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OZET

INORGANIK ARSENIK VE VANADYUM BILESIKLERININ
DETOKSIFIKASYONUNDA GLUTATYONUN ROLU

Calismanin amaci, inorganik arsenik ve vanadyum bilesiklerine maruz kalan
insan eritrositlerinde glutatyon diizeylerindeki degisimleri, hiicre disina glutatyon ¢ikist
ve glutatyon ¢ikisini etkileyen faktorleri arastirmakti. Eritrositler 10 mM arsenite 4 saat
stireyle maruz kaldiktan sonra hiicre i¢ci NPSH konsantrasyonu 0.767 £+ 0.0017 pmol/ml
eritrosit diizeyine diismiistiir. Hiicre ici NPSH konsantrasyonun diismesi ile birlikte,
hiicre dis1 NPSH konsantrasyonu 4 saatte 0.481 + 0.0005 umol/ml eritrosit seviyesine
ulagmigtir. Hiicre dist NPSH diizeylerindeki artisa paralel olarak, arsenite maruz
kaldiktan sonra hiicre dis1 glutatyon diizeylerinde 6nemli artis oldugu saptanmustir. 1, 5
ve 10 mM arsenite maruz kaldiktan sonra hiicre dis1 glutatyon konsantrasyonlart 0.122
+ 0.0013, 0.226 £+ 0.003, 0.274 £+ 0.004 pmol/ml eritrosit diizeyine ulasmistir.
Stipernatanlarin meso-2,3-dimerkaptosiiksinik ile muamele edilmesi hiicre dis1 ortamda
belirlenen glutatyon konsantrasyonunun énemli oranda artmasina sebep olmustur. MRP
ve Pgp membran tastyicilarinin inhibitorleri olan MK-571 ve verapamil gibi bilesiklerin
kullanilmast eritrositlerden glutatyon ¢ikisini azaltmistir. Bu azalma, bahsedilen
membrane tasiyicilarinin hiicrelerden glutatyon ¢ikisinda roli oldugunu gostermektedir.
Benzer sekilde eritrositler 10 mM vanadata 4 saat siireyle maruz kalmalar1 sonucunda
hiicre ici NPSH diizeyi tamamen sifirlanmistir. Hiicre i¢i NPSH konsantrasyonun
tamamen bosalmasiyla birlikte hiicre dist NPSH konsantrasyonu 4 saatte 0.1410 =+
0.0005 pmol/ml eritrosit seviyesine ulagsmistir. Hiicre dist NPSH diizeylerindeki artisa
paralel olarak, vanadata maruz kaldiktan sonra hiicre dis1 glutatyon diizeylerinde dnemli
artis oldugu saptanmistir. 1, 5 ve 10 mM vanadata maruz kaldiktan sonra hiicre dist
glutatyon konsantrasyonlari sirastyla 0.0150 + 0.001, 0.0330 £+ 0.001, ve 0.0576 £ 0.002
umol/ml eritrosit diizeyine ulagsmustir. Siipernatanlarin meso-2,3-dimerkaptosiiksinik ile
muamele edilmesi hiicre dis1 ortamda Olgiilen glutatyon konsantrasyonunu onemli
oranda arttirmistir. Bir MRP inhibitorii olan MK-571" in kullanilmasida eritrositlerden
glutatyon c¢ikigini azaltmistir. Glutatyon ¢ikisinda goézlenen azalma, bu membran
tasiyicilarinin eritrositlerden glutatyon cikisinda rolii oldugunu gostermektedir. Yine bir
metilasyon inhibitorii olan periodat ile oxide edilen adenozininde hiicrelerden
glutatyon ¢ikisinin azalmasma sebep olmaktadir. Hiicre disi ortamda glutatyon
seviyelerindeki bu azalma glutatyon ¢ikisinin diizgiin ¢alisan hiicresel bir metilasyon
isleminin varhigin1 gerektirdigini ve hiicre dis1 ortamda belirlenen glutatyonun bir
kisminin GSH-metilarsenik ve GSH-metilvanadyum komplekslerinden
kaynaklanabilecegini gostermektedir. Bu ¢aligmanin sonuglari eritrositlerin arsenit ve
vanadat’a maruz birakildiklarinda hiicre disina serbest rediikte glutatyon ve glutatyon
komplekslerinin transport edildigini gdstermektedir.

2012, 144 sayfa

Anahtar Kelimeler: Arsenit, Vanadat, Glutatyon, Insan Eritrositleri, Glutatyon
transportu, MRP1, NPSH



ABSTRACT

THE ROLE OF GLUTATHIONE IN THE DETOXIFICATION OF INORGANIC
ARSENIC AND VANADIUM COMPOUNDS

The objective of the present study was to investigate the change in cellular
glutathione levels, glutathione release and the factors that effect the glutathione release
from human erythrocytes exposed to inorganic arsenic and vanadate. Arsenite and
vanadate significantly depleted intracellular nonprotein thiol level in a time- and
concentration-dependent manner. The intracellular nonprotein thiol level was decreased
to 0.767 + 0.0017 umol/ml erythrocyte following exposure to 10 mM of arsenite for 4
hours. Extracellular nonprotein thiol level was increased concomitantly with the
intracellular decrease and reached to 0.481 + 0.0005 umol/ml erythrocyte in 4 hours. In
parallel with the change in extracellular nonprotein thiol levels, significant increases in
extracellular glutathione levels were detected. Extracellular glutathione levels reached
t0 0.122 +£ 0.0013, 0.226 £ 0.003, 0.274 £+ 0.004 pmol/ml erythrocyte with 1, 5, and 10
mM of arsenite respectively. Dimercaptosuccinic acid treatment of supernatants
significantly increased the glutathione levels measured in the extracellular media.
Utilization of MK571 and verapamil, MRP and Pgp inhibitors, decreased the rate of
glutathione efflux from erythrocytes suggesting a role for these membrane transporters
in the process. In a similar manner, when the experiment were carried in the presence of
vanadate the intracellular NPSH levels were completely depleted in erythrocytes
exposed to 10 mM of vanadate for 4 hours. Extracellular NPSH level was increased
concomitantly with the intracellular decrease and reached to 0.1410 + 0.005 umol/ml
erythrocyte in 4 hours. In parallel with the change in extracellular NPSH levels,
significant increases in extracellular glutathione levels were detected following
exposure to vanadate. Extracellular glutathione levels reached to 0.0150 + 0.0.001,
0.0330 = 0.001, 0.0576 £ 0.002 pmol/ml erythrocyte with 1, 5, and 10 mM of vanadate
respectively. Dimercaptosuccinic acid treatment of supernatants significantly increased
the glutathione levels measured in the extracellular media. Utilization of MK571 an
MRP inhibitor decreased the rate of glutathione efflux from erythrocytes suggesting a
role for this membrane transporter in the process. A known methylation inhibitor
periodate oxidized adenosine decreased the rate of glutathione efflux from erythrocytes.
This observed decrease in extracellular GSH levels suggest that GSH release partly
requires a proper cellular methylation process and that part of GSH detected in the
extracellular media may arise from GSH-arsenik and GSH-vanadium complexes. The
results of the present study indicate that human erythrocytes efflux glutathione in
reduced free form and in conjugated form/s that can be recovered with
dimercaptosuccinic acid when exposed to arsenite and vanadate.

2012, 144 pages

Keywords: Arsenite, Vanadate, Glutathione, Human Erythrocytes, Glutathione
efflux, MRP1, Free-SH
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CIZELGE DiZiNi

Cizelge 2.1. Onemli Baz1 ABC Tastyic1 Proteinleri



1. GIRIS

Arsenik bilesikleriyle kontamine olmus igme suyu ve yiyeceklere uzun siire
maruz kalmak ciddi saglik riskleri olusturan diinya capinda bir problemdir. Arsenik
bilesiklerine yer alti sularmin kontaminasyonuyla maruz kalindigi ileri strilmiistir
(Chiou ve ark., 1995; Das ve ark., 1995). Bunun yaninda, pestisidlere maruz kalmis
sebzelerin tiiketilmesi veya arsenikleri igeren pestisidlerin agiz yoluyla alinmasi da
diger bir yoldur (Kersjes ve ark., 1987; Kingston ve ark., 1993). Pentavalant arsenat
(AsV) ve trivalant arsenat (Aslll), arsenik bilesiklerinin igme suyunu kontamine eden en
yaygin formlaridir. Bu tiir bilesiklere maruz kalmanin sonucu zehirlenme ve kanser
olabilmektedir (Ishinishi ve Ark., 1986; Chan ve Huff, 1997). AsV daha yiiksek
stabilitesi dolayisiyla igme suyu kontaminasyonunda en yaygin sekilde bulunan
formdur. Buna karsilik Aslll daha reaktiftir ve thiol gruplar ile baglanabilir. Bu sekilde
bazi protein ve enzimlerin yapisindaki siilfidril gruplarina baglanarak onlarin
aktivitelerini inhibe eder (Knowles ve Benson, 1983). Fakat AsV bu sekilde etki etmez.
AsV yapisal olarak inorganik fosfata benzerlik gostermekte ve hiicre iginde fosfat
gerektiren enzimatik reaksiyonlar1 sekteye ugratabilmektedir (Dixon, 1977; Hughes,
2002). AsV ve Aslll’in toksik etkilerini gosterdigi diger bir makanizma da hiicrelerde
oksidatif strese yol agmaktir. Daha Onceki ¢alismalar AsV ve AslII’a maruz kalmanin
antioksidanlar tarafindan baskilanabilen reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve okdidatif
stresle sonuglandigini gostermistir (Nordenson ve Beckman, 1991; Lantz ve Hays,
2006). Genellikle hiicre i¢i glutatyonun (GSH) tiikkenmesi hiicrelerin redoks durumunu
degistirir ve toksik kosullar olusturur. Inorganik arsenik bilesiklerinin hiicre GSH
seviyelerinde azalmaya sebep olduklari gosterilmistir (Winski ve Carter, 1995).

Arsenata yapisal benzerlik gosteren vanadat (V) instlin benzeri etkileri olan bir
iz element olarak bilinmektedir (Shechter ve Karlish, 1980; Meyerovitch ve ark., 1987).
Cesitli deneysel sartlarda vanadatin hiicrelere glukoz girisini arttirdigi gosterilmis ve
dolayistyla vanadat antidiyabetik bir iz element olarak tanimlanmstir ( Goldfine ve ark.,
1995; Shechter, 1999). Normal olarak insiilin membranda bulunan insiilin reseptoriine
(IR) baglanir ve bu baglanma reseptdr otofosforilasyonunu, dolayisiyla hiicre i¢i sinyal
mekanizmasini baglatir (Cheatham ve Kahn, 1995; White, 1997). Vanadatin insiilin

benzeri etkiler gosterdiginin ispatlanmasina ragmen bu etkiyi nasil gosterdigi tam olarak



anlagilamamigtir. Yapilan bazi1 ¢aligmalarda vanadatin insiilin reseptor aktivasyonunu
gerceklestirdigi gosterilmistir (Tamura ve ark., 1984; Fantus ve ark., 1994). Vanadatin
insulin benzeri etkilerini IR aktivasyonu olmadan da gosterebildigi ispatlanmistir
(Green, 1986; D'Onofrio ve ark., 1994). Diger bir ¢alismada vanadatin insulin reseptor
otofosforilasyonunu arttirmadigini ancak insulin baglanmasiyla fosforile edilen
reseptoriin defosforilasyonunun vanadat tarafindan engellendigi saptanmistir (Okada ve
ark., 1998). Bu gozlenen etki vanadatin ¢ok iyi tanimlanmis olan fosfataz enzimi
inhibitorii olmasindan kaynaklanmaktadir.

Vanadat hiicre igerisinde bir ¢ok fosfataz enzimini aktivitesini inhibe
edebilmektedir (Swarup ve ark.,1982; Gregory ve ark., 1997). Vanadat hiicrelerde Ca-
ATPaz aktivitesini inhibe etmekte ve hiicre icerisinde kalsiyumun akiimiile olmasina
yol agmaktadir (Varecka ve Carafoli, 1982; Varecka ve ark., 1997). Normalde hiicre i¢i
kalsiyum konsantrasyonlart ¢ok siki sekilde kontrol altinda tutulmaktadir. Hiicre
icersinde kalsiyum artisi bir¢ok biyolojik olay icin bir sinyal teskil edebilmektedir (Kass
ve Orrenius, 1999). Vanadat bunlarin disinda toksik etkiler de gosteren bir elementtir.
Vanadatin toksik etkilerinin genellikle artan serbest radikal {iretimi dolayisiyla
indiiklenen oksidatif stresten kaynaklandig: ileri siirlilmektedir. Vanadatla muamele
edilen baz1 hiicre kiiltiirlerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve tiyo barbitiirik asit
reaktif materyallerin miktarinin arttig1 gosterilmistir (Cortizo ve ark., 2000). Ayrica yine
vanadat hiicrelerde GSH diizeylerini de azaltmaktadir (Younes ve Strubelt, 1991). GSH
glutamat, sistein ve glisin amino asitlerini ihtiva eden 6nemli bir tripeptitdir. Hiicreler
genel olarak oldukca yiiksek konsantrasyonlarda GSH ihtiva etmektedirler. GSH hiicre
icerisinde eriyebilir bir antioksidan olarak fonksiyon gormekte ve bir ¢ok serbest
radikalin ortamdan uzaklastirilmasinda rol oynamaktadir (Clemens ve Waller, 1987,
Gille ve Sigler, 1995). Bunun disinda yine GSH, glutatyon S-transferaz tarafindan
katalize edilen konjugasyon reaksiyonlariyla bir c¢ok ksenobiyotigin hiicrelerden
uzaklastirilmasini saglamaktadir (Eckert ve Eyer, 1986; LaBelle ve ark., 1986). GSH bu
fonksiyonlartyla, hiicreleri serbest radikallerin ve hiicreye zararli diger molekiillerin
toksik etkilerinden korumaktadir.

Arsenat ve vanadat hiicrelerde oksidatif stresi tetikleyebilmektedir. Ancak
arsenat ve vanadat tarafindan tetiklenen oksidatif stresin mekanizmasi tam olarak

aydinlatilmis degildir. Arsenat ve vanadat uygulamasiyla hiicre i¢i GSH diizeyinin



azaldig1 bilinmektedir. Ancak GSH kaybinin temel nedenleri tamamiyle aydinlatilmis
degildir. Arsenat (As) ve vanadat (V) hiicre igine alindiktan sonra bunlar Arsenat (I11)
ve Vanadat (IV) formlarina rediiklenmektedir. Bu olayda GSH elektron kaynagi olarak
kullanilmakta ve GSSG’ye doniismektedir. Arsenat ve vanadat varliginda hiicre ici GSH
diizeyindeki azalmanin genel olarak arsenat ve vanadat rediiksiyonundan
kaynaklandigina inanilmaktadir. Hiicre ici GSH konsantrasyonundaki azalma glutatyon-
S-transferazin etkisi de tam olarak bilinmemektedir. Arsenik bilesiklerinin hiicre igi
GSH seviyelerine etkisi detayli olarak arastirilmig ve hiicre i¢ci GSH seviyelerini 6nemli
derecede azalttigi tespit edilmistir. Ancak, AsV ve Aslll maruz kalan eritrositlerde
GSH’in rediiklenmis formda eritrositlerden disariya ¢ikisi arastirtlmamustir. Buna ilave
olarak vanadatin hiicrelerden disartya GSH transportunu indiikleyip indiiklemedigi
simdiye kadar arastirilmamugtir.

Bu calismanin temel amaci inorganik arsenik ve vanadyum bilesiklerine maruz
kalan insan eritrositlerinde GSH diizeylerindeki degisimleri, hiicre disina GSH ¢ikis1 ve
GSH c¢ikisint etkileyen faktorleri arastirmakti. Sonuglar arsenat ve vanadat
uygulamasindan sonra hiicre i¢i GSH kaybinin nedenlerinin aydinlatilmasi agisindan
onemli olacaktir. Ayrica hiicre i¢gi GSH kaybinin nedenlerinin anlasilmasi eritrositlerde
arsenat ve vanadatin detoksifikasyon mekanizmalarinin aydinlatilmasina yardimci
olacaktir. Arsenit karaciger hiicrelerinden cesitli GSH-arsenik kompleksleri seklinde
atilmaktadir. Ancak arsenit uygulamasi sonrasinda bu tiir komplekslerin eritrositlerden
atilip atilmadigr ile ilgili arastirma yapilmamustir. Benzer sekilde vanadat uygulamasi
sonucunda hiicre i¢i GSH’in azaldigir bilinmektedir. Ancak GSH kaybina katilan
mekanizmalar hala tamamiyle aydinlatilamamaistir. Yine vanadat uygulamasi sonucunda
GSH-arsenik kompleksleri seklinde ¢esitli GSH-vanadyum komplekslerinin olusup
olusmadigi arastirilmamistir. Dolayisiyla bu ¢alismada arsenat, arsenit ve vanadatin
hiicrelerden disariya serbest GSH ya da ¢esitli GSH-metal komplekslerinin hiicre disina
transport edilip edilmedigi ile ilgili bulgulara ulasabilmek amac¢lanmistir. Bu tiir
bulgularla insan hayatinda 6nemli etkileri olan bu oxoanyonlarin metabolizmalar1 ve

etkileri hakkinda daha genis bilgi saglanmis olacaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Arsenik

Arsenik, kimyasal elementler Periyodik Tablosunun 33. elementidir ve resmi
olarak metaloid smifinda yer almasina, yani hem bir metalin hem de bir ametalin baz1
ozelliklerini sergilemesine karsin c¢ogu zaman bir metal olarak ve toksikoloji
baglaminda bir agir metal olarak da anilmaktadir (Mandal ve Suzuki, 2002). Atom
agirhg 74,9 g/mol, yogunlugu 5,79 g/cm®tiir. Tabiatta yaygin olarak bulunmaktadur.
Yer kabugunun yaklagik % 0.0005’ini olusturur (Encylopedia of Science and
Technology, 1982). Arsenik, dogada metalik hale iliskin ti¢ alotropik formda, a (sar1), £
(siyah), v (gri) ve birkag iyonik formda bulunmaktadir. 1.0. 4. yy’ dan beri bilinen
arsenik, element olarak ancak 17. yy’da tanimlanabilmistir. Yazili belgelere gore
arsenigi ilk kez serbest element halinde tanimlayan, 1649°’da oksidini tas komiirii ile

1sitarak arsenik elde etmis olan Alman Eczaci1 Johann Schroeder'dir (Denizli, 2008).

Arsenigin en yaygin oksitlenme sayilari, elementin hem ortamda hem de insan
viicudunda organik ve inorganik bilesikleri olusturabildigi +5, +3 ve —3’tiir (Orloff ve
ark, 2009). Element; oksifen, siilfiir ve klor gibi diger elementler ile kombinasyon
halinde inorganik arsenik olarak, hidrojen ve karbon ile birlestiginde ise organik arsenik
olarak anilmaktadir. Cogu arsenik bilesiginin rengi ya da kokusu olmadig1 i¢in arsenigin
besinlerde, suda ya da havada varlig1 kolay belli olmamaktadir. Bu nedenle elementin
toksik ozelligi yapist da dikkate alindiginda insan sagligi ic¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Aslinda, uzun ve kotii gecmisinin sonucu olarak arsenik ismi
cogunlukla zehir ile es anlamli olarak goriilmektedir (Mandal ve Suzuki, 2002).
Arsenik, dogada her yerde bulunmaktadir ve bollugu diisiiniildiigiinde yerkabugunda

yirminci, deniz suyunda on dordiincii ve insan viicudunda on ikinci siradadir.

2.1.1. Arsenik Bilesikleri ve Kullanim Alanlar

Arsenik, elementel, gaz (Arsin, AsHs), organik ve inorganik formlarda bulunur.

Arsenik element halinde toksik olarak diisiiniilmez, fakat bilesikleri toksiktir. En toksik



formu gaz formudur. Dogada en yaygin bulunan formu inorganik arsenik trioksittir
(As203).

Arsenik bilesiklerinden As,O3 rodentisit (fare zehiri); bakir arsenit, sodyum
arsenit, kalsiyum arsenit gibi +3 ve kursun arsenat, sodyum arsenat, kalsiyum arsenat
gibi +5 degerlikli anorganik arsenik bilesikleri insektisit olarak kullaniimaktadir.
Dimetil arsenik asit tuzlart [(CHs3),AsO%;], herbisit olarak kullanilan organik As
bilesikleridir. Potasyum asit arsenat (KH,AsO,, Macquers tuzu) deri ve kagit
endiistrisinde; ayrica arsenik bilesikleri seramik, cam, boya, cila, emaye, vernik ve lastik
endiistrisinde  kullanilirlar.  Organik  arsenik  bilesikleri  (difenil ~ klorarsin,
betaklorvinilklor arsin-LE-WISITE) 1. Diinya Savasi’'nda savas gazlari olarak
kullanilmiglardir. Arsin (AsHs), bazi maden yataklarinin nemlendirilmesi sirasinda
olusan ¢ok toksik bir gazdir. Organik arsenik bilesiklerinden arsefenamin [salvarsan-
(As2C6H30HNH2).2HCI] frengi tedavisinde kullaniimistir (Denizli, 2008).

2.1.2. Cevrede Bulunusu ve Zehirlenme Nedenleri

Cesitli inorganik arsenik bilesikleri (AsO,’") veya arsenitler (AsO,) suda,
toprakta ya da besinlerde bulunurken arsenik trioksit (As;Os), havada en yaygin
bulunan inorganik arsenik bilesigidir (Magalhaes, 2002; Chou ve ark., 2007).
Mikroelektronik endiistrisindeki yaygin kullanimimin sonucu olarak galyum arsenit

(GaAs), insan sagligin1 da olumsuz yonde etkileyebilen bir inorganik arsenik bilesigidir.

Arsenigin ve diger metallerin en biiyiik kaynagi genellikle besinlerdir. Baslica
besinsel formlar ise deniz mahsulleri, piring, mantarlar ve kiimes hayvanlaridir
(Smedley ve Kinniburgh, 2002; Jones, 2007; Petroczi ve Naughton, 2009; Nepusz ve
ark., 2009). Deniz mabhsiillerinde fazla arsenik bulunmasina ragmen bu, ¢ogunlukla,
digerlerinden daha az zararli olan arsenobetain olarak adlandirilan bir organik formda
bulunmaktadir. Arsenik zehirlenmesi, ¢ogunlukla, endiistriyel maruziyet, bozulmus
sarap veya kacak {iretilen ickiden ya da kasith uygulamalardan dolayr meydana

gelmektedir.

Yakin gegoiste, tedavi amagh olarak bilerek arsenik ile desteklenen geleneksel

Cin bitkisel tiriinlerinin saglik i¢in ciddi bir tehdit unsuru olabilecegi rapor edilmistir



(Martena ve ark., 2010). Kiitle spektrometresi, Hollanda piyasasinda satilan test edilmis
292 ornegin % 20’sinin hem arsenik hem de kursun ve civaya iliskin giivenlik
seviyelerini belirgin bir sekilde astigini ortaya koymustur. Cin ve Tibet tibbinda
hazirlanan geleneksel bitkisel ilaglarin, yerel otoritelerce siki kontrollerinin gerekli

oldugu sonucuna ulasilmstir.

Goz farlarinin iiretiminde kozmetik endiistrisinde kullanilan renk pigmentleri,
cogu zaman, arsenik de dahil olmak tizere toksik elementleri icermektedir (Sainio ve

ark., 2000).

Gozkapaklarimin derisi ¢ok hassastir ve goz farlarinin kullanimi, egzamalara yol
acabilmektedir. Ayrica, arsenik partikiilleri suda ¢6ziinebilmektedir ve bu nedenle 1slak
cilt yoluyla perkiitan absorbsiyona ugrayabilmektedir.  Arsenik, yiiksek
konsantrasyonda, perkiitan absorbsiyon yoluyla dolasim sistemine girdiginde
karsinojenez i¢in potansiyel bir risk teskil edebilmektedir. Mevcut toksikoloji verileri
temel alinarak, kozmetik iiriinlerin 5 ppm’den daha az metal katisik i¢ermesi tavsiye

edilmistir.

Su, toprak veya besin igerisinde bulundugu i¢in, mideye alinmis arsenik hizl bir
sekilde insan viicuduna diffiiz olabilmektedir. Arsenik tozlar1 igeren hava solundugunda
toz zerreciklerinin ¢ogu, akcigerlerin dis yiizeyinin iizerine yerlesmektedir (Chen ve
ark., 2006). Deri yoluyla viicuda giren materyal araciligiyla arsenige maruz kalim ¢ok
az meydana gelmektedir ve dolayisiyla bu yolla ortaya ¢ikan arsenik zehirlenmesine

iliskin diisiik bir risk bulunmaktadir.

Arsenigin ¢ogunlugu, basit bir diflizyon mekanizmast yoluyla {i¢ degerli
inorganik formunda As (IIT) viicuda girmektedir (Cohen ve ark., 2006). Sadece kii¢iik
bir miktar pentavalan inorganik arsenik, enerji bagimli bir tagima sistemi yoluyla hiicre
zarlarindan gecebilmektedir, bunun ardindan da hemen {i¢ degerli arsenige

indirgenmektedir.

Arsenigin hem organik hem de inorganik formlari, idrar ile viicuttan
atilmaktadir. Dolayisiyla, arsenigin bir kismi birka¢ ay, hatta daha uzun siire viicutta

kalmasina ragmen cogu inorganik arsenik, birka¢ giin sonra disar1 atilmaktadir



(Aposhian ve ark., 2000 a,b). Organik arsenigin biiyiik kismi, daha hizli bir sekilde ve
genellikle birkag¢ giin i¢inde disar1 atilmaktadir.

Ozellikle +5 degerlikli bilesikleri toprakta diger arsenik tiirlerine oranla daha
fazla bulunur. Toprakta 0.1- 40 ppm araliginda rastlamak miimkiindiir. Topraktaki
organik maddelere bagli olarak da bulunan arsenik, organik maddelerin okside
olmasiyla suya ve oradan bitkilere gecer.

Bitkilerdeki arsenik miktar1, bitkinin bulundugu cografi konum, topraktaki
arsenik miktar1 ve ¢evresel etmenlere bagl olarak farklilik gosterir. Deniz bitkilerindeki
arsenik derisimi daha yiiksektir. Bazi yosun tiirlerinde bu oran daha da artmaktadir.
Deniz tiriinlerinde arsenik miktar1 tolerans sinir1 olan 2.6 ppm {istiinde olabilir.

Element halinde arsenigin kullanim alani olduk¢a kisithidir. Daha c¢ok tiifek
sacmalarina yuvarlak bi¢im vermek i¢in kursuna element halinde arsenik katilmaktadir.
Tung kaplamaciliginda, fisekgilikte ve bazi alasimlarin yiiksek sicakliklara direncini
artirmak amaciyla arsenikten yararlanilir. As-72, As-74 ve As-76 gibi radyoaktif
izotoplari ise tipta tan1 yontemlerinde kullanilir.

Besinlerdeki miktari, topraktan gegen arsenik nedeni ile yiiksek diizeylere
ulasabilir. Gegmiste arsenikle zehirlenmeler intihar ve kasitl 6liimlerde goriilmekteydi.
Ortagagda arsenik sozciigii zehir sozcligi ile es anlamda kullaniliyordu. Renksiz,
kokusuz arsenik trioksitin (As,O3), yiyecek ve igeceklerde fark edilmemesi ve
zehirlenme belirtilerinin kolera, anemi gibi hastaliklara benzerligi ile tercih nedeni
olmustur. Ancak analitik toksikolojideki gelismeyle zehirlenmenin kimyasal olarak
tanimlanabilmesi ile zamanimizda arsenikle zehirlenmeler azalmistir. Giinimiizde
arsenik zehirlenmeleri nadiren kaza ile veya bilesiklerinin tedavide kullaniimasi
nedeniyle olmaktadir. ingiltere'de arsenikle kirlenmis siilfiirik asitin bira yapiminda
kullanilmas ile goriilen zehirlenme olayi bilinen en 6nemli drnektir.

Arsenikli bilesiklerin tarimda pestisit olarak kullaniimasi uygulayicilarda oldugu
kadar, meyve ve sebzelerdeki kalintilar1 yiyenlerde de zehirlenmelere neden olabilir.
Kursun ve kalsiyum arsenat veya arsenitler topraga sikica baglanir ve yavas yavas su ve
bitkilere gecerler. Tiitiinde bu nedenle, As miktarinin 13 mg/L'ye kadar yiikselebilecegi
gosterilmistir. Besin kaplarindan gegen arsenikle de zehirlenme olabilir.

Arsenik yeryliziinde genis dagilimi olan, dogal olarak bulunan bir elementtir.

Dogada serbest halde az miktarda olsa da arsenigi, arsenit ve arsenat filizleri seklinde



iceren mineraller daha yaygindir (Bissen ve Frimmel, 2003; Thirunavukkarasu ve ark.,
2005). Dogal yollarla arsenigin, bagh oldugu kayag¢lardan, minerallerden ve maden
filizlerinden ¢6zlinmesi ile su ortamina gegmesi miimkiindiir. Antropojenik olarak ise
metal sanayi, cam ve seramik endiistrisi, lastik {iretimi, boya sanayi (matbaa miirekkebi,
tekstil boyalari), petrol rafinasyonu, organik ve inorganik kimya sektorleri gibi arsenik
iceren atiklarin ¢iktig1 ve yeterince kontrol edilmedigi endiistriler arsenik kirliligine
neden olabilirler (Banerjee ve ark., 1999; Viraraghavan ve ark., 1999; Bissen ve
Frimmel, 2003). Ayrica, bazi deterjanlarin yapisindan da arsenigin Ozellikle sulara
karigsmasi1 s6z konusudur (Banerjee ve ark., 1999; Viraraghavan ve ark., 1999). Buna
ilave olarak, i¢inde cesitli arsenik bilesikleri bulunabilen tarimsal miicadele ilaglarinin
(pestisit, herbisit gibi) kullanilmas1 da sulardaki arsenigin diger kaynaklaridir. Ozellikle
tarimsal aktivitelerden arsenigin ylizeysel ve yeralti sularma karigmast muhtemeldir.
Arsenik toksik 0Ozellikte bir madde olup toksisite derecesi, arsenik bilesiklerinin
kimyasal ve fiziksel sekline, viicuda girisine, alinan miktara ve alinma siiresine, gida
icindeki reaksiyonu etkileyen elementlerin varligina, yas ve cinsiyete baghdir. Organik
arsenik viicuttan kolaylikla atilabildigi ve sagliga etkileri 6nemsiz oldugundan aritma
islemleri inorganik arsenigin giderimine yoneliktir. Inorganik arsenik bilesikleri ve
degerlikleri, redoks kosullarina ve suyun pH’na bagh degismekte ve genel olarak, AsV
formunda yiizeysel sularda, Aslll olarak yeralti sularinda gorilmektedir.

Yeraltt suyunun arsenik ve diger metallerle kirlenmesi, diinyanin g¢esitli
bolgelerindeki canlilarin saghigmi ciddi bir sekilde etkilemistir. Arsenik kaynakli
kirlenmenin en yogun Orneklerinin bir kismi, yaklasik 43 milyon insanin arsenik dolu
suyu igmekte oldugunun ortaya ¢ikarildigi Banglades ve Hindistan’da Bat1 Bengal’de
meydana gelmektedir (Chowdhury ve ark., 2000). Bu amagla, konsantrasyonlarin 50—
3200 pg/L araliginda 6lciilmiis olmasina karsin WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan
onerilen sudaki arsenik limiti 10 ug/L’dir (WHO bilgi formu no. 210, Mayis 2001)
(Bhattacharya ve ark., 2003). WHO’nun ilan ettigi 10 pg/L limit degeri Japonya, Laos,
Mogolistan, Namibya, Suriye, Amerika Birlesik Devleti (ABD) ve Avrupa Birligi (AB)
ilkeleri tarafindan da ulusal standart olarak adapte edilmistir. Ancak, AB’ne yeni
katilan {ilkelerin bu standartlar1 karsilama hususunda ciddi sorunlar yasamasi
beklenmektedir. Bu iilkelerin ulusal standartlarini AB standartlar1 ile uyumlastirmak

icin ilave zaman ve destege ihtiya¢ duymasi kaginilmazdir.



Ulkemizde 2005 yilma kadar arsenik parametresi ile ilgili uygulanan yasal
diizenleme Tiirk Standartlar1 Enstitiisii’niin Icme ve Kullanma Sularma iliskin
Standartlaridir. Bu standarda gore maksimum arsenik miktar1 50 pg/L’dir. Ancak, gerek
WHO, gerek EPA ve AB iilkelerinde arsenik standartlarma iliskin yapilan
diizenlenmeler iilkemizde de benimsenmis; icme ve kullanma sular1 hakkinda 17 Subat
2005 tarihinden itibaren gegerli olan arsenik parametresinin maksimum konsantrasyonu
10 pg/L olarak agiklanmigtir. Yapilan diizenlemenin uygulanmasi i¢in ii¢ yillik bir
zaman Ongormiis ve bu siirenin sonunda i¢gme ve kullanma amagh kullanilacak sularin
maksimum arsenik konsantrasyonunu 10 pg/L olacak sekilde gerekli Onlemlerin
alinmasini zorunlu kilmustir.

Yapilan diizenlemeler iilkemiz 6zelinde de arsenik kirlenmesine karsin dnlemler
almmasimm1 gerekli kilmistir. Ozellikle Bati ve I¢ Anadolu Bolgesi’ndeki bazi
yerlesimlerimizde jeolojik olusumlara bagli olarak standardin iizerinde arsenik
konsantrasyonlar1 Ol¢iilmistiir. 2006 yilindan bu yapilan ¢alismalarda iilkemizde
inorganik arsenik bakimindan zengin cografyalar olduguna deginilmis ve ozellikle
Kiitahya-Emet-Hisarcik Havzasi ile Nevsehir Havzasinda Olgiilen yiiksek arsenik
miktarlara (20-200 pg/L) dikkat ¢ekilmistir (Dolgen ve Alpaslan, 2009).

2.1.3 Baz1 Onemli Organik ve inorganik Arsenik Bilesikleri

Inorganik arsenik hem As(lll) hemde As(V) tiirlerini kapsayan bir terimdir
(Hung ve ark., 2004). Inorganik arsenik tiirleri arsenat ve arsenit, organik tiirlerinden
bazilar1 ise metilenmis tiirleri olan arseno betain (AsB), arsenokolin (AsC) monometil
arsonik asit (MMA), dimetil arsinik asit (DMA), trimetil arsin oksit (TMAQ) ve
tetrametil arsonyum iyonudur (TMAs").

Arsenit, arsenat, MMA ve DMA sularda bulunan arsenik tiirleridir. Arsenigin
MMA ve DMA gibi organik tiirleri cok az toksik etki gostermesine ragmen inorganik
arsenik tiirleri yiiksek toksisiteye sahiptir. Bunun yan1 sira arsenobetain ve arsenokolin

gibi biiylik molekiil yapisina arsenik tiirleri toksik degildir (Carrero ve Tyson, 1998).
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Sekil 2.1. AslII ve AsV bilesiklerinin molekiiler yapisi
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H OH O OH

/ / N/

HsC—As HsC — As HsC — As)
N\ CHj ~ CH3 ~ CHs
Dimetilarsin Dimetilarsendz asit Dimetilarsinik asit
AsH(CH3). As(OH)(CHz3): AsO(OH)(CHs)2
/CH3 /CH3 H5C ~ CHs;
H;C—As H;C — As HsC — As’

N\ CHj ~ CH3 ~ CH;

Trimetilarsin Trimetilarsinoksit Tetrametilarsonyum iyonu
AS(CH3 )3 ASO(CH3 )3 AS(CHg )4

Organoarsenik Bilesikleri

(@)
||
HsC /\/ OH Hs;C \ /\/OH
As’ As’
/ N HsC / \CH
HsC CH3 3 3
Arsenokolin Arsenobetain
(CHs)s As"CHzCH;0 (CH3)3 As"CH,COO

Sekil 2.2. Bazi metilenmis arsenik ve organoarsenik bilesikleri
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2.1.4. Arsenik Bilesiklerinin Metabolizma ve Toksisiteleri
2.1.5. Metabolizma

Insanlar; besinler, sular ve diger cevresel ortamlarda pek cok farkli formdaki
inorganik ve organik arsenik tiirlerine maruz kalmaktadir. Arsenik formlarnin her
birinin farkli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ve biyolojik elde edilebilirligi vardir. Bu
nedenle hayvan ve insanlardaki arsenik bilesiklerinin kinetiklerine ve metabolizmasina
yonelik calisma, karmasik bir konudur. Diger metallerle ve metaloidlerle
karsilastirildiginda ortaya c¢ikan, tirler arasindaki biliyiik farkliliklar da arsenik
metabolizmasini karakterize etmektedir.

Arsenik alim yollart; solunum yolu ve sudaki, igeceklerdeki, topraktaki ve
yiyeceklerdeki arsenik igin ise oral yoldur. Arsenik bilesikleri i¢in dermal absorpsiyon
oranlarina yonelik az sayida arastirma yiiritiilmektedir. Mevcut bilgiler absorpsiyon
oranlarinin deri yoluyla alinimin genelde diisiik (< %10) oldugunu, fakat bazi arsenik
formlar1 igin daha yiiksek oranlarin gézlemlenebildigini gostermektedir. Wester ve ark.
(1993), H3AsO,’iin sudan ve topraktan perkiitan absorpsiyonu iizerinde ¢alismiglardir.
Al yanakli sebeklerde arsenik alimi1 % 6 ile % 2 arasinda degismektedir. Bunun yaninda
insan kadavra derisinin 24 saatlik bir siire icinde uygulanan dozun yaklasik % 1-2’sini
absorbe ettigi de rapor edilmistir.

Hem inorganik arsenitin (iAslll) hem de inorganik arsenatin (iAsV) laboratuvar
hayvanlarinin plasentasini gegtigi goriilmiistiir (Lugo ve ark., 1969; Bollinger ve ark.,
1992). Bu sonug, yiiksek arsenik i¢eren igme suyuna (~ 200 ug/L) maruz kalan anne-
bebek ¢iftlerinin kordon kaninda ve anne kaninda (~ 9 ug/L) benzer arsenik
konsantrasyonlari bulundugunu gézlemlemis olan Concha ve ark. (1998) tarafindan
ylriitiilen bir calisma ile dogrulanmistir. Daha eski caligmalar DMA’nin farelerin
plasentasini gecebildigini (Stevens ve ark., 1977) ve organo-arsenik yem katki maddesi
Roxarsone’in (3-nitro-4-hidroksifenilarsonik asit) yumurtalarda biriktigini gostermistir
(Chiou ve ark., 1997). Fakat, yakin zamanda toplanan insan veya hayvan verileri, bu
bulgular1 dogrulamaya elverigli degildir.

Mideye alinmig inorganik arsenigin biyolojik elde ediledilirligi; nasil (yiyecek,
su, icecekler veya toprak icinde) mideye girdigi, arsenikli bilesenin kendisinin
¢Oziiniirligli ve mide-bagirsak yolunda diger gida bilesenlerinin ve besinlerin olmasi

matrisine bagli olarak degisecektir. Arsenigin doku dagilimlari; kan perfiizyonu, doku
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hacimleri, yayilma katsayilari, membran Ozellikleri ve doku afinitelerine baglhdir.
Yasayan organizma i¢inde mideye alinan arsenigin akibeti; (1) plazmadaki iAsV ve
IAsIII arasindaki oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarina ve (2) karacigerdeki ardisik
metilasyon reaksiyonlarma baghdir. Inorganik arsenik, insanda in vivo olarak
metillenmistir. Arsenat hizli bir sekilde, kismen metil gruplar1 eklenmis olan arsenite
indirgenmektedir. Metilasyonun esas yeri, arsenik metiltransferaz enzimlerinin metil
verici olarak S- adenozil-metiyonin ve esas kofaktor olarak GSH ile metilasyon

prosesine aracilik ettigi yer olan karaciger gibi goriinmektedir.

Metiyonin «—— Diyetle alinan protein
Tetrahidro- Dimetil-glisin :

Folat N\ A
S-adenozil-
BHMT metiyonin
N5,N10- Metiyonin Betain
Metilen-THF sentataz Fosfatidil-
CH;-B-12 TCHDH etanolamin AsllI
MTHFR Kolin PEMT
\ AsSsMT
N5-metil ___—" fosfotidil
THF kolin
MMA, DMA
Adenozil-
Homo- Amosistein
fistein
Sistatyonin
! AsV

Sistein + Glutamat + Glisin ——» GSH

Aslll

Sekil 2.3. Arsenik metilasyonu
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Insanlar iizerinde yapilan calismalar, metilasyonun yaklasik 0.2-1 mg/kg
(glinliik 0.003-0.015 mg As/kg) doz sinirla baslayabilecegini 6ne siirmektedir (Nagvi ve
ark.,1994). Raie (1996), NAA kullanarak Glasgow (iskogya)’daki bebeklerdeki (1
giinlikten 5 ayliga) ve yetiskinlerdeki doku arsenik seviyelerini karsilastirmistir.
Bebeklerde ve yetiskinlerde karaciger, akciger ve dalaktaki ortalama arsenik seviyeleri
(mg/kg veya ugl/g kuru agirlik) karsilastirildiginda sonug sirasiyla su sekildedir:
0.0099°a 0.048, 0.007’ye 0.044 ve 0.0049°a 0.015. Bu veriler, yasla birlikte arsenigin
dokularda biriktigini ortaya koymaktadir ve bu da laboratuvar hayvanlarinda yapilan
gozlemlerle tamamen tutarl bir bulgudur (Marafante ve ark., 1982).

Insanlarda normal kosullar altinda, mideye asir1 inorganik arsenik aliminin
olmadig1 durumlarda, iiriner bosaltim yaklasik olarak % 20 inorganik arsenik, % 20
MMA VE % 60 DMA’dan olusmaktayken hayvan ¢aligmalarinin ¢ogunda DMA, esas
metabolittir. Inorganik arsenik, yasayan organizma i¢inde MMA ve DMA metil
gruplarina eklenmektedir ve DMA esasen degistirilmemis bir formda atilirken,
plazmadaki sirkiilasyon sirasinda MMA kismen absorbe edilmektedir ve absorbe edilen
bu MMA ayrica, DMA metil grubuna eklenmektedir (Buchet ve ark., 1981; Vahter ve
ark., 1984). Yakin zamandaki ¢alismalar (Le ve ark., 2000; Mandal ve ark., 2001) hem
MMAY hem de DMA" in ii¢ degerli analoglar1 olan monometilarsonus aside (MMA'")
ve dimetilarsinus aside (DMA") indirgendigini ve idrar yoluyla atildigii rapor

etmislerdir.
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Arsenat (V) Dimetilarsenoz asit Dimetilarsinik asit
DMA(I11) DMA(V)
OH CHj CHjs
| i |
O— AsY— OH AS | «——— O0— As—CH
| HO~~  CHs | 3
O O
GSH As-Metiltransferaz
O|H OH 2e (|)H
AS  AsMetiltansteraz, O=As_CH; ——  As"__CH
HO~~ S OH | ’
O- OH
GSH Monometilarsonik asit ~ Monometilarsendz asit
MMA(V) MMA(II)
OH
A
HO-~ SOH

Sekil 2.4. Inorganik arsenigin metabolizmasi
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Arsenobetain absorbe edilmekte ve degistirilmeden viicuttan atilmaktadir
(Vahter ve ark., 1983; Brown ve ark., 1990). Diger organo-arsenikler i¢in benzer
calismalar mevcut degildir. insanda radyoaktif olarak isaretlenmis (As’®) arsenat ile ilgi
caligmalar, 48 saat icinde dozun % 38’inin idrar igerisinde ve tiimiiniin % 58’inin 5 giin
igerisinde viicuttan atildigin1 gostermektedir (Tam ve ark., 1979). 500 ug As’yi arsenit
halinde midesine almis olan kisilerde, dozun % 33’1 48 saat i¢inde idrar igerisinde ve %
45’1 4 giin igerisinde viicuttan atilmistir Gilinliik olarak mideye alinan inorganik
arsenigin yaklasik % 60-70’inin idrar igerisinde viicuttan atildigi tahmin edilmektedir
(Buchet ve ark., 1981).

Dil bahg ile birlikte yenilen organik arsenigin yaklasik % 76’s1, 8 giin icerisinde
idrar i¢inde viicuttan atilmaktadir ( Tam ve ark., 1982). Fakat daha sonraki bir
calismada (Marafante ve ark.,1987), DMA’nin (0.1 mg As/kg) tek bir oral dozunun %
3.5’inin 3 giin igerisinde TMAO olarak idrar i¢inde elimine edildigini belirtmistir.
Insanlarin, TMA veya TMAO’ yu deniz mahsulleri i¢inde degil de tek basina belitli bir
bicimde tiikettigi higbir metabolizma g¢alismasi tanimlanmamaktadir. Yamauchi ve ark.
(2004), laboratuvarlarinda yiriitilen ¢oklu ¢alismalardan, hamsterlara organo-
arsenikallerin oral yolla uygulanmasinin ardindan biyolojik yar1 dmiirleri hesaplamistir.
Yar1 omiirleri MMA i¢in 7.4 saat, DMA igin 5.6 saat, TMAO igin 5.3 saat, TMA icin
3.7 saat ve arsenobetain icin 6.1 saat olarak aciklamislardir. Insanlardaki organo-
arsenikler i¢in safra ile atilim veya diger eliminasyon yollar1 konusuna vurgu yapan
higbir ¢alisma tanimlanmamaktadir.

Arsenik, idrar ve digkidan ziyade diger yollarla viicuttan (6rnegin ter ile)
atilmasina ragmen bu atilim yollar1 genellikle mindrdiir. Arsenik, keratin iceren
dokularda birikebildigi i¢in deri, sa¢ ve tirnaklar da potansiyel minér bosaltim yollar
olarak disiiniilebilmektedir (Benko ve ark.,, 1971). Yapilan c¢alismalar, diisiik
seviyelerde de olsa arsenigin insan siitii igerisinde viicuttan atilabildigini gostermektedir
(Grandjean ve ark., 1995; Concha ve ark., 1998).

Arsenige maruz kalmayr tanimlamak ve miktarim1 belirtmek i¢in en sik
kullanilan ii¢ biyobelirteg; sa¢ veya tirnaklardaki toplam arsenik, kan arsenik ve
idrardaki toplam veya tiirlesen arsenik metabolitleridir. Arsenik (iic degerli form

olarak); deri, sa¢ ve tirnaklar gibi keratince zengin dokularda biriktigi i¢in ge¢miste
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arsenige maruz kalmanin indikatérleri olarak sa¢ ve tirnaklardaki arsenik seviyelerinden
yararlanilmaktadir (Benko ve ark., 1971).

Normalde inorganik arsenik, ¢cok ¢abuk bir sekilde insan kanindan atilmaktadir.
Bu nedenle kan arsenigi, sadece ¢ok yakin zamandaki ve/veya nispeten yiiksek diizeyde
maruz kalmanin, 6rnegin zehirlenme vakalarinin (Ellenhorn, 1997) veya kronik stabil
maruz kalmanin (igme suyu kaynakli durumlarda) bir indikatori olarak
kullanilmaktadir. Caligmalar, genelde kan arseniginin icme suyunda, 6zellikle de diisiik
seviyelerde, arsenige maruz kalma ile pek iliskili olmadigin1 gostermektedir.

Arsenige maruz kalmanin diger biyobelirteclerinde oldugu gibi, idrardaki
arsenik seviyeleri, besinler, su ve topraklar (ATSDR, 1993) yoluyla mideye alimin yani
sira solunum yoluyla maruz kalmadan da kaynaklanabilmektedir. Fakat, arsenik hizli bir
sekilde metabolize edilip idrar igerisinde viicuttan atildigindan dolay1 arsenige en son
maruz kalimi gdstermek icin en uygun olan idrardaki seviyelerdir. idrardaki arsenik
metabolitlerinin toplami (inorganik arsenik + MMA + DMA), toplam arsenik ve
inorganik arsenigin hepsi arsenige en son maruz kalimin biyobelirtegleri olarak
kullanilmaktadir. Daha eski ¢aligmalarin ¢ogunda, arsenige en son maruz kalimin bir
biyobelirteci olarak toplam fiiriner arsenikten yararlanilmaktadir. Bu yaklagim, giderek
daha nadiren goriilmektedir; ¢iinkii baz1 gida maddelerinde 6nemli miktarlarda bulunan
bazi organo-arsenik bilesikleri (6rnegin, neredeyse nontoksik bilesik olan arsenobetain),
biiyiik 6l¢iide degismeden idrar igerisinde viicuttan atilmaktadir (Cullen ve ark., 1989;
Le ve ark.,, 1994). Goniilli insanlar tarafindan deniz iriinlerinin (deniz baliklari,
kabuklu hayvanlari, ¢ift kabuklu yumusakgalar, deniz yosunlari) tiikketimine, artan
toplam {riner arsenik bosaltimi eslik etmekte oldugundan toplam iiriner arsenik
kullanilarak inorganik arsenige maruz kalimin bu kosullar altinda degerlendirilmesi,
inorganik arsenige maruz kalimin oldugundan fazla tahmin edilmesiyle sonuglanacaktir
(Buchet ve ark., 1996).

Toplam iiriner arsenigin kullaniminda var olan inorganik arsenige maruz kalimin
etkisini arastirmak i¢in yapilan ¢alismalarin ¢ogu, idrarda tiirlesen metabolitleri
Ol¢mektedir ve a maruz kalimin bir gostergesi olarak ya inorganik arsenikten ya da
arsenik metabolitlerinin toplamindan (inorganik arsenik + MMA + DMA)
yararlanilmigtir. Fakat, idrar toplamadan 6nce en az 3 giin deniz iriinlerinin tiiketilmesi

yasaklanmazsa ve/veya dikkatli bir sekilde bir beslenme kaydi alinmazsa bundan
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almacak sonuglar yaniltici olabilmektedir. Bunun iki nedeni vardir. lk olarak, baz
deniz iriinlerinde, arsenik metabolitleri olan MMA ve DMA, o6zellikle de DMA,
oldukca yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. ikincisi, deniz yosunlarinda ve bazi cift
kabuklu yumusakcalarin i¢inde mevcut olan arseno-sekerler, daha sonra idrar i¢inde
viicuttan atilan DMA’ya (viicudun kendisi veya bagirsak mikrobiyotasi tarafindan)

kapsamli bir sekilde metabolize edilmektedir (Le ve ark., 1994; Ma ve Le, 1998).

2.1.6. Toksisite

Toksisite de arsenigin kimyasal formlar1 ve oksidasyon durumlari daha
onemlidir. Toksisite; fiziksel durum, gaz, ¢ozlinme veya toz pargacik boyutu, hiicrelerin
icine emilim orani, eliminasyon orani, toksik bilesen i¢indeki kimyasal siibstitiientlerin
dogast ve hastanin Onceki var olan durumu gibi diger etmenlere de baghdir.
Arsenikallerin toksisitesi su sirayla azalmaktadir: arsinler > iAslll > arsenooksitler (org
Aslll) > i1AsV > arsonyum bilesenleri > As (Hindmarsh ve McCurdy, 1986). Son
zamanlarda Vega ve ark. (2001), arseniklerin toksisite sirasinin su sekilde oldugunu
soylemektedir: iAs"' > monometilarsin oksit (MMAO") > DMA"'GS > DMAY >
MMAY > iAs¥. Metilasyonun baslica detoksifikasyon yolu oldugu genel olarak kabul
gormekteyken son zamanlardaki caligmalar, metil gruplara eklenen metabolitlerin,
arsenige maruz kalim ile iliskilendirilen olumsuz etkilerden kismen sorumlu
olabilecegini 6ne siirmektedir (Vega ve ark., 2001).

Laboratuvar hayvanlarinda yapilan c¢alismalar, arsenigin toksisitesinin formuna
ve oksidasyon durumlarma baglh oldugunu gostermistir. CoOziliniir inorganik
arsenikallerin organik olanlardan ve iAslil’lerin de iAsV’lerden daha toksik oldugu
genel olarak kabul edilmektedir (Maeda, 1994). Diisiik ve orta diizeyde maruz kalim
durumunda, arsenigin uzun vadeli dagilim modelinin daha ¢ok maruz kalma bigimine,
tavsan ve marmoset maymunlarindaki iAslll veya iAsV e, bagli oldugunu belgeleyen az
sayida rapor bulunmaktadir (Marafante ve ark., 1985; Vahter ve Marafante, 1985).
Fakat Maeda (1994), iAsV’in hem hayvanlar hem de insanlar i¢in iAslll’ten daha az
toksik oldugunu, ama bitkiler i¢in toksik olabilecegini sOylemistir. Kronik ve akut
arsenik toksisitesi konusunda az sayida literatiir bulunmasina ragmen, arsenik endemik
alanlardaki kronik arsenik toksisitesi konusundaki tiire 6zgli epidemiolojik c¢aligsmalar

oldukga azdir (Saha ve ark., 1999; Saha, 2001) . Chatterjee ve ark. (1995), Bat1 Bengal,



19

Hindistan’in arsenikten etkilenen bdlgelerinde, en toksik tiirlerin, iAsllI’lin, toplam
arsenik seviyesinin yaklasik % 50’si dolaylarinda yer alti suyunda mevcut oldugunu
bildirmistir. Banglades’in arsenikten etkilenen bdlgelerinde iAslllI’iin modal orant,
toplam arsenigin % 50’si ile % 60’1 arasinda gibi goriinmektedir (BGS and DPHE,
2001). Tayvan’in arsenikten etkilenen bolgelerinde, Chen ve ark. (1994), ii¢ kuyudaki

" konsantrasyonunun kara ayak hastaligi (BFD)

ortalama arsenik, Ozellikle iAs
bolgesinde 671 + 149 ug/l oldugunu bildirmistir. IAsII’iin iAsV’e orani 2.6:1°di. Ama
yukarida bahsedilen ¢aligmalarin higbiri, kronik arsenik toksisitesi konusundaki
yayinlarinda arsenige ait hicbir tiire 0zgii toksisitesi belgelememistir. Dolayisiyla
arsenikten etkilenen endemik alanlarda arsenigin tiire 0zgii kronik toksisitesini izah
etmek i¢in arsenigin tiire 6zgii toksisitesine dair daha fazla ¢alisma gerekmektedir.
Popiilasyon temelli ¢alismalarda inorganik arsenigin (iAs) metabolitlerindeki
arsenigin oksidasyon durumlarimi belirleyen yeni analitik yontemlerin kullaniminin;
maruz kalma, metabolizma ve toksisite arasindaki baga yeni anlayislar getirmesi
olasidir (Le ve ark., 2000; Del Roza ve ark., 2001). Arsenikten etkilenen endemik
alanlarda arsenigin tiire 6zgii kronik toksisitesi konusunda c¢aligmalar bulunmamasina
ragmen, hayvan ve insan hiicre hatlarindaki arsenik tiire 6zgii toksisitesine dair son
zamanlardaki bazi dokiimanlar, ii¢ degerli arsenikallerin pentavalan arsenikallerden
daha toksik oldugunu 6ne siirmektedir. Insanlarda, mideye alman iAs kapsamli bir
sekilde metabolize edildigi icin iAs’ye kronik maruz kalma, metil ve dimetil gruplara
eklenen arsenikallere kronik maruz kalma ile sonuglanmaktadir. inorganik arsenigin bir
biyolojik doniisiimii (biyotransformant;) olan MMA" insan hepatositlerindeki
inorganik arsenitten 26 kata kadar daha toksiktir (Petrick ve ark., 2000). Lin ve ark.
(1999), MMA"| tiyoredoksin rediiktazin bir in vitro inhibitorii olarak iAs""’ten 100
kattan fazla daha potenttir. Dolayistyla MMA'""iin olusumu, hem iAsV’in hem de
IAsII’iin toksifikasyonunu temsil ediyor gibi goriinmektedir. Ayrica in vitro ¢alismalar,
MMA" ve DMA""in, iAslII gibi, GSH kompleksleri olusturabilecegini ve bunlarin en

az iAs"

kadar toksik oldugunu ortaya koymustur (Styblo ve ark., 1997; Styblo ve ark.,
2000). Yakin zamandaki diger bir in vitro c¢alisma, iAslll ve 1AsV ile
karsilastirildiginda, MMA""{in insan hiicrelerine (hepatositler, epidermal keratinositler
ve bronsiyal epitelyal hiicreler) kars1 daha sitotoksik oldugunu gostermistir (Styblo ve

ark., 2000). Arastiricilar, yiiksek metilasyon kapasitesinin, hiicreleri, li¢ degerli
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arsenikallerin akut toksisitesinden korumadigi sonucuna varmistir. Vega ve ark. (2001),
insan epidermal keratinisitleriyle yapilan in vitro bir deneyde ti¢ degerli arseniklerin,
hiicre proliferasyonunda bir artisa sebep oldugunu, ancak pentavalan arsenikallerin
boyle bir artisa sebep olmadigini sdylemistir. En son in vitro ¢alismalardan bir digeri,
tek hiicre jel (SCG, ‘comet’) deneyinden yararlanarak insan periferal lenfositlerindeki,
metil gruplara eklenen ii¢c degerli arsenikallerin (MMA"' ve DMA"") sebep oldugu DNA
hasarin1 degerlendirmistir (Mass ve ark., 2001). Tek hiicre jel (SCG) deneyindeki
kuyruk momenti igin konsantrasyon-tepki egrisinin egimleri temelinde bakildiginda,
MMA"' ve DMA" iAslII’ ten sirasiyla 77 ve 386 kat daha toksiktir. Yazarlarin vardigi
sonuca gore, MMA"' ve DMA"" var olabilen tek genotoksik arsenik tiirii olmamasina
ragmen arsenigin genotoksik olan dogrudan hareketli formlar1 olarak diistintilmiistiir.

Bir elementin en yaygin toksik sekli, enzim sistemlerinin inaktivasyonudur ve
bu, biyolojik katalist gorevi gormektedir (Dhar ve ark., 1997). iAsV, enzimlerin etkin
bolgeleri ile dogrudan reaksiyona girmemektedir (Johnstone, 1963). Toksik etkisini
gostermeden oOnce ilk olarak iAslll’e in vivo olarak indirgenmektedir (Pauwels ve ark.,
1965; Ginsburg ve ark., 1963). Aposhian (1989), ti¢ degerli arsenigin hiicrelerdeki
nonesansiyel siilfhidril gruplara baglanmasinin, arsenik detoksifikasyonu icin onemli
olan bir yolu temsil edebilecegini varsaymuistir.

Ozellikle enzim iginde birbirine yakin —SH-grubu oldugunda ii¢ degerli arsenik,
-SH ve —OH gruplarina baglanarak enzimleri inhibe etmektedir. Sitrik asit devrinde
hiicresel enerji iireten enzimler, olumsuz etkilenmektedir. Inhibisyon olusturan etki,
piruvat dehidrojenazin  iAslll ile komplekslesmesi yoluyla inaktivasyonuna
dayanmaktadir. Bu yolla, adenozin-5-trifosfatin (ATP) olusmasi1 da engellenmektedir.
Enzim sistemi kapsaminda, ¢esitli enzimler ve kofaktorler, lipoik aside sahip enzimin
bir proteinli molekiilii, yer almaktadir. iAsllI’lin ortamda bulundugu durumlarda, AsllI
tiyol gruplardan iki hidrojen atomunun yerini almakta, bir dihidrolipoliarsenit kelat
kompleksi olusturmaktadir; bu da devam eden enzimatik aktivite i¢in gerekli olan
dihidrolipol grubun reoksidasyonunu engellemektedir ve bu dnemli enzimin aktivitesi
engellenmis olmaktadir. Bunun bir sonucu olarak, kandaki piruvat miktar1 artmakta,
enerji Uretimi azalmakta ve sonugta hiicre, yavas yavas zarar gormektedir (Belton ve

ark., 1985). Reaksiyonlar agagida gosterilmektedir.
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Sekil 2.5. Arsenik tarafindan piriivat dehidrojenaz enzimin inhibisyonu
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engelleverek nonenzimztilkc ---Uiosloghserat
kendiliginden hidroliz ATP olisumuna yol
acan ek islem

Sekil 2.6. Arsenolizis

iAs"' ve siilfiir arasmndaki gliglii bag, arsenigin keratin dokular1 olan sa¢ ve
tirnakta birikmesinin nedeni olabilir. Ug degerli arsenigin, sagtaki keratinin bdlgesel
yakinlik ile cevrelenen stabil bir yapir olusturmasini Onermistir. Arsenik; piruvat
oksidaz, S-aminoasit oksidaz, kolin oksidaz ve transaminaz gibi enzimleri inhibe
etmektedir. iAslll, elementin daha toksik formu olarak kabul edilse de arsenat olarak
iIAsV, fosfat ile vyarisarak yikict olabilmektedir. Ornegin arsenat, oksidatif

fosforilasyonu ayirmaktadir. Oksidatif fosforilasyon, ayni zamanda indirgenmis
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nikotinamid adenin diniikleotit (NADPH) okside edilirken ATP’nin iiretildigi siirectir
(Dixon, 1997).

3ADP+3H;PO4 —» 3ATP+3H,0
NADPH+H"+1/20,— NADP*+H,0

Arsenat, stabil olmayan ve hidrolizi non-enzimatik olarak gecirmis olan
ADP’nin bir arsenat esterini iireterek bu siirece engel olmaktadir. Bu siireg, arsenoliz
olarak adlandirilmaktadir. Dolayisiyla enerji metabolizmasi, inhibe edilmektedir ve
glikoz-6-fosfattan daha ¢ok glikoz-6-arsenat tiretilmektedir. Arsenat, ayrica DNA’daki
fosfor formlarinin yerine gecebilmektedir ve bu, DNA onarim mekanizmasini inhibe
edecek gibi goriinmektedir. Bir arsenodiester bagi, normal fosfodiester bagdan, ¢ok
bliyiik olasilikla daha zayif olacagi i¢in bu tiir bir hareket, arsenigin klastojenisitesini
aciklayabilmektedir. Ancak, arsenatin DNA ile birlestigini gosterecek hi¢bir dogrudan
kanit bulunmamaktadir (Elder ve Davies, 1993).

Fosfat konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu ortamlarda, biyotaya (biyota, bir
bolgede yasayan canli tiirlerinin  biri) kars1 arsenat toksisitesi genellikle
indirgenmektedir. Arsenikle kirlenmis ortamlar, sinirh tiir zenginligi ve ¢esitliligi ile
nitelendirilmektedir. Eger arsenat seviyeleri yeterince yiiksekse sadece direng gosteren
tiirler var olabilmektedir (WHO, 2001).

Arsenik ve selenyum, viicut i¢inde birbirlerine karsi antagonistiktir ve her biri,
bir digerinin toksisitesini yok etmektedir. Arsenik ayni zamanda, selenyumun insan
metabolizmasindaki 6nemli roliine de engel olabilmektedir. Arsenik, selenyumun
hareketini inhibe etmektedir ve bu da selenyuma bagli bir enzim olan glutatyon
peroksidazin sistemde gozle goriiliir eksikligine neden olmaktadir (Kenyon ve ark.,
1997).

Arsenik, metalotionein (MT) seviyelerinde artiglara neden olmustur. Bununla
birlikte, arseniin, diisiik molekiiler agirliga sahip, sistin zengini, metal baglayic1 bir
protein olan MT tarafindan detoksifiye edilip edilemeyecegi bilinmemektedir (Kreppel
ve ark., 1994). Fakat MT deki ¢inko kaynakli artislar ise, ¢inko ile 6n tedavi goren
farelerdeki arsenik letalitesine karsi korunmadan sorumlu degil gibi goriinmektedir.

Arsenik toksisitesine karsi olan bu toleransa iliskin mekanizma, bilinmiyor olsa da
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¢inko ile on tedaviye, artan arsenik eliminasyonu eslik etmektedir (Ramos ve ark.,
1995).

2.1.7. Arsenik ve insan Hastahklar

Inorganik arsenige kronik maruz kalim; mide-bagirsak yolu, solunum yolu, deri,
karaciger, kardiyovaskiiler sistem, hematopoetik sistem, sinir sistemi, vb. etkileri
birtakim saglik problemlerine yol agabilmektedir. Deride pigmentasyon degisimleri,
hiperkeratoz ve deri kanseri baslangicinin arsenigin ilaglar ve igme suyu yoluyla
tiketimine baglanabilmektedir. Ayrica, organo-arseniklere oral yolla maruz kalan
insanlardaki toksikolojik etkilere iliskin yayimlanmis higbir bilgi bulunmamaktadir.
Cesitli i¢ ve dis organlarin arsenige maruz kalimmin saghga etkileri, asagida
ozetlenmektedir (WHO, 2001).

Arsenik kaynakli genotoksisite, hiicresel genetik materyalin biitiinliigliniin
oksidanlar ya da serbest radikal tiirleri tarafindan degistirilmesini gerektirebilmektedir.
Son zamanlarda yapilan pek ¢ok calisma, arsenik kaynakli serbest radikal ve oksidatif
stres Uretiminin, oksidatif hassasiyete sahip sinyalizasyon yollar1 araciligiyla hiicre
hasarina ve hiicre 6liimiine neden olabilecegine iliskin deneysel kanit sunmustur (Sekil
2.7; De Vizcaya-Ruiz ve ark., 2009). Arsenige maruz kalim; ¢esitli kanser tiirleri (Miller
ve ark., 2002), kardiyovaskiiler hastalik (Navas-Acien ve ark., 2005), diyabet (Diaz-
Villasefior ve ark., 2007), sinir hastaliklar1 (Vahidnia ve ark., 2007) ve dermal etkiler
(Cohen ve ark., 2006) ile iliskilendirilmistir.
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Arsenik

MKK 3/6 MKK 1-5
p3s kinase MKK 477

MEK1/2

JNK
ERK1/2 j

Jun Fos
Tiimorojenik ﬂ
Farklhlasma Apaptozis
Timér Stipresyonu
Inflamasyon

Sekil 2.7. Arsenik aracilikli hiicre sinyalizasyonu. (De Vizcaya-Ruiz ve ark., 2009).
(EGFR, epidermal biiyiime faktor reseptorii; Ras, GPx, glutatyon peroksidaz; Trx,
tiyoredoksin; JNK, c-Jun N-terminal kinazlar, MKK, Mitojenle aktive edilmis protein
kinazlar).

2.1.7.1. Solunum Sistemine Etkileri

Dogal yollarla ya da meslek dolayisiyla inorganik arsenige maruz kalan
insanlarda; larenjit, soluk borusu bronsiti, rinitis, farenjit, nefes darligi, gogiis sesleri
(krepitasyonlar ve/veya ronki), burun tikanikligi ve nazal septumun perforasyonu

goriilmektedir (Milton ve ark., 2001).

2.1.7.2. Pulmoner Etkiler

I¢me suyundaki artan arsenik konsantrasyonlarma kronik maruziyet durumunda

kronik arsenigin alinimi, kotii huylu olmayan pulmoner hastalik olusumunda rolii
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oldugurapor edilmistir. Borgono ve ark. (1977), arsenikle kirlenmis igme suyunun
bulundugu (0.80 mg/L) Antofagasta, Sili’de ikamet eden 180 kisi ile yapilan bir kohort
calismada normal deriye sahip 36 denegin % 3.1’ ile karsilastirildiginda ‘anormal deri
pigmentasyonu’ goriilen 144 denegin % 38.8’inin kronik Oksiiriikten sikayet ettigini
bildirmistir. Bat1 Bengal, Hindistanda’ki igme suyunda bulunan arsenik ile ilgili bir
calismada, Guha Mazumder ve ark. (1997), arsenik hiperpigmentasyon goriilen 156
hastanin 89’unda (% 57’sinde) bir oksiiriik sikayeti oldugunu belirtmistir. Bu hastalarin
17’si iizerinde uygulanan akciger fonksiyon testlerinde 9 hastada (% 53) restriktif
akciger hastaligi; 7 hastada (% 41) ise kombine obstruktif ve restriktif hastalik

gorilmiistiir.

2.1.7.3. Kardiyovaskiiler Etkiler

Arsenik toksisitesinin kardiyovaskiiler anormallikler, Raynaud hastaligi,
miyokard infarktiisii, miyokard depolarizasyonu, kardiyak aritmileri, kan damarlarinin
genislemesi ve tikanmasi ve kara ayak hastaligi (BFD) gibi etkilerini genellikle hem
kalp hem de periferik arteriyel agac ortaya koymaktadir. Tayvan’daki ¢aligmalar, igme
suyu yoluyla arsenige maruz kalma, gozlenen etkilere maruz kalimm hem siiresi hem de
diizeyine iliskin 6nemli maruz kalim-tepki iligkileri ile birlikte BFD’nin eslik ettigini;
bu durumun, sonunda ekstremitelerde (6zellikle ayak parmaklari ve ayaklarda) siddetli
agrili kangren olusumuna yol agan ve genellikle uzvun kesilmesini gerektiren, el ve
ayaklarda giderek artan bir dolasim kayb1 ile karakterize edildigini agikca
gostermektedir (Lagerkvist ve Linderholm, 1988). Zaldivar (1974), 0.60 mg As/L igeren
su tiiketen ¢ocuklarda miyokard infarktiisii ve atardamar kalinlagsmasi goriildigiinii
rapor etmistir. Tayvan’da bulunan BFD’nin asir1 derecedeki formu ve yliksek
tekrarlanma sikligi, diger bolgelerde gozlemlenmemektedir. Dolayisiyla yetersiz
beslenme ve es zamanli maruz kalimlar gibi diger faktorlerin hastaligin
patofizyolojisinde rol oynamasi muhtemeldir (WHO, 2001). Bunun tam tersine,
arsenige maruz kalim ile serebrovaskiiler hastaliklar arasindaki iliski i¢in sadece sinirli
kanit bulunmaktadir. En dikkat ¢ekeni Chiou ve arkadaslarinin yaptiklar1 Tayvan
kokenli birkag ¢aligma (1997), arsenige artan maruz kalim ile birlikte serebrovaskiiler

hastaliktan 6liim riskinin yiikseldigini gostermektedir. Ayrica, diger iilkelerden gelen
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calismalar, Tayvan’daki ¢alismalarin bulgularina yonelik yalnizca son derece sinirh
destek saglamaktadir. Chen ve ark. (1995), uzun siire arsenige maruz kalimin
insanlarda hipertansiyonu tetikleyebilecegini 6ne siirmiistiir. Ayrica Rahaman ve ark.’da
(1999), Banglades’te arsenikten etkilenen insanlarda hipertansiyonun tetiklendigini

bildirmistir.

2.1.7.4. Gastrointestinal Etkiler

Inorganik arsenikallerin mide-bagirsak yolundan emiliminin etkinligi, suda
coziinlirliiklerine baghdir. Bazi gastrointestinal semptomlar, siddetli dozda arsenigin
mideye alimina baglh arsenik intoksikasyonunun genel ve belirgin 6zellikleridir. Daha
diisiik dozda arsenikten kaynaklanan subakut arsenik zehirlenmesi; kuru agiz ve bogaz,
mide yanmasi, mide bulantisi, karin agrilar1 ve kramplar1 ve orta dereceli ishal seklinde
kendini goOstermektedir. Diisiik dozda arsenigin kronik olarak mideye alimi,
semptomatik gastrointestinal rahatsizlik olmadan meydana gelebilmekte veya sirasiyla
iist ve alt abdominal rahatsizlik hissi ile birlikte hafif bir 6zofajit, gastrit veya kolit
tiretebilmektedir (Nagvi ve ark., 1994). Anoreksi, emilim bozuklugu ve kilo kaybi
olabilmektedir (Goebel ve ark., 1990).

2.1.7.5. Hematolojik Etkiler

Hematopoetik sistem, hem kisa hem de uzun siire arsenige maruz kalimdan da
etkilenmektedir. Anemi (normokromik normositer, aplastik ve megaloblastik) ve
l6kopeni (grantilositopeni, trombositopeni, miyeloid, miyelodisplazi), zehirlenmenin
genel etkileridir ve akut (Armstrong ve ark., 1984), intermediyat (Franzblau ve Lilis,
1989) ve kronik oral maruz kalimlardan kaynaklandigi bildirilmektedir (Glazener ve
ark., 1968). Bu etkiler, eritropoezin kan hiicreleri {izerindeki dogrudan hemolitik veya
sitotoksik etkileri veya bir supresyonundan dolay1 olabilmektedir (Lerman ve ark.,
1980). Kronik olarak giinde 0.07 mg As/kg’e veya daha azina maruz kalan insanlarda
bu tiir etkilerin higbirine rastlanmamaktadir. Nispeten yliksek dozlardaki arsenigin
insanlarda kemik iligi depresyonuna yol ac¢tigi bildirilmektedir. Winski ve Carter
(1998), in vitro model flizerinde inorganik arsenit ve arsenatin insan eritrosit

morfolojisindeki etkisini incelemislerdir. Degerlendirmelerine gore, insan eritrositleri
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arsenata karsi, arsenite oranla, 1000 kat daha fazla hassastir. Yapilan bir calisma,
DMA’nin DMA"' formundaki RBC’ler tarafindan alindigim ve disa akan arsenik
DMAY olursa, bu alim ve disa akis oranlarinin, hayvan tiirlerine bagli oldugunu
belgelemektedir (Shiobara ve ark., 2001).

Hemoliz mekanizmasi, hiicre ici GSH’nin azalmasma yol acgarak fare ve
sicanlardaki Fe?* ve Fe®“’dan elde edilen hemosiyanindeki siilthidril gruplarin
oksidasyonu ile sonuglanmaktadir. Hemoglobin, hiicrelerin oksijen alimimi azaltarak

arsenikle birlesmekte; terapi ise kulugkaya engel olmaktadir (Saha ve ark., 1999).

2.1.7.6. Hepatik Etkiler

Karaciger, arsenigi biriktirme egilimi gosterdigi i¢in hepatik tutulum, aylar veya
yillar boyunca devam eden bir kronik maruz kalim komplikasyonu olarak
aciklanmaktadir (Winski ve Carter, 1998). Kronik arsenik kaynakli hepatik degisimler
arasinda siroz, sirozsuz portal hipertansiyon, yagli dejenerasyon ve primer hepatik
neoplazi yer almaktadir. Hastalar; kanayan 6zofagus varisler, assit, sarilik veya basit bir
genislemis hassas karaciger, mitokondriyal hasar, bozulan mitokondriyal fonksiyonlar
ve porfirin metabolizmasi (Sanatra, 1999; Guha Mazumder, 2001) yagl infiltrasyon,
kolanjit, kolesistit ve akut sar1 atrofi ile siskin (Winship, 1984) ve hassas karaciger
durumlar ile birlikte tibbi yardima bagvurmaktadir (Chakraborty ve Saha, 1987; Ding
ve ark., 1987). Fowler soliisyonunu kullanmis olan hastalarda bazen kan analizi, yiiksek
diizeyde hepatik enzimlerini, hepatik yagl infiltrasyonu ve karaciger sirozunu ortaya

cikarmustir (Franzblau ve Lilis, 1989).

2.1.7.7. Renal Etkiler

Tekrarlanan maruziyeti bdbreklerde karaciger gibi inorganik arsenigi
biriktirecektir. Bobrekler, pentavalan arsenigin dnemli bir doniisiim alani olmasinin yani
sira arsenigin viicuttan disa atilimi i¢in de esas yoldur (Armstrong ve ark., 1984).
Insanlarda, bébrekler diger cogu organ sistemine nazaran arsenige karsi daha az hassas
gibidir. Organo-arsenikallerin insan renal sitemi iizerindeki etkilerine dair bir rapor
bulunmamaktadir. Bobrekteki arsenik hasar alanlari; kilcal damarlar, tubiiller ve
glomertilleri kapsamaktadir ve bu durum, hematuri ve proteinli idrara, oligiiriye, gergek

bir renal bozukluk riski tasiyan soka ve dehidrasyona, kortikal nekroza ve kansere yol
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acmistir (Giberson ve ark., 1976; Gerhardt ve ark., 1978; Clarkson, 1991; Hopenhayn-
Rich ve ark., 1998).

2.1.7.8. Dermal Etkiler

Arsenige kronik maruz kalim; arsenikoz icin tani kriterleri olarak siklikla
kullanilan, hiperkeratoz ve hiperpigmentasyon da dahil olmak {izere deri iizerinde
lezyonlarin gelismesine yol agmaktadir (McCarty ve ark., 2007). Arsenige maruziyeti
takip eden dermal etkiler, arsenik zehirlenmesinin ilk evrelerinin 6zellikleridir. Arsenik
kaynakli kanserler sonradan ortaya ¢ikabilmektedir ve bazen semptomlarin gelismesi on

yillar siirebilmektedir (Lage ve ark., 2006).

Cilt sorunlar1 insanlarin giinde 0.01-0.1 mg As/kg veya daha fazla dozda arsenik
iceren igme suyu tliketmis oldugu bazi epidemiyolojik caligmalarda belgelenmektedir
(Tondel ve ark., 1999; Guha mazumder, 2001). Giinde 0.003-0.01 mg As/kg’lik kronik
dozlara maruz kalimin higbir dermal etkisi veya diger etkileri bulunmamaktadir
(Southwick ve ark., 1981; Valentine ve ark., 1985). Ozellikle viicutta cildin biraz daha
koyu renk olma egilimi gosterdigi alanlarda hiperpigmentasyon meydana
gelebilmektedir (Shannon ve Strayer, 1989). Arsenikten kaynakli ilk eritromatoz
kizariklik; aktinik keratoz, avug¢ iclerinin ve ayak tabanlarinin hiperkeratozu,
papilomatoz, tekrarlayan pruritik iirtiker epizodlari, ya da hatta ciltte gozle goriiliir bir
kizarikligin olmadig1 genellesmis pruritis, arsenik olmayan benzer tiimorlerden
histolojik olarak ayirt edilemeyen bazal hiicreli karsinom veya skuaméz hiicreli
karsinom, ve ‘Mees’ veya ‘Aldrich-Mees’ ¢izgileri olarak adlandirilan enine beyaz
indentasyonlarin oldugu el ve ayak tirnaklarinin goriildiigii safthaya gelebilmektedir

(Adams, 1990).

2.1.7.9. Norolojik Etkiler

Yapilan bazi ¢aligmalar, inorganik arsenigin insanlarda alimin sinir hasariyla
sonuglanabildigini gostermektedir. Akut yiiksek maruz kalim (giinde 1 mg As/kg veya
daha fazla) genelde bas agrisi, uyusukluk, zihin bulanikligi, haliisinasyon, ndbet
gecirme ve koma semptomlarinin  goriildiigli ensefalopatiye neden olmaktadir

(Grantham ve Jones, 1977). Orta dereceli ve kronik maruz kalimlar (giinde 0.05-0.5 mg
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As/kg) ellerde ve ayaklarda hissizlik olarak baslayan, fakat daha sonra agrili bir
‘karincalanma’ hissine, el veya ayak bilegi felcine, asimetrik ¢ift yonlii frenik sinire ve
uyusukluk, reflekslerin kayb1 ve kas zayifligina yol acarak hem duyusal hem de motor
sinirlerin periferal noropatisine doniisebilen simetrik periferal noropatiye neden
olmaktadir (Wagner ve ark., 1979; Morton ve Coron, 1989; Bansal ve ark., 1991; Base
ve ark., 1996).

2.1.7.10. Ureme ve Gelisimle Ilgili Etkiler

80 yil1 agkin bir siiredir, inorganik arsenigin plasenta engelini kolaylikla gectigi
ve fetlis gelisimini etkiledigi bilinmektedir (Squibb ve Fowler, 1983). Organik
arsenikaller, plasentadan kolay ge¢miyor gibi goriinmektedir ve plasenta iginde
depolanmaktadir (Leonard ve Lauwerys, 1980). Artan fetal, yeni dogan ve dogum
sonras1 Olimleri ve diisiik dogum agirliklarindaki, diisiiklerdeki, 6lii dogumlardaki,
preeklampsideki ve konjenital malformasyonlardaki yiikselislerle beraber cesitli
tirlerdeki malformasyonlarin  deneysel indiiksiyonuna dair c¢ok fazla belge

bulunmaktadir (Squibb ve Fowler, 1983).

Inorganik arsenigin mideye alimmin insanlarda anormallikle neden olup
olamayacagi konusu iyice anlasilmamaktadir. Boston’daki bir vaka-kontrol ¢alismasina
gore, igme suyundaki arsenik ile dogustan kalp rahatsizliklar1 arasinda genel kapsamda
hicbir iligki bulunmamaktadir; fakat aorta koarktasyonu ile bir iliskisi oldugu

belirtilmektedir (Zierler ve ark., 1988).

Baz1 arastirmacilarin bulgularina gore, hamilelik siiresine arsenik tozuna maruz
kalmis olan annelerin bebeklerinde konjenital malformasyon olaymnin sikligi
beklenenden daha yiiksektir ve bu bebekler ortalama dogum agirliginin altindadir
(Nordstrom ve ark., 1978; Nordstrom ve ark., 1979; Nordstrom ve ark., 1979). Isveg’te
bir bakir izabe tesisinin yakininda yasamis olan kadinlarda ¢ocuk diisiirme vakasi, Dogu
Massachusetts’te ve uzakligin bir islevi olarak azalma egilimi gostermektedir. Birkag
calismada, arsine neden olmus olan yar1 iletken endiistrisinde ¢alismis olan kadinlarda
diisiik sayisinda bir artis oldugu rapor edilmistir (La Dou, 1983; Calabrese ve ark.,
1987).
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2.1.7.11. Immiinolojik Etkiler

Arsenige solunum yoluyla maruz kalmanin bagisiklik sistemi iizerindeki etkileri
konusunda 6nemli ¢aligmalar bulunmamaktadir. Komiir yakan bir elektrik santralinde
arsenige maruz kalan isgilerin serum immunoglobulin seviyelerinde herhangi bir
anormallik saptanmamaktadir (Benko ve ark., 1988). Diisiik dozda arsenit (2 x 10° M)
ve arsenatta (5 x 10"°M) kiiltiir yapilmis insan lenfositlerinin fitohemaglutinin (PHA) ile
indiiklenmis stimiilasyonu arsenitle birlikte % 49, arsenatla birlikte ise % 19
artmaktadir; ama yiiksek dozda arsenit (1.9 x 10 M) ve arsenatta (6 x 10 M) PHA ile
indiiklenmis  stimiilasyon, bagisiklik  tepkisindeki bir bozuklukla tamamen
engellenmektedir (McCabe ve ark., 1983).

Gonsebatt ve ark. (1994), ortalama 37 ug/L arsenik konsantrasyonu igeren igme
suyu tiiketen 33 bireydeki lenfosit-yenileme yetenegini karsilagtirmistir. Arsenige maruz
kalan deneklerin periferal kan lenfositi sayisi, kontrol grubundakilere kiyasla kismen

artmaktadir (3.1 = 1.0 x 10%ya 2.6 + 1.1 x 10°).

2.1.7.12. Oksidatif ve Nitrosatif Stres

Arsenik toksisitesine iligskin pek ¢ok c¢alisma, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif
nitrojen tiirlerinin canli hiicrelerdeki inorganik arsenik metabolizmasi sirasinda

tiretilmesini 6nermistir (Shi ve ark., 2004).

Arsenik, mitokondriyal biitiinliikte morfolojik degisimlere ve mitokondriyal
membran potansiyelinde hizli bir diislise neden olmaktadir. Mitokondriyal degisiklikler,
stiperoksit anyon radikalin kontrolsiiz rasgele meydana geldigi baslica alanlar olarak ele
almmaktadir. Glutatyon tiikkenmesi, ksenobiyotiklere karst hiicresel oksidan
savunmasindan kaynaklanabilir ve  siiperoksit radikalden kaynaklanan ardisik
mekanizmalari, hiicrelerin arsenik toksisitesine olan hassasiyetinde bir artisa yol
acabilmektedir (Valko ve ark., 2005; Cohen ve ark., 2006). Arsenige maruz kalan
insanlarla ve hayvanlarla yapilan hem canli i¢i hem de canli dis1 ¢alismalara dayanan
deneysel sonuglar; peroksit radikallerinin (ROQ"), siiperoksit radikalin (O2"), singlet
oksijenin (*O), hidroksil radikalinin ("OH), hidrojen peroksidin (H205), dimetil arsenik
radikalinin [(CHs),As’], kan non-protein siilfhidrillerinin ve/veya oksidan kaynakli
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DNA hasarinin olusumundaki artisin gerekliliginin olas1 oldugunu gdstermektedir
(Flora ve ark., 2007). Tiim bu reaktif tiirlerin olusumundan sorumlu ger¢ek mekanizma,

tam olarak yeni agikliga kavusturulmustur.

H,0; iiretiminin ilging bir yolunun As(III)’tiin As(V)’e oksidasyonunu i¢ermesi
Onerilmistir; bu, fizyolojik sartlar altinda, H,O, olusumuyla sonu¢lanmaktadir (Valko ve

ark., 2005).

H3AsO3 + H,O + Op ——»  H3AsO4 + H,0,

Yukaridaki reaksiyon, —40.82 kcal mol™ (~170.87 kJ mol ')’lik H,0, olusumu

icin tahmini bir standart reaksiyon serbest enerji degisimi ile eksergonik ve spontandir.

Hidrojen peroksit, serbest bir radikal tiirii degildir; fakat bir organizma demirle
asirt yiiklendiginde (hemokromatozis, hemolitik anemi ve hemodiyaliz durumlarinda
oldugu gibi) ‘serbest mevcut demir’in yiiksek hiicresel konsantrasyonlarinin, hidrojen
peroksidin ayrigmasinda Fe(II)’nin katilimiyla gosterildigi gibi (Fenton reaksiyonu),

oldukca reaktif hidroksil radikalleri iireterek sagliga zararl etkileri olabilmektedir:

Fe(ll) + H,0, — Fe(lll) + 'OH + HO™ ( Fenton Reaksiyonu)

Hidroksil radikal, sulu bir ortamda 1 ns’den daha kisa bir yar1 6miir ile oldukg¢a
reaktif bir reaktif oksijen tiiriidiir (ROS) (Valko ve ark., 2007). Dolayisiyla canli igi
iretildiginde olusum alanina yakin bolgelerde reaksiyon gostermektedir. DNA’nin
cevresindeki "'OH olusumu, DNA’nin deoksiriboz temeli ile veya DNA bazlar ile
reaksiyona giren bu radikalin degismis (hasar gérmiis) bazlar veya dizi araliklari
tiretmesine yol acabilmektedir. Fenton reaksiyonuna gore; canli i¢inde iiretilen hidroksil
radikallerin  ¢ogunlugu, hidrojen peroksidin metal katalizli ayrigsmasindan

kaynaklanmaktadir (Naughton ve ark., 1993).

Arsenige maruz kalim, reaktif oksijen tiirlerinin yani sira reaktif nitrojen
tiirlerinin (RNS) olusumunu da baslatabilmektedir. NO’nun arsenik kaynakli {iretimini

tanimlayan birtakim c¢eligkili sonuglar rapor edilmistir ve bunlardan bir tanesi,
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hepatositlerdeki ve insan karaciger hiicrelerindeki NO iiretiminde arsenik kaynakli
higbir artisin olmadig1 sonucuna ulagmistir. Bu da, sitokinle uyarilmis insan karaciger
hiicrelerinde ve hepatositlerde uyarilabilir NO sintaz gen ekspresyonunu engellemistir
(Germolec ve ark., 1996; Hughes, 2002; Flora ve ark., 2008). Fakat, diger bir ¢calismada,
arsenitin, sican pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde uyarilabilir NO sentaz gen
ekspresyonunu  engelledigi  sOylenmistir  (Kodavanti ve ark., 1998). EPR
spektroskopisinden elde edilen sonuglara gore, diisiik seviyelerde arsenit (<5 um) ile
yapilan ti¢lincii bir ¢alisma, benzer bir sekilde, Ca(Il)’nin hiicre i¢i konsantrsyonlarinda

hi¢cbir degisiklik ya da hi¢bir NO iiretimi kaydetmemistir (Barchowsky ve ark., 1999).

2.1.7.13. Seker hastahi@

Seker hastaligi, arsenige maruz kalan igme suyuyla iliskilendirilmistir. Lai ve
ark. (1994), giiney Tayvan’da yasayan 891 yetiskinde seker hastaliginin tekrarlanma
sikligr ile viicuda alinan inorganik arsenik arasindaki iligki degerlendirilmistir.
Calismalarinin sonuglarina gore, Taype’de yasayanlarla ve biitlin Tayvan niifusuyla
karsilagtirildiginda BFD’nin salgin oldugu alanlarda yasayanlarda seker hastaliginin
tekrarlanma sikliginda iki kat1 bir artis bulunmaktadir (yas ve cinsiyet ayarlamalarinin
sonrasinda). Tsai ve ark. (1999), yerel ve ulusal oranlara kiyasla, dort ilgede arsenige
maruz kalan niifus arasinda seker hastaligindan kaynakli asir1 bir 6liim orani oldugunu
belirtmistir. Tayvan BFD sahasinda ikamet eden kisilerden olusan bir grupta seker
hastaliginin olus siklig1, icme suyundaki arsenige giderek artan maruz kalim ile
iliskilendirilmektedir (Tseng ve ark., 2000).

Rahman ve ark. (1998; 1999), arsenige maruz kalimin bir indikatorii olarak
keratoz varligini kullanirken ve Banglades’te igme sularinin i¢inde arsenige (prevalans
orant = 5.9) maruz kalanlarda diyabet riskinin arttigin1 ortaya koyarken Lewis ve ark.
(1999), Utah’taki oliim oranina yonelik ¢alismada, igme suyu igerisinde artan
seviyelerde arsenige maruz kalan kadin ve erkeklerde diyabet kaynakli Oliimlerin
sayisinda belirgin bir fazlalik bulamamustir. Iki mesleki ¢alisma ve Ronnskir grubunda
yapilan, vakaya atifta bulunan bir ¢alisma, Banglades’teki cam is¢ileri arasindaki seker
hastalig1 ile arsenige maruz kalim arasinda bir iliski oldugunu ortaya koymaktadir

(Axelson ve ark., 1978; Rahman ve ark., 1996).
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2.1.7.14. Biyokimyasal etkiler

Arsenik bilesenlerinin, insanlarda 200’den fazla enzimi inhibe ettigi
bilinmektedir (Abernathy ve ark., 1999). Kulanthaivel ve ark. (1990), fenilarsin oksit
(PAO) ve komsu tiyol gruplarin katalitiketkisini, insan plasental Na*-H degistiricisinin
Na® ve H" cikisini inhibe ettigini belirtmistir (Abernathy ve ark., 1999). Sheabar ve
Yanni (1989), arsenitin insan kan enzimleri tizerindeki in vitro etkilerini arastirmistir.
Glutamil piruvat transaminazin % 70-% 80 inhibisyonu bulunmaktadir ve glutatyon
peroksidaz da 0.8 mg As/1’den olumsuz yonde etkilenmektedir. Ayrica, kan glikoz-6
fosfati ve kolinesteraz tamamen inhibe edilmektedir. Diger caligmalar; sodyum
arsenitin, insan Hela hiicrelerinin hiicresel hem oksijenazinda belirgin bir artisa neden
oldugunu gostermektedir (Taketani ve ark., 1989). Arsenit, piruvat veya alfa-
ketoglutaratin NAD-bagl oksidasyonunu inhibe ettigi karacigerde hizli ve kapsamli bir
sekilde birikmektedir. Bu durum, ii¢ degerli arsenigin bu substratlarin oksidasyonu i¢in
gerekli olan komsu tiyoller ile komplex olusturmasiyla meydana gelmektedir (Squibb
ve Fowler, 1983).

Degisen DNA onariminin arsenik karsinojenezinin nedeni oldugu teorisi
ozellikle kabul edilir bir teoridir; ¢iinkii arsenit gibi ti¢ degerli arsenik tiirleri, hem
ditiyollere hem de serbest siilthidril gruplara gii¢lii bir sekilde baglanabilmektedir
(Sunderman, 1978; Dixon, 1997). Bu tiir protein baglanmasi; inhibe edilmis DNA
onarimina, temel genetik alanlardaki mutasyonlara veya artan hiicre proliferasyonuna
neden olabilmektedir ve daha sonra bu durum, inhibe edilmis DNA onarimi vasitasiyla

bunu takip eden mutasyonlara yol agabilmektedir.

2.1.7.15. Mutojenik ve kanserojenik etkiler

Mutagenez; DNA hasarinin indiiksiyonunu ve basit gen mutasyonlar1 arasinda
degisiklik gosterebilen genis ¢esitlilikte genetik degisikligi (kromozom yap1 ve sayi
anormalliklerinde ¢ok biiyiik 6lgiide gozle goriiliir degisikliklerin olustugu DNA baz
cifti) kapsamaktadir. Bu degisikliklerin bazilari, sonraki nesillere aktarilabilen genetik
hasara neden olabilmekte ve/veya bazilar1 ise maruz kalan nesilde kansere veya onun

getirdigi problemlere neden olabilmektedir (Hoffman, 1991).
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Arsenige maruz kalim dozlari ile kromozom sapmalarinin son sikligi1 arasindaki
rastlantisal zayif korelasyon durumu; arsenigin, DNA onarimini engelleyerek genis
Olciide genetik hasarin olusumunu kolaylastirmis olmasi yoniinde agiklanmaktadir
(Bencko ve ark., 1988). Oksijen radikallerini uzaklagtiran siiperoksit dismutaz ve
katalaz gibi enzimler, arsenigin genotoksik etkisi i¢cin muhtemel bir temel belirleyerek
arsenik kaynakli DNA hasarina karsi koruma sagliyor gibi gériinmektedir (Nordenson
ve Beckman, 1991).

100 yildan uzun bir siiredir, arsenikli ilaglar ile kronik tedavi goren hastalarda
hem bazal hiicreli hem de skuamd6z hiicreli cilt karsinomlarinin olus sikliginin biiyiik
Olclide arttig1 gozlemlenmektedir. Bu arsenikal cilt kanserleri, genellikle arsenisizmin
dermatolojik belirtilerinin oldugu durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Bir kisminda, 6ziinde
arsenikal olarak kabul edilen i¢ neoplazmlar bulunmaktadir (Chen ve ark., 1988;
Morales ve ark., 2000). Popiilasyonun alt kiimelerinin arsenikle kirlenen igme suyuna
maruz kaldig1 Japonya, Banglades, Bati Bengal-Hindistan, Sili ve Arjantin dahil olmak
lizere diinyanin diger kesimlerinden, ¢esitli alanlarda (6zellikle akciger, deri, mesane,
bobrek ve karacigerde) artan kanser riskine iligkin raporlar bulunmaktadir (Hopenhayn-
Rich ve ark., 1996). Utah’taki Mormonlar arasinda kanser olus sikligina dair Lewis ve
ark. (1998), tarafindan yapilan g¢alismada, erkekler ve kadinlar arasinda akciger ve
mesane kanserinin yol agtig1 asir1 limlere dair hi¢bir kanit bulunamamistir. Fakat;
calisma, hem erkeklerde hem de kadinlarda bobrek kanserinden istatistiksel olarak
onemli olmasa da kismen artan bir 6liim oranina (sirastyla SMR = 1.75 ve 1.60) isaret
etmektedir. Solunum yoluyla maruz kalmaya iliskin en Oonemli c¢alismalar; Tacoma
(Washington, ABD), Anakonda (Montana, ABD) ve Rénnskir (Isveg)’teki ii¢ bakir
izabe tesisisinden elde edilen verilere dayanmaktadir. Bu ii¢ grubun tiimiinde, artan
maruz kalimla beraber akciger kanseri riskinde istatistiksel olarak belirgin bir artis
oldugu ortaya konmaktadir.

Nordberg ve Anderson (1981), Lee-Feldstein (1986), arsenatin fosfat yerine
DNA kapsamina dahil edildigi bagka bir mekanizma Onermistir. Bu aciklama, etkili
olmas1 acisindan DNA sentezi sirasinda arsenatin mevcut olmasi gerektigi yoniindeki
gozlemlerle tutarhidir. Arsenat-fosfat bagi, normal fosfodiester bagindan daha zayif
olacagi i¢in bu, arsenigin neden klastojenik oldugunu da agiklamaktadir (Jacobson-

Kram ve Montalbano, 1985).
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2.1.7.16. Genotoksik Etkileri

Onarim inhibisyonu, komutajenesitenin temel bir mekanizmasi ve de biiyiik
olasilikla arsenigin kokarsinojenisitesi olabilmektedir (Okui ve Fujiwara, 1986). Ug
degerli ve pentavalan arsenik ile indiiklenmis kromozom sapma sikliklarina iliskin
kiyaslar gostermektedir ki tic degerli formlar, pentavalan formlara gore ¢ok daha fazla
toksik ve genotoksiktir (Barrett ve ark., 1989). Fakat memeli ve insan hiicrelerinin
kullanildig1 deneylerde DMA genotoksiktir ve hem mitotik 6liim hem de tetraploidlerin
indiiklenmesinde TMAO daha potent, MMA ise DMA’dan daha az potenttir (Endo ve
ark., 1992; Eguchi ve ark., 1997; Moore ve ark., 1997). Baz1 ¢alismalarda organo-
arsenikler i¢in belirtilen yiiksek mitotik toksisitenin, hiicrenin mikrotubiil organizasyonu
tizerindeki biiylik yikict etkilerinin bir fonksiyonu oldugu 6ne siiriilmektedir (Bernstam

ve Nriagu, 2000).

Inorganik arsenikallerin genotoksisitesini belirlemeyi amaglayan cok sayida
canli i¢i ve canli dis1 ¢alisma yapilmistir (Yamanaka ve ark., 2004; Cohen ve ark.,
2006). Insan fibroblastlari, 16kositleri, lenfositleri ve hamster embriyo hiicreleri iizerine
yapilan canli dig1 ¢aligmalar; arsenigin kromozom bozukluklarina ve kardes kromatid
degisimine neden oldugunu gdstermistir (Helleday ve ark., 2000). insan, fare ve hamster
hiicrelerini kullanan benzer ¢alismalar; DNA hasarinin olasi bir artisini, DNA onarimini

artirmay1 ya da DNA sentezinin engellenmesini aragtirmistir.

Insanlarla ilgili ¢aligmalar, hem solunum yoluyla maruz kalimm (Nordenson ve
ark., 1978) hem de oral yolla maruz kalimin (Nordenson ve ark., 1979) sonrasinda
periferal lenfositlerdeki kromozom bozukluklarinin ortalamanin istiinde bir oranda
oldugunu saptamistir. Bu ¢alismalar, dikkatlice yorumlanmalidir; c¢ilinkii birgok
durumda sadece birka¢ denek vardir ve diger kimyasallara maruz kalimdan kaynaklanan

etkiler de sonuclar1 etkileyebilmektedir.

Tayvan’da yasayan insanlarda viicuda alinan arsenigin genotoksik etkileriyle
ilgili arastirmalar, incelenmekte olan farkli tiir hiicrelerden ve iizerinde calisilan
popiilasyonlarin karsilastigi farkli maruziyet diizeylerinden kaynakli olarak, farkli

sonuglar vermistir. Arsenik kaynakli cilt kanseri, beraberinde p53 mutasyonlarinda, UV
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kaynakli cilt kanserinde bulunanlardan ¢ok daha yiiksek bir oran ortaya koymustur (Hsu
ve ark., 1999).

Kan arsenigi seviyelerinin kontrol grubundakinden bes kat daha yiiksek oldugu
Hindistan’daki bir cam tesisindeki isg¢iler arasinda arsenige mesleki maruziyetin,

16kositlerde artan DNA hasarina yol agtig1 rapor edilmistir (Vuyyuri ve ark., 2006).

2-3 hafta boyunca oral dozlarda sodyum arsenat (giinde 4 mg As/ kg) verilen
sicanlarda kromozom anomalilerinin meydana gelis sikliginda bir artis saptanmistir
(Datta ve ark., 1986). Fakat, 2 aylik bir siire boyunca sodyum arsenit verilen farelerden
aliman kemik iligi hiicrelerinde ve spermatogonide kromozom bozukluklarinda higbir

artis saptanmamustir (Poma ve ark., 1987).

Organik arsenigin genotoksisitesi de ayritili bir sekilde arastirilmistir (Kuroda
ve ark., 2004). DMA; tek dizi DNA araliklari, apiirinik ve apirimidinik alanlar, DNA
bazlarinin oksidasyonu ile belgelendigi gibi oksidatif stresteki bir artts, DNA-protein
capraz baglarinin olusumu ve kromozom bozukluklar1 da dahil olmak iizere birtakim
genotoksik etkilere yol agmaktadir (Kitchin, 2001). Arsenigin klastojenik etkileri,
arsenigin siilthidril protein gruplarina olan yiiksek afinitesine dayandirilmistir. Birtakim
testler, sadece DMA’nin degil, aym zamanda roksarsonun (3-nitro, 4-
hidroksifenilarsonik asit) da mutasyonlara ve DNA dizi araliklarina neden olabilecegini
gostermektedir. MMA ile yapilan canli dist ¢alismalar, kromozom bozukluklarinin,
mutasyonlarinin ya da programlanmamis DNA sentezinin meydana gelis sikliginda
onemli artiglara erismemistir. Ayrica ~1500 mg/kg’lik oral dozlarda DMA verilen
farelerin ve siganlarin akciger ve diger dokularinda artan bir miktarda DNA dizi
araliklar1 saptanmigtir (Okada ve Yamanaka, 1994); bu etki, baz1 aktif oksijen tiirlerinin
olusumu ile iliskili gibi goriinmekteydi. Araliklar, biiyiik Olciide 24 saat iginde
onarildig1 i¢in herhangi bir saglik riskiyle iligkili olup olmadigi belirsizdir.

f¢me suyundan arsenige maruz kalan Tayvan’daki hastalardaki arsenik kaynakli
cilt kanserlerindeki p53 mutasyonlarina iligkin bir c¢alisma, UV kaynakli cilt
kanserlerinde goriilenlere kiyasla yiiksek bir oranda p53 mutasyonlarma ve farkli
tiirlerde p53 mutasyonlarina erigmistir; benzer sonuglara farelerde erisilmistir (Salim ve

ark., 2003).
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Hayvanlarla yapilan bazi ¢aligmalar, birka¢ hafta boyunca oral dozlarda sodyum
arsenat verilen siganlarda kromozom bozukluklugu sikliginda bir artis oldugunu
gostermistir (Datta ve ark., 1986). Fakat diger ¢alismalar, sodyum arsenit verilen
farelerdeki kemik iligi hiicrelerinde veya spermatagonide saptanan kromozom
bozukluklarinda herhangi bir tutarli artis oldugunu teyit etmemistir (Poma ve ark.,

1987). Dolayisiyla kesin bir sonug ¢ikarmak i¢in mevcut veriler ¢ok sinirlidir.

Uzerinde en kapsamli olarak calisilan DNA lezyonu, DNA oksidasyonunun
baslica iriinlerinden biri olan ve hidroksil radikalin guaninle reaksiyonundan
kaynaklanan 8-OH-G olusumudur (Sekil 2.8; Valko ve ark., 2006). 8-OH-G, oksidatif
olarak hasar géren DNA’nin hassas bir genotoksik gostergesidir. Artan iiriner 8-OH-G
ile asosiyasyonlar, arsenige maruz kalima da eslik etmistir. Yukarida betimlendigi iizere
arsenik, metilasyon yoluyla metabolize edilmektedir. Karsinojenite de dahil olmak
tizere, As kaynakli toksisite i¢in bir duyarlilik faktorii olan metilarsonik asit (MMA),
monometile edilmis As metabolitinin idrar i¢indeki yiiksek bir konsantrasyonu; 8-OH-
G’nin benzer sekildeki yiiksek iiriner konsantrasyonlar: ile iligki gostermistir (Hu ve
ark., 2006). Ilging sekilde, klinik calismalar temelinde, As’nin bilinen pro-oksidatif
etkileri kabul edilerek, 1200 pg/l’e kadar olan iiriner-As diizeyleri ile ¢ok ¢esitli As’ye
maruz kalim i¢in 8-OH-G’nin iiriner-As ile olan asosiyasyonlarinin kadmiyuma orta
dereceli maruz kalimdan daha zayif oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla 8-OH-G, As
kaynakli oksidatif stres i¢in; Cd i¢in ve diger metallerden kaynaklanan oksidatif stres

icin oldugu kadar hassas bir biyogdsterge olmayabilir (Engstrom ve ark., 2010).
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Sekil 2.8. Guandin bazinin (G) hidroksil radikal ile reaksiyonu.
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2.1.7.17. Arsenik Mutajenisitesine Kars1 Antioksidan Koruma

Antioksidan enzimler, oksidatif hasara karst hiicresel savunmanin birinci
basamagi olarak ecle alinmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT),
oksijene maruz kalan hiicrelerdeki en 6nemli, ilk basamak antioksidan savunmadir.
CAT, hidrojen peroksidin su ve oksijene ayrigmasini katalize ederken SOD,
superoksidin oksijen ve hidrojen perokside dismutasyonunu katalize etmektedir.
Arsenikle intoksike olan siganlar, artan siiperoksit radikal anyon {iretimine baglanan

indirgenmis SOD aktivitesini ortaya ¢ikarmistir (Valko ve ark., 2005).

Serbest radikal kaynakli hasara karsi hiicresel savunma sisteminin ikinci bir
basamagi, tiyol bazli bir antioksidan sistem tarafindan saglanmaktadir (Manna ve ark.,
2008). Arsenik toksisitesinden dolayr azalan GSH havuzlarmin ve artan lipid
peroksidasyon seviyelerinin, GSH {ireten enzim GR’nin aktivitesinde bir diisiis ile

beraber GST ve GPx’in aktivitelerinde bir artisa yol a¢tig1 anlagilmistir.

Zerdecaldan, antioksidan ve antimutajenik aktivitesi i¢in fitokimyasal,
kiirkiimininin roliinii degerlendirmek amaciyla Bati Bengal’de (niifusunun igme
suyunun i¢inde yiiksek seviyelerde arsenige maruz kaldigi bir bolge) bir alan deneyi
baglatilmigtir (Biswas ve ark., 2010). Bolgedeki goniillillerden alinan kan 6rnekleri,
belirgin DNA hasarin1 ve azalan antioksidan aktivitesini ortaya koymustur. Fakat, 3 ay
boyunca dozajin ardindan kiirkiimin kapsiilleri verilerek, DNA hasar1 azaltilmig, ROS
tiretimi ve lipid peroksidasyon durdurulmus ve kan plazmasinin antioksidan aktivitesi
artirllmistir; boylece arsenikten kaynaklanan DNA hasarina kars: kiirkiiminin koruyucu

rollere sahip olabilecegi ileri siirlilmiistiir.

Arsenik zehirlenmesi igin bilinen en etkili tedavi, selasyon tedavisidir; fakat
Ingiliz anti-levizit merhemi, sodyum 2,3-dimerkaptopropane-1-siilfonat, meso 2,3-
dimerkaptostiksinik asit gibi maddeler, istenmeyen bazi yan etkilerle sonu¢lanmaktadir
(Flora ve ark., 2007). Antioksidanlarla beraber selatlastirict maddenin de eklenmesinin

optimum etkileri elde etmede faydali olabilecegi ortaya konulmustur.

Diger bir calisma; Wistar sicanlarinin kemik iligi hiicrelerindeki polikromatik
eritrositlerde mikrogekirdeklerin olusturulmasinda sodyum arsenitin (ROS iiretimi

yoluyla genotoksik etkileri ile bilinmektedir) genotoksik etkilerini rapor etmistir
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(Balakumar ve ark., 2010). 30 giin boyunca i¢gme sularinin i¢cinde 100 ppm sodyum
arsenit verilen siganlara agizdan uygulanan a-tokoferol (viicut agirliginin 400 mg/kg’i)
ve askorbik asit (viicut agirliginin 200 mg/ kg’i) suplementasyonu, hiicresel antioksidan
sistem iizerinde koruyucu bir etki ve arsenik kaynakli mikrogekirdek olusumunda bir

modiilasyon gostermistir.
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2.2. Vanadyum (V)

Vanadyum ilk kez 1813 yilinda Ispanyol mineralojist Del Rio tarafindan
kesfedilerek ¢esitli oksidasyon reaksiyonlarinda ugradigi renk degisikligi nedeniyle
‘pankrom’ olarak adlandirilmigtir. Daha sonra 1831 yilinda Isvegli kimyager Nils
Gabriel Sefstrom bu minerale Alman giizellik, genglik ve bereket sembolii olan
Vanadis’ten esinlenerek ‘vanadyum’ adini vermistir (Beers ve Berkow, 1999).

Vanadyum celik parlakliginda, gri renkte olan bir metaldir. Atom numarasi 23
atom agirhig1 50.95 g/mol ve 6zgiil agirligi 6.1 g/em®tiir. 1710 °C’ de erir ve 3000 °C’
de kaynar. Bilesiklerinde +3, +4, +5 oksidasyon basamaklarinda bulunur. Oksijen, hava
ve oksidleyici ajanlar varliginda +5, askorbik asit gibi indirgeyici ajanlar varliginda +4
degerliklidir. pH 7.4’teki fizyolojik kosullarda vanadyum anyonik sekli olan vanadat
(VOs , VO4®) formunda, + degerlikli vanadyum ise vanadil (VO*?) formunda bulunur.
Metalik vanadyum havada kararlidir ve seyreltik asit veya bazlarin ¢ogundan
etkilenmez. Saf metal sogukta islenebilecek yumusakliktadir ve islendiginde de gerilme
direnci artar. Az miktarlardaki oksijen, azot veya karbon varliginda metal oldukca
sertlesir. Vanadyum, dogal sekilde metalik vanadyum olarak degil, yaklasik 70 mineral
formunda ortaya ¢ikmaktadir. Biiylik ol¢iide kayalara, topraga ve daha az bir oranda
suya dagilmaktadir (Chasteen, 1983; Kustin ve ark., 1983). Ayrica vanadyum, ham
petrol yaglarinin madeni bilesenlerinden biridir (Schiff ve Graham, 1984). Havadaki
vanadyuma mesleki maruz kalim madencilikte, petrokimya sanayisinde ve komiir ve
yag yakith tesislerde meydana gelmektedir (Waters, 1977). Cogu besinde az miktarda
vanadyum (<1 ng/g) bulunmasina ragmen genel niifus i¢in vanadyuma maruz kalimin
ana kaynagi besinlerdir (Barceloux, 1999). Vanadyumun bir¢ok deniz canlisindaki
temel elementlerden biri oldugu kesfedildiginden bu yana vanadyum, beslenme
uzmanlarinin ilgisini ¢eken bir konu olmustur (Almedeida ve ark., 2001). Vanadyumun
insanlar i¢in gerekli oldugu belirtilmemistir ve higbir besinsel degeri yoktur. Dolayisiyla
beslenme ihtiyaci ya da alimina yonelik tavsiyeler belirlenmemistir. Gida Bilimsel
Komitesi (SCF), vanadyumun gerekliligini destekleyen kanitlarin heniiz olusturulmus
oldugunu belirtmistir (SCF, 1993). Gida ve Beslenme Kurulu tarafindan giinde 1.8 mg
maksimum alim diizeyi belirlenmistir (FNB, 2001). Fakat Vitamin ve Minareller

Konusunda Uzman Grup (EGVM), su anki mevcut verilerin giivenilir bir iist alim
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diizeyi belirlemek igin yetersiz oldugunu belirtmistir (EGVM, 2003). Son yillarda,
steroit kaynakli osteoporozun tedavisi i¢in anabolik maddeler olarak, ilaca direngli
timorler i¢in antidiyabetik ajanlar ya da kemoterapdtikler olarak vanadyum
bilesenlerinin kullanimi 6nerilmistir (Yasui ve ark., 2000; Capella ve ark., 2002; Hulley
ve ark., 2002). Fakat, Domingo (2002) tarafindan incelenen toksik etkiler, vanadyum
iceren ilaglarin insanlara uygulanmasini engellemistir. Hayvan deneylerinde
vanadyumun kemiklerde, bobrekte, karacigerde ve akcigerde biriktigi ve testislere de
ulastigi goriilebilmektedir (IARC, 2006). Karaciger ve bobrek hiicreleri igerisinde
vanadyum; hiicre ¢ekirdeginde, mitokondride ve sitoplazmada bulunmustur. Vanadyum
bilesenleri kan-plasenta ve kan-testis bariyerlerini ge¢ebilmektedir (Altamirano-Lozano
ve ark., 1996; Morgan ve El-Tewil, 2003).

Insan viicudundaki total vanadyum havuzunun 100-200 pg civarinda oldugu
distintilmektedir. Biyolojik sistemlerde vanadyum en fazla vanadat (+5) ve vanadil (+4)
formlarinda bulunur. Plazmada vanadyum her iki degerlikte de bulunabilir. Yaklasik %
90’1 basta transferin olmak iizere proteine bagli olarak bulunur. Alinan vanadyumun
cogu midede katyonik vanadile doniisiir ve duodenumdan bu formda geger.
Intraperitoneal enjeksiyondan sonra vanadyum sirasiyla kemik, bobrek ve karacigerde
birikir. Kemik, vanadyumun esas depo edildigi yerdir. Vanadyum karbonhidrat
metabolizmasin1 glikoz tasimmasi, glikoz tasiyicisinin translokasyonu, glikolizis ve
glikolitik enzimler, glikoz oksidasyonu, glikoz atimi1 ve glikojen sentezini kapsayan
birgok a¢idan etkilemektedir (Tas ve Dirican, 2003; Cigcek ve ark., 2007).

Vanadyumun insililine benzer etkileri lipit metabolik yollari, protein
metabolizmas1 ve mitogeneze de uzanmaktadir. Mineral Vanadyumun in vivo ve in
vitroda ¢esitli insiilinomimetik ve antidiyabetik etkilerine dikkat ¢ekilmektedir. Bu
ozelliklerine iliskin mekanizmanin insiilin uyart iletim yolundaki ¢esitli post-reseptor
olaylarin bilesimiyle ortaya ¢iktig1 disiniilmektedir. Vanadyum kemikte depo
edilmekte fakat kemik yapis1 ve giicii iizerine etkisinin olup olmadigi ise
bilinmemektedir. Pek ¢ok c¢alismada, vanadyumun bir fosfat analogu oldugu ve
fosfatazlarin inhibisyonuyla defosforilasyonu Onleyerek insiilin reseptoriiniin distalinde
serin/tirozin kinazi aktive ettigi belirtilmistir. Yapilan g¢alismalarin sonuglar1 ilerde
vanadyumun diyabet tedavisinde kullanilabilecegi yoniindedir (Beers ve Berkow, 1999;
Tas ve Dirican, 2003; Cicek ve ark., 2007).
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Glinliik normal diyetle 15-30 ug kadar vanadyum saglanmaktadir. Ancak diyet
haricinde solunum yolu ile de alinmaktadir. Asir1 alimmmi toksik etki yapmakta,
semptomlar1 da kendini g6z agrisi, bronsit, dermatit olarak gostermektedir. Askorbik
asidin vanadyum toksisitesini onledigi de belirtilmektedir. Kabuklu deniz hayvanlari,
mantar, maydanoz, dereotu ve karabiber vanadyumun en zengin kaynaklaridir (Aksoy,
2000).

Tabiatta ¢ok dagilmig olarak bulunmasi biyolojik 6neminin oldugunu gosterir.
Mesela, deniz hiyar1 gibi baz1 deniz yaratiklariin kaninda mevcuttur. Deniz suyunda
100 ton su basina 0.3 gr vanadyum bulunur. Vanadyum (deniz tizimii, gomlekliler ve
en az bir mantar tiirii olmak tizere (Kneifel ve Bayer, 1986) yasayan bazi organizmalarin
biinyesinde de belirlenmis, fakat islevi tam olarak aydinlatilamamistir (Justin ve

Macara, 1982).

2.2.1. Vanadyumun Kullamim Alanlar:

Vanadyum en ¢ok ¢elik endiistrisinde tiiketilmektedir. Otomobil endiistrisi, uzay
araclar1 ve ucak sanayisinde titanyumlu alagimlarla birlikte vanadyum kullanilmaktadir.
Son zamanlarda ABD’de kiy1 6tesi petrol sondaj borularinda vanadyumlu alasimlar
kullanilmaya bagslanmistir. Rusya’da yiiksek basingli gaz borularmin yapiminda
kullanilan, ancak giderek bu alanda tiikketimi azalan vanadyum alasimlari, karbon ve
manganli diger alasimlarin paslanmaya kars1 direncini artirdigi i¢in 6zel boru yapiminda
kullanilmaya devam edilmektedir. Vanadyumun gelisen son kullanim alanlar ise;
gozlik camlar1 ve biiylik bina camlarinin ultraviyole isiklara karsi filtrasyonu ve A
vitamini tabletlerin yapimi olarak sayilabilir (Miller ve ark., 1984).

Vanadyum firetiminin % 90’dan fazlas1 demir ve ¢elik alasimlarinda kullanilir.
Yapr gelikleri % 0.03-0.2 arasinda vanadyum igerirler. Bu az orandaki vanadyum ilavesi
celiklerin mekanik 6zelliklerini iyilestirir. Nitekim vanadyum c¢elikleri 6zel yerlerde
mesela ugak motorlariin parcalarinda, yay ve dislilerde kullanilir. % 4 kadar vanadyum
iceren ¢elikler, alet ¢elikleridir. Bunlarin sertlik, dayaniklilik ve saglamliklar1 yiiksektir.
Kimya endiistrisinde vanadyum bilesikleri katalizér olarak kullamlirlar. Ornegin
naftalinin oksidasyonla fitalitik anhidrite doniistiiriilmesinde ve benzer reaksiyonlarda,

ayni zamanda amonyagin nitrik okside oksitlenmesinde kullanilirlar. V,0s bilesigi,
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siilfirik asit iretiminde, kikurt dioksitten kiikiirt trioksit elde edilmesinde katalizor
olarak genis capta kullanilmaktadir. Vanadyum tuzlar1 fotografcilikta, boya olarak
seramiklerde, renk verici olarak cam sanayinde ve ultraviyole isinlarinin gegisini
engelleyici olarak kullanilirlar. Miirekkep yapiminda kullanilan az miktardaki
vanadyum bilesikleri miirekkebe ¢abuk kuruma 6zelligi verir (Miller ve ark., 1984).
VO, grubu, ATP’ deki terminal fosfat baglarin1 bélen enzimler harig, ¢cok giiclii
bir inhibitérdiir. Vanadyum iyonunun, ayrilma reaksiyonunun ge¢is basamaginda

benzer bir rol oynadigina inanilmaktadir.

2.2.2. Vanadatin insiilin Benzeri Etkileri

Streptozotosinle diabet olusturulan ratlarmin viicut agirliklar1 kontrollere oranla
onemli Ol¢iide diiger. Fakat igme sularma vanadat katilarak tedaviye alinan diabetik
ratlarin viicut agirliklarinda degisme olmamaktadir. Diabetik ratlarda kontrollere oranla
3-4 kat artan kan glukoz diizeyi vanadat tedavili ratlarda normal diizeyine inmektedir.
Ratlarda streptozotosin enjeksiyonunu takiben vanadat tedavisine baslandiginda diabet
olusmadigr gozlenmistir. Yiiksek dozlu vanadat tedavisi Orne§in 0.8 mg/ml
hipoglisemiye neden oldugundan uzun siireli normoglisemi saglayamaz. Deney
ratlarinda vanadatin dolagimdaki konsantrasyonu 1.2-1.4 pg/ml arasindadir. Ratlar
katabolik durumlarini korumakta, normoglisemi saglanamadig1 gibi vanadat atilimi,
dokularda vanadat birikimi ve Oliim goriilebilmektedir (Heyliger ve ark., 1985;
Meyerovitch ve ark., 1987). Ratlara 0.2 mg/ml gibi diisik dozda vanadat tedavisi
uygulandiginda, uzun siireli normoglisemi saglandig1 goriilmiistiir ve ratlarin katabolik
durumdan anabolik duruma gectikleri gosterilmistir. Vanadatin dolagim konsantrasyonu
0.7-0.9 pg/ml oldugundan normoglisemik etkisi optimum diizeydedir. Yiiksek dozda
vanadatin serum transaminaz diizeyi artisiyla gosterildigi gibi hepatik fonksiyon
bozuklugu yapmasina karsilik diisik dozda vanadatin herhangi bir toksik etki
yapmadig1 gosterilmistir (Meyerovitch ve ark., 1987).

Vanadat tedavisi sirasinda insiilin diizeyi artma gostermemektedir, aksine insiilin
salmimmi vanadat tarafindan inhibe edilmektedir. Vanadatin, hiicre membranindan

glukoz transportunu hizlandirarak veya tam tersi bir etki ile caligtigini ileri siiren
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goriisler vardir (Partridge ve ark., 1979; Ninfali ve ark., 1983; Bosch ve ark., 1987;
Rodriguez —Bil ve ark., 1989).

Diabetik ratlarda gozlenen depressif kardiak performansinda vanadat tedavisi ile
normale dondiigii gosterilmistir. Vanadat insiiline benzer sekilde glikozu diistirdiigii gibi
kardiak performansi da korudugu gosterilmistir. Vanadatin bu etkiyi, insiiline benzer bir
sekilde diabetik hayvanlarin myokard metabolizmasini mekanik degisimlerden
korudugu, diisen serum diizeyinin myokardial degisimleri 6nledigi ve vanadatin
diabetsiz kontrollerde gosterilen pozitif inotrofik etkisinin diabetik kardiak fonksiyon
bozuklugunu 6nledigi seklinde a¢iklanmaktadir.

Vanadat, eritrositlerde glukoz tiikketimini artirmaktadir. Bu fonksiyonu
intraseliiler 2,3-difosfogliserat yikimiyla olusan biiyiik piriivat yiiklemesiyle sagladigi
sanilmaktadir. Vanadat eritrositlerdeki primer etkisini bu hiicrelerdeki en bol organik
fosfata 2,3-DPG utilazasyonunda gérev alan fosfogliseromutaz ve bifosfogliseromutaz
ile etkilesime girerek gostermektedir. 2,3- DPG’ tin 3- fosfogliserik asite dontisiimiinii
katalizleyen bu enzimlerin aktivasyonunu saglayan vanadat boylece eritrositlerde
glikolizi hizlandirmaktadir (Ninfali ve ark., 1983).

Vanadat izole rat adipositlerinde heksoz transportunu stimiile etmektedir.
Adipositlerde 2-deoksiglikoz transportunda vanadatin olusturdugu artis, hizlandirilmis
heksoz transport inhibitdrii olan sitokalasin B ile inhibe edilir. Vanadat ve insiilin 2-
deoksiglikoz transportu iizerinde katlamali stimiilen etki gostermekte, transport
sisteminin insiilin ile daha ©nce aktivite edildigi hiicrelerde ise vanadat heksoz
transportunu etkilememektedir. Bu veriler, vanadatin glukoz ve anologlari i¢in insiiline
hassas, hizlandirilmiz heksoz transport sistemini spesifik bir sekilde aktive ettigini
gostermistir. Bu etkisini fosfotransferaz ve oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlariyla
interaksiyona girerek sagladigi diisliniilmesine ragmen etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir.

Insiilin ve vanadat adipositlerde glikojen sentaz aktivitesini benzer oranlarda
arttirmaktadir. Vanadatin glikojen sentaz iizerindeki etkisi enzimin fosforilasyonunu
azaltmasiyla aciklanmistir. Glikojen sentaz birgok bolgesinden fosforilasyon ve
defosforilasyonu azaltmasiyla aciklanabilir. Glikojen sentaz birgok bolgesinden
fosforilasyon ve defosforilasyon mekanizmasiyla regiile edilir. Vanadat, rat

hepatositlerinde insiiline ters etkiyerek glikojen fosforilazi aktive etmekte, bdylece



45

glikojen sentazin inaktivasyonuna neden olmaktadir. Bu da vanadatin adiposit ve iskelet
kasinda gozlenen insiilin benzeri etkilerine zit diismektedir (Bosch ve ark., 1987). Fare
diyaframinda vanadatin glikojen sentezini stimiile ettigi gosterilmis, bu etkisinin insiilin
reseptor kinaz aktivitesinin stimilasyonundan bagimsiz oldugu savunulmustur (Strout,

1989).

2.2.3. Vanadatin Insiilin Benzeri Etki Mekanizmasi

Vanadat, insiilin gibi insiilin reseptoriiniin 95000 daltonluk subiinitesindeki
fosforilasyonunu artirmaktadir. Vanadatin insiilin benzeri etkilerinin ¢ogu insiilin
reseptoriiyle etkilesimine baglansa da etkisini insiilin reseptoriinden bagimsiz
gosterdigine dair ¢alismalar son yillarda agirlik kazanmustir (Strout, 1989; Green, 1986).
Adipositlerde tripsin uygulamasi insiilin reseptoriiniin insiilin baglama kapasitesini yok
eder. Tripsin bu etkisini reseptoriiniin alfa subiinitini inhibe ederek veya en azindan
insiilin baglama bolgesinde degisiklige yol agarak saglamaktadir. Bu tip hiicrelerde
vanadatin glukoz transportunu stimiile etmesi, etkisini reseptoriin alfa subiinitesi ile
interaksiyona girerek gostermedigini kanitlanmistir. Bu durumda vanadatin beta subiinit
fosforilasyonunu arttirarak insiilin benzeri etki gosterdigi hipotezi dogru oldugu ileri
striilmiistiir. Baska bir c¢alismada, adipositler tripsin varliginda kronik insiilin
inkiibasyonuna tutuldugunda reseptoriin beta subiinitinin insiilin baglama kapasitesini
% 60 oraninda bloke edildigi ileri siiriilmiistiir. Bu tip hiicrelerle normal hiicreler
arasinda vanadatin glukoz transportunu stimiile edici etkisinin farksiz olmasi, etkisini
beta subiiniti iizerinden de gosterdigini kanitlamistir. Bu sonuglar vanadatin insiilin
reseptOriiniin  tirozin kinaz aktivitesini ve fosforilasyonunu artirdigini gdosteren
calismayla ters diligsmiistiir. Vanadatin glukoz transportundaki regiilator etkisi bir
tinslilinsiz reseptor proteinin fosforilasyonunu artirmasit sonucu olmus olabilir.
Vanadatin adipositlerde maksimum etkisini pentoz fosfat yolunda gostermesi etki
mekanizmasinin postinsiilin reseptoriine bagl olabilecegini gostermistir (Green, 1986;

Duckworth, 1988).
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2.2.4. Vanadyum ve Insan Hastahklari

2.2.4.1. Solunum Sistemine Etkileri

iki goniilliiden yararlanan deneysel bir ¢alisma, dogru maruz kalim diizeylerini
ortaya koymustur ve vanadyum pentoksit olarak 0.06 mg vanadyum/m>e akut bir
maruz kalim sonrasinda mukus olustugunu ve Oksiirmenin meydana geldigini
gostermistir (Zenz ve Berg, 1967). Oksiirme ve mukus olusumunun baslamasi, 7-24 saat
gecikmistir. Solunum fonksiyon testleri normal bulunmustur. Bu LOAEL, 0.0002 mg
vanadyum/m®iin akut inhalasyon MRL’sini hesaplamak i¢in kullanilmistir. Vanadyum,
celik yapiminda kullanilmaktadir ve yanan fuel oilden salinmaktadir; dolayisiyla
vanadyum pentoksit tozlarima mesleki maruz kalim cogunlukla metalurji ve kazan
temizlemeden kaynakli olmaktadir. Bir giin gibi az bir siire (Levy ve ark., 1984; Musk
ve Tees, 1982; Thomas ve Stiebris, 1956; Zenz ve ark., 1962) veya 6 ya da daha fazla
yil gibi uzun bir siire (Wyers, 1946; Vintinner ve ark., 1955; Sjoeberg, 1956; Lewis,
1959; Orris ve ark., 1983) boyunca degisik seviyelerde vanadyum pentoksit tozlarina
maruz kalan is¢ilerde; oOksiiriik, hiriltili solunum, godglis agrisi, burun akintis1 veya
bogaz agris1 gibi hafif solunum sikintis1 goriilmektedir. Kronik olarak maruz kalan
is¢ilerle yapilan bir ¢alisma, burun mukozasinda artan nétrofilleri ortaya koymustur
(Kiviluoto ve ark., 1979; 1980; 1981). Daha siddetli patoloji rapor edilmemistir.
Semptomlar, maruz kalim sona erdikten sonraki giinler veya haftalar icerisinde tersine
cevrilmigtir. Solunum yoluyla maruz kalmanin mesleki ortamlarda agir bastigi
diistiniilmektedir; fakat agiz (mukosiliyer klerens), toplam maruz kalmaya katkida
bulunabilmektedir. Maruz kalim diizeyi veya siirekliligin tepki siddeti ile olan iliskisini
degerlendirmek amaciyla veri saptanmamistir. Kronik etkiler, nadiren rapor edilmistir.
Hayvan verileri, insanlarla ilgili bulgular1 desteklemektedir ve vanadyum bilesiklerinin
solunum i¢in zehirli maddeler olduguna yonelik ek kanit saglamaktadir. 6 saat boyunca
vanadyum pentoksit olarak 2.8 mg vanadyum/m? soluyan maymunlar, 1 giin sonra artan
pulmoner diren¢ gdstermistir ve bu durum 0.3 mg vanadyum/m*’te gorliilmemistir
(Knecht ve ark., 1985). Bu maymunlarda bronkoalveoler lavajda polimorfoniikleer
l6kositlerde de onemli bir artis olmustur, dolayisiyla toplam hiicre sayimlarinda artis
olmustur. 2 hafta boyunca gilinde 6 saat bizmut ortovanadat soluyan farelerde akciger

agirhiginda artiglar ve alveolar makrofajlarin, akciger lipitlerinin ve tip II pndmositlerin
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yigilmasindaki bir artis ile kendini gdsteren alveolar proteinozis goriilmiistiir (Lee ve
Gillies, 1986). 8 ay boyunca giinde bir saat maruz kalan tavsanlarda nefes darlhig

goriilmiistiir (Sjoeberg, 1950).
2.2.4.2. Kardiyovaskiiler Etkiler

Tam olarak belgelenmeyen maruz kalim diizeylerinde vanadyum pentoksit
tozlaria kronik olarak maruz kalan is¢ilerin kan basinct degerleri normal bulunmustur
(Vintinner ve ark., 1955). Bu ¢alismada diger kardiyovaskiiler parametrelerin higbiri
incelenmemistir, ama baska bir ¢alisma, vanadyum iscilerinde normal
elektrokardiyogramlar ortaya koymustur (Sjoeberg, 1950). 8 ay boyunca giinde bir saat
vanadyum pentokside maruz kalan tavsanlarda kardiyovaskiiler hasara iligkin
histopatolojik kanit goriilmemistir (Sjoeberg, 1950), fakat bu ¢alisma kardiyovaskiiler

fonksiyona dair kapsamli bir inceleme sunmamaktadir.
2.2.4.3. Gastrointestinal Etkiler

Akut olarak vanadyum pentoksit tozlarina maruz kalan goniilliilerin higbir
gastrointestinal sikayeti olmamistir (Zenz ve Berg, 1967). Yag yakicilarin kiillerindeki
vanadyuma maruz kalmis olan insanlarda da gastrointestinal semptomlar gériilmemistir
(Sjoeberg, 1950). Bir ¢alisma, fabrikalarda kronik olarak vanadyum tozlarina maruz
kalan is¢ilerin bazen bulanti ve kusmadan sikayet ettigini ortaya koymustur (Levy ve
ark., 1984), fakat bu semptomlarin birtakim sebepleri (diger maddelere maruz kalim
gibi) olabilmektedir ve dogrudan vanadyuma baglanamamaktadir. Bu kisiler
muhtemelen tozlarin bazilarin1 da yutmustur. 8 ay boyunca yiiksek diizeylerde (200
mg/m®) vanadyum pentoksit tozlarina maruz kalan tavsanlarn gastrointestinal

sisteminde az oranda histopatolojik hasar goriilmiistiir (Sjoeberg, 1950).
2.2.4.4. Hematolojik Etkiler

Vanadyum tozlarina kronik olarak maruz kalan is¢ilerin yani sira akut olarak

maruz kalan goniillillerin de (Zenz ve Berg, 1967) hematolojik degerleri normaldi
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(Kiviluoto ve ark., 1981a; Sjoeberg, 1950; Vintinner ve ark., 1955). Histolojik
muayeneye gore, vanadyum pentoksit tozlarina akut ya da kronik olarak maruz kalan

tavsanlar, kemik iliginde higbir degisiklik gostermemistir (Sjoeberg, 1950).

2.2.4.5. Kas-Iskelet Sistemine Etkileri

Vanadyum pentokside maruz kalan iscilerle yapilan bir ¢alismada kas kuvveti
degismemistir (Vintinner ve ark., 1955). Solunum yoluyla maruz kalim sonrasinda

hayvanlarda kas-iskelet sistemine etkilerine iliskin higbir ¢alisma tespit edilmemistir.

2.2.4.6. Hepatik Etkiler

0.01-0.5 mg/m*lik vanadyum tozlarma kronik olarak maruz kalan isgilerde,
olasi karaciger hasarini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan dért enzim ALP, AST,
ALT ve LDH (serum alkalen fosfataz, aspartat aminotransferaz, alanin amino-transferaz
ve laktat dehidrojenaz) normal serum seviyelerindeydi (Kiviluoto ve ark., 1981a). 8 ay
boyunca vanadyum pentoksit tozlarina maruz kalan tavsanlar, karacigerde bir miktar
yag dejenerasyonu gostermistir (Sjoeberg, 1950). Fakat, karaciger fonksiyonu test
edilmemistir ve arastirict tarafindan agiklama yapmaksizin, karaciger degisiklerinin 6zel

bir 6neme sahip olmadigini belirtilmistir.

2.2.4.7. Renal Etkiler

0.01-0.5 mg/m3’liikk vanadyum tozlarina kronik olarak maruz kalan iscilerde,
olas1 bobrek hasarmi belirlemek igin yaygin olarak kullanilan 18 enzim ve diger
maddeler normal serum seviyelerinde belirlenmistir (Kiviluoto ve ark., 1981b). Kronik
olarak vanadyuma maruz kalan, diger c¢alismalardaki isgilerde bobrek hastaligini
belirlemek i¢in kullanilan maddeler (kastlar, protein seviyeleri, iire) normal idrar
seviyelerinde bulunmustur (Sjoeberg, 1950; Vintinner ve ark., 1955).

Akut ya da kronik olarak vanadyum pentoksit tozlarina maruz kalan tavsanlar,
bobrekte yag dejenerasyonu gostermistir; fakat arastirici, agiklama yapmaksizin, bunu

vanadyuma baglamamistir (Sjoeberg, 1950). Vanadyuma solunum yoluyla maruz
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kalimin ardindan hayvanlarda hepatik etkilere iliskin baska hicbir ¢aligma tespit

edilmemistir.

2.2.4.8. Dermal/OKkiiler Etkiler

Fabrikalarda kronik olarak vanadyum tozlarina maruz kalan is¢ilerde solunum
giicliigline ek olarak hafiften orta derecelere dogru degisen diizeylerde goz irritasyonu
belirlenmistir (Sjoeberg, 1950; Vintinner ve ark., 1955; Thomas ve Stiebris, 1956;
Lewis, 1959; Levy ve ark., 1984). Vanadyum tozuna kisa siireli maruz kalim da
konjunktivite neden olabilmektedir (Zenz ve ark., 1962). Baz isgilerde goriilen diger
onemli periferal bulgu ise dilin yesil bir renk almasidir ve bu durum dogrudan
vanadyum birikimine baglanmistir. Kontrollerle karsilagtirilirsa iscilerde, deri
iltihabinda higbir artis yoktur (Vintinner ve ark., 1955), fakat bazi iscilerde ciltte
dokiintiiler olmustur (Orris ve ark., 1983).

Vanadyum pentoksit tozlarina akut ya da kronik olarak maruz kalan tavsanlar da
konjunktivit (siddeti belirtilmemistir) gostermistir (Sjoeberg, 1950).

Vanadyum maden tozuna maruz kalan is¢ilerde kilo kayb1 da rapor edilmistir

(Vintinner ve ark., 1955).

2.2.4.9. immiinolojik Etkiler

Tespit edilen tek insan verisi, fabrikalarda belirtilmemis seviyelerde vanadyum
tozlarina kronik olarak maruz kalan iscilerin deri iizerinde ya da solunum sisteminde
hicbir 6nemli alerjik reaksiyon belirtisi gostermedigini ortaya koymustur (Sjoeberg,
1950). Fakat bu, immiinolojik fonksiyona iligkin yeterli bir degerlendirme olarak
diistiniilemez.

Akut ya da kronik olarak vanadyum pentoksit tozlarina maruz kalan tavsanlar,
dalakta histopatolojik degisiklikler gostermemistir (Sjoeberg, 1950); fakat bu, bagisiklik

sisteminin tam bir degerlendirmesi degildir.
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2.2.4.10. Norolojik Etkiler

Akut olarak maruz kalan goniilliilerin hi¢bir ndrolojik sikayeti olmamistir (Zenz
ve Berg, 1967). Vanadyum tozlarina maruz kalan is¢ilerin ¢ogunda, olumsuz major
norolojik belirtiler rapor edilmemistir (Vintinner ve ark., 1955; Sjoeberg, 1956 ). Fakat
baz1 isciler; basdonmesi, depresyon, bas agrisi veya parmaklarin ve kollarin titremesi
sikayetinde bulunmustur (Vintinner ve ark., 1955; Levy ve ark., 1984) ama bunlarin
0zellikle vanadyuma maruz kalimdan kaynakli olup olmadig belli degildir.

8 ay boyunca vanadyum pentokside maruz kalan tavsanlar, beyinde patolojik
degisimler gostermemistir (Sjoeberg, 1950). Norolojik fonksiyonu test eden bagka
hi¢bir hayvan ¢alismasi tespit edilmemistir. Solunum yoluyla maruz kalimin ardindan
insanlarda ya da hayvanlarda ortaya ¢ikan sagliga yonelik etkilere iliskin hi¢bir ¢aligma

tespit edilmemistir.

2.2.4.11. Genotoksik Etkiler

Vanadyum bilesenlerinin genotoksisitesi hakkindaki bilgi tartisilir niteliktedir ve
farkli etki mekanizmalarina dayanmaktadir. Arastirmacilar tarafindan vanadyumun bes
degerli ve dort degerli formlarinin, bakterilerde mutajenik olmadig: (Leonard ve Gerber,
1994); V79 hiicrelerinde ise ya zayif bir sekilde mutajenik ya da hi¢ mutajenik olmadigi
bildirilmistir (Galli ve ark., 1992; Cohen ve ark., 1992; Zhongve ark., 1994).
Genotoksik etkilerin vanadyum bilesenleri ile indiiksiyonundaki etki sekillerinden biri,
reaktif oksijen tiirlerinin liretimi ve/veya DNA-protein capraz baglaridir (Shi ve ark.,
Cohen ve ark., 1992; Sakurai, 1994; Stemmler ve Burrows, 2001). Insan
lenfositlerindeki ve fibroblastlarindaki komet deneyi ile canli disinda vanadyum
pentoksidin ve sodyum metavanadatin DNA’ya hasar veren etkisi gézlenmistir (Rojas
ve ark., 1996; lvanecsits ve ark., 2002). Vanadyum pentoksidin kronik intraperitoneal
(i.p.) uygulamasinin ardindan farelerin sperminde ve ¢esitli somatik dokularda da komet
deneyi ile DNA hasari indiiksiyonu Ol¢iilmiistiir (Altamirano-Lozano ve ark., 1993;
Altamirano-Lozano ve ark., 1999). Fakat, vanadyum bilesenlerinin klastojenik
potansiyeli hakkindaki bilgi tartigilir niteliktedir. Sodyum metavanadat, amonyum

metavanadat, sodyum ortovanadat ya da vanadil siilfat ile, insan lenfosit kiiltiirlerinde
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higbir klastojenisite bulunamamistir (Migliore ve ark., 1993). Buna karsin CHO
hiicrelerindeki ii¢ vanadyum bileseni, yapisal kromozom bozukluklarina neden olmustur
(Owusa-yaw ve ark., 1990). Fare kemik iligi hiicrelerinde sadece vanadil siilfatin
klastojenik oldugu bildirilmistir (Ciranni ve ark., 1995).

Vanadyum bilesenlerinin andjenik potansiyeli i¢in mevcut olanlardir. Vanadyum
bilesikleri cdc25 fosfatazlari da dahil olmak {izere tirozin fosfatlarinin (Tracey, 2000) ve
dinein ATPazin giicli inhibitorleridir (Winkelhaus ve Hauser, 1997; Ochi, 2002); bu
durum hatali kromozom ayrilmasina uygun ig fonksiyonu ve predispoze hiicrelerine
engel olduklarini ifade etmektedir. Maya calismalari, dort degerli ve bes degerli
vanadyumun neden oldugu andploidi indiiksiyonunu ortaya koymustur (Galli ve ark.,
1991). Canli i¢inde fare kemik iligi hiicrelerinde (Migliora ve ark., 1993) ve insan
lenfosit kiiltiirlerinde de vanadyum bilesenleri araciligiyla kromozom bozukluklarinin
sayisal olarak azaldig1 fark edilmistir (Ciranni ve ark., 1995; Mailhes ve ark., 2003).
Vanadyum bilesenleri tarafindan olusturulan mikrogekirdekler (MN), CREST ya da
FISH etiketleme ile sentromerlerin varlig1 gosterilerek kromozom kaybina baglanmigtir
(Migliora ve ark., 1993; Zhong ve ark., 1994; Migliora ve ark., 1999). Sitogenetik
analizler icin kemik iligi hiicreleri alinan aymi farelerden alinan ikincil oosit
orneklerinde, prematiire anafaz oranlarinda doza bagl belirgin bir artis gézlenmistir
(Mailhes ve ark., 2003). Attia ve ark. (2005), prematiire anafaz olusumunun temelinde
yatan mekanizmanin, sodyum ortovanadat ile domuz oositlerinin partenojenetik
aktivasyonuna, yani protein tirozin kinaz aktivitelerinde bir artisa aracilik eden
mekanizmanin aynisi oldugunu varsaymaktadir. Yiikseltilmis kinaz aktiviteleri, siklin B
bozunumu olmaksizin maturasyonu destekleyen faktorde (MPF) bir azalma ile
sonuclanmistir. Mailhes ve ark. (2003); fare oositlerinde gozlenen sitogenetik
degisimlerin, oosit maturasyonu sirasinda kinaz/fosfataz dengesindeki vanadat ile
iligkili pertiirbasyonlar1 yansittig1 ve dolayisiyla hatali kromozom ayrilmasi potansiyeli

tasidig1 sonucuna varmislardir.



52

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

2.3.1. Serbest Radikaller

Yapilarinda eslesmemis elektron iceren atom, atom grubu veya molekiillere
serbest radikal denir. Serbest radikaller siklikla transfer zincirinde veya oksidazlar
aracilifiyla meydana gelen elektronlarin transferi ile olusabildikleri gibi, molekiildeki
baglarin homolitik olarak parcalanmasi sonucu elektronlardan her birinin farkli atomlar
tizerinde kalmasiyla da tretilebilirler. Ayrica iyonize radyasyon da serbest radikal
kaynaklarindan biridir (Cherubini ve ark., 2005).

Serbest radikaller agir1 iiretilmeleri halinde toksiktirler ve hiicrelerdeki lipidleri,
proteinleri ve DNA’y1 oksitleyerek peroksidasyona ve modifikasyona neden olabilirler.
Bu olaya “oksidatif stres” denir (Basu, 1999). Ayrica viicutta bagisiklik sistemine ait
hastaliklar, yaslanma, aterosklerdz, iskemik hasar, hipertansiyon, norolojik hastaliklar,
akciger ve karaciger hastaliklari, g6z hastaliklari, mutajenezis, karsinojenezis,
infeksiyoz hastaliklar ve {iirolojik hastaliklar gibi hastaliklara da neden olabilirler
(Kaneko ve ark., 1980; Zima ve ark., 1995).

Reaktif oksijen tiirlerinin biyolojik sistemlerde yararl etkilerinin yaninda zararl
etkileri de vardir (Valko ve ark., 2004). Serbest radikallerin yararl etkilerine, hiicreigi-
hiicreleraras1 sinyal iletiminde onemli roller oynamalar1 Ornek olarak verilebilir.
Makrofajlar ve nétrofiller, IL-12 ve TNF-a ile uyarildiklarinda patojenlere karsi
bakterisidal etkilerini iirettikleri ROS ile gosterirler (Sekil 2.4) (Aoki ve Xing, 2004).
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Sekil 2.9. Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerde fagositik solunumsal patlama
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Serbest radikaller somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran
molekiillerdir. Antioksidanlar da bu serbest radikallerin etkilerini notralize eden, kanser,
kalp hastaliklar1 ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlarini engelleyen
molekiillerdir (Zima ve ark., 1995). Oksidasyona neden olan serbest radikaller temel
olarak oksijen kaynakli metabolitler, (stiperoksit anyonlar1 O, ~, hidrojen peroksit H,O5,
hidroksil radikali (OH), hipokloréz asit, kloraminler, azot dioksit, ozon ve lipit
peroksitlerdir (Basu, 1999). Serbest radikal olusumuna sigara, herbisit ve pestisitler,
coziiciiler, petrokimya irlnleri, ilaglar, giines 1sinlari, X-1sinlari, hatta yiyeceklerde
bulunan bazi1 bilesikler neden olur. Egzersizler de oksijen kullanimindaki artigla beraber
serbest radikal olusumuna neden olurlar (Conn ve ark., 1991).

Oksijen, iki elektronu eslesmemis sekilde bir konfigiirasyona sahiptir. Bu
ylizden biradikal olarak degerlendirilmektedir. Oksijen molekiilii reaktif olmamasina
ragmen diger radikallerle reaksiyona girme ozelligine sahiptir. Oksijen, iki elektronu

eslesmemis sekilde bir elektron dagilimina sahiptir (Vincent ve ark., 2004). Oksijen
molekiilii tek elektron alarak siiperoksiti (02-), iki elektron indirgenmesi ile hidrojen
peroksiti (Hzoz) meydana getirir. Siiperoksit, dogrudan zararli bir serbest radikal
olmamakla birlikte, gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi ve H 2O . kaynag1 olarak 6nemli

bir yere sahiptir. Siiperoksit fizyolojik pH’da kendiliginden ya da siiperoksit dismutaz
(SOD) ile katalize edilen bir reaksiyonla H ,0, olusturabilir (Vincent ve ark., 2004).

Olusan H 2O ) ile demir tuzlarinin reaksiyonu bir¢ok radikalin olusumuna zemin hazirlar.

- 2 +3
Fenton reaksiyonunda O, oncelikle bir metal (Cu veya Fe ) iyonu ile
reaksiyona girer boylece indirgenmis metal ve O ) meydana gelir. Daha sonra indirgenen

metal iyonu H 2O2 ile reaksiyona girerek baslangictaki metal iyonunu ve hidroksil

- - +2 +2
radikalini (OH) olusturur. H,O, OH radikalini meydana getirmek i¢in Cu ile Fe

iyonuna oranla daha ¢ok reaksiyona girer. Hidroksil radikali canli hiicrelerde bulunan
polisakkaritler, aminoasitler, fosfolipidler, DNA bazlar1 ve organik asitler gibi pek cok

molekiille reaksiyona girebilir (Sies, 1997). Hidrojen peroksit, myeloperoksidaz enzimi
(MPO) katalizorliiglinde Cl ile reaksiyona girerek daha giiclii bir radikal olan
hipokloriti (HOCI-) meydana getirir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Serbest radikal olusum reaksiyonlari, oksidan ve antioksidan enzimler
(Temple ve ark., 2005).

HOCI, alkilperoksil radikali (OOCR), O, ve OH ile birlikte lipid

peroksidasyonunu bagslatan oksijen radikalidir (Patockova ve ark., 2003). Lipid
peroksidasyonu, membranlarda bulunan doymamis yag asitlerinin (PUFA) serbest
oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler gibi g¢esitli iirlinlere
yikilmasi sonucu olusur. Lipid hidroperoksitleri yikimlandiginda ¢ogu biyolojik olarak
aktiftir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangictaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger birimlerine hasar verirler (Halliwell, 1991).

Ortamda artmig olarak bulunan reaktif oksijen tiirleri nitrik oksit (NO) ile birlesip

peroksinitrit (ONOO') olusumuna yol agmaktadir. Peroksinitritin dogrudan DNA
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hasarina yol acarak apoptotik yolaklar tetiklemesi s6z konusudur. NO memeli canli
hiicreleri tarafindan uygun miktarda iiretildiginde konak savunmasi, noronal iletisim,
yangi ve vaskiiler regiilasyon gibi fizyolojik siireclerde anahtar sinyal molekiilii olarak
gorev yapar (Guo ve ark., 2001). Bunun yaninda asiri ve kontrol edilemeyen NO
sentezi, insanlarda bir¢ok oliimciil hasara neden olabilir. Bunlarin arasinda en 6nemlileri
inme, diyabet, ndrodejenerasyon, artrit ve kronik yangi bulunmaktadir (Ebadi ve
Sharma, 2003). Nitrik oksit, NO sentetaz (NOS) adi verilen enzimler vasitasiyla L-
arjininden sentezlenen, kolaylikla hiicre icine ve hiicre membranlarina diflize olup
molekiiler hedeflerle reaksiyona girebilen kiigiik, kismen kararli bir serbest radikal
gazdir (Sekil 2.4). Farkli genlerden kaynaklanan ve degisik sinyal yollariyla regiile
edilen 3 tip NOS enzimi bulunmaktadir. Bunlar néronal (nNOS), sitokin ve
lipopolisakkarit-uyarilabilir (iNOS) ve endotelyal (eNOS) nitrik oksit sentetazdir
(Shimomura-Shimizu ve ark., 2005).

Nitrik oksitin dogrudan etkisi daha 1limli olmakla beraber, O 2_ ile birlesip NOO

olusturarak olumsuz etkisini artirmaktadir. Peroksinitrit proteinlerdeki tirozin artiklarin
nitrotirozinleri olusturmak i¢in modifiye eder. Norofilamentlerin ve aktin gibi yapisal
proteinlerin nitrasyonu patolojik sartlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. insanlarda
ateroskleroz, myokardiyal iskemi, septik ve hasarli akcigerler, yangisal bagirsak
hastalig1 ve amyotropik lateral skleroz gibi durumlarda nitrotirozinlerin ortaya g¢iktigi
bildirilmektedir (Maeda ve Akaike, 1998; Coleman, 2001).

Reaktif oksijen tiirleri mitokondriyal solunum zinciri, sitokrom P450 (Blanck ve
ark., 1991), ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, siklooksijenaz, monoamin oksidaz,
NADPH oksidaz gibi oksidatif enzimler (Toykuni, 1999; De Groot, 1994);
ferrohemoglobin veya myoglobin gibi hem proteinlerinin otooksidasyonu ile olusabilir.
Bu hiicresel kaynaklarin yan1 sira radyasyon, UV 1sinlari, sigara ve baz ilaglar ¢evresel
serbest radikal kaynaklari olarak sayilabilir. Oksidanlarin 6zellikle ROS’lerin agirt
birikmesiyle olusan oksidatif stres (Opara ve ark., 1999), membran lipidlerindeki
doymamis yaglardaki baglar1 koparip membran viskozitesini ve gecirgenligini arttirir,

ayrica membran se¢iciligini de degistirir (Prasad ve ark., 1989). Reaktif oksijen

tiirlerinin olusumunun baslangicinda yer alan 02-, enzim aktivasyonlarinda bozulmaya

+2
ve iyon transferinde aksakliklara neden olurken, Fe iyonu ile reaksiyona girip
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proteolizise neden olabilir (Giles ve ark., 2003). DNA’da ise; seker halkalarinda
kopmalar sonucu mutasyonlar, bazlardaki modifikasyonlara bagli translasyon hatalari,
zincir kirilmalari ile protein sentezinde inhibisyonlara neden olur, bdylece hiicre 6liime
gidebilir (Evans ve ark., 2003; Giles ve ark., 2003). Serbest radikaller; viicutta ayrica
bagisiklik sistemine ait hastaliklar, yaslanma, norolojik hastaliklar, ateroskleroz,
hipertansiyon, iskemik hasar, karsinojenez, mutajenez, infeksiydz, karaciger, akciger,

g0z ve iirolojik hastaliklara da neden olabilir (Zima ve ark., 1995).
2.3.2. Antioksidan Sistemler

Serbest radikaller somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldirirlar.
Antioksidanlar da bu serbest radikallerin etkilerini nétralize eden kanser, kalp
hastaliklar1 ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlarini engelleyen

molekiillerdir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Antioksidanlarin serbest radikalleri notralize etmesi.

Hiicreleri ROS’a karsi koruyan birgok enzimatik ve non-enzimatik mekanizma
bulunmaktadir. 02-’1 etkisizlestiren SOD, HZOZ’i hidrolize eden katalaz (CAT) ve

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sistemleri ve paraoksanaz (PON); reaktif yan tirtinleri

ve lipid aldehidleri yok eden glutatyon transferazlar, ¢esitli ROS’lerini elimine eden

+2
metallotioninler, hem oksijenazlar; oksidatif reaksiyonlar1 basglatan Fe gibi gecis
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metallerini baglayan seruloplazmin ve ferritin bunlarin arasinda sayilabilir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar diisiik molekiiler agirlikli glutatyon (GSH), vitamin E, askorbat,
vitamin A, ubiquinon, iirik asit ve bilirubindir (Yu, 1995; Halliwell, 1999).

Bakir-¢inko SOD (Cu-Zn SOD) sitozolde ve mitokondriyi saran iki zarin
arasinda bulunurken, manganez iceren SOD (Mn-SOD) ise mitokondriyal matrikste
yeralir. Her iki enzim de ROS kaynakli toksisitenin engellenmesinde Onemlidir
(Fridovich, 1997). CAT oncelikle peroksizomlarda bulunmaktadir. iki hidrojen

peroksitin reaksiyona girip su ve molekiiler oksijen olusturdugu tepkimeyi kataliz eder.
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Sekil 2.12. Reaktif oksijen tiirlerinin ve antioksidanlarin lokalizasyonu (Fineud
ve ark., 2006).

Glutatyon peroksidaz sistemi, GSH-Px, glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerini ve

GSH ile NADPH’1 igeren birgok elemandan meydana gelmektedir. GSH bu sistemin
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onemli parcalarindan biridir. Glutatyon transferazin kofaktorii olarak ilag ve
kimyasallarin ve reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasina yardimci olmaktadir.
Biitiin bu fonksiyonlarindan dolayt GSH muhtemelen hiicredeki en o6nemli non-

enzimatik antioksidandir (Parke, 1999), (Sekil 2.13).

2.3.3. Antioksidan Mekanizmalar

Oksidanlar inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir. Normal saglikli
kisilerde serbest radikaller/antioksidanlar denge halindedir. Antioksidanlar 4 farkli
mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler.

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme
seklinde olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale
getirme seklindeki bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gormiis biyomolekiiller onarilir.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklindeki bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir

(S6zmen, 2002, Taysi ve ark., 2002, Cherubini ve ark., 2005).

2.3.4. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Organizmalarda enzimatik antioksidanlarin gibi vitaminler de serbest
radikallerin zararli etkilerinin ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol alir. Vitaminler non-
enzimatik antioksidanlar kisminda yer alir. Bunlar igerisinde vitamin C,
karotenoidlerden koken alan vitamin A ve vitamin E en basta gelen antioksidan

vitaminlerdir.

2.3.4.1. Vitamin C

Vitamin C, akcigerler ve gz lensi gibi su igerigi yliksek organ ve dokularda

bulunan gii¢clii bir antioksidan sistemi olusturur. Vitamin E ile birlikte lipoproteinlerde



ve hiicre membraninda bulunan o -tokoferoksil radikalinin B-tokoferole rediiklenmesini

saglar (Carr ve Frei, 1999; Kojo, 2004).
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Sekil 2.13. Reaktif oksijen tiirleri ve antioksidanlar arasindaki iliski.

2.3.4.2. Vitamin E

Vitamin E, tokoferol yapisinda olup a, B, vy, & olmak lizere dort farkli tipin
karisimi seklinde bulunabilir ve yagda ¢oziniir 6zellige sahiptir. Vitamin E’nin en aktif
formu olan a-tokoferol ¢ok kuvvetli bir antioksidandir ve hiicre membran

fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden
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korur. Vitamin E, O, °, OH", lipid peroksil radikallerine ve diger radikallere bir elektron
vererek zararsiz formlara doniisiimlerini saglar. Lipid peroksil radikallerini yikarak lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi i¢in zincir kirict bir antioksidan
olarak da gorev goriir (Burton ve Ingold, 1989; Priyor, 2000). Yapisinda bulunan
fenolik OH" gruplu aromatik halka vitaminin aktif kismini olusturur ve antioksidan

Ozelligi bu gruptan kaynaklanir (Burton ve Ingold, 1989).

LOO  + a-tokoferol-OH—> LOOH + a-tokoferol-O
(tokoferoksil radikali)

2.3.4.3. Karotenoidler

Karotenoidlerin en 6nemli kaynagi bitkiler olup dogal pigmentlerin biiyiik
oranda dagilmis gruplarindan biridir. Genellikle kirmizi, turuncu ve sari renklidir.
Olgun bitkilerde klorofil iceriginin azalmasiyla domates, karpuz, portakal gibi ¢ogu
meyvenin renkleri ortaya ¢ikar. Karotenoidler bitkilerin fotosentezi igin 151k toplama,
ozellikle de yikic1 fotooksidasyona karsi koruyucu olarak gereklidir. Karotenoidler ticari
gida maddelerine kimyasal sentezle iiretilen saf bilesikler ya da dogal ekstraktlar
seklinde renklendirici olarak eklenirler (Cadenas ve ark., 1996). Karotenoidler
tetraperten ailesinden olup dogada 600’den fazla ¢esidi bulunur. Bitki, alg, mantarlar ve
bakteriler tarafindan sentezlenebilirken, insanlar ve hayvanlar viicutlarinda
sentezleyemeyip besinlerle disaridan alirlar. Insan ve hayvanlarda, karotenoidler, diger
antioksidanlarla beraber veya onlar1 tetikleyerek peroksil ve singlet oksijen
radikallerinin etkisi ile olusan fotooksidatif siirece karsi gorev alirlar. Karotenoidlerin,
hayvan denemelerinde (Giron ve ark., 1997; Kim ve ark., 1998; Okajima ve ark., 1998)
ve insanlarda in vitro kanser hiicrelerinin inhibisyonunda (Pastori ve ark., 1998; Amir
ve ark., 1999) rol aldig1 saptanmistir.

Karotenoidlerin 6zellikleri ve fonksiyonlar1 onlarin kimyasal yapisina baghidir.
Fotosentezde oldugu gibi enerji transfer reaksiyonlarinda en 6nemli faktoriin 6zellikle
tekli ve konjuge ¢ift bagl bir sistemle 40 C’luk {iinitinin (C=C) kuyruk kuyruga
baglanmas1 ile sekillenen tetraterpen yapisinda uzamalarinin bir sonucu oldugu

diistiniilmektedir. Molekiiliin bu o6zelligi singlet oksijen toplamalarina izin verir.
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Karotenoidlerin bu radikal toplama ozellikleri sayesinde, c¢ogu epidemiyolojik
calismalarda, kanser, kalp rahatsizliklari, dejeneratif g6z hastaliklart gibi ciddi
rahatsizliklara kars1 koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (Stahl ve Sies, 2005; Kiigiik
ve ark., 2002; Kozuki ve ark., 2000). Yiiksek oranda likopence sebze ve meyve alinimi
insanlar1 en yaygin goriilen akciger, mide, kolon, gbgiis ve prostat kanserlerinin
olusumunu engelledigi bir¢ok arastirici tarafindan ortaya konulmustur (Van Poppel,
1993; Van Poppel ve Gooldbohm, 1995; Giovannucci, 1999; Dorgan ve ark., 2000;
Erhardt ve ark.,, 2003). Karotenoidler, yapilarindaki ¢ift baglarin eslesmemis
elektronlarla baglanmasi sonucu antioksidan aktivitesi gosterirler.  Yiiksek
konsantrasyonlarinda lipidleri peroksidasyon zararindan korurlar (Mortensen ve ark.,
2001).

Kandaki yiiksek likopen konsantrasyonu prostat kanseri (Liu ve ark., 2001),
sindirim sistemi kanseri (De Stefani ve ark., 2000), pankreas kanseri (Burney ve ark.,
1989), uterus kanseri (VanEenwyk ve ark., 1991) ve kalp krizi (Clinton, 1998) riskinin

diisiiriilmesinde etkilidir.

2.3.5. Enzimatik Antioksidanlar

2.3.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Antioksidan enzimlerden en Onemlisidir. SOD eritrosit, hepatosit ve beyin
hiicrelerinin mitokondri matriksinde bulunur. Kararli bir yapiya sahiptir. Superoksiti
H,0, ve O, ceviren reaksiyonu katalizleyen bir metalloenzimdir (Mclntyre ve ark.,
1999).

207 + 2 H=H;0; + O,

Stiperoksit anyonunun iiretimi ile serbest radikal reaksiyonlar1 tetiklenir. SOD
hiicresel kompartmanlardaki O,  diizeylerini kontrol altinda tutar. Bu enzimlerin aktif
merkezlerinde bulunan aminoasitlerin ¢esitliligi, kofaktor ve diger bazi 6zelliklerine
gore farkli izoformlar1 bulunmaktadir. Ug farkli izoformu vardir (Landis ve Tower,
2005).

Bunlar;
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1. Mitokondriyal SOD (Mn-SOD): Kofaktorii mangandir.

2. Sitoplazmik SOD (Cu-Zn SOD): Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Bu enzimin
aktivitesinden bakir, stabilitesinden ise ¢inko sorumludur.

3. Ekstraselliler SOD (EC-SOD): Tetramerik yapidadir. Heparin ve heparin
stilfat gibi glikozaminoglikanlara egilim gosterir. Bu enzim de aktivitesi igin
bakira, stabilitesi i¢in ¢inkoya ihtiya¢ duyar (Mates ve ark., 1999). Ancak
yapilan arastirmalarda genellikle tlimiinii kapsayan enzim (total SOD)

aktivetesi Olgtliir.

2.3.5.2. Katalaz (CAT)

Eritrositlerin sitoplazmasinda ve hepatositlerin mitokondrisinde bulunurken,
diger hiicrelerin peroksizomlarinda yer alir (Armstrong, 1998) ve H,0,’i H,O ve Oy’¢
indirgeyerek etkisiz hale getirir (Mclntyre ve ark., 1999). Karaciger ve eritrositler
katalazin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu yapilardir. CAT hiicreyi respiratuvar
patlamalara kars1 da koruyucu olarak hizmet eder. Katalazin indirgeyici aktivitesi H,O,
yani sira metil-, etilhidroksiperoksitler gibi kiigiik molekiillii lipit hidroperoksitleri de

i¢cine alir.

2H,0p ——» 2 H,0 + O,

2.3.5.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GSH-Px antioksidan enzimlerin en aktif olanidir. Hiicre i¢i hidroperoksitleri yok
etmekle sorumludur (Armstrong, 1998). H,0,’i suya indirgeyerek methemoglobin
olusumunu engeller (Kalaycioglu ve ark., 1998) ve membran lipidlerini peroksit
anyonuna Kkarsi koruyarak hiicre membraninin biitiinliigiinii korur. E vitamini ile sinerjik
etkilesimi s6z konusudur. GSH-Px ayrica biiyiime, gelisme ve lireme i¢in gerekli bir iz
element olan selenyumu yapisinda bulundurur. Selenyum eksikliginin, bu enzimin

aktivitesini azalttig1 bilinmektedir (Brigelius-Flohe, 1999).

(ROOH) H,0, + 2 GSH —» GSSG + 2 H,0 (ROH)
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GSH ise onemli bir hiicre i¢i antioksidandir. Rediikte edilmis sekli, serbest
radikallerinin inhibisyonunda (Boehme ve ark., 1992), indirgenmis siilfidril gruplarinin
stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatin rejenerasyonunda gorevlidir (Armstrong,

1998). Ayrica GSH-Px’in kofaktorii olarak da gorev yapar (Boehme ve ark., 1992).

2.4. Glutatyon Sentezi ve Onemi

Glutatyon (y -glutamilsisteinilglisin), diisiik molekiiler agirlikli bir tripeptittir.
GSH, glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusur, ilk olarak 1921 yilinda
Hopkins tarafindan kesfedilmistir. Daha 6nce glutamil ve sisteinden ibaret bir dipeptid
oldugu diistinilmiis ve 1929 yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin
tripeptid oldugu anlagilmistir. 1935 yilinda ise Harrington ve Meod tarafindan y-L
glutamil-sistein-glisin halinde sentez edilmistir (Go6ziikara, 2001; Sies, 1999).

Glutatyon N-terminal glutamatin a-peptidil olmayan bir bag araciligiyla sisteine
baglandig: bir atipik tripeptit olup bir¢ok enzim aktivitesi i¢in gereklidir. Glutatyon ve
glutatyon rediiktaz enzimi, bir¢cok protein ve polipeptid hormonlarin disiilfit baglarinin
olusumuna istirak ederler.

Glutatyon genelde GSH olarak kisaltilir. SH sisteinin siilfidril grubuna istirak
eder ve molekiiliin aligveris yapan kismidir. Potansiyel olarak zehirli bazi elektrofilik
ksenobiyotikler asagidaki reaksiyonlarda gosterildigi gibi niikleofilik GSH ile konjuge
olurlar.

R+GSH — R-S-G

Burada R toksik potansiyele sahip olan bir elekrofiliktir. Bu reaksiyonlari
katalize eden enzimlere glutatyon-S-transferazlar denilir ve bunlar karaciger sitozoliinde
yiiksek, diger dokularda daha diisiik miktarlarda bulunurlar.

Sekil 2.14’ te glutatyonun kimyasal yapis1 verilmistir. Molekiiler agirligi 307.9
gram olan bu bilesik tiim bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunmaktadir. Hiicre igi
antioksidan olarak gorev yaptigi bilinmektedir. GSH’daki peptidil y-baglantisi, tripeptid

yapisini aminopeptidazlarin yikimindan korur (Goziikara, 2001).
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Sekil 2.14. Glutatyonun kimyasal yapisi (y -glutamil sisteinil glisin)

Glutatyon, sistein, glisin ve glutaminden y - glutamilsistein sentaz ve glutatyon
sentetaz enzimlerinin birbirini takip eden faaliyetleri sonucunda sentezlenir (Griffith,
1999). DNA ve protein sentezleri enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, detoksifikasyon,
hiicre i¢i ve dis1 tasinim gibi hiicresel fonksiyonlar disinda baslica antioksidan olarak
hiicre savunmasinda da énemli rol alir (Ulakoglu ve ark., 1998).

GSH, amino asit tastyicist olarak ve hiicresel proteinlerdeki —SH gruplarinin
indirgenmis halde tutulmasinda rol oynar. Boylece eritrositleri oksidatif hasardan korur
(Onat ve ark. 2002).

GSH glutatyon peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonda toksik potansiyeli
olan hidrojen peroksitin dekompozisyonuna Katilir. Enzimlerin ¢ok onemli gruplar
olan SH gruplarinin rediiklenmis durumda kalmalarina yardim eden 6nemli bir hiicre
ici indirgeyicidir. GSH rediikleyici bir ajan olarak etkili oldugundan SH okside olur ve

glutatyonun diger bir molekiiliiyle bir disiilfit bagi olusturur.

GSH + GSH « G-S-S-G
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G-S-S-G {irinii okside glutatyondur. Gerektiginde G-S-S-G’de NADPH’1

kullanan bir reaksiyon ile glutatyon rediiktaz tarafindan GSH’a rediiklenebilir.

G-S-S-G + NADPH + H" —2GSH + NADP

Bu reaksiyon bilhassa kirmizi kan hiicrelerinde 6nemlidir. Bu hiicrelerde G6P
dehidrogenaz aktivitesi diisiikliigiinde oldugu gibi NADPH diizeyleri diisiik ise 0 zaman
yukaridaki reaksiyon ile rediiklenmis GSH yeterli miktarlarda rejenere olmaz. GSH’nin
indirgenmis diizeyleri peroksitlerin kirmizi kan hiicrelerinde birikmesine yol acar ve
bunlarin kirmizi hiicre membran lipitleri tizerine olan oksidatif etkilerinden dolay:
hemoliz meydana gelebilir. Bobreklerde bazi aminoasitlerin membranlardan naklinde
bir tasiyici olarak GSH’y1 kapsayan bir metabolik dongii ortaya konmustur. Bu

dongiiniin ilk reaksiyonu soyledir:

Aminoasit + GSH — y -Glutamil aminoasit + Sisteinilglisin

Bu reaksiyon bazi aminoasitlerin plazma membranindan transferlerine yardim
eder. Ardindan aminoasit GSH ile yeniden sisteinilglisinden sentezlenmektedir.
Yukaridaki reaksiyonu katalize eden enzim vy- glutamil-transferaz (GGT) dur.

Hiicrelerde glutatyon konsantrasyonu sabit tutulup bu miktarin 1-8 mM arasinda
oldugu belirtilmektedir (Griffith, 1999; Labbella ve ark., 1986).

Glutatyon sentezi 2 basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, glutamil sistein
sentetaz enzimi, glutamat ve sisteinden, glutamilsistein olusumunu Katalizler. ikinci
basamakta ise glutatyon sentetaz, glisinglutamilsisteinden glutatyonu olusturur.

Glutatyon negatif feed—back ile glutamilsistein olusum hizini ve boylelikle kendi
sentezini denetler. Bu sentez sirasinda bir molekiil glutatyon i¢in 2 ATP’ nin hidrolizi
gerekmektedir. Sekil 2.15’de glutatyon sentezi verilmistir.

Birgok enzim glutatyonu etkilemezken pankreatik karboksipeptidazlar
glutatyondan glisini kopararak yapiyr bozmaktadir. Eriyebilir bir antioksidan olan
glutatyon lipid peroksidasyonu ve ilaglarin toksik etkilerine karsi hiicrelerin

savunmasinda gorev almaktadir (Ulakoglu ve ark., 1998).
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Bunun yaninda bir¢ok kimyasalin toksik etkisinin inhibe edilmesinde ve hiicre
hasarinin engellenmesinde 6nemli bir role sahiptir.

Glutatyon sentetaz araciligiyla hiicrelerde bir kere sentezlenen glutatyon
biyolojik zarlardan transporta maruz kalir. GSH salmimi karacigerde gergeklesir
(Murray ve ark.,2003). Hiicrelerde, lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres durumunda
hizlica okside olur ve GSSG formuna doniisiir. GSSG formu aktif tasima ile hiicreden
uzaklagtirilir.  Glutatyonun insan eritrositlerinde yar1 Omriiniin 3-4 giin oldugu
belirtilmistir (Olive ve Board, 1994).

Eritrositler yliksek miktarda glutatyon icerir (Kalra ve ark., 1981). Glutatyon
eritrosit membrani i¢in hayati oneme sahip bir bilesik oup, oksidatif stres altinda
hemoglobin ve diger tiyol igeren proteinlerin bozulmasin1 6nler (Srivastava ve ark.,
1970). Glutamat, sistin ve glisin eritrosit hiicrelerine taginarak GSSG’un azalan
konsantrasyonunun yeniden rediiklenmesi i¢in kullanilir (Ohtsuka ve ark., 1988).

Yasl eritrositler yeterli NADPH sentezi yapamadiklar1 i¢in hemen hemoliz
Olurlar. Yeterli NADPH {iretilmediginden zardaki —SH gruplarinin oksidasyonu ve lipid
radikal etkilesimi sonucu peroksidasyon olusumuyla eritrosit zar1 lize olur (Murray ve
ark., 2003).

Oksidatif stres viicudun oksidan—antioksidan dengesini bozarak hiicre ici
antioksidan olan GSH azalmaya ve hiicrelerin yogun bir sekilde oksijen radikallerine
maruz kalmasina sebep olmaktadir (Onat ve ark. 2002). Bunun sonucunda membran
lipitleri ve hiicrenin ¢esitli yapisal proteinlerinde hasar olusumu meydana gelmektedir.
Oksidan— antioksidan dengenin bozulmasi sonucunda ortamda biriken GSSG’de —SH
igeren yapilarla etkileserek hasar olusumu meydana gelmektedir (Ulakoglu ve ark.,
1998).

Insanlarda Alzheimer veya Parkinson gibi serebro vaskiiler hastaliklarin
glutatyonun indirgenme yiikseltgenme basamaklarindaki bir bozukluktan ya da
glutatyon eksikliginden kaynaklandig bilinmektedir (Wegrzynoicz ve ark., 2007).

Antikanser ilaglarin etkisi incelenirken, ilag direnci, DNA tamiri (6zellikle
topoizomeraz) ve GSH’m etkileri lizerinde yogunlasilmistir (Kouvar ve ark., 1998).
Yapilan c¢aligmalar ile glutatyonun antikanser ilaglarin detoksifikasyonunda rol
oynadigy, ilag direngli insan kanser hiicrelerinde artmis GSH diizeyleri ile gosterilmistir

(Demirtas ve ark., 1997; Nogato ve ark., 2001).
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2.5. ABC Tasiyic Ailesi

ABC (ATP Baglayic1 Kaset) tasiyici ailesi iiyeleri transmembran proteinleri olup
enerjiye bagiml olarak calisirlar. Hiicrede tasimaya aracilik eden proteinler ATP ile
calisan pompalar olup P, F, V ve ABC siiper ailesi olarak siiflandirilirlar.

V tipi ATP pompasi : Lizozomlarin yiiksek asiditelerini saglamak iizere lizozomal
vakuoler zarlar arasindaki proton pompasi olarak gorev yapar.

F tipi ATP pompasi : Hiicre icin ATP iiretiminde kullanilan proton pompasi olarak
ozellikle i¢ mitokondriyal zar ve kloroplastin tilakoid zarinda gorev yapar.

P tipi tasima ATP pompasi : Na+-K+ pompasi, Ca2+ pompasi, H+ pompasi olarak
gorev yapar.

ABC Siiperailesi : Biiyilk ve farkli pompa aileleri ATP baglayici motif
karakteristikleriyle ya da kasetleriyle adlandirilirlar.

Ozgiil tasiyic1 proteinlerin gorev aldigi aktif tasima, ilaglarin hiicre iginden
atiliminda 6nemli yolaklardan birisini olusturur. ABC tasiyicilarin asir1 ekspresyonlari,
kemoteropatik ilaglarin atilimiyla iligkili oldugundan bu proteinler c¢oklu ilag¢ direng
(multidrug resistance) proteinleri olarak adlandirilmistir. Bu protein ailelerinin iiyeleri
arsenik bilesiklerinin hiicre dis1 ortama ¢ikmasinda rol almaktadirlar. Calismamizda
MRP1 ve Pgp membran tasiyicilarinin arsenit ve vanadat bilesiklerinin GSH’e bagl bir
yolla hiicre disina atilmasinda rolleri olup olmadigina bakilmustir. Tiimér hiicrelerinde
kanser ilaglarina kars1 direngten sorumlu oldugu bilinen bu proteinlerin ayrica karaciger,
bobrek, ovaryum, akciger gibi dokularda da sentezlendigi ve ksenobiyotiklere karsi
savunma mekanizmasi olusturdugu gdsterilmistir. ilk olarak 1976 yilinda tasiyici
protein ailesinden P-glikoprotein’in (MDR-1) asir1 ekspresyonu kanser ilaglarina
direngli tiimor hiicrelerinde gosterilmistir. Daha sonra bu proteinin 7. Kromozom
tizerinde bulunan MDR-1 geni tarafindan kodlandig1 bulunmustur.

Coklu ilag direncinden ve ksenobiyotiklerin hiicreden tasinmasindan sorumlu
olan ATP baglayic1 tasiyici proteinlerin (ABC ailesinin) insanda 49 {yesi
bulunmaktadir. Bu ailenin iiyeleri, aralarindaki dizi benzerliklerine gore ABCA(12 iiye),
ABCB (11 tiye), ABCC (13 iiye), ABCD (4 iiye), ABCE (1 iiye), ABCF (3 iiye), ABCG
(5 iiye) olmak iizere 7 alt aileye ayrilir. Uyelerin sadece 14 tanesinin ilag tasima gorevi

saptanmistir. Su ana kadar, ATP baglayici tasiyici protein ailesinin en biiyiik gruplar1 9
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protein ¢esidine sahip MRP ile 7 protein ¢esidine sahip MDR’dir (Dean, 2001; Deen,
2005).

ABC tasiyict protein ailesi iiyeleri, en az bir ATP baglayict bolge (niikleotid
baglayict bolge) ve en az bir transmembran bdlge (TM) igermektedir. Niikleotid
baglayict bolge (NBD) ii¢ korunmus motif igerir; Walker A (WA), Walker B WB) ve
LSGGQ (C motifi). WA ve WB motiflerinin ATPaz aktiviteleri mevcuttur. ABC
tastyicilarinin aktivitesi, iki NBD ile ATP arasindaki kooperatif iligkiye baglidir ve bir
NBD’den WA ve WB motifleri tarafindan olusturulmus iki aktif bolge arasinda ATP
sandovig yapisi ile belirlenir. ABCC proteinlerinin iki NBD’si fonksiyonel olarak esit
degildir. NBD1, NBD2’den daha biiylik ATP baglayici afiniteye sahiptir ve NBD2
NBD1’den daha biiyiik ATP hidroliz etme kapasitesine sahiptir (Dean, 2001, Deen,
2005)(Sekil 2.16).

ELEEL |-
| 'F]JIl’:;'iU :

!

PKA & ATP C

Sekil 2.16. ABC tasiyicisinin yapisi (Dean, 2001)
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Tablo 2.1. Onemli baz1 ABC tasiyic1 proteinleri

Lokalize Lokalize
Tasiyic oldugu | Oldugu Substratlar inhibitorleri
Protein Doku membran
kafein,
Siklosporin A, simetidin,
Karaciger, eritromisin, kortizol,
bobrek, GF120918, morfin,
bagirsak, ivermektin loperamid, | digoksin,
beyin, testis, vinkristin, verapamil, | deksametazon,
ABCB1 adrenal bez, digoksin, doksorubisin,
uterus, doksorubisin, ergotamin,
ovaryum vinblastin, eritromisin,
mitoksantron, pantaprozol,
topotekan, indinavir verapamil,
vinkristin
probenecid
Bagirsak, GS-X ve diger
beyin, konjugatlar Siklosporin
bobrek, Bazolateral Doksorubisin, A,
ABCC1 akciger, vinblastin, V-104
(MRP1) testis vinkristin, MK-571
methotreksat, Probenecid
paklitaksel
Cisplatin, Siklosporin,
doksorubisin, furosemid,
ABCC2 Karaciger, Apikal |etoposid, vinkristin, GF120918,
(MRP2/ bagirsak, metotreksat, indinavir, okratoksin
CMOAT) bobrek ritonavir, arsenik, A,
Kadmiyum, okratoksin pravastatin,
A, SN-38 probenesid,
vinkristin
Doksorubisin, Siklosporin A,
etoposid, digoksin,
ABCG2 Plasenta, Apikal metotreksat, deksamethazon,
(BCRP) Beyin mitoksantron, doksorubisin,
topotecan, estrone,
aktinomisin D, fumitremorgin
simetidin, C,
estrone, progestron, novobiosin,
testesteron omeprozol
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ABC tastyicilan ilag direng metabolizmasinda etkilidirler. ABC tastyicilarinin
asir1 ekspresyonu, hiicre i¢i ilag (antrasiklinler, epidoflotoksinler, vinka alkoloidleri gibi
kemoterapotik ilaglarin atiklarinin) konsantrasyonunu azaltir; dolayisi ile de bu durum
ila¢c direncine sebep olur. Bir ¢ok MDR proteini ilag atik pompast gibi ¢aligabilir;
sonucta toksik bilesenlerin hiicre i¢i konsantrasyonu azaltilir. Akcigerde MRP1 ve P-gp
ekspresyonunun, kiiclik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve Kkiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) 'ndeki baglantisi 6zellikle ¢alisilmistir. ABC tasiyicilart hayati
her hiicre de vardir ve fizyolojik olarak ksenobiyotiklerin temizlenmesinde merkezi rol
oynar. Insan akcigerinde MRP1 ve P-gp'nin ekspresyonu; endojen veya eksojen toksik
bilesenlerin akcigere girmesine karst korunmasinda énemli olabilir. Akciger ve trakea
gibi bir bariyer fonksiyonu olan dokularda bazi ABC tasiyicilarinin  yiiksek
transkripsiyonel aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Akcigerde ABC tasiyicilarinin
onemli rolleri vardir. ABC tasiyicilar arasinda kistik fibroz transmembran konduktans
regulator (CFTR) protein de vardir ve CFTR gen mutasyonlari, kistik fibrozun
gelisiminden sorumludurlar. ABCA1’deki mutasyonlar, Tangier hastaliina yol
acarken, Olimciil olabilen ABCA3 mutasyonlar1 yeni doganda surfaktan {iretim

yokluguna sebep olur. (Deen, 2005).

2.5.1. MDR1/P-gp (ABCB1)

MDR1/Pgp geni kromozom 7q21.12'de lokalize olmustur. Ilag direnci
mekanizmasinda hiicrenin yiizeyinde yer alan, 170 kDa biiyiikliigiinde fosfoglikoprotein
yapida bir pompadir. P-gp ksenobiyotikler tarafindan gelistirilmis olup genel olarak,
cevresel etkiye karsi hiicredeki savunmada rol oynar. Karaciger ve bagirsak gibi
sekresyon yapan organlarda apikalde eksprese edilir ve bir ka¢ hidrofobik substrat ve
vinblastin, doksorubicin, etoposid igeren anti kanser ilaglarin transportunda rol alir. P-
gp, Akcigerde, silial epitelin apikalindeki hiicrelerde veya ciliallerin birlestigi kanalda
ve bronsial gland hiicre serilerinin lateral ve apikal yiizeyinde eksprese edilir. Fakat
mukus salgilayan goblet hiicrelerinde, pnomositlerde P-gp bulunmamig; Alveollerde
monosit kaynakli makrofajda bulunmustur. P-gp 6zellikle epitel hiicrelerin apikalinde
depolanir ve barsak kanalindan liimene igerigin tasinmasinda rol oynar. Pgp’nin

akcigerdeki fonksiyonu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Son yillarda P-gp'nin klor
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kanallarin1 aktive eden ve kanal aktivitesine sahip hiicre hacminin regiilasyonun da rol

oynadig1 bulunmustur. Fizyolojik etkisi ise hala a¢ik degildir (Deen, 2005).

2.5.2. LRP (Akciger Rezistans Protein)

Coklu ilag¢ direncinden sorumlu bir diger molekiildiir. Bu molekiil bir ¢ok farkli
ilaca kars1 diren¢ olusumundan sorumludur ve 16.kromozom iizerinde lokalize bir gen
tarafindan kodlanmaktadir. LRP, ilact spesifik vezikiillere oradan da hiicre disina
pompalamaktadir. Coklu ilag direncinden sorumlu molekiillerin gen ifade diizeylerinde
art1s ila¢ direncinin gostergesidir. 2 veya 3 genin ayni anda gen ifadesinin olmasi sag

kalimi azaltmaktadir.

2.5.3. MRP1 (ABCC1)

Yillarca MDR1’in ila¢ direnci ile iligkili tek ABC tasiyict proteini oldugu
diisiiniilmiis ancak MDR1’in asir1 ekspresyonu olmayan, ilaca direngli hiicre hatlarini
tanimlayan raporlar, diger MDR iligkili proteinlerin varligina isaret etmistir. Bu durum
ise daha sonra MRP1 olarak ikinci bir ilag direngli ABC tasiyicisinin tanimlanmasini
saglamistir. MDR1 ve MRP1 yapisal ve fonksiyonel olarak benzerdirler fakat buna
ragmen ayni olmayan bir grup anti kanser ilacina direng gelistirir. Bununla birlikte bu
proteinler aminoasit 6zelliklerinin % 20’sinden azini paylasirlar ve MDR1 ile MRP1
farkli mekanizmalar vasitasi ile ilag direnci gelistirirler.

MRP1, 16 .kromozomda lokalize 31 exondan olusan ABCC1 geni tarafindan
kodlanir; hem hiicre zarinda hem de endoplazmik retikulum membraninda yer alir
(Uesaka, 2007). Akciger kanserinde artmis gen ifade diizeyleri goriilmekte olup taksan
direncinden sorumludur. MRP antagonistleri kullanilmaktadir. Ayrica glutatyon azaltan
ilaglarda direnci azaltmak amaciyla kullanilmaktadir. MRP1, ~200 amino asitlik {i¢lii N-
terminal MSD1 igerir ve iiclinci MSD bolgesi bes amino (N) ucu glikozile olmus
ekstraseliiler bes TM heliksinden olusur. MRP iliskili tasiyicilar bes bolge ile (uzun
MRP’ler) 17 TM alfa heliksi icerirler (Sekil 2.17).
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MSD1 MSD2 MSD3

Sekil 2.17. MRP1in yapist (ito, 2003).

Diger MRP iligkili proteinler MRP4 (ABCC4) ve MRP5 (ABCCS5) korunmus
dort bolge yapisiyla sadece 12 TM heliksine (kisa MRP’ler) sahiptirler. MRP1’in gen
ifade diizeylerindeki artis ve ilag direnci arasinda kuvvetli bir iligki kurulmustur.
MRP1’in gen ifade diizeylerinin artis;, azalmis intraseliller konsantrasyonlarla
sonuclanan ATP bagimli ilag atiklarinin seviyesini yiikseltir. Bununla birlikte yiiksek
MRPI1 gen ifade diizeyleri, genellikle hiicrelerden atilan ilag miktariyla dogru orantili
degildirler ve bazen, MRP1 gen ifade diizeylerinin yiliksek oldugu hiicreler artmis ilag
atiklarin1 dahi gostermezler. Hassas kopyalariyla kiyaslandiginda gercek MRP1 gen
ifade diizeylerinin yiliksek oldugu ilaca direncli hiicreler (doksorubicin ya da
daunorubicin), fluoresan ilaglarinin intraseliiler vezikiiler formlar i¢erisinde birikimi ile
farkli ilag dagilimlari gosterirler. MRP1 ve intraseliiler doksorubicin dagilimi arasindaki

dogrudan iliski, MRP1 inhibitéri MK-571 kullanilarak gosterilmistir. Direng
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durumunda yiiksek MRP1 gen ifade diizeylerine sahip kopyalarda doksorubicin ileri
derecede sitoplazmik dagilim gosterirken, hassas hiicrelerde, doksorubicin niikleusta
birikmistir. Direngli hiicrelerin MK-571 ile islem goérmesi doksorubicinin niikleus
icinde yeniden dagilimi ile sonuclanmistir. Bir ¢ok antikanser ilag sitotoksik aktivite
ortaya cikarirken MRP1, ilaglarin ¢ekirdege girmesinin 6niine gegmistir. MRP1, plazma
membranindaki lokalizasyonunun yaninda, golgi aparatindan kesilerek elde edilmis
sekretuar vesikiillerin intraseliiller membranlarinda da bulunur. MRP1 substrati olan di
nitro fenil glutatyonun (DNP-GS) ilaca direngli hiicrelerin vezikiillerinde yer aldigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar, MRP1’in intraseliiler olarak aktif ila¢ atiklarinin yaninda,
intraseliiler vezikiillerde ilaclarin zehirsizlestirilmesi mekanizmasina aracilik ettigini

gostermektedir (Ito 2003; Yoshioka, 2009).

2.5.3.1. GS-X Konjugatlarimin MRP1 ile Iliskisi

MRPI, tiimoérlerde ilag atik pompasi gibi fonksiyon gorebilir, bu mekanizma
ATP’ye bagimli olarak organik anyonlar ve inorganik anyonlarin tasinmasinda
gorevlidir. Organik anyonlarin MRP1 tarafindan tasinmasi, konjuge olmus
metabolitlerin ve GSH glukuronit ve siilfat ile konjuge olmus friinlerin faz II
ksenobiyotik metabolizmas1 ile tagmmasini igerir. Organik ya da inorganik
konjugatlarin hepsi MRP1 tarafindan tasinmazlar; bu konjugatlardan hangisinin taginip
tasinmayacagini belirleyen kimyasal 6zellikler agik degildir. in vitro ve in vivo olarak
MRPI1 tarafindan tasinan ilk ve halen en iyi karakterize adilmis fizyolojik GSH
konjugati ise sisteinil LTC4 ‘tiir. Anti kanser ilaclarina diren¢ mekanizmasinda ¢oklu
ilag direnci devreye girer. Ilag direnci, eszamanl olarak, iliskili olmayan bir¢ok ilaca
kars1 gelisebilir; bu durum ise MDR (Coklu ilag Direnci) olarak adlandirilmaktadir.
[laglarin hiicre igine alinmas difiizyon tasinma ve endositoz ile hiicre disina atilmasi ise
MDR (ABCB1), MRP (ABCC1) ve MXR (ABCG2) olarak adlandirilan ii¢ pompa
tarafindan gergeklestirilir.

MDRI1 ve MRPI1 proteinleri daha ayrintili incelenecek olursa farkli lokalizasyon ve

gorevlerinin oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Leier, 1996).
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2.5.3.2. MRP?’in Fonksiyonu

MRP1,
1) Hiicre iginde zehirsizlestirme reaksiyonlari sonunda olusan metabolitleri disartya
atarak ksenobiyotik metabolizmasinda;
2) Vincristin, daunorubicin, metatraksat igeren kimyasal ilaclar1 hiicreden disariya
atarak ilag direncliligi mekanizmasinda;
3) Arasidonik asit tiirevlerinden olan sisteinil I6kotrien (LT)C4’iin ve GSH
konjugatlarini hiicre digina tastyarak inflamasyonda;
4) Konjuge steroidler, E2 17 BG, Ostroron-3-siilfat, Dehidroepiandrosterone 3-stilfat’1
hiicre disina tasiyarak hormon metabolizmasinda;
5) Oksidatif stres tirtinlerinden 4-HNE ve GSSG’yi hiicre disina atarak oksidatif stres ve
apopitozda fonksiyon goren ATP’ ye bagimli olarak c¢alisan bir transmembran
proteindir.

MRPI gen ifade diizeylerinin, gama glutamil sisteinden bagimsiz olan hiicresel
GSH seviyelerini belirledigi bildirilmistir. Yapilan bir ¢aligmasinda, fare akcigerlerinde
Pgp’nin yaninda MRP1 de yiiksek seviyede tespit edilmistir. MRP1 (-/-) farenin normal
olarak gelistigi; yasayabilirligi, fertilite 6zelligi ve serumdaki kimyasal parametreleri
yaninda hematolojik ve histolojik alanlar1 agisindan da MRP1 (+/+) ve MRP1 (-/-)
fareler arasinda fark tespit edilmedigi belirtilmistir. Bununla birlikte MRP1 (-/-) farenin
kilo kayb1 ve 6liime sebep olan etoposit gibi bir¢ok ilaglarin maruziyetlerine ¢ok duyarl
oldugu saptanmistir. MRP1 (-/-) farede GSH seviyelerinin 6zellikle akciger, bobrek,
kalp, testis ve iskelet kaslarinda ytikseldigi belirtilmistir. Karaciger ve ince bagirsak gibi
az miktarda MRP1 eksprese eden organlarda GSH seviyeleri ise degismemistir. GSH
miktarindaki artigin tripeptid GSH {iretimi i¢in orani sinirlayan enzim olan Gama
Glutamil Sistein sentezinin (y GCS) yiiksek seviyeleriyle iliskili olmadig1 saptanmistir.
MRP1 ekspresyonu, gama glutamil sisteinden bagimsiz olan hiicresel GSH seviyelerini
belirlediginden, MRP1‘in GSH metabolizmasinda rol oynadig1 belirtilmistir.

Yiiksek MRP1 ekspresyonunun apopitozun artmasiyla sonuglanabilecegi
verapamil deneyleriyle, MRP1 transfekte edilmis bebek hamster bobreklerinde
gosterilmistir. Verapamilin apopitoz yapict ajan gibi rol oynadigi deneyde MRPI

negatif hiicreler ve mutant MRP1 transfekte edilmis kontrol hiicreleri karsilastirilmis, bu
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duruma MRP1 tarafindan GSH'in taginmasi sirasinda hiicre ici GSH'In azalmasi eslik
etmistir. Aslinda ekstraseliiller GSH miktarinin yilikselmesi ile hiicreyi 6liimden koruyan
mekanizmanin, MRP1 pozitif tiimoérlerin tedavisi icin degerli olabilecegi ortaya
stirilmiistiir.

Yiirtiilen bu tez ¢aligmasinda inorganik arsenik ve vanadyum bilesiklerinin

detoksifikasyonunda GSH kullanimina etkisi izole insan eritrositlerinde analiz edildi.
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3. MATERYAL VE YONTEM:

3.1 Materyal

Sodyum Arsenat (AsV), Sodyum Arsenit (Aslll), Sodyum orto Vanadat, 5,5'-
Dithiobis (-nitrobenzoate) (DTNB), Disodium 4.,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2'-
disulfonate (DIDS), NADH, MK571, Sodyum piriivat, peyodat ile oksitlenmis
adenozin, Verapamil, meso-2,3-dimerkaptosiiksinik (DMSA) asit Sigma Chemical Co.
(St. Louis, Missouri, U.S.A.)’dan elde edildi.

GT10; GSH ol¢tiim kiti Oxford Biomedical Research Inc. (Oxford, MI, USA)’
dan elde edildi.

Spektrofotometrik Ol¢limler i¢in, Shimatzu 1200 spektrofotometre cihazi

kullanilmastir.

Eritrositlerin Hazirlanmasi :

Bu ¢alisma MKU Tip Fakiiltesi Bolgesel Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir. Kan (yaklasik olarak 500 ml) saglikli goniilli vericiler,
bilgilendirildikten sonra rizalariyla ticari kan torbalarinda toplandi. Kan 2500 g de 5 dk
santrifiij edilerek plazma ve eritrositler birbirinden ayrilmistir. Plazma ve beyaz kan
hiicrelerini ihtiva eden tabaka ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen eritrosit peleti ti¢
defa 2 hacim Potasyum-Fosfat-Tuz tamponuyla (PBS) (9 hacim 0.15 M NaCl, 1 hacim
0.1 M Potasyum Fosfat Tampon, pH 7.4) yikanmis ve deneylerde kullanilmak iizere

hazirlanmustir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Hiicre I¢i NPSH Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi :

0.25 ml yikanmis eritrosit 1ml Krebs Ringer Fosfat (KRP) tamponunda (135
mM NaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 5 mM Glucose, 10 mM
NaH,PO4, pH 7.4) icerisinde degisik konsantrasyonlarda arsenit veya vanadat
varhiginda ve sodyum-glukonat-HEPES tamponunda AsV varliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda ornekler 2500 g> de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatan atildi.
Eritrositlerdeki NPSH konsantrasyonlar1 Sedlak yontemi ile belirlendi ve tanimlandi
(Sedlak ve Lindsay, 1963). Kisaca 100 pl eritrosit 100 ul Sodyum Fosfat EDTA
tamponunda (0.01 M sodyum fosfat / 0.005 M EDTA) hazirlanmis % 10 luk TCA
icinde pargalandi. Parcalanan eritrositler 12.000 g de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda 100 ul stipernatan 1.9 ml Tris-EDTA (400 mM Tris Base, 20 mM EDTA, pH
8.9) tamponunda 0.6 pmol / ml DTNB ile muamele edildi. Orneklerin absorbans1 412
nm’ de olgiildii ve NPSH konsantrasyonlar1 13.1 ekstrinsiyon katsayist kullanilarak

hesaplandi.

3.2.2 Hiicre Dis1t NPSH Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi :

0.25 ml yikanmig eritrosit 1 ml sodyum- glukonat-HEPES ve KRP tamponunda
degisik konsantrasyonlarda AsV ve AslII ve vanadat varliginda ve yoklugunda degisik
zaman araliklarinda 37 °C su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rnekler
santrifiij edildi ve siipernatanlar temiz tiliplere aktarildi. Temiz tiiplere aktarilan
stipernatanlar % 50 lik TCA ile muamele edildi ve 12.000 g’ de 5 dk santrifiij edildi.

Siipernatandaki NPSH konsantrasyonlari tanimlanmis yontemle olgiildii.

3.2.3 LDH Aktivitesinin Belirlenmesi :

Laktat dehidrojenaz aktivitesi Aslll ve vanadata maruz kalmis eritrositlerin
slipernatanlarinda Welder ve Acosta tarafindan tanimlanan yontemle belirlendi. (Welder
ve Acosta, 1994). 100 ul 6rnek temiz tiipe aktarildi tizerine 200 pl NADH solusyonu (
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10 ml 0.1 M fosfat tamponu i¢inde ¢oziilmiis 2.5 mg/ml NADPH ), 2500 pl 0.1 M fosfat
tamponu ve piriivik asit ( 1mg/ml) eklendi. Absorbanstaki degismeler 4 dk boyunca
kaydedildi. Bozulmamus eritrositlerin total sitoplazmik LDH aktivitesi distile su i¢inde

eritrositler hemoliz edilerek benzer sekilde 6lgiildii.

3.2.4 GSH Konsantrasyonlariin Belirlenmesi :

Siipernatanlardaki GSH konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kolorometrik bir
Olctim kiti kullanildi. Bu metod sonugta renkli bir yap1 olusan kimyasal bir reaksiyona
dayandi. Kisaca Aslll ve vanadata maruz birakilan eritrositlerin = siipernatanlari
toplanarak konsantre MPA eklenerek santrifiij edildi ve saglanan solusyonlarla inkiibe
edildi. Ornekler optik okuyuculu bir spektrofotometrede 400 nm de 6lciildii. Orneklerin
GSH konsantrasyonlar1, bilinen GSH miktarlariyla hazirlanan bir GSH standart

egrisinden elde edilen bilgilere dayanilarak hesaplandi.

3.25 DMSA Uygulamasindan Sonra GSH Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi:

0.25 ml yikanmig eritrosit 1 ml KRP tamponunda degisik konsantrasyonlarda
AsIII ve vanadat varliginda ve yoklugunda 4 saat boyunca 37 oC su banyosunda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda &rnekler 2500 g” de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatanlar
temiz tliplere aktarildi. 0.5 mM ve 1.5 mM DMSA varliginda 30 dakika 37 oC su
banyosunda  inkiibe edildi.  Siipernatanlardaki ~GSH  konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde kolorometrik bir 6lgiim kiti kullanildi (GT10; GSH 6l¢tim kiti Oxford
Biomedical Research MI, USA). Analitikal GSH 6l¢limii {ireticinin verdigi prosediire
gore yapildi.
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3.2.6 istatistiksel Analizler

Calismada Student-Newman-Keuls Multiple Comparision ve tek yonlii degisim
analizi (ANOVA) kullanilmistir. Testler, istatistiksel bilgi yontemine dayali olarak
yuriitiilmiigtiir. Tim testler liglii 6rneklerle uygulanmistir. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin
aritmetik ortalamasi ve + standart sapmasi olarak verilmistir ve p < 0,05 degerleri

istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.



81

4. ARASTIRMA BULGULAR ve TARTISMA
4.1 AsV ve AslII ile ilgili Sonuclar:

Onceki ¢alismalarda AsV’in inorganik fosfata benzerligi dolayisiyla enzimatik
reaksiyonlara ve transport olaylarma karigtig1 gosterilmistir. Inorganik fosfata ek olarak
klor iyonlarinin da AsV alinimini etkiledigi gosterilmistir. Bu nedenle, baslangicta
deneyler iki ayr1 tampon sisteminde gergeklestirildi. Tampon sistemlerinden birisi hem
fosfat hem klor iyonlarini ihtiva ederken (KRP), diger tampon sistemi ise her iki iyonu
da icermemektedir (sodyum-glukonat-HEPES). iki farkli tamponda eritrositlerin AsV
ile muamele edilmesi sonucunda NPSH konsantrasyonlarindaki azalmanin, KRP
tamponuna kiyasla sodyum-glukonat-HEPES tamponu kullanildiginda daha fazla
oldugu goriildii (Sekil 4.1). NPSH konsantrasyonlarindaki azalmanin AslII’e kiyasla
AsV’ ta daha fazla oldugu goriildii. Bu farkliligin nedeni; GSH’ nun hiicrelerdeki AsV’
in AslII rediiksiyonunda biiylik 6lgiide kullanilmasindan kaynaklandigi sdylenebilir.
AslII boyle bir rediiksiyona ugramaz ve bu sayede hiicresel GSH diizeyleri korunmusg
olur.

Sonuglar KRP tampon igerisinde fosfat ve klor iyonlarmin eritrositlere AsV
girisini azaltigin1 gostermektedir. Bundan dolay1 sonraki ¢alismalar hiicre igerisine daha
fazla AsV girigini saglamak agisindan sodyum-glukonat-HEPES tamponu igerisinde
gerceklestirildi. Daha sonraki c¢alismalarimizda AsV ve AslII’ e maruz kalan
eritrositlerde hiicre disina NPSH c¢ikisi arastirildi (Sekil 4.2). Sonuglar AsV ve AsIII’ {in

hiicre dis1 NPSH diizeylerini 6nemli derecede artirdigini gostermistir.

AsV ve AslIIl in hiicre i¢i ve hiicre disi NPSH seviyelerine etkilerini
karsilastirdiktan sonra, AsIII’in farkli konsantrasyonlarinin NPSH ¢ikisina etkileri
aragtirilldi. Bu amagla eritrositler farkli konsantrasyonlarda Aslll igeren KRP
tamponunda inkiibe edildi. Daha sonra hiicre dis1 ve hiicre i¢i ortamda NPSH
konsantrasyonlart belirlendi (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Sonuglar 250 pM gibi ¢ok diisiik
ASIII konsantrasyonunda bile hiicre i¢ci NPSH’ lerde 6nemli bir azalma ve hiicre dist

NPSH’ lerde yiikselme oldugunu géstermistir.
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1.5 Kontrol AsV
TP _ 1 mM AsV
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Sekil 4.1. AsV ve Aslll ile muamele edilen eritrositlerde hiicre ici NPSH seviyeleri:
Eritrositler farkli konsantrasyonlarda AsV ve AslII iceren KRB tamponu ya
da Na-Glukonat-HEPES tamponunda belirtilen zaman peryodu siiresince
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda érnekler santrifiij edilerek siipernatanlar
uzaklastirildi. Eritrositler iki hacim fosfat tamponu ile yikandi. Yikanan
eritrositlerde hiicre i¢i NPSH seviyeleri tespit edildi. Sonuglar ti¢ ayri

deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
p <0.05
* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli olan deger

** AsV grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Sekil 4.2. AsV ve Aslll ile muamele edilen eritrositlerde hiicre dis1 ortamda NPSH

seviyeleri: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda AsV ve AslII igeren Na-

Glukonat-HEPES tamponu ya da KRP tamponunda 240 dk siiresince inkiibe

edildi. Inkiibasyon sonunda 6rnekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz

bir tiipe aktarildi. Bu silipernatanlarda NPSH diizeyleri belirlendi. Sonuglar

iic ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05
* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli olan deger

** AsV grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Sekil 4.3. AsIII ile muamele edilen eritrositlerde, hiicre ici NPSH seviyeleri:
Eritrositler belirtilen konsantrasyonlarda AslIl i¢eren KRP tamponunda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda drnekler santrifiij edilerek siipernatanlar
uzaklastirild: ve eritrositler iki hacim fosfat tamponu ile yikandi. Yikanan
eritrositlerde  NPSH diizeyleri tespit edildi. Sonuglar {i¢ ayr1i deneyin

aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
p <0.05

* Kontrol grubundan énemli derecede farkli olan deger
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% % 10mM Aslll

® 5mM Aslll

o> O 1mMAsll

. A & 0.5mMAslI
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= O 0.25 mM Aslll
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Sekil 4.4. AsIII ile muamele edilen eritrositlerde hiicre disi ortamda NPSH

seviyeleri: Eritrositler belirtilen konsantrasyonlarda AsIIl iceren KRP
tamponunda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda eritrositler santrifiij edilerek
slipernatanlar temiz tiiplere aktarildi ve bu siipernatanlarda NPSH diizeyleri
belirlendi. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi

olarak verilmistir.
p <0.05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli olan deger
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Eritrositlerden NPSH ¢ikisinin membran hasarina bagli olup olmadiginin
gosterilmesi i¢in hiicre dis1 ortamda LDH aktiviteleri 6l¢tlilmiistiir. Sonuglar hiicre dis1
ortamda LDH aktivitelerinin artmadigin1 gostermistir. Bu da eritrositlerin Aslll ile
muamele edilmesi sonucunda membran hasar1 olmadigimi gostermektedir (Sekil 4.5).
Dolayisiyla hiicre dist ortamda belirlenen NPSH” lerin membran hasari sonucu eritrosit
disina ¢ikmadigi, aksine NPSH’ lerin arsenit varliginda indiiklenen membrana transport
yolu ile hiicre disina ¢iktigi ileri siirtilebilir.

Daha sonraki ¢alismamiz da Aslll tarafindan indiiklenen hiicre i¢i ve hiicre disi
NPSH konsantrasyonlarindaki degisimin enerjiye bagl olup olmadigini géstermek igin
yapilmistir. Bu amag¢ icin eritrositler glukoz varhiginda ve yoklugunda farkli
konsantrasyonlarda AslII igeren KRP tamponunda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
hiicre i¢i ve hiicre dist NPSH seviyeleri 6lgiildii. Glukoz yoklugunda AsIII ile muamele
edilen eritrositlerde hiicre i¢ci NPSH seviyelerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.6). Diger yandan glukoz yoklugunda hiicre dis1 ortamdaki NPSH seviyelerinde
ise azalma gorilmistiir (Sekil 4.7). Bu sonuglar AsIII tarafindan indiiklenen hiicre i¢i ve

hiicre dis1 NPSH seviyelerindeki degisimlerin enerjiye bagh oldugunu gdstermektedir.

Daha sonraki ¢alismalarimiz da Aslll ile muamele edilen eritrositlerde hiicre igi
ve hiicre dist NPSH seviyelerine sicakligin etkisini arastirildi. Bu amagla eritrositler
farkli konsantrasyonlarda AsIII varliginda ve yoklugunda KRP tamponunda 4, 20 ve 37
°C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicre i¢i ve hiicre dist NPSH seviyeleri
olciildii. Sonuclar AsIIl ile muamele edilen eritrositlerin 37 °C° nin altindaki
sicakliklarda inkiibe edilmesi durumunda, hiicre i¢i ve hiicre dis1t NPSH seviyelerindeki
degisimin 6nemli derecede inhibe edildigini gostermistir. (Sekil 4.8, Sekil 4.9). Bu
durum Aslll ile muamele edilen eritrositlerde NPSH seviyelerinin hiicre iginde
azalmasmin ve hiicre disinda artmasinin biyolojik olarak aktif olaylar oldugunu

gostermistir.
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Sekil 4.5. AslIl’iin  hiicre membramma etkisi:  Eritrositler  belirtilen
konsantrasyonlarda Aslll igeren KRP tamponunda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ornekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz tiiplere aktarildi ve
LDH aktiviteleri siipernatanlarda ol¢iildii. Bozulmamis eritrositlerin total
sitoplazmik LDH aktivitesi distile su i¢inde eritrositler hemoliz edilerek
benzer sekilde Ol¢iildii. Sonuglar ti¢ ayri deneyin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmasi olarak verilmistir. AsIII' e maruz kalmis eritrosit
siipernatanlarindaki LDH aktivitesi kontrol diizeylerinden 6nemli derecede

farkli bulunmamustir.
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Sekil 4.6. Aslll ile muamele edilen eritrositlerde hiicre ici NPSH seviyelerine
glukozun etkisi: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda AsIII i¢ceren KRP
tamponunda glukoz varliginda ve yoklugunda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ornekler santrifiij edilerek siipernatanlar uzaklastirildi ve eritrositler
iki hacim fosfat tamponu ile yikandi. Yikanan eritrositlerde NPSH diizeyleri
tespit edildi. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart
sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Glukozlu gruplardan énemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.7. AslIII ile muamele edilen eritrositlerde hiicre dis1 ortamda NPSH
seviyelerine glukozun etkisi: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda AsllI
iceren KRP tamponunda glukoz varliginda ve yoklugunda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 6rnekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz tiiplere
aktarild1 ve bu siipernatanlarda NPSH diizeyleri belirlendi. Sonuglar {i¢ ayri

deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
p <0.05

* Glukozlu gruplardan 6nemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.8. Aslll ile muamele edilen eritrositlerde hiicre ici NPSH seviyelerine

sicakhigin etkisi: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda AsIII i¢ceren KRP

tamponunda farkl1 sicakliklarda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda drnekler

santrifiij edilerek siipernatanlar uzaklastirildi ve eritrositler iki hacim fosfat

tamponu ile yikandi. Yikanan eritrositlerde NPSH diizeyleri tespit edildi.

Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak

verilmistir.

p <0.05

* 20 °C ve 37 °C gruplarindan énemli derecede farkli olan deger

** 37 °C gruplarindan 6nemli derecede farkli deger
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Sekil 4.9. Aslll ile muamele edilen eritrositlerde hiicre disi ortamda NPSH
seviyelerine sicakhgin etkisi: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda Asll|
igeren KRP tamponunda glukoz varliginda ve yoklugunda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda eritrositler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz
tiiplere aktarild1 ve bu siipernatanlarda NPSH diizeyleri belirlendi. Sonuclar
tic ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05
* 4 °C gruplarindan énemli derecede farkl1 olan deger

** 4 °C ve 37 °C gruplarindan énemli derecede farkli deger
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GSH eritrositlerdeki NPSH konsantrasyonun biiyiik boliimiinii olusturmaktadir.
Bununla birlikte hiicre dist ortamdaki NPSH artisinin tamamiyle AsIII tarafindan
indiiklenen GSH transportuna baglamak zordur. Bu nedenle eritrositlerin Aslll ile
muamele edilmesinden sonra hiicre dis1 ve hiicre i¢i ortamda direkt GSH o6l¢timleri
yapildi. Sonugclar hiicre dis1 ortamda belirlenen NPSH’ nin 6nemli bir miktarinin GSH
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.10, Sekil 4.11). Bu da AslII’ iin eritrositlerden GSH
transportunu indiikledigini gostermektedir. Eritrositler 10 mM AslII’ e 4 saat maruz
kaldiktan sonra NPSH seviyesi 0.481 + 0.0005 umol/ml eritrosit olarak tespit edilmistir.
Bununla birlikte ayni1 konsantrasyonda AslIl ve ayni inkiibasyon peryodundan sonra
GSH diizeyleri 0.274 + 0.004 pmol/ml eritrosit olarak tespit edilmistir. Bu durum
Arsenik bilesiklerine maruz kalan eritrositlerin asit eriyebilir serbest-SH iceren bazi
bilesikler trettigi ve bunlar1 hiicre disina transport ettigini gostermektedir. Bunlar

homosistein ya da sistein olabilir.

Eritrositlerden GSH atiliminda MRP membran tasiyicilarinin  rolii  olup
olmadigini géstermek icin MRP1 inhibitorii olan MK-571 varliginda da 6l¢iilmiistiir. Bu
amacla 1 mM AsIII ile farkli konsantrasyonlarda MK-571 igeren KRP tamponunda 4
saat siiresince inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicre dis1t GSH seviyeleri 6l¢iildii.
Sonuglar (Sekil 4.12) MK-571" in eritrositlerden GSH ¢ikisin1 6nemli derecede inhibe
ettigini gostermistir. Bu da hiicreden rediikte GSH ¢ikisinda MRP’ lerin rol aldigim
gostermektedir. Fakat MK-571 ¢ikis islemini tamamen inhibe etmemistir.

Calismamizda bir metilasyon inhibitorii olan periodat ile oxide edilen
adenosinin hiicrelerden GSH ¢ikisina etkiside arastirildi. Bu amagla eritrositler 1 mM
AsIIl igeren KRP tamponunda PAD varliginda ve yoklugunda inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra hiicre dist GSH seviyeleri 6lciildii. Elde edilen sonuglara gore,
metilasyon  inhibit6riiniin ~ kullanilmas1  hiicre  disinda  belirlenen ~ GSH
konsantrasyonlarinin azalmasina sebep olmustur (Sekil 4.13). Bu da hiicrelerden GSH
cikisinin  goreli olarak diizgiin isleyen metilasyon olaylarina bagli oldugunu
gostermektedir. Arsenik metilasyon {iriinlerine oOrnek olarak MMA ve DMA
gosterilebilir. Daha sonraki ¢alismalarda yine metilarsenoz diglutatyonun [CH3As(SG).]
ve dimetilarsenoz glutatyonun [(CH3)2AsSG] olustugunuda gostermistir. Bu lriinler

enzimler tarafindan katalize edilen ve glutatyonun da yer aldigi bir reaksiyonla
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olusmaktadir. As(SG)s tesekiilii ise AslII ve glutatyon gerektiren bir reaksiyonla ortaya
cikmaktadir. Bu reaksiyonlar hiicre i¢i glutatyonun tiiketilmesindeki baslica yollardir.
Eritrositler AsIIl ile muamele edildiginde hiicrelerde GSH ¢ikisi
belirlenmektedir. Daha 6nce yapilan bir arastirmada arsenitin DMSA tarafindan etkili
bir sekilde GSH’ i As(SG); kompleksinden ayirdigr gosterilmistir.  Bu nedenle
calismamizda eritrositler 1 mM AsIII igeren KRP tamponunda inkiibe edildi ve daha
sonra 0.5 ve 1.5 mM DMSA ile muamele edildi. GSH diizeyleri belirlendi.
Eritrositlerden GSH atiliminda Pgp membran tasiyicilarinin rolii olup olmadigin
gostermek icin Pgp inhibitdrii olan verapamil varliginda ve yoklugunda GSH
Ol¢iilmiistiir. Sonuglar (Sekil 4.14) verapamilin eritrositlerden GSH ¢ikisin1 6nemli
derecede inhibe ettigini géstermistir. Bu da hiicreden rediikte GSH ¢ikisinda Pgp’ lerin

rol aldigin1 gostermektedir. Fakat verapamil ¢ikis islemini tamamen inhibe etmemistir.
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Sekil 4.10. Aslll ile muamele edilen eritrositlerden hiicre dist1 ortamda GSH

seviyeleri: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda AsIIl iceren KRP
tamponunda 240 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda eritrositler santrifiij
edilerek siipernatanlar temiz tiiplere aktarildi ve bu siipernatanlarda GSH
diizeyleri belirlendi. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.11. Aslll ile muamele edilen eritrositlerde, hiicre ici GSH seviyeleri:

Eritrositler belirtilen konsantrasyonlarda AsIII iceren KRP tamponunda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rnekler santrifiij edilerek
siipernatanlar uzaklastirildi ve eritrositler dort hacim fosfat tamponu ile
yikandi. Yikanan eritrositlerde GSH diizeyleri tespit edildi. Sonuglar ii¢

ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
p <0.05

* Kontrol grubundan énemli derecede farkli olan deger
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Aslll ile muamale edilen eritrositlerde hiicre dis1 ortamda GSH
seviyelerine MK571'in etkisi: Eritrositler 1 mM AsIIl igeren KRP
tamponunda MKS571 varliginda ve yoklugunda 240 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda &rnekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz tiiplere
aktarildi ve bu siipernatanlarda GSH diizeyleri belirlendi. Sonuglar ii¢ ayr1
deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol ve 1 mM AsIII gruplarindan 6nemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.13. Aslll ile muamale edilen eritrositlerde hiicre dis1 ortamda GSH

seviyelerine PAD'mn etkisi: Eritrositler 1 mM AsIIl igeren KRP
tamponunda PAD varhiginda ve yoklugunda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ornekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz tiiplere aktarildi ve
bu siipernatanlarda GSH diizeyleri belirlendi. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin
aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol ve 1 mM AsIII gruplarindan 6nemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.14. Aslll ile muamale edilen eritrositlerde hiicre disi ortamda GSH
seviyelerine verapamilin etkisi: Eritrositler 1 mM AsIII iceren KRP
tamponunda verapamil varliginda ve yoklugunda 240 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 6rnekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz tiiplere
aktarildi ve bu siipernatanlarda GSH diizeyleri belirlendi. Sonuglar ii¢ ayr1
deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol ve 1 mM AslIII gruplarindan 6nemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.15. Aslll ile muamale edilen eritrositlerde DMSA uygulamasindan sonra

hiicre dis1 ortamda GSH seviyeleri: Eritrositler 1 mM AslII iceren KRP
tamponunda 240 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda drnekler santrifiij
edilerek siipernatanlar temiz tiiplere aktarildi. Bu siipernatanlara 0.5 ve 1.5
mM DMSA eklendi ve 37 °C 30 dakika inkiibe edildi. Bu siipernatanlarda
GSH diizeyleri belirlendi. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmas1 olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol ve 1 mM AsIII gruplarindan 6nemli derecede farkli olan deger
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4.2 Vanadat ile ilgili Sonuglar:

Baslangigta vanadatin etkisiyle meydana gelen hiicre igi ve hiicre dis1t NPSH
konsantrasyonlarindaki ~ degisimler arastirildi. Bu amagla eritrositler  farkli
konsantrasyonlarda vanadat iceren KRP tamponunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda NPSH konsantrasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.16,
Sekil 4.17). Sonuglar vanadatin hiicre i¢ci NPSH’ lerde 6nemli bir azalma ve hiicre dis1
NPSH’ lerde artis oldugunu gostermistir.

Eritrositlerden NPSH ¢ikisinin membran hasarina bagli olup olmadiginin
gosterilmesi i¢in hiicre dis1 ortamda LDH aktiviteleri 6l¢tilmiistiir. Sonuclar hiicre dis1
ortamda LDH aktivitelerinin artmadigin1 gdstermistir. Bu da eritrositlerin vanadat ile
muamele edilmesi sonucunda membran hasar1 olmadigini gostermektedir (Sekil 4.18).
Dolayisiyla hiicre dis1 ortamda belirlenen NPSH’ lerin membran hasari sonucu eritrosit
disina ¢ikmadigi, aksine NPSH’ lerin vanadat varliginda indiiklenen membran transport
yolu ile hiicre disina ¢iktigi ileri siirtilebilir.

Vanadat insan eritrositlerine fosfat alimmi da saglayan klor bikarbonat
tastyicilart tarafindan alinmaktadir (Nemeti and Gregus, 2004). Bu nedenle klor
bikarbonat tasiyicilarinin inhibitérii olan DIDS’ in, vanadat tarafindan degistirilen hiicre
ici ve hiicre dist NPSH konsantrasyonlarina etkisi olup olmadig1 arastirildi. Sonuglar
DIDS varliginda hiicre ici NPSH seviyelerinin 6nemli derecede korundugunu ve hiicre
dis1 ortamda NPSH artisinin inhibe edildigini gostermistir (Sekil 4.19, Sekil 4.20). Bu
sonuclar, vanadatin bahsedilen etkilerini gdsterebilmesi i¢in dnce hiicre igine alinmasi

gerektigine isaret etmektedir.
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Sekil 4.16. VVanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre ici NPSH seviyeleri:
Eritrositler belirtilen konsantrasyonlarda vanadat iceren KRP tamponunda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rnekler santrifiij edilerek siipernatanlar
uzaklastirildi ve eritrositler iki hacim fosfat tamponu ile yikandi. Yikanan
eritrositlerde NPSH diizeyleri tespit edildi. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin
aritmetik ortalamas1 ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.17. Vanadat ile muamele edilen eritrositlerden hiicre dis1 ortamda NPSH
seviyeleri: Eritrositler belirtilen konsantrasyonlarda vanadat iceren KRP
tamponunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler santrifiij
edilerek siipernatanlar temiz tiiplere aktarildi ve bu stipernatanlarda NPSH
diizeyleri belirlendi. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.18. Vanadatin hiicre membrammna etkisi: Eritrositler belirtilen
konsantrasyonlarda vanadat iceren KRP tamponunda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda &rnekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz tiiplere
aktarildi ve LDH aktiviteleri silipernatanlarda o6lgiildi. Bozulmamis
eritrositlerin total sitoplazmik LDH aktivitesi distile su iginde eritrositler
hemoliz edilerek benzer sekilde 6lgiildii. Sonuglar ii¢ ayri1 deneyin aritmetik
ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Vanadata maruz kalmis
eritrosit silipernatanindaki LDH aktivitesi kontrol diizeylerinden 6nemli

derecede farkli bulunmamustir.
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Sekil 4.19. Vanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre ici NPSH seviyelerine
DIDS'in etkisi: Eritrositler belirtilen konsantrasyonlarda vanadat igeren
KRP tamponunda DIDS varliginda ve yoklugunda 240 dk siiresince inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda &rnekler santrifiij edilerek siipernatanlar
uzaklastirildi ve eritrositler iki hacim fosfat tamponu ile yikandi. Yikanan
eritrositlerde NPSH seviyeleri belirlendi. Sonuglar ti¢ ayr1 deneyin aritmetik
ortalamas1 ve standart sapmasi olarak verilmistir.
p <0.05

* Vanadat gruplarindan 6nemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.20. Vanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre dis1 ortamda NPSH
seviyelerine DIDS" in etkisi: Eritrositler belirtilen konsantrasyonlarda
vanadat iceren KRP tamponunda DIDS varliginda ve yoklugunda 240 dk
siiresince inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda Ornekler santrifiij edilerek
stipernatanlar temiz tiiplere aktarildi ve bu siipernatanlarda NPSH diizeyleri
belirlendi. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi
olarak verilmistir.

p <0.05

* Vanadat gruplarindan 6nemli derecede farkli olan deger
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Daha sonraki ¢alismamiz vanadat tarafindan indiiklenen hiicre igi ve hiicre disi
NPSH konsantrasyonlarindaki degisimin enerjiye bagl olup olmadigini géstermek i¢in
yapilmistir. Bu amag¢ i¢in eritrositler glukoz varliginda ve yoklugunda farkh
konsantrasyonlarda vanadat igeren KRP tamponunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra hiicre i¢i ve hiicre dist NPSH seviyeleri 6lgiildii. Glukoz yoklugunda vanadat ile
muamele edilen eritrositlerde hiicre i¢i NPSH seviyelerinin daha yiiksek oldugu
goriilmistiir (Sekil 4.21). Diger yandan glukoz yoklugunda hiicre dis1 ortamdaki NPSH
seviyelerinde ise azalma gorilmistir (Sekil 4.22). Bu sonuglar vanadat tarafindan
indiiklenen hiicre i¢i ve hiicre dist NPSH seviyelerindeki degisimlerin enerjiye baglh
oldugunu gostermektedir.

Daha sonraki ¢aligmalarimizda vanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre
ici ve hiicre dist NPSH seviyelerine sicakligin etkisi arastirildi. Bu amagla eritrositler
farkli konsantrasyonlarda vanadat varliginda ve yoklugunda KRP tamponunda 4, 20 ve
37 °C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicre i¢i ve hiicre dist NPSH seviyeleri
olgiildii. Sonuglar vanadat ile muamele edilen eritrositlerin 37 °C’ nin altindaki
sicakliklarda inkiibe edilmesi durumunda, hiicre i¢i ve hiicre dist NPSH seviyelerindeki
degisimin 6nemli derecede inhibe edildigini gostermistir. (Sekil 4.23, Sekil 4.24). Bu
durum vanadat ile muamele edilen eritrositlerde NPSH seviyelerinin hiicre iginde
azalmasinin ve hiicre diginda artmasinin biyolojik olarak aktif olaylar oldugunu
gostermistir.

Ortamdaki NPSH artisinin tamamiyla vanadat tarafindan indiiklenen GSH
transportuna baglamak zordur. Bu nedenle eritrositlerin vanadat ile muamele
edilmesinden sonra hiicre dis1 ve hiicre i¢i ortamda direkt GSH Ol¢timleri yapildi.
Sonuglar hiicre dist ortamda belirlenen NPSH’nin 6nemli bir miktarinin GSH oldugunu
gostermektedir. Bu da vanadatin eritrositlerden GSH transportunu indiikledigini
gostermektedir. Eritrositler 10 mM vanadata 4 saat maruz kaldiktan sonra hiicre igi
NPSH seviyesi 0.1410 + 0.005 umol/ml eritrosit olarak tespit edilmistir. Bununla
birlikte ayn1 konsantrasyonda vanadat ve ayni inkiibasyon peryodundan sonra hiicre igi
GSH diizeyleri 0.0 + 0.0 umol/ml eritrosit olarak tespit edilmistir (Sekil 4.25).
Eritrositler 1, 5 ve 10 mM vanadata 4 saat maruz kaldiktan sonra hiicre dis1 ortamdaki
GSH seviyeleri 0.0150 + 0.001, 0.0330 £+ 0.001, 0.0576 + 0.002 umol/ml eritrosit olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.21. Vanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre ici NPSH seviyelerine
glukozun etkisi: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda vanadat iceren KRP
tamponunda glukoz varliginda ve yoklugunda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda Ornekler santrifiij edilerek siipernatanlar uzaklastirildi ve
eritrositler iki hacim fosfat tamponu ile yikandi. Yikanan eritrositlerde
NPSH seviyeleri belirlendi. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi
ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Glukozlu gruplardan énemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.22. Vanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre dis1 ortamda NPSH

seviyelerine glukozun etkisi: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda
vanadat iceren KRP tamponunda glukoz varliginda ve yoklugunda inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda &rnekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz
tiplere aktarildi ve bu siipernatanlarda NPSH seviyeleri belirlendi.
Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak
verilmistir.

p <0.05

* Glukozlu gruplardan 6nemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.23. Vanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre ici NPSH seviyelerine

sicakhigin etkisi: Eritrositler belirtilen konsantrasyonlarda vanadat igeren
KRP tamponunda farkli sicakliklarda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
ornekler santrifiij edilerek siipernatanlar uzaklastirildi ve eritrositler iki
hacim fosfat tamponu ile yikandi. Yikanan eritrositlerde NPSH diizeyleri
tespit edildi. Sonuclar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart
sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* 20 °C ve 37 °C gruplarindan énemli derecede farkli olan deger

** 37 °C gruplarindan énemli derecede farkli deger
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Sekil 4.24. Vanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre dis1 ortamda NPSH

seviyelerine  sicakhigin etkisi: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda
vanadat i¢geren KRP tamponunda glukoz varliginda ve yoklugunda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler santrifiij edilerek siipernatanlar
temiz tiiplere aktarildi ve bu siipernatanlarda NPSH diizeyleri belirlendi.
Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak
verilmistir.

p <0.05

* 4 °C gruplarindan énemli derecede farkli olan deger

** 4 °C ve 37 °C gruplarindan énemli derecede farkli deger
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Sekil 4.25. Vanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre ici GSH seviyelerindeki
degisim: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda vanadat iceren KRP tamponunda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ornekler santrifiij edilerek siipernatanlar
temiz tiiplere aktarildi bu siipernatanlarda GSH seviyeleri belirlendi. Sonuglar ti¢
ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir,

p <0.05

* Kontrol grubundan 6énemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.26. Eritrositlerdeki GSH diizeylerinin vanadat konsantrasyonuna bagh
degisimi: Eritrositler belirtilen konsantrasyonlarda vanadat iceren KRP
tamponunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ornekler santrifiij
edilerek siipernatanlar uzaklastirildi ve eritrositler dort hacim fosfat
tamponu ile yikandi. Yikanan eritrositlerde GSH diizeyleri tespit edildi.
Sonuglar ti¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak

verilmistir.
p <0.05

* Kontrol grubundan énemli derecede farkli olan deger
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Eritrositlerden GSH atiiminda MRP membran tasiyicilarinin  rolii  olup
olmadigini géstermek i¢in MRPL1 inhibit6rii olan MK-571 varhiginda GSH seviyeleri
Ol¢iilmiistiir. Bu amag igin eritrositler farkli konsantrasyonlarda vanadat ve 100 mikroM
MK-571 igeren KRP tamponunda inkiibe edildi ve hiicre dis1 ortamda GSH
konsantrasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.27). Sonuglar MK-571 eritrositlerden GSH ¢ikisini
onemli derecede inhibe ettigini gostermistir. Bu da hiicreden rediikte GSH ¢ikisinda
MRP’ lerin rol aldigin1 fakat islemi tamamen inhibe etmedigini gostermektedir.

Calismamizda yine bir metilasyon inhibitorii olan periodat ile oxide edilen
adenosinin, vanadat ile muamele edilen hiicrelerden GSH ¢ikisina etkisini arastirildi.
Bu amagla eritrositler 10 mM vanadat iceren KRP tamponunda PAD varhiginda ve
yoklugunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicre disit GSH seviyeleri 6lgiildii.
Sonuglar metilasyon inhibitoriiniin kullanilmasinin hiicre disinda belirlenen GSH
konsantrasyonlarinin azalmasina sebep oldugunu gostermistir (Sekil 4.28). Bu da
hiicrelerden GSH ¢ikisinin goreli olarak diizglin isleyen metilasyon olaylarina bagh
oldugunu gostermektedir. Yine bu durum hiicre disinda belirlenen GSH in bir kisminin
GSH-metilvanadat komplekslerinden geldigini gostermektedir.

Calismamizda muhtemel GSH-vanadyum ya da GSH-metilvanadat
komplekslerinin bulunup bulunmadigini gostermek igin DMSA kullanildi. Bu amagla
eritrositler 10 mM vanadat igeren KRP tamponunda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
ornekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz tiiplere aktarildi. Bu siipernatanlara 0.5
ve 1.5 mM DMSA eklendi ve 37 °C 30 dakika inkiibe edildi. Bu siipernatanlarda GSH
diizeyleri belirlendi. Vanadatla muamele edilmis eritrosit supernatanlarina DMSA
uygulanmasi Slipernatanlarda belirlenen GSH seviyelerini 6nemli derecede arttirmistir
(Sekil 4.29). Vanadata maruz kalmis eritrositlerde hiicre disina GSH ¢ikisi daha 6nce
belirlenmemistir. Bu sonuglar da eritrositlerin serbest GSH’a ilave olarak GSH-
vanadyum ya da GSH-metilvanadat komplekslerini de disar1 attigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.27. Vanadat ile muamele edilen eritrositlerde hiicre disi ortamda GSH

seviyelerine MK571" in etkisi: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda
vanadat iceren KRP tamponunda MK571 varliginda ve yoklugunda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda Ornekler santrifiij edilerek
slipernatanlar temiz tiiplere aktarildi ve bu siipernatanlarda GSH diizeyleri
belirlendi. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart
sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli olan deger

** Kontrol ve Vanadat guplarindan énemli derecede farkli olan deger
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Sekil 4.28. Vanadat ile muamale edilen eritrositlerde hiicre disi ortamda GSH
cikisina PAD'mm  etkisi: Eritrositler 10 mM vanadat igeren KRP
tamponunda PAD varhiginda ve yoklugunda 240 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda Ornekler santrifiij edilerek siipernatanlar temiz
tiiplere aktarildi ve bu siipernatanlarda GSH diizeyleri belirlendi.
Sonuglar ti¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmas1  olarak
verilmistir.

p <0.05

* Kontrol ve 10 mM vanadat + 100 MikroM PAD gruplarindan 6nemli

derecede farkl.
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Sekil 4.29. Vanadat ile muamale edilen eritrositlerde DMSA uygulamasindan
sonra hiicre dis1 ortamda GSH seviyeleri: Eritrositler 10 mM vanadat igeren KRP
tamponunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rnekler santrifiij edilerek
slipernatanlar temiz tiiplere aktarildi. Bu siipernatanlara 0.5 ve 1.5 mM DMSA eklendi
ve 37 °C 30 dakika inkiibe edildi. Bu siipernatanlarda GSH diizeyleri belirlendi.
Sonuglar ti¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol ve 10 mM vanadat gruplarindan 6nemli derecede farkli olan deger
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5. SONUC ve ONERILER

Ratlarin AsV ve AsIIl maruz kalmalari sonucunda safra non protein tiyol
(NPSH) seviyelerinin doza bagl olarak arttig1 bildirilmistir (Gyurasics ve ark., 1991).
Daha sonraki caligmalar, eritrositler ve diger hiicreler tarafindan alinan arsenik
bilesiklerinin hiicre i¢i metabolik siireglerini gostermistir. Hiicreler AsV’1 thiol bagh
mekanizma ile Aslil’e rediiklemektedirler (Nemeti ve ark., 2003; Nemeti ve Gregus,
2005). Dolayisiyla hiicrelerde gozlemledigimiz GSH konsantrasyonlarmin diisiisii AsV
in Aslll’e doniistiiriilmesindeki GSH kullanim1 oldugunu gostermektedir. Yapilan
calismalar yine AsV ve AslII uygulamasindan sonra protein-GSH karisik disiilfidlerinin
(ProSSG) olustugunu goéstermistir. Bu da hiicre i¢i GSH kaybinin diger bir yolu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Winski ve Carter, 1995). Bunlara ilave olarak AsV ve Aslli
hiicrelerde metilasyona ugramaktadirlar. Bunlara 6rnek olarak monometilarsonik asit
AsV ve dimetilarsinik asit AsV verilebilir. (Braman ve Foreback, 1973). Yapilan
calismalarla iki tane organoarsenik bilesigi tanimlandi. Bunlar monometilarsonus asid
MMA(II) ve dimetilarsinus asid DMA(II)’tir (Aposhian ve ark., 2000; Mandal ve
ark., 2001). Daha sonraki ¢alismalar da yine metilarsenoz diglutatyonun [CH3AS(SG).]
ve dimetilarsenoz glutatyonun [(CH3)2AsSG] olustugunu gostermistir (Kala ve ark.,
2000; Suzuki ve ark., 2001). Bu friinler enzimler tarafindan katalize edilen ve
glutatyonun yer aldigi bir reaksiyonla As(SG)s olusturmaktadir (Hayakawa ve ark.,
2005; Naranmandura ve ark., 2006). AsIII’e maruz kalindiginda, As(SG); tesekiilii ve
glutatyon ihtiva eden metilasyon iiriinleri hiicre i¢i glutatyonun tiiketilmesindeki baslica
yollardir.

Hiicrelerde gozlemledigimiz GSH azalmasinin sebebi AsV’in thiol bagl
mekanizma ile AsllIl’e rediiklenmesi olabilir. Calismamizda, AsV ve AslII ile muamele
edilen eritrositlerden hiicre dis1 ortamda rediikte glutatyon belirlenmistir. Dolayisi ile
AsV ve AsIII ile muamele edilen eritrositlerden rediikte durumda GSH ¢ikis1 da hiicre
ici GSH kaybinin ilave bir nedeni olabilir. Daha 6nceki yapilan c¢aligmalar eritrosit
membranin fizyolojik sartlarda GSH’a gegirgen olmadigini gostermistir (Kondo ve ark.,
1980). Bu anlamda c¢alismamiz AsIIl’in eritrositlerden GSH ¢ikisini tetikleyen olaylari

indiikledigini gostermektedir.
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Calismalar da asir1 miktarda MRP1 salgilayan akciger kanser hiicrelerininde
AslIl’e bagl olarak GSH’u disar1 attiklart gosterilmistirv(Leslie ve Haimeur, 2004).
Fakat AsV uygulamasi sonucunda eritrositlerden GSH ¢ikis1 ile ilgili bir calisma
yapilmamistir. AsV ve AslII’e maruz kalan eritrositlerden GSH ¢ikisin1 AslII’le birlikte
veya AslII’in metabolik triinleriyle birlikte olduguileri stiriilmistiir. Eritrositler disinda
diger hiicreler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda AsIII’e maruz birakilmalar1 sonucunda
hiicrelerin digsartya GSH ¢ikisina sebep oldugu gosterilmistir. AsIII ratlarda safra ve
karaciger perfusatlarinda GSH seviyelerinin artmasina sebep olmustur (Anundi ve ark.,
1982; Gyurasics ve ark., 1991). Daha sonraki ¢alismalarda Chinese Hamster Ovary
hiicrelerinin ve akciger kanser hiicrelerininde AslII’e bagli olarak GSH’u disar1 attiklar
gosterilmistir ( Zaman ve ark., 1995; Huang ve Lee, 1996). Tavsan eritrosit lizatlarinda
As(SG)3 olusumu NMR spektroskopisi ile gosterilmistir (Delnomdedieu ve ark., 1994).
Ancak bu calismada GSH’nun eritrositlerden c¢ikist ve inhibisyon ortaminda
eritrositlerde belirlenmesi gergeklestirilmemistir. Daha once yapilan bir arastirmada
arsenitin DMSA tarafindan etkili bir sekilde GSH’u GSH -kompleksinden ayirdigi ve
siipernatanlarda belirlenen GSH seviyelerini 6nemli derecede artirdigi gosterilmistir. Bu
kompleksler, muhtemelen As(SG)s [CH3AS(SG),] ve [(CH3)2AsSG] olabilir.

AsIIl uygulamasi sonucunda hiicrelerden GSH atiliminin mekanizmasinda
MRP1 ve MRP2’nin rol aldigim1 gdsteren ¢alismalar devam etmektedir (Kala ve ark.,
2000; Leslie ve ark., 2004). Insan eritrosit membraninda MRP1 aktivitesi oldugu
bilinmektedir (Abraham ve ark.,, 200l1a; Klokouzas ve ark., 2003). Eritrosit
membraninda MRP2 aktivitesi olmadig1 rapor edilmistir. insan eritrosit membraninda
diistik diizeyde Pgp aktivitesi vardir (Abraham, ve ark., 2001b). MRP1 ve Pgp ABC
tastyici protein ailesi liyeleridir. Arsenit ve vanadat MRP1 inhibit6rii olan MK-571 ve
Pgp inhibitorii olan verapamil varliginda, eritrositlerden GSH ¢ikisinin giiclii sekilde
inhibe ettigi belirlenmistir. Bu da hiicreden rediikte GSH ¢ikisinda hem MRP1 hem de
Pgp’lerin rol aldigin1 gostermektedir.

Literatiirde MRP1 tasiyicilari tarafindan hiicreden disar1 atilan iiriinlerin yapisi
hakkinda tartismalar siirmektedir. Baz1 ¢alismalar MRP tasiyicilarinin GSH ve AslIl’i
konjuge bir formda hiicre disina attigin1 savunmaktadir. Bazi ¢calismalar da AsIII disar
atilirken GSH’inda disar1 atildigin1 savunmaktadir (Zaman ve ark., 1995; Salerno ve
ark., 2002; Leslie ve Haimeur, 2004).
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Hiicreler tarafindan alinan vanadat (V) baslangigta vanadil (IV) haline rediikte
edilir.  Bu olayda GSH elektron kaynagi olarak kullanilmakta ve GSSG’ye
dontismektedir. Vanadat varliginda hiicre i¢i GSH miktarlarindaki azalmanin genel
olarak vanadat rediiksiyonundan kaynaklandigina inanilmaktadir (Younes ve Strubelt,
1991). Boylece vanadat uygulanan hiicrelerdeki GSH konsantrasyonlarinin diisiisii
vanadatin  vanadile donistiiriilmesindeki GSH kullanimi oldugunu gostermektedir.
Caligmalar yine vanadat uygulamasindan sonra protein-GSH karisik disiilfidlerinin
olustugunu gostermistir. Bu da hiicre ici GSH kaybinin diger bir yolu olarak karsimiza
cikmaktadir.

Calismamizda kullandigimiz en yiliksek vanadat konsantrasyonu ile hiicre igi
NPSH diizeyi tamamen sifirlanmistir. Bu durum vanadat verilmesi sonucunda GSH’nun
tilkketilmesi olarak yorumlanabilir. Bununla birlikte vanadat uygulamasi sonucunda
hiicre dis1 ortamda da 6nemli NPSH tespit edilmistir. Bu NPSH’nin 6nemli kisminin
GSH oldugu daha sonraki ¢aligmalarimizda gosterilmistir. Dolayisiyla hiicre i¢i GSH
kaybinin diger bir yolu olarak hiicrelerden disartya GSH atildigz ileri siiriilebilir.

Daha onceki ¢aligmalar insan eritrositlerinde ve diger hiicre tiplerinde fosfatin
sodyuma bagl fosfat transport sistemleri tarafindan alindigini géstermistir (Abraham ve
ark., 1992; Elmariah ve Gunn, 2003). Vanadat insan eritrositlerine fosfat alimin1 da
saglayan klor bikarbonat tagiyicilari tarafindan alinmaktadir. Bu nedenle klor bikarbonat
tastyicilarinin inhibitorii olan DIDS vanadat transportunu da etkileyecektir. Bu goriisii
destekleyen sonuglar DIDS kullanilarak yapilan deneylerle de desteklenmistir. Vanadat
ile birlikte DIDS kullanildiginda hiicre i¢i NPSH seviyeleri daha yiiksek kalmis bununla
birlikte hiicre dist NPSH miktar1 azalmustir.

Insan eritrosit membraninda MRP1 aktivitesi oldugu bilinmektedir (Abraham ve
ark., 2001a; Klokouzas ve ark., 2003) Eritrosit membraninda MRP2 aktivitesi olmadigi
rapor edilmistir (Abraham, ve ark., 2001b). Calismamizda MRP1 inhibitorii olan MK-
571’in eritrositlerden vanadat tarafindan indiiklenen GSH ¢ikisini  azalttig:
gosterilmistir. Glutatyon ¢ikisinda gozlenen azalma, bu membran tasiyicisinin
eritrositlerden GSH ¢ikisinda rolii oldugunu gostermektedir.

Daha 6nce yapilan bir arastirmada vanadat benzeri bir molekiil olan arsenitin
DMSA tarafindan etkili bir sekilde GSH’i  As(SG); kompleksinden ayirdigi
gosterilmistir. Calismamizda benzer sekilde muhtemel GSH-vanadat ya da GSH-
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metilvanadat komplekslerinin var olup olmadigimi gostermek i¢gin DMSA kullandik.
Vanadatla muamele edilmis eritrosit supernatantlarina DMSA uygulanmasi
stipernatanlarda belirlenen GSH seviyelerini 6nemli derecede arttirmistir. Bu sonuglar,
eritrositlerin serbest GSH’e ilave olarak GSH-Vanadat ya da GSH-metilvanadat
komplekslerinide disar1 attigini gostermektedir.

Daha 6nceki yapilan calismalar eritrosit membranin fizyolojik sartlarda GSH’a
gecirgen olmadigini gostermistir (Kondo ve ark., 1980). Bu anlamda c¢alismamiz
vanadatin eritrositlerden GSH ¢ikisini tetikleyen olaylar indiikledigini gostermektedir.
Vanadat hiicre igerisine alindiktan sonra vanadil ve diger metile edilmis molekiiller
olmak iizere bir ¢ok iiriin verecek sekilde metabolize edilir. Bu anlamda bir metilasyon
inhibitoriiniin  kullanilmasi, vanadat metabolizmasinda metilasyon olaymim ve
sonrasinda  da  metilvanadat-GSH  komplekslerinin =~ olusup  olusmadigin
gosterebilecektir. Metilasyon inhibitorii olan periodat ile oxide edilen adenosinin
kullanilmas1 hiicre disinda belirlenen GSH konsantrasyonlarinin azalmasina sebep
olmustur. Buda hiicrelerden GSH c¢ikisinin goreli olarak diizgiin isleyen metilasyon
olaylarina bagli oldugunu gostermektedir. Yine bu durum hiicre disinda belirlenen
GSH’in  bir kismmin MMA-(GSH), ya da DMA-GSH’ten kaynaklandigini
gostermektedir.

Arsenik ve vanadyum bilesikleriyle birlikte goriinen GSH ¢ikiginin ¢alisilmast
icin eritrositler olduk¢a uygun bir deney sistemi olusturabilir. Clinkii eritrositler
karaciger ve diger cekirdege sahip hiicrelerden ¢ok daha az komplike bir sistemdir.
Sonug olarak ¢alismamiz insan eritrositlerinin karaciger ve diger ¢ekirdekli hiicreler gibi
arsenik ve vanadyum uygulamasi sonucunda GSH c¢ikisim1 gergeklestirdigini

gostermektedir.
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