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KROM PIKOLINAT’IN TAVSANLARDA OKSIDATIF VE KROMOZOMAL
DNA HASARI OLUSUMUNA ETKISIiNiN BELIRLENMESI
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Doktora Tezi, Arahk 2014
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KISA OZET

Bu c¢alismada, tavsanlarda CrCl;.6H,O, CrPic ve pikolinik asidin malondialdehit
(MDA) ve 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyleri ile genom hasar1 iizerine
etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Calismada 16 haftalik 40 adet Yeni Zelanda tavsant,
her birinde 10 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Birinci grup kontrol grubu olup,
bu hayvanlara distile su; ikinci gruptaki hayvanlara CrCl;.6H,O formunda 20 mg Cr;
tictincti gruptakilere 200 pug CrPic; dordiincii gruptaki hayvanlarda 1400 pg pikolinik
asit gavaj yontemiyle 50 giin verildi. Hayvanlarin haftada bir canli agirliklar1 ve yem
tilketimleri kaydedildi. Denemenin 25. ve 50. giinlerinde hayvanlardan alinan kan
orneklerinden elde edilen serumlarda MDA, plazmalarda 8-OHdAG diizeyleri ve tam
kanda mikroniikleus (MN), niikleoplazmik koprii (NPK) ve niikleer bud (NBUD)
miktarlar1 ile apoptotik ve nekrotik hiicre sayilar1 saptandi. Ayrica, 50. giinde elde
edilen serumlarda Cr diizeyleri ve karaciger dokularinda MDA diizeyleri belirlendi.
Canli agirlik artisinin yem tiiketimindeki artisa paralel olarak CrPic verilen grupta en
fazla oldugu saptandi. Calismanin 25. giiniinde kontrole gore CrPic ve pikolinik asit
verilen gruplarda serum MDA(P<0,05) diizeyleri ile tam kan MN, NPK ve NBUD
sikliginda (P<0,05), CrCl;.6H,O ve CrPic verilen gruplarda da plazma 8-OHdG
diizeylerinde (P<0,05) azalmalar gozlendi. Ancak 50. giinde incelenen parametrelerin
uygulamalardan etkilenmedigi goriildii. Sonug olarak, ¢alismanin 25. giiniinde CrPic ve
pikolinik asit; MDA, 8-OHdG ve genom hasar1 gostergelerinde iyilesmeye neden
oldugundan tavsanlara kisa siireli CrPic verilmesinin oksidatif ve kromozomal DNA

hasarmin 6nlenmesinde etkili olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Krom Pikolinat, Mikroniikleus, Oksidatif Stres.
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EFFECTS OF CHROMIUM PICOLINATE ON THE FORMATION OF
OXIDATIVE AND CHROMOSOMAL DNA DAMAGE
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PhD.Thesis, December 2014
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of CrCl;.6H,0, CrPic and picolinic
acid on the levels of malondialdehit (MDA) and 8-hidroksi-2’-deoksiguanosine (8-
OHAG) as well as on the genom damage in rabbits. Forty, 16 weeks old, New Zealand
rabbits were assigned to four groups consisting of 10 rabbits per group. The rabbits in
the first group named as control group, were given distilled water; the rabbits in the
second group were given 20 mg in the form of CrCl15.6H,0; the rabbits in the third
group were given 200 ug CrPic; and the rabbits in the fourth group were given 1400 pug
picolinic acid using the gavaj method for 50 days. Live weight and feed consumption
were recorded at weekly intervals. On the 25"and 50™day of the experiment, the levels
of 8-OHdG in plasma, the MDA in sera and the apoptotic and necrotic cells as well as
amounts of MN, NPK and NBUD in whole blood were detected. In addition, Cr levels
were determined in the sera, the levels of MDA were determined in the liver tissues. In
the group receiving CrPic an increase was seen in live weight in paralel with the
increased feed consumption. On the 25"day of the experiment, a decrease was detected
in the levels of MDA (P<0,05) and MN, NPK ve NBUD frequencies (P<0,05) in the
CrPic and picolinic acid groups as well as in the levels of 8-OHdG (P<0,05) in the
CrCl3.6H,0O and CrPic groups. However, no significant effects of the treatments were
observed on 50™day of the experiment. In conlusion, CrPic and picolinic acid resulted in
improvements in the levels of MDA, 8-OHdG and genom damage indicators thus short
term application of CrPic may be effective in reducing oxidative and chromosomal

DNA damage in rabbits.

Key Words: Apoptosis, Chromium Picolinate, Micronucleus, Oxidative Stress.
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1. GIRIS VE AMAC

Uc  degerlikli krom (Cr™); karbonhidrat, lipid, protein ve nikleik asit
metabolizmalarinin diizenlenmesi i¢in gerekli olan esansiyel bir iz elementtir (1-3).
Krom yetersizliginin tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve glikoz intoleransina
benzer semptomlara yol acabilecegi; biiylime geriligi, glikoz ve lipid homeostazisi
bozukluklarinin krom yetersizligiyle iligkili oldugu (1, 4); bu semptomlarin krom ilavesi

ile diizeltilebildigi ¢esitli ¢alismalarda ileri siiriilmiistiir (4-6).

Krom bilesikleri hem organik hem de inorganik halde bulunurlar (7). Organik Cr
bilesiklerinin inorganik Cr bilesiklerine gore daha kolay emildigi saptanmistir (8, 9).
Kromun emilimini artirmak i¢in pikolinik asit, nikotinik asit, propiyonik asit ve
metiyonin gibi organik maddelerle bilesikler olusturulmustur (10, 11). Pek cok ¢alisma
ile cesitli krom bilesiklerinin insanlar (12, 13) ve hayvanlar (14-19) i¢in yararh
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Krom pikolinat, 6zellikle insanlarda, yaygin olarak
kullanilan bir besin takviyesidir. Krom pikolinatin viicut kitlesi ve kompozisyonu
tizerine olumlu etkilerinin oldugunu bildiren cesitli ¢calismalarin (20, 21) aksine, bu
organik krom bilesiginin viicut kompozisyonu iizerine olumlu bir etkisinin olmadigini

bildiren ¢aligmalar (22-24) da bulunmaktadir.
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Ozellikle CrPic’1n insanlar iizerindeki etkilerini detayl sekilde inceleyen ¢aligmalar, bu
organik krom bilesiginin insanlar iizerinde yararli etkisinin olmadigin1 gosterdigi gibi
(23, 24), CrPic’1n zararh etkilerinin de olabilecegi (25-31) yoniindedir. Bu nedenle son
zamanlarda CrPic’in giivenilirligi sorgulanmaktadir. Diger taraftan, CrPic’in sitotoksik
ve genotoksik etkileri ile ilgili caligmalar arasinda da celigkiler bulunmaktadir (26, 29,
31-36). Krom pikolinatin, pikolinat icermesi nedeniyle kromozom hasarina neden
oldugu (25); fizyolojik kosullarda CrPic’mn askorbik asit ve thiol gibi biyolojik
rediiktanlarla Cr** bilesiklerine indirgendigi, havayla oksidasyona duyarli olduklari icin
bu bilesiklerin de deoksiriboniikleik asit (DNA) harabiyetine yol acan hidroksil
radikallerini olusturdugu ileri siiriilmektedir (37-39). Krom pikolinatin sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin oldugunu ileri siiren ¢alismalar genellikle in vitro kosullarda
yiiriitiilmiistiir (38, 40, 41). In vivo kosullarda ise simrh sayida cahsma bulunmaktadir

(27, 31, 42).

Inorganik bir krom bilesigi olan krom kloriir (CrCl)’iin ve organik bir krom bilesigi
olan CrPic’in in vivo olarak hiicresel ve genetik yonden olumsuz etkilerinin olup
olmadiginin belirlenmesinin yani sira, bu bilesiklerin olumsuz etkileri saptandigi
takdirde, bu etkilerin 6zellikle CrPic verilen caligmalarda ileri siiriildiigii gibi pikolinik
asitten kaynaklanip kaynaklanmadigmin belirlenmesi insan ve hayvan saglig1 yoniinden
Onem tagimaktadir. Bu caligmada, Cr™un CrCl; formu ile birlikte klastojenik etki
gosterdigi bildirilen ve yaygin olarak kullanilan CrPic formunun ve pikolinik asidin
(C6HsNO,) tavsanlarda, oksidatif stresin gostergesi olarak bilinen malondialdehidin
(MDA) serum ve karaciger diizeyleri {izerine etkilerinin belirlenmesi ve oksidatif DNA
hasar1 gostergesi olarak bilinen 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyi ve

genom hasar1 iizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla gerceklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. KROM
2.1.1.Kromun Kimyasal Ozellikleri, Dogada Bulunusu ve Krom Kaynaklar

Metalik bir element olan krom, gecis elementlerinin ilk serisinde VI B grubunda yer
alir. Atom numarasi 24, kiitle numarasi1 52,01 olan krom, yaygin olarak 0, +2, +3 ve +6
oksidasyon durumlarinda bulunmasina (1, 2, 43) ragmen sadece iic degerlikli krom
(Cr*) bilesiklerinin biyolojik sistemlerde fonksiyonu bulunmaktadir. Ayrica, ii¢
degerlikli krom (Cr*™) ve alt1 degerlikli krom (Cr*®) bilesikleri endiistride yaygin olarak
kullanilmaktadir. Topraktaki miktar1 ortalama 37-40 ppm; icme sularinda 0,4-8,0 ug/L
arasinda olan krom, yer kabugunda en fazla bulunan elementler arasinda yer alir (1, 43,

44).,

Bitkilerdeki krom miktarimin bitkinin tiiriine, topragin yapisma ve bitkinin hasat
donemine bagh olarak degistigi; rafine islemlerinin de Cr miktarin1 azalttigi
belirtilmistir (1, 45, 46). Kromun et, siit, sebze ve meyvalarin cogunda diisiik miktarda
oldugu, ogiitiilmemis tahil iiriinleri, baklagiller ve baharatlarda ise daha yiiksek

miktarda oldugu bildirilmistir (2, 44).



2.1.2. Kromun Metabolizmasi

Ince bagirsaklarin iist boliimiinden basit difiizyon disinda bir mekanizmayla emildigi
bildirilen (1, 45, 47) kromun duedonuma ulastiginda, buradaki alkali ortamin etkisiyle,
ortamda bulunan ligantlarla selatlar olusturarak emiliminin kismen kolaylastigi
belirtilmistir (1, 48). Viicuda alman Cr’un %0.04-%2 gibi ¢ok az bir kisminn
emilebildigi ve bu emilimin besinlerde bulunan okzalat, demir ve karbonhidratlar

tarafindan etkilendigi aciklanmistir (45, 48).

Krom besinlerde hem organik hem de inorganik bilesikler halinde bulunmaktadir (7).
Organik Cr bilesiklerinin inorganik Cr bilesiklerine goére daha kolay emildigi
bildirilmektedir (48, 49). Krom’un membranlardan gecisinin giic olmas1 nedeniyle
emiliminin zayif oldugu agiklanmistir (50). Bu nedenle Cr’un, emilimini artirmak igin,
pikolinik asit, nikotinik asit, propiyonik asit, metiyonin gibi organik maddelerle stabil
bilesikleri (10, 49, 51) olusturuldugu gibi son zamanlarda CrPic’in nanopartikiilleri de
olusturulmustur (50). Bir triptofan metaboliti olan pikolinik asidin, krom ile birleserek
stabil bir yapiya sahip olan krom pikolinati (CrPic) olusturdugu bildirilmistir (52, 53).
Krom pikolinat 1:3 oraninda Cr (IIT) ve pikolinik asitten olusur. Krom pikolinatta
bulunan pikolinik asit 2-pikolinattir. Bir gram krom pikolinat 0,12 g Cr ve 0.88 g
pikolinik asit saglar. Krom pikolinatin kimyasal adi tris (2-piridinkarboksilat-N,0)
krom (IITI) ya da 2-piridinkarboksilik asit krom (III) tuzu’dur. Molekiiler formiilii
CisH12N306Cr ve molekiil agirligi 418,31 olan CrPic’in CAS numarast 14639-25-9°dur
(53) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Krom pikolinatin kimyasal yapisi1 (40).




Krom pikolinatin mide sivisinda bozulmadan kaldig1 ve dogruca jejunuma gecerek
orijinal formunda hiicreye girdigi (42, 52, 54); ancak, hiicre icinde kalma siiresinin kisa
oldugu belirtilmistir. Krom pikolinatin, hepatositlerde ilk Once niikleus ve
mitokondride, daha sonra sitozolde son olarak da lizozom ve mikrozomlarda goriildiigii,
DNA’ya baglanma egilimi gostermedigi agiklanmustir. Hepatosit mikrozomlarinda
pikolinatin modifiye edilerek kromun ag¢iga c¢ikmasmin saglandigi; karaciger ve
bobreklerde Cr’un birikim yaptigi, ancak bu birikimin CrPic seklinde olmadigi
bildirilmistir (54).

Kan dolagimindaki ii¢ degerlikli Cr’un, transferrin veya diger plazma proteinlerine bagl
sekilde ya da glikoz tolerans faktorii gibi kompleksler seklinde sirkiile oldugu
belirtilmistir (7). En fazla kromodulin’e ardindan transferrin ve albiimine affinite
gosterdigi bilinen serbest ii¢ degerlikli Cr’un (55) kromodulin’den transferrine veya
transferrinden kromodulin’e nakledilebildigi aciklanmistir (41, 55, 56). Hiicrede inaktif
durumda olan insiiline duyarl transferrin reseptorleri kan glikoz diizeyinin artisi ile
vezikiillerden ¢ikip hiicre membranina gociinii uyarmakta, hiicre yiizeyine gecen bu
reseptorler Cr ile yiiklii transferrini baglamaktadir. Iki metal iyonu baglamis olan bu
transferrin reseptorii endositozisle hiicreye girerek, olusan yeni vezikiil i¢indeki asidik
pH’ nin etkisiyle metalden ayrilmakta ve serbestlesen Cr apokromodulin’e

baglanmaktadir (52, 57) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Insiilin reseptériiniin kinaz aktivitesinin insiiline cevap olarak kromodulin tarafindan
uyarilmasini gosteren bir mekanizma (52).

Kromatlar hari¢, kromun tiim kimyasal formlar1 kandan hizla uzaklastirilabilir. Plazma
Cr diizeyi, dokulardaki Cr diizeyi i¢in iyi bir gosterge olmamaktadir. Bu durum,
dokulardaki Cr diizeyi ile dolasimdaki Cr diizeyi arasinda bir dengenin
bulunmamasindan kaynaklanmaktadir (1). Kroma en biiyiik affinite retikiiloendotelyal
sistem tarafindan gosterilmektedir (1). Organizmadan atilimi, alinma yoluna bagli olan
Cr, en fazla idrar ve digki ile (1) daha az olarak da sag, safra ve ter ile atilmaktadir.
Stres, enfeksiyon, yorucu egzersizler, asir1 karbonhidrath beslenme ve travmalarin da

viicuttaki Cr atilimini artirdig1 bildirilmistir (58, 59).
2.1.3. Krom Ihtiyaci ve Kromun Biyolojik Fonksiyonlari

Giinliik alimmasi gereken Cr miktarmin kadinlar i¢in 25 pg/giin, erkekler icin 35 pg/giin
oldugu bildirilmistir (60). Krom konsantrasyonunun ¢esitli viicut sivi ve dokularinda
degiskenlik gosterdigi; kromun en fazla bobrekte biriktigi (61, 62), daha az olarak
karaciger, pankreas ve dalakta bulundugu ve kan, kas, kalp, akciger ve beyinde ise en az

diizeyde oldugu bildirilmistir (61). Kromun serumdaki diizeyinin 0,066-0,84 pg/L gibi



diisiik degerlerde oldugu, cigerlerde ve diger dokularda 0,07-1,0 pg/g arasinda degistigi,
idrarda ise 7,80-9,68 pg/L gibi yiiksek diizeylere ulastigir (63) bildirilmistir. Cesitli
hayvan tiirleri iizerinde Cr ile ilgili ¢ok sayida caligma yapilmis olmasmna karsin

hayvanlarin giinliik krom ihtiyaci konusunda kesin bildirimler bulunmamaktadir.

[k kez ratlarda yapilan ¢aligmalarla, ii¢ degerlikli Cr’un memeliler icin esansiyel oldugu
belirlenmistir (1). Glikoz tolerans faktdr (GTF)’iin yapisina katilan (1, 45, 48) Cr’un
insiilinle etkileserek sindirime ugrayan karbonhidratlarin organizmada dagitilmasina
katkida bulundugu bildirilmistir (1, 10). Glikoz tolerans faktoriin sadece insiilin
varliginda aktivite gosterebildigi diisiiniildiigiinden (1, 10) sonraki yillarda, glikoz
tolerans faktor yerine “biyolojik aktif krom” terimi kullanilmasi 6nerilmistir (46).

Krom ile insiilin arasindaki iliski incelendiginde; Cr’un, insiilinin aktivitesini olumlu
yonde etkiledigi saptanmustir (32, 46). Kromun insiilin iizerinde yapmis oldugu bu
degisimden dolay1 karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmalarinin da etkilendigi
bildirilmektedir (1, 2, 12, 64). Biiyiikleblebici ve Karagiil (56) tarafindan ratlarda
yapilan caligmada Cr’un aclik kan glikoz diizeyini etkilemedigi ancak insiilin diizeyini
onemli oranda disiirdiigi bildirilmistir. Kromun farkli bilesikleri ile yapilan
caligmalarda Cr’un aclik glikoz diizeyi, glikoz toleransi ve insiilin duyarliligini olumlu
etkiledigi belirlenmistir (65-67). Krom ilavesi sonucu kan glikoz diizeyinde meydana
gelen azalmanin insiiline duyarli dokular tarafindan glikozun alinmasi ve glikojen
sentetaz aktivitesindeki artis sonucu glikojen sentezin artmasindan kaynaklandigi

bildirilmistir (46, 68).

Dokulardaki yag oraniin ve kan lipid diizeyinin regiilasyonunu saglayan Cr’un normal
lipid metabolizmasinin siirdiiriilebilmesi icin gerekli oldugu belirtilmistir (1, 46).
Kromun, yag dokuda sentezlenen ve salinan, bir obez (ob) gen iiriinii olan leptinin (69)
serumdaki diizeyini diisiirdiigii ¢esitli caligmalarla gosterilmistir (13, 70, 71). Plazma
membranindaki kolesterol diizeyini azaltan CrCls ve CrPic’in, membran akiskanligini
artirdig1 aciklanmistir (68, 72). Diyete Cr ilavesinin insanlarda serum trigliserit, total
kolesterol, LDL, VLDL, serbest yag asidi ve fosfolipid diizeylerini diisiirdiigii, serum
HDL konsantrasyonunu ise yiikselttigini bildiren ¢aligmalarm (64, 72) yam sira bu
parametrelerin bir kisminin etkilendigini, bir kisminin ise etkilenmedigini bildiren

arastiricilar da bulunmaktadir (74-78).



Cesitli hayvan tiirlerinde Cr’un degisik formlar1 ile yapilan caligmalarm sonuglari
arasinda uyumsuzluk oldugu belirlenmistir. Rasyonlarina Cr ilave edilen hayvanlarda
Cr’un serum kolesterol, HDL, LDL, serum trigliserit ile glikoz ve HDL/TC oranini
etkilemedigi (16, 17, 57, 79-83); ote yandan yapilan farkli calismalarda serum
kolesterol, serum trigliserit, LDL diizeyini diisiirdiigii, HDL kolesterol diizeyini ise

yiikselttigi (17, 57, 81, 83-85) saptanmustir.

Glikozun kullaniminmi artirarak niikleer protein ve RNA sentezini artirdigi bildirilen
kromun, DNA biitiinliigiiniin korunmasinda da rol oynadigi belirtilmistir (48, 79).
Organik ve inorganik Cr bilesikleri ile cesitli hayvan tiirlerinde yiiriitiilen caligmalarda,
Cr’un serum protein diizeylerine etkileri ile ilgili farkli sonuglar elde edilmistir. Serum
albiimin diizeyinin Cr ilavesinden etkilenmedigini bildiren (17, 86-88) arastiricilarin
aksine domuzlarda yapilan ¢alismada serum albiimin konsantrasyonunun yiikseldigi ve
albiimindeki artisin insiilin araciligi ile amino asit  sentezinin uyarilmasmdan

kaynaklandigi belirtilmistir (14).

Kromun mineral metabolizmasi iizerine etkilerini inceleyen cesitli ¢alismalarda
uyumsuz sonuglar bildirilmistir (14, 79, 89). Strese bagh olarak sekillenen mangan
(Mn) ve kalsiyum (Ca)’un iiriner kayiplarmin Cr ilavesiyle dnlenebilecegi ag¢iklanmistir
(14). Stres altindaki ruminantlarin yemine Cr ilavesi strese bagli olarak atilimi artan Cu,
Zn, Mn ve Fe’in atihmim azalttifindan bu elementlerin rasyona yeniden ilave
edilmelerinin de gerekmeyecegi ileri siiriilmiistiir (90). Krom ve Fe, transferrine
baglanmak i¢in yaristiklarindan (91), Cr ilavesinin transferrinin saturasyonunda
azalmaya yol actig1 ve organizmanin Fe durumunu olumsuz etkiledigi bildirilmistir.
Anderson et al. (92), yeme CrPic formunda ilave edilen Cr’'un domuzlarda Cu, Fe ve
Zn’nun karaciger diizeylerini etkilemedigini, ancak bobreklerde Cu diizeyine etki
etmezken Fe diizeyinde artisa, Zn diizeyinde ise diistise neden oldugunu
belirlemislerdir. Ote yandan, bir diger calismada ise Cr ve Zn absorbsiyonu arasinda bir

etkilesim olmadig1 saptanmustir (78).

Kromun karbonhidrat, lipid ve protein, metabolizmalarini etkiledigi (48) ve insanlarda
viicut gelisimi (21), cesitli hayvan tiirlerinde performans (18, 68, 81, 93, 94) ve karkas
ozellikleri (17, 62, 95) ile immiiniteyi (14, 18, 19) olumlu etkiledigi cesitli ¢alismalarla
gosterilmistir. Cesitli kaynaklardan saglanan kromun canli agirlik iizerine etkisini

inceleyen pek cok calisma mevcuttur. Broylerlerde yeme CrPic (96) ve CrCly (88)



formlarinda ilave edilen Cr’un; hindi palazlarinda nikotinik asit formunda ilave edilen
Cr'un (87) canli agirligr artirdigr belirtilmesine karsin  broylerlerde (80) ve
bildircinlarda (93, 97) CrCl; den saglanan 20 mg/kg Cr ve 20, 40, 80 ve 100 mg Cr ile

yapilan (62) caligmalarda canli agirligin etkilenmedigi bildirilmistir.
2.1.4. Krom Yetersizligi ve Toksisitesi

Besin maddelerinin Cr igeriginin diisiik olmasinin yanisira 6giitme ve rafine islemlerine
bagh olarak da Cr kayiplar1 sekillendiginden besinlerle yeterli diizeyde alinmadigi
saptanmistir (98). Ayrica, Cr’un biyoyararliliginin diisiik olmasinin (45, 53) insan ve
hayvanlarda Cr yetersizligine yol agabildigi belirtilmektedir (45). Yashlar, protein-
enerji malnutrisyonu olan yeni doganlar ve ¢ocuklar Cr yetersizligine duyarhdir (46,
48). Fazla karbonhidrat tiiketiminin veya yorucu egzersizlerin olusturacagi stres
faktorleri, Cr’un iiriner kaybini artirarak Cr yetersizligine predispozisyon olusturur (12,
58). Gebelerde, fetus maternal Cr’u kullandigindan Cr yetersizligi sekillenebilir (1, 45,
98).

Insanlarda krom yetersizligi sonucu diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklara benzer
semptomlar sekillendigi bildirilmistir (1, 43). Krom yetersizliginde, beta hiicrelerinden
insiilin saliniminin ve dokularin insiiline direncinin arttigi ve bu durumun siklik
adenozin monofosfat (cAMP) bagiml fosfodiesteraz enziminin aktivitesindeki
azalmadan ileri geldigi bildirilmektedir (99). Deney hayvanlarinda; krom
yetersizliginde biiylime geriligi, serum kolesterol ve trigliserit diizeyinde yiikselme,
aortik plak olusum sikliginda artig, korneal lezyonlarin yanmi sira fertilitede ve sperm
sayisinda azalma oldugu ileri siiriilmiistiir (45, 48). Frank et al. (100), Cr yetersizliginin

serum glikoz, laktat ve trigliserit diizeylerini ylikselttigini belirlemislerdir.

Krom toksisitesinde, Cr’un oksidasyon durumu ve c¢oziiniirliigii rol oynamaktadir.
Kromat iyonlar1 (Cr*® ) hiicre membranindan cok hizli gecebilirler. Ayrica kromatlarin

cok giiclii oksidan ve irritan olmalari, Cr*”

a gore daha toksik olmalarina neden
olmaktadir. Kromat iyonlarmin karsinojenik etkisinin DNA lezyonlar1 ve mutasyona
neden oldugu bildirilmektedir (1, 48). Alt1 degerlikli krom bilesikleri Uluslararasi
Kanser Arastrma Dernegi (IARC) tarafindan birinci smif kanserojen olarak

siiflandirilmaktadir (101, 102).
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Kromun saf metal halinin toksik 6zelliginin olmadigi, Cr*’un yiiksek diizeylerinin
toksik olabilecegi bildirilmistir. Oral yolla alman Cr" miktariyla toksik etki yapan
miktar arasmnda genig bir giivenlik sinir1 oldugu ve Cr zehirlenmesinin kolay
sekillenmedigi (1, 48); giinde 1 mg’a kadar Cr aliminin toksik etkisinin olmadigi
belirtilmistir (92).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi’nin Gidalara Katilan Gida Kaynaklar1 ve Gida
Katkilar1 Paneli’nin 2010 y1l1 raporunda; CrPic ile yapilan ¢alismalarda 200-600 pg/giin
diizeyinde CrPic’in organizma iizerine olumsuz etkileri olmadigini saptayan ¢aligmalar
bildirilmekle birlikte; kromun Tolere Edilebilir Ust Limiti ile ilgili  veri
bulunmadigindan krom tiiketiminde Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 6nerilmis olan

giinliik 250 pg (48)’1m iizerine ¢ikilmamasi gerektigi de vurgulanmaktadir (53).
2.2. OKSIDATIF STRES VE DNA HASARI
2.2.1. Oksidatif Stres

Dis orbitallerinde c¢iftlenmemis elektron igeren atom veya molekiillere radikaller
(oksidanlar veya reaktif oksijen tiirevleri, ROT) denir. Serbest radikaller, radikal
olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla veya radikal olmayan bir
atom veya molekiile bir elektron ilavesiyle olusurlar. Kararsiz bir yap1 gosteren ve
hemen kararli yapiya ulasmak isteyen bu tanecikler cok kisa Omiirliidiir. Ancak
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif olup tiim hiicre bilesenleri ile

etkilesebilmektedirler (103, 104).

Serbest radikaller, somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran molekiillerdir.
Mitokondriyal elektron transport zinciri, redoks dongiisii, aragidonik asit metabolizmast,
fagositik hiicreler (monosit ve makrofaj, notrofil, eozinofil) ve endotel hiicreler gibi
hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantofil oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan
enzim sistemleri ve otooksidasyon reaksiyonlari, organizmanin normal metabolik
faaliyetleri sirasinda olusabilirler. Bu nedenle endojen kaynakli olabildikleri gibi
beslenme, cesitli olumsuz cevresel faktorler ve ilag uygulamalar1 gibi faktorlere bagh

olarak ekzojen kaynakli da olabilirler (104-106).

Biyolojik sistemlerde oksijenin metabolizmasi sonucu olusan baslica ROT; siiperoksit

(Oy ), hidrojen peroksit (H»O,), hidroksil radikali (HO'), hipoklordz asit (HOCI),
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singlet O, (02”), alkil radikali (R’), peroksil radikali (ROO"), organik peroksit radikali
(RCOO), perhidroksil radikali (HO; ") ve alkoksil (RO") radikalidir (103) (Sekil 2.3).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmez. Serbest radikallerin
olusum hizindaki artma ya da ortadan kaldirilma hizindaki azalma bu dengenin

bozulmasina neden olur. Bu durum “oksidatif stres” olarak adlandirilir (107).
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Stres, serbest radikal ve peroksidasyon ara liriinlerinin olusmasina, dolayisiyla biyolojik
membranlarin biitiinliigiiniin ve fonksiyonlarmin bozulmasina yol acarak pek c¢ok
patolojik olayin sekillenmesine neden olur (109). Serbest radikallerin bir ¢ok yolla
metabolik bozukluklar ve hiicre harabiyetine neden oldugu (110) dolayisiyla cesitli
hastaliklarin ve yaslanma siirecinin gelisiminde 6nemli rol oynadigi belirtilmektedir

(111).

Oksidatif stresin organizmada lipid, protein ve DNA gibi makro molekiillerin yap1 ve

fonksiyonlarinda degisikliklere yol agtig1 bildirilmektedir (112).

Lipid peroksidasyonu, coklu doymamis yag asitlerinin zincirleme bir radikal
reaksiyonudur ve HO’nin, bir yag asitinin metilen kismindan bir hidrojen atomu (H")
kopararak bir lipid radikali olusturdugu baslatma asamasi; olusan lipid radikaline O,
ilavesiyle gerceklesen zincirleme reaksiyon ile lipid peroksil radikali (LOO") ve lipid
peroksit (LOOH)’in olusturdugu ilerleme asamasi; tek elektron iizerinden yeniden
yapilanmaya bagl olarak lipidin yikimi sonucu MDA, 4-hidroksinonenal, 4-hidroksi-
2,3-transnonenal gibi iirlinlerin olustugu yikim asamasi ve zincir reaksiyonunun
antioksidanlar tarafindan gerceklestirilen sonlandirilma asamasi olmak {izere dort
asamada gelisir. Lipid peroksidasyon ve prostoglandin biyosentezinde dogal olarak
meydana gelen mutajenik ve karsinojenik 6zellikli bir maddedir (113). Hiicredeki lipid
peroksidasyon iiriinleri icinde en ¢ok sentezlenen ve perokside olmus lipidlerde olusan
en Onemli aldehit bilesiklerinden biri olan MDA, trombositlerde arasidonik asit
katabolizmas1 esnasinda biiyiik Olciide reaktif olarak olusan kisa zincirli bifonksiyonel

bir aldehittir (114) (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Malondialdehitin kimyasal yapis1 (115).
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Doymamis yag asitlerinin non-enzimatik lipid peroksidasyonu sirasinda da iiretilen
MDA, proteinlerin serbest amino gruplari ile fosfolipidlerle ve niikleik asitlerle hem in
vivo hem de in vitro ortamlarda tepkimeye girebilir (116).

Insan ve memeli hiicrelerinde mutajenik, fare ve sicanlarda ise karsinojenik etki
gosteren (114) MDA, ¢oziinebilir 6zellikte olup lipid peroksidasyonunun gostergesi
olarak kullanilan parametrelerden biridir ve oksidatif stres sartlarinda kan ve idrarda
saptanabilir diizeye ulasir (97, 104, 117-120). Lipid peroksidasyon diizeylerinin
saptanmasinda siklikla kullanilan MDA miktar tayini tiyobarbiitirik asit testiyle
Olctilmektedir (121).

2.2.2. DNA Hasan

Deoksiriboniikleik asit (DNA) hasari, genetik materyalin molekiiler yapisinda ekzojen
ve endojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen degisikliklerdir (122, 123). DNA’nin
fonksiyonu yapisindaki bazlar {izerindeki polar gruplara baglhidir. DNA bazlarinin polar
gruplarinda olusan kimyasal degisiklikler replikasyon sirasinda yanlis eslesmeye neden
olarak mutasyona yol agar (104-106, 124-128). DNA {izerinde olusan hasarlar1 onaran
spesifik onarim sistemleri vardir. DNA hasar1 diisilk seviyede ise DNA onarim
mekanizmalar1 tarafindan onarilir. Orta dereceli hasarlar ¢ogunlukla mutasyonla
sonuclanirlar. Agir hasarlar apoptotik mekanizmalar1 uyararak hiicre 6liimiine neden

olur (44, 106).
2.2.3. Oksidatif Stres ile DNA Hasarinn iliskisi

Lipidler, karbonhidratlar, proteinler ve niikleik asitler gibi biyolojik makromolekiiller
izerinde etkili olan oksidatif stresin (reaktif oksijen tiirevleri) DNA hasarina da neden
oldugu bilinmektedir (126, 129-131). Farkli mekanizmalar ile DNA hasarina yol acan
oksidatif stres, DNA’nin kararli yapisini etkilemektedir (132, 133). Reaktif oksijen
tiirevleri, DNA’da bazlarin yapisinda degisiklige yol acarak yanlis baz eslesmelerine ve

dolayisiyla mutasyonlara yol agabilir (104, 105, 124-128, 133).
2.2.3.1. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin

Reaktif oksijen tiirevlerinden kaynaklanan ¢ok sayida DNA hasar1 tanimlanmis olup, 8-
OHdG’in de bu hasarlardan birisi oldugu kabul edilmektedir (133-136).
Deoksiriboniikleik asit bilesenleri icerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip
olan guanininin ROT’nin esas hedef noktasi oldugu (123, 135, 136) ve C8-

hidroksiguanin (8-OHGua) ya da guanin’in niikleozid formu olan deoksiguanozin (8-
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hidroksi-2’-deoksiguanozin) (8-OHdG) olustugu (123) bildirilmistir. Bu olayda once
HO radikali ve DNA bazlar1 birlesir sonra bir elektron kaybedilerek 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG) olusur (Sekil 2.5). 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin keto-enol
tautomerizmine ugrayarak bir oksidasyon iirlini olan 8-ox0-7,8-dihidro-2’-
deoksiguanozin (8-0xodG) olusur (123).

Guaninde meydana gelen bu modifikasyonun, DNA replikasyonu esnasinda GC —TA
nokta mutasyonlarina yol agarak yanlis baz eslesmelerine neden oldugu bildirilmistir
(123, 131, 133, 135-137). Olusan bu hasarli bazin DNA tamir mekanizmasi ile
onarilmasi sirasinda olusabilecek hatalarinda yeni hasarlarin ortaya cikmasima sebep
oldugu aciklanmistir (138). Bu nedenle oksidatif DNA hasarin1 belirlemede yaygin
olarak kullanilan bir yontem olan 8-OHdG olciimiiniin, DNA’daki oksidatif hasarin
dogrudan gostergesi olarak kabul edildigi bildirilmistir (129, 131, 135-137). 8-hidroksi-
2’-deoksiguanozin oksidatif stres icin en onemli biyomarkir olup serum, idrar, doku ve
hiicre Orneklerinden belirlenebilecegi  belirtilmistir (41, 123). 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin seviyesindeki yilikselmenin yaslanma siirecine bagli olmasinin yaninda

kanser, diyabet ve hipertansiyon gibi pek ¢ok patolojik durumla da iliskilidir (111, 139).

o 0

N HN o

o D o
- S Oksijen Radikali HNT TN

-
HOH.C o HOH.L o
|

el OH

s 2-0HdG

Sekil 2.5. 8-OHdG’nin molekiiler yapis1 (111).
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Oksidatif DNA hasarinin dnemini ve mekanizmasini anlayabilmek icin yiiksek basingli
likit kromotografisi, gaz kromatografisi ve immunokimyasal yontemler gibi farkli analiz
yontemleri kullanilmistir. DNA hasar iirtinlerinin spesifik tiplerinin kantitatif analizi
icin immiinosorban yontemlerden Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
kullanilir. ELISA ile 8-OHdG boyanmast monoklonal antikorlar kullanilarak yapilir ve
diizeyi boyanmanin yogunluguna bagli olarak degerlendirilir (41, 123, 139,140).

2.3. MiKRONUKLEUS (MN)

Mikroniikleus, hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, ana ¢ekirdege dahil
olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozomlardan koken alan, kii¢ciik yuvarlak

goriiniimlii ekstra niikleer yapilar olarak tanimlanir (141).
2.3.1. Mikroniikleus Olusum Mekanizmalar:

Mikroniikleus, kromozom ya da kromatid kiriklarindan ya da kromozomlarin anafazda
geri kalmasindan olusur. Mikroniikleus olusumuna oksidatif stres, ¢esitli mutajenik ve
kanserojenik ajanlar, hiicre dongiisii kontrol noktalarindaki ve DNA tamir

mekanizmasindaki hatalarin neden oldugu saptanmistir (141, 142).
2.3.2. Mikroniikleusun Test Olarak Kullanilmasi

Fenech and Morley (143) mikroniikleusun, 1950’lerde bitki hiicrelerinde, 1970’lerde
Heddle et al. tarafindan hayvan hiicrelerinde ve sonra Kkiiltiire edilmis insan
lenfositlerinde gelistirildigini ifade etmisler, 1980’lerin ortalarinda ise kendileri
tarafindan sitokinez-blok (CBMN) yontemi olarak gelistirildigini bildirmislerdir.
Mikroniikleus testinin, DNA ya da kromozom seviyesinde lezyonlar1 belirlemek icin
cesitli hiicre tiplerine uygulanabilen ve yaygin olarak kullanilan bir genotoksisite
metodu oldugu belirtilmistir (31, 137, 141, 143-146). Mikroniikleus testi, kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistik analizler de daha
anlamli sonuclar elde edilmesi gibi avantajlar1 ile yaygin kullanim alani1 bulan bir teknik
olarak kabul edilmistir (147-150).

2.3.3. Sitokinez-Bloke Mikroniikleus Sitom (Cytome) Yontemi

Sitokinez-blok  yontemi (CBMN), sitokalazin-B’nin  (cytochalasin-B, cyt-B)
kullanimiyla hiicre béliinmesinin sitokinez evresinde durdurulmas: temeline dayali bir
yontemdir (146, 151-153). Sitokalazin-B, hiicre boliinmesinin sitokinez evresinde

olusan kontraktil halkada aktin filamentlerine baglanip aktinin polimerize olmasini
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engeller ve sitokinez gerceklesmez ve sonucta sitoplazma boliinmesi olmadigi icin

biniikleer hiicreler ortaya cikar (154, 155) (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Biniikleer hiicreler

Daha sonra CBMN yontemi sitom assay yontemi olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu

yontemle de es zamanli olarak;
v' Kromozom instabilitesi / genom hasar1
v Hiicre ¢ogalmasi
v’ Hiicre 6liimii

belirlenebilmektedir.
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DNA hasarim tespit etmek icin; mikroniikleus, niikler plazmik kopriiler (NPB) ve
niikleer bud (NBud) olusumlar1 degerlendirilir.

Mikroniikleus; kromozom kiriklar1 ve / veya kromozom kayiplarmi (andploidi) gosterir

(Sekil 2.7-a).

Niikleoplazmik koprii; hatalt DNA tamirlerini ve/veya telomer ug birlesmelerini gosterir

(Sekil 2.7-b).

Niikleer bud; gen amplifikasyonlarini gosterir (Sekil 2.7-c) (141).

a)

Sekil 2.7. Biniikleer hiicrelerde a) Mikroniikleus (MN), b) Niikleoplazmik k&prii
(NPB), ¢) Niikleer bud (NBUD)
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Hiicre cogalmasini belirlemek i¢in; Mononiikleer (Sekil 2.8-a), biniikleer, multi niikleer

hiicreler (Sekil 2.8-b) skorlanarak, hiicre cogalma oranlar1 hesaplanir.

{1 AN+ 2 AN+ 3 AN+ AAD)

~NBI=

Sekil 2.8. a) Mononiikleer hiicre, b) Multiniikleer hiicre

Hiicre 6liimiinii belirlemek i¢in; apoptotik ve nekrotik hiicreler skorlanir (Sekil 2.9-a,b).

F [

a) b)

Sekil 2.9. a) Apoptotik hiicre, b) Nekrotik hiicre
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Apoptoz o |
Kromozom
kiriklari ve kayvbi

Disentrik Gen
kromozom Amplifikasyonu
(NPB) (NBUD)

Sekil 2.10. Cesitli sitotoksik ve genotoksik ajanlara maruz kaldiktan sonra, kiiltiire edilmis
sitokinez-bloke edilmis hiicrelerin olas1 akibeti (MN: mikroniikleus; NPB: niikleoplazmik
koprii, NBUD: niikleer bud) (156).

Niikleoplazmik kopriilerin (NPB), hiicre anafazda iken disentrik kromozomlarin
sentromerleri zit kutuplara ¢ekilirken olustugu, nadir durumlarda da, niikleer membran
olusmadan Once disentrik anafaz kopriileri gozlenebildigi bildirilmistir. Bu durumun
anafaz kopriisiinin NPB olarak gozlenmesine olanak sagladigi belirtilmistir. Bunun
yanmisira, DNA iplik kiriklarmin hatali tamirinin de NPB olusumuna yol acabilecegi
saptanmustir. Niikleoplazmik kopriilerin olusumu icin bir alternatif mekanizma da
telomer kisalmasiyla olusan (telomer cap proteini kayb1 veya telomer yapisma defekti

sonucu) telomer ug birlesmeleri oldugu belirtilmistir (156).

Niikleer budlarin (NBUD) S fazi sirasinda olustugu ve morfolojik olarak MN ile ayni
karakterde oldugu aciklanmustir. Istisnai olarak dar veya genis niikleoplazmik

materyalden olusan bir sap ile ¢ekirdege bagl oldugu bildirilmistir (156).
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Apoptozis ve nekrozis, morfolojik ve kimyasal Ozelliklerine dayanilarak identifiye
edilen iki farkli hiicre o6liimii formudur. Apoptozis, hiicre Kkii¢iilmesi, kromatin
kondenzasyonu, membranda kabarcik (bleb) olusumu membrana bagli apoptotik
hiicrelerde fragmentasyon ile karakterize iken; nekrozis, hiicrenin sismesi, hiicre
membranmin yirtilmas: ve hiicre iceriginin ekstraseliiller bosluga gecmesi ile

karakterizedir (157).

Apoptozis’in zarar gérmiig, olgunlasmamis, otoreaktif ya da fazla hiicreleri yok ederek
proliferatif dokularda homeostazisi saglayan genetik olarak programlanmis bir hiicre
O0lim mekanizmasi oldugu ve cesitli fizyolojik ve dig uyarilarin apoptozisi uyardigi
belirtilmistir (158). Kromatin kondensazyonu, niikleer fragmentasyon ve diger hiicreler
tarafindan fagosite edilen membran bagimli apoptotik hiicrelerin varligi apoptozisin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu degisikliklerin mikroskobik incelemelerle de

gosterilebilecegi aciklanmistir (159, 160).

Hiicrelerin, niikleer boliinme indeksinin (NDI), nekroz ve apoptozis oranlarinin
belirlenmesi, incelenen ajanlarin sitostatik ve sitotoksik 6zellikleri hakkinda bilgi verir.

Insan lenfositlerinde, NDI ayn1 zamanda mitojen yanitlarin 6lciimiinii de saglar (156).

Sitokinez-blok yontemi, DNA hasar1 ve yanlis tamiri, kromozomal instabilite, mitotik
anormallikler, hiicre 6liimii ve sitostaziyi gosteren etkili bir “cytome (Sitom)” yontemi
olarak gelistirilmis olup (147-150, 159), dogrulugu acisindan, genom hasar1 gibi
patolojik durumlarin arastirilmasinda giivenilir bir yontem olmasi1 yOniiyle, yaygin

kullanilan bir teknik olmustur (141, 147-150).
Sitokinez-Bloke Mikronukleus Sitom Tekniginin Kullanim Alanlari;
e (Cevresel ve mesleki etkileri degerlendirme,
® Yas, sigara kullanimi, alkol tiiketimi, cinsiyet gibi biyomonitoring caligmalari,
® DNA hasar1 bilinen hastaliklarda hasar diizeyini tespit etme ¢aligmalari,
® Nutrigenomiks ve farmakogenomiks gibi ¢esitli arastirma alanlari,
e invivo genotoksinlere maruz kalma,
e In vitro genotoksisite caligmalari,

® Artmis hamilelik komplikasyonlari,
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e Kardiyovaskiiler hastaliklar,
e Kanser riski yliksek olan hastaliklarda bir belirte¢ olarak kullanilir.
2.4. OKSIDATIF STRES VE DNA HASARI UZERINE KROMUN ETKIiSi

Son yillarda iizerinde yogun olarak calisilan Cr’un strese olan metabolik yaniti
degistirdigi; stres altindaki hayvanlarda Cr’un etkilerinin daha belirgin oldugu
bildirilmektedir (1, 14, 97).

Pek cok cevresel faktoriin yanisira endojen faktorler de organizmada serbest radikallerin
olusumuna yol agmaktadir (161). Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, olusan serbest
radikal iiriinleri ve peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara kars1

antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunur (103, 104, 118, 162).

Cesitli caligmalarda kromun antioksidan savunma iizerine etkileri incelenmis ve kromun
GPx ve Cu-Zn siiperoksit dismutaz (Cu-Zn SOD) gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini artirmadigi (78), ancak monositlerin endotel hiicrelerine adhezyonunu
baskiladig1 bildirilmistir (163). Jain and Kanan (164) tarafindan U937 monosit hiicre
kiiltiirleri ile yapilan bir in vitro caligmada yiiksek diizeyde glikoza bagli olarak olusan
oksidatif stresin Onlenmesinde CrCls’iin etkisi arastirilmis ve insiilinin etkisini ve
duyarliligmi baskilayan bir sitokin olan TNF-oa salinimindaki artisin Cr ile inhibe
edildigi belirlenmistir. Eritrositlerde de yiliksek diizeyde glikoza bagh olarak gelisen
protein glikolizasyonu sonucu olusan oksidatif stresin CrCls ile baskilandigi
aciklanmistir (165) Krom kloriiriin lipid peroksidasyonunu baskilayarak ROT
olusumunu engelledigi (54), sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarda CrCls’iin
artan MDA diizeyini diistirdiigii belirlenmistir (96, 166). Krom pikolinat biinyesinde
yeme katilan Cr’un; 5 ve 10 mg/kg diizeylerinin obez ratlarda oksidatif stres ve yangi
olusumunu azalttigr (167) bildirilmesine karsin, 100 ve 250 mg/kg diizeylerinin
diyabetik obez ratlarda DN A hasarina yol agmadigi ortaya konulmustur (41).

Fizyolojik konsantrasyonlardaki CrPic’m askorbik asit ve thiol gibi biyolojik
rediiktanlarla Cr** bilesiklerine indirgendigi, havayla oksidasyona duyarli olduklart igin
bu bilesiklerin DNA harabiyetine yol acan hidroksil radikallerini (HO) olusturdugu ileri
siriilmektedir (39). Krom pikolinatm 50-260 ppb araligindaki fizyolojik
konsantrasyonlarinin, DNA ayrilmasi ve olas1 diger oksidatif hasarlara sebep olan ROT

olusumuna yol actig1 belirtilmektedir (38, 42, 54). Krom pikolinatin 40000 ppb’den
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daha yiiksek diizeyde kullaniminin HO' olusumunu ve hiicre hasarini tetikleyecegi

bildirilmistir (25, 37, 38).

Kromun DNA hasar1 iizerine etkilerini inceleyen c¢alismalarin sonuglar1 arasinda
uyumsuzluklar bulunmaktadir. Buzag1 timusunda yapilan bir calismada CrCls gibi iz
metallerin 8-OHdG uyarimini etkilemedigi belirlenmistir (168). Chang et al. (169)
tarafindan Yeni Zelanda tavsanlarinda yapilan calismada, serbest oksijen radikal
diizeyindeki azalmaya paralel olarak karacigerde 8-OHdG diizeyinin diistiigi

belirlenmistir.

Stearns et al. (25)’nin Chinese hamster ovaryumlarinda yapmis olduklar1 calismada,
¢Oziiniir formda CrPic’m 0,025; 0,050; 0,10; 0,50; 1,0 mM, partikiiler formda 4,0; 8,0;
40 pg/cm?2; pikolinik asit formunda ise 1,0; 1,5; 2,0 mM dozlar1 kullanilmistir. Krom
pikolinat’in hem ¢oziiniir hem de partikiiler formunun klastojenik oldugu ve klastojen
etkinin, ¢oziiniir CrPic i¢in 50 pM ile 1,0 mM ve partikiiler form icin 40 pg/cm® nin
izerindeki dozlara bagli olarak gelistigi belirtilen caligmada toksisite sonucu hiicre
dongiisiiniin ertelenmesi ve metafazin azalmasi nedeniyle 2,0 mM’iin iizerindeki
pikolinik asit diizeylerinin incelenmedigi ac¢iklanmuistir. Shirivastava et al. (28)
tarafindan insanlarin dermal fibrokistleri ile yapilan caligmada 1, 10, 50 ve 100 uM
diizeylerinde kullanilan CrPic, CrCls, [Cr(salen)(H,0),]", [Cr(edta)(H,O)]-, [Cr(en)3]3+,
[Cr(ox)s]*"gibi ii¢ degerlikli Cr komplekslerinin niikleer diizeyde sitotoksik olabilecegi
belirtilmistir. imamoglu ve ark. (31)’nin yaptig1 calismada da giinliik 400 ug CrPic’in
lenfositlerde MN sikligini arttirdigi, 200 ug CrPic verilen buzagi lenfositlerinde ise bu
etkinin goriilmedigi belirlenmistir. Jana et al. (170) da periferal lenfosit kiiltiiriinde
CrPic etkisini arastirdiklar1 ¢caligmada, 5, 25, 50 ve 100uM CrPic uygulamasinin ROT
olusumunda hafif bir artisa yol actigini, 300 uM pikolinik asitin ise kontrollere gore 1.6
kat artisa neden oldugunu saptamiglardir. Ayn1 arastiricilarin diger calismasinda 100uM
CrPic uygulamasinin hiicre ici ROT artisina yol actigi ve mitokondrial membran
potansiyelinin kayboldugu, uygulamanin stoplazmik tomurcuk (bleb) olusumuna ve

stoplazmik si1zintiya yol agtig1 belirlenmistir (157).

Ucg giin 2500 mg/kg CrPic verilen F344 ratlarindan alinan periferal kan rneklerinde ve
on ii¢ hafta boyunca 50000 mg/kg CrPic iceren diyetle beslenen B6C3F1 faresinin
periferal kan eritrositlerinde yapilan c¢alismalar sonucu mikroniikleus sikliginda artis

olmadig: belirtilmistir (171). Stout et al. (49), 2000, 10000 ve 50000 ppm gibi yiiksek
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diizeylerde CrPic’in disi ratlarda ve disi ve erkek farelerde karsinojenik etki
gostermedigini agiklamislardir. NanoCrPic ile yapilan bir ¢calismada da 300-1000 ppb
nanoCrPic’1n ratlarda toksik etki olusturmadigi bildirilmistir (50). Diger taraftan Stearns
et al. (25) Cr™ ’iin Chinese hamster ovaryum hiicrelerinde kromozom hasarina neden
oldugunu, pikolinik asitin tek basmma uygulanmasinda ise klastojenik oldugunu
bildirmislerdir. Whittaker et al. (36) tarafindan Salmonella typhimurium ve 1L5178Y fare
de CrPic ve onun komponeni pikolinik asitin ve CrCls’iin lenfositlerde mutasyon,
hiicresel toksisite ve mutajenite iizerine etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada ne CrPic
ne de CrCls’iin bakterilerde mutajenik tepkiye yol acmadigi, ancak L5178Y farede
nispeten toksik olmayan dozlarda mutajenik tepkiye yol actig1 bildirilmistir. Manygoats
et al. (26) tarafindan yapilan ¢alismada, CrPic’in CHO AAS hiicrelerinde morfolojik
degisiklige sebep oldugu, apoptosiz artisinin da CrPic seviyesindeki artisa paralel
oldugu saptanmustir. Buzagilarda yapilan bir calismada da, Cr miktarinin artis1 ile
fragmente ve diizensiz sekilli niikleus oraninda artis oldugu, apoptotik hiicrelerde de

doza bagl bir artis oldugu bildirilmistir (31).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Demirbas Malzemeler

1.

L e T

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

ICP/MS (Agilent 7500a)

ELISA Cihazi (nQuant, Bio-Tek Marka)

Sonikator (Bandelin, Sonopuls HD 2070)
Sogutmali santrifiij (Hettich, Universal 32R)

Buz makinasi (Scotsman, AF100)

Etiiv (Heto/ Cell Hause 200)

Su banyosu (Thermal)

Vorteks (Velp Scientifica, Janke & Kunkel VF2)
Mikrodalga cihazi (Berghoff Speedwave)
Mikroskop (Zeiss Primo Star ve Nikon Labophot 2)
Santrifiij (ALC PK 110 ve Niive NF 815)

Hassas terazi (Kern S 2000 ve Ohaus Pioneer)
Derin dondurucu

Buzdolab1

Dengeleme terazisi

Otomatik pipetler (Socorex, Tek kanalli ve Cok kanalli)
Fotomikroskop (Leica DM 2500)
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Sarf Malzemeler

1.

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

8-OHdG ELISA Kiti (NWK 8-OHdG 02, Nortwest Life Science Specialtist and
LLC)

TBARS ELISA Kiti (Cayman, 10009055)

RIPA buffer (Cayman, 10010263)

Hazir Medyum, (Biological Industries, B-01-198-1B) Peripheral Blood
Karyotyping Medium (Complete culture medium w/o phytohemagglutinin),

Fitohemaglutinin (Biological Industries, B1-12-006-1H)
Sitokalazin-B (Sigma, C-6762)

Dimetil siilfoksit, DMSO (Merck)
Giemsa (Merck, 5400512)

KH,PO4 (Merck, 9021622)
Na,HPO,2H,0 (Merck, K1690176)
Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)
Metanol (Merck, 502K05275408)

Ksilol (Merck, 207K037553)

Entellan® (Merck, 640171987)
immersiyon yag1® (Merck, 09403569)
KCL (Merck, 340TA611835)

Alkol (%96’ lik Tekel)

Heparinli kan alma tiipii

Kan alma tiipti (Vakumlu)

Distile su

Porttiip

Cesitli cam malzemeler

Ependorf tiip

Konik tabanli 10 mI’lik steril kiiltiir tiipii
Enjektor

Cesitli ebatlarda puarlar
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27. Pastor pipeti

28. Filtre Kagidi (Whatman Filter Papers 125 mm)
29. Lam (Isolab, 76x26 mm, 1/3 buzlu)

30. Lamel (Isolab, 24x32 mm)

3.1.1. Hayvan Materyali

Calisma icin Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Komitesi’'nden
(EU HADYEK) onay alind1 (10/67 nolu, 11.08.2010 tarihli). Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nden temin edilen 16
haftalik 40 Yeni Zelanda tavsani, canli agirliklar1 yoniinden istatistiki fark olmayan

(P>0,05) ve her birinde 10 tavsan (5 disi, 5 erkek) bulunan 4 gruba ayrild1.

3.1.2. Barinma ve Yetistirme Kosullar

Tavsanlar, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezi (DEKAM)’'nin arastirma iinitelerinde bulunan 48x61x46 cm
ebatlarindaki polikarbonat kafeslerde, kaba talas altliklarda, arastirma merkezinin sahip
oldugu konvansiyonel deney hayvani barindirma sartlarinda (kontrollii sicaklik 212 °C,
nem % 5045, hava degisimi saatte 12 devir ve 12 saat aydinlik-12 saat karanlik), her

birinde 2’ser hayvan bulunacak sekilde barmndirildi.

3.1.3. Deneme Diizeni ve Hayvanlarin Beslenmesi

Deneme basinda tiim hayvanlar tartilarak ortalama canli agirliklar benzer olacak sekilde
gruplar olusturuldu. Birinci gruptaki hayvanlara (kontrol grubu), tiim deneme gruplarina
uygulanan miktar olan 2 ml distile su, II. gruptaki hayvanlara CrCl;.6H,O formunda 20
mg Cr, III. gruptaki hayvanlara CrPic formunda 200 pug Cr ve IV. gruptaki hayvanlara
CrPic bilesiginin icerdigi miktar kadar (giinliik 1400 pg) pikolinik asit; gavaj
yontemiyle 50 giin verildi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Deneme gruplari.

Deneme gruplari Uygulama Hayvan sayisi
Grup 1 Kontrol (distile su) 10
Grup 11 20 mg CrCl; 10
Grup III 200 pg CrPic 10
Grup IV 1400 pg C¢HsNO, 10

Hayvanlar giinliik besin madde ihtiyacii karsilayacak olan ticari pelet yemle beslendi.
Hayvanlara verilen yemin tarafimizdan yapilan analizinde 1.648 ppm Cr icerdigi

saptandi (Tablo 3.2). Hayvanlara deneme boyunca su ve yem ad libitum verildi.

Tablo 3.2. Tavsan yeminin besin madde miktarlar.

Kuru madde (en az) (%) 88,0 Vit By, (en az) (mcg/kg) 20.0
Ham protein (en az) (%) 17,0 Vit K; (en az) (mg/kg) 2.0
Ham seliiloz (en ¢ok) (%) 16,0 Kalsiyum (en az-en ¢ok) (%) 0,9-1,1
Ham Kiil (en ¢ok) (%) 9.0 Sodyum (en az-en ¢ok) (%) 0,2-0,4
HCI de ¢oziinmez kiil (%) 1.0 Fosfor (en az) (%) 0,60
(en cok)

. 2000 NaCl (en ¢ok) (%) 1,00
Vit A (en az) (IU/kg)
Vit D 1U/k 3000

it Dy (en az) (IUkg) Lizin (en az) (%) 0,75
Vit E (en az) (mg/kg) 50 Metiyonin (en az) (%) 0,40
Vit B, (en az) (IU/kg) 5 Sistin (en az) (%) 0,30
Cr (ppm) . ..
(analiz ile saptanan) 1,648 Metabolik enerji  (en  az) 2500

(Kcal/kg)
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3.1.4. Orneklerin Toplanmasi

Kan orneklerinin toplanmasi ve muhafazasi: Denemenin 25. ve 50. giinlerinde
hayvanlarin V. auricularis caudalis’inden; plazmada 8-OHdG seviyesinin ve Kkiiltiire
edilmis lenfositlerde sitokinez bloke mikroniikleus sitom (CBMN cyt) yontemi
parametrelerinin belirlenmesi amaciyla antikoagiilanth (heparinli) kan alma tiiplerine 5
ml kan Ornegi alindi. Plazma 8-OHdG diizeyinin belirlenmesi amaciyla kan Ornekleri
soguk zincirde laboratuvara getirilip 1,300 x g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
plazmalar1 ayrilarak analizler gerceklestirilinceye kadar -80°C’de muhafaza edildi.
Sitokinez bloke mikroniikleus sitom (CBMN cyt) yonteminde, hayvanlardan heparinli
tiiplere alinan kan 6rnekleri hiicre kiiltiir medyumu iceren kiiltiir tiiplerine eklenerek 72

saatlik tam kan kiiltiiriine birakildi.

Antikoagiilantsiz tiiplere alinan 2-3 ml kan 6rnegi oda sicakliginda 1 saat tutulup
1,300xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra serumlar1 ayrilarak analizler
gergeklestirilinceye kadar, serum MDA analizlerinde kullanilacak 6rnekler -80°C’de,

serum krom analizinde kullanilacak 6rnekler -20°C’de muhafaza edildi.

Doku oOrneklerinin toplanmasi: Doku MDA diizeyinin belirlenmesi icin deneme
sonunda tavsanlardan alinan karaciger Ornekleri plastik torbalara toplanarak soguk
zincirde laboratuvara getirildi ve hemen doku MDA oOl¢iimii prosediirii geregi

homojenize edilip siipernatantlar1 ayrildiktan sonra -80°C’de muhafaza edildi.

Yem orneklerinin toplanmasi: Yemin kimyasal analizleri i¢in yemin bes farkli
yerinden almman yem Ornekleri harmanlandi ve bu yem orneklerinde besin madde

analizleri gerceklestirildi.
3.2. YONTEM
3.2.1. Canh Agirhik Degisiminin Belirlenmesi

Elli giinlik deneme siiresi i¢inde, haftada bir hayvanlar 12 saat a¢ birakildiktan sonra

tartilarak canli agirliklar1 kaydedildi.
3.2.2. Yem Tiiketiminin Belirlenmesi

Haftada bir yapilan olctimlerle gruplarin yem tiiketimi hesaplandi.
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3.2.3. Yem Analizleri

Denemede kullanilan yemin besin madde miktarlar1 A.O.A.C’de (172) bildirilen analiz
metodlarina gore belirlendi. Metabolik enerji diizeyleri ise Carpenter and Clegg (173)

gore hesaplandi.
3.2.3.1. Yemin krom diizeyinin belirlenmesi

Yemin krom analizi, Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
(ERUTAUM) nde gergeklestirildi.

Yemden 250 mg alinarak mikrodalga coziiniirlestirme cihazinin sicaklik ve basinca
dayanikli teflon hiicresine yerlestirilip iizerine % 65°lik HNO3; den 5 ml ilave edildi.
Yemde olusabilecek olas1 gaz ¢ikis1 ve kopiiklenmenin onlenmesi i¢in ornek en az 20
dakika mikrodalga c¢oziiniirlestiriciye yerlestirilmeden agzi agik bir bi¢imde bekletildi.
Yem iizerine kapak kapatilarak uygun sicaklik programi uygulandi. Coziiniirlestirme
islemi bittikten sonra elde edilen berrak ¢ozelti 10 ml’lik balon jojeye almarak hacmi
cift distile su ile tamamlandi ve numune 6lciime hazir hale getirildi. Olciim Oncesi
analizi yapilacak elementi i¢eren artan derisimlerde standartlar hazirland1 (0, 1, 5, 10,
20, 30, 40, 50 ppb). Cihaz (Agilent 7500a series ICP/MS) analize hazir konuma
geldikten sonra cihazin performansini test etmek amaci ile iceriginde Itriyum (Y),
Lityum (Li), Kobalt (Co), Tallium (T1) ve Erbiyum (Er) bulunan tune c¢ozeltisi ile tune
ayar1 yapildi. Bu elementlerin sayim degerleri bu ayar esnasinda kontrol edildi ve bu
basamaktan sonra cihaz analize hazir hale geldi. Hazirlanan standartlar cihaza tanitildi.
Kalibrasyon dogrusundaki sapmalar1 diizeltmek amaci ile periyodik tabloyu temsil eden
Berilyum (Be), Skandiyum (Sc), Radyum (Ra), Bizmut (Bi) elementlerini i¢eren ic
standartlar analiz esnasinda cihaza verildi. Numuneden, istenilen element degerleri

okunarak, sonugclar ppb cinsinden elde edildi.
3.2.4. Kan Analizleri
3.2.4.1. Serum ve doku malondialdehit diizeylerinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyi, Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda bulunan pQuant Bio-Tek Marka
ELISA cihazinda, ticari kit (Cayman, USA) kullanilarak belirlendi (115).
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Prensip

Metodun prensibi iki molekiil tiyobarbiitiirik asit (TBA)’in bir molekiil MDA ile asit
ortamda sitokiyometrik olarak reaksiyona girerek pembe renkli {iiriin olusturmasi

esasina dayanmaktadir.
Ayirag

Serum ve doku MDA diizeylerinin saptanmasi icin thiobarbiitirik asit, TBA asetik asit,
TBA sodyum hidroksit, TBA sodyum lauril siilfat (SOD), renk reaktifi ile
konsantrasyonlar1 0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50 uM/L olan standart soliisyonlar1
kullanild1.

Islem

Serum MDA diizeyinin belirlenmesinde; standartlar i¢in hazirlanan tiiplere 100’er uL
standartlardan, ornekler icin hazirlanan tiiplere de 100’er puL orneklerden konuldu.
Tiiplerin tamamina 100 uLL SDS ilave edildikten sonra vorteks ile karistirildi. Ardindan
her bir tiipe 4 ml renk reaktifi eklendikten sonra tiiplerin agzi kapatilarak kaynayan suda
bekletildi. Bir saat sonunda tiipler kaynar sudan alinarak 10 dak. buz icerisinde tutuldu.
Inkiibasyon sonrasi tiipler +4°C 1,600 x g’de 10 dak. santrifiij edilip 30 dak. oda
isisinda  bekletildi. Hazirlanan siipernatantlardan  150°’ser upL  almarak ELISA
plakalarinin iizerinde standartlar ve ornekler icin belirlenen ikiser kuyucuga aktarildi.
Elde edilen organik fazlarin absorbanslar1 530-540 nm dalga boyunda 6l¢iildii, standart
absorbanslar1 Olciilerek standart egrisi ¢izildi ve orneklerin absorbanslar1 standart egrisi
ile karsilastirilarak MDA diizeyi belirlendi (Sekil 3.1).

Doku MDA diizeyinin belirlenmesinde, tartilan 25 mg karaciger dokusu 1.5 ml’lik
ependorf tiipiine alinarak iizerine 250 uL proteaz inhibitorlii RIPA tampon ilave edildi
ve buz altinda 40 V’da 15 saniye sonikatdrde parcalandi. Ornekler +4°C’de 1,600 x
g’de 10 dak. santrifiij edildikten sonra ayrilan siipernatantlara serum MDA icin

uygulanan prosediir uygulanarak doku MDA diizeyleri belirlendi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Malondialdehit’in Standart Kalibrasyon Egrisi.

3.2.4.2. Plazma 8-hidroksi 2’-deoksiguanosin diizeyinin belirlenmesi

Plazma 8-OHdG diizeyleri, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvarinda ELISA cihazinda (pQuant Bio-Tek), ticari kit
(Northwest, Washington) kullanilarak belirlendi (111). Kit prosediiriine gore Olgme
islemi yapild1.

Yontem

Bu metod 8-OHdG ile 8-OHdG HRP konjugatinin ortamda kisitli miktarda bulunan 8-
OHdG monoklonal antikor i¢in yarigsmasi esasina dayanmaktadir. Ortamdaki 8-OHdG
miktar1 degisirken, 8-OHdG eser miktar1 sabit kalmakta ve ortamdaki serbest 8-OHdG

miktarinin oraniyla ters orantili olarak baglanma gostermektedir.
Ayirag

Plazma 8-OHdG diizeyini belirlemek icin 8-OHdG standart, primer antikor, primer
antikor tampon (PBS), sekonder antikor, sekonder antikor tampon (PBS),
3,3',5,5'tetrametilbenzidin (TMB) Substrat, diliisyon tampon (H,O/sitrat/PBS), yikama

tamponu (konsantre PBS) ve stop soliisyonu (fosforik asit) kullanildi.
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Islem

Reaktiflerin tamami oda 1sisina getirildi. Plaka da standartlarin ve drneklerin konulacagi
kuyucuklar belirlendi, 50 pL standartlardan ve Orneklerden kendileri i¢in belirlenen
kuyucuklara eklendi. Blank (kor) i¢in ayrilan kuyucuga da 50 pL PBS eklendi.
Sulandirilmig primer antikordan blank haricindeki biitiin kuyucuklara 50 pL ilave edilip,
icerigin diizgiin karigmasini saglamak icin plaka hafif¢e ¢alkalandi. Agiz kismina kapak
yapistirilan plaka bir gece boyunca +4°C’de inkiibasyona birakildi. Icerigi bosaltilan
kuyucuklari her birine 250 pL yikama tamponu ilave edilip, yikamadan iyi sonug
almak i¢in plaka yavasca sallandiktan sonra icerigi bosaltildi ve yikama islemi ii¢ kez
tekrarlandi. Yikama isleminin ardindan sulandirilmis sekonder antikordan her bir
kuyucuga 100 pL eklenip, icerigin karistigindan emin olmak icin yavasca calkalandi.
Yapigkan bant ile agzi kapatilan plaka oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi plaka icerigi bosaltildi ve yikama islemi ii¢ defa tekrarlandi.
Plakanin her kuyucuguna 100 pl. TMB substrat eklendikten sonra hafif¢e karistirilarak
karanlikta ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Her bir kuyucuga 100 uL stop

solusyonu eklenerek 450 nm’de absorbansi okundu (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. 8-Hidroksi 2’-Deoksiguanosin’in Standart Kalibrasyon Egrisi.
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3.2.4.3. Serum krom analizi

Yemin krom analizi, Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
(ERUTAUM)’nde gerceklestirildi.

Serumlardan 1’er ml alinarak mikrodalga ¢oziiniirlestirme cihazinin sicaklik ve basinca
dayanikli teflon hiicrelerine yerlestirilip tizerine % 65’lik HNO3; den 5 ml ilave edildi,
olas1 gaz cikiglar1 ve kopiiklenmenin Onlenmesi i¢in en az 20 dakika numuneler
mikrodalga ¢oziiniirlestiriciye yerlestirilmeden agizlar1 acik bir bicimde bekletildi, daha
sonra kapaklar1 kapatilarak uygun sicaklik programi uygulandi (Tablo 3.3).
Coziiniirlestirme islemi bittikten sonra elde edilen berrak ¢ozeltiler 10 ml’lik balon
jojelere alind1 ve hacimleri cift distile su ile 10 ml’ye tamamlanarak ornekler 6l¢iime
hazir hale getirildi. Olgiim 6ncesi analizi yapilacak elementi iceren artan derisimlerde
standartlar hazirland1 ( O, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ppb). Cihaz (Agilent 7500a series
ICP/MS) analize hazir konuma geldikten sonra cihazin performansini test etmek amaci
ile tune cozeltisi ile tune ayar1 yapildi, bu ¢ozeltide bulunan elementler Itriyum (Y),
Lityum (Li), Kobalt (Co), Tallium (TI), Erbiyum (Er)’dur. Bu elementlerin sayim
degerleri bu ayar esnasinda kontrol edildi ve bu basamaktan sonra cihaz analize hazir
hale geldi. Hazirlanan standartlar cihaza tanitildi. Kalibrasyon dogrusundaki sapmalari
diizeltmek amaci ile periyodik tabloyu temsil eden Berilyum (Be), Skandiyum (Sc),
Radyum (Ra), Bizmut (Bi) elementlerini iceren i¢ standart analiz esnasinda cihaza
verildi. Numunelerden istenilen element degerleri okunarak, sonuclar ppb cinsinden

elde edildi.

Tablo 3.3. Yem ve serumda Cr analizi i¢in ICP/MS’de uygulanan sicaklik ve basing degerleri.

Enstriimental Sartlar Basamaklar

1 2
Sicaklik (°C) 160 190
Basing [bar] 40 40
Gii¢ (%) 80 90
Istenilen Sicaklik ve Basinca Ulagma Siiresi [dak.] 5 1
Bekleme Siiresi [dak.] 5 10
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3.2.4.4. Sitokinez bloke mikroniikleus sitom (cytome) yontemi

Sitokinez bloke mikroniikleus sitom (CBMN cyt) yonteminde, hayvanlardan
heparinli tiiplere 4 ml kan Ornekleri alindi. Alinan kan Orneklerinden 0.4-0,5 ml
hiicre kiiltiir medyumu igeren kiiltiir tiiplerine ekildi ve 72 saatlik tam kan Kkiiltiirii
yapildi. Kiiltiiriin 44. saatinde sitokalazin-B ilave edilerek biniikleer hiicrelerin

olusmasi saglandi (145).
Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

Sitoklazin B: 1 mg Sitoklazin B (cyt-B) (Sigma, 6762), 1 ml dimetil siilfoksitte
(DMSO) ve 4 ml medyum (Biological Industries katolog no Hams F10) c¢ozdiiriildii.

Hipotonik soliisyonu: 1.864g KCIl, 250 ml distile su ile ¢ozdiiriilerek 0,1 M

hipotonik soliisyonu hazirlandi.

Fiksatif: metanol: glasial asetik asit 3:1 oraninda olacak sekilde taze hazirlandi

sogutularak kullanildi.

Giemsa boya solusyonu: Sorenson boya tamponu (pH=7.0): 5.26 g KH,P04 ve 8.65 g
Na,HP04.2H,0 1000 ml distile suda ¢ozdiiriildii. 94 ml Sorenson boya tamponu iizerine
6 ml Giemsa boyasi eklenerek % 6’lik Giemsa boyas1 hazirlandi.

Kiiltiir ortaminin (medyum) hazirlanmasi

Kiiltiir icin kullanilan medyum: Laminar air flow icerisinde 100 ml’lik medyum igine
2,5 ml fitohemaglutin (mitojen) eklenip, elle yavas bir sekilde bir ka¢ kez karistirilarak
hazirlandi. Bu medyumdan 5’er ml alinarak vidali kapakli konik tabanli kiiltiir tiiplerine

konuldu ve 10-15 dakika laboratuarda bekletildikten sonra -20 °C’ye kaldirildi.

Kiiltiir teknigi: Icerisinde 5 ml medyum bulunan kiiltiir tiipleri, 6nceden 37°C’ye
getirildi. Hayvanlardan alman kan orneklerinden 0.4 ml kiiltiir tiiplerine ilave edildi.
Tiiplerin {izerine tavsanlarin numaralar1 yazildi ve her tavsan igin 2 tiipe ekim yapildi
yapildi. Tiipler hafifce karistirildiktan sonra, 37°C’lik etiivde 72 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun 44. saatinde biniikleer hiicre elde etmek icin 75 ul (final konsantrasyonu:

3ug/ml) cyt-B ilave edildi.
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Kiiltiiriin sonlandirilmasi: 72 saat’lik inkiibasyondan sonra kiiltiir tiipleri etiivden

cikartilarak 1200 rpm’de 6 dakika santrifiij yapildi.
¢ Dipte 0.6-0.7 ml kalincaya kadar {iistteki siipernatantlar atild.

e Daha sonra hiicrelere laboratuvar isisinda beklemis olan 0.1 M hipotonik

solusyonundan 6 ml eklenerek 4 dakika laboratuvar 1sisinda bekletildi.

e Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 6 dakika 1200 dev/dak
santrifiij edildi. Siipernatantlar1 atilip iizerine taze hazirlanmis soguk

fiksatiften 6 ml (3:1, metanol: glasial asetik asit) yavasca damla damla ilave

edilip bekletmeden 6 dakika 1200 dev/dak santrifiij yapildi.

e Siipernatantlar1 tekrar atilip iizerine ayni fiksatiften 6 ml ilave edilip, 6 dakika

1200 dev/dak santrifiij edildi.

e Dipte 0.7 ml fiksatifli hiicre birakilarak siipernatantlar1 tekrar atildi iki kez

yikama yapildiktan sonra preparatlar hazirlandi.

Preparatlarin hazirlanmasi, boyanmasi ve saklanmasi: Lamlar temizlenerek
icinde %70’lik metanol bulunan saleye yerlestirilip soguyuncaya kadar -20 °C’de
bekletildi. Daha sonra saleden ¢ikarilan lamlar kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli
hiicre iceren kiiltiir tiiplerine pipetleme yapilarak hiicre siispansiyonundan pastor
pipeti yardimiyla lamlara yakin mesafeden (1-2 cm yukaridan) 9-10 damla
damlatildi. Lamlara hiicrelerin lam iizerine iyice dagilmasi saglandi ve kurumaya
birakildi. Her bir tavsan icin, bir kiiltiir tiipiinden 2 tane olmak {izere toplam 4

preparat hazirlandi.

Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan %6’k Giemsa boyast ile 8 dakika
boyandiktan hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan
preparatlar ksilolden gecirildikten sonra kanada balsamu (entellan) damlatilarak lamelle

kapatild.
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Preparatlarin incelenmesi ve sitokinez bloke mikroniikleus sitom (Cyt) yontemi
parametrelerinin degerlendirilmesi

= Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda (Zeiss Primo Star) X40 biiyiitmede
incelendi.

= DNA hasarin belirlemek icin; 1000 biniikleer hiicre sayildi ve bulunan MN,
NBUD ve NPB sayilar1 kaydedildi.

* Hiicre c¢ogalmast oranimi belirlemek icin;, 1000 mononiikleer hiicre
sayilirken bulunan biniikleer, multi niikleer hiicreler skorlandi ve NDI
formiili (NDI= (M1+ 2 M2+ 3 M3+ 4 M4) / N) kullanilarak niikleer
boliinme indeksi hesaplandi.

*  Hiicre oliimiinii degerlendirmek icin; 1000 mononiikleer hiicre sayilirken
gozlenen Apoptotik ve nekrotik hiicreler skorlandi.

MN, NBUD, NPB ve NDI frekansi, Apoptotik ve nekrotik hiicre sayis1 %’de olarak

hesaplandu.

DNA hasar1 ( MN, NPB ve NBUD) gostergeleri icin sayma Kriterleri
Mikroniikleus kriterleri;

a) MN’larin ¢api, genellikle ana ¢ekirdegin ortalama capinin 1/16 ve 1/3’ii arasinda
olmalidir.

b) Mikroniikleuslar ana ¢ekirdekle birlesmis veya baglantili olmamalidir.

¢) Mikroniikleuslar ana ¢ekirdege temas edilebilir ancak {iistiine binmis olmamalidir.
d) Mikroniikleuslar genellikle ana ¢ekirdekle ayni1 yogunlukta boyanmalidir (156).
Mikroniikleus iceren BN hiicre 6rnegi Sekil 3.3. (e)’de gosterilmistir.
Niikleoplazmik kopriileri sayma kriterleri;

a) Niikleoplazmik hiicredeki ¢ekirdegin boyutunun %’ {inii ge¢cmemelidir.

b) Niikleoplazmik kopriiler ana c¢ekirdek ile ayni boyanma ozelliklerine sahip
olmalidr.

¢) Nadiren bir BN hiicrede birden fazla NPB gozlenebilir.

d) Niikleoplazmik k&prii iceren bir BN hiicre bir ya da daha fazla MN igerebilir.

e) Bir yada daha fazla NPB iceren BN hiicre, MN icermeyebilir (156).
Niikleoplazmik koprii iceren BN hiicre 6rnegi Sekil 3.3. (f)’de gosterilmisti



Niikleer Bud sayma kriterleri;

a) Niikleer budlar, MN’lara benzer goriiniimde olup NBUD’un ¢apindan daha dar bir
koprii veya ¢ok daha ince bir koprii ile ¢ekirdege bagh olmalidir.

b) Niikleer budlar, MN ile ayn1 boyanma yogunluguna sahip olmalidir (156).

Niikleer budlar iceren BN hiicre 6rnegi Sekil 3.3.(g)’de gosterilmistir.

Bir (mononiikleer), iki (biniikleer), ii¢ (triniikleer) ve dort (tetraniikleer) cekirdekli

hiicreleri sayma kriterleri ve Niikleer Boliinme Indeksi’nin (NDI) hesaplanmas:

a. Bir, iki, ii¢ ve dort ¢ekirdekli hiicreler, biitiinliiglinii koruyan bir sitoplazma ile

normal ¢ekirdek morfolojisi gosteren hiicreler olmalidir.

b. iki ¢ekirdekli veya ¢ok ¢ekirdekli hiicreler bir veya daha fazla NPB icerebilir veya
icermeyebilir. Yine bu hiicreler bir veya daha fazla MN veya NBUD icerebilir veya
icermeyebilir (156).

Niikleer Boliinme Indeksi, Eastmond and Tucker (174) metoduna gore hesaplandi.

Bir, 2, 3 ve 4 ¢ekirdek iceren hiicrelerin frekansini belirlemek i¢in 500/1000 canli
hiicre sayildi ve NDI= (M1+ 2 M2+ 3 M3+ 4 M4) / N formiilii kullanilarak NDI
hesaplandu.
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M1-M4; 1-4 ¢ekirdek iceren hiicrelerin sayisini belirtir ve N, hesaplanan toplam canli

hiicre sayisim belirtir. En diisiik NDI degeri olasilikla 1.0’dir. Sitokinez-blok periyodu

sliresince boliinme basarisiz olursa ve bundan dolayr tamami mononiikleer kalirsa bu

durum olusur. Eger tiim canli hiicreler bir niikleer boliinmeyi tamamlar ve bundan

dolay1 hepsi biniikleer olursa NDI degeri 2.0’dir. Eger sitokinez-blok fazi boyunca

birden fazla niikleer boliinmeyi tamamlayip ve bundan dolay1 2’den fazla cekirdek

iceren canli hiicrelerin oran1 fazlaysa, bu durumda NDI degeri 2’den fazla olabilir.

Ornegin, eger canli hiicrelerin %50’si iki gekirdekli, % 10’u ii¢ cekirdekli ve % 10’u

dort ¢cekirdekli ise NDI degeri 2.2 dir (156).

Bir (mononiikleer), iki (biniikleer), ii¢ (triniikleer) ve dort (tetraniikleer) cekirdekli hiicre

ornekleri sirayla Sekil 3.3. (a), (b), (c), (d)’de gosterilmistir.



Apoptotik ve Nekrotik hiicreleri sayma kriterleri
Apoptotik hiicre icin;
a) Erken Apoptotik hiicreler, ¢ekirdek icinde kromatin yogunlagsmasinin varlhigi ve

biitiinliigiinii koruyan sitoplazma ve ¢ekirdek membrani ile ayirt edilebilir.

b) Geg¢ Apoptotik hiicreler, biitiinliigiinii koruyan sitoplazma ve sitoplazmik

membran i¢inde daha kii¢iik niikleer cisimcikleri olustururlar.

c) Her iki Apoptotik hiicrede bu niikleer cisimcikleri, sitoplazma ve cekirdek daha

yogun boyanir (Sekil 3.3. (h)) (156).
Nekrotik hiicre igin;

a) Erken nekrotik hiicreler, soluk sitoplazmalari, sitoplazma i¢inde ve bazen ¢ekirdek
icinde ¢ok sayida vakuol bulunmasi, hasarli sitoplazmik membraninin olmasi ve

hemen hemen saglam cekirdeginin bulunmasi ile ayirt edilebilir.

b) Gec¢ nekrotik hiicreler, sitoplazma kayb1 ve hasarli/diizensiz ¢ekirdek membrant,
kismen saglam ¢ekirdek yapilar1 ve siklikla ¢ekirdek materyallerinin parcalar halinde

cekirdekten ¢ikmasi ile ayirt edilebilir.

c) Her iki nekrotik hiicrede, ¢ekirdek ve sitoplazma diger canl hiicrelere gore daha

az boyanir (Sekil 3.3. (1)) (156).
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Sekil 3.3. a.Bir cekirdekli hiicre; b. Iki ¢ekirdekli (BN) hiicre; c. Ug cekirdekli (M3) hiicre; d.
Dort cekirdekli (M4) hiicre; e. Bir MN’Iu BN hiicre; f. NPB’lii BN hiicre; g. NBUD’lu BN
hiicre; h; Apoptotik hiicre; i; Nekrotik Hiicre (100X).

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin istatistiki analizleri, SPSS 15.0 paket programu (Lisans no: 9869264) ile
yapildi. Caligmada kullanilacak tavsan sayis1 Power Test ile belirlendi (N=10). Gruplar
arasindaki fark, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi. F degeri 6nemli
bulundugunda farkin hangi gruptan kaynaklandigimi belirlemek icin Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi uygulandi. Haftalara gore gruplarin kendi i¢indeki fark, eslesmis
gruplarda t test (Paired t test) ile belirlendi. Veriler ortalama ve ortalamalarin standart

hatasi (X£Sx) olarak verildi.



4. BULGULAR

4.1. PERFORMANS
4.1.1.Canh Agirhk Degisimi

Deneme basinda gruplar arasinda canli agirlik yoniinden fark yoktu. Deneme sonunda
kontrol grubuna gore; CrCl; 6H,O ve pikolinik asit verilen gruplarda canli agirligin
onemli diizeyde arttig1 (P<0,05); CrPic verilen gruptaki artigin ise istatistiki dneme
ulagsmadig1 saptandi. Canli agirlhik degisiminde, kontrol grubuna gore CrCl; 6H,O ve
pikolinik asit verilen gruplarda istatistiki dnemde bir artis olmadigi; CrPic verilen

grupta ise canl agirhigin arttigi (P<0,05) belirlendi (Tablo 4.1).



41

Tablo 4.1. Kontrol grubu ile CrCl;.6H,O, CrPic ve pikolinik asit verilen tavsanlarm canli agirlik
(kg) degisimi.

Canli N Kontrol CrCl;6H,O CrPic Pikolinik asit Onem
agirlik (20 mg/giin) (200u g/giin) (1400 pg/giin) | kontrolii
(kg)

Deneme 10 | 2,61+0,12 2,80+0,14 2,50+0,04 2,77+0,08 -
bast

Deneme | 10 | 2,91+0,08° | 3,23x0,09° | 3,04+0,05" 3,17+0,08" *
sonu

Canli 10 | 0,30£0,11° | 0,4320,07° | 0,54£0,04° 0,40+0,04" *
agirlik

degisimi

-: Onemsiz (P> 0,05) *: P<0,05

a-b: Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir.

4.1.2. Yem Tiiketimi

Tavsanlarin 50 giinliik toplam yem tiiketimi grup ortalamasi olarak belirlendiginden

istatistiki degerlendirme yapilamamakla birlikte, CrPic grubunun kontrol, CrCl;.6H,O

ve pikolinik asit verilen gruplardan rakamsal olarak daha fazla yem tiikettigi

belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrol grubu ile CrCl;.6H,0, CrPic ve pikolinik asit verilen tavsanlarin ¢aligma
siiresince tiikettikleri toplam yem miktarlar.

N Kontrol CrCl;.6H,O CrPic Pikolinik asit
(20 mg/giin) (200 g/giin) (1400 pg/giin)
Toplam yem 10 4,77 4,87 5,17 4,52

titketimi (kg)
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4.2. KAN PARAMETRELERI

4.2.1. Oksidatif Stres (Malondialdehit) Parametreleri

4.2.1.1. Serum malondialdehit diizeyleri

Calismanin 25. giiniinde serum MDA diizeyi, CrPic ve pikolinik asit verilen gruplarda
kontrol grubuna gore azaldi (P<0,05), CrCl3.6H,O verilen grup ile kontrol grubu
arasinda fark saptanmadi. Calisma sonunda (50. giinde) ise serum MDA diizeyleri
yoniinden kontrol grubu ile deneme gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi
belirlendi (Tablo 4.3, Grafik 4.1).

Kontrol grubu ile CrCl;.6H,0 verilen grupta MDA diizeyleri 25. giine gore 50. giinde
onemli ol¢iide azald1 (P<0,01). Krom pikolinat ve pikolinik asit verilen gruplarda 25.
giin ve 50. giin arasinda MDA diizeyleri yoniinden istatistiki a¢idan fark saptanmadi

(Tablo 4.3, Grafik 4.1).

Tablo 4.3. Kontrol grubu ile CrCl;.6H,0, CrPic ve pikolinik asit verilen tavsanlarda 25. ve 50.
giin serum MDA diizeyleri.

CrCl;.6H,O CrPic Pikolinik asit | Onem
(20 mg/kg) (200 ug) (1400 ng) | kontrolii

Parametre N Kontrol

25. giin MDA | 10

6,22+1,01** | 5,81+0,54** | 4,3120,42° | 4,16+0,37° o
(umol/L)
50. giin MDA | 10 B B

2,1340,19 2,41+0,87 3,1120,57 3,18+0,48 -
(umol/L)
Onem

skek skek - -

kontrolii

-2 P>0,05 (6nemsiz) *: P<0,05 **: P<0,01
a, b: Ayni satirda farkl harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak onemlidir.
A, B: Aym siitunda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak

onemlidir.
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. 25. glin MDA
6,00 [] 50. giin MDA

5,007

4,007

1

3,007

MDA dizeyler

2,007

1,007

0,00~
Kontrol CrCl3 CrPic Pikolinik
asit

Sekil 4.1. Kontrol grubu ile CrCl;.6H,0, CrPic, ve pikolinik asit verilen tavsanlarda 25. ve 50.
giin serum MDA diizeyleri.
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4.2.1.2. Doku malondialdehit diizeyleri
Calisma sonunda, tiim gruplarda karaciger doku orneklerinde MDA diizeyleri istatistiki

olarak degisim gostermedi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Kontrol grubu ile CrCl;.6H,0, CrPic ve pikolinik asit verilen tavsanlarda doku MDA
diizeyleri.

Parametre CrCl;.6H,O CrPic Pikolinik asit Onem
N Kontrol
(20 mg/kg) (200 ug) (1400 pg) kontrolii
Karaciger
6 | 12,36+1,48 | 12,98+1,27 11,55+0,87 10,76+0,82 -
MDA (umol/L)

-2 P >0,05 (6nemsiz)

4.2.2. Serum Krom Diizeyleri
Calisma sonunda, gruplar arasinda serum Cr diizeyleri yoniinden istatistiki olarak fark

saptanmad1 (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Kontrol grubu ile CrCl;.6H,0, CrPic ve pikolinik asit verilen tavsanlarda 50. giin
serum Cr diizeyleri.

-2 P >0,05 (6nemsiz)

CrCl;.6H,O CrPic Pikolinik asit Onem
(20 mg/kg) (200 ug) (1400 pg) kontrolii

Parametre | N Kontrol

Serum Cr
( ) 6 | 0,0495+0,006 | 0,0762+0,005 | 0,0568+0,008 | 0,0507+0,005 -
ppm

4.2.3. Oksidatif DNA Hasan (8-OHdG) Sonuclan

Calismanin 25. giiniinde alinan kan orneklerinde plazma 8-OHdG degerleri, kontrol
grubuna gore CrCl;.6H,0 ve CrPic verilen gruplarda azalirken (P<0,05), pikolinik asit
verilen grupta bir degisme olmadi. Calisma sonu (50. giinde) plazma 8-OHdG
degerlerinde, kontrol grubuna gore deneme gruplarinda istatistiksel olarak ©nemli
olmamakla birlikte sayisal bir diisiis oldugu saptandi (P>0,05) (Tablo 4.6, Grafik 4.2).

Calismanin 25. ve 50. giinlerindeki diizeyler arasinda, CrPic verilen grupta plazma 8-

OHJG diizeyleri yoniinden bir fark saptanmazken, kontrol grubu (P<0,01), CrCl;.6H,O
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verilen grup (P<0,05) ve pikolinik asit verilen grupta (P<0,001) 25. giine gore 50. giinde
onemli diizeyde diisiis belirlendi (Tablo 4.6, Grafik 4.2).

Tablo 4.6. Kontrol grubu ile CrCl;.6H,0, CrPic ve pikolinik asit verilen tavsanlarda 25. ve 50.
giin 8-OHdG diizeyleri.

Parametre CrCl;.6H,0O CrPic Pikolinik asit Onem
N Kontrol
(20 mg/kg) (200 ug) (1400 pg) kontrolii
25. giin
8-OHAG | 10 | 4,82+0,40™ | 3,70+0,44™ | 3,73+0,25" | 5,05+0,22* *
(ng/mL)
50. giin

8-OHdG 10 | 3,33+0,32® 2,85+0,29% | 3,03+0,21 2,52+0,208 -
(ng/mL)

Onem
sksk ES skksk

kontroli

-: P>0,05 (6nemsiz) *: P<0,05 *#: P<0,01 *x%: P<(0,001

a, b: Ayni satirda farkl harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak onemlidir.
A, B: Aym siitunda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak

onemlidir.
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Sekil 4.2. Kontrol grubu ile CrCl;.6H,0, CrPic ve pikolinik asit verilen tavsanlarda 25. ve 50.
giin 8-OHdG diizeyleri.
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4.2.4. DNA Hasar Sonuclar (Mikroniikleus, Niikleer Plazmik Koprii ve Niikler
Bud Sikhg)

Kontrol grubu ile deneme gruplarinin 25. giin MN, NPK ve NBUD frekanslar1
karsilastirildiginda, CrPic verilen grupta MN frekansi; pikolinik asit verilen grupta ise
MN, NPK, NBUD frekanslar1 azald1 (P<0,05), CrCl3.6H,O verilen grupta ise herhangi
bir degisiklik saptanmadi (Tablo 4.7, Grafik 4.3).

Kontrol ve deneme gruplarmin 50. giin MN, NPK, NBUD frekanslari
karsilagtirildiginda kontrol grubu ile deneme gruplari arasinda fark olmadig1 belirlendi
(P>0,05, Tablo 4.7, Grafik 4.4).

Gruplarin 25. giin ile 50. giin verileri incelendiginde, kontrol grubunun MN (P<0,05) ve
NBUD (P<0,01) frekanslar1; CrCl;.6H,O verilen grubun MN (P<0,05), NPK (P<0,01)
ve NBUD (P<0,01) frekanslar1; CrPic verilen grubun da NPK (P<0,05) frekans1 azaldi.
Pikolinik asit verilen grupta ise MN, NPK ve NBUD frekanslar1 yoniinden fark
saptanmadi (Tablo 4.7).



Tablo 4.7. Kontrol grubu ile CrCl;.H,O, CrPic ve pikolinik asit gruplarinin kiiltiire edilmis periferal lenfositlerinde 25. giin ve 50. giin

DNA hasar oranlarinin (MN, NPK, NBUD sikliginin) karsilastirilmasi.

Parametre N Kontrol CrCl;.6H,O CrPic (200 ug) Pikolinik asit (1400 ug) Onem kontrolii
(20 mg/kg)

25. giin MN (%) 6 1,78 +£0,34* 1,20 +0,20"* 0,83 0,15 0,92 +0,17° *

50. giin MN (%) 6 0,77 £0,15° 0,62 +0,13" 0,75 +0,17 1,08 £0,11 -

Onem kontrolii * * - -

25. giin NPK (%) 6 0,90 +0,38" 0,98 +0,16** 0,63 +0,38"* 0,10 +0,04° *

50. giin NPK (%) 6 0,13 +0,08 0,08 +0,05" 0,17 £0,02° 0,28 +0,07 -

Onem kontrolii - ok * -

25. giin NBUD (%) 6 8,40 + 1,06 7,12 £1,19* 6,85 +0,81° 4,17 £0,19° *

50. giin NBUD (%) 6 2,42 +0,28° 3,40 +0,28° 5,40 +2,57 3,83 £0,55 -

Onem kontrolii ok ok - -

-: P>0,05 (6nemsiz) *: P<0,05 *#:P<(0,01

a, b: Ayni satirda farkl harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak dnemlidir.

Ly
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Sekil 4.3. 25. giinde alinan kan 6rneklerindeki MN, NPK, NBUD, apoptotik, nekrotik hiicre
frekanslar1 (%).
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Sekil 4.4. 50. giinde alinan kan 6rneklerindeki MN, NPK, NBUD, apoptotik, nekrotik hiicre
frekanslar1 (%).
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4.2.5. Sitotoksite Sonuclar1 (Apoptotik ve Nekrotik Hiicre Sikhig)

Gruplarm 25. ve 50. giin apoptotik hiicre sayilar1 arasinda fark saptanmadi (Tablo 4.8;
Grafik 4.5).

Deneme gruplarinin 25. giin nekrotik hiicre sayilar1 kontrol grubuna gore 6nemli dlciide
azald1 (P<0,001) (Tablo 4.8; Grafik 4.5).

Nekrotik hiicre sayisinin 50. giinde kontrol grubuna gore pikolinik asit verilen grupta
daha diistik oldugu (P<0,01), CrCls.6H,O ve CrPic verilen gruplarda ise istatistiki
olarak degismedigi saptandi (Tablo 4.8; Grafik 4.5)

Denemenin 25. giiniine gore 50. giiniinde kontrol grubunda apoptotik (P<0,05) ve
nekrotik hiicre (P<0,01) oranlari; CrCls.6H,O (P<0,05) ve pikolinik asit (P<0,01)
verilen gruplarda da nekrotik hiicre oranlar1 azaldi. Krom pikolinat verilen grupta ise 25.
ve 50. giinler arasinda hiicre 6liim oranlar1 yoniinden 6nem saptanmadi (Tablo 4.8;

Grafik 4.5).



Tablo 4.8. Kontrol grubu ile CrCl;.6H,0, CrPic ve pikolinik asit gruplarimin 25. ve 50. giinde alinan kan 6rneklerinin kiiltiire edilmis
periferal lenfositlerindeki hiicre 6liim oranlarimin karsilastirilmasi.

Onem kontrolii

Parametre N Kontrol CrCl;.6H,0 CrPic (200 pg) Pikolinik asit (1400 pg)
(20 mg/kg)

25. giin Apoptotik hiicre (%) 6 6,75 +0,81% 4,77 £1,30 3,82 +0,37 8,35 +2,21 -
50. giin Apoptotik hiicre (%) 6 3,62 +0,38° 3,30 +0,41 5,67 2,01 4,07 £0,76 -
Onem kontrolii * - - -
25. giin Nekrotik hiicre (%) 6 30,28 +4,05* 12,33 £2,04™ 7,12 + 1,56 6,53 + 0,89 otk
50. giin Nekrotik hiicre (%) 6 6,12 + 0,66 5,92 0,45 6,23 +0,38" 3,40 + 0,48 ok
Onem kontrolii ok * - ok

- P>0,05 (6nemsiz)  *P<0,05 #4P <0,01 #14P<0,001

a, b: Ayni satirda farkl harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir.

0S
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Sekil 4.5. 25. ve 50. giin alinan kan drneklerindeki apoptotik ve nekrotik hiicre frekanslar1 (%).



S. TARTISMA VE SONUC

Insan ve hayvan organizmasinda o6nemli bir yere sahip olan mineral maddeler,
canlilarin yasamsal fonksiyonlarmi yerine getirmede Onemli gorevler {istlenirler.
Bunlar; membran gecirgenligi, metabolizma, hormon ve enzim fonksiyonlari, biiyiime
ve iretim faaliyetleri gibi gorevlerdir. Organizmaya tamamen beslenme ile alinan
Cr’un karbonhidrat, protein, lipid metabolizmalarimi etkiledigi (2, 47, 48), cesitli
hayvan tiirlerinde performans (18, 68, 81, 93, 94) ile karkas 6zelliklerini (17, 95)
olumlu etkiledigi gosterilmistir. Broylerlerde (80) ve yumurtaci bildircinlarda (97, 62)
CrCl;.6H,O’den saglanan 20 mg/kg Cr ile yapilan calismalarda canli agirligin
etkilenmedigi bildirilmistir. Ote yandan broylerlerde yeme CrPic (96) ve CrCl;.6H,O
(88) formlarinda; hindi palazlarinda krom nikotinat formunda ilave edilen Cr’un (87)
canli agirhig: artirdigr ifade edilmistir. Sunulan caligmada da deneme sonunda kontrol
grubuna gore tiim deneme gruplarinda canli agirhigin arttigi gézlenmis ancak, yem
tikketimin en fazla oldugu CrPic verilen gruptaki canli agirlhik artisinin 6nemli olmasi
(P<0,05) CrPic’in yem tiiketimini arttirdigimi gosterebilir. Ayrica, inorganik krom
bilesiklerine gore organik krom bilesiklerinin daha iyi emilmesi (48, 49) canli agirlik

artisinda etkili olmus olabilir.

Son zamanlarda, CrPic’in pek cok iilkede insanlar tarafindan, besin maddelerinden
saglanan krom’a ek olarak, sakiz, spor icecekleri, beslenme cubuklar: ve ilag gibi cesitli
formlarda yaygin olarak kullanildig1 belirtilmektedir (44). Ancak, bu sentetik krom
bilesiginin yararli etkilerinin oldugunu bildiren (17, 18, 68, 81, 93-95) pek cok
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calismanin aksine, sitotoksik ya da genotoksik etkilerinin oldugunu ileri siiren bir¢ok
calismanin (25-27, 31) da olmasi nedeniyle sentetik olarak iiretilen bu krom bilesiginin
giivenli olarak kullanilip kullanilmayacagi konusu tartisilir hale gelmistir (38, 39, 42,
44, 92).

Fizyolojik konsantrasyonlardaki CrPic’m askorbik asit ve thiol gibi biyolojik
rediiktanlarla Cr** bilesiklerine indirgendigi, havayla oksidasyona duyarh olduklar1 i¢in
bu bilesiklerin DNA harabiyetine yol acan hidroksil radikallerini (HO") olusturdugu ileri
stiriilmektedir (39). Yiiksek diizeylerde CrPic’in HO® olusumunu ve hiicre hasarini
artirdigr bildirilmistir (25, 37, 38). Krom pikolinat’in fizyolojik konsantrasyonlarinin
(50-260 ppb) dahi ROT olusumuna yol actig1 (42) ileri siiriilmektedir. Ote yandan
CrCl’iin - lipid peroksidasyonunu baskilayarak ROT olusumunu engelledigi
bildirilmistir (54).

Lipid peroksidasyon {iriinleri icinde en ¢ok sentezlenen (114) ve perokside olmus
lipidlerde olusan ve oksidatif stres sartlarinda kan ve idrarda saptanabilir diizeye ulastigi
bildirilen MDA (118-120) diizeyinin krom ile azaltilabilecegi (97, 166) gosterilmistir.
Anderson et al. (78), tip 2 diyabetiklerde, plazma glikozunun yiiksek diizeyde olmasi1
veya kiiclik molekiillerin otooksidasyona ugramasi sonucu plazma TBARS diizeyinin
onemli oranda yiikseldigini belirtmisler, krom pidolatin (400 pg/giin) artan TBARS
diizeyini %18,2 azalttigimi saptamislardir. Hamsterlerde krom ve iiziim cekirdegi
ekstresinin kombine verilmesiyle, TBARS diizeyinin %77 oraninda azaldigi
bildirilmistir (166). Sunulan ¢alismada da 25. giin ol¢iimlerinde MDA diizeyinin, CrPic
ve pikolinik asit verilen gruplarda azalma gostermesi (P<0,05), sicaklik stresine maruz
birakilan yumurtaci bildircinlarda artan serum MDA diizeyinin yeme Cr ilavesiyle
diistiigiinii bildiren Giiltekin (97)’in bulgularin1 desteklemektedir. Preuss et al. (51)
ratlar iizerinde yiiriittiikleri calismalarinda, rasyona ilave edilen 5 mg/kg krom asetat ve
krom nikotinatin TBARS diizeyini azaltmasina karsin, CrPic’in etkisinin az oldugunu,
CrCls’iin ise hepatik ve renal TBARS diizeyini etkilemedigini ileri siirmiiglerdir. Preuss
et al. (51) bildirimlerinin aksine, sunulan ¢aligmanin 25. giiniinde kontrol grubuna gore
CrPic ve pikolinik asit verilen gruplarda serum MDA diizeyinin diistiigii (P<0,05),
karaciger MDA diizeyinde istatistiki olarak ©nemli olmamakla birlikte hafif bir
azalmaya neden oldugu saptanmistir. Ancak, calismada CrCl;.6H,O’tin serum MDA
diizeyinde anlamli olmayan bir diisiise neden olmasi ve karaciger MDA diizeyi iizerine

ise etkisinin olmamasi, Preuss et al. (51), bulgulariyla uyumlu bulunmustur. Krom’un
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karaciger MDA diizeyini etkilememesi, genel olarak bu elementin hiicre icerisinde
kalma siiresinin kisa olmasi, dolayisiyla karacigerdeki birikiminin az olmasindan ileri
gelebilir ve ayrica, CrPic formunun da hepatosit mikrozomlarinda modifiye edilerek
komponentlerine ayrigmasindan (52, 54) kaynaklanabilir. Diger yandan, CrPic ve
CrCl.6H,O’tin serum krom diizeyini etkilememesi, kromun organizmadan hizla
atilmasina (1, 61) bagh olarak kan dolasiminda daha kisa siireli kalmasina bagl olabilir.
Buzagi timusunda yapilan bir calismada CrCl; gibi iz metallerin 8-OHdG uyarimini
etkilemedigi belirlenmistir (168). Chang et al. (169) ise Yeni Zelanda tavsanlarinda
serbest oksijen radikal diizeyindeki azalmaya paralel olarak karacigerde 8-OHdG
diizeyinin diistiigiinii belirlemislerdir. Sunulan ¢alismanin 25.giiniinde, CrPic (P<0,05)
ile istatistiki acidan onemli olmasa da CrCl;.6H,O verilen hayvanlarin serum MDA
diizeylerindeki azalma ile plazma 8-OHdG (P<0,05) diizeylerinde saptanan diisiis uyum
icindedir. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, organizmada ROT nin guaninin 8. C atomuna
OH grubu ekleme sonucu ortaya c¢ikmaktadir (133, 134, 136). 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin, ROT’ne bagl olarak gelisen DNA hasarinin 6nemli bir belirteci
oldugundan (129, 135, 137), bu ¢alismada CrPic’in, DNA {izerine olumsuz bir etkisinin
olmadigini, aksine ROT’ne bagli DNA hasarinin 6nlenmesinde yararli olabilecegini
gostermektedir.

Krom bilesiklerinin toksik etkilerinin incelendigi in vitro ¢alismalar ile hayvanlar
iizerinde vyiiriitilen bazi calismalarda, bazi Cr™ komplekslerinin genotoksik ve
sitotoksik etkiler olusturdugu (25, 26, 42), bazilarmin ise olusturmadigi bildirilmistir
(32, 34, 35).

Niikleusun sekil ve fragmentasyon yapisindaki morfolojik degisiklikler hiicresel hasarin
en Onemli gostergesidir. Hiicresel hasarda morfolojik degisiklikler, kromatin
kondenzasyonu, apoptotik hiicrelerdeki olusum, aneuploid DNA ve DNA
fragmentasyonunu igerir. Gebe ratlara 200 mg/kg CrPic, 200 mg/kg CrCl; ve 174 mg/kg
pikolinik asit verilerek yapilan ¢aligmada (39), yiiksek seviyede verilen Cr takviyesinin
gebelik diyabeti gibi yavru iizerinde istenmeyen sonuclara neden olabilecek durumlara
yol actig1 belirtilmistir. Stearns et al. (25), Chinese hamster ovaryumlarinda yapmis
olduklar1 ve ¢oziiniir formdaki CrPic’in 0,025; 0,050; 0,10; 0,50; 1,0 mM dozlarinin;
partikiiler formda 4,0; 8,0; 40 pg/cm2 dozlarinin ve pikolinik asit formunda ise 1,0; 1,5;
2,0 mM dozlarmi kullandiklar1 ¢alismalarinda, CrPic’in hem ¢6ziiniir hem de partikiiler

formunun klastojenik oldugunu ve bu klastojen etkinin, ¢6ziiniir CrPic i¢in 50 uM ile
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1,0 mM ve partikiiler form icin 40 pg/cm”*nin iizerindeki dozlara bagli olarak
gelistigini, toksisiteye bagli olarak hiicre dongiisiiniin ertelendigini ve metafazin
azaldigini ortaya koymuslardir.

Komorowski et al. (40), Sprague-Dawley ratlarda CrPic’in kemik iligi iizerine
sitogenetik etkilerini arastirmuglar, ratlara 33, 250 ya da 2000 mg/kg diizeylerinde oral
yolla verilen CrPic'in erkek ya da disi ratlarda kromozomal anormalilere yol agmadigini
gostermislerdir. Ratlara (2500 mg/kg) ve farelere (50000 mg/kg) oral olarak verilen
yiiksek diizeydeki CrPic’in da in vivo sartlarda kromozomal bir hasara yol agmadigi; in
vivo ortamda mikroniikleus olusturmadigi belirtilmistir (171). Whittaker et al. (36),
Salmonella typhimurium ve 1.5178Y fare hiicre hatlarinda CrPic ve bilesenlerinin
etkilerini belirlemek icin CrPic, CrCl; ve pikolinik asidin lenfosit mutasyonu, hiicresel
toksisite ve mutajenitesini degerlendirmisler, hem CrPic hem de CrCls’iin bakterilerde
mutajenik etkiye yol a¢madigmi, ancak L5178Y farelerde nispeten toksik olmayan
dozlarin dahi mutajenik hasara yol a¢tigin1 bildirmislerdir. Benzer sekilde, Imamoglu ve
ark. (31) da giinlik 400 pg CrPic’in buzagilarin lenfositlerindeki MN sikligini
artirdigini, fakat 200 pug CrPic verilenlerde ise bu etkinin goriilmedigini belirlemislerdir.
Sunulan caligmada ise denemenin 25. giiniinde kontrol grubuyla kiyaslandiginda,
deneme gruplarinin hepsinde MN siklig1 yoniinden diisiisler oldugu; CrPic ile pikolinik
asit verilen hayvanlarda goriilen diisiisiin daha da belirgin (P<0,05) oldugu goézlendi.
NPK siklig1 yoniinden ise CrPic ve pikolinik asidin NPK sikligini azalttigi, pikolinik
asitteki azalmanin daha belirgin (P<0,05) oldugu saptandi. NBUD siklig1 da
CrCl3.6H,0, CrPic ve pikolinik asit verilen gruplarda azalma egilimi gostermis olup,
sadece pikolinik asit verilen gruptaki azalma 6nemli (P<0,05) bulundu.

Manygoats et al. (26) CrPic’mm CHO AAS8 hiicrelerinde morfolojik degisiklik
olusturdugunu CrPic seviyesindeki artisa paralel olarak apoptozun arttigini
bildirmislerdir. Buzagilarda da CrPic miktarinin artis1 ile fragmente ve diizensiz sekilli
niikleus oraninda artis oldugu, apoptotik hiicrelerde de doza bagl bir artis oldugu
bildirilmistir (31). Shirivastava et al. (28), insanlarin dermal fibrokistleri iizerinde
yiriittiikkleri ¢alismada 1, 10, 50 ve 100 pM dizeylerinde CrPic, CrCls,
[Cr(salen)(H20)2]*, [Cr(edta)(H20)], [Cr(en)3]3+’ [Cr(ox)3]3'gibi tic degerlikli Cr
komplekslerinin niikleer diizeyde sitotoksik oldugunu belirlemislerdir. Bu caligmada ise
kontrol ve deneme gruplar1 arasinda apoptotik hiicre sayist yoniinden fark

saptanmazken, 25. giinde alinan kan orneklerinde CrCl3.6H,O, CrPic ve pikolinik asit
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verilen gruplarda nekrotik hiicre sayismin kontrol grubuna gore onemli (P<0,001)
Olciide azaldigi belirlendi. Calismanin 25. giiniinde kontrol grubuyla kiyaslandiginda,
deneme gruplarinin tiimiinde nekrotik hiicre sayisinda goriilen diisiisler ©nemli
(P<0,001) bulunurken, denemenin 50. giiniinde sadece pikolinik asit verilen gruptaki
azalma 6nemli (P<0,01) bulundu. Bu ¢calismada gerek CrCl;.6H,O’ilin gerekse CrPic’in
apoptotik hiicre sayilarim etkilememesi ve nekrotik hiicre sayilarinda azalma saglamasi
daha Once yapilmis olan bazi ¢calismalarin (40, 171) bulgular: ile paralellik gosterirken,
bazi caligmalarm (25, 31, 36, 39) sonuglariyla ortiismemektedir. Bu calismanin
sonuclari ile literatiir bildirimleri arasindaki farklilik, sunulan ¢alismada kullanilan krom
bilesiklerinin diizeylerinin daha diisiik olmasindan kaynaklanabilir. S6z konusu
literatiirlerin cogunda CrPic’in yiiksek diizeylerinin sitotoksik veya genotoksik etkiye

sahip oldugu bildirilmektedir.

Bu calismanin sonuglari, tavsanlara gavaj yoluyla giinde 20 mg/kg CrCl;.6H,0, 200 ug
CrPic ve 1400 pg pikolinik asitin kisa siireli uygulamalarinin sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin olmadigini aksine, oksidatif ve kromozomal DNA hasarinin 6nlenmesinde

CrPic’1in olumlu rol oynayabilecegini gostermektedir.
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