zn igerikli ECSOD enziminin geni ise insanlarda

4. kromozomda 4p-g21 bolgesinde yerlesimlidir ve ekstra selliiler sivida bulunur.

MnSOD herbir alt birimi 222 aminoasitten olusan homotetramerik yapida olup,
her alt tinitesinde Manganez iyonu igeren bir metalloenzimdir (Kinnula ve Crapo,
2003). MnSOD ancak mitokondride enzim aktivitesini gosterebilir. Bu nedenle
nukleustaki sorumlu gen tarafindan kodlanan MnSOD proteini translasyon sonrasi

mitokondriye gegmesi gerekmektedir (Wispe ve ark., 1989; Zejnilovig, 2007).

MnSOD okaryotik hiicrelerde niikleer kromatin tarafindan kodlanir ve MnSOD
mRNA sitozole gecer. Ribozomda MnSOD' un 6ncii mRNA formu 222 amino asit
uzunlugunda yapilir ve 6ncii MnSOD modifiye olur. Sitoplazmadan mitokondriyal
hedef sekanst MTS-MSS (mitokondriyal sinyal sekansi) ile mitokondriyal matriks
icine taginir (Bresciani ve ark., 2013). Mitokondriyal hedef dizisi, ¢ogu 0karyotlarda
ve insandaki olgun protein olarak bir proteaz tarafindan enerjiye bagimli bir sekilde
kesilir ve homotetramer olarak biraraya getirilerek MTS'nin ayrilmasi ile olgun-aktif
enzim haline déniismektedir (Yiice ve ark., 2007). Okaryotik MnSOD mitokondriyal
matrikste bulundugu bilinen tek antioksidan enzimdir (Modllsten ve ark., 2007;
Bresciani ve ark., 2013). MnSOD hiicre oOliimlerinin diizenlenmesinde kilit rol

oynayan essiz bir tiimor supresor olarak da gorev yapmaktadir.
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Stiperoksit, mitokondri ara membran bosluguna geger. Ciinkii burasi protonca
zengin alandir. Burada siiperoksit radikalleri protonlanarak hidroperoksit radikali
olusturur. Bunlar mitokondri matriksine difiizlenebilir. SOD2, siiperoksitin

mitokondriyel matrikste ana temizleyicisidir (Clair ve ark., 2005).

Stiperoksit dismutazlar serbest radikalleri substrat olarak kullanmaktadir.
SOD'lar manganin durumuna gore oksidatif ya da rediiktif reaksiyon yolagina
girmektedir. Oksidatif reaksiyonda substrat olarak siiperoksit anyonu Mn (111)SOD
varliginda oksijen molekiiliine doniismektedir. Rediiktif reaksiyonda siiperoksit
anyonundan ve protonlardan Mn (11)SOD hidrojen peroksit olusmaktadir. Sonugta
stiperoksit anyonundan ve protonlardan hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen

olusmaktadir (Jasmina, 2007).

O2-- + Mn (I1)SOD — 02 + Mn (I1)SOD (Oksidatif Reaksiyon)
Oz'- + Mn (11)SOD + 2H+ — H202 + Mn (111)SOD (Rediiktif Reaksiyon)
207- + 2H+ — 02 + H202 (Total Reaksiyon)

MnNnSOD

MnSOD aktivitesi yiiksek oldugunda fazlaca H>O> olusacaktir. Eger hidrojen
peroksiti uzaklastirmakla gorevli Gpx (glutatyon peroksidaz) ya da CAT (katalaz)
diizeyi yeterli degilse MnSOD aktivitesinin yiiksekligi hiicrede H2O> birikmesi sonucu
hasara yol agacaktir (Valdivia ve ark., 2009; Bresciani ve ark., 2013). MnSOD'un asir1
ekspresyonu ROT'larin birikmesine, oksidatif strese, ¢esitli hastalik ve tiimorlerin
gelismesine neden olmaktadir. MnSOD'un mitokondriyal matriskteki fazlaligi, kanser
hiicrelerinde ROT/sitokinler artisa neden olmaktadir (Janssen ve ark., 2000). Matrikste
artmis siiperoksit anyonlar, azalmig SOD2 aktivitesine, bu da mitokondri hasarina
neden olmaktadir. Matrikste artmig siiperoksit anyonlar, H>O; gibi diger ROT'lar1
artirir ve fazla ROT'lar mitokondri membranin1 gecerek niikleusta oksidatif hasara

neden olabilmektedir.

93



MnSOD'un  mitokondriyal — matriskteki ~ azligt  (MnSOD  geninde
mutasyon/polimorfizm sonucunda) MnSOD aktivitesinde azalma ile DNA'da oksidatif
hasara yol agmakta ve insanlarda kanser riskini artirabilmektedir (Remmen ve ark.,
2003). MnSOD' un diisiik diizeyde olmasi, sliperoksitlerin en yogun iiretildigi akciger
dokusunda hasara dolayisiyla akciger hastaliklarina ve akciger kanserine neden
olabilmektedir (Kinnula ve Crapo, 2003). Remmen ve ark. (2003) yaptig1 ¢alismalarda
MnSOD (+/-) olan MnSOD aktivitesi diislik farelerde DNA hasari, tiimor ve kanser
goriilme sikligi artmigtir. Heterozigot MnSOD farelerin (SOD2+/-) homozigot
MnSOD farelere oranla SOD2 aktivitesi dokular bazinda %50 olgiilmiistiir (Muller ve
ark., 2007; Remmen ve ark., 2003). Yasamlarin1 stres durumlari hari¢ yine de normal
stirdiirebilmektedirler (Clair ve ark., 2005). MnSOD enzim yoklugu (SOD2 -/-) olan
farelerde ilk 24 giin icinde 0liim gerceklestigi tespit edilmis ve bu farelerin hiperoksiye
hassasiyetleri artmis ve oksidatif DNA hasarinda da 4 kata kadar artis gdzlenmistir

(Remmen ve ark., 2003).

1.4.1.1. MnSOD Gen Yapisi

Insan karacigerinde ilk MnSOD 1984'te her altbiriminde 196 amino asit olarak
kesfedilmistir. MnSOD geni 6. kromozomun uzun kolunda 6q25.3 pozisyonunda
lokalize olmustur (Sekil 1.33).

p21.31
p21.2
p2i.1
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plz.1
w2zl
422,31
422,33

pZz.1
gll.l
12
13
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gld.3
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gl6.1
ol6.3
21

Sekil 1.33. SOD2 Gen Lokalizasyonu (http://genecardsdata.blob.core.windows.net/genomic-location-
v460/SOD2-gene.png).

Kromozom 6'da yer alan insan SOD2 geninde; ekzonlar yesil diktortgenlerle
ifade edilirken, intronlar ¢izgi olarak gosterilmistir (Sekil 1.34). MnSOD geni 11
ekzon ve 10 intron icermektedir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6648). Gen, 10
farkl1 protein kodlayici transkript tiretebilmektedir (https://www.ensembl.org). rs4880
MnSOD Vall6Ala TNP'sinde amino asit degisimi de gosterilmektedir (Sekil 1.34).
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Sekil 1.34. SOD2 Geni Ekzon ve Intronlar (Mayo ve ark., 2018).

Proteinin sekonder yapisinda; mitokondriyal sinyal peptidi (turuncu), enzim
son dizisi (gri) ve ikincil yapilar; alfa-sarmal (mavi) ve B-tabakali (pembe) seklinde,
Manganez (Mn) baglanma noktalari yesil renkle gosterilmistir (Sekil 1.35).
MnSOD'un monomer ve tetramer durumlari da asagida gosterilmistir (Sekil 1.36)

(Mayo ve ark., 2018).

a- Monomer-Tersiyer b-Tetramer-Kuaterner

Sekil 1.36. MnSOD Proteinin Tersiyer ve Kuaterner Yapis1 (Mayo ve ark., 2018).

SOD2 geni promoterin transkripsiyon baglatma bolgesinin 708 bp'si iginde
TATA ve CAAT kutulart1 bulunmamakta ve onun yerine 400 bp'si i¢cinde GC
bakimindan zengin (%78) bolgeler icermektedir. Bu bdlgelerde spesifik protein 1
(Sp1), 3 kopya aktivator protein 2 (AP2) (transkripsiyon faktorleri baglanma bolgeleri)
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igerir (Mayo ve ark., 2018; Akyol, 2003). Sp1 insan SOD2 geninin bazal ekspresyonu
icin 6nemli bir regiilatér gibi goriinmektedir (Xu ve ark., 2002). AP-2 proteinleri
promoter aktiviteyi baskilayic1 rol alirken, SP-1 ise transkripsiyonu destekleyici
gorevde olup zit etkilidirler (Rogers ve ark., 2000). interferon-y, lipopolisakkarit,
TNF-a ve interlokin-1,4,6 ve antineoplastikler gibi protein C kinazi uyaranlar MnSOD
ekspresyonu artirmaktadir. MnSOD geninin intron bolgelerindeki metilasyonun ¢esitli
kanserlerde ekspresyonu azalttigl, meme kanserli hastalarda Mn iyon konsantrasyonu

yiiksek hiicrelerde MnSOD ekspresyonunu artirdigi tespit edilmistir (Akyol, 2003).

Oksidatif stresi artirdigi bilinen X-1s1n1, TNF (timor nekrozis faktor), paraquat,
hiperoksi ve dinitrofenoliin 6karyotlarda MnSOD geninin indiiklendigi, bu nedenle iyi
bir antioksidan rolii oldugu kabul edilmektedir (Akyol, 2003).

MnSOD geninin farkli adlandirilmalart bulunmaktadir (Cizelge 1.10)
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SOD?2).

Cizelge 1.10. MnSOD Adlandirmalart

Indophenoloxidase B IPOB/ IPO-B
Mangan Siiperoksidaz MNSOD/ Mn-SOD
Microvascular complications of diyabetes type 6 MVCD6
Superoxide dismutase 2 SOD2
Mitochondrial Superoxide dismutase SODM

1.4.1.2. MnSOD Geni Vall6Ala T/C Tek Niikleotit Polimorfizmi (rs4880)

Insanlarda arastirilan en yaygm genetik mutasyon “Tek Niikleotid
polimorfizmi”’dir (TNP-SNP). TNP'ler tekli bazlar degistirildiginde veya silindiginde
ortaya c¢ikarak, belirli pozisyonlarda amino asitlerin modifiye edilmesine neden olur.

Boylece TNP degismis fenotipleri meydana getirebilmektedir (Crawford ve ark., 2012).

Insanlarda Cu/ ZnSOD i¢in en az 111 TNP, ECSOD i¢in 100 TNP ve MnSOD
icin ise 190 TNP tespit edilmistir (Crawford ve ark., 2012). MnSOD, ROT'larin
uzaklagtirllmasinda gorev aldigindan, MnSOD kodlayan genin yapisal/fonksiyonel

TNP'leri ROT'larin hiicre seviyelerinin korunmasinda biiylik 6nem tagimaktadir.
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Literatiirde MnSOD'un ifadesini etkileyebilen 60., 58. ve 9. pozisyonda baslica
3 TNP'si tanimlanmigtir. 60. pozisyonundaki mutasyon sonucuda 16sin aminoasiti
yerine fenilalanin aminoasiti ifade edilmekte ve redoks regiilasyonundaki protein
hassasiyetindeki azalmaya neden oldugu ifade edilmektedir (Karlin ve ark., 2016).
[1e58 Thr TNP, amino asit sekansinin 58. pozisyonundaki mutasyon sonucu Treonin
(Thr) yerine izoldsin (1le) aminoasitinin ifadesi ile karakterize olup, termal dengeyi ve
enzimatik aktiviteyi diislirebilmektedir (Zhang ve ark., 1999; Borgstahl ve ark., 1996).
MnSOD Ile58 formu, insan gogiis kanseri hiicrelerinde Thr58 formuna kiyasla daha

Iyi bir timor baskilayicidir (Zhang ve ark., 1999).

Literatiirde en ¢ok ¢alisilan MnSOD TNP'si 9. pozisyondaki 2. Ekzonda, bir
Timin (T) yerine bir Sitozin (C) ile ifade edilen yapisal mutasyon ile karakterize edilen
Vall6Ala'dir (Bag ve Bag, 2008). (GTT) ile ifade edilen Valin, Alanin'e (GCT)
(Vall6Ala) cgevrilerek kodon 16'y1 etkiler. Bu degisimin sonucu MnSOD'un
mitokondriye gegisi etkilenebilmektedir. MnSOD'da rs4880 kodlu T/C (T—C)ve
V16A (Val—Ala) olarak da ifade edilen tek niikleotid polimorfizmi 16. aminoasitte
gerceklesmektedir. MnSOD'un ilk sentezlendigindeki sinyal peptidli prekiirsoriiniin 9.
pozisyonundaki Valin'i ifade eden GT T dizilimindeki birinci T niikleotidinin yerine C
niikleotidinin ge¢mesiyle, GCT dizilimli Alanin aminoasitinin ifade edilmesiyle tek
niikleotit polimorfizmi gergeklesmekte ve bu polimorfizm A-9V  MnSOD

polimorfizmi olarak da isimlendirilmektedir (Shimoda-Matsubayashi ve ark., 1996).

MnSOD'un mitokondriyal sinyal sekans (MSS) gen bdlgesinde enzimin
aktivitesini degistiren bu dimorfik bdlge 16. kodonda yer alir ve enzimin MSS’inda
Alanin/Valin déniisiimiine yol acar. Alanin iceren MSS, primer hali a-heliks yapisinda
olup, mitokondri icerisine engelsiz girebilir. Fakat eger MnSOD geninde rs4880 TNPsi
gerceklesirse, Timin yerine Sitozin gelerek (GTT—GCT), MSS’nin 16. pozisyonunda
Valin (V) yerine Alanin (A) gecer. BoOylece enzimin sekonder yapisi degisir
(Rosenblum ve ark., 1996; Shimoda-Matsubayashi ve ark., 1996). Enzimin Valin
izoformunu ifade eden B-tabakali yap1 mitokondri i¢ine rahat gecemez ve mitokondri
i¢ membraninca durdurulur. MnSOD proteinin mitokondriye transportunu azalmasina,

aktif enzim miktarinda azalmaya, siiperoksit radikallere etkin savunma yapilamayacak
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olmasina (Wang ve ark., 2001b) ve mitokondriyal DNA mutasyonlari goriilebilmesine
yol agmaktadir (Ambrosone ve ark., 1999).

GTT: val

! !
GCT: Ala

(T—C) V16A (Val—Ala)

MnSOD Vall6Ala' da C aleli ve T aleli ile iliskili durumlar agsagida verilmistir:

C (Ala) aleli ile iliskili durumlar; Genel olarak enzim aktivitesini

diisiirmektedir (Srivastava ve ark., 2010). Ala igeren Onciiniin a-heliks yapist MnSOD
transportunu artirdigindan mitokondride yiiksek miktarda olur, Ala-MnSOD (SOD2 C
(Ala), Val-MnSOD (SOD2 T (Val))'a gore mitokondriyal matrikse %30-40 daha etkin
gecerek homotetramer olusturmaktadir (Wang ve ark., 2001b; Sutton ve ark., 2003;
Bresciani ve ark., 2013; Choi ve ark., 2007; Kose, 2011). Hiicresel ¢alismalarda CT ve
TT' ye kiyasla CC'de daha diisiik MnSOD bulunmaktadir (Bastaki ve ark., 2006). Ala-
MnSOD mitokondri zarindan diizgiin bir sekilde tasinmaktadir. Kirmizi kan hiicreleri
ve karaciger hiicrelerinde CC'lerde %39 daha diisiik MnSOD aktivitesi tespit edilmistir
(Bastaki ve ark., 2006; Martin ve ark., 2009). CC'li bireylerde ortalama katalaz
aktivitesi TT'ye gore daha yliksek diizeydedir (Bastaki ve ark., 2006). Ala-MnSOD
siiperoksit radikallerinin dismutasyonunu artirmaktadir. Ala-MnSOD ifadesince
Stiperoksit anyonunun (Oz¢) uzaklastirllmast muhtemel DNA  hasarini
engelleyeceginden, Ala-MnSOD'la ifade eden “C” aleli kanser riskini azaltir seklinde
ifade edilebilmektedir (Kose, 2011). Ancak reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksit
(H202) de toksik olup, onun uzaklastirilmamasi da kanser riskini artiracagindan, Ala-

MnSOD “C” kanser riskini artirtyor da denilebilmektedir (Choi ve ark., 2007).

T (Val) aleli ile iliskili durumlar; T alelli Tipl-diyabetli bireylerde artmis

bobrek problemleri gézlenmektedir (Mohammedi ve ark., 2014). Val onciilerinin -
tabakali olmasit MnSOD transportunda azalmaya neden olur ve siiperoksitleri

uzaklastiramazlar (Wang ve ark., 2001b). Val-MnSOD mitokondri zarindan tasinirken
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bir kismi1 mitokondri membraninda tutulur. Val-MnSOD'da mitokondride ROT

savunmasinda azalma olur.

MnSOD Vall6Ala polimorfizminde Ala ve Val alel durumlarinda olast muhtemel

ROT yolaklar1 ve sonuglar1 Sekil 1.37°de ifade edilmektedir (Bag ve Bag, 2008).

/,I -OH ¢ I »l Mutasyon $
Matrix
-

Cancer T
risk

mMmPs 1 Metastesis ¢
Ras- MAPK » Hicre 4
signaling proliferasyonu | (?)

Matrix 44 DNA hasari / Metastazis ‘l
HO, l | Kanser J

Riski
X L P

Sekil 1.37. Insan MnSOD Geninin Val16Ala Polimorfizmi ile fliskili Olarak ROT Aracili Olas: Kanser
Risk Mekanizmalar1 (Bag ve Bag, 2008).

Etnik koken genetik polimorfizmlerin 6nemli bir belirleyicisidir. MnSOD ig¢in
gendeki alellik varyasyonlarinin dagilimi diinyada cesitli etnik gruplarda ¢alisilmistir
(Cizelge 1.11) (https://www.selfdecode.com/snp/rs4880).

Cizelge 1.11. MnSOD Genindeki Genel Alelik Varyasyon Dagilimi.

CC (%) CT (%) TT (%)
Avrupa 22,7 47,9 29,4
Dogu Asya 34,6 47,6 17,9
Giliney Asya 1,4 22,2 76,4
Afrika 26,2 49,3 24,5
Amerika 18 48,7 33,3
Genel 19,5 43,2 37,3
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1.4.1.3. MnSOD Geni Val16Ala T/C TNP ile iliskilendirilen Hastahklar

Birgok c¢alisma, MnSOD'un norotoksik kosullara, baz1 tiimdrlere,
kardiyovaskiiler hastaliklara ve diyabetik nedenli anormalliklere karsi koruma
saglayabilecegini gostermistir. Bu nedenle, O» metabolizmasindaki dikkat ¢ekici rolii
dikkate alindiginda, MnSOD Vall6Ala TNP'nin insan hastaliklariyla olan iligkisini
ortaya ¢ikarmak igin pekgok calisma yapilmisti. MnSOD gen polimorfizminin farkli
toplumlarda kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkisi ¢alisilmistir: Bu polimorfizmle kan
basinci/hipertansiyon (Zalba ve ark., 2001; Gongora ve ark., 2006; Song ve ark., 2004;
Hsueh ve ark., 2005), aterosikleroz (Kardia ve ark., 2008; Tedgui ve Mallat, 2006;
Ballinger ve ark., 2002; Dikalova ve ark., 2010), kardiyomiyopati (Valenti ve ark.,
2004), LDL diizeyleri (Gottlieb ve ark., 2005; Kakko ve ark., 2003), miyokard enfarktiis
(Fujimoto ve ark.,, 2008) arasinda iligki arastirilmistir. Alkol intoksikasyonu,
hemokromatoz ve kronik hepatit gibi karaciger hastaliklari ve MnSOD geni ile iliskiler
farkli toplumlarda ¢alisilmistir (Kukietka ve Cederbaum, 1989; Kukietka ve ark., 1994;
Parola ve Robino, 2001; Bomford, 2002). Bunlardan hepatosit apoptozu ve karaciger
hasarma (Mauriz ve ark., 2003; El-Koofy ve ark., 2011) Alkol kaynakli oksidatif stres
(Stewart ve ark., 2002), hemokromatozlu ve kronik hepatit C’li (Stickel ve ark., 2005),
alkol etkili sirozda hepatoselliiler karsinoma (HCC) (Sutton ve ark., 2006) ile MnSOD
polimorfizmi arasinda iligki arastirilmisti. MnSOD gen polimorfizmi ile diyabet
arasindaki iligki farkli toplumlarda calisilmistir: Bu polimorfizmle diyabetik retinopati
(Hovnik ve ark., 2009; Kangas-Kontio ve ark., 2009), son donem bdbrek yetmezligine
yol acan diyabetik nefropati (Nomiyama ve ark., 2003; Mollsten ve ark., 2007; Mdllsten
ve ark, 2009) ve diyabetik noropati (Strokov ve ark., 2003), diyabet komplikasyonlari
(Giacco ve Brownlee, 2010; Rains ve Jain, 2011), glikoz intolerans1 (Nakanishi ve ark.,
2008) arasinda iligki arastirilmigtir. Kanser ve MnSOD polimorfizmleri {izerine farkli
toplumlarda ¢alismalar yapilmistir. MnSOD polimorfizmi ile gégiis (Bica ve ark., 2009;
Bica ve ark., 2010; Ambrosone ve ark., 1999), prostat (Bica ve ark., 2009; (Kang ve ark.,
2007), mesane (Kucukgergin ve ark., 2012), pankreatik kanser (Wheatley-Price ve ark.,
2008), akciger kanseri (Zejnilovic ve ark., 2009; Liu ve ark., 2004; Slanger ve ark.,
2006), akut miyeloid 16semi (Koistinen ve ark., 2006), meme kanseri ve hepatoseliiler

kanser arasinda iliskiler arastirilmistir. MnSOD ile diger hastaliklar arasinda iligkiler
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arastirilmistir: Bunlardan obezite (Montano ve ark., 2009), a¢ik kalp cerrahisinde IL-6
tiretimi (Isbir ve ark., 2008), proinflamatuar sitokinleri tetiklenmesi (Montano ve ark.,
2012) ile MnSOD polimorfizmi arasindaki iliski olup olmadigi gibi calismalar
yapilmistir. Hsueh ve ark.’nin (2005) Tayvan’da yaptiklar1 galismada As’ye maruz
kalanlarda oksidatif stresin indiiklenmesi nedeniyle SOD2 TNP’si ve hipertansiyon

arasinda anlamli iligki bulunmustur.

1.4.2. p22phox

p22phox proteini membrana bagl fagosit NADPH oksidaz enziminin temel
bilesenlerinden biri olup, ilk olarak nétrofiller gibi fagositik hiicrelerde tanimlandigi i¢in
“insan notrofil sitokrom b-245 alfa zinciri” olarak da bilinmektedir (Sekil 1.38) (Dinauer
ve ark., 1990). Phox eki ise fagosit oksidaz anlaminda kullanilmaktadir (Segal ve ark.,
2011). Sitokrom b-245 alfa zincir proteinini yapmak i¢cin CYBA genince talimat verilir.
Bu protein, bagisiklik sisteminde 6nemli rol oynayan NADPH oksidaz ad1 verilen bir

enzim kompleksi olusturan protein grubunun parcasidir (Koker ve Avcilar, 2012).

H202 === HOCI

SOD ‘ MPO
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p40
p47

Sekil 1.38. NADPH-Oksidaz Enzim Ailesi ve p22phox (Koker ve Avcilar, 2012).

Memelilerde NADPH oksidaz plazma membranina bagli ¢cok kompleks bir
heteroprotein olup NOX ailesi olarak da adlandirilmaktadirlar. NADPH oksidazlar ¢cok
hiicreli okaryotik canlilarda bulunan, onemli biyolojik fonksiyonlara sahip ROT
iiretimine neden olan redoks enzimlerindendir (Nauseef, 2008). Immiin sistemde

onemli rol oynayan NADPH oksidaz (NOX) ailesi ilk olarak fagositlerde
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tanimlandigindan tamamen savunmada iglevsel oldugu disiiniilmiistir. NADPH
oksidaz fagositlerde ROT'un ana kaynagi olarak bilinmektedir. NADPH oksidazlar
fagositler olarak adlandirilan bagisiklik sistemi hiicrelerinde aktiftir (Smirnov ve ark.,
2014). NADPH oksidazlar nétrofiller, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve mast
hiicreleri gibi fagositik hiicrelerde iiretilirler ve serbest radikallerle antimikrobiyal
savunmada gorev alirlar (Bernard ve ark., 2014). Bu hiicreler bakteri ve mantar gibi
yabanci istilacilar1 yakalar ve yok eder. NADPH oksidazin noétrofiller olarak
adlandirilan bagisiklik hiicrelerinin aktivitesini de diizenledigi diisliniilmektedir.
Ayrica fagositik NADPH oksidaz pH ve iyon akis1 degisimlerini iireten endositoz
tarafindan olusturulan vakuoliin i¢indeki ve digindaki iyonlar1 da yonlendirmektedir
(Segal, 2008). Bu hiicreler iyilesmeyi en iyi hale getirmek ve viicudun yaralanmasini

azaltmak i¢in iltihaplanma tepkisinin ayarlanmasinda rol oynar.

Yabanci isgalcilerin varligi, fagositleri uyarir ve NADPH oksidazin
toplanmasini tetikler. Fagositik NADPH oksidaz uyarilarak aktifleserek siiperoksit
anyonlar1 tiretmektedir (Holland, 2010). Fagositoz ile fagozomlarda proteolitik yikim
sonrast siiperoksit ve reaktif oksijen ara iiriinleri olusmaktadir (Stasia ve Li, 2008).
ROT lardan biri olan siiperoksit anyon fagositik hiicrelerin antimikrobiyal aktivitesi
icin 6nem tegkil etmektedir. Bu enzim, oksijeni oldukca toksik olan siiperoksite (O2-)
doniistiiren bir kimyasal reaksiyona katilir. Mitokondri harici oksijen tiiketiminin
artmasiyla solunum patlamasi meydana gelir ve uyaran (bakteri) ortadan kaldirilir.
Fagositoz sirasinda 20 kata kadar oksijen alimlar1 olmakta ve mitokondrilerdeki
kullanilmayan oksijen fazlasi, solunum patlamasina neden olmaktadir. NADPH
oksidaz enzimi solunum patlamasindan sorumlu enzimdir ve hidrojen peroksit,
stiperoksit anyonu ve hidroksil radikalleri olusumuna neden olmaktadir. Siiperoksit,
hidrojen peroksit (H20-) ve hipokloroz asit (HOCI) de dahil olmak tizere birkag¢ farkl
bilesik iiretmek i¢in kullanilir. Bu oldukca reaktif toksik maddeler, reaktif oksijen
tiirleri olarak bilinirler. Fagositler, bu maddeleri, yabanci isgalcileri 6ldiirmek i¢in

kullanir ve bdylece viicutta liremesini ve hastalik olusturmasini onler.
Ancak giincel ¢caligmalar NADPH oksidazlarin fagositik hiicrelerde bulundugu

gibi non-fagositik hiicrelerde ve dokularda da bulundugunu gostermistir (Brandes ve

Kreuzer, 2005; Bedard ve Krause, 2007). Bunlarin fagositik olanlara gore islevsel
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farkliliklar1 bulunmaktadir (Zhang ve ark., 2016). Non-fagositik NADPH oksidazlar
temelde aktif enzimler olup, yavas ve siirekli hiicre i¢i siiperoksit anyonu iiretirler ve
transkripsiyon faktorleri, inflamasyon ve hiicre biiylimesindeki molekiilleri etkileyen
sinyal molekiilii gibi davranmaktadirlar (Cosentino ve ark., 2008). NADPH oksidazlar
cekirdek, endoplazmik retikulum, endozomlar, fagozomlar, mitokondri ve hiicre dist
bosluklarda eksprese edilmektedir (Lassegue ve Griendling, 2010). Fagositik olmayan
NADPH oksidazlar hemen hemen her viicut organinda sinyal iletimi, hiicre
proliferasyonu-farklilagmasi, proteinlerin posttranslasyonel islenmesinde fizyolojik

olarak gorev almaktadirlar (Amanso ve Griendling, 2012; Lassegue ve ark., 2012).

NADPH oksidaz kompleksleri NADPH'tan molekiiler oksijene 1 elektron
transfer ederek, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri i¢in Onciil olan siiperoksit anyon
olusturmaktadir. Fibroblastlarda, osteoklastlarda, diiz kas hiicreleri ve ndrositler gibi

pek cok hiicrede bu sekilde ifade edilip fonksiyoneldir.

ROT'lar, NOX proteini vasitastyla NADPH oksidaz tarafindan tiretilir. Boylece
diger oksidazlardan farklilagirlar. NOX ailesi ekstraselliiler dis yiizeyde 7 homolog
yapidan olugsmaktadir: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOXS5 ve ikili oksidaz olan
Duox1, Duox2 (Sekil 1.39) (Lasségue ve ark., 2012; Sumimoto, 2008).

Sekil 1.39. NADPH-Oksidaz Ailesi (Morry ve ark., 2017).
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NOX'larin katalitik alt birimleri p67phox, p40phox, p47phox, p22phox,
p91phox ve Duox1-2'dir. Bu altbirimlerden membran baglantili olanlar gp91phox ve
p22phox iken, sitozol baglantililar p47phox, p67phox, p40phox ve Racl/2 alt
birimleridir. NOX'larin bazilar1 membran proteinleri olup, katalitik fonksiyonlari
varken; bazilar1 ise sitozolik yerlesimli olup, diizenleyici fonksiyonlara sahiptirler
(Cizelge 1.12) (Panday ve ark., 2015). Bu alt birimler normalde hiicrede dagilmis halde
bulunurlar, ancak uyarildiklarinda sitozolik altbirimler biraraya gelirler ve fagozom ya
da plazma membraninda integral membran proteinleriyle enzim kompleksi

olustururlar (Sekil 1.40) (Cross ve Segal, 2004).

Cizelge 1.12. NADPH Oksidaz Altbirimleri ve Ozellikleri (Koker ve Avcilar, 2012).

Gen |Kromozom |[Lokalizasyon |Ekzon | A.a.uzunlugu | Bp Genotip | Insidans
gp91-phox CYBB Xp21.1 Membran 13 570 30kb | X91,X-R %60
p22-phox CYBA | 16¢24.2 Membran 7 195 8,5kb | A22,0R %5
p47-phox NCF1 7911.23 Sitozol 11 390 15,3kb | A47,0R %30
p67-phox NCF2 1925 Sitozol 16 526 40kb | A67,0R %5
O
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Sekil 1.40. NADPH-Oksidaz Altbirimlerinin Dinlenme ve Aktif Durumlart (Assari, 2006).

NOX 1, NOX 2, NOX 3 ve NOX 4'in katalitik altbirimleri, ortak bir enzim
aktive edici alt birim olan p22phox (o-alt birim) ile makromolekiiler kompleks

olusturmaktadir. NOX1 aktivitesi i¢in p22phox, NOXO1 ve NOXAI ve kiiciikk GTPase
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Rac gerektirir (Sekil 1.39.A) (Ambasta ve ark., 2004; Hanna ve ark., 2004; Kawahara
ve ark., 2005). NOX2 igin p22phox, p47phox, p67phox ve Rac gerekmektedir (Sekil
1.39.B). NOX3 i¢in p22phox ve NOXO1 gerekmektedir (Sekil 1.39.C). NOX4 igin ise
p22phox gerekir, diger sitozolik alt birimlere gerek kalmadan yapisal olarak aktiftir
(Sekil 1.39.D). NOX5, Duox1 ve Duox2 p22phox'dan bagimsiz izoformlardir. Ca?*
tarafindan aktive edilir ve alt birimler gerektirmez (Sekil 1.39.E. ve 1.39.F). Duox1 ve
Duox2 peroksidaz alanlarina sahiptir. Bu alanlar siiperoksit anyonlarin hidrojen
peroksite dismutasyonunu katalizleyen peroksidazlarla homolojilerinden dolayr bu
sekilde adlandirilmislardir (Segal, 2008). Bu nedenle, bu izoformlarin her biri, NADPH-
oksidaz (NOX) olarak adlandirilan ¢ekirdek bir katalitik altbirim, iki ¢ift oksidaz

altbirimi (Duox) ve 5 diizenleyici altbirimden olugmaktadir.

NOX'lar normal fizyolojik sistem icin gereklidirler. NADPH oksidazlar
memeli dokularinda yaygin eksprese edilmektedirler. NOX enzimleri diger ROT
iireten sistemlerle dolayli da olsa redoks sinyalleme baglaticilari ve toplayicilart olarak
gorev yapmaktadir. NOX'larin lokalizasyonlari, ekspresyon patternleri, katalitik alt
birimlerin yapisi, enzim aktivasyon mekanizmalar1 ve ROT fireten katalitik
mekanizmalari ile ayrimi yapilmaktadir (Nauseef, 2008; Schram ve ark., 2012; Takac

ve ark., 2012; Rodifio-Janciro ve ark., 2013).

NOX izoformlar1 dokular ve tiirler arasinda farkli dagilim gostermektedirler.
NOX proteinleri; hiicre biiyiimesi, farklilasma, apoptozis ve sitoskleletal
bigimlendirmesi gibi siireglerde goérev almaktadir. Genel olarak NOX2 konak
savunmasi (Rada ve ark., 2008), NOX3 kulakta kulak kristallerinin formasyonunda,
Duox2 tiroit hormonunun iyotlanmasi ve NOX2 vaskiiler tonusu kontrolii gibi ¢esitli
gorevlerde yer almaktadir. Kronik granulomatoz hastaligi (KGH) olan ve p22phox
eksikligi bulunan bireylerde Nox2 proteinlerinin saptanamamasi sonucu p22phox

geninin NADPH-Oksidaz i¢in 6nemi anlagilmistir.

NOX'lar bir elektronun bir oksijen molekiiliine aktarilmasiyla ROT f{ireten
transmembran flavoproteinlerdir, siiperoksit anyonu (O2e -) ile sonuglanir, bu da
kendiliginden (diisik pH ile) veya katalitik olarak (SOD ile) H>O.'ye
dontstiirilmektedir (Sekil 1.41, 1.42) (Morry ve ark., 2017).
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Sekil 1.42. NADPH-Oksidaz Aktivasyonu ve ROT Metabolizmas1 (Nguyen ve ark., 2017).

Hiicrede SOD varliginda, NOX ile iiretilen O>’den ya da NOX4 durumunda,
enzimden siiperoksitin serbest birakilmasindan once hizlica H>O» olugmaktadir

(Dikalov ve ark., 2008).

p22phox kiigiik alt birim NOX (NADPH oksidaz) sisteminin membran boyunca

elektron transportunda gorev almaktadir. p22phox enzimi, oksijenden bir elektron
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indirgenip siiperoksit anyonu iiretmek icin NADH ya da NADPH vyi elektron donorii
olarak kullanmaktadir (Sekil 1.40) (Xu ve ark., 2014). p22phox, NADPH-oksidaz alt
birimlerin etkilesiminde 6nemli rol oynar ve aminoasit kaliplarindaki herhangi bir fark,
yeni aminoasitin elektroforetik karakteristiginde ve dolayisiyla diger altbirimlerde
kompleks olusturarak proteinin globuler formasyonunu degistirebilmektedir. p22phox
gen ekspresyonunun artmasi, genin fonksiyonlarini dogrudan etkilemektedir ve
p22phox geninin fonksiyonlarindaki degisiklik, NADPH oksidaz sistemini ve olusan
serbest oksijen radikal miktarini etkileyebilmektedir (Ding ve ark., 2007).

1.4.2.1. p22phox Gen Yapisi

Membran bagimli bir komponent olan p22phox CYBA (sitokrom b a-subunit)
geninde kodlanmaktadir (Roos ve ark., 1996). p22phox, kromozom 16q24.2°de
lokalize olan 195 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir (Sekil 1.43) (Homo sapiens
Annotation Release 108, GRCh38.p7, NCBI). p22phox geni 7 ekzondan olusmaktadir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1535). Prolince zengin alanlar ihtiva edip,
yaklasik 8,5 kb uzunlugundadir (Dinauer ve ark., 1990; Koker ve ark., 2009).

Chr 16
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Sekil 1.43. p22phox Gen Konumu (http://www.genecards.org/cdn/genomic-location/CYBA-gene.png).

p22phox geninin farkli adlandirilmalar1 bulunmaktadir (Cizelge 1.13).

Cizelge 1.13. p22phox Geni Adlandirmalari (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/CYBA#synonyms).

CYBA cytochrome b-245 light chain cytochrome b light chain
290hox cytochrome b-245, alpha cytochrome b (558) alpha
peep polypeptide chain

cytochrome b, alpha flavocytochrome b-558 alpha

cytochrome b558 subunit alpha

polypeptide polypeptide
neutrophil cytochrome b 22 | superoxide-generating NADPH
kDa polypeptide oxidase light chain subunit CY24A_HUMAN
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p22phox geninin promoter ve ekzonik kisimlarinda 6nemli sayida genetik
polimorfizimler tespit edilmistir. Bunlardan bazilar1 gen ekspresyonunu ve NADPH
oksidaz aktivasyonunu etkileme yetenekleri sayesinde kisiler arasindaki oksidatif
streste belirgin fonksiyonel varyasyonlara yol agmaktadir (Fang ve ark., 2010; Genius

ve ark., 2008; Santos ve ark., 2005).
1.4.2.2. p22phox Geni C242T (His72Tyr) Tek Niikleotit Polimorfizmi

p22phox genininde C242T, A640G, C549T, A930G, A675T, C852G, C536T
gibi ¢esitli TNP'ler tanimlanmistir (San Jose ve ark., 2008; Mehranpour ve ark., 2009;
Feairheller ve ark., 2009; Xu ve ark., 2014; Meijles ve ark., 2016). 65 mutant alele
sahip p22hox geninde 19 farkli missense mutasyon gozlendigi bildirilmistir (Koker ve

Avcilar, 2012).

p22phox'ta en ¢ok calisilan TNP'lerden biri de C242T polimorfizmidir. C242T
tek niikleotit polimorfizmi p22phox geninin 4. ekzonun (Sekil 1.44) 72. kodonunda
Sitozin (C) baz1 yerine Timin (T) bazinin gelmesiyle; Histidin (Sekil 1.45) aminoasitinin
yerine Tirozin (Sekil 1.46) aminoasiti olusumuyla gerceklesmektedir (Dinauer ve ark.,
1990; Roos ve ark., 1996). Bu TNP, p22phox His72Tyr (H72Y), p22phox C242T
ifadeleriyle ve rs4673 koduyla adlandirilmaktadir.

primer F1 Exon 4 Intron 4

T~ primer R1
/ N

Sekil 1.44. p22phox Geninin 4. Ekzonu

~ ctecctecceccagGGGACAGAAGCACATGA——

Sekil 1.45. p22hox Geni 4.Ekzonun 72 kodonunda “CAC” =Histidin Aminoasiti. p22phox His72
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—_— m:ﬂcccmagGGGACAGMGIhQ_A‘IGA —_—

Sekil 1.46. p22hox Geni 4.Ekzonun 72.kodonunda “TAC” =Tirozin aminoasiti. p22hox 72Tyr

Asagidaki sekillerde p22phox geni ve bu genin C242T TNP'sinin (p22phox

His72Tyr Polimorfizmi) omurga yapisal farkliliklar: karsilagtirmali olarak verilmistir

(Sekil 1.47, 1.48).

C242T
- His™ - Tyr”
- /7¢ “ ,«/ 3 J
"2 : E ) - N

Ekstraseliler

Membran

intraseliiler+ p - > ? )
> EA
ple o

Sekil 1.47. p22phox Protein Omurgalari. His72 ve 72Tyr C242T-TNP (Meijles ve ark., 2016).

His??

.

Sekil 1.48. p22phox Proteini Ustten Gériiniim. His72 ve 72Tyr C242T-TNP (Meijles ve ark., 2016).
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Meijles ve arkadaslart (2016) bilgisayarli modelleme kullanarak yaptiklart
caligmada C242T TNP'sinde yapisal farkliliklar tespit etmislerdir (Sekil 1.49). p22phox
His72 NOX2 peptitleri ile hidrojen baglar1 olusturmaktadir. Arg226 bu baglarin
stabilizasyonu i¢in ¢ok 6nemlidir. Ancak polimorfik (C242T/72Tyr) p22phox'taki yapisal
degisiklikler NOX2 ile 6énemli hidrojen baglar1 olusturmasini engellemektedir (Sekil
1.50). Olusan kararsiz bir baglanma, daha az stabilizasyona neden olmaktadir. Boylece
Nox2 proteinin kolay yikimina yol agabilir. Nox2 ve p22phox arasindaki etkilesimin
inhibisyonu endotelyal hiicrelerde Nox2 aktivasyonunu azaltabilmektedir (Meijles ve ark.,
2016). Buda TT (72Tyr) bireylerde diisiik NOX2 seviyelerini aciklamaktadir.

_Hidrojen bagi

> Cc24271
No | LY AP
peptide - > %{ |8 ;\\
Rl - /). \‘-:3
~—— 17\
XY

2 5

Sekil 1.49. Nox2 ile p22phox'un Etkilesimleri. His72 ve 72Tyr C242T (Meijles ve ark., 2016).
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Sekil 1.50. Nox2 Proteinleri ile p22phox'un H Baglariyla Stabilizasyon Farklar1 (Meijles ve ark., 2016).
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p22phox'un heme baglanmasini etkileyerek, C242T polimorfizmi CV hastaliklarin
gelisme riskinin degisimi ve farkli diizeylerde ROT f{iretimi ile iligkili olarak NADPH
oksidazin varyantlari liretilebilmektedir (Wyche ve ark., 2004; Guzik ve ark., 2000).

p22phox His72Tyr (C242T)'de T aleli ve C aleli ile iligkili durumlar asagida
verilmistir (https://www.selfdecode.com/snp/rs4673/):

T Aleli ile iliskili durumlar; Genel popiilasyonda %34'le ifade edilmektedir.

Caligmalarda kardiyovaskiiler hastaliklarla ve koroner arter hastaliklariyla (Cahilly ve
ark., 2000) iliskili alel olarak ifade edilmektedir. Serebral iskemide TT genotipine
sahip bireyler, diger TC ve CC genotipli bireylere oranla 3,9 kat daha riskli
bulunmuslardir (Genius ve ark., 2008). T aleli varligi NADPH-oksidaz aktivitesini
azalmaktadir. Bu da oksidatif stresi artirmaktadir. Ancak Asya popiilasyonlarindaki
calismalarda T aleli koroner arter hastaliklarindaki riskte azalmayla kendini

gostermektedir (Fang ve ark., 2010).

C Aleli ile iliskili durumlar; Genel popiilasyonda %66 ile ifade edilmektedir.

CC genotipli bireylerde NADPH-oksidaz enzim diizeyleri daha yiiksektir. Uyku
apnesinde CC genotipli bireylerde artmis norobilissel eksiklikler ortaya ¢ikmistir
(Gozal ve ark., 2012).

Etnik koken genetik polimorfizmlerin 6nemli bir belirleyicisidir. p22phox i¢in
gendeki alellik varyasyonlarinin dagilimi diinyada (Cizelge 1.14) cesitli etnik
gruplarda ¢alisilmistir (Castejon ve ark., 2006; Nasti ve ark., 2002; Inoue ve ark., 1998;
Li ve ark., 1999; https://www.selfdecode.com/snp/rs4673/).

Cizelge 1.14. Etnik Gruplara Gore p22phox Frekanslari(https://www.selfdecode.com/snp/rs4673).

TT (%) TC (%) CC (%)
Avrupa 10,5 47,3 42,1
Dogu Asya 0,8 15,3 83,9
Giiney Asya 15,7 43,6 40,7
Afrika 24,8 52,1 23,1
Amerika 10,1 41,2 48,7
Genel 13,3 40,5 46,2
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1.4.2.3. p22phox Geni C242T TNP ile iliskilendirilen Hastaliklar

p22phox geni NADPH-oksidaz enzim sisteminde membran boyunca elektron
transportundan sorumlu olup, NADPH-oksidaz'in diger alt birimleri olan p40phox,
p47phox, p67phox ve p91phox'la birlikte fagositozda hiicre savunmasinda da gorev
almaktadir (Cross ve Segal, 2004). p22phox genindeki polimorfizmler NADPH-
oksidaz sisteminde enzim aktivitesini degistirebilmekte, p22phox'un heme
baglanmasini etkilemekte ve serbest oksijen radikallerinden siiperoksit radikallerin
olusumunu da artirabilmektedir (Santos ve ark., 2005; Fang ve ark., 2010).
Organizmada ¢esitli nedenlerle reaktif oksijen tiirlerinin artmasiyla oksidatif stres
artmakta ve hiicre, doku, organ ve sistem bazinda hasarlar meydana gelmektedir.
NADPH-oksidaz enzim sisteminin elektron transportunda goérevli alt birimlerden olan
p22phox genindeki C242T polimorfizmi NADPH-oksidazin diger altbirimleri olan
p40phox, p47phox, p67phox ve p9lphox'un enzim kompleksi olusturmasini
etkileyerek, farkli diizeylerde ROT iireten NADPH-oksidaz varyantlarina neden
olmaktadir (Rafiq ve ark., 2014). Alt birimler biraraya gelemedigi i¢in enzim
aktivitesini de degistirmektedir (Inoue, 1998; Wolin MS, 2000). p22phox His72Tyr
polimorfizmi sonucu proteinde gergeklesen yapisal ve islevsel degisiklikler kardiyo
vaskiiler hastaliklar, hipertansiyon ve endotel fonksiyonu ile iliskilendirilmistir
(Cahilly ve ark., 2000; Gardemann ve ark.,1999; Guzik ve ark., 2000; Inoue ve
ark.,1998; Moreno ve ark., 2006).

p22phox C242T (His72Tyr) TNP'nin insan hastaliklarryla iliskisini aragtirmak i¢in
cesitli calismalar yapilmistir. p22phox genindeki C242T polimorfizmi NADPH oksidaz
enzim aktivitesini etkileyerek vaskiilatiirdeki ROT {tiretimini diizenledigi icin (Guzik ve
ark., 2000; Castejon ve ark., 2006; Nasti ve ark., 2002), bu genetik polimorfizmin varlig
baslica hipertansiyonlu hastalarda, vaskiiler disfonksiyonun 6nemli bir belirleyicisi
olabilecegi ifade edilmistir. Yapilan farkli bir caligmada bu polimorfizmin CC genotipini
tagtyan hipertansif bireylerin, NADPH oksidaz aracili oksidatif stres ve endotel hasarinin

ozelliklerini sergiledigi gézlenmistir (Moreno ve ark., 2006).

p22phox geni His72Tyr polimorfizmi ile farkli toplumlarda hipertansiyon-kan
basinci (Ji ve Pan, 2003; Wyche ve ark., 2004; Pang, 2004; Hsueh ve ark., 2005; Moreno
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ve ark., 2006; Wang, 2007; Kuznetsova ve ark., 2008; Feairheller ve ark., 2009;
Schreiber ve ark., 2011, 2012, 2013; Petrovic, 2014; Rafiq ve ark., 2014) arasindaki
iligki aragtirilmistir. Koroner arter hastaliklar1 (Inoue ve ark., 1998; Zafari ve ark., 2002;
Murase ve ark., 2004; Fortuna ve ark., 2005; Fang ve ark., 2010; Najafi ve ark., 2012;
Xu ve ark., 2014); ateroskleroz (Guzik ve ark., 2000), serebrovaskiiler hastaliklar
(Shimo-Nakanishi ve ark., 2004; Genius ve ark., 2008; Li ve ark., 2013) ve
kardiyovaskiiler hastaliklar (Ito ve ark., 2000; He ve ark., 2007; Katakami ve ark., 2010;
Hu ve ark., 2015) ile p22phox His72Tyr polimorfizmi arasinda iligkiler aragtirtlmistir.
p22phox His72Tyr polimorfizmi ile nefropati ve diyabetik nefropati (Hodgkinson ve
ark., 2003; Santos ve ark., 2005; Lim ve ark., 2006; Liu ve ark., 2006; Yang ve ark.,
2006; Li ve ark., 2017) arasindaki iligkiler arastirilmistir. Astim (Izakovicova ve ark.,
2009) ve His72Tyr polimorfizmi arasinda iliskiler aragtirilmistir. His72Tyr polimorfizmi
ve uyku apnesi (Pierola ve ark., 2011; Gozal ve ark., 2012) arasinda iliskiler
aragtirllmistir (Satsangi ve ark., 1998; Santos ve ark., 2005; Genius ve ark., 2008).
Kronik Graniilomatoz Hastalik (CGD) (Segal ve ark., 2009; Babacan, 2011; Filiz ve
ark., 2013) ve His72Tyr polimorfizmi arasinda iligki arastirilmisti. His72Tyr
polimorfizmi ve l6semi (Gongalves ve ark., 2015) ¢alismalar1 yapilmistir. Yaslanma
(Kayaalt1 ve ark., 2013) ve His72Tyr polimorfizmi galigmalar1 yapilmistir. NOX'lar ve
caligilan hastaliklar, NOX2 kronik graniilomatoz hastaliklarda (Segal ve ark., 2009);
NOX kaynakli ROT'lar Alzaymir hastaliginda (Block, 2008) NOX proteinleri Romatoid
artrit ve diyabette; NOX1-NOX2 kaynakli gastrointestinal inflamasyon (H.Pilori
kaynakli) (Rokutan ve ark., 2008), ve hipertansiyon (Dikalova ve ark., 2005); NOXS5
kaynakli ateroskeroz (Guzik ve ark., 2008) ve kanser (Brar ve ark., 2003; Kamiguti ve
ark., 2005); Duox1-2 tiroid bozukluklar1 (Pfarr ve ark., 2006) ve kistik fibrozda
(Pongnimitprasert ve ark., 2008) ¢alisilmistir.

Hsueh ve arkadaslar1 (2005) Tayvan’da As’ye maruz kalan 79 hipertansif ve
213 kontrol (normotansif) bireylerde oksidatif stresin indiiklenmesi, vaskiiler yapinin
korunmasinda ve endojen savunmadaki NADPH oksidaz i¢in gerekli p22phox ve
hipertansiyon arasindaki iliskiyi aragtirmak i¢in ¢aligmalar yapmiglardir. p22phox Tyr
aleliyle hipertansiyon arasinda iliski tespit edilmis ancak daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag

oldugu belirtilmistir.
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1.4.3. Gen Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

Gen polimorfizmleri bireyler, gruplar ya da popiilasyonlarda genetik varyantlara
(cesitlilige) neden olmaktadir. Genetik polimorfizm en az iki varyanti ifade eder.
Popiilasyondaki frekansi ise en az %1 olmalidir. Tek niikleotid polimorfizmleri insan
genomundaki en yaygin genetik polimorfizmler olup tek niikleotid degisimi sonucu
olusan varyasyonlardir. TNP'ler insan genomunda ortalama 300 bp’de bir goriilmekte ve

DNA'daki polimorfizmlerin %90'm1 olusturmaktadir (Kalyanasundaram ve ark., 2013).

TNP'ler DNA'nin farkli béliimlerinde bulunabilirler. ifade edilmeyen kisimlarda
bulunduklarinda higbir etkileri goriilmeyecegi gibi, genin i¢inde-diizenleyici bolgesinde
bulunarak, proteinin ifade edilmesini, fonksiyonunu, stabilitesini etkileyebilmektedirler.
Bu nedenle popiilasyondaki bireylerin hastaliklara yatkinlikta, tedavide kullanilan
ilaclara verdikleri yanitlarda, toksik maddelere verdikleri tepkilerin arastirilmasinda,
ailede hastalik genlerinin kalitimi1 gibi durumlarda TNP’lerden biyobelirte¢ olarak
yararlanilmaktadir. Tek niikleotid polimorfizmlerin belirlenmesinde kullanilan

yontemler asagidaki Cizelge 1.15°te verilmistir.

Cizelge 1.15. TNP Belirleme Yontemleri.

TNP Belirleme Yontemleri

o DNA'nin
H!'brldlzasyon Enzim Yontemleri Fiziksel Ozelliklerine Dayanan
Yontemleri
Post-Amplifikasyon Yoéntemleri
DASH Yontemi RFLP sscp
(Dinamik Alel Spesifik (Restriksiyon Parga S . -
Hibridizasyon) Uzunluk polimorfizmi) (Tek iplikli konformasyon polimorfizmi)
. . TGGE
Molekiiler Isaretleme PCR Temelli Yontemler ) ]
(Sicaklik gradyan jel elektroforezi)
- Yiiksek performansli sivi
TNP- Mik Flap E ikl .. . .
IKroarray ap Endonikleaz kromatografisinin denatiire edilmesi
Primer Extension ngh?Resqutlon Melting of the entire
amplicon
5'-Niikleaz SNPlex TNP Genotipleme
Oligoniikleotid Ligaz
Assay
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Biyolojik materyallerden yapilan genotiplemede PCR, DNA dizi analizi, ASO-

problari, DNA-mikroarray/boncuklara hibridizasyon yontemleri kullanilmaktadir.

1.4.3.1. PCR Yontemi

Genomik DNA’daki belirli bir DNA boélgesinin in vitro kosullarda
cogaltilmasint saglayan bu teknik, eser miktardaki biyolojik orneklerde dahi
calisilmasina olanak sagladigi i¢in spesifik, hassas, ucuz ve uygulanabilirligi kolay
oldugundan molekiiler arastirmalarda biiyiik bir éneme sahiptir. PCR’la istenilen
genin biiyiik miktarda kopyalar1 elde edilebilmektedir. PCR’1in baglica bilesenlert;
kalip DNA, sentetik oligoniikleotid primerler, ANTP’ler (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
tampon ¢ozelti ve Tag DNA polimeraz’dir (Kalyanasundaram ve ark., 2013). PCR
Denatiirasyon, Annealing (Baglanma) ve Extension (Elongation- Uzama) olmak iizere
baslica lic asamadan olugmaktadir. DNA denatiirasyon asamasinda ¢ift iplikten yiliksek
1s1 nedeniyle tek ipli hale gecer ve Annealingde primerler DNA’daki komplementer
bolgelere gelerek primere gore ayarlanan belirli Tm degerinde H baglaryla
baglanirlar. Uzama asamasinda ise Taq DNA polimeraz devreye girerek zincir
uzamaya baglar. Taq DNA polimeraz uygun tampon (Mg iceren) ve sicaklikta serbest
dNTP’leri baglamaktadir. Baslangic DNA molekiilii sayisina gore dongii sayisi
ayarlanmakta ve diisiik miktarlar icin 30-45, yiiksek miktarlar i¢in 20-30 dongi
belirlenmektedir. Her dongiide bir dnceki, kalip olarak kullanilarak miktar 2 katina
cikmaktadir. PCR ¢alisma ortaminda kontaminasyonu engellemek icin steril sartlarda
calisilmalidir. DNA dizi analizi ve DNA haritalamasinda, genetik hastaliklarin
teshisinde, doku transplantasyon calismalarinda, adli tipta numunelerin genetik
tiplendirmesinde-babalik tespitinde, DNA parmak analizinde, evrim arastirmalarinda
ve genom proje arasgtirmalarinda PCR  analizinden yararlanilmaktadir

(Kalyanasundaram ve ark., 2013).

1.4.3.2. RFLP Yontemi

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemi DNA’nin

restriksiyon endoniikleaz enzimleri yardimiyla farkli biiyiikliiklerde fragmentlere
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ayrilip, bu fargmentlerin jel elektroforez yontemiyle goriintiilenmesi esasina dayanir.
RFLP’de en oOnemli etken uygun restriksiyon enzimlerinin kullanilmasidir.
Aragtirilmak istenen bolgenin baz dizilimi enzim programlarinda kontrol edilerek en
uygun Restriksiyon enzimi belirlenerek hata pay1 diisiiriiliir. RFLP sonucunda farkli
uzunluklarda DNA parcalar1 olugsmakta ve jel elektroforezi uygulandiginda olusan
pargalar jelde farkli konumlanmis olarak UV’de goriintiilenir. RFLP yontemi genelde
tek nokta mutasyonlar1 sonucu olusan genetik hastaliklarin teshisinde, genom

haritalamada, adli vakalarda, paternity (babalik) testinde tercih edilmektedir.

1.5. Amag

Calismamizda arsenik kirliliginin yiiksek oldugu ve g¢evresel maruziyetlerin
gbzlendigi Kiitahya-Emet bolgesinde bir metal fabrikasinda calisan iscilerin As
diizeyleri oOlgiilereck mesleksel maruziyetlerinin izlenmesi; kisilerdeki genotoksik
hasarin belirlenmesi ve bireylerarasi genotoksik hasar farklarinin arastirilip ortaya
¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda 175 is¢inin yakin ve stabil maruziyeti
gostermesi amaciyla kan Orneklerinin alinarak Grafit Firinli AAS’de kan As
diizeylerinin 6lglilmesi, maruzlarda kan drneklerinde Comet Assay Yontemi’yle DNA
hasarlarinin 6l¢iilmesi, oksidatif stresle iliskili genlerdeki MnSOD Vall6Ala ve
p22phox His72Tyr polimorfizmlerinin PCR-RFLP yontemiyle belirlenmesi, bu
polimorfizmlerin ve kan arsenik diizeylerinin DNA hasarma etkisinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Iscilerdeki mesleksel maruziyetler ve bireysel DNA hasar farkliliklart

calisan ve igveren agisindan onem arzetmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Calisma Grubu ve Biyolojik Materyallerin Belirlenmesi

Kiitahya-Emet bolgesinde giimiis fabrikasinda calisan ve Ankara Meslek
Hastaliklar1 Hastanesi’ne saglik kontroliine gelenlerden, 18 yas ve {izeri deney
grubumuzu olusturan 175 erkek birey belirlenmistir. Calismamizda her goniillii i¢in yas,
cinsiyet, yasadiklar1 bolge, sigara kullanimi-siiresi ve saglik sorunlariyla ilgili bilgiler
kaydedilmistir. Iscilerden kan &rnekleri heparinli vakumlu tiiplere ve EDTA'l1 tiiplere
olmak tizere ikiser ikiser alimmistir. Heparinli vakumlu tiiplere alinan kan 6rneklerinde
Comet-assay analizleri bekletilmeden hemen yapilmistir. Kanda arsenik analizi ile Mn-
SOD ve p22phox genlerinin genetik polimorfizm ¢aligmasi i¢in kisilerden kan 6rnekleri
K2EDTA igeren mor kapakli vakumlu tiiplere alinmistir. EDTA'l1 tiiplere alinan kan
ornekleri ise daha sonra As analizi ve polimorfizm ¢alismalar1 igin kullanilmak tizere +4
°C'de inkiibe edilmistir. Bu kanlar polietilen tiiplere aktarilarak ¢alisma zamanina kadar

-20°C de saklanmustir.

Yaptigimiz ¢alismanin ilk boliimiinde deney grubunu olusturan bireylerin kanlarinda
DNA hasarinin belirlenmesi amaciyla Comet-Assay analizi yapilmustir. Ikinci boliimde
bireylerdeki As diizeyleri Atomik Absorpsiyon Spektrometresi ile belirlenmistir.
Ugiincii boliimde ise Mn-SOD ve p22phox gen polimorfizmlerini belirlemek amaciyla
DNA izolasyonu, PCR ve RFLP ¢alismalari yapilmustir.

Bu ¢alisma, Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 08.04.2013 tarih ve 06-
242-13 sayili izni ile yiiriitilmistiir. Metal analizleri, DNA hasar ¢alismalar1 ve genetik
calismalar Ankara Universitesi Disiplinlerarast Adli Bilimler Anabilim dah
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

2.2. Comet-Assay ile DNA Hasarmnin Belirlenmesi

Comet Assay teknigi i¢in kandan izole edilen lenfosit hiicreleri agaroz jelle
kaplanmis lamlara gomiilerek, tuz ve deterjan iceren lizis tamponunda inkiibe edilmis,

hiicre membranlarinin pargalanmasi saglanmistir. DNA’lar uygulanan elektroforezle
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zincir kiriklan varligina gore farkli molekiil agirliklari/elektrik yiiklerine gore gesitli
hizlarda gogetmislerdir. DNA'lar etidyum bromiirle muamele edilerek floresan boyama
yapilmistir. Floresan mikroskopta kirig1 olmayan DNA’lar daha yuvarlak gozlenirken,
kiriklar1 olan DNA’lar kuyruklu yildiz (comet) seklinde go6zlenmistir. Floresan
mikroskobunda DNA kiriklarimin - varligt  ve/veya yogunluguna goére comet

olusturup/olusturmadigina gore olusan 1simalar dlciilerek hesaplamalar yapilmstir.

2.2.1. Comet Yonteminde Kullamilan Materyaller

DNA hasarlarinin belirlenmesi i¢in yapilan Comet Assay’de kullanilan

materyaller Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Comet Yontemi’nde Kullanilan Materyaller.

Malzemeler Kimyasal Maddeler Cozeltiler Cihazlar
Comet- Heparinli PBS.....ccoeee. Sigma-Aldrich PBS Cozeltisi | Vorteks
Assay vakumlu tiipler | (phosphate buffered saline)
Mikropipetler Histopaque......Sigma-Aldrich Yiiksek Erime | Santrifiij
(lenfosit ayirma ¢ozeltisi) Noktali ~ Agar
(HMA)
Rodajli Lamlar | DMSO.............. Merck Diigiilk Erime | Mikrodalga Firin-
(Dimethyl sulfoxide) Noktali Agar | Argelik
(LMA)
Steril ependorf | Etanol............ Sigma-Aldrich Elektroforez Elektroforez ~ Cihazi-
tiipler Cozeltisi Scie-Plas
Lameller LMA.............. Prona Lizis Cozeltisi | Floresan Mikroskobu-
Olympus BX50
Aliminyum HMA.............. Sigma-Aldrich Notralizasyon | BAB Bs  Otomatik
folyo Tamponu Analiz Sistemi
Triton X Etidyum Manyetik  Karistirici-
Bromiir Mirak
Cozeltisi
Sodyum Lauril Sarkosinat (SLS) | NaOH Ph Metre-Seven Multi
¢ozeltisi Mettler Toledo
NaCl......ccc...... Merck Na2EDTA Su Piirifikasyon
gozeltisi Sistemi- Human UP900
Scholar-Uv
TriS e Merck Hassas Terazi-Mettler
Toledo 4 Digit
Elektrikli Hassas
Terazi-Schimadzu
Libror
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%1’lik PBS (Phosphate Buffered Saline): 140 mM NaCl + 10mM NaxHPO4 +
1 mM NaH2POg karistirilarak hazirlanmastir.

Yiiksek Erime Dereceli Agaroz (HMA): PBS ile ¢oziilerek %]1°lik
hazirlanmistir (50 ml PBS ¢6z. i¢in 500 mg PBS).

Diisiik Erime Dereceli Agaroz (LMA): PBS ile ¢oziilerek %0,63’lik ¢ozeltisi
hazirland1 (50 ml PBS ¢6z. i¢in 315 mg PBS).

Lizis Cozeltisi: 2,5 M NaCl+10 mM Tris+1 mM Na:EDTA distile su ile

hazirlanarak pH’s1 10’a ayarlandi. %1’lik SLS ilave edilir ve karigtirilarak oda
sicakliginda saklanir (Kullanim sirasinda %1 Triton+%10 DMSO eklenerek +4°C’de

sogutulmus olmalidir).

Elektroforez Cozeltisi: 300 mM NaOH+1 mM NaEDTA+ distile su ile

hazirlanarak pH>13 olarak ayarlanarak +4°C’de inkiibe edildi.

Notralizasyon Tamponu: 0,4 M Tris+ distile su ile ve pH=7,5 olacak sekilde

hazirlanarak +4°C’de inkiibe edildi.

Etidyum Bromiir Cozeltisi: Stok ¢ozeltiden 200 mg/ml olacak sekilde 100 ml

hazirlanarak karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi (Boyama islemi sirasinda 1:10

olacak sekilde seyreltilmistir).

NaOH Cozeltisi: NaOH+ distile suyla ¢oziilerek hazirlanmistir.

Na,EDTA Cozeltisi: EDTA+ distile suyla ¢oziilerek hazirlandi.

2.2.2. Comet Assay/Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE-Singel Cell Gel
Electrophoresis) ile DNA Hasar Analizi

Comet analizlerinde taze kandan calisilacag i¢in dncelikle kanlar alinmadan bir
giin once rodajli lamlarin 6n yliziiniin agarozla 6n kaplamasinin yapilmasi gerekmektedir.

On kaplama islemi i¢in Yiiksek Erime Noktal1 Agaroz (HMA) %1’lik PBS ¢ozeltisiyle
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hazirlanmig ve mikrodalgada iyice ¢dzlinerek homojenize olmasi saglanmistir. Rodajl
lamlarin iizeri tamamen On kaplama yapilarak kurumaya birakilmistir (1 gece/oda
sicaklig1). Analiz giinii kandan hiicre (lenfosit) izolasyonu, preparatlarin hazirlanmasi,
lizis, alkalizasyon, elektroforez, nétralizasyon, fiksasyon, lamlarmm (DNA’larin)

boyanmasi ve sayimi asamalarini iceren Comet prosediiriine ge¢ilmistir:

Heparinli vakumlu tiiplere alinan kanlarin herbirinden 100 pl alinarak, her
birine 1ml PBS konulan steril ependorflara ilave edilerek yavasca vortekslenmistir.
Uzerlerine herbirine 100 pl Histopak ilave edilerek 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilmis, hiicrelerin ependorflarda tabakalanmasi saglanmis ve mikropipet yardimiyla
bulunduklari fazlardan (pembemsi kismin iist tabakasindan) herbirinden 50 pl olacak
sekilde lenfositler ¢ekilerek steril ependorflarin iglerine koydugumuz 100ul’lik
LMA’larin iizerine ilave edilmistir. Dikkatle homojenizasyonu saglandiktan sonra
HMA ile kaplamis oldugumuz rodajli lamlarimizin {izerine mikropipetlerle
damlatilarak iizerleri lamelle kapatilmistir. Preparatlar buzun tizerinde bekletilerek
katilagtigindan emin olduktan sonra tizerindeki lameller kaldirilmistir. %1°lik Triton
X 100 + %10 DMSO (niikleustan membran partikiilleri ve hiicre igerigi
uzaklastirilarak, eritrosit hemolizi-demir kaynakli ROT menseili DNA hasarim
engellemek i¢in) lizis ¢ozeltisine eklenerek kullanima hazir hale getirildikten sonra +4
°C'de 1 saat 20 dakika bekletilerek DNA ’nin histonsuz olarak siiperkoil yapida kalmasi
hedeflenmistir. Hiicresel atiklar, deterjan ve tuz vb. yapilar1 uzaklastirmak i¢in ise PBS
ile yikanmistir. Elektroforez tankina elektroforez tamponumuz eklenmis ve
preparatlarimiz elektroforez tamponunda (pH>13) folyo ile lizeri kapatilarak 20 dakika
akim verilmeden inkiibasyonu saglanarak DNA’larin ¢ift sarmal yapilari ve olasi
zincir kiriklarinin ag¢ilimi hedeflenmistir. Daha sonra tankin 25V-300mA-20 dak.
ayarlamalar1 yapilarak elektroforez islemi gergeklestirilmistir. Elektroforez tankindan
cikarilan lamlar nétralizasyon tamponuna almarak tuz, deterjan atiklarini
uzaklastirmak ve islemi sabitlemek i¢in liger defa yikanmistir. Etanolde (sirasiyla
%350, %75, %100) S5’er dakika bekletilerek fiksasyonu saglanmistir. Kurumasi
beklenen ve saglanan lamlar goriintiilenecegi zaman etidyum bromiirle boyanmistir

(1:10 seyreltilerek, her lam igin 60 uL).
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Preparatlar Floresan Mikroskobu (Olympus BX50) ile incelenerek goriintiiler
degerlendirilmistir. Gorlintiilemede DNA'da hasar ya da kiriklar yoksa spot (nokta)
gorintii gézlenirken, DNA hasari/kiriklarinda ise “Kuyruklu Yildiz-Comet” seklinde
fragman goriintiileri elde edilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Comet Goriintiileri.

Comet sayimi ve DNA hasarimin belirlenmesi

Kan lefositlerindeki DNA hasarlarint BAB Bs Otomatik Analiz Sisteminde
degerlendirilmek tiizere 100 comet Ornegi rastgele segilmistir. Hasarlar
degerlendirilirken Comet-Uzunlugu (CL-Comet Length), Kuyruk Uzunlugu (TL-Tail
Length), DNA kuyrugu (DNAt-DNA Tail), Kuyruk Momenti (TM-Tail Moment) ve
Kuyruk Yogunlugu (TI-Tail Intensity) parametrelerine goére DNA hasarlarinin
dereceleri BAB Bs sistemi ile otomatik olarak degerlendirilmistir. Programlar comet
basini kuyruktan ayirt edebilecek ve kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruktaki floresans
yiizdesi, kuyruk momenti gibi c¢esitli parametreleri belirleyebilecek sekilde
tasarlanmistir (Green ve ark., 1996). Kuyruktaki % DNA floresansi, DNA zincir kirigi
siklig1 ile dogru orantihidir (McKelvey-Martin ve ark., 1993; Collins, 2004). Bu

nedenle olgiimlerimizde DNA hasar1 6l¢iisii olarak DNA tail baz alinmistir.

2.3. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi ile Kan Arsenik Diizeylerinin

Belirlenmesi

Metal maruziyetleri diisiiniilen isgilerin kanlar1 EDTA’l1 mor kapakli tiiplere

almarak kanda As diizeylerini belirlemek i¢in kan Ornekleri mikrodalga firinda

121



yikilmis ve Varian AA240Z Zeeman Atomik Absorpsiyon Spektrometre cihazinda As

Ol¢timleri yapilmistir.

2.3.1.Grafit Firinli AAS Yontemi ile Kan Arsenik Analizinde Kullanilan
Materyaller

Kan arsenik analizinde kullanilan materyaller Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. AAS Analizinde Kullanilan Materyaller.

A“ef".k Malzemeler Kimyasal Maddeler Cihazlar
Analizi
. - . AAS Cihaz1
EDTA'lh vakumlu tiipler | Nitrik Asit (Merck) .
(\Varian AA240Z Zeeman)

Grafit Komponent Arsenik Standart Cozeltisi Grafit Tiip Atomlastiric
Tiipler (Varian GTA) (AA Standart Ethanol Pour-SCP) | (Varian GTA 120)
Sample Cup Vial Areon eazi Tiipii As Oyuk Katod Lambasi
(Pothtech Elkay) gong P (Varian Spectra AA Lamp)
Mikrodalga teflon Mikrowave System
tiipler (Mars Xpress)

Saf Su sistemi

Polipropilen tiipl
olproptieh tupiet (Human UP 900 Scholar-UV)

Pipetler

2.3.2. Atomik Absorpsiyon Spektrometresi ile Kandan Arsenik Analizi

Kiitahya-Emet bolgesindeki bir fabrikadaki iscilerin kan arsenik diizeylerinin
analizinde Grafit Firinli Varian AA240Z Zeeman Atomik Absorpsiyon Spektrometre
cihaz1 kullanilmistir. Kanda arsenik analiz islemi i¢in bireylerden 10’ar ml kadar kan
EDTA’li mor kapakl tiiplere alinarak analiz zamanina kadar +4 °C’de muhafaza
edilmistir. AAS’de As analizi i¢in kan drneklerinden ekstraksiyon islemi yapilmalidir.
Bunun i¢in her bireyin EDTA’]1 tiiplinden 1 ml kan alinarak teflon tiiplere konulmus
ve lizerlerine 5 ml Nitrik asit (%65'lik HNOs) eklenmistir. Mars Xpress mikrodalga
firna yerlestirilen teflon tiiplerdeki numuneler 1600 Watt/200°C’de 20 dakika
yakilmistir. Numuneler polipropilen tiiplere aktarilarak 10 ml’ye deiyonize su ile
tamamlanmis ve analizi yapilacak kanlar Grafit Firinli Atomik Absorpsiyon

Spektrometresi i¢in hazir hale getirilmistir.
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Cihazda 151k kaynagi olarak As oyuk katot lambasi (ideal pikler-yogun 1s1k),
tasiyici gaz olarak argon gazi, elektrotermal atomlastirici olarak grafit firin-tiip (As'nin
ucuculugunda da etken) kullanilmis ve dalga boyu 193,7 nm'ye ayarlanmistir. AAS nin
caligma prensibi Lambert-Beer esasina gore olup, buna gore kimyasal tarafindan
absorbe edilen 151k, kimyasalin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Atomlarca
absorblanan 15181in dalga boyu elemente Ozgiidiir. Bundan dolay1 cihazda ol¢timii
yapilacak maddeye 6zgii lamba aktif hale getirilir. AAS Grafit Firin Yonteminde
atomizasyon; kurutma, kiillendirme ve atomlastirma asamalarindan olusmaktadir.
Grafit firinda atomizasyon elektriksel olarak gergeklesmektedir. Kurutma sicakligi
elektriksel olarak kademeli olarak yiikseltilerek numunenin ¢oziiclisii ugurularak
kurutma saglanir. Kiillendirme islemi ile de numune matriksi elimine edilir, organik
ve inorganik maddeler ayristirilir. Atomlastirma asamasinda ise dlgmek istedigimiz
element serbest atomlarina ayrigmaktadir. Bu agamada absorpsiyon piki olusmaktadir.
Element miktarina bagli olarak pik alani/ yiiksekligi degigsmektedir. Sonuglar ppb
biriminde elde edilir. Monokramatorden grafit tiipe gelen 151k dlgecegimiz elementin

atomlarinca absorbe edilir ve dedektor tarafindan olgiiliir.

Kan oOrneklerinden As oOl¢iimii yapilmadan ©nce As kalibrasyon egrisi
hazirlanmistir.  Arsenik stok ¢ozeltisinden (1000 ppm (mg/L)) %2'lik HNOs
cozeltisiyle bes farkli konsantrasyonda (3, 6, 9, 12 ve 15 ppb (ug/L)) seyreltilerek
standartlar hazirlanmis ve bilinen konsantrasyona karsi absorbans oOlgtilerek As-

kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 2.2).

Kalibrasyon Grafigi y = 0§20710x9+9§:;’0018
o 2 4 Kznsantrasy:n ey p::(:’ 12 14 16
Konsantrasyon Absorbans %RSD
Cal Zero 0,000 ppb 0,0013 4,9
Standart 1 3,000 ppb 0,0215 7,8
Standart 2 6,000 ppb 0,0478 2,7
Standart 3 9,000 ppb 0,0660 2,2
Standart 4 12,000 ppb 0,0875 6,9
Standart 5 15,000 ppb 0,1082 2,8
Reslope 6,000 ppb 0,0467 2,2
Reagent blank | 0,000 ppb 0,1090 7,4

Sekil 2.2. Arsenik Kalibrasyon Grafigi.
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yapilmustir.

Kalibrasyon

icin konsantrasyona gore Ol¢iim yapilirken,

Standartlar ve numuneler {iger kez Ol¢iilmiistiir. Her elli 6rnekte kalibrasyon

kan

numunelerinin dl¢iimii ise pik yiiksekligine gore yapilmistir. Ik absorbans verisi

2450°C’de alinmustir. Kan As analizinde grafit firin sicaklik programi Cizelge 2.3’te,

Varian AA240Z Zeeman AAS’de uygulanan prosediir ise Cizelge 2.4°te verilmistir.

Cizelge 2.3. Kan As Analizinde Grafit Firin Sicaklik Programu.

Asama Sicaklik (°C) | Zaman () Akis (L/min) | Sinyal Okuma

1 85 5 0.3 X Hayrr | X Hayir
2 95 40 0.3 X Hayrr | X Hayir
3 120 10 0.3 X Hayir | X Hayir
4 800 5 0.3 X Hayir | X Hayir
5 800 0.3 X Hayrr | X Hayir
6 800 0.0 X Hayir | Evet
7 2450 0.9 0.0 M Evet | Evet
8 2450 2 0.0 v Evet |+ Evet
9 2450 2 0.3 X Hayir |+ Evet

Cizelge 2.4. Kan As Analizinde Varian AA240Z Zeeman AAS’de Uygulanan Prosediir.

Zeeman
Cihaz Konsantrasycgn 2 basamak | Reslope standardi Standart 2
AA240Z ondalik arahig:
Element- Matriks As- Kan Dalga boyu 193,7 nm Reslope Alt Limit %75
;‘r’i”;?”"asyon ug/L Slit genisligi 0,5nm Reslope Ust Limit %125
Enstriiman Modu Absorbans Gain %59 Rekalibrasyon 50de 1
Ornekleme Otomatik-Karistirma | Akim 12 mA Kallb.rasyon Llr'legr
algoritmasi Origin
Kalibrasyon Mod Konsantrasyon Background BC on 'Il_'ic;tcarln:injekswon 25 ul
- PO oo Stok Standart
Olgiim Modu Pik Yiiksekligi Std.1 3,0pg/L Konsantrasyonu 15 pg/L
Standart Tekrari 3 Std.2 6,0 ng /L
Ornek Tekrari 3 Std.3 9,0 ug /L
Ekspansiyon faktor 1,0 Std.4 12,0 ug/L
Egri Cizimi 7 noktali Std.5 15,0 pg /L
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2.4. Mn-SOD ve p22phox Gen Polimorfizmlerinin PCR ve RFLP ile

Belirlenmesi

2.4.1. Gen Polimorfizmlerinin Belirlenmesinde Kullanilan Materyaller

Gen polimorfizmlerinin belirlenmesinde kullanilan materyaller Cizelge 2.5°de

verilmigtir.

Cizelge 2.5. Gen Polimorfizminin Belirlenmesinde Kullanilan Materyaller.

Polimorfizm | Malzemeler Kimyasal Maddeler Cozeltiler Cihazlar
Eppendorf Tiipler
Steril (Axygen Trisma Base (Merck) TE Cozeltisi Santrifiij (Hettich)
Genuine)
- ) - %20’lik SDS | Su banyosu (Niive
Jel Taraklar1 NaCl (Sigma-Aldrich) Coreltisi BM 402)
. Proteinaz K .
Jel Kaliplari SDS (Applichem) Coreltisi Vorteks-Biosan
. . 1M NaCl Mikrodalga Firin
Parafilm Proteinaz K (Merck) Coreltisi (Argelik)
Mikropipet . Elektroforez Cihazi
(Ependorf, Thermo) Etil Alkol (Merck) (Scie-Plas)

Otomatik pipetler
(Ependorf, Thermo)

Nuclease Free Water
(Qiagen)

Gii¢ Kaynagi (Bio-
Rad)

Steril eppendorf
tiipler

(Axygen Genuine)

Agaroz (Prona)

Jel Goriintiileme
Sistemi (Syngene)

Pirojen free Filtreli

Laminar Flow Kabin

pipet uglar1 (Finntip) IXTBE (Esco)

Steril ve Pudrasiz Etidyum Bromiir Thermal Cycle Cihazi

Eldivenler (Applichem) (TECHNE TC512)
6X Jel Loading Buffer .
(Qiagen) Otoklav (Niive)
Primerler (Alpha DNA, Etiiv (Memmert)

Montreal)

EDTA (Merck) Hassas Terazi
10X PCR Buffer pH metre
dNTP karigimi

Hot Star Tag DNA
Polimeraz (Qiagen)

Steril Su

DNA Ladder (100bp)
(Fermentas)

Restriksiyon Enzimleri
BsaW1, Rsal (NEB)

Fenol-Kloroform-izoamil
Alkol (25:24:1)
(Applichem)
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TE (Tris-EDTA) Cozeltisi: 80 ml distile suda 0,121 gr Tris ¢oziilmiis ve

tizerine 0,037 gr EDTA ilave edilerek pH: 7,5’e ayarlanarak iizeri distile suyla 100

ml’ye tamamlanmistir (+4°C’de muhafaza edilir).

1 M NaCl Cozeltisi: NaCl’den 58,44 gr alinmig ve 1000 ml Distile suda

¢oziiliirek hazirlanmistir.

Proteinaz K Cozeltisi: Proteinaz K’dan 25 mg alinmig ve 1250 pl distile suda

¢oziilerek hazirlanmis ve ependorf tiiplere paylastirilarak -20 °C’de muhaza edilmistir.

SDS Cozeltisi (%20°1ik): Bir miktar Distile suya 100 gr SDS ilave edilip

¢oziilmiis ve tizeri 500 m1’ye distile suyla tamamlanmistir (Oda sicakliginda muhafaza

edilmistir).

2.4.2. Kandan Niikleer DNA Izolasyonu

Mn-SOD (Val 16 Ala) ve p22phox (C242T) genotiplerininin belirlenmesi igin
oncelikle kandan Niikleer DNA’nin Fenol-Kloroform-izoamil Alkol ydntemi ile
izolasyonu yapilmisti. Uygulanan yontemde fenol ve kloroform, proteinleri

baglamada; izoamil alkol ise DNA’y1 sulu fazdan ayirmada kullanilmistir.

+4 °C'de inkiibe edilen EDTA'l1 tiiplerdeki kan 6rneklerinden 100'er pl alinmis
1,5 ml’lik ependorflara konulmus ve Tris-EDTA'dan 1000 pl eklenerek bir dakika
santrifiij (12000 rpm) edilmistir. Ust fazlar atilarak alt fazlardan 100 pl birakilarak
tizerlerine 1000 pl TE eklenir ve bu islem ii¢ kez tekrar edilir. Tiiplerde kalan 100 pl
peletin tizerine SDS (%20°1ik, 40 ul), NaCl (1 M, 45 ul), proteinaz K (7 ul) ve TE (400
ul) ilave edilmis ve birkag¢ dakika vortekslenmistir. Su banyosunda 56°C’de 2 saat
inkiibasyonu saglanmistir. Tiplerin tizerine 500ul fenol-kloroform-izoamil alkol
karisimi (25:24:1) ilave edilerek yine vortekslenmis ve 2 dakika 2500 devirde
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda iist fazlar dikkatlice farkli eppendorf tiiplere
alinarak alt fazlar atilmistir. Ayirdigimiz st fazlarin tizerine soguk saf etil alkolden

1000'er pl eklenmistir. Eppendorflar 10 dakika 10000 devirde santrifiijlenmistir.
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Pelletten siipernatan kisimdaki alkol atilip ve tizerine 500 pul %70’lik etanol ilave
edilmistir. Santrifiij cihazinda 5 dakika 10000 rpm'de santrifiij edilmistir. Ependorf
tiipteki alkol yine uzaklastirilmistir. Ependorflarin agzi biraz agik birakilarak dipte
kalan alkol de iyice ugurulmustur. Pelletin iizerine 150 pl niikleaz free (DNAse-
RNAse free) su ilave edilerek -20 °C’ye kaldirilmistr.

2.4.2.1. %0,5’lik Agaroz Jel Elektroforezi ile Genomik DNA’nin Kontrolii

Genomik DNA'nin kandan izolasyonunun kontrolii i¢in %0,5lik jel
elektroforezinde ornekler yiiriitiilmistiir. 120 ml 1X TBE ¢6zeltisi i¢ine 0,6 gr agaroz
eklenerek bir erlen mayerde ¢oziilmiis, agz1 folyoyla kapatilarak mikrodalga firinda
kaynatilmis ve oda 1s1sinda 50-60 °C' ye kadar sogutulmustur. Uzerine 10 ul EtBr ilave
edip iyice ¢oziinene kadar galkalanarak %0,5’lik agaroz jelimiz hazirlanmigtir. Jel
elektroforezinin kaliplar1 hazirlanmis ve hazirlanan %0,5°lik agaroz jel hava kabarciklar
olusturmadan kaliba dokiilmistiir. 40-45 dakika kadar (jelin katilasmasi igin) oda
1sisinda bekletilmis ve taraklar ¢ikarilan jel, elektroforez tankina kuyucuklarin oldugu
kismi katota (-) gelecek sekilde yerlestirilmistir. Tankin i¢ine jelin {izerini 6rtecek kadar
1X TBE c¢ozeltisinden konulmustur. Buz kalibinin {izerine yerlestirilen parafilme 5 pl
DNA o6rnegi ve 1ul Jel Loading Buffer (6X) eklenerek mikropipetaj yapilarak
homojenize edilmistir. Biitiin 6rnekler ayni sekilde hazirlandiktan sonra elektroforez
tankindaki jelin kuyucuklarma tamami 6 pl olarak aktarilmistir. Tank 100 V/70 A'e
ayarlanmis giic kaynagina baglanarak 45 dakika kadar yiiriitiilmiistiir. Jel goriintiileme

cihazina aktarilarak UV 1g181inda goriintiilenerek degerlendirilmistir.
2.4.3. PCR Yontemi ile Hedeflenen DNA Bélgesinin Cogaltilmasi

Kandan izole ettigimiz Genomik DNA 6rneklerinde Mn-SOD (Val 16 Ala) ve
p22phox (C242T) gen polimorfizmlerini iceren (hedeflenen DNA bdlgesinin) gen
dizilimleri, Forward (F) ve Reverse (R) primerleri kullanilarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) yéntemiyle TECHNE Thermal Cycle (TC 512) cihazi ile 2°° kez
amplifiye edilmistir. Denatiirasyon asamasinda DNA’nin ¢ift sarmal yapis1 tek sarmal
hale getirilmekte, Annealing asamasinda primerlerin hedef DNA bdlgelerine
baglanmalar1 saglanmaktadir. Uzama (elongation) asamasinda ise hedef DNA

zincilerinin komplementerlerinin kopyalari olusturulmaktadir.
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PCR Bilesenleri ve Programi

Klasik PCR’da kalip DNA, forward ve reverse primerler, Taqg DNA Polimeraz,
dNTP’ler ve tampon ¢ozeltiler gerekmektedir. Calismamizda kullanilan her bir 6rnek
icin; 25 ul’lik PCR reaksiyon bilesenleri, bilesenlerin stok konsantrasyonlari, her bir
bilesenin reaksiyondaki miktarlar1 ve reaksiyon karigsimindaki son konsantrasyonlarina

ait bilgiler Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6. PCR Bilesenleri ile Stoktaki ve Reaksiyondaki Konsantrasyonlart.

PCR Stok Reaksiyona Reaksiyon

Bilesenleri konsantrasyon | konulan miktar | karispmindaki son
konsantrasyon

10 X PCR Buffer (+Mg) 10X 2,5ul 1X

dNTP karisimu 2mM 2 ul 200 uM

F ve R Primerler 10 pmol/ ul 0,5 ul 10 pmol/ ul

Hot Star Tag DNA Polimeraz SU/ul 0,125 ul 1,25U

DNA S5ul ~200 ng

Steril H20 15 ul

MnSOD ve p22phox genlerinin bulunduklar1 kromozomdaki yerleri Sekil 2.3.
ve Sekil 2.4.’te gosterilmistir. Amplifikasyon isleminde kullanilan Forward ve Revers

Primerler ise 6zellikleri ile Cizelge 2.7 ve Cizelge 2.8’de gdsterilmistir.

Primer ¢iftlerinin HPSF (High Performance Salt Free) yontemi ile

Montreal’deki Alpha DNA firmasinca sentezlenmesi saglanmistir.

Cizelge 2.7. MnSOD Val16Ala Gen Polimorfizmi Analizi icin Kullanilan F ve R Primerlerine Ait

Ozellikler.

MnSOD F Primer R Primer
5’-CAGCCTGCGT 5’-CGTGGTGCTT
AGACGGTCCC-3’ GCTGTGGTGC-3’

Uzunluk 20 bp 20 bp

GC icerigi %70,00 965,00

Erime sicakhigi Tm 675°C 68,6 'C

Primerler aras1 Tm farki 1,1°C
CAGCCTGCGTAGACGGTCCCgcggcgctgactgaccgggctgtgcetttcteg

PCR iiriiniiniin uzunlugu tcttcagcaccagcaggceagetggetccggi@tttggggtatctgggetccaggecagaageac

(202 bp) agcctecccgacctgecctacgactacggegecctggaacctcacatcaacgegcagateatg
cagctGCACCACAGCAAGCACCACG
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Sekil 2.3. MnSOD Geninin 6. Kromozomdaki Yerinin Sematik Gosterimi.

Cizelge 2.8. p22phox His72Tyr Gen Polimorfizmi Analizi Igin Kullanilan F ve R Primerlerine Ait

Ozellikler.

p22phox F Primer R Primer
5’-TGCTTGTGGGTAA 5’-AACACTGAGGTAAGT
ACCAAGGCCGGTG-3’ GGGGGTGGCTCCTGT-3’

Uzunluk 26 bp 30 bp

GC icerigi %50,00 %53,30

Erime sicakhg Tm 75,2°C 74,6 °C

Primerler aras1 Tm farki 0,6°C

PCR iiriiniiniin uzunlugu
(348 bp)

TGCTTGTGGGTAAACCAAGGCCGGTGcctgcceggtgtgttttgtgggaggaaagag
gcctgggtgeectggggtggtcagcagggcagcaaaggagteccgagtgggagaggeccagecgegee
gtctcgecttectecctececcaggggacagaagiilfacatgaccgecgtggtgaagetgttcgggeccttta
ccaggaattactatgttcgggecgtcectgcatctectgtgagteecegteeccgeaccecctetagggcetcagga
gggcttggagccgaccctecccactgtcccaccggecgggetgectggACAGGAGCCACCCC

CACTTACCTCAGTGTT
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Sekil 2.4. p22phox Geninin 16. Kromozom Uzerindeki Yerinin Sematik Gosterimi.

PCR programu:

p22phox

MnSOD Vall6Ala ve p22phox His72Tyr gen polimorfizmlerinin belirlenmesi

amaci ile yapilan PCR programlar1 Cizelge 2.9 ve 2.10°da verildigi sekilde

gergeklestirilmistir (amplifiye PCR fiiriinleri jel elektroforezi yapilana kadar -20 °C’de

saklanmistir).

Cizelge 2.9. MnSOD Val16Ala Gen Polimorfizmini Belirlemede Kullanilan PCR Programu.

Asama ‘C Siire (dakika) Dongii Sayisi
ilk Denatiirasyon 94 8 1
Denatiirasyon 94 1

Baglanma 60 1 33
Uzama 72 1

Son Uzama 72 10

Bekleme 4 ) -
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Cizelge 2.10. p22phox His72Tyr Gen Polimorfizmini Belirlemede Kullanilan PCR Programu.

Asama ‘C Siire (dakika) Déngii Sayisi
ik Denatiirasyon 94 10 1
Denatiirasyon 94 1

Baglanma 62 35
Uzama 72 1

Son Uzama 72 10

Bekleme 4 0

2.4.3.1. %2’lik Agaroz Jel Elektroforezinde PCR Uriinlerinin Kontrolii

MnSOD Vall6Ala ve p22phox His72Tyr gen polimorfizmlerinin bulundugu
hedef bolgenin PCR’da ¢ogaldigim teyit amacli, PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel
elektroforezinde yliriitiilmiistiir. Bunun i¢in 2,4 gr agaroz 120 ml 1x TBE ¢ozeltisinde
coziilerek mikro dalga firinda, agz1 aluminyum folyo ile kapatilmis ve {izerine delikler
agilarak kaynatilmustir. Mikrodalga firndan cikarilan ¢ozeltinin sicakhigi 50-60 °C’ye
diisiinceye kadar oda sicakliginda bekletilmistir. 10ul EtBr ¢ozeltiye eklenerek hafifge
karigtirilmig ve homojen bir karisim elde edilerek %2°lik agaroz jelimiz hazirlanmustir. Jel
taraklar1 ve bariyerleri hazirlanarak kaliplara dokiilmiis ve katilagmasi igin 40-45 dakika
beklenmis, taraklari ve kaliplari ¢ikarilan jel, elektroforez tankina yerlestirilmistir. Anot
ve katot uglara dikkat edilmis, jel kuyucuklarin yiiriime tankinda katot elektrot (-) tarafina
gelecek sekilde yerlestirilmistir. (DNA (-) yiiklii oldugundan jel tizerinde (+) kutba dogru
ilerleyecektir). Tank igerisine jelin {izerini 2-3 mm ortiinceye kadar 1XTBE ¢ozeltisi ilave
edilmigstir. 6x Jel Loading Buffer’dan 1ul ve 8ul PCR {irliniinden alinarak buz kalibi
tizerindeki parafilm iizerinde karistirilmasi saglanmis ve boya ile homojen haline getirilen
PCR fiiriinii jel kuyucuklarma yerlestirilmistir. Ayrica, PCR iiriinlerinin boyutunun
okunabilmesi i¢in her jele belli araliklarla 100 bp DNA ladder yiiklenmistir. Ladder i¢in
ise 1 pul DNA ladder alinmus iizerine 1 pl Jel Loading Buffer (6X) ve 6 ul distile su ilave
edilerek iyice homojenize edildikten sonra jelin ladder i¢in ayirdigimiz kuyucuklarina
yiiklenmigstir. Tankin kapagi kapatilarak, anot ve katot uclarin baglantilar1 takilmistir. Gii¢
kaynag1 100V/70A ayarlanarak, numuneler 1,5 saat jelde yiiriitilmiistiir. UV 15181 altinda,

jel goriintiileme cihazinda sonuglar degerlendirilmistir.
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PCR sonucu gozlenmesi gereken MnSOD Vall6Ala gen polimorfizmi igin
PCR iiriiniiniin fragman biiytikiigii 202 bp; p22phox His72Tyr gen polimorfizmi igin
PCR iiriiniiniin fragman biiytikiigii ise 348 bp’dir.

2.4.4. RFLP Yontemi ile PCR Uriinlerinin Kesilmesi

MnSOD Vall6Ala gen polimorfizminde, 202 bp’lik PCR iiriinii BsaWI
restriksiyon enzimi kullanilarak, p22 His72Tyr gen polimorfizminde ise, 348 bp’lik
oligoniikleotid Rsal restriksiyon enzimi kullanilarak belirlenmistir. Polimorfizmlerin
tespit edilmesinde kullanilan restiksiyon enzimi, kesim kosullar1 ve kesim sonucunda

olusan oligoniikleotid uzunluklarina ait bilgiler Cizelge 2.11’de verilmistir.

Cizelge 2.11. MnSOD Vall6Ala ve p22phox His72Tyr Gen Polimorfizminlerinin Belirlenmesinde
Kullanilan Restriksiyon Enzimleri, Kesim Kosullar1 ve Kesim Sonucunda Olusan
Oligoniikleotid Uzunluklari.

Polimorfizm | Restriksiyon Restriksiyon enzimi Kesim Uriinleri
Enzimi ve Kesim Bolgesi | ile kesim kosullar:
Niikleaz free Su: 18,0 ul
MRSOD BsaW | Cut Smart E?uffer: 2,0 ul Val: 124 bp+78 bp
Vall6Ala 57...W/CCGGW...3’ BsaW I enzimi: 0,4 pl Ala: 202 bp
3’...WGGCC/W...5’ PCR iiriinii: 10,0 pl
60 °C’de 16 saat inkiibasyon
Steril Su: 18,0 pl
p22phox R’sal ’ Cut Smart: 2,0 pl His: 348 bp
His72Tyr 5’...GT/AC...3 Rsal: 0,35 ul Tyr:160 bp+188 bp
3’...CA/TG...5’ PCR iiriinii: 10,0 pl
37 °C’de 16 saat inkiibasyon

MnSOD Vall6Ala polimorfizminin belirlenmesi igin gogaltilan 202bp’lik
PCR iiriiniiniin kesilmesi amaciyla 30,4 pl’lik karigim (Niikleaz free su, Cut Smart
Buffer, BsaW | enzim ve PCR iiriinii karisimi1) 60°C’de 16 saat inkiibe edildikten sonra

analiz zamanina kadar +4°C’de saklanmistir.

p22phox His72Tyr polimorfizminin belirlenmesi i¢in ¢ogaltilan 348 bp’lik

PCR iiriiniiniin kesilmesi amaciyla 30,35ul’lik karisim (Nikleaz free su, Cut Smart
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Buffer, Rsal enzim ve PCR iiriinii karisimi) 37°C’de 16 saat inkiibe edildikten sonra

analiz zamanina kadar +4°C’de saklanmstir.

BsaW/| Restriksiyon Enzimi ile Kesim:

MnSOD Vall6Ala polimorfizminin genotiplendirilmesinde amplifiye edilmis
202 bp’lik DNA dizisi BsaW!| restriksiyon enzimi ile kesilmistir. BsaW| restriksiyon
enzimi 5°..4CCGG...3’ ve 3°...GGCCY....5’ dizilerini tantyarak keser.

Bireyler MnSOD homozigot TT (Val/Val) ise; BsaWI enzimi 202 bp’lik diziyi
5’ tinden CCGG dizisini tanir sonraki baz T ise keser ve PCR f{irliniinii 124 bp ve 78
bp’lik iki oligoniikleotide ayiracagi i¢in jelde iki bant gozlenecektir. Bireyler MnSOD
homozigot CC (Ala/Ala) ise; BsaW 1 enzimi diziyi tanir ancak sonraki baz C ise
kesemez ve jelde 202 bp’lik tek bant gozlenecektir. Bireyler heterozigot genotipli CT
oldugunda ise DNA’nin bir ipinde T olan baz diger ipte C olacagi i¢in, BsaW | enzimi
tek ipligi tamiyip ikiye kesecek, digerini taniyamadigi igin kesemeyecegi igin
heterozigotlarda jelde ii¢ bant gozlenecektir. BsaW 1 restriksiyon enzim kesim
trtinleri Sekil 2.5’te verilmistir. MNSOD Vall6Ala genotiplemesine ait agaroz jel

fotografi Sekil 2.5’te gosterilmistir.

- 8 bp
e 124 bp

e 202 bp

1 2 3 - 5 6 M

Sekil 2.5. MnSOD Val16Ala Polimorfizmi Agaroz Jel Goriintiisii.

(202 bp’lik PCR iiriiniiniin BsaW I restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda olusan oligoniikleotidler
ve uzunluklart (M= 100bp Ladder; 4: PCR iriinii (202 bp); 3: Val/Val genotip (124 bp + 78 bp); 5:
Ala/Ala genotip (202 bp); 1, 2, 6: Val/Ala genotip (202 bp + 124 bp + 78 bp)).

Rsal Restriksiyon Enzimi ile Kesim:
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p22phox His72Tyr polimorfizminin genotiplendirilmesinde amplifiye edilmis
348 bp’lik DNA dizisi Rsal restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Rsal restriksiyon
enzimi 5°...GTVAC...3’ ve 3°...CAVTG...5’ dizilerini tantyarak keser.

Bireyler p22phox homozigot TT (Tyr/Tyr) ise; Rsa | enzimi 348 bp’lik diziyi
5’ tiinden GT AC dizisini taniyarak keser ve PCR iiriinii 160 bp ve 188 bp’lik iki
oligontikleotide ayiracagi icin jelde iki bant gozlenecektir. Bireyler p22phox
homozigot CC (His/His) ise; Rsa I enzimi diziyi taniyamaz ve jelde 348 bp’lik tek bant
gozlenecektir. Bireyler heterozigot genotipli CT oldugunda ise DNAnin bir ipinde C
olan baz diger ipte T olacagi icin, Rsa I enzimi tek ipligi taniyip ikiye kesecek, digerini
taniyamaz, kesemez ve boylece heterozigotlarda jelde li¢ bant gozlenecektir. Rsa 1
restriksiyon enzim kesim driinleri Sekil 2.6’da verilmistir. p22phox His72Tyr

genotiplemesine ait agaroz jel fotografi Sekil 2.6’da gosterilmistir.

1 2 3 4 5 6 75 M

Sekil 2.6. p22phox His72Tyr Polimorfizmi Agaroz Jel Goriintiisii.
(348 bp’lik PCR iirliniiniin Rsal restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda olusan oligoniikleotidler ve

uzunluklari. (M= 100bp Ladder; 7: PCR firtinii (348 bp); 5: Tyr/Tyr genotip (160 bp + 188 bp); 2, 3:
His/Tyr genotip (348 bp + 188 bp + 160 bp); 1, 4 ve 6: His/His genotip (348 bp)).

2.4.4.1. RFLP ile Kesim Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezine

Uygulanmasi ve Genotip Tayini

PCR iirlinlerinin, BsaWI ve Rsal restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda
olusan oligoniikleotidlerin goriintiilenmesi i¢in Boliim 2.4.3.1’deki gibi %2’lik agaroz

jel hazirlanarak elektroforezde yiiriitilmiis ve oligoniikleotidler EtBr ile boyanarak
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UV 1sikta gorlinlir hale getirilmistir. Syngene Jel Goriintiileme Sistemi ile sonuglar

fotograflanmistir (Sekil 2.5 ve Sekil 2.6).

2.5. istatistiki Analiz

Tiim istatistiksel analizlerde SPSS V21 kullamlmistir. ikili gruplarin
karsilastirllmasinda Student-T testi; ikiden fazla gruplarin karsilastirilmasinda Tekyonlii
Varyans Analizi (One Way Anova Testi) kullanilmistir. Genlerin genotip frekanslari ve
alel frekanslan ¢ikarilarak Hardy-Weinberg esitliginde oldugu hesaplanmustir. Gruplar
arast normalite testi olarak Shapiro Wilk testi kullanilmistir. Datalar Ortalama+Standart
Sapma, minimum ve maksimum degerleri kullanilarak verilmistir. Olciimle elde edilen
sonuglarin korelasyonu, Pearson Korelasyon analizi ile karsilastirlmistir. p<0,05 ve

p<0,01 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Yapilan calismada, Kiitahya'nin Emet ilgesindeki bir giimiis fabrikasinda
calisan ve Ankara Meslek Hastaliklar1 Hastanesine bagvurmus metal maruziyet
stiphesi olan 175 erkek is¢inin kan 6rnekleri esas alinmigtir. Calismamiza bireylerin
yas, calisma siireleri, sigara igme durumlari da dahil edilmistir. ilk olarak 175 iscinin
total kan As diizeyleri Atomik Absorpsiyon Spektrometre ile dl¢lilmiistiir. Ardindan
kisilerin DNA hasarlarim1 belirlemek icin Comet analizleri yapilmis. MnSOD ve
p22phox gen polimorfizmleri de PCR ve RFLP yontemiyle belirlenmis ve bunlarin
DNA hasarlarina etkileri arastirilmistir ve istatistiksel analizleri yapilmigtir. Datalar
Ortalama+Standart Sapma, minimum ve maksimum degerleri kullanilarak verilmistir.
Olgiimle elde edilen sonuglarin korelasyonu, Pearson korelasyon analizi ile

karsilastirilmistir. p<0,05 ve p<0,01 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.1. Arsenige Maruz Kalan Bireylerin Tammlayia: Istatistikleri

Arsenige maruz kalan isgilerin yas ortalamalari, c¢alisma siireleri, kan
orneklerindeki As diizeyleri ile DNA hasarina ait tanimlayici parametreler Cizelge 3.1.’de
gosterilmistir. Bu sonuglara gore, yas ortalamalarn 32,60+7,56 (Minimum:18,00 -
Maksimum:61,00), ¢alisma stireleri 3,30+1,95 yil (Minimum:0,50 - Maksimum:10,00),
kan arsenik diizeyleri 17,15£11,30 pg/L (Minimum:3,40 - Maksimum:52,44) ve DNA
hasarlar1 65,8448,42 (Minimum:52,92 - Maksimum:105,27) olarak hesaplanmustir.

Cizelge 3.1. Arsenige Maruz Kalan Bireylerin Tanimlayici Istatistikleri: Yas Ortalamalari, Calisma
Siireleri, Kan Orneklerindeki As Diizeyleri ile DNA Hasarlari.

Parametre n Minimum Maksimum Ortalama+Standart sapma
Yas (yil) 175 18,00 61,00 32,60+7,56
Calisma Siiresi (yil) 175 0,50 10,00 3,30+1,95

As (pg/L) 175 3,40 52,44 17,15+11,30

DNA hasar1 (DNAtail) | 175 52,92 105,27 65,84+8,42
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3.2. Arsenik Diizeyleri, DNA Hasar1 ve Maruziyet Siireleri Arasindaki

Korelasyon

DNA hasari, kan As diizeyleri ve maruziyet siireleri arasindaki korelasyon

istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kandaki arsenik diizeyi ile DNA hasari

arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir. Iscilerin kanindaki arsenik diizeyi

arttikga, DNA hasar1 da istatistiksel olarak anlamli sekilde artmaktadir (r=0,451;

p<0,01) ancak, maruziyet yili, DNA hasar1 ve arsenik diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski tespit edilememistir (p>0,05) (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. DNA Hasari, Kan As Diizeyleri ve Maruziyet Siireleri Arasindaki Korelasyon.

Parametreler Pearson Korelasyonu Maruziyet yil DNA Hasan As
r 1,000 0,111 0,069
Maruziyet yih
p 0,143 0,367
r 0,111 1,000 0,451
DNA Hasan -
p 0,143 0,000
r 0,069 0,451 1,000
As -
p 0,367 0,000
**p<0,01

3.3. Sigara Kullamimi ve DNA Hasari

Calismamizda 175 is¢inin 59’u sigara kullanmamakta, 116’s1 ise sigara

kullanmaktadir. Gruplararasi normallik i¢in Shapiro Wilk testi uygulanmis ve sigara igen

ve igmeyen gruplarin normal dagiliminda oldugu teslim edilmistir. Sigara kullanimu ile

DNA hasar1 arasindaki iliski Student T testine gore istatistiksel olarak analiz edilmis,

sigara igenlerde DNA hasar1 67,13+£8,47 iken, sigara igmeyenlerde 63,32+7,80 olarak

belirlenmistir. Sigara icenlerde DNA hasar istatistiksel olarak igmeyenlere gore anlaml

sekilde yiiksek bulunmustur (p=0,004) (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Sigara icimi ile DNA Hasar1 Arasindaki Iligki.

Sigara Kullanim n DNA Hasan
Ortalama Standart Sapma P
i¢miyor 59 63,32 7,80
. 0,004*
I¢iyor 116 67,13 8,47
*p<0,01
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Sekil 3.1. Sigara Kullamim1 ve DNA Hasar1 Arasindaki iliski.
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0,00

DNA hasari {(DNA Tail)

50,00

icmiyor

Sigara Kullanimi

3.4. Cahsilan Popiilasyonun MnSOD Vall6Ala ve p22phox His72Tyr
Genotiplerinin Hardy-Weinberg Dengesi

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda; ¢alistigimiz popiilasyondaki MnSOD

Val/Ala genotipinin Hardy Weinberg esitliginde oldugu tespit edilmistir (y2= 2,089;
p=0,175) (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Calistigimiz Popiilasyonda MnSOD Val16Ala Genotipinin Hardy-Weinberg Dengesinde
Olup Olmadiginin Tespiti.

Val/Val Val/Ala Ala/Ala Toplam
(n) (n) (n) (n)
Gozlenen 41 97 37 175
Beklenen 45,77 87,45 41,77 175

¥ %= 2,089; p=0,175; p>0,05

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda; ¢alistigimiz popiilasyondaki p22phox

His72Tyr genotipinin Hardy Weinberg esitliginde oldugu tespit edilmistir (y2 = 0,012;
p=1,000) (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Calistigimiz Popiilasyonda p22phox His72Tyr Genotipinin Hardy-Weinberg Dengesinde

Olup Olmadiginin Tespiti.

His/His His/Tyr Tyr/Tyr Toplam
(n) (n) (n) (n)
Gozlenen 48 88 39 175
Beklenen 48,37 87,27 39,37 175

¥ %= 0,012; p=1,000; p>0,05

3.5. Cahsilan Popiilasyonun MnSOD Vall6Ala ve p22phox His72Tyr

Polimorfizmlerin Genotip ve Alel Frekanslar:

Arsenige maruz  kalan isgilerdeki  (n:175) MnSOD  Vall6Ala

polimorfizminde; %23,4’linlin Val/Val, %55,4’tiinlin Val/Ala, %21,2’sinin ise Ala/Ala
genotiplerinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Calisgigimiz Popiilasyonda MnSOD Vall6Ala Polimorfizmi ile Olusan Genotip

Frekanslari.
MnSOD Genotip Frekansi (n:175)
Polimorfizm N %
Val/Val 41 23,4
Val/Ala 97 55,4
Ala/Ala 37 21,2

Arsenige maruz kalan iscilerdeki MnSOD Vall6Ala polimorfizmi ile olusan
alel frekanslari (n:350); Val alel frekansi; %51,1 (n:179), Ala alel frekansi ise %48,9
(n:171) olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Calistigimiz Popiilasyonda MnSOD Val16Ala Polimorfizmi ile Olusan Alel Frekanslari.

Alel (Val/Ala) Alel Frekansi (n:350)

n %
Val 179 51,1
Ala 171 48,9
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Arsenige maruz kalan is¢ilerdeki (n:175) p22phox His72Tyr polimorfizminde;
%?27,4’tintin His/His, %50,3’tiniin His/Tyr, %22,3’lniin ise Tyr/Tyr genotiplerinde
oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Calistigimiz Popiilasyonda p22phox His72Tyr Polimorfizmi ile Olusan Genotip

Frekanslart.
p22phox Genotip Frekansi (n:175)
Polimorfizm n %
His/His 48 27,4
His/Tyr 88 50,3
Tyr/Tyr 39 22,3

Arsenige maruz kalan is¢ilerdeki p22phox His72Tyr polimorfizminde alel
frekanslar1 (n:350); His alel frekansi; %52,6 (n:184), Tyr alel frekansi ise %47,4
(n:166) olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Calistigimiz Popiilasyonda p22phox His72Tyr Polimorfizmi ile Olugan Alel Frekanslar.

Alel (His/Tyr) Alel Frekansi (n:350)

n %
His 184 52,6
Tyr 166 47,4

3.6. Arsenige Maruz Kalanlarda MnSOD Vall6Ala polimorfizmi ile
DNA hasan

Arsenige maruz kalan is¢ilerdeki DNA hasar miktar1 ile MnSOD Vall6Ala
polimorfizmi genotipleri arasindaki iliski One Way Anova testine gore istatistiksel
olarak analiz edildiginde; Val/Val genotipli 41 bireyin DNA hasar1 63,58+5,83
(Minimum:52,92-Maksimum:77,04), Val/Ala genotipli 97 bireyin 65,30+7,18
(Minimum: 53,72-Maksimum: 91,82) ve Ala/Ala genotipli 37 bireyin 69,79+12,03
(Minimum: 59,04-Maksimum:105,27) olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak
MnSOD Vall6Ala polimorfizmi genotipleri ile DNA hasar1 arasinda anlaml iligki
tespit edilmistir (p=0,003) (Cizelge 3.10).
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Ayrica iscilerdeki DNA hasar1 ve Ala alelini igermeyen genotipli bireyler
(Val/Val; n=41) ile Ala alelini igeren genotipli bireyeler (Val/Alat+Ala/Ala; n=134)

gruplandirilarak aralarindaki iliski Student T testine gore istatistiksel olarak analiz

edildiginde, Ala alelini igeren genotipli bireylerdeki DNA hasarinin, Ala alelini

icermeyen genotipli bireylerdeki DNA hasarindan istatistiksel olarak anlamli sekilde

yiiksek bulundugu tespit edilmistir (p=0,048) (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. Arsenige Maruz Kalan Bireylerde MnSOD Vall6Ala Polimorfizmi ile DNA Hasar

Arasindaki Tliski.
MnSOD DNA Hasan
. L n p
Vall6Ala polimorfizmi Ortalama=S.S. Minimum | Maksimum
Val/Val 41 63,58+5,83 52,92 77,04
Val/Ala 97 65,30+7,18 53,72 91,82 0,003**
Ala/Ala 37 69,79+12,03 59,04 105,27
Val/Val 41 63,58+5,83 52,92 77,04
Val/Ala + Ala/Ala 134 66,54+8,97 53,72 105,27 0,048*
Toplam 175 65,84+8,42 52,92 105,27
*p<0,05; **p<0,01
80,00
ﬂ 80,00
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VallVal VallAla AlalAla
MnSOD Val16Ala genotip

Sekil 3.2. Arsenige Maruz Kalan Bireylerde MnSOD Vall6Ala Polimorfizmi ile DNA Hasar
Arasindaki [liskiyi Gosteren Grafik.
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3.7. Arsenige Maruz Kalan Bireylerde p22phox His72Tyr polimorfizmi ile
DNA hasan

Arsenige maruz kalan iscilerdeki DNA hasar miktar1 ile p22phox His72Tyr
polimorfizmi genotipleri arasindaki iliski One Way Anova testine gore istatistiksel
olarak analiz edildiginde; His/His genotipli 48 bireyin DNA hasar1 63,39+5,75
(Minimum:52,92 - Maksimum:83,04), His/Tyr genotipli 88 bireyin 65,90+7,46
(Minimum:56,30 - Maksimum:91,82) ve Tyr/Tyr genotipli 39 bireyin 68,73+11,84
(Minimum:58,48 - Maksimum:105,27) olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak
p22phox His72Tyr polimorfizmi genotipleri ile DNA hasar1 arasinda anlamli iligki
tespit edilmistir (p=0,012) (Cizelge 3.11).

Ayrica iscilerdeki DNA hasar1 ve Tyr alelini igermeyen genotipli bireyler
(His/His; n=48) ile Tyr alelini igeren genotipli bireyeler (His/Tyr+Tyr/Tyr; n=127)
gruplandirilarak aralarindaki iligki Student T testine gore istatistiksel olarak analiz
edildiginde, Tyr alelini iceren genotipli bireylerdeki DNA hasarinin, Tyr alelini
icermeyen genotipli bireylerdeki DNA hasarindan istatistiksel olarak anlamli sekilde

yiiksek bulundugu tespit edilmistir (p=0,017) (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. Arsenige Maruz Kalan Bireylerde p22phox His72Tyr Polimorfizmi ile DNA Hasar

Arasindaki Iliski.
p22phox His72Tyr DNA Hasarn
polimorfizmi " Ortalama=S.S. Minimum Maksimum P
His/His 48 63,39+5,75 52,92 83,04
His/Tyr 88 65,90+7,46 56,30 91,82 0,012*
Tyr/Tyr 39 68,73+11,84 58,48 105,27
His/His 48 63,39+5,75 52,92 83,04
His/Tyr + Tyr/Tyr 127 66,77+£9,08 56,30 105,27 0,017*
Toplam 175 65,84+8,42 52,92 105,27

*p<0,05
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Sekil 3.3. Arsenige Maruz Kalan Bireylerde p22phox His72Tyr Polimorfizmi ile DNA Hasar
Arasindaki Iliskiyi Gosteren Grafik.

3.8. Arsenige Maruz Kalan Bireylerde MnSOD Vall6Ala - p22phox
His72Tyr Polimorfizmleri ile DNA Hasari

Arsenige maruz kalan isciler, MnSOD Val/Val+p22phox His/His genotipliler,
MnSOD Val/Ala+p22phox His/Tyr genotipliler ve MnSOD Ala/Ala+ p22phox
Tyr/Tyr genotipliler olmak iizere 3 gruba ayrilmis ve bu genotiplere sahip bireyler ile
bireylerin DNA hasarlar1 arasindaki iliski degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, bu
gruplardaki genotiplere sahip bireyler ile DNA hasari arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 farklilik tespit edilmistir (p=0,012) (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. Arsenige Maruz Kalan Bireylerde MnSOD Vall6Ala - p22phox His72Tyr
Polimorfizmleri ile DNA Hasar1 Arasindaki Iliski.

MnSOD ve p22phox DNA Hasar1
polimorfizmleri n OrtalamaS.S. | Minimum | Maksimum P
MnSOD Val/Val
+ 13 62,63+7,07 52,92 77,04
p22phox His/His
MnSOD Val/Ala
+ 49 66,57+8,18 56,30 91,82 0,012*
p22phox His/Tyr
MnSOD Ala/Ala
+ 15 73,71£15,80 59,04 105,27
p22phox Tyr/Tyr
*p<0,05
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Sekil 3.4. Arsenige Maruz Kalan Bireylerde MnSOD Vall6Ala - p22phox His72Tyr Polimorfizmleri
ile DNA Hasar1 Arasindaki {liskiyi Gosteren Grafik.
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4. TARTISMA

As maruziyeti insan saghigin etkileyen onemli global sorunlardan biridir.
Diinyada yiizmilyondan fazla kisi yer alti sular1 basta olmak iizere hava, toprak,
yiyecekler (piring, balik, meyve sular1 v.b), kimyasal boyalar, insektisit-pestisitler,
ahsap koruyucular, kursun/asit akii endiistrisi, bakir-maden-cevher endiistrileri,
mikroelektronik endiistrisi ve saglik (terapotik ajan) sektorii gibi gesitli maruziyet
alanlarindan; inhalasyon, oral (yeme-igme) ve parenteral yolla As’ye maruz
kalmaktadir (Pierce ve ark., 2012; Jomova ve ark., 2011; Valko ve ark., 2005;
Magalhaes, 2002; Chou ve ark., 2007).

Diinyada doguda Hindistan, Banglades, Cin, Sili, Japonya, Kore, Malezya,
Tayvan, Vietnam, Nepal, Mogolistan; batida Meksika, Amerika, Arjantin, Brezilya,
Kanada, Romanya, Gana, Macaristan, Yunanistan, izlanda, Avusturya gibi iilkelerde,
sulardaki As seviyelerinin yliksek diizeyde (> 50 pg/L) oldugu bildirilmistir
(Chowdhury ve ark., 2000; Karim, 2000; Mukherjee ve Bhattacharya, 2001; Lianfang
ve ark., 1994; Ferreccio ve ark., 2000; Chen ve ark., 1994; Berg ve ark., 2001; Steinmaus
ve ark., 2003; Smedley ve ark., 2005; Bundschuh ve ark, 2004; Centeno ve ark., 2007).
Diinyadaki en yliksek As diizeyleri daha ¢ok jeotermal sularda Sili’de 45 000-50 000
ng/L (Centeno ve ark., 2007; Bowell ve ark., 2014), maden havzalarinda en yiiksek
Gana’da 35 600 mg/kg (Bowell ve ark., 2014), Ingiltere’de 50 000 pg/L (Mandal ve
Suzuki, 2002) ve 130 000 mg/L’la Cek Cumhuriyeti’nde (Majzlan ve ark., 2014) tespit
edilmistir. Tiirkiye'deki As kirliligi daha ¢ok jeojenik ve antropojeniktir. Ozellikle
tektonik aktiflige sahip dogal jeolojik yapilari, maden yataklarinin bulunusu-islenisi ve
jeotermal yataklarimin varligi nedeniyle Ege bolgesinde ve Orta Anadolu’daki toprak ve
sularda, As kirliligi tespit edilmistir (Dogan ve ark., 2005; Dogan ve Dogan, 2007;
Gunduz ve ark., 2015; Arikan ve ark., 2015). Ulkemizde Bursa, Balikesir, Usak, Izmir,
Eskisehir, Aksaray, Sivas, Nevsehir ve 6zellikle Kiitahya ve ilcelerinde As diizeyleri cok
yiiksek bulunmustur (Erdol ve Ceylan, 1997; Gemici ve ark., 2008; Camtepe, 2006;
Caliskan ve Pala, 2009; Oztiirk, 2017; Aksoy ve ark.; 2009; Yuce ve Yasin, 2012; Cicek
ve ark., 2013; Simsek, 2012; Atabey, 2009). Kiitahya'da 40 farkli igme suyunda yapilan
analizde en yiiksek Ol¢iilen As diizeyi 10 700 pg/L olarak tespit edilmistir (Dogan ve
Dogan, 2007). Bu diizey diinyadaki As kirliligi en yiiksek olan iilkelere esdeger diizeyde
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yiiksektir. Kronik As zehirlenmelerinin tespiti ile muhtemel As kaynaklar1 énem
kazanmistir (Dogan ve ark., 2005). Literatiire gore Diinya, Tirkiye ve Kiitahya’daki
sulardaki As diizeyleri Cizelge 1.2 ve Cizelge 1.3’te verilmistir.

As’nin maruziyet dozuna-yoluna-siiresine ve maruziyet sikligina bagli olarak
saglik {izerine olumsuz etkileri ortaya ¢ikmaktadir. inorganik ve organik As’ler kanda
kisa bir siire kalirlar, ancak maruziyet stirekli-sabitse As konsantrasyonu da kanda belli
diizeyde bulunarak, sabit durum konsantrasyonlarin1 olusturarak maruz kalma
derecesini yansitmaktadir (Morton, 1994; Arsenic in Drinking Water, 1999; Hall ve
ark., 2006). Kronik As maruziyetindeki doz-yanit ¢caligmalarinda en genis maruziyet
diizeyleri total kan As konsantrasyonlariyla belirlenebilmektedir (Hall ve ark., 2006).
Kronik maruziyetlerde daha ¢ok idrar As’lerinin ¢alisildigi goriilmektedir. Ancak
tiriner As Ol¢limlerinde idrar kreatinin de devreye girmektedir. Bilindigi lizere idrar
kreatinin yas, cinsiyet, irk-etnik koken ve beden kitle indeksi (BMI) gibi birgok
demografik degisenden etkilenebilmektedir. As metilasyonundaki folatin, kas
kreatininin folat bagimli metabolizmada temel {irlin olmasi iiriner As’de gram basina
diisen kreatini de etkilemekte ve tiim bunlar toksisite degerlendirmesini kompleks hale
getirebilmektedir (Barr ve ark., 2005; Gamble ve Liu, 2005; Gamble ve ark., 2005).
Bu nedenle idrar As, metabolizma sonrasi atilimin yansimasini ifade etmekte, gergek
doku yiikiinii ifade etmemektedir (Klaassen, 2001; NRC, 2001). Kan As (BAs) ise
internal dozun 6l¢iisii olup, hem yakin maruziyeti hem de dokulardan kana gecen As’yi
de igerdiginden total Kan As’yi ifade etmektedir. As’ye maruz kalanlarda yapilan
caligmalarda sigara icme durumuyla cilt lezyonlarinda artis gozlenmis ve sigara igme
durumuyla BAs’ler UAs (idrar As)’lere gore daha iliskili bulunmustur (Ahsan ve ark.,
2006b; Chen ve ark., 2006). AAS ile dlgiilen kan As’lerle (BAS) plazma reaktif
antioksidan kapasitesi arasinda ters bir iligski oldugu belirlenmistir (Wu ve ark., 2001).
Bu nedenle BAs seviyeleri maruziyet sonrasi olasi hastaliklar i¢in erken biyobelirteg
olarak kullanilabilmektedir. As’ye maruzl kalanlarda yapilan bir ¢alismada BAs
diizeyleri arttikga As kaynakli aterosklerozda rol oynadigi diisiiniilen inflamatuar

mediator gen ekspresyonlarinin arttigi belirlenmistir (Wu ve ark., 2003).
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Bilinen bir arsenik maruziyeti olmayan insanlarda arsenik diizeyleri 0,3 — 2
ug/L olarak tespit edilmistir (Bencko ve Symon, 1977; Heydorn, 1970; Kagey ve ark.,
1977; Olguin ve ark., 1983; Hamilton ve ark., 1994; Vahter ve ark., 1995; Concha ve
ark., 1998a; Concha ve ark., 1998b). Amerika ulusal ATSDR’ye (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry) gore maruziyeti olmayanlarda kan As diizeyleri < 1
pg/L olarak; Avrupa’da ise WHO’ya gore 0,5-1 pg/l olarak kabul edilmektedir
(ATSDR, 2007; WHO, 2015). Bilinen As maruziyeti olmayan insanlarda yapilan
calismalarda kan As diizeyleri iilkelere gore farkliliklar gostermektedir: Kanada’da 0,2
ug/l, Brezilya’da 9,87 pg/l, italya’da 5,32 pg/1-3,69 ng/ml, Belgika’da 2,12 ng/ml,
Almanya’da 2,4 ng/ml, Slovenya’da 2,98 ng/ml, Mogolistan’da 11,02 ppb,
Hindistan’da 11,74 pg/L, Pakistan’da 1,7 ppb, Tayvan’da 6,8 pg/L ve Tiirkiye’de
(kadinlarda) 25 ppb olarak kan As (BAs) diizeyleri 6l¢iilmiistiir (Saravanabhavan ve
ark., 2017; Freire ve ark., 2015; Alimonti ve ark., 2011; Pino ve ark., 2012; Schoeters
ve ark., 2012; Schulz ve ark., 2007; Snoj Tratnik ve ark., 2012; Dong ve Liu, 2006;
Vuyyuri ve ark., 2006; Afridi ve ark., 2011; Soong ve ark., 1991; Aliyev, 2011).

Igme suyundan, mesleksel ve/veya cevresel arsenik maruziyeti olan insanlarda
kan arsenik diizeyleri yiiksek olup iilkelere gore farklilik gostermektedir: Igme suyu
maruziyeti bilinenlerde kan As diizeyleri Arjantin’de 10 ug/L, Kaliforniya’da 13 pg/L,
Nevada'da 3-4 ug/L olarak tespit edilmisken, mesleksel ve ¢evresel maruziyet oldugu
bilinen Hindistan’da kan As diizeyleri 56,76 ng/L olarak tespit edilmistir (Vahter ve
ark., 1995; Concha ve ark., 1998a; Concha ve ark., 1998b; Valentine ve ark., 1979;
Vuyyuri ve ark., 2006).

Tiirkiye’de kan As diizeyleri Olciilen calismalara baktigimizda daha cok
Kiitahya ve ilgelerinin ¢alisildigini gormekteyiz. Kiitahya’ya bagli 511 kdyden rastgele
belirlenen Igdekdy, Kirgil, Kayaarasi, Kepez ve Giimiiskdy’de 18 yas iizeri yasayan
1102 kisiyi kapsayan ¢alismada dermatologlarca 93 erkek ve 210 kadinda toplamda
303 kiside As’ye 6zgii keratoz lezyonlu sarimtirak tirnaklar tespit edilmistir (Arikan
ve ark., 2015). Kayaarasi, Kepez ve Giimiisk0y’deki sularda ortalama As seviyesi
10,15 pg/L ve kan As degerleri 3,04 pg/L; Igdekdy ve Kirgil kdylerinde ise sularda
44,94 ng/L olarak kan As degerleri ise ortalama 4,22 pg/L olarak tespit edilmis ve
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burada yasayanlarin birinci derece akrabalarinda kanser nedenli Sliimler ve kronik
hastaliklar oldugu bildirilmistir (Arikan ve ark., 2015). Ayrica Kiitahya-Emet-Igdekdy
kuyu sularinda 1,70 mg/L As konsantrasyonu, igme suyundaki normal sinirlar olan 10
ng/L’nin 170 kat1 kadar yiiksek tespit edilmis ve bolge halkinda yapilan ¢alismada ise
kan As diizeyleri 115 pg/L olarak oldukca yliksek bulunmustur (Sardas, 2009).

Arsenik maruziyetinin tespit edildigi Kiitahya-Emet bolgesinde, toprak ve su
analizlerinde As diizeyleri yiiksek bulunmus ve cevresel maruziyet sonrast toksik
etkileri de gozlenmektedir. Ciddi toksik etkilerin goriilmeye baslanmasi maruziyetin
boyutunu da ortaya koymaktadir. Ancak arsenik maruziyeti sonucu ayni ortamdaki
farkli bireylerde farkl toksik etkiler goriilebilmekte ve farkli arsenik diizeyleri tespit
edilebilmektedir. “Arsenige Maruz Iscilerde, Oksidatif Stresle iliskili Genlerdeki
Polimorfizmlerin (Mn-SOD ve p22phox) ve Kan Arsenik Diizeylerinin DNA Hasarina
Etkisi” adi altinda yaptigimiz ¢alismada bir taraftan arsenigin mesleksel maruziyeti
izlenerek DNA hasar1 belirlenmeye calisildi, diger taraftan da maruziyet sonucu DNA
hasarindaki bireysel farkliliklarda MnSOD ve p22phox polimorfizmlerin etkisinin
arastirilmast  hedeflendi. Calisma grubumuzu olusturan Kiitahya-Emet’te bir
fabrikadaki 175 isgide gevresel ve/veya mesleksel akut veya kronik olarak As’ye
maruziyeti oldugu diisiiniilerek, As diizeyleri 6l¢iilmek istenmis ve kanda As diizeyleri
(BAs) Minimum: 3,40 pg/L ve Maksimum: 52,44 ug/L ise ortalama 17,15+11,30 ug/L
olarak tespit edilmistir (1 ppb=1 ug/L).

Yapilan ¢alismada iscilerin kan arsenik diizeyleri, bilinen maruziyeti olmayan
literatiirdeki verilere gore anlamli sekilde oldukga yiiksek bulunmustur. Vuyyuri ve
ark. (2006) As’ye mesleksel maruziyeti olan Hindistan-Haydarabat’taki cam
is¢ilerinde yaptiklar1 c¢alismadaki kan As diizeyleri 56,76 pg/L olarak bizim
calismamizdaki iscilerin maksimum kan As degerleri olan 52,44 png/L’ye oldukca
yakin ¢ikmis ve isyeri maruziyetine 6rnek teskil etmistir. Sardas’ (2009) ¢alismasi
bizim ¢aligma popiilasyonumuz olan Kiitahya-Emet bolgesi olup, Sardas(2009) kuyu
suyundan As’ye maruzlardaki calismasinda kan As diizeylerini, bizim ¢aligma
grubumuzdaki isgilere gore yaklasik 7 kat yliksek bulmustur. Sardas’in (2009)

caligmasinda kan As diizeylerinin bu kadar yiiksek olmasi maruziyet sebebi olan
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tiiketilen kuyu suyundaki As diizeyinin ortalama 1 700 ppb (As MCL=10 ppb, EPA)
olmasindan kaynaklanmaktadir. Literatlire gore diinya iilkeleri, Tiirk popiilasyonu ve

bu ¢alismadaki bireylerin kan arsenik diizeyleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Popiilasyonlara Gore Ortalama Kan Arsenik Diizeyleri.

Popiilasyon N Ort. Kan As Diizeyi Maruziyet Kaynak
uS <1 pg/L Yok ATSDR, 2007.
A Saravanabhavan ve
Kanada 0,2 ng/l Bilinmiyor ark., 2017.
. 9,87 pg/l (sigara-) AT .
Brezilya 1183 10,86 ng/l (sigara+) Bilinmiyor Freire ve ark., 2015.
Avrupa 0,5-1 pg/l Yok WHO, 2015.
ftalya 1423 5,32 ug/l Alimonti ve ark.,
252 3,69 ng/ml Bilinmiyor 2011.
' Pino ve ark., 2012.
241-yenidogan 2,18 ng/ml
Belgika 207-geng 2.12 ng/ml Bilinmiyor ggggeters veark.,
235-yetiskin 2,04 ng/ml )
Kolossa-Gehring ve
Almanya jggé gg gg;m: Bilinmiyor ark., 2012.
4 ng Schulz ve ark., 2007.
Slovenya 274 2,98 ng/ml Bilinmiyor gggjz Tratnik ve ark.,
Mogolistan 63 11,02 ppb Kontrol grubu Dong ve Liu, 2006.
Hindistan- .
Haydarabat 165 11,74 pg/L Kontrol grubu Vuyyuri ve ark., 2006.
Pakistan 75 1,7 ppb Kontrol grubu Afridi ve ark., 2011.
168-maternal kan | 6,8 pg/L A
Tayvan 168-kordon kani 7.9 ug/L Bilinmiyor Soong ve ark., 1991.
o 113-maternal kan 25 ppb R .
Tiirkiye 113-kordon kani 27 pob Bilinmiyor Aliyev, 2011
. Vahter ve ark., 1995;
Kuzey Bat1 Arjantin 10 pg/L 200 pg/L (Igme suyu) Concha ve ark.,
1998a.b
I 13 pug/L 400 pg/L (fgme suyu) Valentine ve ark.,
Kaliforniya Nevada 34 ug/L 100 pg/L (iome suyu) | 1979.
Hindistan- L . .
Haydarabat 200 Cam isgisi 56,76 pg/L Mesleksel Maruziyet Vuyyuri ve ark., 2006.
Kiitahya
Kayaaras1 Kepez 3,04 pg/L 10,15ug/L (Igme suyu)
Gimiskdy 1102 Arikan ve ark., 2015
Kiitahya K&y Halki . tran ve ark., SULS.
Igdekoy 4,22 ng/L 44,94pug/L (Igme suyu)
Kirgil
Kiitahya-Emet- . 115 pg/L 1.70 mg/L (Kuyu
izdekdy 30 Kdy halla (Min:114-Mak:264) suyu) Sardas, 2009,
Bizim ¢aligmamiz 175 isci 17,15+11,30 pg/L Mesleksel ve Cevresel
Tiirkiye 8¢ (Min:3,40-Maks:52,44) | Maruz
Kiitahya-Emet

1ppb=1ng/L=1000ng/L, 1mg/L=1000 png/L=1000ppb.

As birinci sinif insan karsinojenidir ve kronik maruziyeti deri, mesane, akciger
ve bobrek kanserlerinin; kardiyovaskiiler, ndrolojik, diyabet ve solunum yolu
hastaliklarinin risklerinin artigiyla iliskilendirilmektedir (IARC, 2004; Flora, 2011; Faita
ve ark., 2013). Kan As’nin toksik dozu WHO’ya gore > 12 ug/L olarak kabul
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edilmektedir. iAs’lerin organizma tiizerindeki etki mekanizmalari multifaktoriyel ve
komplekstir (WHO, 2008). Ancak As toksisitesinin en temel mekanizmasi maruziyetle
birlikte hiicrelerde olusan ve artan serbest radikaller, ROT’lar ve dolayisiyla artmig
oksidatif strestir (Flora, 2011). Kronik As maruziyeti olan popiilasyonlarda yapilan
calismalarda oksidatif streste artis gozlenmis ve bu artisin DNA hasarlarini, lipid
peroksidasyonunu ve glutatyon diizeylerinde azalmayi indiikledigi tespit edilmistir
(Basu ve ark., 2005; Mendez-Gomez ve ark., 2008; Sampayo-Reyes ve ark., 2010;
Schoen ve ark., 2004; Wu ve ark., 2001). Hiicrelerde As kaynakli ROT’larin olusumu,
karsinojeneziste onemli rolii olan sinyal yolaklarinin degismesi ve transkripsiyon
faktorlerinin regiilasyonu ile iligkilidir (Tapio ve Grosche, 2006). Kronik iAs
maruziyetinde dogrudan As ve As metabolitleri kaynakli primer ROT olusumu ya da
dolayli olarak As maruziyetinde antioksidan enzim sistemlerindeki (SOD, katalaz v.b)
degisiklikler neticesinde dolaylt ROT olusumu oksidatif stresi indiikler ve Kromozom
aberasyonlari, Kardes Kromatid Degisimleri, DNA Hiper/Hipometilasyonu, Histon
Modifikasyonlari, miRNA’lar, Anoploidi ve DNA Zincir Kiriklar1 gibi ¢esitli DNA

hasarlarina neden olmaktadir (Flora, 2011).

Arsenige igme suyundan maruz kalan ve As maruziyetleri yliksek olanlardan
Meksika ve Arjantin’deki popiilasyonlarda Kromozomal Aberasyonlar ve Kardes
Kromatid Degisimleri gézlenmis, maruziyet arttik¢a aberasyonlarin frekansi da artmistir
(Ostrosky-Wegman ve ark., 1991; Lerda, 1994). Sili’de igme suyundan yiiksek As’ye
maruz kalanlarda Iki g¢ekirdekli Mikroniikleus goriilme sikligi daha yiiksek tespit
edilmigtir (Martinez ve ark., 2004). Meksika’daki calismada igme suyundan maruz
bireyler olup, cilt kanserlilerde yapilan ¢alismada maruz lenfositlerinde pS3 ekspresyonu-
deri kanseri arasinda iligki belirlenmis (Salazar ve ark., 2004); yine Meksika’da igme
suyundan As’ye yiiksek diizeyde maruz farkli bir popiilasyonda ise maruzlarim DNA
hasarlarinda artis, DNA onarimlarinda azalma tespit edilmistir (Andrew ve ark., 2006;
Burgess ve ark., 2007). Bat1 Bengal’de yasayanlarda yapilan ¢alismada igme suyundan
yiiksek diizeyde As’ye maruz kalan bireylerin DNA hasar diizeyleri ortalama 86,50 pm
olarak yiiksek bulunmustur (Basu ve ark., 2005).

Arsenige mesleksel ve cevresel maruz kalan ve kan As diizeyleri yiiksek

olanlardan Sili’deki metal-maden iscilerinde yapilan c¢alismalarda metal dokiim
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iscileri, is¢i yoneticileri ve bakir madeni c¢alisanlart arasinda lenfositlerdeki
Mikronukleus frekanslarinda anlamli bir farklilik bulunmamustir (Paiva ve ark., 2008).
Polonya’da bakir madenindeki 6-80 pg/m® As’ye ortam havasindan maruz kalan
isciler ve kontrol grubu iizerinde As maruziyeti ve DNA hasari lizerine yaptiklari
calismada maruz kalan is¢ilerden sigara igcenlerin DNA hasar1 diizeyleri 72,2 olarak
sigara igmeyenlere (68,7) ve kontrol grubuna gére anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(Palus ve ark., 2005). Vuyyuri ve arkadaslarinin (2006) Hindistan-Haydarabat’ta cam
is¢ilerinde ve kontrol grubunda As maruziyeti ve DNA hasar1 iizerine yapilan
calismada, maruz kalan is¢i grubunda ortalama kan As diizeyleri 56,76 pg/L olarak
olduke¢a yiiksek ve DNA hasar diizeyleri sigara icenlerde 15,58 olarak igmeyenlere
(13,95) ve kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (Vuyyuri ve ark.,
2006). Ulkemizde de Kiitahya-Emet (Igdekdy)’te kuyu suyundan 1,70 mg/L As’ye
maruz kalan bolge halkinin kan As diizeyleri 114-264 pg/L olarak 6l¢iilmiis ve
ortalama kan arsenik diizeyleri 115 pg/L (BAS) olarak anlamli sekilde yiiksek tespit
edilmistir. DNA hasarlar1 Comet’le degerlendirilmis ve sigara icenlerde DNA hasar
diizeyi ortalama 57,06 olarak, igmeyen maruzlara gore anlamli sekilde yiiksek

bulunmustur (Sardas, 2009).

Kiitahya-Emet’te fabrikadaki c¢alisan 175 iscideki ¢alismamizda kan As
diizeyleri 3,40-52,44 ng/L araliginda Ol¢iilmiis, ortalama kan As konsantrasyonlari
17,15+11,30 pg/L olarak tespit edilmis ve genotoksik hasarin biyobelirteci olarak DNA
hasarlar1 Comet Assay ile 52,92- 105,27 araliginda belirlenmis ve ortalama 65,84+8,42
olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1). Buldugumuz sonugclara gore kan As diizeyi artik¢a
DNA hasari da artmustir. Sonuglarimiz anlamli olup, As diizeyi ve DNA hasar1 arasinda
pozitif korelasyon belirlenmistir (p<0,01; r=0,451) (Cizelge 3.2). Calisma grubumuzda
sigara icenlerde DNA hasar diizeyi 67,13+8,47 olarak; sigara igmeyenlerde 63,32+7,80
olarak olgiilmiis ve sigara igen maruz bireylerde DNA hasar1 beklendigi iizere anlaml
ve daha yiiksek bulunmustur. Sigara icenlerde DNA hasarinin yiiksekligi ile anlamli bir
iliski tespit edilmistir (p=0,004; p<0,01) (Cizelge 3.3). Calismamizdaki As’ye maruz
kalan iscilerin ortalama DNA hasar sonuglar1 (65,84+8,42) Palus ve ark.’nin (2005)
mesleksel As maruziyeti (6-80 pg/m®) olan Polonya’da bakir madeni iscilerinin DNA

hasar diizeylerine (70,1) gore daha diisiik ¢gikmasina ragmen her iki ¢alismada mesleksel
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As maruziyetini yansitacak kadar yiiksektir. Ancak Kiitahya-Emet popiilasyonunda
kuyu suyundan maruz kalanlardaki Sardas’in (2009) ¢alismasinda bireylerin kan As
ortalamalari bizim ¢alismamizdaki Kiitahya-Emet’teki is¢ilere gore ortalama 7 kat daha
yiiksek ¢ikmis, DNA hasar diizeyleri ise bizim sonuglara gore daha diisiik ¢ikmustir.
Literatiirde diinya tilkeleri, Tiirk popiilasyonu ve bu caligmadaki bireylerin As maruziyet
sekilleri, As konsantrasyonlari, genotoksik etkiler ve DNA hasar1 diizeyleri Cizelge

4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Popiilasyonlara Gore As Maruziyetleri ve Genotoksik Etkileri.

Popiilasyon | N | As Konsantrasyonu ve Maruziyeti | Genotoksik Etkiler Kaynak
. Kromozomal Aberasyonlar, Ostrosky-
Meksika 11 | 0,39 mg/L-I¢me suyu kons. Kardes Kromatid Degisimleri Wegman ve
13 | 0,019-0,026 mg/L-Igme Suyu kons. (Maruziyetle Aberasyonlarin
o ark., 1991.
frekansi dogru orantili)
: Yiisek diizeydeki Maruziyetlerde
Arjantin igé g’ég mg;t ﬁz:igzz gsyu tgg: Kardes Kromatid Degisimleri Lerda, 1994.
' y ) onemli derecede daha yiiksek.
sili 106 | 0,750 mg/L As-igme Suyu kons. Ilgrglil;rgﬁ(]ﬁl, ?@k{(os];]l? ]I(Illzl;z larda Martinez ve
111 | 0,002 mg/L As-icme Suyu kons. gortime SIKgl X z ark., 2004.
daha yiiksek.
19 12 si cilt kanserli-As Endemik alanda
yasayan (Igme Suyu kons) Maruz kalanlarda lenfositlerde p53 Salazar ve
Meksika ) ekspresyonu ve Deri kanseri ark. 2004
24 Sagh;(h—F arkh alanda yasayan (Igme arasinda iliski tespit edilmistir. v '
Suyu
Meksika 16 | 32 ug/L As (Tgme Suyu kons.) As maruz kalanlarda DNA Hasar1 Andrew ve
37 | 0,7 pg/L As (Igme Suyu kons.) artmig ve DNA Onarimi azalmistir. ark., 2006.
. . Maruz kalanlarda artmis DNA Burgess ve
Meksika 51 4.8-33,3 pg/L As (Igme Suyu kons) oksidasyonu belirlenmistir. ark., 2007.
) Maruz kalanlarda énemli DNA Basu ve ark
Bat1 Bengal 30 247,12 ng/L As (Igme Suyu kons) hasari. 2005 N
Comet: 86,50 pm )
e s T Mikronukleus Frekanslarinda
Sili 52 Metal Dokiim Yoneticisi anlamli bir farklilik saptanmadi 2008.
50 Bakir Madeni Is¢isi P )
DNA Hasar Diiz. Ort.
165 | Kontrol grubu 9,36 Sigara (+)
Hindistan- 11,74 ng/1 (Ort. Kan As Diizeyi) 7,29 Sigara (-) Vuyyuri ve
Haydarabad ark., 2006.
200 | Cami isgileri (Mesleksel Maruziyet) 15,58 Sigara (+)
56,76 ng/l (Ort. Kan As Diizeyi) 13,95 Sigara (-)
DNA Hasar Diiz. Ort.
83 Kontrol grubu 10,9 Sigara (+),
5,7 Sigara (-),
8,6 ort. Palus ve ark.,
Polonya 2005.
72 | Bakir Madeni Iscileri (Mesleksel 72,2 Sigara (+),
maruziyet) 68,7 Sigara (-),
6-80 ug/m® (Ortam Havasi) 70,1 ort.
Kiitahya 1.70 mg/L (Kuyu suyu kons.) DNA Hasar Diiz. Ort.
Emet- 30 115 pg/l (Kan As kons. (BAs)) 57.06 (Sigara +) Sardas, 2009.
Igdekoy (114-264pg/1) 43.60 (Sigara -)
Bizim .
caligmamiz Kan Arsenik Kons. (BAs) DNA Hasar Diiz. Ort.
. 65,84+8,42
Tiirkiye 175 17,_15 +11,30 pg/L 67,13+ 8,47(sigara +)
Iéx}t:?ya- (Min:3,40-Mak:52,44) 63,32+ 7.80(sigara -)
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As toksisitesinin devamli oldugu durumlarda kan As seviyeleri ile oksidatif
stres markirlar1 ve DNA hasar1 gibi As toksisitesi kaynakli erken biyolojik etkiler
gosteren biyobelirteglerle karsilastirmall analizleri, biyolojik varyasyonlari1 daha iyi
anlamamiza yol agacaktir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda da goriildigii lizere
diisiik diizeydeki kronik As maruziyetinde, periferal kandaki polimorfoniikleer
hiicrelerin oksidatif DNA hasarlar1 indiiklenmis, apoptozlar1 hizlanmis ve artmistir

(Pei ve ark., 2013).

As maruziyetinde artmis ROT’lar ve NOT’lar nedeniyle oksidatif stres ve
DNA hasar1 gozlenmektedir. As siiperoksit anyonlar, hidrojen peroksitler ve
hidroksil radikalleri gibi siiperoksitlerinin olusumunu artirarak oksidatif hasari
tetiklemekte ve DNA hasarlarina (tek-¢ift iplik kirilmalarina) neden olmaktadir.
Hiicrede meydana gelen ROT’lar1 uzaklastirmada stiperoksit dismutazlar (SOD)
etkin rol oynamaktadir (Clair ve ark., 2005). MnSOD ise okaryotlarda mitokondride
etkin tek antioksidan enzim olup, hiicre dliimlerinin diizenlenmesinde 6nemli rolii
olan, timor siipresor olarak da goérev yapan bir enzimdir (Mollsten ve ark., 2007;
Bresciani ve ark., 2013). MnSOD’un asir1 ekspresyonu matrikste artmig H>O>’e,
hiicrede Gpx ya da CAT diizeyi yetersiz oldugunda da ROT'lar1 artirmakta ve fazla
ROT'lar mitokondri membranint gecerek niikleusta oksidatif hasara neden
olabilmektedir (Valdivia ve ark, 2009; Bresciani ve ark., 2013; Janssen ve ark.,
2000). MnSOD Vall6Ala Tek Niikleotit Polimorfizmi MnSOD geninin
(9.pozisyonunda) 2.ekzonda (l16.aminoasitte) Timin (T) bazi yerine Sitozin (C)
bazinin gelmesi sonucu Valin aminoasiti yerine Alanin aminoasitinin ifadesiyle
gerceklesmektedir (Bag ve Bag, 2008). Bu TNP, MnSOD Vall6Ala, MnSOD V16A,
MnSOD A16V, MnSOD A-9V ifadeleriyle ve rs4880 koduyla adlandirilmaktadir
(Shimoda-Matsubayashi ve ark., 1996). MnSOD Vall6Ala TNP’sinde Ala-MnSOD
(C) ile Val-MnSOD (T) ile ifade edilmektedir. Ala-MnSOD alelleri siiperoksitlerin
dismutasyonunu artirmaktadir ve bu da matrikste H,O, diizeyini artirarak kanser
riskini artiracaktir (Sekil 1.37) (Bag ve Bag, 2008). Val-MnSOD alel durumunda ise
Val onciileri B-tabakali olmasi nedeniyle MnSOD transportunda azalmaya neden
olarak, matrikste H>O, diizeylerini azaltmakta ve dolayisiyla DNA hasarlari

azalmakta ve kanser riski azalmaktadir (Sekil 1.37) (Bag ve Bag, 2008). MnSOD
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genindeki mutasyon ya da polimorfizmler nedeniyle MnSOD mitokondriyal
matriksteki aktivitesi azalabilmekte ve bu da DNA’da oksidatif hasara neden
olmakta, insanlarda tiimor ve kanser riskini artirabilmektedir (Remmen ve ark.,
2003; Kinnula ve Crapo, 2003). SOD2 TT (Val/Val) genotipli sigara icenlerde
mitokondri i¢ine gecemeyisinin sonucu oksidatif stresin arttifi gdzlenmistir
(Mdllsten ve ark., 2007). Ayrica MnSOD, MnSOD eksikligi olan farelerde yenidogan
oliimcilliigiiyle dramatik bir sekilde resmedildigi gibi yasam icin gereklidir. Buna
ek olarak, normal MnSOD igeriginin yalnizca %50'sini ifade eden fareler, ylikselmis
ROT iiretiminden kaynaklanan oksidatif strese ve ciddi mitokondriyal disfonksiyona
duyarliligin arttigin1 gosterir (Bresciani ve ark., 2013). MnSOD geni olmayan
farelerle yapilan ¢alismalarda nérodejenerasyon ve kardiyopati sonucu birka¢ hafta
yasayabildikleri ya da 6lii dogduklari tespit edilmistir (Clair ve ark., 2005). Farelerde
yapilan bir diger calismada yilikselmis ROT iiretiminden kaynaklanan oksidatif strese
ve ciddi mitokondriyal disfonksiyona duyarliligin arttigini1 gézlenmistir (Bresciani

ve ark., 2013).

Literatiire gore diinya iilkeleri, Tiirk popiilasyonu ve bu ¢alismadaki MnSOD
gen polimorfizmlerine ait genotip ve alel frekanslar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.
Calisma grubumuzu olusturan As maruz kalan 175 is¢inin MnSOD Vall6Ala
polimorfizmi ile olusan alel frekanslar1 (n:350) Val alel frekans1 %51,1 (n:179), Ala
alel  frekansi ise %48,9 (n:171) olarak belirlenirken;  %23,4’{iniin
Val/Val, 9%55,4’liniin Val/Ala, %21,2’sinin ise Ala/Ala genotiplerinde oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3.6, 3.7).
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Cizelge 4.3. MnSOD Vall6Ala (rs4880) Polimorfizminin Diinyada ve Tiirkiye'deki Genotip ve Alel

Frekanslari.
SOD2 SOD2
Genotip Frekansi Alel Frekansi

Popiilasyon % %

Val/Val Val/Ala Ala/Ala Val Alel Ala Alel

TT CT CcC (16 Val) (Ala 16)
n (Vall6Vval) (Val16Ala) (Alal6Ala) % % Kaynak
Amerika 110 23 56 21 51 49 Ambrosone ve ark.,1999.
Amerika 1205 247 50,8 24,6 50 50 Tamimi ve ark., 2004,
Amerika 1135 23 52 25 49 51 Millikan ve ark., 2004.
Amerika 764 249 49,6 25,5 50 50 Li ve ark., 2005h.
Amerika 395 30,9 49,1 20,0 55 45 Kang ve ark., 2007.
Afro- 331 | 211 537 25,2 48 52 | BagveBag, 2008.
Amerikan
Brezilya 170 49,2 26,2 24,6 62 38 Gottlieb ve ark., 2005.
Almanya 603 21,7 60,4 17,9 52 48 Funke ve ark., 2009.
Almanya 100 22,5 50,6 26,9 48 52 Stickel ve ark., 2005.
Ingiltere 244 26,2 51,2 22,5 52 48 Stewart ve ark., 2002.
Ingiltere Houldsworth  ve ark.,
(Beyaz 1rk) 135 23 60 17 52,5 475 2015.
Portekiz 75 25,3 493 25,3 50 50 Martin ve ark., 2005.
Polonyali 361 18,0 50,0 32,0 43 57 Martin ve ark., 2005.
Danimarka 1650 23,9 57,1 19,0 52 48 Soerensen ve ark., 2009.
Italya 212 24 56 20 52 48 Valenti ve ark., 2004.
Italya 275 27,0 48,8 24,2 51 49 Ventriglia ve ark., 20086.
Finlandiya 63 27,4 57,9 14,7 56 44 Hirvonen ve ark., 2002.
Finlandiya 482 31,7 479 20,3 56 44 Mitrunen ve ark., 2001.
Fransa 214 21 53,7 25,2 48 52 Hung ve ark., 2004.
Arsova-Sarafinovska ve

Makedonya 151 27,2 48,3 245 51 49 ark., 2008.
Rusya 88 5,7 53,4 40,9 32 68 Chistyakov ve ark., 2001.
Kore 106 31,7 479 20,3 56 44 Pae ve ark., 2006.
Cin 1065 24,7 50,8 24,6 50 50 Tu ve ark., 2010.
Cin 1197 73,9 24,2 1,9 86 14 Cai ve ark., 2004.
Japonya 100 68 29 3 82 18 Namikawa ve ark., 2004.
Japonya 107 73,8 25,2 0,9 87 13 Nakao ve ark., 2007.
Japonya 137 27 43 30 49 51 Iguchi ve ark., 2008.
Japonya 618 69,8 28,3 1,9 84 16 Fujimoto ve ark., 2010.
Tayvan 115 22,9 62,8 144 54 46 Fong ve ark., 2007.
Tayvan 213 66,8 31,8 1,4 83 17 Hsueh ve ark., 2005.
fran 103 28,2 47,6 243 52 48 Nakhaee ve ark., 2016.
Misir 40 7,5 52,5 40 34 66 El Masry ve ark., 2005.
Tiirkiye 105 40,0 43,8 16,2 62 38 Gurel ve ark., 2004.
Tiirkiye 196 34,2 42,3 23,5 56 44 Akyol ve ark., 2005.
Tiirkiye 103 24,3 38,3 36,9 44 56 Kocabas ve ark., 2005.
Tiirkiye 35 22,9 51,4 25,7 49 51 Erbil, 2008.
Tiirkiye 51 54,9 33,3 11,7 72 28 Dalan ve ark., 2008.
Tiirkiye 50 6 68 26 40 60 Zejnilovic ve ark., 2009.
Tiirkiye 40 22,5 57,5 20,0 51 49 Kadioglu ve ark., 2010.
Tiirkiye 265 31,3 46,4 22,2 54,5 455 | Kose, 2011.
Tiirkiye 50 46 38 16 65 35 Atilgan ve ark., 2014.
Tiirkiye 440 32 50,5 17,5 57 43 Silig ve ark., 2015.
Tiirkiye 58 32,8 51,7 15,5 59 41 Atmaca ve ark., 2015.
Tiirkiye 125 24,8 53,6 21,6 51,5 48,5 | Uzveark., 2016.
Bizim
Calismamiz
Tiirkiye 175 23,4 55,4 21,2 51,1 48,9
Kiitahya-
Emet
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Diinyadaki herhangi bir hastaligi bulunmayanlarin  MnSOD Vall6Ala
polimorfizmlerindeki genotip dagilimlarinda % frekanslarina baktigimizda genel
diinyada yaygin homozigot genotip MnSOD Val/Val (Vall6Val) olup, Val alel frekans1
ile Ala alel frekans farklar1 ¢ok azdir. Cin, Japonya ve Tayvan’da da yaygin homozigot
genotip MnSOD Val/Val (Vall6Val) olmasina ragmen, literatiirdeki diger iilkelerden
farkli olarak Val allel frekans1 ve Ala alel frekansi farklar1 ¢ok fazla olup, Val Alel
frekans1 %80’in lizerinde tespit edilmistir (Cai ve ark., 2004; Namikawa ve ark., 2004;
Hsueh ve ark., 2005). Rusya ve Misir’da ise yaygin homozigot genotip MnSOD Ala/Ala
(Alal6Ala), Val alel frekanslart da %68 ve %66 olarak tespit edilmistir (Chistyakov ve
ark., 2001; El Masry ve ark., 2005). Tirkiye’deki yaygin homozigot genotip MnSOD
Val/Val (Vall6Val) olup, Val alel frekansi ile Ala alel frekanslar1 dagilim farklar1 ¢ok
azdir. Ancak Tirkiye’deki bir ka¢ ¢aligmada yaygin homozigot genotip MnSOD
Val/Val (Vall6Val) olmasina ragmen Val ve Ala alel frekanslar1 farki ¢ok fazladir
(Gurel ve ark., 2004; Atilgan ve ark., 2014; Dalan ve ark., 2008). Tiirkiye’deki birkag
calismada ise yaygin homozigot genotip MnSOD Ala/Ala (Alal6Ala) g¢ikmistir
(Zejnilovic ve ark., 2009; Kocabas ve ark., 2005). Bizim ¢aligmamizdaki MnSOD
Vall6Ala polimorfizmine ait genotip frekanslart MNnSOD Val16Val genotipinde %23,4,
MnSOD Vall6Ala genotipinde %55,4, MnSOD Alal6Ala genotipinde %21,2; alel
frekanlar1 ise Val aleli %51,1, Ala aleli %48,9 olarak belirlenmistir. Sonuglarimiz
Diinya ve Tiirkiye’deki literatiirdeki dagilima benzer dagilim gostermis, yaygin
homozigot genotip MnSOD Val/Val (Vall6Val), Val ve Ala Alel frekanslari ise

birbirine ¢ok yakin bulunmustur.

Literatiirdeki yapilan ¢alismalara gore Val aleli ABD, Tiirkiye ve beyaz irkta
akciger kanseri (Wang ve ark., 2001b; Zejnilovic ve ark., 2009; Liu ve ark., 2004);
Rusya ve Misir’da Tip-1 diyabetik néropati (Chistyakov ve ark., 2001; El Masry ve ark.,
2005); Japonya’da Tip-1 diyabetik nefropati (Nomiyama ve ark., 2003); Italya’da
mesane kanseri (Hung ve ark., 2004), isve¢’te meme kanseri (Bergman ve ark., 2005)
ile iligkili bulunmustur. Ala aleli ise ABD, Finlandiya ve Cin’de meme kanseri
(Ambrosone ve ark., 1999; Mitrunen ve ark., 2001; Cai ve ark., 2004); ABD, Japonya
ve Tiirkiye’de prostat kanseri (Woodson ve ark, 2003; Iguchi ve ark., 2008; Mikhak ve
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ark., 2008; Ergen ve ark., 2007), ABD’de over kanseri (Olson ve ark., 2004), Fas’ta
hepatoseliiler kanser (Ezzikouri ve ark., 2008) ile iliskili bulunmustur.

As’ye maruz Kkalan iscilerdeki DNA hasari ve MNSOD Vall6Ala
polimorfizmleri ile yaptigimiz calismada Val/Val genotipli 41 bireyin DNA hasari
63,58+5,83 (Minimum:52,92 - Maksimum:77,04), Val/Ala genotipli 97 bireyin
65,30+£7,18 (Minimum:53,72 - Maksimum:91,82) ve Ala/Ala genotipli 37 bireyin
69,79+12,03 (Minimum:59,04 - Maksimum:105,27) olarak hesaplanmis ve istatistiksel
olarak MnSOD Vall6Ala polimorfizmi genotipleri ile DNA hasar1 arasinda anlamli
iliski tespit edilmistir (p=0,003) (Cizelge 3.10). Calismamizda istatistiki analizlerle Ala
(C) aleli igermeyen isgilerdeki (Val/Val; n=41) DNA hasar1 ort. 63,58+5,83 olarak, Ala
(C) aleli igerenlerde (Val/Ala+Ala/Ala; n=134) DNA hasar1 ise ort. 66,54+8,97 olarak
anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur (p=0,048) (Cizelge 3.10).

Hiicrede membrana bagli kompleks yapidaki heteroproteinlerden olan NADPH
oksidazlar (NOX) da hem fagositik hiicrelerde hem de fagositik olmayan hiicrelerde
ROT iiretimine neden olmaktadirlar. Fagositik hiicrelerde NADPH oksidaz uyarilarak
aktiflesmekte proteolitik yikim sonrasi siiperoksit ve reaktif oksijen ara {irlinleri
Olusumu artmaktadir (Holland, 2010). NADPH oksidaz oksijenden siiperoksit
olusumundan ve mitokondri harici oksijen tiiketiminin artmasiyla olusan solunum
patlamasindan sorumlu enzimdir. Fagositiklerde ROT’un ana kaynagmi
olusturmaktadirlar. Fagositik olmayan hiicrelerde ise yavas ve siirekli hiicre ici
stiperoksit anyon olusturmaktadirlar. NADPH oksidazlar (NOX) transkripsiyon
faktorleri, inflamasyon ve hiicre biliylimesindeki molekiilleri etkileyen sinyal
molekiilleri gibi davranmaktadirlar (Cosentino ve ark., 2008). p22phox NOX'larin
membran baglantil katalitik kiiciik altbirimi olup, NOX (NADPH oksidaz) sisteminin
membran boyunca elektron transportunda gorev almaktadir. NOX izoformlar1 dokular
ve tiirler arasinda farkli dagilim gdstermektedirler. NOX proteinleri; hiicre biiyiimesi,
farklilagsma, apoptozis ve sitoskletal bicimlendirmesi gibi siireclerde gorev almaktadir.
p22phox, NOX alt birimlerin etkilesiminde Onemli rol oynar ve aminoasit
kaliplarindaki herhangi bir fark, yeni aminoasitin elektroforetik karakteristiginde ve

dolayisiyla diger altbirimlerde kompleks olusturarak proteinin globuler formasyonunu
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degistirebilmektedir. p22phox gen ekspresyonunun artmasi, genin fonksiyonlarin
dogrudan etkilemektedir ve p22phox geninin fonksiyonlarindaki degisiklik NADPH
oksidaz sistemini ve olusan serbest oksijen radikal miktarini etkileyebilmektedir (Ding
ve ark., 2007). p22phox'ta en ¢ok c¢alisilan TNP'lerden biri de C242T polimorfizmidir.
C242T Tek Nukleotit Polimorfizmi p22phox geninin 4. ekzonun 72. kodonunda
Sitozin (C) baz1 yerine Timin (T) bazinin gelmesi sonucu Histidin aminoasitinin yerine
Tirozin aminoasiti olusumuyla ger¢eklesmektedir (Dinauer ve ark., 1990; Roos ve
ark., 1996). Bu TNP, p22phox His72Tyr (H72Y), p22phox C242T ifadeleriyle ve
rs4673 koduyla adlandirilmaktadir. p22phox C242T (His72Tyr) TNP’sinde His72-
p22phox “C” ile, 72Tyr-p22phox “T” ile ifade edilmektedir. Meijles ve ark. (2016) nin
yaptiklari modellemeye gore His72-p22phox (C) aleli igerenler NOX2 peptitleriyle H
baglar1 olusturarak, NOX2 proteininin stabilizasyonunu saglamaktadir. CC genotipli
bireylerde NADPH-oksidaz enzim diizeyleri daha yiiksek tespit edilmistir. Meijles ve
ark. (2016)’ya gore 72Tyr-p22phox (T) aleli icerenlerdeki yapisal farklilik sonucu H
baglar1 olusamamakta ve kararsiz bir NOX2 proteini olusarak kolayca bozunabilmekte
ve “TT” bireylerdeki diisiik NOX2 seviyelerine neden olabilmektedir. T aleli varlig1
NADPH-Oksidaz aktivitesini azalmakta ve dolayisiyla oksidatif stresi artirmaktadir.
C242T polimorfizmi p22phox'un heme baglanmasini da etkileyerek, CV hastaliklarin
gelisme riskinin degisimi ve farkli diizeylerde ROT {tiretimi ile iligkili olarak, NADPH
oksidazin varyantlarinin iiretilebilmesine neden olabilmektedir (Wyche ve ark., 2004;

Guzik ve ark., 2000).

Literatiire gore diinya tilkeleri, Tiirk popiilasyonu ve bu ¢alismadaki p22phox
gen polimorfizmlerine ait genotip ve alel frekanslar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.
Arsenige maruz kalan 175 kisilik calisma grubumuzdaki p22phox His72Tyr
polimorfizminde alel frekanslar1 (n:350); His alel frekanst %52,6 (n:184), Tyr alel
frekansi ise %47,4 (n:166) olarak tespit edilirken; %27,4’liniin His/His, %50,3’tinlin
His/Tyr, %22,3 tiniin ise Tyr/Tyr genotiplerinde olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.8
ve Cizelge 3.9).

157



Cizelge 4.4.

p22phox His72Tyr (rs4673) Polimorfizminin Diinyada ve Tiirkiye'deki Genotip ve Alel

Frekanslari.
p22phox p22phox
Genotip Frekansi Alel Frekansi
% %
Popiilasyon His Aleli | Tyr Aleli
His/His His/Tyr Tyr/Tyr C T
cC CT TT % %
n (His72His) | (His72Tyr) | (Tyr72Tyr) (His 72) (72 Tyr) Kaynak
Amerika 103 47* 42 14* 66 34 Li ve ark., 1999.
Brezilya 196 92 80 24 67 33 Santos ve ark., 2005.
Ingiltere 70 41 25 4 76 24 Hodgkinson ve ark., 2003.
Almanya 136 45,6 50 4.4 71 29 Genius ve ark., 2008.
Almanya 1174 530* 499* 145* 66 34 Gardemann ve ark., 1999.
Ispanya 139 38,8 42,4 18,7 60 40 Pierola ve ark., 2011.
Ispanya 106 57* 47* 2* 76 24 Mata-Balaguer ve ark., 2004.
Ispanya 315 123* 145* 47* 62 38 Macia-Reyes ve ark., 2008.
Cek Cumh. 311 42,8 42,1 151 64 36 I1zakovicova ve ark., 2009.
Yunanistan 204 88* 95* 21* 66 34 Vasiliadou ve ark., 2007.
Polonya (Beyaz irk) 169 66* 85* 18* 64 36 Niemiec ve ark., 2007.
Finlandiya (Beyaz 1rk) 152 86* 56* 10* 75 25 Fan ve ark., 2006.
italya (Beyaz irk) 218 98* 95* 25* 67 33 Nasti ve ark., 2006.
Beyaz irk 297 93* 156* 48* 58 42 Moreno ve ark., 2006.
Beyaz irk 97 41* 52* 4* 69 31 Kuznetsova ve ark., 2008.
Beyaz irk 826 367* 369* 90* 67 33 Schreiber ve ark., 2012.
Beyaz irk 188 64* 99* 25* 60 40 Petrovic, 2014.
Beyaz ik 1864 679* 889* 296> 60,3 39,7 de Caterina ve ark., 2011.
Asya 106 91* 13* 2* 92 8 Ji ve Pan, 2003.
Asya-Japonya 762 587* 170* 5* 88,2 11,8 Murase ve ark., 2004.
Asya 105 91* 13* 1* 93 7 Pang, 2004.
Asya 3693 2942* 618* 33* 90,5 9,5 Katakami ve ark., 2010.
Asya 213 90,6 8,0 14 95 5 Hsueh ve ark., 2005.
Asya 135 100* 35* 0* 87 13 Wang, 2007.
Kesmir-Hindistan 65 35* 25* 5* 72,9 271 Rafiq ve ark., 2014.
Hindistan 154 57* 7T 20* 62 38 Saha ve ark., 1999.
Japonya 201 73,6 26,4 87 13 Inoue ve ark., 1998.
Japonya 1074 816* 242* 16* 87 13 Yamada ve ark., 2002.
Cin 609 543* 64* 2* 94 6 He ve ark., 2007.
Cin 306 87,6 11,8 0,6 93,5 6,5 Lim ve ark., 2006.
Cin 167 139* 25* 3* 81 9 Saha ve ark., 1999.
Kore 215 165* 49* 1* 88 12 Lee ve ark., 2001.
Avusturalya 139 64* 62* 13* 68 32 Cai ve ark., 1999.
Avusturalya 45 15* 24* 6* 60 40 Stanger ve ark., 2001.
Yunanistan 139 28,8 53,2 18,0 55 45 Lepetsos ve ark., 2013.
iran 168 31,54 48,22 20,24 55,65 44,35 Amin ve ark., 2015.
Tirkiye 167 26 49 26 50 50 Demir ve ark., 2015.
Tiirkiye 332 29,2 54,2 16,6 29,2 70,8 Kayaalt1 ve ark., 2013
Bizim Calismamiz 52,6 47,4
Tirkiye Kiitahya-Emet 175 274 50.3 23 (n:184) (n:166)

*n degerleridir.

Diinyadaki herhangi bir hastaligi bulunmayanlarin p22phox His72Tyr

polimorfizmlerindeki genotip dagilimlarinin % frekanslarina baktigimizda diinyada

yaygin homozigot genotip p22phox His/His (His72His)’tir. His ile Tyr alel frekanslar1

dagilimlarinda His aleli % frekanslar1 Ingiltere, Ispanya, Finlandiya gibi beyaz irkta

60-75 araliginda (Hodgkinson ve ark., 2003; Mata-Balaguer ve ark., 2004; Fan ve ark.,

2006) cikmis; Yunanistan, Iran ve birkag beyaz irk ¢alismasinda ise His aleli %50-60

araliginda ¢ikmis (Lepetsos ve ark., 2013; Amin ve ark., 2015; Moreno ve ark., 2006);

Asya grubu iilkelerinden Japonya, Cin ve Kore’de ise His Alel frekansi %’si 80-95

araliginda oldukga yiiksek frekansta ¢ikmistir (Ji ve Pan, 2003; Pang, 2004; Hsueh ve
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ark., 2005; Inoue ve ark., 1998; He ve ark., 2007; Lee ve ark., 2001). Tirkiye’de
p22phox His72Tyr polimorfizm iizerine yapilmis iki ¢alisma bulunmaktadir: Bu
caligmalardan Kayaalt1 ve ark.’nin (2013) yaptgi calismada His Alel frekanst %29,2
olarak literatiire gore ¢ok diisiik tespit edilmis, Demir ve ark.’min (2015) yaptig1
calismada ise His Alel frekansi %50 olarak tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizdaki
p22phox His72Tyr polimorfizmine ait genotip frekanslart p22phox His72His
genotipinde %?7,4; p22phox His72Tyr genotipinde %50,3; p22phox Tyr72Tyr
genotipinde %22,3; alel frekanlar1 ise His aleli %52,6 ve Tyr aleli %47,4 olarak
belirlenmistir. Bizim sonuglarimizin genotip dagilimi da literatiirdeki genotip
dagilimiyla benzerlik gdstermis ve p22phox His72His genotipi yaygin homozigot
genotip olarak belirlenmistir. Ancak bizim His alel frekans (%52,6) dagilimimiz

literatiire gore biraz diisiik ¢ikmustir.

p22phox genindeki C242T polimorfizmi p22phox'un heme baglanmasini
etkilemektedir. Boylece farkli diizeylerde ROT iireten NADPH oksidaz varyantlarina
sebep olmaktadir. ROT'taki spesifik degisiklikler, kardiyovaskiiler hastaliklarin
geligme riskiyle iliskilendirilmistir. 140 Kesmirli birey (75'1 sistematik hipertansif, 65'
normotansif (kontrol)) iizerinde yapilan c¢alismada, kan basinci/hipertansiyon
prevalanst C242T p22phox genotipleri arasinda T aleli varliginda/ yoklugunda
farklilik gostermemistir (Rafiq ve ark., 2014). Literatiirdeki yapilan calismalara gore
uyku apnesinde artmis norobiligsel eksiklikler (Gozal ve ark., 2012), koroner kalp
hastalig1 (He ve ark., 2007; Fang ve ark., 2010; Hu ve ark., 2015), oksidatif stres ve
tetiklenmis endotel hasar1 (Moreno ve ark., 2006) gibi durumlar His (C) aleliyle ilskili
bulunmustur. NADPH-oksidaz enzim diizeyleri daha yiiksektir. Calismalarda
Japonya’da kardiyovaskiiler hastaliklar (Cahilly ve ark., 2000; Ito ve ark., 2000),
koroner arter hastaliklar (Cahilly ve ark., 2000), Almanya’da serebral iskemi (Genius
ve ark., 2008; Li ve ark., 2013), Ispanya’da tikayic1 uyku apnesi (Pierola ve ark., 2011;
Gozal ve ark., 2012), Tayvan, Japonya, Ingiltere ve Portekiz’de artmis oksidatif stres
(Hsueh ve ark., 2005; Shimo-Nakanishi ve ark., 2004; Guzik ve ark., 2000; Gongalves
ve ark., 2015), Cek Cumhuriyeti’nde artmis astim riski (lzakovicova ve ark., 2009),
Ingiltere’de azalmis NADPH oksidaz aktivitesi (Guzik ve ark., 2000) ve Tiirkiye’de
yaslanma (Kayaalt1 ve ark., 2013) gibi durumlar Tyr (T) aleliyle iligkili bulunmustur.
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T aleli varligt NADPH-Oksidaz aktivitesini azalmakta dolayisiyla oksidatif stresi
artirmaktadir. Ancak Asya popiilasyonlarindaki ¢alismalarda T aleli koroner arter
hastaliklarindaki riskte azalmayla kendini gostermektedir (Fang ve ark., 2010; Xu ve

ark., 2014; Inoue ve ark., 1998).

As’ye maruz kalan isgilerdeki DNA hasar1 ve p22phox C242T (His72Tyr)
polimorfizmleri ile yaptigimiz ¢alismada His/His genotipli 48 bireyin DNA hasari
63,39+5,75 (Minimum:52,92 - Maksimum:83,04), His/Tyr genotipli 88 bireyin
65,90+7,46 (Minimum:56,30 - Maksimum:91,82) ve Tyr/Tyr genotipli 39 bireyin
68,73£11,84 (Minimum:58,48 - Maksimum:105,27) olarak hesaplanmis ve
istatistiksel olarak p22phox His72Tyr polimorfizmi genotipleri ile DNA hasar
arasinda anlaml iliski tespit edilmistir (p=0,012) (Cizelge 3.11). Calismamizda Tyr
alelini icermeyen genotipli bireylerdeki (His/His; n=48) DNA Hasar1 istatistiki
analizlerle ort. 63,39+5,75 olarak, Tyr alelini igeren genotipli bireylerde
(His/Tyr+Tyr/Tyr; n=127) ise DNA hasar1 66,77+9,08 olarak anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p=0,017) (Cizelge 3.11). Bizim ¢aligmamiz da Japonya ve Cin gibi Asya
grubu digindakilerle uyumlu olarak Tyr aleli tagiyan bireylerde DNA hasari anlamli
sekilde yiiksek bulunmustur.

Gongalves ve ark. (2015) Ispanya’da 101 Myelodisplastik sendrom (MDS)
hastasi, 90 Akut Myeloid Losemi (AML) hastas1 ve 261 kisilik kontrolle MnSOD ve
p22phox polimorfizmleri {izerine yaptiklar1 arastirmalarda, SOD2’de CC (Ala) ve
p22phox’ta TT (Tyr) genotiplerinde oksidatif stresin arttigini tespit etmislerdir.
MnSOD daha ¢cok MDS ile, p22phox ise hem MDS hem de AML ile iliskili oldugu
belirtilmistir (Gongalves ve ark., 2015).

Arsenit NADPH oksidazin alt iinitesini siiperoksit iiretmek icin aktive
etmektedir ve diiz kas hiicrelerinde oksidatif hasara neden olmaktadir (Lynn ve ark.,
2000; Morawietz ve ark., 2001). Hsueh ve arkadaslar1 (2005) Tayvan’da i¢me
suyundan As’ye maruz kalanlarda MnSOD, p22phox, katalaz ve eNOS
polimorfizmleri ve hipertansiyon arasindaki iliskiyi arastirmaya yonelik yaptiklari

calismada, MnSOD Vall6Ala polimorfizminde TC/CC bireylerde As iligkili
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hipertansiyon arasinda anlamli iligki bulmuslar ve Ala-MnSOD (C) alelinin
hipertansiyon riskini artirdigini ifade etmislerdir. p22phox His72Tyr TNP’sinde
CT/TT bireylerde hipertansiyon riskinin 1,3 kat daha fazla oldugu ve 72 Tyr-p22phox
(T) alelinin hipertansiyonda riski artirdig1 tespit edilmistir (Hsueh ve ark., 2005).

Arsenige maruz kalan 175 is¢iyle yaptigimiz ¢alismada, MnSOD Val/Val +
p22phox His/His genotipliler, MnSOD Val/Ala + p22phox His/Tyr genotipliler ve
MnSOD Ala/Ala + p22phox Tyr/Tyr genotipliler olmak tizere 3 gruba ayrilmustir.
MnSOD Val/Val+p22phox His/His genotipine sahip 13 iscide DNA hasar1 ortalama
62,63+7,07 (Min: 52,92-Mak: 77,04); MnSOD Val/Ala+p22phox His/Tyr genotipine
sahip 49 is¢cide DNA hasari ortalama 66,57+8,18 (Min: 56,30-Mak: 91,82) ve MnSOD
Ala/Ala+ p22phox Tyr/Tyr genotipine sahip 15 is¢ide ise DNA hasar1 ortalama
73,71£15,80 (Min:59,04-Mak:105,27) olarak tespit edilmistir. Bu gruplardaki
genotiplere sahip bireyler ile DNA hasari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edilmistir (0,012) (Cizelge 3.12). MnSOD Ala/Ala homozigot ve p22phox
Tyr/Tyr homozigot isgilerin literatiirle uyumlu olarak DNA hasarlar1 da daha yiiksek

ve anlamli bulunmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Kiitahya-Emet’te metal fabrikasinda ¢alisan, hem mesleksel hem ¢evresel As
maruziyeti oldugunu diistindiigiimiiz 175 kisilik ¢alisma grubumuzda ortalama kan As
degerleri, literatiirdeki maruziyet diizeyleriyle uyumlu ve anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur. As hiicrelerde serbest radikal birikmesine yol acabilir, antioksidanlarla
etkilesebilir, inflamasyonu artirabilir bdylece dogrudan ve/veya dolayli ROT
olusturabilmektedir (Flora, 2011). Normal solunum zinciri, ara Arsin tiirlerinin
tiretimi, metillenmis arsenik tiirleri dolayli OH radikali olusumu, Arsenitin Arsenata
oksidasyonu gibi durumlar ROT’lart ve oksidatif stresi tetiklemekte ve DNA
onarimint engellemektedir. As maruziyetlerinde maruziyet dozu arttikga kan As
diizeyleri artmakta, kan As diizeyleri arttikca da DNA hasarlar1 artmaktadir. Kronik
As maruziyeti ise kardiyovaskiiler hastaliklardan kronik akciger-karaciger
hastaliklarina, noropatilere ve nefropatilere, deride keratozlardan akciger-karaciger-
bobrek-mesane ve cilt kanserlerine neden olabilmektedir (NRC, 2001; IARC, 2004;
Hsueh ve ark., 2005; Chen ve ark., 2009; IARC, 2012). Arsenik maruziyeti sonrasi bu
patolojik durumlar cevresel faktorlere, yas-cinsiyet-beslenme sekline-sigara igcme
durumuna ve genetik farkliliklar-polimorfizmlere gore bireylerarast farkliliklar
gosterebilmektedir (Ahsan ve ark., 2006a; Ahsan ve ark., 2006b; Chen ve ark., 2009;
Bhattacharjee ve ark., 2013; Chatterjee ve ark., 2017). Arsenik diizeyleri, maruziyet
sekline gore farkli biyolojik materyallerden dl¢iilebilmektedir. Kronik maruziyette,
idrar As diizeyi kreatin baz alinarak 6l¢iilmektedir. Daha uzun donem maruziyetler ise
As’nin stilfidril gruplarina affinitesinden dolayr As’nin tirnak ve sagta birikimi géz
Oniline alinarak bu dokulardan ¢alisilmistir. Kan arsenik diizeyleri ise devam eden
maruziyeti ve kanda stabil As konsantrasyonunu gérmek ve maruziyetin devaminda
olusabilecek hastaliklar1 onleyebilmek amaciyla 6n belirteg olarak ¢alisilmaktadir.
Arsenik hiicrelerde ilk olarak oksidatif stresi artirmakta ve erken biyolojik gdsterge
olarak DNA hasar1 yapmaktadir. Kan diizeyleri erken maruziyeti vermesi agisindan
erken biyogosterge olmasi ve bu maruziyet comet yontemiyle DNA hasar diizeyi
Olctimlerinde ©nemi belirlenebildiginden ve maruziyetlerin kisa siirede Oniine
gecilebilmesi agisindan diger biyobelirteglere oranla daha ¢ok kullanim avantaji

saglamaktadir (Marchiset-Ferlay ve ark., 2012). Calisma grubumuzdaki bireylerin
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DNA hasarini belirlemek i¢cin Comet analizleri yapilmis ve ortalama DNA hasar
diizeyleri de literatiirdeki maruz kalan gruplarla uyumlu olarak anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur. Kan As diizeyleri yiiksek ¢ikanlarda DNA hasar diizeyleri de anlaml
sekilde yiiksek ¢ikmistir. Ozellikle bizim ¢alisma grubumuzla ayni bolgede (Kiitahya-
Emet bolgesi) su arsenik diizeyi 6l¢iimleri de yiiksek bulunmus, popiilasyonda yapilan
Olciimlerde de kan ve sa¢ As diizeyleri de yiiksek bulunarak istatistiksel olarak anlamli
cikmistir (Sardas, 2009). Calismamizdaki bireylerin sigara igme durumlarina gore
DNA hasarlar1 da karsilastirilmis ve sigara icenlerde Comet DNA hasar diizeyleri daha
anlamli sekilde yiiksek bulunmustur, Sardas (2009)’1n benzer bolge popiilasyonunda
yaptig1 calismada da sigara icenlerde DNA hasar diizeyleri bizim calismamizla

uyumlu olarak yiliksek bulunmustur.

Belirledigimiz  popiilasyondaki  bireylerde MnSOD Vall6Ala gen
polimorfizmlerine ait genotip ve alel frekanslarimiz Cin, Japonya ve Tayvan gibi Asya
grubu iilkeler disindaki diger popiilasyonlarla benzer dagilim gostermistir. Calisma
grubumuzdaki bireylerin p22phox His72Tyr gen polimorfizmlerine ait genotip ve alel
frekanslar1 Japonya, Kore ve Cin gibi Asya grubu olarak nitelendirilen popiilasyonlar
disindaki popiilasyonlarla genotip ve alel frekanslari benzer dagihim gostermekle
birlikte frekanslar1 biraz diisiik ¢ikmistir. Tirkiye’deki alel frekanslarinin farkl
dagilimi ise Tiirkiye’de ki c¢alisma gruplarinin  homojen/heterojen dagilim

gostermesinden ve c¢alisilan popiilasyonun sayisinin yetersizliginden ileri gelebilir.

Calistigimiz  popiilasyondaki bireylerde MnSOD ve p22phox genlerinin,
arsenik maruziyetinde artmis oksidatif stres ve dolayisiyla DNA hasart iligkisi
arastirilmistir. Bu genlerin polimorfizmlerine gére DNA hasarina artirici ya da azaltict
etkileri olacaktir. Bu genler Oksidatif stresle iligkili ve DNA hasarinda olumlu etkiler
gosteriyorsa DNA hasarlar1 daha diisiik bulunacaktir. Calisma grubumuzda MnSOD
ve p22phox geninde heterozigot genotipler daha yiiksek oranda bulunmus olup,
MnSOD geninde Val alel frekansi, p22phox geninde ise His alel frekans1 daha yiiksek
cikmistir. Arsenige maruz kalan bireylerde, MnSOD-Vall6Ala polimorfizminde
Ala/Ala genotiplilerin, p22phox-His72Tyr polimorfizminde ise Tyr/Tyr genotiplilerin
DNA hasarlar1 anlamli seklilde daha yiiksek bulunmustur. Calismamizda, MnSOD-
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Ala ve p22pox-Tyr alelleri tasiyan bireylerde DNA hasarnin anlamli seklide daha
yiksek oldugu tespit edilmis olup, Asya popiilasyonu haricindeki diger
popiilasyonlarla yapilan ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir. As’ye maruz
kalanlarda her iki genin MnSOD Ala/Ala + p22phox Tyr/Tyr genotiplerini
tagityanlarda ise DNA hasar1 anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur. Calismamizin
sonuglarina gore As maruziyeti olan bireylerden MnSOD Ala/Ala + p22phox Tyr/Tyr
genotiplerini tasiyan bireylerde As’nin DNA hasar1 olusturma etkisi daha ¢ok
goriilmektedir. Calisma grubumuzu olusturan bireyler yasam alani olarak arsenik
kirliligi yiiksek olan Kiitahya-Emet bolgesinde yasamaktadirlar. Metal madeni olan
calisma ortamlari ise maruziyet diizeylerini ve maruziyetin etkilerini daha da

artirmaktadir.

As toksisitesinin devamli oldugu durumlarda, kan As diizeyleri maruziyet
biyogostergelerini, oksidatif stres belirtegleri ve As Comet degerleri ise DNA hasari-
genotoksik hasar biyogostergelerini ifade etmektedir. As maruziyetinde oksidatif
stresin 8-OHdG, malondialdehit, 4-hidroksinonenal, tioredoksin rediiktaz gibi diger
biyolojik gostergelerinden (Kitchin ve Conolly, 2010) ve kardes kromatid degisimleri,
mikroniikleus gibi diger genotoksik hasar biyogostergelerinden de yararlanilarak daha
kapsamli ¢alismalar yapilmalidir. Sardas (2009)’1n yaptig1 ¢alismada kontrol grubu ve
maruz kalanlardaki kardes kromatid degisimleri arasinda anlamli fark bulunmamustir.
Arsenikce riskli bolgede bu biyobelirteclerle karsilastirmali analizler yapilmasi
biyolojik varyasyonlar1 daha iyi anlamamiza ve riskli bolgede biyoizlenimin periyodik
zamanlarda yapilmasi da popiilasyonlarda gozlenecek olasi patolojik sonuglarin 6niine
gecilmesine olanak saglayacaktir. Ulkemizde gevresel ve mesleksel As maruziyetinin
diizeylerini azaltmak i¢in daha ¢ok toprak, su analizleri ve isyeri ortam analizleri ve
meta analizler yapilmalidir. Bu meta analizler yapilirken 6zellikle As tlirevlendirme
(speciation) ¢alismalar1 da biyolojik materyallerdeki As diizeyleri i¢in daha hassas
sonug veren teknik ve cihazlarla yapilmalidir. Inorganik arsenikler organik arseniklere
gore, Arsenitler (3 degerlikli) arsenatlara (5 degerlikli) gore daha toksiktir (Jain ve Ali,
2000). Bu nedenle maruziyetin arsenigin hangi tiirevinden kaynaklandigi da
maruziyetin toksik boyutu i¢in énemli olup, metabolomiks caligmalarinin temelini

olusturmaktadir (Wrobel ve ark., 2009) ve temel besinler, gevresel toksinler, DNA
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metilasyonu, Histon modifikasyonlari, kalp-damar hastaliklari, kanser ve kalitim gibi
epigenetik faktorlerle birlikte degerlendirilip arastirilmalidir. Ayrica askorbik asit, a-
tokoferol, flavonoidler, polifenoller ve selenyum gibi antioksidanlarca zengin diyetin
arsenigin indiikledigi oksidatif stresi ve toksisiteyi azalttii, arsenigin yol agtig1
hipometilasyonu azaltmak i¢in de folik asit, B12 ve kolin alinimini artirmak gerektigi
ifade edilmektedir (Vahter, 2007). Arsenikge riskli bolgede yasayan ve ¢alisan bireyler
arsenigin toksisitesi ve yukarida belirtilen antioksidanlarin alimimni artirmalar
acisindan bilgilendirilmelidirler. Caligma ortaminda is¢i ve is yeri giivenligi igin
gerekli olan diizenli ortam havasi 6l¢iimleri yapilmali, gerekli hava filtrelemenin
saglanmasi, ¢alisanlar i¢in maske gibi koruyucu 6nlemlerin alinmas1 gerekmektedir.
Arsenik ve diger agir metale kronik maruz kalinan isyeri ortamlarinda c¢alisan
bireylerin, oksidatif stres ve DNA hasart iliskili gen polimorfizmleri belirlenerek, bu
genler bakimindan mutasyonlu olan bireyler riskli grup olarak degerlendirilebilir. Bu
kisilerde olusabilecek ciddi hastaliklar1 6nlemek amaciyla, kisilerin rutin araliklarla
DNA hasar diizeyleri ve agir metal diizeylerinin 6l¢iilmesi, daha dikkatli 6nlemlerin
almmasi, alternatif calisma ortamlarina yonlendirilmesi Onerilmektedir. Insan
sagliginin 6nemi diisiiniildiiglinde, genetik yapi-maruziyet etkilesiminden dogan ciddi
saglik problemlerinin 6nlenmesi agisindan bu konularla ilgili daha biiyiik ¢aligma

gruplari ile yapilacak yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Arsenige Maruz Iscilerde, Oksidatif Stresle iliskili Genlerdeki
Polimorfizmlerin (MnSOD ve p22phox) ve Kan Arsenik Diizeylerinin, DNA
Hasarina Etkisi

Arsenik IARC’a gore Grup-I insan karsinojeni olup, kronik maruziyeti bir cok
ilkede insan sagligini tehdit etmektedir. Cevresel ve mesleksel olarak diisiik dozda da
olsa As maruziyeti sonucu bireylerde zamanla kronik arsenik maruziyeti meydana
gelmekte, bu maruziyeti oksidatif stresi tetikleyerek DNA hasarlarina, dermal,
kardiyovaskiiler, diyabet ve solunum yolu hastalik risklerini artirarak da deri, mesane,

akciger ve bobrek kanserlerine neden olabilmektedir.

Ulkemizde arsenik kirliliginin jeojenik olarak yiiksek oldugu ve cevresel As
maruziyetlerinin gézlendigi Kiitahya’nin Emet il¢esindeki bir metal fabrikasindaki
iscilerin yakin/stabil maruziyetin belirlenmesi i¢in kan As diizeylerinin ol¢iilerek
mesleksel maruziyetlerin tespiti, bireylerin lenfositlerindeki genotoksik hasarlarinin
belirlenmesi, bireylerin oksidatif stres iligkili genlerindeki MnSOD Vall6Ala ve
p22phox His72Tyr polimorfizmlerinin analizlerinin yapilmasi ve bu polimorfizmler

ve kan As diizeylerinin DNA hasarlarina etkisinin arastiritlmasi hedeflenmistir.

Bu kapsamda Arsenige dogal ve mesleksel maruz iscilerin kan As diizeylerini
belirlemek i¢in grafit firnli AAS cihazi, genotoksik hasarin (DNA hasari) tespiti igin
Comet Assay yontemi, Oksidatif stresle iliskili MnSOD Vall6Ala ve p22phox
His72Tyr gen polimorfizmlerinin tespiti i¢in de PCR-RFLP teknigi kullanilmistir.

Calismamizda iscilerin kan As diizeyleri ortalama 17,15+£11,30 pg/L (Min:3,40
pg/L-Mak: 52,44 pg/L); Comet DNA hasar diizeyleri ortalama 65,84+8,42
(Min:52,92-Mak:105,27) olarak belirlenmistir. MNnSOD Vall6Val polimorfizminde
genotip frekanslar1 Val/Val %23,4 - Val/Ala %55,4 - Ala/Ala %21,2 olarak; p22phox
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His72Tyr polimorfizminde genotip frekanslari ise His/His %27,4 - His/Tyr %50,3 —
Tyr/Tyr %22,3 olarak tespit edilmistir.

Yapilan istatistikler sonucunda MnSOD Ala/Ala + p22phox Tyr/Tyr
genotiplerine sahip bireylerdeki DNA hasarlar1 73,71+15,80 (Min:59,04-Mak:105,27)
olarak, diger genotip varyantlarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek

bulunmustur.

Kan As diizeyleri erken biyolojik gosterge olarak, Comet DNA hasar1 diizeyleri
de erken genotoksik biyobelirte¢ olarak iyi bir potansiyele sahiptir. Bireylerin ¢alisma
ortami, yasam alanlari ve biyolojik materyallerindeki As diizeyleri izlenerek,
arsenikten etkin sekilde korunma yollart belirlenebilir ve olusabilecek hastaliklar

Onlenebilir.

Anahtar Soézciikler: Arsenik, Comet, PCR-RFLP, MnSOD-Vall6Ala
polimorfizm, p22phox-His72Tyr polimorfizm.
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SUMMARY

Effect on DNA Damage of Gene Polymorphisms (MnSOD and p22phox)
Related to Oxidative Stress and Blood Arsenic Levels in Arsenic Exposed

Workers

According to IARC Arsenic is a Group-1 human carcinogen and its chronic
exposure threatens human health in many countries. As a result of the exposure of
arsenic occupationally low doses, chronic Arsenic exposure occurs in individuals
which may cause oxidative stress and increases the risk of DNA damage. Dermal,
cardiovascular, diabetes and respiratory diseases and skin, bladder, lung and kidney

cancers can be observed in exposed patients.

Turkey is high as geogenic arsenic environmental pollution and exposure of
workers in the vicinity of a metal factory in Kiitahya-Emet district observed / detection
of occupational exposure by measuring the blood level to determine As stable
exposure, Genotype analysis of MnSOD Vall6Ala and p22phox His72Tyr
polymorphisms in oxidative stress-related genes of individuals for the determination
of genotoxic damage in individuals with lymphocytes and to investigate the effects of
these polymorphisms and blood As levels on DNA damage.

For the determination of As levels in the blood levels of workers who were
exposed naturally and occupationally, GFAAS device was used. For the detection of
genotoxic damage (DNA damage) the Comet Assay method was engaged. Finally,
oxidative stress — related MnSOD Vall6Ala and p22phox His72Tyr genes
polymorphisms for PCR-RFLP methods were used.

Our study has found that blood arsenic levels of the workers were measured as
17.15+11.30pg/L (Min:3.40ug/L-Max:52.44ug/L); Comet DNA damage levels were
determined as 65.84+8.42 (Min:52.92-Max:105.27); the genotype frequencies in the
MnSOD Vall6Val polymorphism were Val/Val 23.4%-Val/Ala 55.4%- Ala/Ala
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21.2%; the genotype frequencies His/His 27.4%-His/Tyr 50.3%- Tyr/Tyr 22.3% were
detected in the p22phox His72Tyr polymorphism.

As a result of statistical analysis, DNA damages in individuals with MnSOD
Ala/Ala + p22phox Tyr/Tyr genotypes were determined as 73.71+15.80 (Min:59.04-
Max:105.27) statistically higher than other genotype variants.

As levels in blood levels have strong potential to serve as early biological
indicators. Comet DNA damage levels also have a strong potential as early genotoxic
biomarkers. By monitoring the As levels in the working environments, habitats and
biological materials of individuals, effective protection methods can be determined
from Arsenic and preventable diseases can be effectively avoided.

Key Words: Arsenic, Comet, PCR-RFLP, MnSOD-Val16Ala Polymorphism,
p22-phox-His72Tyr polymorphism.
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