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1. GIRIS

Yizyillardir bitkilerin insan saglhigma verdigi hizmetten dolayi, gilinlimiizde,
bitkiler ve bitkilerden hazirlanan ilaglar pek ¢ok hastaligin tedavisinde tercih edilmektedir.
Halk arasinda, g¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkilerden tibbi olanlarinin tesbiti
ve bu bitkilerin insan sagligi agisindan bilimsel olarak degerlendirilmesi, farmakognozi

aragtirmalarinin temelini teskil etmektedir (1).

T1bbi bitkilerden biri de, Loranthaceae familyasina ait Viscum album L. (6kse otu)
cinsidir(2). Tropikal ve iliman boélgelerde, ormanlik alanlarda ¢esitli agaclarin ve calilarin
iizerinde yariparazit olarak gelisen bu cins yeryiiziinde altmigsekiz tiir ile iilkemizde ise, bir

tiir ve bu tiire ait ii¢ alt tiir ile temsil edilmektedir (3).

Okse otu, burg, ¢ekem, gevele, gokee, govelek, campir, birig, fitri, gelimkara, pura
olarakta bilinen Viscum album L., koknar, cam, ladin gibi igne yaprakli; ahlat, ali¢, armut,
ayva, badem, elma, erik, kayisi, kiraz, iivez, visne, zerdali gibi meyve agaclarinin; akasya,
citlembik, disbudak, giirgen, ithlamur, karaagac, kavak kestane, kizilagag, mese, sogiit gibi
kisin yapraklarint doken agaglarin veya galilarin lizerinde yetisen yar1 parazit bir bitkidir (4,

5).

Viscum album L.un g¢esitli farmakolojik etkileri vardir. Cesitli ekstraktlari,
vazodilator, sedatif, diiiretik etkilere sahiptir ayrica siddetli bas agrisi, bag donmesi, sinir
bozuklugu, damar tikanikligi, romatizma agrilari, ¢iban ve eklem iltihab1 gibi baz1 iltihabi

hastaliklar i¢in kullanilir (6, 7).

Ulkemizde Viscum album L. un meyvelerinin yaki sakizi ile ezilmesi sonucu elde
edilen karisim, Giineydogu Anadolu Bolgesinde (Gaziantep, Urfa, Van) yaki halinde
romatizma agrilarinin giderilmesinde kullanilir. Ayrica ezilmis meyveler ¢iban iizerine

konarak ¢ibanin tedavisinde de yararlanilir (6).

Viscum album L. Avrupa’da 1926°dan giiniimiize kadar kanser terapilerine
yardimer olarak kullanilmaktadir ve bu konuda birgok g¢alisma yapilmistir. Fakat su ana
kadar antitimér mekanizmasmin 6zellikleri agik¢a ortaya konulamamustir (8). Okse otu

eksraktlarinin, dogal oOldiiriicii hiicreler ve notrofillerin sayisim1 ve aktivitesini artirarak



fagositozu aktive ettigi ve immiin sistemi uyardig1 belirlenmis, tedaviyle tekrar yapilanmis

immiin sistemin hasta i¢in ciddi yarar sagladig1 bildirilmistir (8).

Kardes Kromatid Degisimi (KKD)=Sister Chromatid Exchange (SCE), ¢esitli
mutajen ve karsinojenlerin hem in vivo, hem de in vitro kosullar altinda neden oldugu DNA
hasarimi saptamay1 saglayan sitogenetik yontemlerden birisidir. KDD, DNA’daki ¢ok kiigiik
harabiyetlerin bile hassas gostergesi olarak kabul edilir. DNA hasarinin ve indiiklenmis
DNA tamirinin gosterilmesinde en basit, duyarli ve kisa zamanda sonug veren bir yontemdir.
Baz1 kanser vakalarmin erken teshisi ve evre tespitinde destekleyici faktor olarak

disiiniilmekte ve sik¢a kullanilmaktadir (9, 10, 11).

KKD, DNA replikasyonu sirasinda kromozomun her iki kromatidinin homolog
bolgelerinde DNA’da kirik olusmasi ve kirilan bolgelerin yer degistirip yeniden birlesmesi

sonucunda olusmaktadir (8, 12, 13, 14).

KKD, c¢ogalmakta olan hiicrelerde spontan olarak meydana gelir, &zellikle
kromozom hasari, instabilitesi ve DNA tamir bozuklugu sendromlarinda duyarli bir

parametre olarak kullanilmaktadir (10).

Mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere sahip oldugu bilinen pestisitlerin
akut toksik etkileri ¢esitli deneylerle arastirllmis ve genotoksik etkiler gosterdikleri
bildirilmistir (15). Tarim ile ugrasan ve pestisite maruz kalan insanlarla bu bilesiklere maruz
kalmayan bireyler arasinda yapilan ¢alismalar, pestisite maruz kalan insanlarda yapisal ve
sayisal kromozom anomalileri (KA) ile KKD’nin yiiksek oranlarda tekrarlandigini

gostermektedir (16).

Bu ¢alismada amacimiz, sulu tarimla aktif olarak ugrasan ve pestisit uygulayan
bireylerin ve ayni yorede yasayan, ayni sosyo-ekonomik duruma sahip saglikli bireylerin kan
orneklerinde KKD sikligini aragtirmak ve Viscum album L.ekstraktinin KKD siklig1 iizerine

etkisini saptamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Viscum album L. Hakkinda Genel Bilgiler

Viscum album L., 300-2000 m yiiksekliklerdeki cesitli agaclarin ve galilarin
tizerinde yar1 parazit olarak yasayan odunsu bir bitkidir (2). Dallar {izerinde kiimeler
olusturur ve her mevsim yesildir. Meyveleri agustos-kasim aylarinda gelisir, yaklagik 1 cm
capinda, kiire veya armut seklinde, etli, beyazimsi, seffaf ve tek tohumludur. Bitki mart-
haziran aylarinda c¢i¢eklenir, sarimsi-yesil renkli sapsiz ¢igekler iiglii veya altili gruplar

halinde, aksillar veya terminaldir (17, 18).

Meyvelerinin yapiskan ve kaygan ozelligi ile beyaz renkli olmasindan dolay1
Latince’de Viscum album olarak adlandirilmistir. Bitkiye Tiirkge olarak ‘Okse otu > adinin
verilmesi ise, kuslar1 yakalamak amaciyla Viscum album’un meyvelerinde bulunan ‘vissin’
adl yapiskan maddenin ¢ubuklar iizerine siiriilerek 6kse yapiminda kullanilmasindandir (6,
15). Okse otu meyvelerinin etli ve yumusak olmas1, kuslar tarafindan begenilerek yenmesine
neden olur (19). Bu meyveleri yiyen kuslarin digkilariyla birlikte agag¢ dallar1 {izerine diisen

tohumlar dallara yapisir ve ortamdaki iirik asit sayesinde ¢imlenip, gelisir (20).

Bitki haustoryumlari (eme¢ veya somiirme kokii) ile konake1 bitkinin dallarindaki
ksilemine kadar ulasir. Konak¢idan su ve minareleri alirken, fotosentez yaparak kendi
karbonhidratlarini tiretir (1, 20).

2.1.1 Viscum album L.’un Sistematigi

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio : Angiospermae

Clasis : Dicotyledoneae
Subclasis  : Rosidae

Ordo : Santalales
Form : Loranthaceae

Genus : Viscum album L. (21).



Sekil 1: Viscum album L.’nin Genel Gorliniimi.

2.1.2 Viscum album L.’un Genel Ozellikleri

Viscum cinsi, iilkemizde bir tiir ve bu tiire ait 3 alt tiir ile temsil edilmektedir.

1. Viscum album ssp. album: Cogunlukla yaprak doken diotik agaglar
tizerinde yasar. Tohumlar genellikle ii¢ koseli, meyve ¢ogunlukla kiiresel, yaprak boyu,
eninin dort katindan daha kisa. Yapraklar1 1-3.7 cm boyunda, oblong, tam kenarli, paralel
damarli, derimsi, sari-yesil renktedir. Meyve genellikle kiire seklinde etli, beyaz renkli, tek

tohumlu.
Edirne, Tekirdag, Ankara, Corum, Eskisehir ve Isparta’da yetisir (1, 21).

2. Viscum album ssp. abietis: Abies tiirleri lizerinde yasar. Tohumlar oblong,
bombeli kenarli, meyve ¢ogunlukla armut seklinde, yaprak boyu, eninin dort katindan biraz
uzun veya kisa. Meyve sari, yaprak boyu eninin dort katindan daha uzun. Yapraklar 2.2-4.9
cm boyunda, oblong tam kenarli 4-5 paralel damarli, derimsi, sarimsi- yesil renktedir. Meyve

ve tohum Viscum album L. ssp. austriacum’a benzer sekildedir. Bolu’da yetigir (1, 21).

3. Viscum album ssp. austriacum: Cogunlukla Pinus tiirleri iizerinde yasar.
Tohumlar oblong, bombeli kenarli, meyve ¢ogunlukla armut seklinde, yaprak boyu, eninin
dort katindan biraz uzun veya kisa. Meyve beyaz, yaprak boyu, eninin dort katindan daha

kisa. Yapraklar1 0.7-3.8 cm boyunda, oblong, tam kenarli, 4-5 paralel damarli, derimsi, yesil



renktedir. Meyve armutsu, etli, sarimsi renkli, tohum tek, oblong, bombeli kenarlidir.

Ankara’da yetisir (1, 21).

Yurdumuzda yaygin olan ve daha ¢ok 1liman bolgelerde, ormanlik alanlarda gesitli
agaclarin ve calilarin iizerinde yar1 parazit olarak gelisen, 300-2000 m yiiksekliklerde
rastlanilan bitki, Akdeniz Bolgesinde Isparta’da; Gelendost-Egridir arasi, Egridir Yukar1
Gokdere Koyii-Sar1 belen, Egridir-Isparta yolu, Egridir Yaka Koyl Kapizderesi iistii kayalik

yer civarinda bol miktarda bulunmaktadir (1, 21).

2.1.3 Viscum album L. Genusunun Bilesikleri
2.1.3.1 Alkaloitler

Cesitli farmakolojik aktivitelere sahip bu bilesiklerin, bitkide antiparaziter
gorevlerinin oldugu diisiiniilmektedir. 1944 yilinda Viscum album L.’dan feniletilamin izole
edilmistir (15). Ayrica Viscum album L.’dan yetistigi konake1 bitkiye gore degisen cesitli
alkaloitler izole edilmistir. Ornegin, Solanaceae familyasi bitkileri iizerindeki dkse otlarinda,
nikotin, anabazin, hyosin, izopelletierin alkaloitleri, Coffea tiirleri (Rubiaceae) lizerindeki

ornekte de kafeinin bulundugu tespit edilmistir (15).

Yapilan antitiimor aktivitelerinde c¢esitli tiimorler {izerinde Avrupa oOkse otu
(Viscum album), Kalifornia 6kse otu (Phoradendron villosum) ve Kore Okse otlarindan
(Viscum coloratum) elde edilen alkaloit fraksiyonlari denenmis ve en aktif alkaloit

fraksiyonunun, Kore dkse otuna ait fraksiyon II oldugu tesbit edilmistir (15).
2.1.3.2 Lektinler

Viscum album’dan bugiine kadar Lektin-I (ML-I, Viskumin, Omelotoksin), Lektin-
II (ML-II) ve Lektin-III (ML-III) isimleri ile ii¢ adet lektin izole edilmistir (15). izole edilen
bu lektin formlar1 Viscum album L. eksraktindaki asil toksik maddelerdir. Lektinler A- ve B-
zincirleri olarak bilinen iki farkl tipteki glikoprotein zincirinden meydana gelmistir. Bu iki
zincir birbirleriyle disiilfit baglartyla baglanmistir. ki altbirimden olusurlar; B zinciri hiicre
ylizeyine baglanir, A zinciri N-glikozidazdir, 28 S rRNA’nin N- glikozidik baglarini1 yikarak
ribozomu inaktif hale getirir. A zincirinin protein sentezini engellemesi ile hiicre apoptozise

gider (22, 23).

Lektinler, bagisiklik sistemi kaynakli olmayan, enzim ve antikorlardan farkli olarak

karbonhidrat baglayic1 proteinlerdir. Hiicreleri agliitine ederler, kompleks karbonhidratlart



coktiiriirler. Agliitinasyon aktiviteleri, D-galaktoz, L-fruktoz, N-asetil-D-galaktozamin ve N-
asetil D-glukozamin gibi holozitler, diholozitler, triholozitler ve poliholozitlerle inhibe

edilmektedir (24).

Kore mistletoe lektin II'nin karaciger kanser hiicreleri iizerine etkisinin
arastinlldigi bir calismada ve mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte P-53’den
bagimsiz bir mekanizma ile lektin II'nin telomeraz aktivitesini disiirdiigii ve hiicreyi

apoptozise gotlirdiigi gézlenmistir (23).

Karbonhidratlar, lektinlerin B-zincirine baglanarak onlarin toksik etkilerini inhibe
ederler. Hiicreleri ML I’in sitotoksik etkisinden korumak i¢in digalaktozitlerden Gal beta
1,3Gal beta allyl 30 kez, Gal beta 1,2Gal beta allyl ise 60 kez D-galaktozdan daha etkilidir.
N-asetil-D-galaktozamin ve rho-nitrofenil N-asetil galaktozamin 6zellikle ML II ve ML
IIT’iin toksik etkilerinden korurlar. Serum glikoproteinlerinden 6zellikle haptoglobulin, a-1-
asit glikoprotein ve transferrin lektinlerin sitotoksisitesini Onemli o6l¢iide inhibe
etmektedirler. Bu etki lektinlerin, glikoproteinlerin seker kisimlarina baglanmasi ile
gerceklesmektedir. Frantz ve arkadaslarinin kanser hiicreleri olan Molt-4 hiicreleri ile
yaptig1 ¢alismada, glikolizasyon yapilari bozulmus haptoglobulinlerin, Molt-4 hiicrelerinde
lektinlere karst koruyucu aktiviteye sahip olmadiklar1 tespit edilmistir. Lektinlerin
sitotoksisitesi serum glikoproteinleri tarafindan inhibe edildigi icin lektin iceren V. album

ekstraktlar kanserli hastalara zarar vermeden uygulanabilmektedir (25).

Lektinler, glusitlerle reaksiyona girme 6zelliklerinden dolay1 hiicre membranindaki
glukoprotein, glukolipit gibi glukokonjugatlara baglanabilmektedir. Bu baglanma, eritrosit
agliitinasyonu, lenfositlerin mitojenik stimiilasyonu, timoér hiicre biiylimesinin inhibe

edilmesine kadar ¢esitli degisikliklere neden olabilmektedir (26).

2.1.3.3 Viskotoksinler

Viskotoksinler, Viscum album’un sitotoksik proteinlerini tanimlayan madde
gruplarindan bir tanesidir. Viskotoksinlerin hiicre oldiiriicii etkileri de bulunmaktadir.
Viskotoksinlerin tiimor hiicrelerindeki sitolitik etkileri disiilfiir gruplariyla hiicre membran

fosfolipitlerinin etkilesiminden kaynaklanmaktadir (15).

Viskotoksinler, ti¢ distlfiir kopriisii ile 46 amino asitten olusan tek polipeptit

zincirine sahip bilesiklerdir. Bugiine kadar alt1 adet viskotoksin tanimlanmis ve izole



edilmistir. Bunlar. Viskotoksin Al, Viskotoksin A2, Viskotoksin A3, Viskotoksin B,
Viskotoksin 1-Ps ve Viskotoksin U-Ps’dir (15).

Toksik proteinler olan viskotoksinler, o ve [-thionin’lerle iligkilidirler.
Viskotoksinlerin, insan graniilosit ve lenfosit hiicreleri iizerine etkisinin arastirildigi
deneylerde, zarin gecirgenliginin arttif1, sitoplazma ve kromatidin azaldigi, kristalarin
kaybedilmesi ile mitokondrilerin sistigi, reaktif oksijen radikallerinin arttig1 ve bu olaylarin

devaminda ikincil apoptosis olaylarinin baglamasi ile hiicre 6limii gézlenmistir (27).

2.1.3.4 Fenilpropan ve Lignanlar

Tablo 1: Viscum album’da Bulunan Fenilpropan ve Lignanlar (15).

Fenilpropanlar . Koniferil alkol-4 —[apiozil(1—2)] glukozit
. Siringin
. Sringenin-4-O-apiozilglukozit
Lignanlar . Elotrozit E
. Siringarezinol
. Siringarezinol-mono-O-glukozit

Deliorman ve arkadaglarinin ¢aligmasinda, fenilpropan ve lignanin siklik adenozin
monofosfat (cAMP)-fosfodiesteraz (PDE) enzimini inaktive ettigi in vivo ve in vitro olarak

tespit edilmistir (28).

2.1.3.5 Flavonoitler

Viscum album’dan gliniimiize kadar izole edilen flavonoit yapisinda bilesikler ve

formiilleri ait olduklar1 gruplar dahilinde Tablo 2’de gosterilmektedir (15).



Tablo 2: Viscum album’da Bulunan Flavonoitler

Flavonoit Grubu | Flavonoitler

Flavon Flavoyadorinin Ave B

Flavanol > [zoramnetin -3-O-[apiozil(1—6)] glukozil-7-O-ramnozit
[zoramnetin -3-O-rutinozit

Kemferol

YV V V

Kersetin

Kersetin-3-OCHj;

Kersetin-3,70CHj;

Kersetin-3,3’-OCHj;

Kersetin-3,7,3’-OCHj;

Ramnazin

Ramnetin

(2R)-5, 7-dimetoksi-flavanon-4’-O-glukozit
(2S)- 5, 7,3-trimetoksi-flavanon-4’-O-glukozit

Flavanon

(2S)-homoeriyodiktiyol-7-O-glukozit

Sakuranetin

2’-hidroksi-4’, 6’-dimetoksikalkon-4-O-glukozit
2’-hidroksi-3,4’, 6’-trimetoksikalkon-4-O-glukozit
2’-hidroksi-4’, 6’-dimetoksikalkon-4-O-[apiozil(1—2)]glukozit

Kalkon

YV V V|V V V V|V V V VYV VY

2.1.3.6 Fenolik Asitler

Ahlat, elma, kavak, hus agac1 ve sogiit lizerinde yetisen Viscum album un gévde
ve yapraklarindan hazirlanan etanollii eksterelerin, klorojenik asit, ferulik asit ve kafeik asit

gibi fenolik asitler izole edilmistir.

Viscum album’dan hazirlanan etanollii ekstreden ayrilan etil asetatli fraksiyonunda

galik asit tespit edilmistir (15).

2.1.3.7 Poliholozitler

Viscum album’™un igerdigi lektin ve viskotoksin grubu etken maddelerden baska

poliholozitlerinde kansere kars1 etkili oldugu bilinmektedir.

Viscum album meyvelerinin sulu ekstresinden asidik arabinogalaktan yapisinda
visik asit izole edilmis ve bu poliholozitin gosterdigi antitiimdr aktivite li¢ immiinolojik test

caligmasiyla incelenmistir. Arabinogalaktan, in vitro insan graniilosit testinde, fagositoz



aktiviteyi artirirken, in vivo fare karbonklerans testinde, klerans oraninda bir artis meydana

getirmektedir.

Bitkinin yapraklar1 % 0.8, saplart % 0.4 ve meyveleri % 2.1 oraninda poliholozit
icermektedir. Elma, kavak, armut, sogiit ve akgaagag¢ iistiinde yetisen Viscum album’un
yaprakli dallarinda % 4.29-4.52 oraninda suda ¢oziinen poliholozit bulundugu saptanmistir.

Bu poliholozit fraksiyonu, glikozamin miktari en zengin olan fraksiyondur (15).

2.1.3.8 Oz ve Tiirevleri

Viscum album’un yaprak ve ince dallarinda yapilan g¢alismalar sonucu glukoz,
galaktoz, arabinoz, ramnoz, ksiloz, fruktoz, sakkaroz, rafinoz, stakioz, galaturonik asit,
glukozamin, mannitol, sorbitol, hemiseliiloz ve pektinin varligi ortaya konmustur. Ayrica

yaprak ve meyvede inozitol saptanmistir (15).

Viscum album’da bulunan siklik polialkol yapisina sahip ozlar, kiro-inozitol harig,
subat ve mart ayinda maksimum seviyeye ulagmakta, temmuz ayinda ise minumuma
inmektedir. Buna karsilik, kiro-inozitol konsantrasyonu ocakta en yiiksek, haziranda en
diisilk degere ulagsmaktadir. Kisacasi siklik polialkollerin orani, soguk mevsimlerde yaz
aylarina oranla 2.9 kat daha fazladir. Bu da, Viscum album yapraklarindaki osmatik basinca

yardimc1 olarak, bitkinin soguga kars1 korunmasini saglamaktadir (15).

Okse otu bitkisinden hazirlanan cesitli dziitler tedavi amaciyla kullanilmak iizere
Almanya, Avusturya ve Isvigre’deki gesitli firmalar tarafindan tiim diinyaya satilmaktadir.
Bu ticari iirlinler pek ¢ok arastirmaya konu olmus ve aktiviteleri bilim g¢evrelerince de
desteklenmistir (Tablo 3.). Oziitiin hazirlanma sekli ve bitkinin iizerinde yasadig1 konakg1
agacin tiirline gore bu Ozitlerin kimyasal igerik agisindan farklilik gdsterdigi

vurgulanmaktadir (29).
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Tablo 3. Uluslararas: patentli ticari dkse otu (Viscum album) 6ziitleri ve sahip olduklari aktiviteler.

Oziit Aktivitesi Kaynaklar
Iscador® Antikanserojen 30,31,32,33,34,35
Dogal odldiiriicii hiicreleri indiikleyici 36,37,38
Kemoterapi ve radyasyonun etkisini azaltic 34,39
Immiinmodiilatér (immiin sistemi diizenleyici) 30,31,32
Sitotoksik 35,40
Immiinositiimiilan 38,41
Anti-HIV 30,42
Antineoplastik 43
Helixor ® Antikanserojen 44
Dogal dldiiriicii hiicreleri indiikleyici 39,45
Sitotoksik 46
Immiinositiimiilan 47,48
Immiinmodiilator 47,4849
Plenosol® Immiinmodiilator 48
Iserol® Antikanserojen 50
Immiinmodiilatdr 50
Vysorel® Immiinmodiilator 4851
Eurixor® Immiinmodiilator 48,52

Bugiine kadar bitkinin biyolojik aktiviteleri ve aktif bilesenleri konusunda yapilmis

caligmalar Tablo 4.de 6zetlenmistir.
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Tablo 4. Viscum album bitkisinin aktiviteleri ve bu aktiviteden sorumlu bilesenleri

Aktivite Aktiviteden sorumlu bilesen/o6ziit Kaynaklar
Antikanserojen Iscador® 30,31,32,33,34,35
Isorel 50
Sulu 6ziit 53
Alkaloit 32
Lektin ve viskotoksin 54
Lektinler 55
Antibakteriyel Butanol, etanol, eter ve petrol eteri 6ziitleri 56
Antiviral Ham 6ziit (EtOH 6ziitii) 57
Apoptozis indiikleyici Iscador ® 58
Helixor ® 47
Lektin 59
Immiin sistemi destekleyici Iscador ® 60
(immiin modiilatér) Isorel ® 61
Sulu 6ziit 62
Viskotoksin 63
Polisakkaritler 64
Lektin ve viskotoksin 54
[ltihap giderici (inflamator) Sulu éziit 65
Insiilin salgilatict Sulu &ziit 66
Dogal odldiiriicii hiicreleri indiikleyici Iscador ® 67
Helixor ® 68
Polisakkarit 56, 67
Sitotoksik Lektinler ve Helixor ® 46
Lektinler, sulu oziitler 69

* ® isaretli olanlar ticari Oziitleridir.

Baz1 caligmalar bitkinin gerek kimyasal igeriginin gerekse biyolojik aktivitesinin,
tizerinde yasadigi konake¢i aga¢ ile iligkili olabilecegini gostermektedir. Farkli kanser
tiplerinin tedavisinde, degisik agaglar iizerinde yasayan 0kse otu oziitlerinin etkili olabilecegi

one siirlilmektedir (59).
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2.2 Kardes Kromatid Degisimi (Sister  Chromatid
Exchange=SCE)

Insanlar giinliik yasamlarinda veya ¢aliyma ortamlarinda genotoksik ajanlarin
mutajenik ve karsinojenik etkisi ile kargilasmaktadirlar. Gelisen teknoloji ile birlikte iiretilen
yeni kimyasallar, ilaclar, gida katki maddeleri, tarim ilaglar1 ve g¢evreye verilen atiklar
canlilarin genetik yapisinda mutasyon olusturma ihtimalini arttirmaktadir. Bu nedenle
mutajenik, karsinojenik ve antimutajenik, antikarsinojenik maddelerin etkilerinin

arastirtlmasi 6nem kazanmustir (70).

Genotoksik ajanlarin DNA da olusturdugu hasar1 kromozom diizeyinde tespit
etmemizi saglayan dogrudan metodlardan birisi kardes kromatid degisimi (KKD) analizidir.
KKD, kromozomun her iki kromatidinin homolog boélgelerinde DNA da kirik olugsmasi ve

kirilan bolgelerin yer degistirip yeniden birlesmesi sonucunda olusmaktadir (71).

KKD, DNA’daki ¢ok kiiciik harabiyetlerin bile hassas gostergesi olarak kabul
edilir. DNA hasarinin ve indiiklenmis DNA tamirinin gdsterilmesinde en basit, duyarli ve

kisa zamanda sonug veren bir yontem olarak kullanilmaktadir (72, 73).

KKD ¢ogalmakta olan hiicrelerde spontan olarak meydana gelir. Cesitli fiziksel ve
kimyasal etkenlerle kromozom DNA’sinda meydana gelen, replikasyon esnasinda
onarilmayan hatalar KKD’lerinin ortaya ¢ikmasini ya da artmasimi saglar. Yani DNA
hasarina neden olan pekcok ajanin KKD sikligini arttirdigi bilinmektedir. Bu nedenle pek
cok mutajenik ya da karsinojenik etkileri gostermede duyarli bir parametre olarak kabul
edilir (8). KKD, mutasyon orani, doku tipi, ajanlarin doz oran1 ya da diger faktorlerle

farklilik gosteren hizli, duyarli ve kantitatif bir 6l¢iim metodudur (9) .

KKD’de, kardes kromatidler arasinda gézlenen degisim noktalariin, replikasyon
catallarmin oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii replikasyon c¢atalinda homolog ¢ift sarmallar
birbirine ¢ok yakindir ve homolog birlesmeler ¢ok kolaylikla meydana gelebilir (74). Yakin
zamanda Sonoda tarafindan da KKD’nin homolog birlesme oldugu acik¢a kanitlanmistir
(75). Diger baz1 caligmalar, bu noktalarin aktif olarak transkribe olan genlerle iliskisi

oldugunu gostermektedir (28).

KKD’nin molekiiler mekanizmasi ve biyolojik anlami tam olarak bilinmemektedir

(23). Ciinkii KKD’nin olusumundaki enzimatik basamaklarin ayrintist bilinmemektedir (22).
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Ancak ana hatlar1 hakkinda bilgiler vardir (23). Bilinen, her DNA hasarimin KKD’ne neden
olmadigidir. S fazim etkileyen mitomicin C ve UV 1gnlan gibi ajanlar, KKD’nin en etkili
uyaricilaridir.  Genellikle kabul edilen, KKD’nin, hasarli DNA’nin replikasyonunun
gerceklestigi hiicre dongiisiiniin S fazinda meydana geldigidir (76).

KKD’ni artiran etkenler cogunlukla DNA ile kovalent baglantilar yapan veya DNA
tamir mekanizmalarmi etkileyen maddelerdir (77). Bu maddeler ¢ogunlukla DNA’ya
kovalent baglarla baglanirlar veya DNA replikasyonunu dolayli ve dogrudan etkilerler.
Restriksiyon endoniikleazlar ve topoizomerazlar disinda, dogrudan DNA’da ¢ift dal kirigina
neden olan ajanlar G, fazinda KKD’nde zayif bir artisa neden olurken (76), S fazinda daha
etkilidirler. KKD c¢ogunlukla bu ajanlar tarafindan olusturulan nokta mutasyonu ve
sitotoksisite ile korelasyon gosterir (22). KKD, genotoksik oldugu bilinen veya tahmin edilen
kimyasal ajanlarin calismasinda etkili bir yontemdir. Bu ydntem hem laboratuvar

hayvanlarinda hem de insan populasyonlarinda ¢alisilabilir (78).

KKD analizi, kiiltiirde replikasyon yapabilen, filogenetik spektrumu Drosofiladan
insana kadar uzanan her hiicre hattinda yapilabilir. Cin hamster fibroblast hatlari, Hela gibi
insan hiicre hatlari, deri veya akcigerden alinmig insan hiicreleri, fare, sican ve tavsan gibi
laboratuar hayvanlarmin ve insanlarin lenfosit kiiltiirleri yaygin olarak ¢alisilmaktadir. Bitki,
bocek, balik ve memelilere kadar in vivo KKD indiiklemesi hem fiziksel hem de kimyasal
ajanlarin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bunun yaninda insan ve fare amniyotik

stvisinda da caligilmaktadir (78).

Ik olarak Chaganti, otozomal resesif olarak kalitilan, kromozom kiriklar1 igeren ve
DNA tamir mekanizmasi bozuk Bloom sendromlu hastalarin KKD seviyesini, kontrollerle
karsilastirdiginda, KKD seviyesinin 10-13 kat arttigim1 gostermistir. Kalitsal kromozom
kararsizlig1 gozlenen bazi hastaliklarin KKD goriilme sikligimi etkiledigi bildirilmistir.
Ataksi telanjektazi, Werner sendromu, Nijmegen kirik sendromu, ICF sendromu,
Kseroderma pigmentosum, Fanconi anemisi ve Cockayne sendromunda KKD degerleri
aragtirllmig ve yiiksek bulunmustur. Down sendromlu hastalarin KKD sikligi, normal
bireylerin KKD sikliklar1 ile karsilastirildiginda anlamli fark saptanmigtir. Kirik olusumu
Mitomisin C (MMC) ile indiiklendiginde Down sendromlu hastalarda KKD sikliginin,
normal bireylerin MMC ile indiiklenen KKD degerlerinden daha fazla arttigi saptanmigtir
(79).

Akut lenfoblastik 16semili, kronik myeloid 16semili, Hodgkin ve non-Hodgkin

lenfomal1 hastalarda KKD siklig1 kontrollere gore daha yiiksektir (79, 80). Baz1 viriislerin



14

neden oldugu viral enfeksiyonda hastalarin lenfosit kiiltiirlerinde KKD degerlerinin arttigi,

bazi viral enfeksiyonlarda ise degigsmedigi bildirilmistir (71, 80).

Sitogetik etkileri olarak KKD’nin saptandigi Bloom sendromu, Ataksi telanjektazi,
Fankoni anemisi ve Kseroderma pigmentosum’un kalitimi, klinik 6zellikleri ve sitogenetik

etkileri Tablo 5°te verilmistir (81).

Tablo 5. Bloom sendromu, Ataksi telanjektazi, Fankoni anemisi ve Kseroderma pigmentosum’un

kalitimi, klinik 6zellikleri ve sitogenetik etkileri (81).

Hastalik Kalitim Klinik Ozellikler Sitogenetik Etkileri
Bloom sendromu Otozomal Resesif » Diisiik dogum agirhigy, ciicelik, | Yiiksek kardes
»  Genellikle yanaklarda, g6z kromatid degisimi
kapaklarinda, agiz, kulaklar ve | sikligi.
el sirtinda giines 15181 ile
uyartlan kizarikliklar gelisir,
» Malign hastaliklara egilim,
»  Akut 16semi, lenfoma,
adenokarsinom ve diger
tiimdrlere yatkinlik,
» Immun bozukluklar.
Ataksi telanjektazi Otozomal Resesif »  Serabeller ataksi, DNA onarim
»  Konjuktivanin telanjaktazisi bozukluklari,

(ince damar lez.),

» Biiytiime geriligi,

> Immiin yetmezlik,

» Tumorlere yatkinlik (lenfoma,
16semi),

» Radyosyona kars1 asirt
duyarlilik.

Kromatid hasari.

Fankoni anemisi

Otozomal Resesif

» Dogum Oncesi ve sonrast
biiytime geriligi,

» Aplastik anemi,
trombositopeni ve 16kopeni,

» Hipoplastik veya hi¢
geligmemis bagparmaklar,

» Kisa veya hi¢ gelismemis 6n
kol,

» Kemik iligi yetmezligi,

> Iskelet ve bobrek
malformasyonu,

» Lokalize pigment
degisiklikleri.

Kromozom kiriklari,
Homolog olmayan
kisimlar arasinda

degisim.

Kseroderma

pigmentozum

Otozomal Resesif

»  Giines 1518ma duyarlilik,
»  Deri degisiklikleri,
» Malign hastaliklara egilim.

Eksizyon onarim
bozukluklart,

UV 1sikla veya
kimyasal
karsinojenlerle artmig
KKD hiz1.
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2.2.1 Kardes Kromatid Degisimi Mekanizmalari

Farkl1 etkenlerin hiicre DNA’sinda meydana getirdigi degisikler sonucu gozlenen
KKD’lerinin nasil olustugu sorusu heniiz kesinlik kazanmamuistir. Ancak ¢esitli arastiricilar

olaym mekanizmasini agiklayan modeller 6ne siirmiistiir (82).

Ilk olarak Taylor, 1957 yilinda, bitki mitotik kromozomlarinda (Vicia faba ve
Bellenalia romana) yaptig1 otoradyografik calismalarda KKD’ni gozlemeyi basarmistir.
Kromozomlarin radyoaktif timidin (3 HdTh= 3H-deoksi-Timidin) varliginda birinci mitozda
replikasyonuna izin verilmis, ikinci replikasyon izotopsuz ortamda gergeklestirilmistir.
DNA’nin semikonservatif replikasyonuna bagli olarak otoradyografik yontemle her
kromozomun bir kromatidi isaretlenerek, kromozomlarin uzunluklari boyunca radyoaktif
isaretlerin yer degistirdikleri gézlenmis ve Taylor bunlar ‘kardes kromatid degisimi’ olarak

adlandirmustir (83) (Sekil 2.).

Duplkasyon Tiidin s, 1B00nme  Duplkasyon Timidin K3 oimadan 2. metatar

s [ Y reki
: B ek
::“ W kil

Sekil 2. KKD olusum mekanizmast (83).

Otoradyografinin kullanimiyla ¢esitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin KKD goriilme
sikligin1 arttirabilecegi gozlenmistir. Fakat bu yontem, duyarliligin az olmast ve
otoradyografinin zaman alan bir islem olmasi nedeniyle KKD olusumunu etkileyen ajanlart

belirlemede ilgi gdrmemistir (82).

Daha sonra 1972 yilinda Zakharov ve Egolina isimli arastiricilar, Cin Hamster
hiicrelerinde, timidin analogu olan 5-Bromo-2 deoxyuridine (BrdU) kullanmislar ve replike

olan kromozomlarin yapisini incelemislerdir (84). BrdU’nin yeni sentez edilen DNA’ya
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girmesi, uygulanigini takip eden ilk S faz1 sirasinda olmaktadir. Replikasyon sirasinda timin

yerine BrdU’ni alan zincir, diger DNA sentezi sirasinda replike olur (82).

Timidin analogu olan BrdU, replikasyon sirasinda DNA’ya girer ve timidindeki
metil grubunun yerini Brom atomunun almasiyla DNA molekiiliinde olusan bir seri fiziko-
kimyasal degisikler sonucu, ikincil yapilarin sekillenmesinde giicliiklere neden olur (Sekil

3).

0 0
1f Il
cH
H-N 3 H-N =
0% H
N ¥
H H
Timin 5. Bromo 2.deoksilridin

Sekil 3. Timidin ve BrdU’in halkasal yapisi

Bu durum BrdU’nin ¢ift sarmal DNA yapisina girmesinin kromoz
spirilizasyonunu geciktirdigini ve c¢ok kiiciik morfolojik degisiklere neden olabilecegini
gostermektedir. Zakharov ve Egolina’nin ‘Spirilizasyon gecikmesi’ olarak tanimladiklari bu
olayda, spirilizasyondaki bu gecikmenin, BrdU varligina ve yogunluguna, bu ajanin hangi
fazda kromozom yapisina girdigine ve mitozlar arasindaki zaman siiresine bagli oldugunu

bildirmektedir (84).

Buna gore, eger kromozom spirilizasyonundaki gecikme, gercekten BrdU’in
DNA’ya girmesine bagli ise, ikinci hiicre siklusundaki tiim metafazlar giemsa ile

boyandiklarinda, ti¢ farkli morfolojik yap1 goriilecektir (Sekil 4.).
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Sekil 4. BrdU varligina bagh spiralizasyon gegikmesi (84).

Her iki replikasyonda veya mitozda ortamda BrdU bulunmasi halinde,
kromatidlerden birinin, her iki DNA zincirinde BrdU bulunur, diger kromatidinin ise
yalnizca bir zincirinde BrdU, digerinde timin yer alir ve her iki kromatidte de spirilizasyon
gecikmesi gozlenir. Yalniz iki DNA zincirinde de BrdU bulunduran kromatidte spirilizasyon

gecikmesi daha fazla olacagindan digerinden daha uzun ve daha soluk boyanacaktir (Sekil

4.a).

Yalniz ikinci replikasyon ortaminda BrdU bulunmasi durumunda kromozomun her
iki kromatinde es zamanli spirilizasyon gecikmesi olusacak, ama kromozomlar ayni

boyanacaktir (Sekil 4.c).

Her iki replikasyon siklusunda ortamda BrdU bulunmamasi veya sadece birinci
replikasyonda ortamda BrdU bulunmasi durumunda spirilizasyon gecikmesi goriilmez ve

morfolojik degisim olusmaz ve normal boyanir (Sekil 4.b-d).

Kromozom morfolojisindeki bu farkliliklar DNA replikasyonunda farkliliga ve
belki de genetik aktivitede degisikliklere neden olabilir (84). Kromatidlerdeki bu uzunluk
farki, protein ile BrdU igeren DNA arasindaki etkilesimin farkli olmasi nedeniyle ortaya
cikmaktadir. Proteinler, kromozomlarin kondesyonunda ve spirilizasyonunda etkili
olmaktadir. Proteinler BrdU igeren DNA’ya, BrdU igcermeyen DNA’dan daha siki

baglanmakta ve kromozomlarin spirilizasyonunu ve yogunlagmasini zorlagtirmaktadir. Bazi
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arastirmacilar, BrdU’nin kromozomlardaki esas etkisinin paketlenme esnasinda olabilecegini

aciklamistir (85).

Zakharov ve Egolina’dan sonra 1973 yilinda Latt, iki replikasyon dongiisiinde
kiiltiir ortamina BrdU eklemis ve florosan boya Hoechst 33258 ile kromatidlerin farkli
boyandigini gostermistir  (83). Hoechst 33258 boyasi normalde poly (dA-dT)’e
baglandiginda siddetli floresan verir fakat poly (dA-BrdU) ile baglandiginda floresani soner.
Boylece iki tane BrdU zincir igeren kromatid agik renk, bir timin bir BrdU’lu kromatid koyu

renk olarak gozlenir (82).

1974’te Perry ve Wolff, DNA ile birlesen BrdU’nin ayni zamanda Giemsa
boyasinin kromatinlere etki gostermesini azalttigini bulmuslardir.Giiniimiizde kardes
kromatidleri ayirt etmek i¢in bu aragtiricilar tarafindan gelistirilen Floresans ve Giemsa

(FPG) yontemi tercih edilmektedir (82).

Evans isimli arastirici, yalnizca replikasyon siiresince mevcut etkenlerin KKD’ni
ortaya c¢ikarabildigini, bu nedenle degis tokusun replikasyon c¢entiginden baslamasi
gerektigini ileri stirmiigtir. KKD olusumunun, bir kromatid iizerinden yeni sentezlenmis
zincir ile onun kardesinin atasal zinciri arasinda degis tokusu igerdigini bu esnada
zincirlerden birinde veya her ikisinde kirigin gercgeklestigini 6ne siiren bir modeldir (86)

(Sekil 5).

k 4
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Timin iceren kalip DNA
—— l.replikasyenda Timin yerine Budr alinarak sentezlenen komplemnenter ONA
—=== 2 replikasyonda BrdU kuilamlargk sentezlenen komplementer ONA

Sekil 5. Evans tarafindan 6ne siiriilen KKD olusum mekanizmasi (86).
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1981 yilinda Loveday ve Latt isimli arastiricilar Potter ve Dresslerin 6nerdigi
modelden yola ¢ikarak yeni bir model 6ne slirmiislerdir. Bu modele gore kalip DNA’dan
komplementer olarak timin yerine BrdU’nin girdigi tamamlayici DNA zinciri sentezlenir.
Her bir ¢ift sarmalda tek zincir kirig1 olusur ve bir dubleksteki bir zincir ile diger dubleksteki
DNA’nin tamamlayici, kardes zinciri arasinda krossing- over gergeklesir. Rekombinasyon

sonucu hem timin, hemde BrdU’in yer aldig1 heterodubleks zincirler olusur (87).

DNA’nin krossing-over noktasi etrafindaki rotasyonu ile ‘X formu’ meydana
gelirken, kiriklar olusur ve kirilan zincirler birbiri ile degil, kardes zincirlerin pargalari ile
DNA ligazla birlestirilerek her iki zincirinde BrdU ve her iki zincirinde timidin igeren 2
rekombinant yap1 olusur. Her iki zincirinde BrdU igeren bolgeler soluk, her iki zincirinde
timin veya bir zincirinde BrdU, digerinde timin igeren bolgelerin koyu boyanmasi ile KKD

degerlendirilir (87) (Sekil 6.)
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Sekil 6. KKD olusum mekanizmasi (87).

Son yillarda ortaya atilan ve heniiz ispatlanmamis bir modele gore, KKD olusumu
tek uglu ¢ift dal kirgi (¢6kmiis replikasyon catall) nin (Sekil 7.) ve durmus (stalled)
replikasyon catalinin (Sekil 8.) homolog rekombinasyonla tamiri sonucu olusmaktadir

(Tablo 6 )(88).
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Tablo 6. SCE’nin tek uglu cift dal kirigi (¢okmiis replikasyon gatali)nin ve durmus (stalled)

replikasyon catalinin tamiri sonucu olusumu (88).
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) Inmmng replikasyon b Fantamik v

cataly &) Tl rada Tamib ayagmda DHA
5 g 5, birlesmesi
!"4\ r ™, T—L‘ ¥
S —
— = —_ b = =
N SR AR S
1 ¥ 3
b | HA
) Pkt replibasron catall  €) Ot dal obanmo b} Tamir editmis replibasmom

S — —— T 2 ¥

= = : [t ol o]

5 5 5

¥ . - §

HR: W HR
d) Tek 11; tAmiri/FED 2] Tamir editmis replikasyon 1) Cren koparers Trara1
5 5 E|
— f— —

: % P

5 — 5 ' £ —_—

i ¥ 1

Sekil 8. Durmus replikasyon catalinin homolog rekombinasyonla tamiri sirasinda izlenen yollardan biri (d)

sonucunda KKD olusumu (88)
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DNA’da meydana gelen ¢ift dal kiriklart homolog rekombinasyon (HR) veya non-
homolog rekombinasyon (NHEJ) mekanizmalar ile tamir edilir. Homolog rekombinasyon,
homolog DNA sekanslari arasinda genetik degis-tokustur. Bakteriden insana kadar
korunmus bir olaydir ve son arastirmalar, omurgali hiicrelerinde giivenilir ve dogru bir

replikasyon i¢gin mitotik HR’nun gerekli oldugunu savunmaktadir (88).

Memeli hiicrelerinde, tekrarlayan DNA sekanslar1 arasinda, her hiicre dongiisiinde
10°-10” oraninda spontan HR gergeklesir. Bir rekombinasyon substrati yaklasik 1-5 kb’dur,
bunun anlami bir hiicrede, her hiicre dongiisiinde yaklasik 10 sponton HR gergeklesir.
HR’nun bu orani genom pozisyonuna, tekrarlayan genom uzunluguna ve aralarmdaki
uzakliga baglidir. Memeli hiicrelerinde sitolojik metodlarda gézlenen spontan KKD sayisida
yaklasik hiicre basina 10 KKD’dir. Bu da memeli hiicrelerinde gergeklesen spontan HR
olaylarindan o6nemli bir tanesinin KKD oldugunu, ¢iinkii KKD’nin HR tarafindan
olusturuldugunu desteklemektedir. Fakat bu hala ispatlanamamistir ve KKD’ni baglatan

spontan lezyonlar hakkinda ¢ok az bilgi vardir (88).

DNA cift dal kiriklar1 mitotik homolog rekombinasyon tamiri i¢in substrattir. Ozel
bir endoniikleazin neden oldugu ¢ift dal kiriklart HR’nu indiikler. Bu ¢ift dal kiriklari, klasik
cift dal kiriklaridir ve tamir icin iki serbest uca sahiptir (Sekil 9.a). Cift dal kiriklar1 ayni
zamanda, tamir edilmemis DNA tek dal kiriklarinin ¢ift dal kiriklarina doniismesi ile olusur
ve ¢okmiis (collapsed) replikasyon cataliyla sonuglanir (Sekil 9.b). Bu replikasyon catali
iligkili ¢ift dal kiriklar1 da memelilerde homolog rekombinasyon tamirini baglatirlar ve tamir
baslatmak i¢in sadece tek bir serbest DNA ucuna sahiptirler. Ayn1 zamanda cift dal
kiriklarmin yoklugunda olusan durmus (stalled) replikasyon c¢atalimin tamirinde de HR
gorevlidir (Sekil 9.c). Son yillarda ortaya atilan ve heniiz ispatlanmamis bir modele gore;
durmus replikasyon ¢atalinin tamiri, enzimatik olarak replikasyon catalinin geri donmesini
igerir. Durmus replikasyon c¢atalindaki bu gecis yapisi, replikasyon inhibitorleri tarafindan
indiiklenen insan Mus81-Emel endoniikleaz kompleksi i¢in substrattir. Bu yapinin kirilmasi

ile ¢cokmiis replikasyon catalindakinin aynisi tek-uclu ¢ift dal kirigi olusur (88).
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Sekil 9. DNA cift dal kiriklar1 mitotik homolog rekombinasyon tamiri i¢in substrattir (88). a) klasik ¢ift dal
kiriklart. b) ¢cokmiis (collapsed) replikasyon catali. ¢) durmus (stalled) replikasyon ¢atal.

2.2.2 KKD Yontemini Etkileyen Faktorler
Esas olarak iki kategoriye ayrilir (89).

1. Kiiltiir kosullar1 ile ilgili faktérler: in vitro kosullarda lenfositlerin
biliylimesi ile birlikte olan kultiir faktorleridir ve bu faktorleri kontrol altina almak

miimkiindiir (89).

a. Besiyeri: Farkli besiyerlerinde liretilen insan lenfositlerinde farkli KKD sikligi

gozlenmistir (89).

b. Serum: Besiyerine eklenen serumun konsantrasyonu KKD olusumunu etkiler

(89).

c¢. Mitoz uyarict: In vitro kosullarda mitotik ajanlar kullanilarak mitoz
artirilabilir. Giiniimiizde kullanilan mitotik ajanlar; TPP (tiiberkiilin piirifiye
protein), tetanoz ekstresi, konkanavalin A, PWM (Pokeweed mitojen) ve PHA

(Fitohemaglutinin) olup en ¢ok kullanilan PHA transformasyonunun gergek
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islergesi bilinmemekte ve indiiksiyon siiresinin sadece ilk 24 saatinde
gereklidir. PHA, barbunya fasulyesi (Phaseolus vrilganis) ekstraktesi olan bir
mukopolisakkarittir. Kiiltiirde 24 saatlik bir aradan sonra RNA sentezini artirir.
Ikinci 24 saat boyunca gekirdek genislemekte ve DNA sentezi baslamaktadir.
[k mitoz 48. saatte gozlenir (76).

Antibiyotik: Kiiltiir ortaminda antibiyotik bulunmamast KKD oranini azaltir

(89).

BrdU Konsantrasyonu: BrdU, toksik sinirlar diginda yiiksek dozda hiicre
kiiltiiriine eklenirse, mitotik indekste azalmalara ve KKD frekansinda
umulandan daha fazla artiglara neden olmaktadir. BrdU konsantrasyonu % 10

arttirlldiginda KKD frekansinin % 50 kadar arttig1 gosterilmistir (89).

Kiiltiir ortamimin sicakhgr: En ideal 1s1 37 °C olup 36-38 °C araligina
tahammiil edilir. 39 °C nin tizerindeki 1silarda kiiltiirdeki hiicreler oliir.
Sicakligin gegici diismesi hiicreleri oldiirmez ise de kiiltiirleri duraklatarak
hasat zamaninda yeterli mitotik indeks eldesini onler ve preperatlarin kalitesini

diisiirtir (76).

Karanhk ortam: Hiicrelerin kiiltiire edildigi siirece florasan 1s1ga maruz
kalmalar1 BrdU iceren DNA’nin fotolizine neden olarak hareketli alkali
gruplarin olusumuna neden olur. Bu olusum guanin ile reaksiyona girerek
DNA’nin depurine olmasma ve bu da tek sarmalda kirilmalara neden olarak
KKD olugumunu indiikler. Bu nedenlede KKD analizi i¢in kullanilacak

kiiltiirlerin 1s1ktan korunmasi gerekmektedir (85).

Kiiltiir siiresi: 11k mitoz 48. saatte gdzlenir. Her 24 saatte bir mitoz dalgasi
gbzlenir. Bu nedenle hasat 72. saatte veya 96. saatte yapilir. Rutin amagli,

senkronize olmayan kiiltiirlerde onerilen kiiltiir stiresi 72 saattir (76).

Kolsisin konsantrasyonu: Senkronize olmayan kiiltiirlerde 2 metafaz arasinda
bir blok olusturmak i¢in mitotik mekik inhibitérlerinin kullanilmasi gerekir,
bunlar mekik liflerinin olusmasini engeller. Bu mekik liflerinin gérevi mitoz
boéliinmesinden o6nce sentromerleri araciligt ile kendilerine baglanan
kromozomlarin  kromatidlerini  birbirinden ayirmaktir. Kolsisin  mekik

inhibitorlerinden birdir ve 10 pg/ml olacak sekilde hazirlanir. Kolsisinde
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birakma siiresi ile metafaz indeksinin sayis1 birbiri ile orantilidir. Fakat uzun
stire birakmalarda kromozom boylarinda kisalma gozlenir. Bu nedenle siire iyi

ayarlanmalidir (76).

j- Hipotonik cozelti: Hipotonik c¢ozeltilerde tuz yogunlugu sitoplazmik tuz
yogunlugundan daha diisiik oldugundan ¢ozelti i¢indeki su hiicre zarimi asip
hiicreye girer, hiicreyi sisirir ve eritrositlerin ¢ogunu patlatir. Hipotonik
uygulanmasi kritik bir zamanlama gerektirir. Kolgisinin etkisini sonlandirip
kromozomlarin dagilmasini saglar. Hipotonik ¢ozelti olarak; %1 sodyum sitrat
veya 0,075 M KCI kullanilabilir. Kromozomlarda en az hasar yaptigindan en
¢ok kullanilan hipotonik ¢dzelti KCI’diir (76).

k. Fiksasyon: Kromozom preperatlarinda fiksasyon amaci ile taze hazirlanmis
3:1 oraninda alkol ve glasial asetik asit kullanilir. Oranin degismesi kromozom
morfolojisini olumsuz yodnde etkiler. Asetik asitin bu orandan fazla olmasi
erken hiicre zar1 yirtilmasina neden olur. Bu da kromozom kayiplarina yol agar.
Tam kan kiiltiirlerini ilk fiksasyon sirasinda siirekli karistirmak gerekir. Ilk
fiksasyonla ortamda geriye kalan eritrositler hemoliz olur. Kirmizi renkli
hemoglobin koyu kahve renkli hematine doner. Yeterli karistirma
yapilmamigsa, koyukahve renkli ¢okeltiler gézlenirken mitotik indeks diiser ve

kalitesiz preperatlar elde edilir (76).

1. Kanin ¢calisma zamamni: Alinan kanlarin 24 saat icerisinde galisilmasi 6nerilmistir

(88).

2. Biyolojik Faktorler: Bireylerin genotipleriyle birlikte, genel saglik durumlari
veya yasam tarzi ile ilgili olup genellikle hafifletilemez. Caligmanin sonunda istatiksel

analizlarde belirtilmelidir (89).

a. Sigara kullanimi: KKD sikligini biiyiik oranda etkiler. Sigara icenlerde KKD
sikligimin arttigi kanitlanmigtir. Barale ve arkadaglarinin 1650 kisi iizerinde
yaptig1 calismada, sigaranin KKD iizerindeki etkisinin gilinde igilen sigara
sayisi ile dogru orantili oldugu ve giinde icilen en az 1-10 sigara ile KKD’nin
%7.3 artt1g1 bulunmustur. Hi¢ sigara igmeyenlerin KKD orani 7.54 iken, daha
once i¢ip birakanlarin ki 8.09, siirekli igenlerinki ise 8.45°dir. Daha once igip
birakanlarin ortalama KKD degerleri sigaray1r birakma zamanlar1 ile dogru

orantili olarak azalir ve 8 sene iginde hi¢ sigara igmemislerin ortalama
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degerlerine ulasir. KKD’nin diisiis zaman1 daha Once ictigi sigara sayisi ile ters

orantilidir (90).

Cinsiyet: Cinsiyete gore KKD frekansinin degistigi konusunda genelde
arastiricilar ayni goriiste olup disilerde daha yiiksek oldugunu gozlediler (90).
Ozellikle 10-14 yaslarinda disilerde gozlenen KKD frekansindaki fazlaligin o
donemde salgilanan hormonlardan kaynaklanabilecegini bildirdiler. Spontan
KKD oram1 kizlarda 3.8- 10.33, erkeklerde 3.7-8.7 arasinda oldugu
saptanmigtir. Ayrica kadinlarda KKD’nin mensturasyon sonunda maksimuma

ulastig1, ovulasyon siiresince en aza indigi gézlenmistir (91).

Yas: KKD sikliginda yasin bir etkisi olmadigi seklinde caligmalar (92)
yaninda, c¢ocuklarda KKD sikligiin yetigkinlere goére daha az oldugunu

gosteren yayinlarda vardir ( 90).

Genetik faktorler: Insanlar arasindaki farkliliklarin genetik faktorlere bagl
olup olmadigini belirlemek i¢in birgok arastirmacit monozigotik ve dizigotik
ikizlerde lenfosit kiiltiirlerinde KKD diizeylerini arastirmislardir. Pedersen ve
arkadaglariin yaptiklar1 bir ¢alismada 11 monozigot ve 9 dizigot ikiz
bireylerden aldiklar1 kan 6rneklerinden KKD g¢aligmiglar ve genetik faktorlerin
KKD sikligt ve kromozomlara dagilimi iizerine 6nemli rol oynamadigini

gostermislerdir (93).
Diyet: Kronik alkoliklerde KKD sikliginda artig bildirilmistir (89).

Ila¢c kullammu: Oral kontraseptifler dahil pek ¢ok ilactn KKD sikhigimni
tetikledigi bilinmektedir (89).

Hastahk: Cocuklarda siddetli protein kalori malnutrasyonu varliginda KKD
sikliginin arttig1 gosterilmistir (89).

Diger: Gebeligin 3. trimestrinde KKD sikliginda belirgin bir artig
kaydedilmistir (89).
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2.3 Pestisitler

Pestisit terimi, insan yasami i¢in zararl olan canlilart 61diirmek amaci ile kullanilan
bilesikleri yada maddeleri ifade eden genel bir terimdir (94) Cesitli hastaliklar1 tasiyan
parazitlerin, tarim ve bitki zararlis1 boceklerin, insanlarin ve hayvanlarin ¢evrelerindeki ve
barinaklarindaki sinek, bit, pire, kene, uyuz, hamam bdcekleri gibi ugan ve yiirliyen
hasarelerin kontroliinde bugiin i¢inde vazge¢ilmez kimyasal miicadele araci olan pestisitlerin
¢ogunlugu, esas hedefleri olan haserelere karsi seckin etkinlik gdstermediklerinden, insan ve
hayvanlarda da zehirleyici olabilirler (95). 15000°den fazla bilesik ve 35000 adet
formulasyon, 1945’ten bugiine kadar insanlarin maruz kaldig1 kimyasallarin bir boliimiinii
olusturur (96). Organik klorlu pestisitler, kalic1 6zellikleri sebebiyle uygulandiklari ¢evrede
uzun siire kalip birikerek ve ayrica besin zincirine girerek toplum ve cevre sagligi igin
onemli bir tehlike teskil ederler. Boylece, dinamik bir denge halinde kalmaya ¢alisan ¢evrede

ekolojik dengenin bozulmasina sebep olurlar (95).

Agrokimyasallarin i¢ine giren maddelerin biiylik ¢ogunlugu kullanilarak akut
toksik etkileri, degisik deney sistemleri kurularak arastirlmigtir. Karbamatlar,
organofosfatlar ve klorlanmis hidrokarbonlar1 igeren bir¢ok kimyasal bilesigin genotoksik
etkiler gosterdikleri bildirilmektedir. Diger yandan pestisitlerin uzun vadede insanlar
tizerindeki genetik riskleri ¢alisilmamistir. Az miktardaki sitogetik ¢aligmalar, meslek icabi
pestisite  maruz kalan populasyonlar iizerine yiritiilmiistir. Periferal lenfositlerde,
kromozom aberasyonlar1 ve KKD genellikle kullanilan sitogenetik degerlerdir. Bu
caligmalarin bazilar1 bu degerlerde dikkate deger bir yiikselis gozlemlemis ve bdylece

pestisitlerin sitogenetik etkileri kanitlanmaya calisilmistir (96).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Isparta ili Senirkent ilgesine bagli Biiylik Kabaca Kasabasinda tarimla ugrasan ve
pestisit uygulamasi yapan 30 erkek olgudan venéz periferal kan heparinize enjektor ile
alindi. Ayrica olgularla aym yas ve cinsiyette, ayn1 Ozellikte, yakin zamanda hastalik
gecirmemis saglikli, goniillii 30 kontrol bireyden de drnekler alinarak toplam 60 bireyde
KKD analizi yapildi. Tarimla ugrasan ve pestisit uygulamasi yapan gruba ayrica Viscum

album L. ekstrakt1 eklendi ve KKD degeri iizerine etkisi incelendi.

Caligmamizda pestisit uygulamasi yapan grubu ve buna bagh olarak kontrol
grubunu belirlemek i¢in bireylere Ek-1’de gosterilen anket uygulandi. Anket sonucuna goére
kronik rahatsizlig1 olanlar, siirekli ilag kullananlar, son iki hafta icerisinde viral hastalik
gecirenler, son alt1 ayda rontgen 1sinina maruz kalanlar ile her giin veya 1-3 giin araliklarla

alkol igme aligkanlig1 olanlar ¢alisma grubuna dahil edilmedi.

3.2 Metod

3.2.1 Kiiltirlerin Kurulmasi
Kullanilan Soliisyonlar

Besi ortaminin hazirlanmasai:

RPMI 1640 Medium (Biological Industries, BIO1-106-1B ) 100 ml
Fetal Calf Serum (Biological Industries, BiO4-001-1B ) 30 ml
Fitohemaglutinin (Biological Industries, BIO12-006-1H ) 3,3ml
Penisilin / Streptomisin (Biological Industries, BIO3-031-1B ) 2 ml
L- Glutamin (Biological Industries, BI03-020-1B) 2ml

Fitohemaglutinin hazirlanmasi:

Ticari olarak gelen 5 ml fitohemaglutinin sisesi icinde 5 ml RPMI 1640 Medium

ile sulandirildi.
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Fetal Calf Serumun hazirlanmasi:
Fetal calf serum ¢ozdiiriildiikten sonra 65 °C’de 1 saat inaktive edildi.
5- Bromo- 2 deoxyuridine (BrdU) soliisyonunun hazirlanmasi:

15.37 mg BrdU (Sigma, B5002) 10 ml distile su ile ¢oziildi, filtre edildi. Stok
olarak hazirlanan bu soliisyon steril, agz1 kapakli bir tiipe konup {izeri aliminyum folyo ile

kaplanarak +4 °C’ de buzdolabinda saklandi.
Helixor Pini (Helixor® P*)

Ticari olarak gelen,1 ml’sinde 50 mg Viscum album L. eksrakti (Helixor" P)
bulunan ampulden, her tiip i¢in kiiltlir ortaminin 1 ml’sinde 14ul olacak sekilde 10 ml kiiltiir

ortami i¢gin 3pl alind1.
* Okse otu ekstraktinin ticari ismi
Islemler:

Besi ortami hazirlandiktan sonra agzi kapakli, konik steril doku kiiltiirii tiiplerine
(Falcon, 15 ml) 10 ml olacak sekilde dagitildi. Heparin (Liquemine-Roche) ile sivanmig
enjektor ile olgulardan alinan 5 ml kan steril sartlarda her bir tiipe 1 ml ilave edildi. Her tiip
icine stok BrdU soliisyonundan 0,1 ml koyularak iyice karstirildiktan sonra, tiiplerin
kapaklar1 parafilm ile sarildi ve tiipler aliminyum folya ile 151k gérmeyecek sekilde kaplandi.
Tiipler inkiibasyon icin, kapali sistem etiiv icinde 37 °C’de 72 saat birakild1. Ilaglama yapan
grubu olusturan bireylerin kanlar ikili olarak calisildi, bir gruba digerinden ve kontol
grubundan farkli olarak, her tiipe BrdU eklendikten sonra kiiltiiriin ml’de 14ul olacak
sekilde, 50 mg/ml olan ampulden, 10 ml kiiltiir ortamma 3 pl Helixor® P alinarak eklendi.
Kanlarin kullanilmayan miktarlar1 herhangi bir olumsuz durumda kullanilmak iizere enjektor

icinde buzdolabinda + 4 °C’de saklandi.
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3.2.2 Kromozom Eldesi
Kullanilan soliisyonlar:

Hipotonik soliisyonu:

0.075 M KCI (Merck, 104936) olacak sekilde 0.56 gr KCI tartilarak 100 ml
bidistile suda ¢oziildii, kullanilacag: saatten en az 1 saat 6nce hazirlanarak 37 °C’lik etiive

konuldu.
Fiksatif soliisyonu:

1 birim glasial asetik asit (Merck, 100056) iizerine 3 birim methanol (Merck,
106008) ilave edilerek iyice karigtirildi. Karisim kullanilmadan 6nce ve ¢aligsma aralarinda -

20 °C’de sakland:.

Her deney asamasinda taze olarak hazirlandi. Bu soliisyonun taze olmasi igindeki

alkoliin uguculugu agisindan énemlidir.
islemler:

Kromozom preperasyonu i¢in modifiye Moorhead ve arkadaslarinin teknigi
uygulandi (97). Ureme icin 37 °C’deki etiive birakilan kiiltiir tiiplerine, kromozom
eldesinden 2 saat Oonce yani 70. saatte 10 ug/ml olacak sekilde 2 damla (2 ml’lik enjektor
kullanildi) kolgisin ilave edildi ve hafifce karigtirildi, tekrar 1 saat 10 dakika siire ile 37
°C’ye ayarlanmus etiive kaldirildi. Bu siire sonunda etiivden ¢ikarilan tiipler 1200 rpm’de 10
dakika santrifiij (Hetich, universal 32R) edildi. Siipernatan kismi pastdr pipeti ile atildi.
Cokelti ile iizerinde kalan 0.5 ml’lik siv1 vortekslendi ve bu sirada {izerine yavasca hipotonik
(0.075 M KClI) soliisyon toplam hacim 6 ml olana kadar eklendi. Tiipler 1 saat 37 °C etiivde
bekletildi. Siire bitiminde 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, pastor pipeti ile siipernatan
kismi atildi. Cokelti ile iizerinde kalan 0.5 ml’lik sivi vortekslendi ve vorteksleme islemi
devam ederken tiiplerin yan duvarindan yavasga fiksatif toplam hacim 6 ml olana kadar ilave
edildi. Fiksatif eklendikten sonra tiipler en az 1 saat stireyle -20 °C’de bekletildi. Bu bekleme
basamagi sadece ilk fiksatifle yikama i¢in 6nemlidir, diger fiksatif agamalarinda bekleme
yapilmadan renk seffaf olana kadar yikama islemine devam edildi. Rengi acilan tiiplerin

tizerinden 4 ml siipernatan kismi atild1 ve kalan 2 ml kisim yayma i¢in kullanildi. Kalan
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miktar yavag yavas pipetaj yapilarak karistirildi. Bir giin 6nceden yar1 yartya bidistile su ve
alkolle hazirlanmig lamlarin alkol kismi dokiilerek tekrar bidistile su konuldu ve suyun
donmast i¢in buzluga kaldirildi. Yayma sirasinda lamlar buz i¢inden alindi, 45 derecelik ag1
ile 20 cm yukaridan pastor pipeti ile soguk 1slak lam {izerine birakildi. Yayma islemi yapilan

preperatlar, kapali sistem etiivde 37 °C’de 3 giin veya 65 °C’de 1 gece yaslandirildi.

3.3.3 Kardes Kromatid Degisimi Boyama Teknigi
Kullanilan soliisyonlar:
Hoechst (Bisbenzimide) stok soliisyonu:

0.5 mg Bisbenzimide (Serva, 15090) 10 ml bidistile suda ¢o6zildii. Bir tlipe
koyularak agzi parafilm ile sarilip, aliminyum folyo ile sarili olarak buzdolabinda + 4 °C’de

sakland.
2XSSC soliisyonu:

0.87 gr Na-sitrat (0.03 M Merck, 106448) ve 0.44 gr NaCI (0.3 M Merck, 106404)
100 ml bidistile suda ¢oziildii.

Soranson tamponu:
A soliisyonu: 4.537 gr KH,PO, (Merck, 104873) 500 ml bidistile suda ¢oziildii.

B soliisyonu: 5.935 gr Na,HPO, (Merck, 106586) 500 ml bidistile suda ¢oziildii.
Balon jojeye A soliisyonundan alinarak pH 6.8’e gelinceye kadar B soliisyonu eklenerek 2

soliisyon karigtirildi.
Giemsa boya soliisyonu:

3 ml Giemsa 16sing (Merck, 109204), 97 ml pH 6.8’lik sdransan tamponu igine

ilave edilerek 100 ml’ye tamamlandi.
PBS stok soliisyonu:

5 PBS tableti (Amresco, AIE404-100) 500 ml bidistile suda ¢oziildii.
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Islemler:

Korenberg ve arkadaglariin énerdikleri modifiye boyama yontemi kullanildi (97).
Yaslanan preperatlar 100 ml PBS stok soliisyonu i¢inde karanlik ortamda 5 dakika bekletildi.
Bu siire sonunda ¢ikarilan preperatlar, 99 ml PBS stok soliisyonu ve 1 ml Hoechst stok
soliisyonundan olusan soliisyonda 20 dakika bekletildi. Daha sonra preperatlar PBS
soliisyonu i¢inde calkalandiktan sonra petri kabina yerlestirildi, {izerine preperatlarin iistiinii
ortecek sekilde PBS tamponu ilave edildi. Petriler 13 cm yiikseklikteki 366 nm UV lambasi
altina yerlestirildi. 25 dakika UV altinda bekletilen preperatlarin iizerindeki PBS, bidistile
suda ¢alkanarak uzaklastirild1 ve preperatlar daha 6nceden 65 °C’de benmaride bekletilen 2x
SSC’de 15 dakika bekletildi. Preperatlar ¢ikarilip distile suda ¢alkalandiktan sonra % 3’liik
Giemsa’da 20 dakika boyandi. Boyanan preperatlar distile sudan gegirildi. Kurutulduktan
sonra entellan (Merck) yardimi ile kapatilip, mikroskopta immersiyon yagi ile 100’Lik

objektifle incelendi.

3.3.4 Kardes Kromatid Degisiminin Degerlendirilmesi

Pestisit kullanan vaka grubu, dkse otu ilave edilmis vaka grubu ve kontrol grubu
bireyleri igin, iyi dagilmis 20 metafazdaki KKD oranlari, 100x’lik mikroskop (Olympus)
altinda incelendi. Her bir metafazda gozlenen toplam degisim degeri belirlendi ve her birey

icin 20 metafaz degerlendirilerek degisimlerin ortalamasi alindi.,

3.3.5 istatistik Yontem

Pestisit kullanan vaka grubu, dkse otu ilave edilmis vaka grubu ve kontrol grubu
bireyleri i¢in ortalama KKD degeri elde edildi. Bu degerlere gore vaka grubunun, 6kse otu
eklenmis vaka grubunun ve kontrol grubu bireylerin KKD degerleri student-t testi, kikare
(xz)-testi, Mann-Whitney U testi, egimde xz-testi, independent-t testi, Paired-t testi,
pearson korelasyon testi, spearman korelasyon testi kullanilarak, istatistiksel agidan
onemlilik derecelerine gore degerlendirildi. Istatistiksel analizler SPSS 10,0 for Windows
istatistik programu ile bilgisayarda yapildi. Istatistiksel analizlerde p<0,05 anlamli kabul

edildi. Degerler, ortalama =+ standart sapma olarak verildi.

3.3.6 Fotografik islemler

Tezde o6rnek olarak verebilmek igin pestisit kullanan vaka, 6kse otu eklenmis vaka
ve kontrol bireylerinden kaliteli olan birkag metafazin 100x objektifle immersiyon yagi
altinda Zeiss marka mikroskop ve Canon marka dijital fotograf makinesi kullanilarak

fotograflari ¢ekildi.
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4. BULGULAR

Bu calisma kapsaminda, son yillarda kanser vakalarinda belirgin bir artisin
saptandig1 Senirkent ilgesine bagl Biiyiilk Kabaca kasabasinda yasayan sulu tarimla aktif
olarak ugrasan bireyler iizerinde KKD siklig1 arastirilmigtir. Bu amagla pestisit uygulayan
goniillii 30 kisiden alinan kan 6rneklerindeki KKD sikligi ile yine ayni ydrede yasayan ve
ayni sosyo-ekonomik duruma sahip kontrollerin KKD siklig1 ile kargilagtirilmig ve Viscum

album L.’un KKD siklig1 lizerine etkisi arastirilmistir.

Pestisit uygulayan vaka grubunun ve kontrol grubunun yas, sigara aligkanligi,
sigara kullanim siiresi (yil), sigara miktar1 (paket/giin), alkol aligkanligi, alkol kullanim

stiresi (y1l) ve alkol alis sikligi bakimindan karsilastirilmasi Tablo 7.’de verilmistir.

Tablo 7. Pestisit uygulayan vaka grubunun ve kontrol grubunun yas, sigara aliskanligi, sigara
kullanim siiresi (y1l), sigara miktar1 (paket/giin), alkol aliskanligi, alkol kullanim siiresi (y1l) ve alkol alis siklig1

bakimindan karsilagtirmasi.

Vaka Kontrol Toplam
n %' |n % |n %2
Yas 36,319,5 | 36,549,3 | 36,419,3
(orttss)
sigara igenler 28 | 48,3 | 30 | 51,7 | 58 | 96,7
Sigara icmeyenler 2 100 | - - 2 133
Sigara icme sUresi (yll)d 18,6+8,9 | 15,6+8,6 | 17,1+8,8
(orttss)
Sigara miktari (paket/giin)® | 1,3+0,4 1,110,2 1,240,3
(orttss)
Alkol kullananlar 211583 |15 | 41,7 | 36 | 60
Alkol kullanmayanlar 9 37515625 |24 | 40
Alkol kullanma siiresi (yil)* | 12,2458 | 12,546,7 | 12,4+6,1
(orttss)
*Alkol alis sikhigi* 1 - - 10 | 100 | 10 | 27,8
2 16| 96,2 | 5 | 238 |21]583
3 3 | 100 |- - 3 183
4 2 |100 |- - 2 |56

1

) satir yuzdesi

sutun ylzdesi

3 sigara igenler igin

* alkol kullananlar icin
* p<0,001
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Vaka grubunun yaslar1 22-60 arasinda degismektedir, yas ortalamas1 36,3 + 9,5
olarak saptanmistir. Kontrol grubunun yas aralif1 ise 22-59 arasinda degismektedir ve yas
ortalamasi 36,5 + 9,3°diir. Vaka ve kontrol grubunun yas ortalamalar1 student-t testi ile

karsilagtirilmig ve iki grup arasinda bir fark bulunmamstir (p>0,05).

Vakalarin 28 tanesi sigara icerken, 1 tanesi daha once hi¢ sigara igmemis ve 1
tanesi ise 8 yil ictikten sonra 1 yil Once sigaray1 birakmigtir. Kontrol grubunun ise tamami
sigara igmektedir. Vaka ve kontrol grubundaki bu farklilik kikare (x%)-testine gére anlamli

bulunmamustir (p>0,05).

Vakalarin sigara igme siireleri 6-40 yil arasinda degismektedir, ortalama igme
stiresi 18,6 + 8,9 yil ve ortalama sigara miktar1 (paket/giin) 1,3 + 0,4°diir. Kontrol grubunun
sigara igme siiresi ise 5-40 yil arasinda degismektedir, sigara igcme siiresi ortalamasi 15,6 +
8,6 ve ortalama i¢me siiresi 1,1 + 0,2°dir. Sigara i¢me siireleri bakimindan vaka ve kontrol
gruplar1 student-t testi ile karsilastirilmis ve istatistiki olarak bir fark bulunamamistir
(p>0,05). iki grup arasindaki sigara miktar1 ise Mann-Whitney U testine gore anlamli

bulunmamistir (p>0,05).

Vakalarin 21 tanesi alkol kullanmaktadir. 8 wvaka daha once hi¢ alkol
kullanmamigken, 1 vakanin ise 18 yil alkol kullandiktan sonra 7 yil o6nce alkolii biraktigi
Ogrenilmistir. Kontrol grubunda ise 15 kisi alkol kullanmaktadir. 14 kisi daha 6nce hig alkol
kullanmazken, 1 kisi 25 yil alkol kullandiktan sonra 1 yildir alkol kullanmamaktadir. Vaka
ve kontro grubunun alkol kullammi yoniinden bu farkhiligi x’-testine gore anlaml

bulunmamistir (p>0,05).

Alkol alig siklig1 bakimmdan vaka grubunda 16 kisi ayda bir alkol kullanirken, 3
kisi iki haftada bir, 2 kisi ise haftada bir alkol kullanmaktadir. Kontrol gurubunda ise, 10 kisi
alt1 ayda bir alkol alirken 5 kisi ayda bir alkol almaktadir. Vaka ve kontrol grubu arasindaki

fark egimde x’-testine gore anlamli bulunmustur (x>=14,75, p<0,001).

Genel olarak, alkol alig siklig1 disinda diger 6zellikleri arasinda vaka ve kontrol

grubu karsilastirildiginda istatistiki olarak bir fark yoktur.

Kontrol grubundan farkli olarak pestisit uygulayan grubun ilaglama sirasinda aldig1
onlemler, ilaglama stiresi (yil), ilaglanan alan (doniim), ilaglanan aga¢ sayisi ve ilaglama

yaptiklart meyve tiirleri (kullanilan pestisit ¢esitleri) Tablo 8.’de verilmistir.
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Tablo 8. Pestisit uygulayan grubun ilaglama sirasinda aldigi 6nlemler, ilaglama siiresi (y1l), ilaglanan

alan (doniim), ilaglanan agag sayis1 ve ilaglama yaptiklar1 meyve tiirleri.

Kullananlar
n %

Onlem

Elbise - -

Eldiven 3 10

Maske 2 6,7

Gozlik 1 3,3
ilaglama siiresi (yil) | 12,7+4,9
(orttss)
ilaglanan alan 143,9+373,2
(déniim)
(orttss)
ilaglanan agac 1560,9+1350,9
sayisi
(orttss)
ilaglar
Elma 30 100
Kiraz 28 93,3
Kayisi 25 83,3
Visne 29 96,7
Erik 1 3,3
Pancar 2 6,7
Seftali 3 10
Uziim 4 13,3

Vaka grubunda hi¢ kimse koruyucu elbise kullanmazken 1 kisinin yalniz maske, 2

kisinin yalniz eldiven, 1 kisinin ise eldiven, maske ve gozliik kullandig: tespit edilmistir.

[laglama siiresi 3-20 yil arasinda degismekte ve ortalama siire 12,7 + 4,9 yildur.
[laglanan alan ise 10-1520 doniim ve ortalama alan 143,9 + 3733 doniim olarak
saptanmustir. Ilaclanan agac sayisi ise 55-5000 adet arasinda degismekte ve ortalama agac

sayist 1560,9 + 1350,9 olarak saptanmustir.

[laglama yapilan meyve tiirleri, kullanilan pestisitler ve ilaglama yapan kisi sayisi

Tablo 9.’da verilmistir.
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Tablo 9. ilaglama yapilan meyve tiirleri, kullanilan pestisitler ve ilaglama yapan kisi say1st.

flaclama Ilaglama
yapilan Kullanilan pestisitler®* yapan Kisi
meyveler sayisi
Siipracide, Folimat, Decis, Karate, Mavrik, Indar, Bullet,
Elma Calypso, Fosforin, Candit, Chorus, Flint, Score, Captan, 30
Dursban, Suprathion, Biamin Plus, Goztasi, , Soluplant 12-36-
12, Nutrient Exp, Crop Finisher, Polyweet, Organik Giibre
Gusathion, Metasystox, Calypso, Meteor, Captan, Goztasi,
Kiraz Biamin Plus, Soluplant 12-36-12, Nutrient Exp, Crop Finisher, 28
Polyweet, Organik Giibre
Fosforin, Metasystox, Chorus, Captan, Gusathion, Suprathion,
Kayisi Soluplant 12-36-12, Nutrient Exp, Crop Finisher, Polyweet, 25
Organik Giibre
Visne Goldplan, Metasystox, Meteor, Goztasi, , Soluplant 12-36-12, 29
Nutrient Exp, Crop Finisher, Polyweet, Organik Giibre
Erik Goldplan, Metasystox, Meteor, GoOztasi, , Soluplant 12-36-12, !
Nutrient Exp, Crop Finisher, Polyweet, Organik Giibre
Pancar Goldplan, Metasystox, Meteor, Goztasi, , Soluplant 12-36-12, )
Nutrient Exp, Crop Finisher, Polyweet, Organik Giibre
Seftali Goldplan, Metasystox, Meteor, Goztasi, , Soluplant 12-36-12, 3
Nutrient Exp, Crop Finisher, Polyweet, Organik Giibre
Goldplan, Metasystox, Meteor, Goztasi. Kiikiirt, , Soluplant
Uziim 12-36-12, Nutrient Exp, Crop Finigsher, Polyweet, Organik 4

Giibre

* ® Pestisitlerin ticari isimleri

Calisilan gruplarda KKD Degerlerinin Karsilastirilmasi

Calisilan gruplara ait preperatlarda 20 metafazda sayim yapilmistir. Her bir olgu

icin metafazlarda gozlenen 1’li, 2°1i, 3’li, 4’14 degisimler sayilmig ve her biri KKD degeri

olarak kaydedilmistir. Kontrol bireyler arasinda hiicre basina diisen en diisiik KKD degeri

ortalama 3,00 en yiiksek ortalama 9,5 olarak bulunmustur. Vaka grubunda ise hiicre basina

diisen en diisiik KKD degeri ortalama 7,65, en yiiksek ortalama 11,89’dur.

Hiicre basina diisen ortalama KKD degerlerinin kontrol grubu ve vaka grubu

arasinda karsilastirildiginda kontrol grubunda hiicre bagina diigsen ortalama KKD degeri 6,1 +

1,3, pestisit uygulayan vaka grubunda ise 10,4 £+ 1,0 olarak saptanmistir (Tablo 10). Her iki

grup arasindaki fark independent-t testine gore oldukca anlamli bulunmustur (p<0,001).

Ayrica KKD degerleri agisindan iki grubun karsilastirilmasi grafik 1’de goriilmektedir

(Grafik 1.)
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Grafik 1. Vaka ve Kontrol Grubunun ortalama KKD degerlerinin karsilastirilmasi.
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Tablo 10. Kontrol grubu ve vaka grubunun KKD degerleri.
Kontrol Vaka

KKD

6,1£1,3 | 10,4+1,0
(orttss)

Pestisit uygulayan gruba ayrica okse otu ekstrakti eklenmis ve KKD degerleri
incelenmistir. Okse otu eklendikten sonra vaka grubu bireyler arasinda hiicre basina diisen en
diisitk KKD degeri ortalama 3,9 en yiiksek KKD degeri ortalama 8,45 olarak bulunmustur.
Hiicre basina diisen ortalama KKD degeri ise 6,5 + 1,1 olarak saptannustir. Independent- t
testine gore kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6kse otu kullanilan vaka grubu ile kontrol

grubu arasinda istatistiki olarak bir fark gézlenmemistir (Tablo 11.) (p>0,05).

Tablo 11. Kontrol grubu ve dkse otu eklenmis vaka grubunun KKD degerleri

Kontrol | Vaka + Okse

KKD

6,1+1,3 6,5+1,1
(orttss)

Vaka grubu okse otu ekstrakti eklenmeden onceki ve eklendikten sonraki KKD
degerleri de karsilagtirilmistir (Tablo 12.). Paired-t testi uygulanmis ve iki grup arasindaki
fark olduk¢a anlamli bulunmustur (p=0,000, p<0,001). Ayrica KKD degerleri agisindan iki
grubun karsilastirilmasi grafik 2’de goriilmektedir (Grafik 2.)

Tablo 12. Vaka grubu okse otu ekstrakt1 eklenmeden dnceki ve eklendikten sonraki KKD degerleri

Vaka Vaka + Okse

KKD

10,4+1,0 6,5+ 1,1
(orttss)
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Grafik 2. Vaka grubunun 6kse otu ekstrakti eklenmeden 6nceki ve eklendikten
sonraki ortalama KKD degerlerinin karsilastirilmasi.
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Tablo 13’te ise KKD’nin yas, sigara aligkanligi, sigara siiresi, sigara miktari, alkol

aliskanlig1, alkol siiresi ve alkol sikligi ile korelasyonu verilmistir.

Tablo 13. KKD’nin yas, sigara aligkanligy, sigara siiresi, sigara miktari, alkol aligkanlig, alkol siiresi

ve alkol siklig1 ile korelasyonu.

Korelasyon | p
Yas 0,073 0,579
Sigara icilmesi 0,323
Sigara sure 0,262* 0,047
Sigara miktar 0,285* 0,03
Alkol kullananlar 0,236
Alkol sire 0,194 0,258
Alkol sikhgi 0,720** 0,000
* p<0,05
** p<0,001

KKD’nin yag ile korelasyonu igin pearson Korelasyon testi kullanilmis ve
korelasyon anlamli bulunmamustir (x°=0,073, p=0,579, p>0,05). Sigara ve alkol
aligkanliklar1 icin Mann-Whitney U testine gore korelasyon anlamli degildir (p>0,05).
Sigara siiresi, sigara miktari, alkol siiresi ve alkol sikligi i¢in ise spearman korelasyon testi
(n<30) kullanilmis ve sigara siiresi, sigara miktar1 ve alkol siklig1 ile KKD arasinda énemli
bir korelasyon go6zlenirken (p<0,05), alkol siiresi ile KKD arasinda korelasyon

gozlenmemistir (p>0,05).
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Resim 1. Pestisit uygulayan vaka grubuna ait bir metafaz 6rnegi.

Resim 2. Kontrol grubuna ait bir metafaz 6rnegi.
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Resim 3. Okse otu ilave edilmis vaka grubuna ait iki ayr1 metafaz drnegi.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Tirkiye’de de tarimsal zararlilar ile miicadelede pestisit kullanimi ¢ok
yayginlagmustir. Pestisit kullaniminin tartisilmaz yararlarina karsin etkin denetimden yoksun
ve asirt miktarlarda uygulanmasi insan dahil hedef olmayan diger canlilarda zehirlenmelere
ve Oliimlere neden olmakta, ekosistemlerin ve besinlerin kirlenmesine yol agmaktadir.
Pesitisitlerin 6zellikle mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere sahip oldugu cesitli

caligmalarla gdsterilmistir (71, 96, 98, 99).

Pestisitlerin ve etken maddelerinin akut toksik etkileri c¢esitli deneylerle
arastinlmigtir. Karbamatlar, organofosfatlar ve klorlanmig hidrokarbonlar1 igeren birgok

kimyasal bilesigin genotoksik etkiler gdsterdikleri bildirilmistir (11).

KKD, ¢esitli mutajen ve karsinojenlerin neden oldugu DNA hasarimi saglamada, in
vivo ve in vitro kosullar altinda olusma kolaylig1 ve duyarliligi nedeni ile siklikla kullanilan

bir tetkiktir (11, 100).

Tarim ile ugrasan ve pestisite maruz kalan insanlarla bu bilesiklere maruz
kalmayan bireyler arasinda yapilan ¢aligmalar, pestisite maruz kalan insanlarda yapisal ve
sayisal kromozom anomalileri (KA) ile KKD’nin yiiksek oranlarda tekrarlandigini

gostermektedir (101).

Mutajene maruz kalan bireylerin ve kanser gelisimine yatkin olan bireylerin
hiicrelerinde, normal spontan KKD sikligindan daha yiiksek oranda artmis KKD degerini

bildiren bir¢ok ¢alisma vardir (102,103).

Kanserlerle ilgili olarak KKD teknigi ¢ok degisik amaglarla uygulanmig ve bu
yontemin uygulanan tedaviyi yonlendirmede gelecek vaat ettigi ileri siirlilmiistiir (104).
Ayrica, spontan KKD oranlarinin, kanser erken teshisinde klinik agidan bir preklinik marker

olarak kullanilabilecegi goriisli yaygindir (105, 106).

Calismamizda, son yillarda kanser vakalarinda belirgin bir artisin saptandigi Biiyiik
Kabaca Kasabasinda yasayan, sulu tarimla aktif olarak ugrasan ve pestisit uygulayan bireyler
belirlendi. Yine ayn1 yorede yasayan ve pestisit uygulamayan kisiler de kontrol grubu olarak
secildi. Her iki gubun kanlarmda KKD siklig1 incelendi ve Viscum album L un KKD siklig1

tizerine etkisi arastirildi.
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KKD siklig1, yas, cinsiyet, bireylerin genetik yapisi, sigara, alkol, radyasyon, bazi
kimyasallar ve kiiltlir kosullar1 gibi bir¢ok faktore bagh olarak degismektedir. Bu nedenle
KKD sikligr ile ¢aligirken ¢ok dikkatli olunmali ve miimkiin oldugunca bu faktorler ¢alisma
gruplar arasinda standardize edilmelidir. Yani degisik faktdrlerin KKD iizerine etkilerini

arastirirken kontrol gruplan biitiin bu degiskenler goz oniine alinarak belirlenir (11, 100).

KKD sikligint degistiren bu faktorler nedeniyle ¢alismamizdaki vaka grubunu ve
buna bagli olarak kontrol grubunu belirlemek igin bireylere anket uygulandi. Biiylik Kabaca
yoresinde yapilan arastirma sonucunda 45 kisinin pestisit uygulama isi ile ugrastiklar1 ve
herhangi bir koruyucu elbise kullanmadiklar tespit edildi. Bu bireylerin tamamina Ek-1’de
gosterilen anket uygulandi. Anket sonuglarinin degerlendirilmesi neticesinde, 15 birey,
stirekli bir hastalig1 oldugu, siirekli ila¢ kullandig1, son 6 ay i¢inde radyosyona maruz kaldigi
yada son iki hafta i¢inde viral bir hastalik gecirmesi nedeni ile elimine edilirken, geriye kalan
bireylerin iki tanesi hari¢ digerlerinin tamaminin sigara ve alkol aligkanliklarinin olmasina

ragmen, sayilarinin sinirlt olmasi nedeniyle ¢aligma grubuna dahil edildi.

Sigara tliketiminin, insanlarda KKD sikligimmi etkileyen bir faktér oldugu
diisiiniilmiis ve bu konuda ¢alismalar yapilmistir. Lei ve arkadaslarinin yaptig: bir ¢aligmada,
61 kisiden alinan kan Orneklerinde KKD sikligina bakilmis ve anlamli sonuglar elde
edilmistir. Bu calisma, sigara igen bireylerin kiiltiirlerinden elde edilen KKD miktarinin
sigara igmeyenlere gore daha fazla oldugunu gostermistir (106). Bunun yaninda Liou’nun 43
kisi (107), Nagaya’nin 24 kisi(108), Cheng ve arkadaglarinin 85 kisi (109), Popp ve
arkadaglariin 24 kisi (110), Kelsey ve arkadaslarinin (111) 117 kisi lizerinde yaptiklari
caligmalarda da sigaranin KKD sikligini artirdigi tespit edilmistir. Shim ve arkadaslar
tarafindan yesil ¢ayin sigara icenlere etkisinin arastirildigi calismada sigara igenlerin KKD
miktarmin (9,46) igmeyenlere (7,03) oranla daha yiiksek oldugu ve yesil ¢ayin sigaranin

neden oldugu KKD sikligini engelledigi tespit edilmistir (112).

Calismamizda 2 birey diginda tiim bireyler sigara i¢mektedir. Sigara igmeyen
bireylerin sayist ¢ok az oldugu i¢in sigara icenler ve igmeyenler arasinda bir karsilagtirma

yapilamadi. Bu nedenle sigara i¢ilmesi ile KKD arasinda bir korelasyon bulunamadi.

Vaka grubunun sigara i¢gme siiresi ortalama 18,6 £ 8,9 yil, kontrol grubunun ise
ortalama 15,6 + 8,6 yildir ve iki grup arasinda fark yoktur (p<0,05). Skyberg ve
arkadaglarinin 31 kisi iizerinde yaptiklart ¢alismada KKD sikliginin sigara siiresi ile
paralellik gosterdigi bulunmustur (113). Calismamizda da sigara siiresi ile KKD arasinda

korelasyon s6z konusudur. KKD sikligmin giinde alinan sigara miktari ile de ilgili oldugu
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yoniinde ¢alismalar da yapilmistir. Murthy ve arkadaglarinin 81 oral kanserli hastada yaptig1
caligmada, giinde 10 adet sigaradan fazla igen hastalarda, 10 adetten az igen hastalara oranla
KKD siklig1 daha yiiksek bulunmustur (114). Burada vaka grubunun ortalama sigara miktar1
giinde 1,3 + 0,4 paket, kontrol grubunun ise giinde ortalama 1,1 + 0,2 pakettir. Her iki grupta
da igilen ortalama sigara miktarn giinde 20 adetten fazladir. Gruplar arasinda icilen sigara
miktar1 bakimindan fark olmamakla birlikte sigara miktar1 ile KKD arasinda korelasyon

vardir (r=0,285, p=0,03).

KKD’ni 6nemli olgiide etkileyen bir diger faktdr alkoldiir. Alkol kullanan
bireylerde KKD’ ne sik¢a rastlandigini gosteren ¢aligmalar yapilmistir. Popp ve
arkadaslarinin yaptig1 caligmada oral kanserli hastalarda kontrol grubuna gore 6nemli dlgiide
yiksek KKD degerleri bulunmustur. Her iki grupta da en yiiksek KKD degerleri, en fazla
alkol tiiketen alt gruplarda gozlenmistir (115). Strom ve arkadaslarinin hodking’s
hastalarinda yaptig1 c¢alisma sonucunda alkoliin KKD’ ni indiikledigini ve spontan
kromozom kiriklarinin sikligini énemli 6lglide arttirdigini tespit etmislerdir (116). Benzer
sekilde Butler ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada da en yiiksek KKD degerlerinin en
fazla alkol tiiketen gruplarda oldugu bulunmustur (117).

Sigara tiiketiminin ve alkol kullaniminin birlikte KKD’ ni etkiledigini gosteren bir
caligmada sigara icen ve alkol kullanan 105 hodking’s hastasinda en yiiksek KKD’ i tespit
edilmistir (117). Benzer bir ¢alismada alkolik bireylerdeki alkol ve sigara tiikketimine bagl
olusan KKD oranlari, sigara igen ve i¢meyen bireylerdeki KKD oranlan ile
kargilagtirilmigtir. Bu calismaya gore sigara kullanan kronik alkolik bireylerdeki ortalama

KKD siklig1 pozitif kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde artmigtir (85).

Calismamizda da sigara kullamimiyla birlikte alkol kullanimi da s6z konusudur.
Vaka grubunda 21 kisi, kontrol grubunda 15 kisi alkol kullanmaktadir. Bu bireylerden 2 kisi
hari¢ tamami ayni1 zamanda sigara da tiiketmektedir. Vaka ve kontrol grubunda alkol
kullanimi bakimindan bu farklilik istatistiki olarak anlamli bulunmazken alkol kullanimi ile

KKD arasinda korelasyon bulunmadi (p>0,05).

Alkol kullanim siiresi vaka grubunda ortalama 12,2 + 5,8 yil, kontrol grubunda ise
ortalama 12,5 + 6,7 yildur. iki grup arasinda alkol kullanim siiresi bakimindan istatistiksel
olarak bir fark yoktur fakat alkol alig sikliklar1 istatistiki olarak birbirinden faklidir. Alkol
kullanim siiresi ile KKD arasinda korelasyon gozlenmezken alkol alig sikliginin KKD

iizerinde etkili oldugu bulundu.
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KKD olusturmada yasin etkisi halen tartisilmaktadir. Bazi ¢aligmalar yagin KKD
tizerine etkisi olmadigini gosterirken Husum ve arkadaslarmin 533 saglikli bireyden kan
alarak yaptiklar ¢aligmada KKD ile yas arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir. 5 y1l
stiren bu calismada cinsiyet, yas ve sigara tiiketimi faktorlerinin kendiliginden olusan KKD
oranlarina 6nemli bir etkisi oldugu ancak yas ve sigara tiiketiminin kadin ve erkek bireyler
arasinda sadece %17 ve %19’luk bireysel farklilik gosterdigi ve boylece bu degeri etkileyen
diger faktorlere ve de dzellikle beslenme aliskanligina dikkat edilmesi sonucuna varmiglardir
(118). Bazi ¢aligmalar genglerde yaslilara gore KKD degerlerinin daha diisiikk oldugunu
gostermektedir. Bu calismada yashi kadinlardan alinan kan o&rneklerinden elde edilen
ortalama KKD degeri (8,0) geng kadinlardan alinan kan 6rneklerinin analizinden elde edilen

ortalama KKD degeri (6,7) ile karsilagtirilmis ve anlamli sonug elde edilmistir (119).

KKD c¢aligmalarinda yasin énemli bir faktor oldugunu gosteren ¢aligmalarin (113,
120, 120) bulunmasina ragmen, ¢alismamizda yasin KKD degerini etkileyen bir faktor
oldugunu gosteren anlamli bir sonu¢ elde edilemedi. Calismaya dahil edilen bireylerin
yaslar1 22-65 yil arasinda degismekle birlikte cogunun yaslarinin birbirine ¢ok yakin olmasi
ve caligma grubunun sayisal azligi yasin KKD degeri {izerine etkisinin gozlenmesini

zorlastirdig1 diisiiniilebilir.

Pestisitlerin kullaniminin artmasi ¢evreye ve insan sagligia zararli etkilerini de
beraberinde getirmektedir (71, 96, 98, 99). Mesleki acidan pestisitlere maruz kalanlarla,
periferal kan lenfositlerinde KKD bulunmasi arasinda iligki bulundugu cesitli ¢aligmalarla
tespit edilmistir (121-139). Ancak bu c¢aligmalarin sonuglar1 birbirleri ile celigkilidir.
Bunlardan bir kism1 sonuglarimizla benzer olarak KKD sikliginin, zirai ilaglama yapanlarda
(121-123), ¢igek yetistiricilerinde (124, 125), pamuk tarlasinda (126-129), liziim baglarinda
(130) ve pestisit endiistrisinde ¢alisanlarda (131, 132) yada tarimla ugrasanlarda (133)
arttigin1 gostermektedir. Gomez-Arroya ve arkadaslarinin serada calisan isciler tizerinde
yaptig1 calismada, sirasiyla 10 yil ve 1,5 yil pestisite maruz kalmig 22°si bayan, 8’1 erkek 30
kisi caligma grubu ve 28’1 bayan olmak iizere pestisite maruz kalmayan 30 kisiden de kontrol
grubu olusturulmustur. Kontrol grubunun ortalama KKD degeri ile pestisite maruz kalan
grubun ortalama KKD degeri arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Pestisite maruz kalan

bayanlar ve erkekler arasinda ise anlamli bir fark bulunmamustir (11, 23).

Benzer bir ¢alisma pestisite maruz kalan 104 sera calisani ve pestisite maruz
kalmayan 44 kisiden olusan kontrol grubu {izerinde yapilmis, bu arastirmanin sonucunda

pestisite maruz kalan kisilerde, maruz kalmayanlara oranla ¢ok daha yiiksek KKD siklig1
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bulunmustur. Bireylerin bu ¢alismada pestisite maruz kalma siireleri 2,5 - 55,5 yil arasinda
degismekle birlikte ortalama 28,3 yildir. 21 yildan fazla pestisite maruz kalanlarda, 21 yildan
daha az kalanlara oranla KKD degeri daha yiiksek bulunmustur. Yaklasik 24 degisik pestisit
smifinin karigimini bireylerin kendilerinin hazirlamasi ve yil iginde yapilan spreyleme sayisi
KKD oraninin yiiksek olmasinda etkilidir. Sonug olarak sera ¢alisanlarinda KKD sikliginin
onemli 6lgiide yiiksek ¢ikmasi pestisite maruz kalmanin potansiyel sitogenetik zararlarinin

oldugunu gostermektedir (134).

Bagka bir caligmada pestisit endiistrisinde g¢alisan ve yogun bir sekilde pestisit
karigimina (atrozine, alakloaranazin, 2,4-diklorofenol asetik asit ve malation) maruz kalan
bireylerin kaninda KKD siklig1 arastirilmistir. Calisanlardaki genotoksik etkileri tespit etmek
icin ilk kanlar 8 ay siiren pestisit iiretiminin hemen bitiminde, lenfositlerindeki DNA tamirini
tespit etmek ic¢in ise ikinci kanlar pestisit iiretiminin bitiminden 8 ay sonra almmustir.
Pestisite maruz kalma siiresi sonunda alinan kanlarda kromozomal aberasyonlar (KA), KKD
siklig1 ve mikroniikleus (MN) siklig1 oldukca yiiksek bulunmustur. Ikinci kan &rneklerinde
ise KA, MN siklig1 ve DNA kaybi ilk alinan kanlara oranla 6nemli 6l¢iide diismiis fakat hala
kontrole oranla 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu bulunmustur. KKD sikligimin pestisite maruz
kalinmayan 8 ay sonunda diismedigi gozlenmis bu da pestisit karigimina uzun siiredir maruz

kalindigin1 ve DNA tamiri i¢in 8 aylik siirenin kisa bir siire oldugunu gostermektedir (135).

KKD sikliginin pestisit kullanimi ile arttigim1 gdsteren ¢aligmalar yaninda, zirai
ilaglama yapanlarda (136-138), cicek yetistiricilerinde (139) yada pestisit spreyleyenlerde
(140) KKD siklig1 ile pestisit kullamimi arasinda korelasyon olmadigi sonucunu veren
caligmalar da yapilmistir. Bu zitlik, ¢aligma aligkanliklari, korunma yontemleri, kullanilan
farkl1 pestisitlerden ve kisilerin pestisite maruz kalma siirelerinin farkliligindan

kaynaklanabilir.

Calismamizda ilaglama siiresi, ilaglanan alan ve ilaglanan agag sayisi KKD sikligi
ile korelasyon gostermedi. Bolognesi ve arkadaglarmin (140) KKD sikligi ile pestisite maruz
kalma siiresi arasinda korelasyon bulunmadigi yoniindeki c¢aligmasi bizim ¢aligma
sonuglarimizi desteklemektedir. Pestisite maruz kalma siiresi ile KKD siklig1 arasinda
korelasyon bulunmamasini Gomez-Arrayo ve arkadaglari, pestisitle temas siliresinin kisa

olmasina ve kisilerin benzer KKD sikligina sahip olmasina baglamaktadir (123).

Ilaglama yapilan meyve tiirleri ve meyveler i¢in kullanilan pestisitler Tablo 9.’da
verildi. Bu pestisitlerin ¢ogunlugu fosforlu ve azotlu bilesikler ve organik fosfatlar grubu

pestisitlerdendir. Meslegi geregi degisik pestisit gruplariyla iliskili olan insanlarla yapilan
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caligmalarda organik fosfatlar (trichlorphon, phosmet, diazinon) (141, 142), karbamatlar
(pirimicarb) (143) ve ditiokarbamatlar (ziram, zineb, thiram) (144-146) ile ¢alisan veya
iiretim yapan insanlarda pozitif bulgular saptanmistir. Piero Dolara ve arkadaglar1 tarafindan
yapilan bir caligmada belirlenen 4 pestisitin sitogenetik etkileri arastirilmistir. Dimethoate ve
omethoate, baglica iki organofosfatli insektisitlerdir, doza bagl olarak insan lenfositlerinde
in vitro kosullarda KKD frekansini yiikseltmektedirler (p<0,01) (147) Ayrica organofosfatli
bilesiklere maruz kalmanin, KKD gibi sitogenetik hasarla sonuglandigi Padmavathi ve

arkadaglari tarafindan da gosterilmigtir (148).

Bunun yani sira KKD sikliginin pestisite maruz kalma siiresi ile korelasyon
gosterdigini destekleyen calisma sonuclari da bulunmaktadir. Rupa ve arkadaslari sebze
bahgesinde ¢alisanlarda KKD sikliginin artisinda maruz kalinan yillarin artisi ile paralellik
gosterdigini bulmustur (126). Benzer sekilde pestisit spreyleyenlerde de aymi sonug
bulunmus, pestisite maruz kalma yili ile birlikte KKD sikligmin 6nemli 6l¢iide arttigi

gozlenmistir (147).

Pestisit spreyleyenlerde KKD sikliginin artmasinin spreyleme sirasinda yeterli
koruyucu oOnlemlerin alinmamasi ile iligkili oldugu yapilan ¢esitli c¢alismalarla ortaya
konmustur (148-151). Shane ve arkadaslarinin maske takmayan sera is¢ilerinin kontrol
grubuna oranla onemli 6l¢iide yiiksek iiriner mutajenik aktiviteye sahip olduklar tespit
edilmistir (152). Lander ve Ronne’nin ¢aligmasinda ise pestisit uygulamasi sirasinda alinan
koruyucu onlemlerin azalmasi ile KKD sikliginm arttign gozlenmistir. Bu durum genetik
zararin 6nlenmesinde uygun ¢alisma yontemlerinin 6nemini vurgulamaktadir (153). Calisma
grubumuzdaki bireylerin bir ¢ogunun pestisit uygularken hi¢bir koruyucu 6nlem almadiklari

belirlendi. Bu nedenle vaka grubunda istatistiki bir caligma yapilamadi.

Cesitli farmakolojik etkileri bilinen Viscum album L.’un cesitli ekstraktlari,
vazodilator, sedatif, diiiretik etkilere sahiptir ayrica siddetli bas agrisi, bas donmesi, sinir
bozuklugu, damar tikanikligi, romatizma agrilari, ¢iban ve eklem iltihabi gibi bazi iltihabi
hastaliklar yaninda kanser terapilerine yardimer olarak da kullanilmaktadir (8, 13, 14). Bu
nedenle Viscum album L.’un bazi kanser vakalarinin erken teshisi ve evre tespitinde
destekleyici faktor olarak diisiiniilen ve sik¢a kullanilan sitogenetik metotlardan biri olan
KKD {izerine etkisinin arastirildigr ¢alismalar yapilmistir (154-156). Bussing ve
arkadaslarinin bu konuda yaptiklar1 ¢alismada, periferal kan mononuklear hiicrelerindeki
KKD sikliginin, artan konsantrasyonlarda eklenen Viscum album L. ekstrakti ile diistiigii

gozlenmistir. Ortalama yaslar1 25 olan ve sigara igmeyen 10 saglikli bireyden (5 kadin, 5
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erkek) alinarak hazirlanan periferal kan kiiltiiriine, Viscum album L.un iki farkli sulu
¢ozeltisi olan Helixor Abitis (Helixor" A) ve Helixor Pini (Helixor" P), artan miktarlarda
(1.43, 7.15, 14.3 pg/ml) verilmis, ektraktlarin verilmedigi kiiltiirler kontrol kabul edilmistir.
Helixor A ve P’nin eklenmesi ile doza baglhh KKD azalmasi gozlenmis, kontrolle
karsilastirildiginda ise 7.15 ve 14.3 pg/ml konsantrasyonlarindaki KKD azalis1 istatiksel

olarak anlamli bulunmustur (154).

Bussing ve arkadaglarinin bu ¢alisma igin kullandiklar1 dozlar (1.43, 7.15, 14.3
ug/ml) Almanya’da tedavi amagli kullanilan dozlardir. Bu c¢aligmadan hareketle, vaka
grubundan alinan kanlarda KKD sikliginin incelenmesi yaninda, {iglincii bir grup olarak ayn1
kisilerin kan kiiltiirlerine 14 pg/ml Helixor ® P ekleyerek etkisi incelendi. Helixor ® P
eklendikten sonra KKD degeri 6,5 = 1,1 olarak bulundu. Bu deger vaka grubunun KKD
degeri (10,4 + 1,0) ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak olduk¢a anlamli oldugu goriildii
(p<0,001). Kontrol grubunun KKD degeri (6,1 + 1,3) ile karsilastirildiginda ise bir fark
gozlenmedi (p>0,05). Bussing ve arkadaglarinin yaptig1 calisma ile benzer sonuglar
aldigimiz ¢alismamizda, KKD’nin Helixor ® P eklenmesi ile oldukga diistiigii hatta ortalama
KKD degeri olarak kontrol grubunun ortalama degerinden biraz yiiksek olmasina ragmen bu

farkliligin istatistiki olarak anlamli olmadig1 bulundu.

Bussing ve arkadaslarinin yaptig1 bagka bir ¢alismada, Viscum album L.’un hizh
cogalan amniyon stvida KKD siklig1 ve proliferasyon indeksini gézlemislerdir. 10 kadindan
alinan amniyon sivida, Viscum album L.’un sulu ¢ozeltisi (Iscodor® P) tedavi edici
konsantrasyonda eklendiginde KKD sikligi ayn1 kalmig fakat yiliksek dozlarda verildiginde
ise 6nemli bir diisme gdzlenmistir. Proliferasyon indeksinin sabit kaldigi, yiiksek dozlarda

bile poliferasyonun diismedigi gozlenmistir (155).

Viscum album L. un igerigindeki maddelerden biri olan Lektin III’iin apoptozis
tizerine etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada dort saglikli bireyden alinan lenfositlerde KKD
siklig1 incelenmisgtir. ML III’tin 0.1, 1 ve 10 ng/ml konsantrasyonlarinin KKD siklig1
tizerinde 6nemli bir degisme gozlenmemistir. Bu durum VAL eksraktinin DNA stabilize
edici 6zelliginin ML III ile ilgili olmadig1 seklinde agiklanmistir. Yalniz bir kiside 1 ng/ml
ML III konsantrasyonunda KKD’de 6nemli bir diisiis gézlenmistir (156).

Calismamizda elde ettigimiz bulgular neticesinde, diger caligmalarla (121-133)
benzer sekilde pestisitlerin KKD sikligini arttirdigini belirledik. Diger ¢alismalarda (148-
153) da vurgulandigi gibi bu isi kendilerine meslek edinen bireylerin pestisitlere maruz

kalmalarindan dolay1 ortaya gikabilecek olumsuzluklart minumum diizeye indirebilmeleri
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icin Oncelikli olarak eldiven, gozlik, maske, koruyucu elbise gibi koruyucu oOnlemler
almalar1 gerekmektedir. Fakat ¢aligma grubumuzda da gézlemledigimiz {izere bu koruyucu
onlemler dikkate alimmamaktadir. Bu nedenle kisilerin ileride olusabilecek sorunlari
onlemek acisindan bilgilendirilmesi ve hatta koruyucu &nlemleri kullanimlari zorunlu hale
getirilmesi gerekmektedir. Bunun yam sira kullanilan pestisitlerin kullanim talimatlaria ve
kullanim dozlarina riayet etmelerinin resmi makamlarca denetlenmesi ile asir1 dozdan
kaynaklanabilecek dezavantajlar 6nlenebilir. Bu pestisitlerin denetimden yoksun almiminin,
kullaniminin ve kullanim dozlarmin belirlenmesinin en kisa zamanda denetim altina
alinmasi, hem pestisit uygulayan bireyler i¢in hem de ¢evre ve tiiketici bireyler agisindan
olduk¢a oOnemlidir. En kisa zamanda bir devlet politikasi olarak kimyasal kokenli
pestisitlerin kullaniminin engellenmesi ve buna alternatif olarak biyolojik kokenli dogal

pestisitlere gegisin yayginlastirilmasi gerekmektedir.

Calismamizda Viscum album L. un ekstraktinin KKD’de anlaml1 bir diislise neden
oldugu gozlendi. Avrupa’da kanser terapilerine yardimci olarak kullanilmakta olan Viscum
album L.’un KKD sikliginda artis gézlenen bireylerde de tedavi amagli kullanilabilecegini
disiinmekteyiz. Bu amagcla, pestisit uygulayan bireylere ve KKD sikliginda artisa neden
olabilecek meslek gruplarinda calisan bireylere koruyucu tedavi amaciyla uygun dozlarda

okse otu ekstraktinin verilebilecegi diisiincesindeyiz.
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OZET

Calismamizda son yillarda kanser vakalarinda belirgin bir artigin saptandigi,
Senirkent ilgesine bagh Biiylik Kabaca kasabasinda yasayan ve sulu tarimla aktif olarak
ugragan bireyler iizerinde KKD siklig1 arastirildi. Bu amagla pestisit uygulayan goniillii 30
kisiden alinan kan orneklerindeki KKD siklig1 ile yine ayni yorede yasayan ve pestisit
uygulamayan kontrollerin KKD siklig1 karsilastirildt ve Viscum album L.’un KKD sikligi

tizerine etkisi arastirildi.

Yas ortalamasi 36,3 + 9,5 olan vaka grubunun iki tanesi hari¢ tamaminin ortalama
18,6 = 8,9 yildir sigara igtigi, 21 kisinin ayni zamanda ortalama 12,2 £ 5,8 yildir alkol
kullandig1 yapilan anket sonucunda tespit edildi. Vaka grubunun hiicre basina diisen
ortalama KKD degerleri 10,4 + 1,0 olarak bulundu. Genel olarak, alkol alis siklig1 diginda
diger 6zellikleri bakimindan istatistiki olarak bir farkin olmadig1 kontrol grubunda ise hiicre
basina diisen ortalama KKD degeri 6,1 + 1,3 olarak tespit edildi. Her iki grup arasindaki fark
independent-t testine gore oldukca anlamli bulundu. Bu durum uygulanan pestisitlerin
bireyler tizerinde sitogenetik agidan zararmin oldugunu gostermektedir. Bu zararin
olusmasinda caligma grubumuzdaki bireylerin ¢ogunun pestisit uygularken hi¢bir koruyucu
onlem almamasimin da etkili oldugu diisiiniilmektedir. Calismamizda, yas, sigara igilmesi,
alkol kullanilmasi, alkol siiresi ve ilaglanan alan ile KKD siklig1 arasinda bir korelasyon
saptanmazken sigara i¢im siiresi, sigara miktar1 ve alkol siklig1 ile korelasyon oldugu

gbzlenmistir.

Viscum album L.un c¢esitli farmakolojik etkilerinden dolayr degisik hastaliklarin
tedavisinde hatta kanser tedavisine yardimci olarak kullanildigi bilinmektedir. Bazi kanser
vakalarinin erken teshisinde kullanilan KKD iizerine Viscum album L.’un etkisinin
arastirilldig1 calismalardan yola ¢ikarak KKD sikliginin oldukg¢a yiiksek bulundugu vaka
grubuna, tigiincii bir grup olarak Viscum album L ekstrakti eklendi. Viscum album L ekstrakti
eklendikten sonra KKD degeri 6,5 + 1,1 olarak bulundu. Bu deger vaka grubunun KKD
degeri (10,4 £+ 1,0) ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak oldukga anlamli oldugu goriildii
(p<0,001). Kontrol grubunun KKD degeri (6,1 £ 1,3) ile karsilastirildiginda ise bir fark
gbzlenmedi (p>0,05).

Bulgularimiz pestisit uygulamasi yapan bireylerin KKD sikliginin kontrollere
oranla 6nemli Ol¢iide yiiksek oldugunu gosterirken, bu durum ise pestisitlerin zararlarmnin
sitogenetik diizeyde olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda uygulanan dozdaki

Viscum album L ekstraktinin da bu zarar iizerinde iyilestirici etkisinin oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kardes kromatid degisimi, pestisit, 6kse otu.
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SUMARRY

In the research, The effects of Viscum album L. on sister chromatid exchanges, the
frequency of KKD was investigated between people who are familiar with agriculture, live
in Buyukkabaca, a town of Senirkent, where the number of cancer patients has increase
denormously. With this aim, the frequency of KKD in blood samples of 30 volunteer people
who use pesticide, was compared with the blood samples of control groups' people who
don't use pestisit, and then the effects of Viscum album L. on the frequency of KKD was

researched.

After filling out a questionare, it was fixed that, except two patients all patients
whose age avarage was 36,3 £ 9,5, have been smoking approximately 18,6 £ 8,9 years and
twentyone of these patients also have been drinking alcohol approximately 12,2 & 5,8 years.
The avarage number of KKD in patient group cells was found to be 10,4 + 1,0. In general,
in the control group, there weren't any statistical difference except the frequency of drinking
alcohol. However, the avarage KKD number was found to be 6,1 = 1,3. A significant
difference between two group was determined by using independend-t test. This situation
shows that pestisits cause sitogenetic defects on people. It might be a factor that many people
in the study group did'nt take measures to prevent the defects of pestisits when they use
them. Although, there wasn't found any correlation between age, smoking cigarettes,
drinking alcohol, the time of alcohol addiction, the area of using pestisit and the frequency of
KKD, It was shown that there was a correlation between the time of smoking addiction, the

number of cigarettes and the amount of alcohol.

Because of some pharmacological effects of Viscum album L., it is known that the
plant is used as an auxiliary in treatments of some illness even cancer. Starting out by survey
in which there were some investigations about the effects of Viscum album L. on KKD that
is used to diagnose some type of cancer in early stages. Viscum album L. extract was added
as a third group in patients group whose KKD frequency was really high. After adding the
extract of Viscum album L., KKD number was found to be 6,5 + 1,1 as this number
compared with the KKD number (10,4 = 1,0) of patient group, there was a statistical
significance (p<0,001). However, when it compared with the KKD number of control group,
there wasn't found any difference (p>0,05). Although, the findings are stated that the KKD
frequency of people who use pestisits; are very higher than the control groups peoples' KKD,
the condition should be the reason of the sitogenetic defects that pestisits cause. In the
research, it is indicated that the amount of Viscum album L. extract that was practised during

the search, benefit the defects of pestisits.

Key Words: Sister chromatid exchanges, Pesticide, Viscum album.
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ANKET FORMU
Ad1 Soyadu: Tarih:
Meslegi :
Cinsiyeti:
Yasti:
1. Su an sigara i¢iyor mu? EVET HAYIR

EVET ise;

Daha 6nce igti ise;

Kag yil igti?............

2. Alkol aliyor mu? EVET HAYIR
EVET ise;
Ne kadar siiredir i¢iyor?...............
Alkol alig siklig1 nedir?..............
(glin veya haftada)
Daha 6nce igti ise;

Ne zaman birakt1?...........

3. Kronik mide-barsak rahatsizlig1 var mi? EVET HAYIR
Evet ise hastaligi nedir? .....................

4. Kronik bobrek rahatsizligi var mi1? EVET HAYIR
Evet ise hastalig1 nedir? ......................

5. Kalp damar hastalig1 var m1? EVET  HAYIR
Evet ise hastaligi nedir? ......................

6. Karaciger rahatsizlig1 var mi1? EVET HAYIR
Evet ise hastaligi nedir? ......................

7. Hipertansiyonu var m1? EVET HAYIR

8. Seker hastalig1 var mi1? EVET HAYIR
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9. Son 2 hafta igerisinde;

Nezle-grip (burun akintisi): EVET HAYIR
Ishal: EVET  HAYIR
Sarilik: EVET HAYIR
Dudakta ucuk: EVET HAYIR

Ag1z i¢inde aft: EVET HAYIR

10. Varsa siirekli kullandigi ilaglar ve SUIEIETT ......ccceveievciiicieieiieii e

11. Son 6 ayda rontgen filmi ¢ektirdi mi? EVET HAYIR

12. Ilaglama sirasinda;

Koruyucu elbise: EVET HAYIR

Eldiven: EVET HAYIR

Maske: EVET HAYIR

Gozlik: EVET HAYIR
13. Kag yildir ilaglama yap1yor?.......c.cccccvveevveennnnee.
14. Kag doniim arazide ilaglama yapryor?............ccceeeuveneee.
15. Toplam kag¢ agaci var?...................

16. Hangi tarim ilaglarini kullaniyor? (/ hangi meyve-sebzeyi yetistiriyor?) (ilag isimleri)

17. Ilaglamay1 hangi yéntemle yapiyor?
Sirt pompasi: EVET  HAYIR
Pulvarizator: EVET HAYIR

18. Ailede kalitsal bir hastalik var mi? EVET HAYIR
Varsa hastaligi adi nedir?

19. ADRES:

20. TEL:

Ek 1. Calisma grubunu belirlemek i¢in bireylere uygulanan anket formu.



