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Bu caligmada, organik bir civa bilesigi olan Thimerosal’in ve S-9 lu ortamda
olusan metabolitlerinin , insan lenfositleri tizerindeki genotoksik, toksik ve mutajenik
etkileri arastirilmistir. Calismada; in vitro Kardes Kromatid Degisimi (KKD) ve
sitokinez blok mikronukleus (MN) teknikleri kullanilmis ayrica mitotik indeks (MI)

ve sitokinez blok hiicre proliferasyon indeksi (CBPI) hesaplanmustir.

Sodyum etil civa ve tiosalisilattan olusan bu bilesik, biyolojik {irlinlerde ve
asilarda ; 0.003 - 0,01% (30-100pg/ml) konsantrasyon araliginda bulunmakta ve
antibakterial , antifungal olarak kullanilmaktadir. 49,6% s1  civadan olusan
Thimerosal viicuda girdikten sonra etil civaya metabolize olmakta ve 6zellikle beyin
ve bobreklerde biriken ve membran ile DNA hasarina neden olan inorganik civaya

doniismektedir.

Bu calisma i¢in kullanilan kan o6rnekleri sigara kullanmayan saglikli ii¢
erkek bireyden alinmistir. Doz araligi asilardaki miktar1 goéz Oniine alinarak
belirlenmistir. Thimerosal, 100ul lik saf su ¢ozeltisi seklinde lenfosit kiiltiirlerine
eklenmis ve son konsantrasyonlar; 0,2 ug/ml 0,4 pug/ml 0,6 pg/ml olacak sekilde
ayarlanmistir. Negatif kontrol hiicre kiiltlirlerine, 100ul lik saf su, pozitif kontrol
hiicre kiiltiirlerine ise 2pg/ml lik mitomisin-C yada S-9 kullanilan kiiltiirlere

siklofosfamid (cyclophosphamid) (1,4pg/ml) eklenmistir.

Sonuglar tek yonlii varyans analizinde degerlendirilmistir. Istatistiksel
analizde SPSS windows 11 post hoc analiz LSD testi uygulanmistir. Sonuglar
kontrol guruplariyla kiyaslandiginda; KKD ve MN orani1 diiserken MI ve CBPI orani
artmistir. KKD ve MI degerleri S-9 un varligindan etkilenirken MN ve CBPI

degerleri etkilenmemistir.

ANAHTAR KELIMELER; Thimerosal , mutajenite, toksisite, mikronukleus



ABSTRACT
In this study, the genotoxic, toxic and mutagenic potential of thimerosal, an
organic mercury compound, and the metabolite of thimerosal in cultures with S-9
were investigated in human lymphocyt cells, using Sister Chromatid Exchange
(SCE), micro nucleus (MN), mitotic indeks (MI) and Cytokinezis blok cell
prolipheration indeks (CBPI).

This compound (sodium ethyl mercury-thiosalicylate) is an antibacterial and
antifuncal in biological production and vaccines, in concentrations ranging from
0.003 to 0,01% (30-100pg/ml). Thimerosal containings 49,6% mercury weight and
realises ethyl mercury as a metabolite. In the body ethylmercury can be converted to
the inorganic mercury , which then preferentially accumulats in the kidneys and

brain inorganic mercury is known to induce membran and DNA demage.

The study was carry out by using blood samples from three healty
nonsmoking male donors , aged 25 years. The dose range was selected according to
amount in vaccines of thimerosal. Thimerosal was added to cell cultures in 100ul of
double-distilled water to final concentrations of 0,2ug/ml 0,4 pg/ml 0,6 pug/ml.
Negative  control cell cultures received 100ul of water without thimerosal.
Mitomycin C (2ug/ml) or cyclophosphamide for culture with S-9 (1,4pg/ml) was

used as a positive control.

Data were compared by one-way variance analysis. Statistical analysis was
performed using the SPSS for Windows 11 package program post hoc analysis was
performed by lest significant difference (LSD) test. The results of the frequency of
SCE , MN, and the values MI and CBPI for each dose and control groups are
compaired. All doses of Thimerosal caused the increase in the frequency of
SCE,MN, and a decrease in the frequency of MI, CBPIL. Values of SCE and MI
were affected from S-9 and values of MN CBPI were not affected from S-9.

KEY WORDS; Thimerosal, mutagenity, toxicity, micronucleus
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1. GIRIS

Ticari ismi Merthiolate olan Thimerosal 1929 da, ELI LILLY adli bir ilag
sirketi tarafindan antibakteriyal ve antifungal olarak as1 ve diger bilesiklerde

bakteriyel kontaminasyonu 6nlemek amaciyla piyasaya sunulmustur.

Thimerosal’in  kimyasal formiili CoHoHgNaO,S diir. Ve viicutta
ethylmercury (etilciva) (C;HsHg") ve thiosalicylate (tiosalisilat) a metabolize oldugu

belirlenmistir[1].

Sinonimleri; ethyl-2-mercaptobenzoato (2-) — O, S --mercurate sodium,
mercury ( (o-carboxyphenyl) thio) ethyl sodium salt, mercurothiolate, merzonin
sodium, SET, sodium ethylmercuric thiosalicylate, sodium merthiolate,
thimerosalate, thiomersalate, merfamin, merthiolate, merthiolate sodium, merzonin,
nosemack, merseptyl, 2-mercaptobenzoic acid mercury complex, elcide 75,

thiomersal, ethylmercurithiosalicylic acid sodium salt.

Kullanimz; ilaglarda anti fungal, anti bakterial ve koruyucu olarak kullanilmaktadir.
Fiziksel 6zellikleri;

Molekiil formiilii; CoHoHgNaO,S

Molar kiitlesi; 404.81 g/mol

CAS No: 54-64-8

Sudaki ¢oziiniirligii: 1000 g/1 (20 °C)

Thimerosal (thiomersal, mercurothiolate), 1930’lardan beri asilarda, goz
damlalarinda ve kontakt lens soliisyonlarinda yaygin olarak kullanilan organik bir
civa birlesigidir. Asilarin igeriklerine eklenen bu madde, viral kiiltiirlerde bakteri
cogalmasini Onlemek, antijen ve antikorlar1 stabilize etmek i¢in kullanilmaktadir.

Rutin immiinizasyon (asilama) semasinda Onerilen bazi asilarda (6rnegin DBT



asilari, hepatit B ve bazi hemofilis influenza asilari...) bu maddenin olmasi son
yillarda tartismalar yaratmaktadir. Ciinkii, agirliginin %46.9’unu olusturan civanin
yasamin erken doneminde alinmasinin, ¢ocugun ndrolojik gelisimini ne sekilde

etkileyecegi tam olarak agik degildir[1].

Dogada organik civa bilesikleri cogunlukla metil civa seklinde, en ¢ok tath su
baliklar1 ve bu sularda yasayan diger canlilarda bulunmaktadir. Balik yiyen kuslar ve
memeliler yiiksek oranda metil civaya maruz kalabilmektedir. Thimerosal’deki civa
ise etil civa seklinde olup organik molekiillere baglandigi i¢in viicutta serbest olarak
dolasmaktadir. Bununla birlikte bu organik civa bilesiginin hangi dozlarda nérolojik
gelisimi bozacagi tam olarak belirlenmemistir. Ayrica FDA tarafindan simdiye
kadar metil civanin giivenlik araligi tanimlanmis ( glinde en fazla 0,4 ug/kg) olsa da

etil civanin kullanimi i¢in yazili bir bilgi yoktur [1].

Civanin, oOzellikle yenidogan ve anne karnindaki bebeklerin santral sinir
sistemi igin toksik oldugu belirlenmistir. Gebelerde sa¢ ve kanda civa Olglimiiniin
yapilabildigi ancak bu 6l¢iimlerin bebekteki norolojik yan etkilerle her zaman iliskili

olmadig1 belirtilmektedir[1].

Ozellikle birden ¢ok dozu igeren asi paketlerinde, bu madde yaygin olarak
bakteriyel kontaminasyonu engellemek icin kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle DBT
multidoz as1 flakonlarindaki thimerosal kisa siireli bakteriyel kontaminasyonlari
onleyememekte, kullanilan konsantrasyonlarda ideal bir koruyucu madde olarak
goriilmektedir. As1 flokanlarinin kontaminasyonu en ¢ok flakon tipasinin yiizeyinden

gelen mikroorganizmalarla oldugu bildirilmektedir[1].

Deneylerde neoplastijen ve teratojen oldugu rapor edilmistir. Solunmasi ya da

yutulmast durumunda ya da deriyle temasi halinde de zararli oldugu belirtilmistir[2].

Thimerosal asilardan baska tibbi iirlinlerde de kullanilmaktadir. En genis
kullanim alan1 ¢ocuk asilama programlarindaki asilarda bulunmaktadir. Fakat 2001

yilindan beri yan etkilerinden dolayr yogun olarak arastirilmaya baslanmistir.



Genotoksik etkileri ¢ok az sistemde c¢alisilmis ve elde edilen sonuglarin yetersiz ve
tartismali oldugu bildirilmistir. Mutajenik etkilerine iliskin hicbir ¢alismaya
rastlanmamustir. Sinir sistemi hiicrelerinde ve fibroblastlarda yapilmig genotoksisite
calismalari az sayidadir [3,4]. Ball ve ark. [5] a gore Thimerosal’iin toksik etkilerinin

icermis oldugu civa agir metalinden kaynaklanmis oldugu bilinmektedir[5].

Civa (Hg) volkanlardan erozyonla dogal olarak olusan metaldir fakat
antropojenik kaynaklar bu kirlenmeyi arttirmistir. Hg’nin ¢evredeki en genel formu
element haldeki Hg (Hg"), metil ve etil gruplar eklenmis olan Hg bilesikleri gibi
organik bilesiklerdir. Thimerosal, organik radikal olarak adlandirilan etil civa
(EtHg) ihtiva etmektedir. EtHg salisilik asitin thiol gruplarina baglanir. Hg’nin en
onemli biyokimyasal 6zelligi siilfidril gruplarma olan ilgisi araciligi ile merkaptid
olarak isimlendirilen bilesigi olusturmasidir. Havaranisab ve Hultman [6] tarafindan
cesitli civa bilesiklerinin hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevlerinin artisina neden oldugu

ve bu artigin glutatyon seviyesindeki diisiisle iliskili oldugu bildirilmistir [4].

Kemiricilerde yapilan in vivo c¢alismalarda genotoksik veriler elde edilmis
fakat yeterli olmadigi rapor edilmistir. Avrupa’da bulunan bir ¢alisma grubu
tarafindan genotoksik etkilere iliskin sadece iki raporun gecerli oldugu Miller [7]

tarafindan bildirilmistir.

Bu calismada; tip diinyasinda {izerinde biliyiik tartismalarin oldugu
Thimerosal’in insan lenfositleri lizerindeki genotoksik mutajenik ve toksik etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica testlerde S-9 aktivasyon sistemi kullanilarak
Thimerosal i¢in in vivo ortam yaratilip, metabolitlerinin etkilerinin de aragtirilmasi

amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. THIMEROSAL

C 1=

Sekil 2.1: Thimerosal’in kimyasal formiilii [8].

Ticari ismi Merthiolate olan Thimerosal 1929 da bir ilag¢ sirketi olan ELI
LILLY tarafindan antibakteriyal ve antifungal olarak asi ve diger bilesiklerde

bakteriyel kontaminasyonu 6nlemek amaciyla piyasaya sunulmustur| 1,2].

Thimerosal in kimyasal formiili CoHoHgNaO,S diir. Viicutta etilciva
(C,HsHg") ve tiosalisilat (thiosalicylate) a metabolize oldugu ve beyin ve bobrekte
biriktigi belirtilmistir [8].

Thimerosal’in toksisitesi icerdigi civa bilesiginden kaynaklanmaktadir.
Ciinkii civa bilesiklerinin yagda erime 6zellikleri fazladir.  Civa bilesikleri 6zellikle
membran (zar) yapisinda bulunan proteinlere baglanarak hiicre zarlarinin iglevlerini
bozarlar; akiciligi kaybolan membran sertleserek hiicrenin ¢abuk yaslanmasina neden
olur. Beyin hiicrelerinde onlara 6zgli norotiibiil denilen yapilar vardir. Civa

ndrotiibiil yapimini saglayan tubulin adl1 yapiyi tahrip etmektedir[9].

Civa su formlarda olabilir;
Elemental (metalik) civa: Hg (Hg°),

Inorganik (merkurik) civa: Hg (Hg? Hg)



Organik civa: organik bilesikler olarak (etil civa, metil civa ve fenil civa)

Civanin karbon atomu veya karbon igeren bilesiklerle birlestigi formudur.
Civanin en toksik formudur. Organik civanin en sik karsilasilan formlari; metil civa
ve etil civadir. Elementel civa; mekkiirik merkiiriye ( Hg?) oksidize olur. Bu bilesik
te mikroorganizmalar tarafindan MeHg ye metillenmekte ve sucul organizmalarda

birikmektedir[6].

Bu civa formlarindan, Thimerosal’de bulunan ve mikroplari tahrip eden esas
etken etilctvadir. Thimerosal EtHg den olusmakta ve salisilik asitin tiol
guruplarindaki stilfiir atomuyla reaksiyona girmektedir. Dokulardaki alinimindan
hemen sonra EtHg hizl1 bir sekilde tiosalisilik bilesiginden ayrilmakta ve gidip doku
proteinlerindeki tiollerle baglanmaktadir[6]. Yine son zamanlardaki ¢aligmalar metil
merkiirinin metil merkiiri sisteine doniistiigli bildirilmistir. Yine metil civanin immiin

sistem lizerine baskilayici bir etkisinin oldugu savunulmaktadir[6].

Organik civa formlar1 yagda eriyebilir. Kan-beyin bariyerini ve plesantay1
kolaylikla gecebilirler. GIS (gastrointestinal sistem sindirim sistemi) kanalindan en
hizli emilen civa formudur ve metalik civada oldugu gibi organik civa buhari deriden
ve akcigerlerden emilebilir. Sadece metil civa deriden emilemez. GIS kanalindan
emilen metil civa hizla kana geger ve beyinde merkurik civaya (inorganik form)
dontisiir. Bu doniisiim oldukca yavastir. Etil civa igeren Thimerosal ise beyin
tarafindan alinir ve Once etil civaya sonra merkurik civaya doniisiir. Bu doniisiim
daha hizlidir. En 6nemli hedef organ beyindir. Disaridan merkurik civa seklinde

alindiginda en 6nemli hedef organ ise bobrektir[10].

hedef organlar ;

—

Civa buhart: Beyin ve bobrekler

2 Metil civa : Beyin

3. Thimerasol: Beyin

4.  Merkurik civa(civa klorid):Bobrek [10]

Toksisite Dereceleri: HG’<HG+><Metil Civa-Etil Civa



Bu bilesigin (Thimerosal) asilardaki ve diger tirlinlerdeki miktari; %0.0003-
0.01 (30-100 pg/ml ) diir. Ve ortalama her dozda 12,5-25ug arasinda civa bulunur[5,
11,12]. inorganik civa membran ve DNA hasarlarina neden olmaktadir[13,14]. Hiicre

kiiltiirlerinde mutajeniteye ve DNA kiriklarina neden oldugu bulunmustur[15].

Etil civa pek ¢ok organdaki inorganik civa miktarin1 arttirabilir. Etil civa
hiicre membranin1 hizli bir sekilde gecer ve beyin gibi hayati organlarda inorganik

civaya doniiserek birikir[16].

7 Temmuz 1999 da AAP (Amerikan Pedriatri Akademisi=American
Academy Of Pediartics) ve USPHS (Amerikan Halk Sagligi Servisi=Healthy
Lifestyles Program of the Commissioned Corps of the United States Public Health
Service) tarafindan; civa iceren bir bilesik olan Thimerosa’lin asilardan ¢ikarilmasi
konusunda ¢agri yapilmustir[17]. Bu olaydan sonra FDA (Gida Ve Ilag Ajansi

=Food And Drug Administration) tarafindan bir risk degerlendirmesi yapilmistir.

Bu degerlendirme; riskin tamimlanmasi, doz-cevap degerlendirilmesi,
maruziyetin degerlendirilmesi ve riskin karakterizasyonu konularini icermektedir.
FDAya ek olarak EPA (U.S. Enviromental Protection Agency=Cevre Koruma
Ajans1), WHO (Diinya Saglik Orgiiti=World Health Organization ), ATSDR(Toksik
Maddeler Ve Hasar Tescili Ajansi= Agency for Toxic Substances and Disease
Registry) tarafindan da caligmalar yapilmistir. Bu calismalar toparlandiginda su

sonugcler elde edilmistir;

-Akut yliksek dozda; norotoksisite ve nefrotoksisite
-Diistik dozda; azalan etkiler (metil civa etil civadan daha toksik)
-Kronik diistik dozda ; nérolojik anomaliler gozlemlenmis ve ¢alismalarda gecikmis

tip hipersensitivity (asir1 duyarlilik) ortaya konulmustur[18].

Yanitlar; immiinizasyon (asilama) tablosuna, asinin formiilasyonuna ve
cocugun agirligma baghdir. Ayrica bu etkiler ilk altt ay boyunca gitgide
artmaktadir[18].



Thimerosal ile ilgili yapilan hayvan ¢alismalarina gore;

Squirrel Monkey’ lerine diisiik dozda (1-6ug/kg/ giin ) Thimerosal
verildiginde; bunun inorganik civa doniistiigii goriilmiistiir. Bu civa yiiksek miktarda
bobrekte ve nisbeten daha diisiik miktarda beyinde saptanmistir. Hem bdbrekte ve

hem de beyin de histopatolojik (dokusal) degisimler belirtilmistir[§8].

Tavsan ve sicanlara 7 giin siireyle %1 lik soliisyonlar seklinde Thimerosal
verildiginde; maksimum tolerans diizeyinin, sican larda 45mg/kg, tavsanlarda ise
20 mg/kg saptanmis ayrica bazi tavsan tiirlerinde Thimerosal’in etkileri bobreklerde

ve intestinal kanalda lezyonlar seklinde kendini gostermistir[19].

4 kopege kilogramlart basina 2mg lik Thimerosal %1 lik soliisyonlar halinde
7 gin verilip otopsileri incelendiginde; mindér mikroskobik doku degisimleri
gbzlemlenmistir. Ayni soliisyon giivercinlere intraperitonal olarak verildiginde;

siddetli agrilara ve strese neden olmustur[19].

Karsinojenik c¢alismalarda; Fischer ratlarinda ; subkutan olarak 2 haftalik
ratlara 1 yil buyunca 30-1000pg/kg lik Thimerosal uygulamalari1 sonucunda kontrol
gurubuna kiyasla %5-14 arasinda agirlik kayb1 gozlenmistir[20].

Magos ve ark.[16], yetiskin ratlara 5 giinlik es dozda etil ve metil civa
uyguladiklarinda ( 8-9,6mg/kg ); etil ve metil civanin norotoksisitesi benzer olmakla

birlikte beyinde etil civa hasar1 daha fazla gézlenmistir[16].

Gotz ve ark[4] in vitro olarak Thimerosal’i; cytochalasin-B blok
mikronukleus teknigiyle ,insan lenfositlerinde ¢alismiglardir. Calismalarini
Glutatyon-S-Transferaz ~ enziminden yola ¢ikarak yiiriitmislerdir. Bu enzim;
Thimerosal’in ve Thimerosal’in metabolitlerinin detoksifikasyonunda (toksisitesinin
giderilmesinde) gorev almaktadir. 0,6pug/ml lik Thimerosal igeren diizenekte
mikronukleus seviyesinde negatif kontrolle kersilastirildiginda anlamli bir artis

meydana gelmistir[4].



Baskin ve ark.[21], tarafindan Thimerosal’in toksisitesi in vitro olarak; insan
serebral kortikal noronlarinda ve normal fibroblast hiicrelerinde arastirilmustir.
Fluoresan teknigi ile 6-diamino-2-fenilindole dihidroklorid (DAPI) ile boyanan
hiicrelerde DNA hasarlar1 belirlenmis ve Olii hiicreler sayilmistir. Thimerosal’in
125nM den 250uM e kadar konsantrasyonlarinda c¢alisilmig ve fluoresanla
isaretlenen nukleuslar analiz edilmistir. Thimerosal’in toksisitesi elle yapilan
sayimlarda 2 pM den itibaren gozlemlenirken Mikro Plate Reader yontemiyle ise 1
UM den itibaren tanimlanmistir. Toksisitenin bu ilk isareti inkiibasyondan iki saat
sonraki gozlemlerde DAPI ya karst membran permabilitesinin yiikselmesiyle ortaya
cikmistir. Alt1 saatlik inkiibasyondan sonra ise DNA kiriklari, caspase-3-aktivasyonu
ve morfolojik olarak apoptozis isaretlerinin gelisimiyle sonuglanmistir. Ve onlar
sonu¢ olarak Thimerosal’in toksisitesinin hesaplanmasinda fluoresan tekniginin

kullanilmasini ¢ok avantajli bulmuslardir [21].

Gaiger ve ark. [22]" a gore ¢ocuklar Thimerosal’e ¢ocukluk cagi asilari
yoluyla (TCVs) maruz kaldiklarin1 belirterek , bu maruziyet ve sinir sistemi gelisim
bozukluklar1  arasindaki baglantiy1  ekolojik bir arastirma ¢alismasiyla
agiklamislardir. Iki farkli calisma yapilmistir. birinci ¢alismada ; 1997-2001 yillari
arasinda kullanilan timerosalsiz Difteri- Tetanoz- Acellular Pertuccis(DTaP) (difteri
ve tetanoz toksinleri ve hiicresel olmayan bogmaca asilari) asilariyla ,timerosal
iceren DTaP asilarinin maruziyet etkileri karsilastirilmis ve Thimerosal’li asilara
maroz kalanlarda otizm oraninin arttigini, konusma bozuklugu, mental retardasyon,
kisilik bozuklugu oranlarinin arttifini rapor etmislerdir; ikinci ¢aligmada ise 1992-
1997 arasinda dogan ve 1,2,3 ve 6. aylarinda Thimerosal i¢eren asilara maruz kalan
cocuklarda sinir sistemi gelisim geriligini arastirmislardir. Buradada yine benzer

sonuclar bulmuslardir[22].

Michelle ve ark.[23], in vitro ortamda; insan neuroblastoma (SK-N-SH) hiicre
dizilerinde mitokondri araciligiryla Thimerosal bagimli apoptozisi arastirmiglardir. 5
uM Thimerosal ile muamele edilen insan neuroblstoma hiicrelerinin ikinci saatte
biiziildiikleri ve apoptozis belirtisi baz1 degisimler gdzlemlemislerdir. Thimerosal

muamelesinden sonra canli hiicreler MTT testi ile laktat dehidrogenaz aktivitesi



(LDH) bakilarak sayilmistir. 24 saatlik Thimerosal muameleli hiicrelerde hem
apoptozis hemde oncosis ve necrosis gozlenmistir. apoptotik yolaga sapilmasinda
etmen; mitokondrial kaskadin harekete ge¢mesidir. Hem organik hem de inorganik
civa molekiillerinin depolandigi organel mitokondridir. Merkiiri molekiiliiniin
artistyla mitokondriden cytocrom-c akisi olur. Uygulamanin 8. saatinde Kaspaz-9
parcalanir. Kaspaz-3 aktivitesinin maksimuma ulagsmasini takiben 24. saat de
poly(ADP-riboz) polimeraz (PARP) 85kDa luk fragmentten ayrilir. Bu isaretlerden

sonra mitokondri aracilig1 ile olusan apoptozis baglamig olur[23].

Seunghwan ve ark. [24] ; Hela —S epitel hiicrelerinde Thimerosal bagimli
sitotoksisiteyi ¢aligmiglardir. Bu calisma ile sitotoksisitedeki araci olayin ROS
(reaktif oksijen tiirevleri) oldugu saptanmigtir. Thimerosal’daki artiga bagli olarak
hiicrelerin yasayabilirligi azalmis, hiicre i¢i glutatyon seviyesi diismiis, kaspaz-3
aktivasyonunun artisiyla apoptozis orani artmis ve genomik DNA pargaciklarinin
artistyla mikronukleus orani artmistir. Testte Thimerosal’le muameleden sonra 6lii

hiicreler typan blue exclusion testiyle sayilmistir[24].

Kim ve ark. [25]’a gore timerosalin toksisitesi genelde ROS olusturmasindan
kaynaklanmaktadir. Kiiltiire alinan memeli hiicrelerinde; Thimerosal’in, ROS lardan
Ozellikle hidrojen peroksiti arttirdigini belirtmislerdir. Ancak hiicredeki morfolojik
degisimler ve hasar sadece hidrojen peroksit degil diger reaktif oksijen tiirevlerinin

ortaklasa caligmasiyla olmaktadir [25].

Silva ve ark. [26]; insan lenfosit hiicrelerinde, civa ve metil civanin hiicreler
tizerindeki toksik etkilerini mikronukleus ve kromozom aberasyonu teknigiyle
calismiglar ve her iki bilesigin de 0,1-1000pg/ml dozlarinda negatif kontrollere
kiyasla anlamli degisiklikler saptamislardir[26].

Havarinasab ve Hultman [6]" 1n derledikleri ¢aligmalarina gore; hem organik
etil civa (EtHg) hemde organik metil civa (MtHg) molekiilleri inorganik civa ya gore
immiin sistem iizerinde daha baskilayic1 bir etkiye sahiptir. Inorganik civa ise; civa

duyarli immiin sistemle etkilesime girerek immiin sistemi uyarir. Ayrica bu molekiil



antinukleolar antikor hedefli fibrilleri ve 1Q (sistemik immiin kompleksi) ile
etkilesime girebilir. Iste bu duruma genel olarak; HglA (Hg-bagimli otoimmiinite)

sendromu denir.

Duyarli genotipe sahip farelerle son zamanlarda yapilan ¢aligsmalara gore; es
dozda Hg ve MeHg ile yapilan arastirmalarda; inorganik civa immiin sistem
bilesenleriyle daha hizli etkilesime girmektedir. Organik civanin immiin sistemi

etkilemesi i¢in dncelikle inorganik civaya doniismesi gerekmektedir[6].

2001 de IOM (Institute Of Medicine=Uluslararasi Tip Enstitiisii)
toplantisinda timerosalin dogrudan olarak kalp sinir sistemi bozukluklar1 iizerinde
etkisinin bulunup bulunmadigini tartismislar ancak bir sonuca varamamislardir. Bu
olaydan sonra ilk kez Mark R. Geier ve David R.Geier (2003) tarafindan
epidemiyolojik calisma yapilmistir. 1992-2000 yillar1 arasinda; Thimerosal igeren
difteri-tetanoz-tiim hiicre bogmaca asilar1 (DTWCP) ve Thimerosal iceren DTaP ile
Thimerosal icermeyen DTaP asilarina maruz kalan ¢ocuklar karsilastirilmistir.
Asilarla alinan civa dozuna baglh olarak kalp hasarlar1 ve sinir sistemi gelisim
gerilikleri ortaya ¢ikmistir. Onlarla gore ¢cocukluk ¢aginda asilarla aliman civanin her
75-100pg 1 gelisme geriliklerinde 2-6 kata kadar bir gerilemeye neden
olmaktadir[27].

Wilson ve ark[28]; Thimerosal’i ve fenolii bir parazit olan Leishmania’nin
kullanildigt Montenegro Deri Testi ile test etmisler ve ikisinin benzer yanitlar

olusturduklarini rapor etmislerdir[28].

Toshiko ve ark.[3]; asilarda koruyucu olarak kullanilan timerosalin iki
haftalik ratlarin beyin ndronlart lizerindeki etkileri flov sitometri (Flow Cytometer)
yontemi kullanilarak floresan boyalarla saptanmigtir. Thimerosal ve metil merkiiri
kullanilmigtir. Her iki maddeninde 0,3 den 10uM a kadar olan konsantrasyonlari
hiicre i¢i kalsiyum Ca'? seviyesini anlamli derecede arttirmistir. 10uM Thimerosal
Ca' seviyesini 10uM metil merkiiriye gére daha az arttirmistir. Ancak aradaki bu

fark anlamli olacak kadar bariz degildir. Ca™ seviyesindeki bu artis iki sekilde
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meydana gelmis olabilir. Ya uygulanan ajanlar hiicre zarmin gecirgenligini

arttirmuslardir. Ya da hiicre icindeki stok Ca' u serbest hale doniistiirmiislerdir[3] .

Kelley ve ark.[29] Thimerosal’i in-vitro ortamda SK-N-SH hiicreleri ile 0-10
uM arasinda muamele ettiklerinde; doza bagh olarak; hiicre i¢i kalsiyum
seviyesinde ve ROS da artis gbzlenmis ve mitokondri tetikli apoptozis yolaginin
harekete gectigi tesbit edilmistir. Ve bu olayda hiicre icerisinde en cok etkilenen

organelin mitokondri oldugu gézlemlenmistir[29].

Michael E. Pichichero ve ark.[30] ’a gore Insanlar balik yiyerek civaya azda

olsa maruz kaliyorlar. Tuna baliklarinin 171gr’inda 2-127 pg civa bulunmaktadir.

Ueha-Ishibashi ve ark. [31] tarafindan geng¢ si¢anlarin timus bezi
lenfositlerinde Thimerosal’in sitotoksik etkileri incelenmistir. Floresan prob
kullanilarak sitometrik yontemle hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu ve membran
potansiyeli 6l¢iilmiis apoptotik hiicreler ve o6li hiicreler sayillmistir.  3uM
Thimerosal’le 60 dk inkiibasyon yapildiginda membran gecirgenliginde

diizensizlikler ve hiicre 6liimleri negatif kontrollere gére anlaml diizeyde artmistir.

2.2.ASILAR VE THIMEROSAL

Cocuk asilarindaki Thimerosal miktar1 WHO  tarafindan diizenlenir[2]. Bu

miktarlar;

Hepatit-B; 25 ug (12,5 pg civa)
Haemophilus influenza-B; 50 pg (25 pg civa)
Difteri tetanoz bogmaca (tiim hiicre ya da hiicresel); 50 pg (25 pg civa)

Asilarla birlikte alinan Thimerosal miktart,
Dogumda; 12,5ug

2. ayda; 62,5 ug

4.ayda; 50 pg
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6. ayda; 62,5 ug
18.ayda; 50 pg,
Toplamda; 237,5 pg dir.

Yine ek olarak bazi populasyonlarda yasamin ilk 18 ayinda toplam iig
influenza (grip) asis1 yapilmaktadir. Boylece 18 aylik toplam Thimerosal miktar1 275
ng a cikmaktadir[22].

1980’11 yillarin ortalarinda sadece karma (difteri-tetanoz-bogmaca), ¢ocuk
felci ve kizamik asilar1 uygulamiyordu ve bunlardan sadece karma asi civa
icermekteydi. Iki yasina kadar 4 kere asilanan gocuk ortalama (4x25)= 100 pg
thimerosal almaktaydi. 1990 yillarin basinda menenjit (HiB) ve sarilik (Hepatit B)
asilart da rutin asilar arasina katilmaktaydi. Boylece 2 yasindaki bir ¢ocugun
enjeksiyon yolu ile aldigi civa miktar1 100 pg’dan 237.5 pg’a yiikselmis oldu.
Coklu dozlarla yapilan toplu asilamalarda ise risk daha da biiyiimekteydi. Ciinkii as1
sisesi iyi calkalanmadiysa sisenin sonunda kalan bolimii

alanlardaki civa miktar1 daha da ytlikselmekteydi [32].

Cizelge 2. 1. Asilarin icerdigi civa miktarlar1 [32].

Toplam

Yil As1 Civa/doz Doz sayisi Kiimiilatif civa
civa

1980 ortalar1 Karma (DTP) 25 ug 4 100 pg 100 pg

1980 sonlart Menenjit (HiB) 25 ug 4 100 pg 200 pg

1990 baslar1 Sarilik (Hepatit B) 12,5 ug 3 37,5 ng 237,5 ng

Thimerosal sadece karma as1, hepatit (sarilik) asisi, HiB (menenjit) asis1 ve
grip asilarinda bulunabilmektedir. Bakanligin saglik ocaklarinda yaptirdigi karma
as1, hepatit asisi, menenjit asis1 Thimerosal igerirken, eczanelerde satilan bu asilarin
cogu artik Thimerosal igermemektedir. Grip asisi ise nerede satilirsa satilsin halen
Thimerosal icermektedir. Agizdan verilen cocuk felci asis1 ve kizamik asisi

Thimerosal igermemektedir[32].
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Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii tarafindan yayimlanan habere gore
"Tiirkiye'de halen DBT (difteri-bogmaca-tetanos), Hepatit B, TT (tetanos), Td
(tetanos, difteri), kizamik, OPV (cocuk felci), BCG (verem) asilarinda koruyucu
olarak Thimerosal bulunmaktadir”. Genel olarak asilarda adjuvan olarak aliiminyum
hidroksit, koruyucu olarak Thimerosal ile antibiyotikler ve stabilizator olarak da
magnezyum klorid bulunmaktadir. Saglik Bakanligi’na tedarik edilen Kizamik,

OPV, BCG ve kuduz asilarinda koruyucu olarak Thimerosal bulunmamaktadir[32]

Cizelge 2.2. 1999’da Amerika’da bir bireyin yasaminin ilk 6 ayinda, ¢ocukluk cagi
asilarindaki Thimerosal vasitasiyla maruz kaldiklari civa miktari[5].

ASI MINIMUM CiVA DOZU MAKSIMUM CiVA DOZU
DTaP X 3 Opg 75 ng

Hib X 3 Oug 75 ug

Hepatitis B X 3 Opg 37.5 ng

Hib-Hepatitis B X 2 0 ug Firmaya gore degisir
[Influenza] [12.5 pg] [12.5 pg]

TOPLAM [12.5 ug] 187.5 ng [200 u]

Cizelge 2.3. Bir bireyin yasaminin ilk 2 yilinda, ¢ocukluk cagi asilarindaki
Thimerosal yoluyla maruz kaldigi civa miktarlari[5].

ASI MINIMUM CiVA DOZU MAKSIMUM CiVA DOZU
DTaP X 4 0pug 100 pg
Hib X 4 0ug 100 pg
Hepatitis B X 3 0 ug 37.5 ug
Hib-Hepatitis B X 3 Opg Firmaya gore degisir
[Influenza] X 3 [37,5 ng] [37,5 pg]
TOPLAM [37.,5 ng] 237.5 ug [275 pg |

Thimerosal ile ilgili tartismalar Amerikan baskan1 Kenedy’nin yegeni

tarafindan bazi asilarin i¢inde bulunan civanin (Thimerosal) otizme neden
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olabilecegi fikrinin savunulmasiyla baslamis ardindanda tip diinyasinda biiylik bir
tartisma baslamistir. Civa bilesiklerinin yagda erime 6zelligi fazladir. Beyin ve sinir
sistemi hiicrelerinin biiyiik bir boliimii yagdan olustugu i¢in civadan en ¢ok onlar
zarar gorlrler. Civa ozellikle zar yapisindaki proteinlere baglanarak hiicre zarinin
islevini bozar. Akicilig1 kaybolan zar sertleserek hiicrenin ¢abuk yaslanmasina
neden olur. Beyin hiicrelerinde ndrotiibiil denilen yapilar vardir. Civa, ndrotiibiil
yapimini saglayan tiibiilin yapisini1 bozmaktadir. 7 Temmuz 1999°da Amerika AAP
ve PHS bilesik bir toplant1 yaparak kesin bir kanit olmamasina ragmen bir 6nlem
olarak Thimerosal’in (civa) asilardan ¢ikartilmasina karar vermisglerdir[12,17]. O

tarihten itibaren ABD’de civa kademeli olarak asilardan ¢ikartilmistir [9].

Cesitli kurumlarca hesaplanan giinliik civa alim limiti[5];
EPA ; 0,1 pg/kg vicut agirligi/giin
ATSDR; 0,3 pg/kg viicut agirligi/giin
FDA; 0,4 pg/kg vicut agirhigi/giin
WHO; 3,3 pg/kg vicut agirligi/giin[5,18]

Michael ve ark.[30] DTaP, hepatid-B, Influenza-B tipi asilara maruz kalan, alt1
aylik ve daha kiiciik 40 cocuk ve ayni asilara Thimerosal’siz maruz kalan 16
cocuktan, kan, idrar ve diski drnekleri alip civa dlgiimleri yapmuslardir. Olgiimler
astlamadan sonraki 3-28 giinler arasinda yapilmistir. Organik ve inorganik toplam

civa miktar1; Cold Vapour Atomic Absorbtion yontemiyle dl¢iilmiistiir[26].

Cocuklarin asilarla maruz kaldiklar1 civa miktarlart;
2 ayliklarda; 45,6pg (37,5ug—62,5ug)
6 ayliklarda; 111,3png (87,5ug—175ug)[30].

Kan dl¢timlerinde tesbit edilen civa miktart;

2 ayliklarda; 3,75-20,55nM/L arasinda degisirken,

6 ayliklarda; tiim degerler 7,5 nM/L nin {izerinde ¢ikmustir.

Idrar degerleri kana gore daha diisiik ¢ikarken diski degerleri daha yiiksek ¢ikmustir.
2 ayliklarda; 82ng/ g kuru digk agirlig
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6 ayliklarda; 58ng/ g kuru digk1 agirligi[30].

Timerosal’in kandaki yar1 émriiniin 7 giin oldugu tesbit edilmistir.
Civanin toksisitesi;

Civanin formuna

Dozuna

Giris yoluna

Maruziyet siiresine baglidir[30].

2.3.CESITLI CIVA FORMLARININ ORGANIZMA UZERINE ZARARLI
ETKILERI

Civa ozellikle; karaciger, bobrek, immun sistem hiicreleri, merkezi sinir
sistemi, periferik sinir sistemi ve beyin lizerine toksik etkilidir. Civa organizmada 3

sekilde zararh etki olusturur[10].

1. Civa; enzimlerin siilfidril gruplarina baglanabilir.

2.  Proteinlerin tersiyer yapilarimi degistirebilir; bu durumda yeni olusan
proteinler organizma i¢in immunojen hale gelir ve B lenfosit proliferasyonuna neden
olur.

3. Organik civa formlar lipofilik organlarda birikebilir (Ornegin; beyin).

Miyelin kiliflarda biriken civa ndrotoksik etkilere neden olur[10].

Organik ve metalik civa formlar1 beyinde inorganik civaya ¢evrilerek depo edilir.
Beyinde depo edilmis inorganik civanin yar1 omri yaklasik 20 yildir. Cesitli
donemlerde depo edildigi yerlerden kana salinabilir. Civa kan beyin bariyerini,
transport mekanizmalarint ve noéronlarin tlibil protein yapilarini tahrip eder.
Norotoksik etkilidir. Merkezi isnir sisteminde Ca™ bagimli norotransmitterlerin
salinmasini inhibe eder. 1982 yilinda Kuzey Carolina Duke Universitesi Farmakoloji
boliimiinde yapilan bir calismada ayni giinde dogan sicanlara 21 giin boyunca 1

mg/kg, 2,5 mg/kg ve Smg/kg metil civa icme suyu ile verilmis. Giinde 5 mg/kg
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dozda metil civaya maruz kalan 5 giinliik sigcanlarda dopamin baskilamasinin %58,
2,5 mg/kg metilcivaya maruz kalan 10 giinliik ratlarda ise %15 azaldig1 izlenmistir.
Ancak civa alimi kesildiginde dopamin baskilanmasi %50-70 oraninda artmustir.
Norotransmitterler ile ilgili biyokimyasal anormallikler merkezi isnir sistemi
gelisimini baskilayan dozlardan daha diisiik dozlarda izlenebildigi gosterilmistir.
Gelisim ile ilgili bozukluklar genellikle 5Smg/kg ‘in iistiindeki dozlarda gozlenmistir.
Civa merkezi sinir sisteminde Ozellikle; visual korteks, cerebellum, dorsal kok

ganglionu iizerine toksik etkilidir. Ve etkiler su yollarla ortaya ¢ikmaktadir[10].

1.  Noronlarda protein sentezini inhibe eder.
Mitokondri fonksiyonlarini bozar.
Iyon kanallarm etkiler.

Norotransmitter salinmasini inhibe eder.

ook w N

Noronlar1 hiicre membranlarindaki yapisal proteinleri tahrip eder. [10]

2.4. THIMEROSAL’IN METABOLIZMASI

Basta asilar olmak iizere pek ¢ok biyolojik iirlinde antifungal ve antibakterial
olarak kullanilan Thimerosal; kompleks sodyum tuzlar1 vasitasiyla; thiosalisilik asit
(TSA) ve etil civa (EtHg) tarafindan olugmaktadir. Civa bilesiklerinin yagda erime
ozelligi fazladir. Beyin ve sinir sistemi hiicrelerinin biiyiik bir bolimii yagdan

olustugu i¢in civadan en ¢ok onlar zarar goriirler.

Thimerosalin biyotransformasyonunun (metabolizmasinin) aydinlatilmasinda;

-Atomik Absorbsiyon Yontemi[33]

-Kalorimetri Yontemi[34]

-Yiiksek Performans Likid Kromatografisi (HPLC)
yontemleri kullanilmaktadir[35,36...43].
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Bunlardan atomik absorbsiyon yontemi ve kalorimetri yontemi toplam etil
civa miktarinin 6l¢iimiine dayali is gormektedir. HPLC ise TM ( Thimerosal), TSA
(tiosalisilik asit), DTSA (ditiosalisilik asit) in birincil doniisiim tiriinlerinin miktarin

saptamaya yarayan bir testtir[44].

1,5 mol Thimerosal = 1 mol ditiosalisilik asit + 0,5 mol 2-sulfo benzoik asit

DTSA olusurken TSA miktar1 gitgide azalmaktadir. DTSA diger bilesiklerle
reaksiyona girebilen bir molekiildiir, ama en reaktif olani etil civa molekiiliidiir.
Bunun kardes molekiilii olan metil civanin reaktivitesi ve ¢evresel toksisitesinin
bulundugu saptanmustir. Etil civa da yine benzer karakterdedir ve kompleks
olusumlarda gorev alabildigi gosterilmistir. Sekil 2.2. Thimerosal’in metabolizmasini

gostermektedir.[44].
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Sekil; 2.2. Thimerosal’in viicuttaki doniisimii[46].
TM, Thimerosal

TSA, Tiosalisilik asit

EtHg, Etil civa iyonu

DTSA, Ditiosalisilik asit

SEBA, 2-sulfenobenzoik asit

SIBA, 2-sulfinobenzoik asit

SOBA, 2-sulfobenzoik asit
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Carty ve ark. [45]; 1979 daki arastirmalarina gore ne etil nede metil civa;
sistein gruplartyla bag yapmamaktadir. Buna ragmen ditiosalisilik asit ve etil civa
kendi aralarinda, karanlik ortam ve oda sicakliginda ph 7 de ¢ok hizli bir sekilde
reaksiyona girmektedir[45].

2.5. THIMEROSAL’IN BEYNi ETKIiLEMESINDE GLUTATYONUN
KORUYUCU ROLU

Thimerosal’in %49,5 oraninda etil civa iceren ve g¢ocukluk c¢agi ile grip
asilarinda koruyucu olarak kullanilan bir madde oldugu bilinmektedir. Cocukluk ¢agi
ise beyin gelisiminde 6nemli bir ddnemdir. Bu maddenin beyin gelisimini engelleyen
norotoksik bir ajan oldugu gosterilmistir Ciinkii civa molekiilii thiol guruplarina
(sulthydril —=SH ) , thiol bagiml1 antioksidanlara, glutatyona (GSH) a kars1 affinitesi
ylksek bir molekiildiir. Sisteinden tiirevlenen glutatyon; organik(etil-metil civa) ya
da inorganik civa gibi agir metalleri tasiyan molekiilleri detoksifiye edebilecek aktif

tiol gruplar tagirlar. Yine ek olarak hiicre i¢i savunma sistemini baskilamaktadir[47]

Neuroblastoma hiicreleri ve glia hiicreleri kiiltiire alindiginda GSH
seviyesinin glia hiicrelerine oranla neuroblastoma hiicrelerinde in vivo ya gore
diistiigli, GSH seviyesinin ise arttigin1 saptamislardir. Her iki hiicre dizisinde de
Thimerosal bagimli sitotoksisite meydana gelmistir. 100uM glutatyon etil esteri ya
da N-asetil sistein (NAC) ile muamele edilen her iki tip hiicrede de hiicre i¢i GSH
seviyesinin yiikseldigi goriilmiistiir. Yine bu hiicre serileri glutatyon etil esterleriyle

ya da NAC ile muamele edildiginde 15uM liik Thimerosal’in etkisini dnlemistir[47].

Thimerosal pek ¢ok cocukluk ¢agi asilarindan cikarilmasina ragmen halen
grip asilariyla hamilelere ve gelismekte olan toplumlardaki ¢ocuklara verilmektedir.
Cocuklarmm ilk 18 aylarinda; kilogramlar1 basma 200pg/kg Thimerosal’e maruz
kaldiklar1 bildirilmektedir[5].

Sanfelu [48]° e gbre metil civanin astrositler ve ndronlar 6zerindeki

sitotoksisitesi; ROS tiirevlerinin gelisimine baglantyor. ROS olusumu hiicre i¢i
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glutatyon seviyesini diisiirmektedir. Organik civa molekiiliiniin sistein, glutamat ve
glisin amino asitlerindeki tiol guruplarina (-SH) kars1 yliksek ilgisinin oldugu

belirtilmistir[48].

Normalde glutatyonun beyin hiicrelerindeki seviyesi mM diizeydedir. Ancak
bu seviyede bile giiclii bir antioksidandir. Bu molekiiliin serbest tiol guruplarn ile
Thimerosal eslesecek olursa, glutatyonun antioksidan 6zelligi kaybolur. Hiicre i¢ine
ROS girigleri artar. Bu ROS larin hiicredeki kritik oneme sahip molekiillerle
tepkimeye girerek sitotoksisiteye ve fonksiyonel inaktivasyona neden olduklari rapor

edilmistir.49].

Bir antioksidan olarak glutatyon ve onu baglayarak inaktive eden Thimerosal
icin beyin oldukga kritik bir organdir. Ciinkii beyinde glutatyon sentezinde gorev
alan sistein sentetaz enzimi bulunmaz. Beyin sisteini karacigerden alir. Glutatyonun

sentezi sekildeki gibidir[47].

Metionin

THF

L

S-adenozilmetiyonin

v

Metilat Uriinleri

5,10-CH2THF fnetiyonin sentaz: DHA RHA
B12 proteinler fosfolipidler
v histonlar nirotransmitterler
S-adenozilhomosistein

5-CH3THF

\-' Adenozin

-

THF: Tetrahidroflorat Homosistein

B6 l sistatiyonin sentaz
Sistativonin

5 | i

Sistein

GLUTATYON

Sekil 2.3. Bir antioksidan olarak glutatyon sentezi[47]
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Beyin hiicrelerinde cytathionine lyase enzimi bulunmaz. Yani beyin hiicreleri
sistein sentezleyemez. Beyin hiicreleri glutatyon sentezinde kullanacaklar sisteini
karacigerden temin ederler. Beynin aksine karaciger ise transsiilfiirasyon yoluyla

metioninden sistein ve glutatyon sentezler[50,51].

KARACIGER— Glutatyon — Sistein  Sistin PLAZMA
Z KBB

BEYIN

GGT
Glutatyon =3 Sistein

Sistin Sistein
1

Sijtein

Glutatyon

Glutatyon

_ NORON
ASTROSIT

Sekil 2.4. Bir antioksidan olarak glutatyon sentezinde organlarin rolii[47]

Beyinde glutatyon sentezi igin gerekli olan sistein smirhdir. Beyin
hiicrelerinden astrositler ve noronlarin; glutatyon sentezinde gerekli olan sistein

molekiiliiniin okside ve rediikte formlarina kars ilgileri farklidir[52,53].

Noronlar plazmadan sisteinin okside formunu alir, glutatyon sentezi i¢in hizl
bir sekilde rediikte forma doniistiiriirler. Astrositler ise okside formunu alir ve
glutatyonu sentezlerler. Hiicredis1 sistein ve hiicre iginde sisteinden olusturulan

glutatyon beyin hiicrelerinde civa iceren Thimerosal’in toksisitesini engeller[54,55].
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2.6. DUZENSIZLIKLER
2.6.1. Genotoksik, Toksik, Mutajenik Etki
Fonksiyonel

_—"__ Biyokimyasal
Yalintoksik etkller < yarical

Mutajenik
Kanserojenik
\ Teratojenik

Dayaniksizlik reaksiyonlan

/ Ozel toksik etkiler

KIMYASALLARIN
TOKSIK ETKILERI \

Alerji

idiosenkrazi Medenive yapisi bilinmeyen
reaksiyonlar

Sekil 2.5. Kimyasallarin toksik etkilerinin siniflandirilmasi [56]

Genotoksik Etki; Genotoksik Ajanlar hiicre DNA’s1 {izerinde mutasyon
yapici, kanserojen veya insan ya da hayvanlarda diisiige neden olabilen maddelerdir.
Farmasotik ve kimyasal maddeler, kanser tedavisinde kullanilan sitotoksik
(antineoplastik) iirlinler ve radyoaktif materyali ihtiva eden atiklar ile bu tiir ajanlarla
tedavi goren hastalarin idrar ve digki gibi viicut atiklar1 genotoksisiteye sebep

olabilir[57] .

Mutajenik Etki; Ilaglarin veya radyasyonun hiicre cekirdeginde DNA
molekiillerinde olusturdugu kalici yap1 degisikliklerine mutasyon adi verilir.
Mutasyon yapan etkenlere mutajen, mutasyon sonucu olusan yapiya mutant denir.

Mutasyon genellikle hiicre i¢in zararli olur. Mutajenik ilaclarin ¢ogu karsinojenik ve
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teratojenik etkilere de sahiptir, liremeyi de bozarlar. Bu nedenle yeni ilaglarin ve
diger kimyasal maddelerin mutajenik etki bakimindan arastirilmasi gerekir. Ornegin
alkilleyici kanser ilaclari, komiiriin yanma iriinleri, yagin oksitlenme iiriinleri

mutajenik etki gostermektedir[58].

2.6.2. KKD(SCE)

Hiicre mitoz boliinme gegirecegi zaman; metafaz evresinde; kromozomlar
hiicrenin ekvator diizleminde dizilmekte ve kardes kromatidler anafazda zit
kutuplara dogru ayrilmaktadirlar. Yani kardes kromatidler arasinda bir parca
degisimi sozkonusu degildir. Ancak bazi1 kimyasallar 6zelliklede DNA ya baglanan
ya da DNA replikasyonunu etkileyen kimyasallarla DNA nin her iki zincirinde de
kiriklar meydana gelir ve kirilan kromatidler karsilikli olarak yer degistirir. Bu olaya
Kardes kromatid degisimi KKD (sister chromatid Exchange (SCE)) denir. KKD
(SCE) ile rekombinal tamir ve nokta mutasyonlarinin, gen amplifikasyonlarinin ve

genotoksisite nin tamiri arasinda baglant1 bulunmaktadir[59,60].

Tek bir kromozomun iki kromatidinde, DNA nin homolog bolgelerindeki

kirilma ve yeniden birlesme olaylarina KKD denir[61,62] .

2.6.2.1. KKD olus modelleri;

Bu konuda bircok model 6ne siiriilmiistiir. Bunlar KKD yi su sekilde
aciklamaktadirlar[63] .

Genel KKD mekanizmasu:

1- Diploit hiicre (2n) interfaz G1 kromozomu (kalip DNA diiz ¢izgi ile
gosterilmektedir (Sekil 2.6.).

2- S1 evresinde DNA sentezi baglamaktadir. Ortamda bulunan BrdU yeni sentez
edilen DNA molekiiliinde timin in yerine ge¢mektedir (Sekilde BrdU igeren
DNA ------ seklinde gosterilmektedir) .

3- DNA da kirikma ve niikleotidler arasinda degisim meydana gelmektedir.
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4- Birinci mitozda (M1) sadece yeni sentez edilen kromatidlerin sadece birinde
BrdU olmasi nedeniyle FPG boyama teknigi ile koyu boyanmaktadir. M1 diploit
hiicrelere kolsisin ilave edilerek tetraploit hiicreler (4n) elde edilmektedir.

5- Tetraploid hiicre (4n) interfaz G2 kromozomu

6- Semikonservativ. DNA sentezi baslamaktadir. Ortamda bulunan BrdU yeni
sentez edilen DNA nin yapisina girmektedir. (S2 evresi)

7- DNA da kirilma meydana gelmekte ve kromatidler arasinda KKD olusmaktadir.

Tetraploid hiicrelerde (4n), M2 mitoz sonunda kardes kromatidlerin sadece
birinde meydana gelen degisim ‘tek KKD ‘olarak degerlendirilmektedir. Tek KKD
nin homolog kromozomlarin ayni lokusunda meydana geldigi ileri siiriilmektedir.
M2 mitoz sonunda, kardes kromatidlerin, herikisinde meydana gelen degisim ‘cift
KKD olrak degerlendirilmektedir. Cift KKD homolog kromozomlarin ayni

lokuslarinda meydana gelmektedir.
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Sekil 2.6 Genel KKD olus mekanizmasi[60].

Replikasyon Bypass Modeli: KKD olus mekanizmasini agiklayan bir diger
model replikasyon bypass modelidir. Bu model DNA ile ¢apraz baglanma yapabilen
kimyasal ajanlarin  meydana getirdigi KKD nin olus mekanizmasini

acgiklamaktadir[60].
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Sekil 2.7. Replikasyon Bypass Modeli[60].

Diploid hiicre (2n) interfaz G1 kromozomu (kalip DNA diiz ¢izgi seklinde
gosterilmektedir. Kimyasal ajan DNA ile c¢apraz baglanma meydana
getirmektedir (Sekil 2.7.)

Iki replikasyon orijini ‘0’ seklinde gdsterilmektedir. BrdU varhiginda ilk S1
evresinde iki yonlii semikonservativ DNA sentezi baslamaktadir. (yeni sentez
edilen yani BrdU igeren ---- seklinde gosterilmektedir.

Capraz baglanti olan bolgede DNA sentezi meydana gelmemektedir. Sentez
okazaki fragamentleri seklinde devam etmektedir.

Kromatidlerde capraz baglant1 bolgelerinden kirilma maydana gelmektedir.

DNA da kirilma noktalarinda kardes kromatidler arasinda, degisim meydana
gelmektedir.

Yeni sentez edilen DNA parcalarinin aralar1 tamamlanir ve ¢ift zincirli DNA
yapist meydana gelir. Capraz baglanma uzaklastirilamamasi nedeniyle bir cift

kromatidin yapisina girmektedir.
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G- Birinci mitozda, yeni sentez edilen kardes kromatidlerin sadece birinde BrdU
olmas1 nedeniyle koyu boyanmaktadir (FPG boyamada).

H- Ikinci mitozda (M2) kardes kromatidlerin her biri kardes hiicrelere ayrilir.
Kardes kromatidlerin bir tanesi ¢capraz baglanmay1 icermektedir.

I- BrdU varliginda S2 evresinde iki yonlii semikonservativ DNA sentezi baslar.

J- Birinci hiicredeki kromatid, capraz baglant1 igermedigi i¢in, replikasyon baslama
noktasindan DNA sentezi devam etmektedir. ikinci kardes hiicredeki kromatid
capraz bag icermektedir. DNA iki yonlii okazaki fragmentleri sdevam
etmektedir. Capraz baglanma bolgesinde DNA sentezi meydana gelmemektedir.

K- Ikinci kardes hiicrede ¢apraz baglanma bélgelerinden kirilma meydana gelir.

L- DNA kirilma noktalarinda, kromatidler arasinda degisim meydana gelmektedir.

M- ikinci kardes hiicrede ve birinci kardes hiicrede yeni sentez edilen DNA
parcalarinin aralar1 tamamlanir ve kromatid yapis1 meydana gelir. Ikinci kardes
hiicrede, ¢apraz baglanma uzaklastirilamadigi i¢in yeni olusturulan kromatid
yapisina girmektedir.

N- Ikinci mitozda FPG boyama yontemi ile birinci kardes hiicrede tek DNA
zincirinin BrdU igermesi koyu renk, her iki DNA zincirinin boya i¢ermesi agik
renk boyanmasina neden olmaktadir ve KKD gozlenebilmektedir. Ikinci kardes
hiicrede Replikasyon Bypass modeline gore; capraz baglanma iceren kardes
kromatidlerde sadece bir DNA zinciri bulunmaktadir ve koyu renk
boyanmaktadir. Diger kromatid yapisini olusturan her iki DNA zinciri BrdU
icermekte ve acik renk boyanmaktadir yani kromatid degisimi
dézlenmemektedir. Bu modele gore sadece birinci kardes hiicrede KKD

gbzlenmektedir.
Replikasyon Bypass modeli, DNA ile c¢apraz baglanma yapabilen kimyasal
ajanlarin tek KKD olus mekanizmasini agiklamaktadir. Cift KKD olus mekanizmasi

bu modelle a¢iklanamamaktadir[64] .

Holiday modeli: Bu modele gore hiicrenin BrdU varliginda bir mitoz gegirmesi

yeterlidir. Sekli inceleyecek olursak;
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Birbirlerini tamamlayan atasal DNA zincirleri kalin ¢izgi (agir) seklinde
gosterilmektedir (Sekil 2.8.).

BrdU varliginda yeni DNA sentezi yapilir. BrdU igeren iplik ince cizgiyle
gosterilmektedir.

Her bir ¢ift zincirli DNA yapisinda kirilma meydana gelmektedir. Crossing-over
olayi bu zincirler arasinda meydana gelmekte ve zincirler arasinda
rekombinasyon ile heterodupleks yap1 olusmaktadir.

Rekombinasyon olay1 zincirler arasinda tekrarlanir.

Kirilmalarin dis taraftaki agir ve hafif zincirlerde meydana gelmesi ,
rekombinant DNA molekiillerinin olusmasina neden olmakta ve iki DNA
molekiilii birbirinden ayrilmaktadir.

Son olarak olusan rekombinant DNA molekiilleri

agir-agir-hafif hafif-hafif-agir
hafif-agir-agir agir-hafif-hafif

Seklinde heterodupleks yapilar icermektedir. Bu DNA molekiiliinde agir/agir

bolge koyu renk, hafif/hafif agik renk ile boyanmaktadir. Boylece KKD olusumu

meydana gelmektedir[65] .
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Sekil 2.8. Holiday modeli[67].

Zakharov ve Egolina, FPG boyama yontemi ile acik renkte boyanan

kromatidlerin koyu renkte olanlardan daha wuzun olduklarinm1 saptamislardir.
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Kromatidlerdeki bu uzunluk farki, protein ile BrdU igeren DNA arasindaki
etkilesimin farkli olmasi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Proteinler, kromozomlarin
kondensasyonunda ve spiralizasyonunda etkili olmaktadir. Proteinler BrdU igeren
DNA ya, BrdU igcermeyen DNAdan daha siki baglanmakta ve kromozomlarin
kondensazyonu ile spiralizasyonunu zorlastirmaktadir. Arastirmacilar BrdU nun
kromozomlardaki asil etkisinin paketleme sirasinda olabilecegini agiklamislardir.
BrdU biiyiik kromozomal yapiy1r olusturan 25nm ¢apindaki liflerin paketlenmesi
sirasinda etkili olmaktadir[66] .

2.6.2.2. KKD testi

KKD nin belirlenmesinde KKD (SCE) testi kullanilmakta ve en ¢ok insan

periferal lenfositlerinde ¢aligilmaktadir.

1957 de Taylor ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilmis mutajenite ve

karsinojenite testidir[68].

KKD nin belirlenmesinde en az iki hiicre siklusu (dongiisii) gerekmektedir.
Inkiibasyona alinan lenfositler ~ Go evresindelerken fitohemaglutin
(phytohaemaglutinin) gibi spesifik olmayan bir antijenle bdliinmeleri uyarilir.
Boylece yeterince mitotik hiicre elde edilmektedir. Inkiibasyonun 72. saatine
gelindiginde lenfositler ikinci mitozun metafazindadirlar. Bu noktada ortama kolsisin
eklenerek ig ipliklerinin kirilmasi saglanmaktadir. Boylece bizim elimizde ikinci
mitozunda bulunan bir kromatidi eski bir kromatidi yeni olan kromozomlari igeren
metafaz plaklar1 bulunmaktadir. Burada hangi kolun eski hangi kolun yeni oldugu
BrDU adli DNA ya 6zgii bir boyayla saptanmaktadir. Inkiibasyondan énce ortama
eklenen bu boya yeni olusacak olan DNA ya baglanmaktadir. Daha sonra preparatlar
giemsa ile boyandiginda eski DNA boyanmakta ancak yeni DNA kollarinda BrDU
oldugu i¢in ikinci boyayr tutmamaktadir. Ve acik renkli goériilmektedir. Sonugta
ikinci mitozda kromozomun bir kolu agik iken diger kolu koyu renklidir. Ancak

kimyasal maruziyeti sonucunda DNA’da herhangi bir kardes kromatid degisimi
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olmugsa iste o zaman sekilde de goriildiigii gibi kollarda acikli koyulu alanlar

bulunur[69] .

KKD nin uygulandig1 bir¢cok calisma arasindaki tutarlilik bu yontemi her
gecen giin daha gegerli kilmaktadir [59,60].

2.6.2.3. Kimyasal ajanlar ve KKD

Kimyasal ajanlar ve mutajanik maddeler KKD olusturmasit bakimindan iice
ayrilir.

KKD ve kromozom anomalileri meydana getiren ajanlar: nitroz bilesikleri,
sitostatik  antibiyotikler ~ve  karsinojenlerdir.  Alkilleyici ajanlar, belirli
konsantrasyonlarda KKD vyi arttirirken kromozom kirig1 meydana getirmemektedir.
Hiicrede KKD den daha fazla kromozom kirig1 meydana getiren ajanlar; adriamisin,
aminokunilon  oksit,  benzopirenantidiolepoksit, = benzopiren = 4-5  oksit,
bromometilbenzantrasen,  busulfan, potasyum kromat, dimetilnitrozamin,

metilazoksimetanol-asetat, 4 nitrokinolin-1-oksit ve trenimondur[70].

Golloway ve Wolff, KKD ve kromozom kirig1 meydana getiren ajanlarla
yaptiklart ¢alismada ; 915 kromozom kiriginin %25 inde KKD gdzlemiglerdir. Bu
oranin diisiik olmasi, kirllma ve KKD nin birbirlerinden tamamen bagimsiz bir

mekanizma ile olustugu seklinde yorumlanmugtir[71].

Kirik olusturmayan ama KKD meydana getiren ajanlar: Bu ajanlar;
asetaldehit, dekarbomil mitomisin C, asetoksiasetilaminofloren(AAAF), hidroksi
asetilaminofloren(HAAF), metilkolantren, anilin hidroklorid floresan brightener
no:24, glutatyon, metoksipisoralen+UV, trimetilpsoralen+UV, kellintUV dir. Bu
grupta bulunan ajanlar, KKD olusumunu arttirmaktadirlar. Hiicrede kromozom

kiriklart meydana getirme oranlari ise azdir[72].

Kirik olusturan ve cok az degerde KKD yi arttiran yada KKD yi hi¢

degistirmeyen ajanlar: Bu ajanlar; benzopiren sindiolepoksit, bleomisin, bredinin,
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sitozin, arabinosit, fluoredoksiuridin, nekarsinostatin hidroksikunolin sulfat ve
kuersetindir. Bu grupta bulunan ajanlar normal hiicredeki kromozom kirik

degerlerinden en az sekiz kat fazla kirik meydana getirirler[73] .

2.6.2.Mikronukleus (MN)

Mikronukleus ana kromozomdan kopmus olan pargaciklardan ya da anafaz
esnasindaki hatalara bagl olarak ana nukleusa dahil olamayan tam kromozomlardan
olusan ve sitoplazma igerisinde ana nukleusa ilaveten goriilebilen kiigiik
niikleustur[74]. Mikronukleus olusumunu indiikleyen her ajan klastojen olmayabilir.
Mikronukleus olusumuna ig ipliklerinin inhibisyonu ve apoptozis gibi diger
etkenlerde yol acabilmektedir. Eger olusuma kromozomlardan kopan bir parca
neden olmugsa (asentrik bir kromozom pargasi), bu klastojenik bir olayin sonucu
iken eger olusuma neden olan olgu anafazda geri kalma ya da ig ipliklerinin
hasarindan dolayr olusmussa, bu duruma anojenik bir ajanin neden oldugu

belirtilmektedir[75].

Sekil 2,9°da da goriildiigii lizere genotoksik etkiler sonucunda metafazda
gbzlenen kromozomal fragmentler ya da tam kromozomlar, hiicre bdoliinmesi
bitiminde olusan kardes hiicrelerden birinde tekrar kromatin halde kondanse olarak
ana nukleus yaninda kiigiik bir nukleus olarak kendilerini gostermektedir.
Mikronukleus olusumuna yol agabilen kromozom anomalilerinin ¢esitleri Sekil 2.10.

da gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Mikronukleusun sebepleri[74]
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Her zaman olusan iki yeni hiicre de etkilenmektedir.

Olusan kromozom fragmentleri birlesebilmektedir.

I:I Yeni hiicrelerden biri ya da ikisi birden etkilenebilir.

Anafaz esnasinda mekanik sorunlar olabilmektedir.

Sekil 2.10. Mikronukleusa neden olan kromozom anomalileri [74]
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Goriildigii tizere metafaz kromozomlarindaki kirilmalar sonucunda olusan
fragmentler ve deforme kromozomlar mitoz boliinme sonunda olusan hiicrelerde

mikronukleus olusumlarina yol agmaktadirlar[74].

Boliinebilme yetenegi olan her hiicrede mikronukleus meydana
gelebilmektedir. Bu olay herhangi bir kimyasala maruz kalmadan da
olusabilmektedir. Yani in vitrodaki bdliinme safthasinda olmayan bir nukleuslu bir
hiicreye bakildiginda varolan bir mikronukleusun kendiligindenmi olustugunu yoksa
uygulanan bir kimyasalinmi sonucu oldugu anlasilmaz. Fakat bolinme esnasinda
karyokinez den sonra sitokinezden oOnce; kendiliginden olusan mikronukleuslar
kaybolur,  kimyasalin etkisiyle olusanlar kalir. iki nukleuslu bir hiicreye
bakildiginda mikronukleus gozlenmisse bu verilen kimyasalin genotoksisitesinin bir

gostergesidir[76].

Mikronukleus testi icin sadace lenfosit hiicreleri degil ayn1 zamanda; agiz ve
burun mukoza hiicreleri, 6zefagus ve iiriner sistem epitel hiicreleri ve serviksten

alinan hiicre 6rnekleri ile de calisilabilmektedir[67].

2.6.2.1. Mikronukleus testi (cytokalasin-B mikronukleus testi)

Mikronukleuslarin  belirlenmesinde yaygin olarak insan lenfositlerinde
Cytochalasin-B  mikronukleus testi kullanilmaktadir. Cytochalasin-B ¢ekirdek
boliinmesi gergeklestikten sonra sitoplazma boliinmesini engelleyip, boliinmeyi o
noktada durduran bir kimyasaldir. Yani bu yolla iki ¢ekirdekli hiicreler elde
edilmektedir.  Inkiibe edilen lenfositlere Cytochalasin-B uygulanmakta ve daha
sonra belli miktarda iki cekirdekli hiicreler sayilmaktadir. Genel olarak her
preparatta 1000 hiicre sayilir. Sayimmi yapilan 1000 hiicre igerisinden
mikronukleuslularin orani yukarida belirtildigi gibi klastojenik veya anojenik etkiyi

belirlemektedir.

Genel olarak her hiicre kulturinde belli oranda mikronukleuslu hiicre

bulunmaktadir. Bu oran genel olarak negatif kontrol gruplarinda °/o, 1-2 iken (gift
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cekirdekli bin hiicrede ortalama bir iki hiicre) iken bu oran pozitif kontrollerde °/,,

15-201 bulmaktadir.

44, saatin sonunda fiksasyon
sitokalasin-B
uygulamfm l @
@ . < 4‘3i TE{- tek cekirdekli

|
{2 saatlik inkiibasyon @

iki cekirdekli

Sekil 2.11. Mikronukleus testi[75]

Mikronukleuslar sayilirken dikkat edilmesi gereken bazi hususlar
bulunmaktadir.

-Ana nukleuslar ayr1 olabilir ama esit biiytikliikte olmalhidir,

-Ana nukleuslar birbirlerine degebilir yada kismen iist liste binmis olabilirler,

-Ana nukleuslar nuklear baglarla bagli olabilirler[75].

Bu hiicreler sayilirken asagidaki hiicreler sayilmazlar;
-Ug, dort yada daha fazla nukleusa sahip olanlar
-Ana nukleuslar1 esit boyda olmayanlar,

-Apoptozis durumundaki hiicreler[75].

Mikronukleus testi ile;

-Kanser risk degerlendirmeleri yapilabilir,

-Kromozom + genom mutasyonlar1 tanimlanabilir,

- MN nin olugmasi i¢in hiicre boliinmesi gereklidir

- MN tiim bir kromozomu yada asentrik bir kromozom parcasini igerebilir

-Cytochalasin-B uygulanarak bir ¢ekirdekli ve iki c¢ekirdekli hiicreler
arasindaki farkliliklar saptanabilir[75].
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Tek c¢ekirdekli hiicrelerde; Olgiilen hasar kiiltiirasyon isleminden once
birikmistir.
Iki cekirdekli hiicrelerde; 6lciilen hasar hem kiiltiirasyon oncesini hemde

kiiltiirasyon esnasini kapsamaktadir.

Cizelge 2.4.: In vitro MN testinin avantajlar1 ve dezavantajlari[75]

MN TESTi AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI

Hiicreler dogru tanimlanir

Kromozom ve genom Tiim yapisal
mutasyonlari tek islemde kromozom degigimleri
tanimlanabilir tanimlanamaz

Klastojenler ve anojenler
arasindaki ayrimlar yapilabilir

MN min tanimlanmasi

Apoptozis ve nekrozu birlikte i¢in hiicrenin
tanimlayabilir boliinmesi gerekir
Sitokalasin-B
kullanildiginda Pek ¢ok farkli hiicre tipinde
yada uygulanabilir
kullanilmadiginda
Hizlidir
Ucuzdur
Yapimi kolaydir

Rutin uygulama i¢in uygundur

Istatistiksel olarak kabul goriir
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Cizelge 2.4(devam)

Cytochalasin-B
Kullanildiginda

Hiicre boliinmesi geciren
ve gecirmeyen hiicreler

ayirt edilir

Niikleoplazmik
kopriiler sayesinde
cift sentromer tastyan

kromozomlar tanimlanir

iki nukleuslu hiicrelerin
yiizdesiyle hiicre proliferasyonunu

hesaplayabiliriz

Kullanilan test
kimyasali ile
sitokalasin-B
etkilesime girebilir (bu
etkiyi artirabilir yada

azaltabilir)

Kiiltiir ortamindaki
diger kimyasallarla

etkilesime girebilir

Sitokalasin-B farkli
hiicre kiilttirlerinde ,
etkisini farkli farkli

gosterebilir

Mikronukleus teknigi ile floresan in stu hibridizasyon (fluorescence in situ

hybridisation (FISH)) teknigi birlestirildiginde; mikronukleustaki

kromozom

pargasinin sentromer tasiyip tasimadigi anlasilabilmektedir. Bu da uygulanan

kimyasalin anojenik mi yoksa klastojenikmi oldugu hakkinda bilgi vermektedir. Bu

teknikte sentromer bolgesine 6zgii bir floresan prob kullanilmaktadir[74,75].

Ik olarak memeli sistemler icin gelistirilmis olan mikronukleus testi, farkli

etmenlerin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda olduk¢a yaygin olarak kullanilan

bir test metodu haline gelmistir [74,75].
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MN oranini etkileyen faktorler;
-Yas

-Cinsiyet

-Sigara kullanimi[74,75]

‘L\,ﬁ

MUTMEH/\A/Z
anojen yada klastojen
\/\f\q\/\’

){iinz
giemsa teknigi 4
metafaz

+ sitokalasin-B l l + sitokalasin-B

@ @ FISH teknigi ile sentromer

floresan teknigi

iceren problar

sentromer igeren MN

sentromer icermeyen MN kromozomun tamaminin
kromozom kinklanindan kaybiyla olusur
olusur

Sekil 2.12. Mikronukleus tekniginde giemsa ve floresan teknikleri ile FISH

(fluorescence in situ hybridisation) metodu[75]
Cytokinezis Blok MN testi Fenech ve Morley tarafindan gelistirilmis olup

gecerliligi kabul goren bir testtir[76,77]. Westphal, (2003) tarafindan MN testi

Thimerosal’in toksisitesinin belirlenmesinde de kullanilmistir[4].
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2.7.S-9 AKTIVASYON SISTEMI

Toksik olan kimyasallar, toksisiteleri bakimindan ikiye ayrilmaktadir. Ya
kendileri direk toksik etki gosterir ya da bu kimyasalin viicutta biyotrasformasyonu
denilen donlisimii sonucunda olusan metaboliti toksiktir. Kimyasallarin
dontistimleri en cok karacigerde sitokrom P—450 adi verilen bir enzim sistemi

tarafindan gergeklestirilmektedir[78].

In vitro c¢alismalarda, calisilan kimyasalin  metabolitinin  etkileri
gozlenememekteydi. Bunu saglamak i¢in ilk olarak Ames (1973), Garner (1972) ve
ark. Rat karacigerini homojenize ettiler[78] ve Maron ve Ames (1983) de S-9
aktivasyon sistemini gelistirdiler[79]. Bu sayede c¢alisma ortamina eklenen S-9
aktivasyon sistemi, kimyasali sanki in vivo ortammig gibi metabolize etmekte ve
kimyasalin doniisiim sonundaki iirlinlerinin etkilerinin de aragtirilmasimma imkan

vermektedir[78].

S-9 aktivasyon sistemi, saglikli rat (fare) karacigerinden (Wistar strain) elde
edilmekte ve calismasini kolaylastirmak i¢in su ¢ozeltiler eklenmektedir.
S-9 aktivasyon sistemi; 1ml S9(sigma) ; 0,33ml 1M KCL ; 0,32ml 0,25M
MgCl,.6H,O ; 0,25ml 0,2M G-6-P ; 1ml 0,04M NADP ; 0,2 M 5ml phosphat
buffer Na,HPO, NaH,POPh 7.4 ; 2,10ml distile su karistirilarak hazirlanir
[80...84].

S-9 aktivasyon sistemi insan lenfosit kiiltiirlerinde ortama 24. saat te
eklenmekte ve test kimyasaliyla etkilesmesi i¢in 3 saat inkiibasyona birakilmaktadir.
Daha sonra besi ortamiyla hiicreler iki kez yikanmakta ve inkiibasyon devam
etmektedir. Bir c¢ok c¢aligmada kullanilan S-9 aktivasyon sisteminin yarattig
sonuglarin tutarli olmasi bu sistemin kabul goriirliliiglinii her gecen giin

arttirmaktadir[80...84] .

Siddiq ve ark. [81] tarafindan metroksiprogesteron asetat 1n insan lenfositleri

lizerine genotoksik etkisi arastirilirken, ¢alisma S-9 ihtiva eden ortamda
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tekrarlandiginda S-9 igeren grupta S-9 icermeyenlere oranla KKD oraninda anlaml

bir artis bulunmustur[81].

Piesova ve ark. [83] tarafindan; benzenin insan lenfositleri tizerindeki
sitostatik etkisi CBPI yontemiyle arastirilmistir. S-9 sistemi eklenmis ve her dozun

S-9 lusunda, S-9 suzuna gére CBPI oraninda anlamli bir diisiis saptanmistir[83].

2.8. SITOKINEZ BLOK HUCRE PROLIFERASYON INDEKSI (CBPI) VE
MITOTIK INDEKS (MI)

Sitokinez blok hiicre proliferasyon indeksi (CBPI); Hiicrenin boliinme hizin
Olcen bir metoddur. Yani stostatik etkiyi olger. Uygulanan kimyasalin toksisite
derecesi ne kadar yiiksek ise CBPI degeri o kadar diisiik ¢ikar. Aralarinda ters bir
orant1 vardir. CBPI degeri su sekilde hesaplanmaktadir: M1 (1.mitozdaki hiicreleri
(Tek Cekirdekli), M2, 2.mitozdaki hiicreleri (Iki Cekirdekli) ve M3 ise 3.mitozdaki
hiicreleri (li¢ ya da dort Cekirdekli) temsil etmektedir. M1,M2 ve M3 teki toplam
hiicreler sayilmaktadir. Preparat basina 100 hiicre incelenmekte ve su formiil

kullanilarak hesaplanmaktadir.
CBPI = 1X(%M1) + 2X(%M2) + 3X(%M3) / 100

Mitotik indeks (MI); hiicrelerin mitoza girme hizidir. Uygulanan kimyasalin
toksisitesi arttikga mitotik indeks degeri diismektedir. Mitotik indeks 1000 hiicre

arasindan mitoza girmis olanlarin sayisidir. Mitoza girmis olanlar i¢in metafaz

plaklar1 esas alinir[85].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1.GERECLER

3.1.1.Tamponlarin Hazirlanmasi

Soransan tamponu: 11,88gr Na,HPO, (Merck) 1000ml distile suda
¢Oziilmistiir(stok). 9.08 gr KH,PO4(Merck) 1000 ml distile suda ¢oziilmiistiir(stok).
Behere once bir miktar Na,HPO, soliisyonu konulup KH,POy iizerine ilave edilerek

Ph= 6.8 e ayarlanmustir.

2XSSC Tamponu: 1,7530gr NaCl (Merck0,3M), 100ml distile suda
¢Oziilmustiir. 0,8823¢gr Na-Sitrat (Merck; 0,03M), 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir.

Iki ¢dzelti biribiri ile karistirilmustir.

3.1.2.Cozeltilerin Hazirlanmasi

Besiyeri: 100ml besiortami (RPMI 1640 sigma)’ na 25ml fetal calf serumu, 0,5

ml penisilin-streptomisin eklenerek hazirlanmistir.
Kolsisin ¢ozeltisi: 1mg kolsisin 10ml steril distile suda ¢oziilmiis, bu ¢ozeltiden
Iml alinarak iizerine tekrar 9ml steril su ilave edilerek kullanima hazir kolsisin

¢oOzeltisi elde edilmistir.

Hipotonik ¢ozeltisi: 0,5592 gr KCL, 100ml distile suda ¢oziilmiistiir(0,075M
KCL).

Fiksatif; 3:1 metanol:asetikasit

5-Bromo-2’-Deoksiiiridin(BrdU):  6,5mg BrdU(Sigma); 12,5ml RPMI besi

ortaminda ¢oziilerek hazirlanmistir.
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%5 lik Giemsa Boya Cézeltisi: Sml Giemsa (Merck) 95ml sérenson ¢ozeltisine
kanistirilarak KKD testinin boyasi; 95ml distile suya karistirilarak ise MN testinin

boyasi elde edilmistir.

Fitohemaglutinin ¢ozeltisi; 1,2mg fitohemaglutin Sml saf su igerisinde

¢Oziilerek hazirlanmistir.

Sitokalasin-B (Cytochalasin-B) Soliisyonu: 10ml steril distile su igerisinde

1,5mg cytochalasin-B ¢ozdiiriilerek hazirlanmigtir.

S-9 aktivasyon sistemi: 1ml S9(sigma) ; 0,33ml 1M KCL ; 0,32ml 0,25M
MgCl,.6H,O ; 0,25ml 0,2M G-6-P ; 1ml 0,04M NADP ; 0,2 M 5ml phosphat
buffer Na,HPO4, NaH,POPh 7.4 ; 2,10ml distile su karistirilarak hazirlanmustir.

3.1.3.Kimyasallarin hazirlanisi;

Thimerosal soliisyonlarimin hazirlamigi: Thimerosal katt hakde SIGMA
firmasindan elde edilmistir. U¢ doz olarak hazirlanmistir; 0,2 pg/ml 0,4 ug/ml ve 0,6
pg/ml. Bu dozlar ekim yapildiktan sonra tiiplerdeki son konsantrasyonlarini

gostermektedir. Bunlarin stok ¢ozeltileri ise su sekilde hazirlanmistir.

0,2 pg/ml lik doz i¢in 0,01 gr Thimerosal 10ml steril distile suya eklenmistir.
Iyice eridikten sonra 1ml alinmis ve {izerine 9ml saf su eklenmistir. Bu ¢ozeltiden de
yine Iml alinmis ve iizerine 9ml distile su eklenmistir. Boylece stok c¢ozelti
olugturulmustur. Ekim sirasinda bu ¢ozeltiden 100 pl almip S5ml lik ortama

eklendiginde, tiipteki bu oran 0,2 pg/ml ye denk gelmektedir.

0,4 pg/ml lik doz igin; 0,02gr Thimerosal tartilmig ve diger islemler aym
sekilde uygulanmustir.

0,6 pg/ml lik doz i¢in; 0,03gr Thimerosal tartilmis ve diger islemler ayni
sekilde uygulanmustir.
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Pozitif kontrollerin hazirlanmast

Mitomisin C (MMC) nin hazirlanmasi: 0.1gr MMC 10ml distile suda
¢cOzlilmiistiir. Bundan Iml alinip iizerine 9ml distile su eklenmistir. Ayni islem
tekrarlanmistir. Boylece stok soliisyon elde edilmistir. Ekim sirsinda Sml lik tiiplere
100er pl konuldugunda tiiplerdeki konsantrasyonu 2pg/ml MMC dir. Bu pozitif

kontrol; S-9 suz kiiltiirler i¢cin uygulanmigtir.

Siklofosfamid (Cyclophosphamid) in hazirlanmast ( S-9 eklenmis kiiltiirler
icin hazirlanan pozitif kontrol): 0,007gr madde 10 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Bu
cozeltiden 1ml almip iizerine 9ml distile steril su eklenerek stok c¢ozelti
olusturulmustur. Sml lik kiiltiir ortamina bu stoktan 100pul eklendiginde tiipteki son

konsantrasyon 1,4pug/ml dir.

3.2.YONTEM

3.2.1.Periferik Kandan Lenfosit Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

1- Sigara alkol kullanmayan, 25 yasinda, saglikli 3 erkek bireyden heparinli kanlar
alimmustir.

2- Bu kanlar 6nceden hazirlanmis ve numaralandirilmis iglerinde 5 er ml besi ortami
bulunan tiiplere konulmustur. Numaralandirma su sekilde yapilmistir. Her bir birey
icin 0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 pg/ml Thimerosal, pozitif ve negatif kontroller.
Bunlar S9 lu ortam da KKD ve MN i¢in ayr1 gruplandirilmis ve S9 suz ortamda yine
MN ve KKD i¢in ayr1 gruplandirilmistir. Toplam 3 bireyden alinmis kanlarla 3 kez
tekrarlanmig 30 tane SO lu , 30 tane S9 suz toplam 60 tiip hazirlanmistir.

3- Her tiipe 0,3-0,5ml kan eklenmistir.

4- Her tiipe 0,15ml PHA damlatilmigtir

5- Tiim KKD tiiplerine 100 pl BrdU ¢ozeltisi eklenip tiipler 151k almayacak sekilde
aliiminyum folyo ile sarilmistir.

6- S-9 suz tiipler i¢in; Thimerosal ¢ozeltileri kendi dozlarinin yazdig: tiiplere100 pl

eklenmistir
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7- Pozitif kontrol tiiplerine; S-9 lu olanlara 100 ul CP, S-9 suz olanlarina 100 ul
MMC soliisyonu eklenmistir, negatif kontrol tiiplerine 100 pl steril saf su eklenmistir
8- Tim tiiplerin agz1 kapatilip 45° lik agiyla inkiibasyon igin 37°C lik etiive
birakilmistir

9- 24. saatin sonunda S-9 lu tiiplere 100 pul Thimerosal ve 0,5ml S-9 aktivasyon
sistemleri eklenmistir . S-9 suz tiiplere hi¢ bir islem uygulanmamustir.

10- Thimerosal ve S-9 eklenen bu tiipler tekrar etiive konulup 3 saat bekletilmis ve
iki kez RPMI besiyeriyle yikanip tekrar etiive konulmustur

11- 44. saatte tiim MN tiiplerine 300 pul sitokalasin-B eklenmistir

12- 70. saatte tiim KKD tiiplerine 0,05ml kolsisin eklenmistir

13- Tiim tiipler 72. saatte etiivden ¢ikarilip 2000rpm de 10dk santrifiij edilmistir

14- Cokelti tizerine 10ml hipotonik soliisyonu eklenip hafifce pipetle karistirilmis ve
MN tiipleri 3dk oda 1s1sinda, KKD tiipleri 30dk 37 °C lik etiivde bekletilmistir.

15- Tiim tiipler 2000rpm de 10dk santrifiij edilmistir

16- Cokelti iizerine 5Sml fiksatif soliisyonu eklenmis ve tekrar 2000rpm de 10dk
santrifiij edilmistir. islem 5 kez tekrarlanmistir.

17- En son ¢okelti tizerine 1ml fiksatif eklenmis ve lamlara yayilmistir.

18- Oda 1sisinda kurumaya birakilan MN preparatlart kuruyunca distile suyla
hazirlanan %35 lik giemsa boya sollisyonu ile boyanmis ve mikroskopta
incelenmistir.

19- KKD preparatlar1 ise iki islemden daha geg¢mislerdir. Bu preparatlar dnce
tizerlerini film seridi seklinde kaplayan sorenson tampon ¢ozeltisinde 30 dakika UV
de (254nm lik UV lambasi bulunan kabin icerisinde ve lambaya 25cm lik uzaklikta),
ardindan 2XSSC ¢ozeltisinde 45dk 60°C pastor firminda bekletilmis ve sorenson
tampon soliisyonu ile hazirlanan %5 lik giemsa boya soliisyonuda 20 dakika siire ile

boyanarak mikroskopta incelenmistir.
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3.2.2.KKD igeren Kromozomlarin Degerlendirilmesi

Boyanmis preparatlarda ikinci mitozda bulunan metafaz plaklarindan KKD oran1
sayilarak elde edilmistir. BrdU dan dolayr ikinci mitozun metafaz agamasindaki
hiicrelerin  kromozomlarinda kromatidler farkli boyanacaktir. Koyu boyanan
kramatidde agik, agik boyanan kromatidde koyu goriilen bolgeler KKD degerlerini
yansitmaktadir. KKD i¢in hazirlanan preparatlardan her birey i¢in 50 adet metafaz
plagi degerlendirilmistir. Biitlin lamlar numaralandirilmis ve 1000 lik biiyilitme

altinda immersiyon yagi ile incelenmistir[60].

yvenhi
sentezlenen

kol
Sekil 3.1. KKD nin goriiniimii[60]

3.2.3. Sitokinez blok hiicre proliferasyon indeksi(CBPI) Ve Mitotik Indeks
(MI) Degerlendirmesi

Sitokinez blok hiicre proliferasyon indeksi(CBPI) degerlendirmesinde;

M1, 1.mitozdaki hiicreleri (Tek Cekirdekli), M2, 2.mitozdaki hiicreleri (iki
Cekirdekli) ve M3 ise 3.mitozdaki hiicreleri (ii¢ ya da dort Cekirdekli) temsil
etmektedir. M1, M2 ve M3 teki toplam hiicreler sayilmistir. Birey bagina 100 hiicre
incelenmis ve CBPI = 1X(%M1) + 2X(%M2) + 3X(%M3) / 100 formiili

kullanilarak hesaplanmustir.
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Mitotik indeks degerlendirmesinde;

Mitotik indeks 1000 hiicre arasindan mitoza girmis olanlarin sayisidir.

Mitoza girmis olanlar i¢in metafaz plaklari referans alinir.

Tiim preparatlar MICROS MC300A mikroskobunda 40x10=400 biiyiitmede
say1lmistir[86,87].

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar tek yonlii varyans analizinde degerlendirilmistir. Istatistiksel
analizde tiim gruplarda tek tek ve her dozun S-9 aktivasyon sistemi iceren ve
icermeyen tekrarlarinda sonuglar1 negatif kontrolle kiyaslamak i¢in SPSS windows
11 Post-Hoc analiz LSD ve S-N-K testi uygulanmistir. S-9 aktivasyon sistemi
icermeyen gruplar kendi S-9 icermeyen negatif kontrolleriyle kiyaslanmigtir. S-9
iceren gruplar kendi S-9 iceren negatif kontrolleriyle kiyaslanmistir. Her dozun S-9
aktivasyon sistemi iceren ve icermeyen gruplari birbirleri ile kiyaslanmigtir. Tim
analizler yapilirken 3 bireyden elde edilen verilerin ortalamas1 alinarak
hesaplanmigtir. Tim analizlerde; p degeri (giiven araligi) 0,05 ve 0,01 olarak

alimmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

Bu calismanin amaci son yillarda yogun olarak kullanilan ve asilarda bulunan
Hg icerikli Thimerosal’in bagisiklik sisteminin temel hiicreleri olan lenfositlerdeki
genotoksik, mutajenik ve toksik etkilerini ve etkilerin birbiri ile iligkilerini
arastirmakti. Thimerosal sadece asilarda degil ayn1 zamanda lens soliisyonlarinda,
kozmetikte, dis dolgu maddelerinde de bulunmaktadir. Ancak bu ¢aligma asilar1 ve

asilardaki miktar1 referans alinarak yapilmistir.

Bu c¢aligma i¢in kullanilan kan 6rnekleri sigara kullanmayan saglikli ii¢ erkek
bireyden alinmustir. Doz araligi asilardaki miktar1 referans alinarak belirlenmistir.
Thimerosal, 100ul lik saf su ¢ozeltisi seklinde eklenmis ve son konsantrasyonlar ;
0,2pg/ml 0,4 pg/ml 0,6 pg/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Negatif kontrol hiicre
kiiltiirlerine, 100ul lik timerosalsiz saf su, pozitif kontrol hiicre kiiltiirlerine ise
2ug/ml lik mitomisin-C yada S-9 Kkiiltiirleri i¢cin  siklofosfamid (1,4pg/ml)
eklenmistir. Kurutulan preparatlar; Pery ve Wolf [63] un Giemsa teknigine gore
boyanmistir. KKD miktarlar1 ii¢ tekrarli olan preparatlardan metafaz basina
sayilmustir. Kisi basina 50 metafaz hiicresi sayilmistir. Mitotik indeks (MI) bin hiicre
arasindan mitozun metafaz evresine giren hiicrelerin sayisidir. Hiicre proliferasyon
kinetigi; hiicrenin kacinct mitozda oldugu baz alinarak CBPI= 1X(%M1) +
2X(%M2) +3X(%M3) / 100 formiiliine gore hesaplanmistir. Mikronukleus (MN)
ise kisi bagina 1000 binukleuslu hiicre arasindan mikronukleus iceren binukleuslu

hiicreler hesaplanarak bulunmustur.

Sonuglar genel olarak kontrol gruplartyla kiyaslandiginda; KKD ve MN

orani artarken MI ve CBPI oran1 diismiistiir.
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Cizelge 4.1. Timerosal’in belirli dozlarma maruz birakilan gruplardaki KKD

degerleri. NK:negatif kontrol, PK:pozitif kontrol, * (p<0,01)

1. Kisi 2.Kisi 3.Kisi | ORTALAMA=+
STANDART SAPMA

KKD/M | KKD/M | KKD/M KKD/M
Negatif Kontrol 3,08 3,14 3,08 3,10+ 0,035
NK+ S9 4,00 4,10 3,90 4,00+0,10
0,2 5,20 5,20 5,40 5,26+ 0,11°
0,2+S9 6,10 6,00 5,90 6,00+ 0,10°
0,4 7,10 6,90 7,30 7,10+ 0,20°
0,4+S9 7,30 7,30 7,20 7,27 £0,18°
0,6 9,90 10,10 10,20 10,06 +0,15%
0,6+S9 9,10 9,50 9,50 9,37+ 0,23"
PozitifKontrolMMC) | 11,16 11,16 11,18 11,17+ 0,012°
PK(CP)+S9 12,10 12,60 12,50 12,40 £0,26"

Dozdaki artisa bagl olarak KKD oraninda artig s6zkonusudur. Bu artis sekil
4.1.de gosrterilmistir. 0,4 pg/ml lik dozun S-9 lu ve S-9 suz ortamdaki kiiltiirlerinin
degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir(p>0,05). Tim dozlar kendi
aralarinda karsilastirildiginda ve ayni dozun S-9 suz kiiltiirii ile karsilastirildiginda
anlaml diizeyde farklidir(p<0,01) . Thimerosal’in 0,6pg/ml lik dozunun S-9 lu ve S-
9 suz ortamdaki degerleri karsilastirildiginda p<0,05 oraninda fark saptanmistir.

KKD noktalar1 sekil 4.2. de gosterilmistir.
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12

10

8 O s9-
ms9+

KKD/Metafaz

NK 0,2ug/ml 0,4pg/ml  0,6pg/ml PK

Sekil 4.1. Thimerosal’deki doz artisina bagli olarak KKD oranindaki artis.
NK; negatif kontrol PK; pozitif kontrol (S-9 igeren gruplar i¢in 1,4pg/ml
siklofosfamid, S-9 icermeyen gruplar i¢in 2pg/ml mitomisin-C)

Sekil 4.2.Metafaz evresindeki bir hiicrede KKD (Kardes Kromatid

Degisimi) bolgeleri
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Cizelge 4.2. Timerosal’in belirli dozlarina maruz birakilan gruplardaki MN degerleri
NK;negatif kontrol, PK;pozitif kontrol, * (p<0,01)

1. Kisi 2.Kisi 3.Kisi | ORTALAMA=+
STANDART SAPMA

MN(%0) | MN(%o) | MN(%o) MN (%o)
Negatif Kontrol 1,30 2,00 1,60 1,63+ 0,35
NK+S9 1,60 2,00 2,00 1,86+ 0,230
0,2 4,30 4,00 4,30 420 +1,17*
0,2+S9 4,30 4,70 4,70 4,56+0,230°
0,4 5,60 5,00 5,00 5,20 +0,34°
0,4+S9 5,30 5,80 5,00 5,36+0,40°
0,6 6,00 5,30 5,00 543 +0,51°
0,6+S9 5,66 6,00 7,66 6,44+1,47"
PozitifKontrol(MMC) | 10,30 10,70 8,30 9,76 £ 1,28°
PK (CP)+ S9 10,33 9,66 10,33 10,10+0,38"

MN testi i¢in Cizelge 4.2 ye ve Sekil 4.3’e bakildiginda doz artisina baglh
olarak MN degerlerinde de artis gozlenmistir (Sekil 4.3). Her doz negatif kontrol
degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.01). MN testi icin her doz tek tek ele alinip S-9 lu ortamdaki ayni doz ile
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05). S-9 suz 0,4 pg/ml
dozu 0,2 pg/ml ve 0,6 pg/ml dan farkli degildir. Bunlar disinda tiim degerler ile
negatif kontrolleri arasinda farklilik vardir (p<0,01). Binukleuslu hiicre Sekil 4.4 de
gosterilmektedir. Mikronukleuslu hiicre Sekil 4.5. de gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. Timerosal’deki doz artisina bagl olarak MN oranindaki artig

NK; negatif kontrol PK; pozitif kontrol (S-9 i¢eren gruplar i¢in
1,4pg/ml siklofosfamid, S-9 icermeyen gruplar i¢in 2pg/ml mitomisin-C)

Sekil 4.4. Cekirdek boliinmesinden sonra sitoplazma boliinmesi durdurulmus olan

binukleuslu hiicre
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Ana nukleus

Mikronukleus —.. ‘

Ana nukleus

Sekil 4.5. Binukleuslu bir hiicrede mikronukleus

Cizelge 4.3. Timerosal’in belirli dozlarina maruz birakilan gruplardaki MI degerleri
NK= negatif kontrol, PK=pozitif kontrol, * (p<0,01)

1. Kisi 2.Kisi 3.Kisi | ORTALAMA=+
STANDARTSAPMA

MI(%0) | MI(%0) | MI(%o) MI(%o)
Negatif Kontrol 7,65 7,75 7,75 7,71+0,05
NK+S9 6,00 5,66 6,00 5,88+0,19
0,2 7,60 7,60 7,80 7,660,711
0,2+S9 5,66 5,66 5,33 5,55+0,19"
0,4 5,90 5,70 5,60 5,73+0,15°
0,4+S9 5,00 5,00 4,00 4,66+0,57°
0,6 3,95 4,00 3,90 3,95+0,05"
0,6+S9 4,33 3,66 4,66 4.21+0,50°
PozitifKontrol(MMC) | 3,16 3,11 3,32 3,19+0,10°
PK(CP)+S9 2,33 2,66 3,00 2,66+0,33"
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MI testinin sonuglarina Cizelge 4.3.te bakacak olursak doz artisina bagh
olarak MI degerlerinde bir diisiis gozlenmistir. 0,2 pg/ml lik Thimerosal dozu ile
negatif kontrol arasinda istatistiksel agidan bir fark bulunamamistir(p<0,05). 0,6
png/ml lik dozunun S-9 lu ile S-9 suz ortamdaki degerleri arasinda anlamli bir
farklilik gézlemlenmemis ve ayrica pozitif kontroliin S-9 lu ve S—9 suz ortamdaki
degerleri arasinda anlaml bir farklilik gézlemlenmemistir (p>0,05). 0,4 pg/ml dozun
S-9 lu ve S-9 suz ortamdaki degerleri  arasinda anlamhi bir farklilik
gbzlemlenmistir(p<0,05). Diger tiim degerler birbirleriyle ve S-9 lu ortamdaki
tekrarlar1 ile karsilastirildiginda istatistiksel acidan anlamli derecede farkli
bulunmustur (p<0,01). Thimerosal’deki artisa bagli olarak MI degerlerindeki diisiis
sekil 4.6. da gosterilmistir.

S @ s9-
4 W s9+

Ml

NK 0,2ug/mi 0,4ug/mi 0,6pg/ml PK

Sekil 4.6. Timerosal’deki doz artisina bagl olarak MI degerindeki diisiis.
NK; negatif kontrol PK; pozitif kontrol (S-9 igeren gruplar igin
1,4pg/ml siklofosfamid, S-9 icermeyen gruplar i¢in 2pug/ml mitomisin-C)
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Cizelge 4.4. Timerosal’in belirli dozlarina maruz birakilan guruplardaki CBPI
degerleri. NK; negatif kontrol, PK;pozitif kontrol, * (p<0,01)

1. Kisi 2. Kisi 3. Kisi | ORTALAMA=+
STANDARTSAPMA
CBPI (%) | CBPI (%) | CBPI (%) CBPI (%)

Negatif Kontrol 2,04 2,00 2,00 2,01+0,02
NK+S9 2,08 2,01 2,01 2,03+0,04

0,2 2,00 2,00 1,90 1,96:+0,05
0,2+S9 2,00 1,96 2,01 1,99+0,02°

0,4 1,85 1,84 1,85 1,844+0,005"
0,4+S9 1,82 1,82 1,86 1,83+0,02°

0,6 1,75 1,76 1,75 1,75+0,005*
0,6+S9 1,72 1,72 1,74 1,72+0,011°
PozitifKontrolMMC) | 1,51 1,46 1,46 1,47+0,02°
PK(CP)+S9 1,46 1,51 1,46 1,47+0,028"

CBPI degerlerine Cizelge 4.4. de bakildiginda tiim dozlar S-9 lu ortamdaki
tekrarlar ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir(p>0,05). S-9
suz ortamdaki 0,2 ug/ml ve negatif kontrol arasinda bir farklilik bulunmazken diger
tim gruplar ile negatif kontrolleri arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik
saptanmistir(p<0,01). Thimerosal’deki doz artisina bagli olarak CBPI oranindaki
diisiis Sekil 4.7. de gosterilmistir.
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CBPI

O s9-
ms9+

0 2ug/m| 0 4ug/m| 0,6ug/ml PK

Sekil 4.7. Thimerosal’deki doz artisina bagli olarak CBPI oranindaki diisiis.
NK= negatif kontrol PK=pozitif kontrol (S-9 igeren gruplar i¢in 1,4ug/ml
siklofosfamid, S-9 igermeyen gruplar i¢cin 2pg/ml mitomysin-C)
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4.2. TARTISMA

Bu ¢alismada as1 ve daha birgok biyolojik {iriinde koruyucu olarak kullanilan
Thimerosalin in vitro ortamda insan lenfositleri iizerindeki genotoksik, toksik ve
mutajenik etkisinin olup olmadig1 arastirilmistir. Calismada Thimerosal’in dozlart,

asilardaki miktar1 g6z ontine alinarak hesaplanmistir.

Timerosal’in %49 u civa icermekte ve civanin tiim formlarinin nérotoksik
oldugu bilinmektedir. Ozellikle beyin gelisiminin ilk dénemleri olan gocukluk ¢ag
boyunca bu norotoksisite daha da 6nem kazanmaktadir. James ve ark.[47] ¢ un
belirttigine gore Costa (2004) teki saptamasina goére civa bagimli sitotoksisitenin
temelinde, civa bilesiginin kritik proteinlerdeki tiol (—SH) guruplariyla bag yapma
egiliminde oldugu bildirilmektedir. Kemiricilerle yapilan in vivo g¢aligmalar etil
civanin hiicre membranini gegebildigini ve hiicre igerisinde inorganik civaya

doniigebildigini gostermistir. Bu olay Oncelikli olarak beyin ve bobrek gibi

organlarda gerceklesmektedir[47].

Thimerosal ile yapilan caligmalar in vivo ve in vitro olarak iki grupta

toplanacak olursa;

Thimerosal ile ilgili in vivo ¢alismalar;

Mason ve ark. tarafindan Thimerosal’in karsinojenik etkileri F1 délii Scher
ratlarinda arastirilnustir. Iki haftalik ratlara 30-1000 pg/kg dozlari arasinda
Thimerosal verilmis ancak karsinojenezis ile baglantili tam bir veri elde

edilememistir[20]. Bu konuda yapilan diger in vivo ¢aligmalarda ise;

Marrazzini ve ark.[88] tarafindan erkek Swiss CD-1 farelerinde 10-20 mg/kg
lik timerosal maruziyetlerinin olusturacagi mikronukleus ve kromozom aberasyonlari
taranmis, mikronukleus ve kromozom aberasyonlarinda artis belirlenmis ancak
istatistiksel olarak anlamli bir bulgu elde edilememistir. Adler ve ark.[89] ise disi

Swiss ratlarinda ayni calismayi tekrarlamis ancak sonuglart istatistiksel agidan
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anlamli olmadigmi rapor etmislerdir. Thimerosalin ¢esitli test sistemlerindeki
anoploidi olusturma potansiyelleri ¢eliskilidir. Marazini ve ark., [88] tarafindan,
CD-1 siganlarinda yapilan mikronukleus ve kromozom aberasyonu testleri bu

kimyasalin klastojenik etkisinin oldugunu gostermistir.

Toshiko ve ark.[3] tarafindan; asilarda koruyucu olarak kullanilan timerosalin
iki haftalik siganlarin beyin noronlar tizerindeki etkileri Flow Cytometer yontemi
kullanilarak arastirtlmistir. Thimerosal ve metil merkiirinin(civanin) toksisite
dereceleri karsilastirilmistir. Her iki maddenin de 0,3 den 10uM a kadar olan
konsantrasyonlar1 hiicre i¢i kalsiyum Ca' seviyesini anlamli derecede arttirmustir.
10uM timerosal Ca'? seviyesini 10uM metil merkiiriye gore daha az arttirmustir .
Ancak aradaki bu fark anlamh olacak kadar bariz degildir. Ca™ seviyesindeki bu
artisin Toshiko ve ark. iki sekilde meydana gelmis olabilecegini savunmusglardir. Ya
uygulanan ajanlar (thimerosal ve metil merkiiri) hiicre zarinin gecirgenligini
arttirmislardir. Ya da hiicre igindeki Ca™ u serbest hale déniistiirmiislerdir. Bu
sonuglar in vitro ortamda sigan beyin hiicre kiiltlirlerine Thimerosal uygulandiginda
alman sonuglarla paralellik gostermektedir[31]. Hem Thimerosal’in hem de metil

civann hiicre igi Ca™ seviyesini ve oksidatif stresi artirdig1 bildirilmistir [3] .

Magos ve ark.[16], etil ve metil civanin toksik etkilerini, sicanlara, 8-
9,6mg/kg lik dozlarla, giinliik etil ve metil civa uygulamasi ile testetmislerdir; etil
ve metil civanin norotoksisitesi benzer olmakla birlikte beyinde etil civa hasarinin

daha fazla oldugu goézlenmistir[16].

In vitro ortamda yapilan calismalar;

Miller’e gore[7] Thimerosal’in in vitro sistemlerdeki genotoksik etkileri
konusundaki raporlar ¢eliskilidir. Avrupa’da bulunan bir ¢alisma grubu olan GUM (
Germany Section Of The European Enviromental Mutagen Society ) tarafindan
kabul goren c¢alismalarda Thimerosal’in etkileriyle ilgili iki caligma dikkat

¢ekmektedir.
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Bunlardan birincisi; Migliore ve ark. tarafindan [90] yapilmistir. 0,01-
0,16pg/ml aras1 dozlardaki Thimerosal’in etkileri, sitokalasin-B (Cytokalasin-B)
blok mikronukleus testi ile arastirilmistir. Insan lenfositlerinde, mikronukleus
olusturma frekansina bakilmis ve istatistiksel olarak negatif kontrole kiyasla anlamli

diizeyde olmasa da MN artisina neden oldugu saptanmustir.

Ikinci calisma ise Seelbach ve ark. tarafindan yapilmustir [91] . Bu ¢alismada
V79 hiicreleri kullanilmis ve MN frekansindaki artislar incelenmistir. Thimerosal’in
1 pg/ml lik dozunun MN oraninda negatif kontrole gore anlamli bir artis

olusturdugu saptanmaistir.

Bu iki ¢aligma yaptigimiz bu calisma ile karsilastirildiginda ii¢ calisma da
birbirini destekler niteliktedir. Birinci ¢alismada anlamli olmasa da MN frekansinda
bir artis sdzkonusudur. Ikincisindeki MN artis1 ise negatif kontrolle kiyaslandiginda
anlamlidir. Bu c¢alismada da da 0,2, 0,4 ve 0,6 pg/ml lik dozlarin hepsi, negatif

kontrolle karsilastirildiginda, MN oraninda anlamli bir artis s6zkonusudur.

Hummelen ve Kirsch- Volders [92] de Thimerosal’in insan lenfositleri
tizerinde MN olusturma potansiyelini arastirmis ve MN artisinin, negatif kontrole

gore istatistiksel olarak anlamli olmadigini rapor etmislerdir.

Bonatti ve ark. [93] thimerosalin de yer aldigi 10 kimyasal maddenin
(kadmiyum klorid, kloral hidrat, kolsisin, diazepam, ekonazol, hidrokinon,
primetamin, tiabendazol, thimerosal ve vinblastin) insan diploid fibroblastlarinda
genotoksik ozelliklerini arastirmislardir. Bu ¢alismada immunofluoresan bir teknik
olan CREST boyama teknigi kullanilmis ve Thimerosal’in fibroblastlarda anojenik

ya da klastojenik bir 6zelliginin olmadig1 belirlenmistir.

Antoccia ve ark. [94], Thimerosal’i embriyonik Cin Hamster hiicrelerinde

calismis fakat genotoksisiteye neden olabilecek anlamli bir veriye ulagamamastir.
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Lynch ve Parry [95] Thimerosal’in Cin hamster Luc2 hiicrelerinde sayisal ve
yapisal kromozom degisikliklerine olan etkilerini inceledikleri calismada insan
CREST antikinetekor antikorlarim1 kullanarak in vitro sitokalasin-B mikronukleus
yontemi  kullanmuslardir. Bu yontem kimyasallar tarafindan indiiklenen
mikronukleusun niteligini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu aragtirmacilar
yaptiklar1 ¢alismada 10 farkli kimyasalin (kolsisin, vinblastin, tiabendazol,
kloralhidrat, thimerosal diazepam, pirimetamin, hidrokinon, kadmiyum klorid ve
ekonazol nitrat) mikronukleus olusumu iizerine etkilerini incelemislerdir. Kolsisin,
vinblastin, tiabendazol, kloralhidrat kimyasallarinin antikinetekor antikor pozitif
olarak belirlendigi i¢in kromozom kayiplarina neden olduklarin1 yani anojenik bir
etkiye sahip olduklarimi belirlemislerdir. Bu calismada kullanilan Thimerosal’in ise
antikinetekor antikor negatif olarak belirlendigi icin kromozom parca kayiplarina
neden oldugunu yani klastojenik bir etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu
calisma ile antikinetekor antikor yontemi kullanilarak sitokalasin-B mikronukleus
tekniginin anojenik ya da klastojenik ajanlarin belirlenmesinde kullanilan uygun bir

metod oldugu vurgulanmstir.

Zeiger ve ark. [96] tarafindan Thimerosalin mutajenik etkisinin olup
olmadiginin arastirilmasi amaci ile bakteriel sistemde Ames testi ile arastirilmis

ancak mutajenik etkisinin olmadig1 rapor edilmistir.

Withrow tarafindan [97] Timidin kinaz testi kullanilarak fare lenfositleri
(L5178L) Thimerosal ve ultraviole irradyasyona maruz birakilmis ve mutajenite
gdzlenmistir . Thimerosal ultraviole 151811 absorblamadigi i¢in bu testin giivenilirligi
cok net degildir, ancak Lovely ve ark. [98] goriiniir 1s1kta yapilan E.Coli DNA

polimeraz A testinde de benzer sonuglar elde edildigini belirtmistir.

Timerosal’in yakin zamanlarda yapilmig olan fibroblast ve beyin hiicre
dizilerindeki kisa siireli maruziyetler benzer sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Baskin ve
ark. [21] vyaptig1 caligmada Thimerosal’in toksisitesi, floresan teknigi ile sinir
hiicreleri ve fibroblastlarda ¢alisilmistir. 125-250uM doz araligindaki Thimerosal’i 2
uM den itibaren toksik olarak rapor etmislerdir. Toksisite gdstergeleri ise DNA
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zincir kiriklari, membran hasarlari, kaspaz-3- aktivasyonu ve hiicre oliimleridir.
Baskin ve ark. [21] elde ettikleri bu toksisite sonuclarini hiicre igerisindeki Ca™

miktarinin artisina baglamislardir.

Seunghwan ve ark.[24] in vitro ortamda; Hela —S epitel hiicrelerinde
timerosal bagimli sitotoksisiteyi calismislardir. Timerosal epitel hiicreleri i¢in alerjen
olarak kabul edilmektedir. Ancak etki mekanizmasinin nasil gergeklestigi tam olarak
bilinmemektedir. Seunghwan ve ark.[24] bu olayin nasil meydana geldigi tizerinde
yogunlagmislardir. Timerosal’e maruz biraktiklar hiicre serilerinde; MN, apoptozis,
glutatyon seviyesi ve hiicre yasayabilirligini 6lgmiislerdir. Thimerosal’in 100uM
dozundan itibaren hiicre 6liimleri, apoptozis ve MN orani anlamli seviyede artmistir.
Thimerosal’deki artisa bagli olarak hiicrelerin yasayabilirligi azalmis, hiicre ici
glutatyon seviyesi diismiis, kaspaz-3 aktivasyonunun artisiyla apoptozis (programli
hiicre 6ltimii) orami artmis ve genomik DNA pargaciklarinin artistyla mikronukleus
oran1 artmustir. Testte Thimerosal’le muameleden sonra 6lii hiicreler Typan Blue

Exclusion testiyle sayilmistir.

Seunghwan ve ark.[24] 1n yaptig1 calisma ile sitotoksisitedeki etken
maddelerin reaktif oksijen tiirevleri, glutatyon ve hiicre igerisinde miktari artan Ca™
oldugu saptanmigtir. Bu arastirmacilara goére artan Thimerosal seviyesi ile;
Thimerosal’in bir antioksidan olan glutatyona baglandig1 ve glutatyonun antioksidan
ozelligini kaybettigi ve epitel hiicreleri bazi reaktif oksijen tiirevlerinin zararh
etkilerine kars1 daha hassas hale geldigini belirtmislerdir. Bu reaktif oksijen tiirevleri,

hidrojen peroksit, singlet (serbest) oksijen hidroksi radikali ve lipid peroksitlerdir.

Seunghwan Lee ve ark.[24] apoptozis (programli hiicre Olimii) 1 su
mekanizma ile aciklamiglardir. Artan Thimerosal miktart mitokondri membranindaki
gecirgenligi degistirmistir. Bunun sonucunda mitokondrideki Ca™ iyonlar1 serbest
hale gelmistir. Boylece apaptoziste bir yolak olan kaspazlarin zincirleme olarak
harekete gectiklerini ve Thimerosal’in toksik etkisi sonucunda doz artisina bagh
apoptozisin gerceklesmis oldugunu vurgulamislardir. MN oranindaki artisi, su

sekilde agiklamiglardir. Apoptozisin baslamasiyla DNA da hasar meydana gelmis ve
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kopan DNA pargaciklart MN oranini arttirmistir [24].  Seunghwan Lee ve ark.[24]
m yaptig1 ¢calismada; Thimerosal’in doza bagli olarak artis1 ile MN oranin da artmasi

bizim yaptigimiz ¢alismadaki sonuglar ile tutarlilik gosterdigini bulmuslardir.

Ueha-Ishibashi ve ark. [31] tarafindan gen¢ si¢anlarin timus bezi
lenfositlerinde Thimerosal’in sitotoksik etkileri incelenmistir. Floresan prob
kullanilarak sitometrik yontemle hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu ve membran
potansiyeli Ol¢iilmiis apoptotik hiicreler ve Olii hiicreler sayilmistir. 3uM
Thimerosal’le 60 dk inkiibasyon yapildiginda membran gecirgenliginde
diizensizlikler ve hiicre oliimlerinin negatif kontrollere gére anlamli diizeyde arttig

rapor edilmistir[31].

Uecha-Ishibashi ve ark. [31] Thimerosal’in lenfositlerdeki sitotoksik
etkilerinin hiicre icerisinde artan Ca™ konsantrasyonundan kaynaklandigini
vurgulamiglardir. Ozellikle Ueha-Ishibashi ve ark. yaptigi calisma ve diger lenfosit
kiiltiirleriyle hazirlanan benzer c¢alismalarin  bulustugu ortak payda sudur;
Lenfositlerde bulunan Ca™* bagh K™ kanallarinda artan Ca™* seviyesi K™ kanallarmi
acmakta ve hiperpolarizasyona neden olmaktadir. Thimerosal’in siilfidril gruplariyla
etkilesimi Ca™ kanallarmim gecirgenligini  degistirmektedir. Bu kanallarin
acilmasiyla zar potansiyeli degistirmektedir. Bu degisim hiicrenin yasayabilirligini

degistirmektedir[31].

Ueha-Ishibashi ve ark. yaptigi calismada Thimerosal’in 3-30 uM araliginda
artan dozlari kullanilmuistir. Deney Ca™ seviyesinin 2 mM oldugu ve hi¢ Ca™
bulunmayan kiiltiir ortaminda iki kez tekrarlandiginda 2 mM Ca™* bulunduran kiiltiir
ortaminda Ca™” bulunmayan ortama gére dliimler artmistir. Bu sonug sitotoksisitenin

nedeninin Ca™ seviyesindeki artisla agiklanabileceginin bir kanitidir[31].

Bu konularda yaptigimiz bu tez ¢alismasina en yakin olan ¢alisma; Gotz ve
ark.[4] m yapmis olduklar1 c¢alismadir. Go6tz ve ark.[4] 0,05-0,6ug/ml dozlar
arasindaki Thimerosal’i insan lenfositlerine uygulamis ve Thimerosal’in genotoksik

etkilerini mikronukleus testi ile incelemislerdir. 0,05-0,5ug/ml arasinda MN orani
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artmis ancak 0,6ug/ml lik dozdan itibaren Thimerosal anlamli diizeyde toksik etki

gostermistir. [4].

Gotz ve ark. [4] tarafindan yapilan calismada, MN degerlerindeki negatif
kontrole gore artis, 0,6pg/ml lik Thimerosal dozundan itibaren anlam bulurken
bizim yaptigimiz ¢alismada tiim dozlardaki ( 0,2- 0,4 -0,6pug/ml) MN degerleri
negatif kontrole gore, istatistiksel acidan anlamli denecek oranda artis gostermistir.
Bizim yapmis oldugumuz bu g¢alisma ve Go6tz ve ark. [4] tarafindan yapilan
calismada, MN degerlerinin her ikisinde de doz artisina bagli olarak MN degerlerinin
artis gostermesi tutarlilik gostermektedir. Ancak Gotz ve ark. [4]” a gore; 0,2- 0,4
pg/ml lik Thimerosal dozlar toksik degilken bize gore negatif kontrole kiyasla
toksiktir.

Yapmis oldugumuz bu tez ¢alismasinda uygulanan bir diger test metodu ise
KKD testidir. Yapilan KKD testi ile ilgili olarak; Thimerosal’in KKD {izerine
etkilerini aragtiran bir ¢alisma bulunamamistir. Bu calisma timerosalin ve yan
tiriinlerinin KKD {izerine etkilerini in vitro olarak ve S-9 metabolik aktivasyon
sistemi kullanarak insan kan lenfositlerinde arastiran ilk ¢alismadir. KKD testi daha
once bu calisma ile yakinlik gosteren ila¢ ve ilag hammaddelerinin genotoksik

etkilerinin arastirilmasinda kullanilmistir[64,65].

Thimerosalin KKD {izerine etkilerini; daha once yapilmis bir calisma
olmadigindan, burada Thimerosal’in icermis oldugu civa (Hg) ile iliskilendirmeye
calisilmigtir.  Bir¢ok arastirmaci tarafindan civanin genotoksik etkileri hem

kromozom aberasyonlar1 ve hem de KKD oranlar1 incelenerek rapor edilmistir.

Akiyama ve ark.[99] dis tedavilerinde kullanilan amalgam maddesinin civa
icermesi nedeniyle aragtirmaya deger goriilmiistiir. Amalgam maddesinin ekstratlari
elde edilmistir. % 5.15 uM konsantrasyonda civa igeren amalgam maddesinin
etkiledigi aberasyonlu hiicre oran1 %9,5 iken civa konsantrasyonu % 11.76 ya kadar
arttirildiginda aberasyonlu hiicre orani %58,5’e yiikselmistir. Akiyama ve ark.

civanin genotoksik etkisinin olabilecegini rapor etmislerdir[99].

60



Yapilan diger caligmada cesitli civa bilesiklerinin insan lenfositlerinde KKD
oranlar1 iizerine etkileri incelenmistir. Lee ve ark.[100] tarafindan yapilan ¢aligmada
civa nitrat (Hg™), metilciva klorit (CH3;HgCl) ve fenilciva asetat (PMA) KKD
olusturma kapasiteleri bakimindan karsilastirilmistir. Bu ¢alismada PMA’nin 1 uM
ile 30 uM arasindaki degisen konsantrasyonlarda doza bagli olarak KKD oranlarinda
artisa neden oldugunu belirlemiglerdir. Buna karsilik, CH3;HgCl sadece 20 uM
konsantrasyonda gozlenen KKD oranlarindaki artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Bu calismada test edilen tiim civa bilesiklerinin genotoksik olduklarini
belirlemislerdir. Arastirmacilar Hg bilesiklerinin hiicre boliinmesi sirasinda ig
ipliklerini olusturan proteinlerin siilfidril gruplariyla etkilesime girerek hiicre

boliinmesini baskiladigi da rapor etmislerdir[100].

Bu calismada Thimerosal’in etkilerinin saptanmasi amaci ile KKD ve MN
test yontemleri kullanilmis ve ek olarak sitotoksik ve stostatik etkileri de MI ile CBPI

degerleri hesaplanarak incelenmistir.

Yapilan bu ¢alismada Thimerosal’in doza bagli olarak artis1 KKD olusumunu
negatif kontrole kiyasla anlamli seviyede arttirmistir (p<0,01). KKD testi genotoksik
ve mutajenik etkinin saptanmasinda kullanilmistir. Thimerosal, MN oraninda artisa
neden oldugu igin genotoksiktir. KKD oraninda da artisa neden oldugu igin
mutajenik etki gostermistir sonucuna varabiliriz. Thimerosal’in insan lenfositleri
tizerinde doz artigina bagli olarak genotoksik ve mutajenik etki potansiyelinin oldugu

bulunmustur.

Yapilan bu ¢alismada Thimerosal’in doza bagli olarak artist MN olusumunu

negatif kontrole kiyasla anlamli seviyede arttirmistir (p<0,01).

Yapilan bu calismada Thimerosal’in doza bagli olarak artisi MI oranini
negatif kontrole kiyasla anlamli seviyede diistirmiistiir (p<0,01). MI ; hiicreler
icerisinde mitoza girenlerin oranini Ol¢tiigli icin  MI daki diisiis toksisitenin

belirtecidir. Thimerosal’in insan lenfositleri iizerinde doz artisina bagli olarak hiicre
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popiilasyonlarinda mitoza girme oranin1 azaltma potansiyelinin oldugu

belirlenmistir.

Yapilan bu ¢aligmada Thimerosal’in doza bagl olarak artisi CBPI oranini
negatif kontrole kiyasla anlamli seviyede diislirmiistiir (p<0,01). CBPI; hiicrelerin
boliinme hizlarin1 6lgmektedir. Yani stostatik etkiyi 6lgmektedir. Timerosal’in insan
lenfositleri iizerinde doz artisina bagli olarak hiicrenin boliinme hizini1 azaltma

potansiyelinin oldugu belirlenmistir.

Yapilan tiim bu ¢alismalar birde S-9 aktivasyon sistemi eklenmis olan kiiltiir
ortaminda tekrarlanmistir. Ciinkii bilindigi gibi Thimerosal civa igerikli bir bilesiktir
ve Thimerosal’in hiicredeki yasamsal molekiillerle etkilesime giren kismi civadir.
Kiiltiir ortamina S-9 aktivasyon sistemi eklenerek Thimerosal’in metabolize olmasi
saglanmistir. Timerosal’in etkisine bakilirken ortama S-9 aktivasyon sistemi

eklenerek te metabolitlerinin etkisi de test edilmistir.

S-9 aktivasyon sistemi eklendikten sonra; KKD, MI testlerinde, tiim dozlar
S-9 igeren ortamdaki ayni dozlar ile karsilastirildiginda KKD seviyesinde artis MI
seviyesinde ise diisiis gbzlenmistir. KKD ve MI testlerinde her bir dozun S-9 lu ve S-
9 suz ortamdaki degerleri karsilagtirildiginda; S-9 lularin KKD degerleri S-9 suzlara
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikselis gostermistir (p<0,01). S-9 lularin
MI degerleri S-9 suzlara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiis géstermistir
(p<0,01). Sonug olarak; Thimerosal’in insan lenfositleri iizerinde doza bagli olarak

KKD olusturma potansiyeli ve MI degeri S-9 un varligindan etkilenmistir.

S-9 un varligt MN ve CBPI degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisime neden olmamistir. Yani Thimerosal’in insan lenfositleri {izerinde doza
bagli olarak MN olusturma miktarlar1 ve CBPI sayist S-9 un varligindan anlaml

seviyede etkilenmemistir (p=>0,05).

In vitro ortama S-9 aktivasyon sistemi eklenerek kimyasal iiriiniin

metabolizma tirlinlerinin etkisi arastirilmaktadir. S-9 lu ortamda ve S-9 suz ortamda
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tekrarlanan KKD, MI, CBPI testlerinin sonuglar1 Yasir ve ark. [81] ve Piesova ve

ark. [83] tarafindan yapilan c¢alismalarin sonucu ile tutarlilik gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan caligmalar neticesinde genel olarak Thimerosal’daki doza baglh
olarak; KKD oranini istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirmistir (p<0,01) . Bu
artis sadece doza bagl olarak gerceklesmemis ayni zamanda kiiltlir ortaminda S-9 un
varligina bagl olarak ta anlamli bulunmustur (p<0,01). Bu ¢alismada 0,4ug/ml lik
dozun S-9 eklenmis kiiltiirler ile S-9 eklenmemis kiiltiirler arasindaki fark anlamli
degildir (p>0,05). Yapilan bu testteki KKD oranlarinin doza bagli olarak artisi;
Thimerosal maddesinin doza bagli olarak mutajenite ve genotoksisite egiliminin

artt1g1 sonucu ile agiklanabilmektedir.

Yapilan ikinci test olan MN testinde ise doza bagli olarak MN oraninda bir
artis gozlenmistir. Bu artis KKD testini destekler niteliktedir. Yani timerosalin doza
baglh olarak genotoksisite degerlerindeki artis bu testte de bir kez daha anlam
bulmustur. Ancak bu testte herbir doz; S-9 lu ortamdaki tekrar ile karsilastirildiginda
artis oldugu belirlenmistir, fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

belirlenmistir (p>0,05).

Yapilan {igiincii test; MI degerlerinin sayimidir. MI degerlerinin diisiisii bir
toksisite gostergesidir. Ve genel olarak dozdaki artis mitotik indeksi diigtirmiistiir.
Yani doz arttikga toksisite de artmaktadir. Ve S-9 un varligi da bu toksisiteyi daha da

gliclendirmistir.

CBPI; hiicrenin boliinme hizlarini dlgen bir yontemdir. Yani stostatik etki
gostergesidir. Bu testte de doz artisina bagli olarak hiicre boliinme hizi disiis
gostermistir. Dozlar tek tek ele alindiginda S-9 un varlig1 béliinme hizindaki diisiisii
desteklemis ancak istatistiksel acidan anlamli diizeyde bir fark olusturmamistir

(p>0,05).

Sonug olarak Thimerosal maddesinin insan lenfositlerinde toksik, genotoksik

ve mutajenik etki gosterebilme potansiyeline sahip oldugu bulunmustur.
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Kullanilan test sistemlerinin (KKD, MI, MN, CBPI) birbirlerini destekler
nitelikte olmalart bu test sistemlerinin bu ¢alisma i¢in uygun oldugunu

gostermistir.

Bu ¢alisma Thimerosal’in asilardaki miktar1 referans alinarak yapilmistir. Ve

bize gore tek dozluk asilar (Thimerosal igermeyen) daha giivenlidir.

Dis tedavisinde kullanilan civa igeren amalgam dolgu maddesinin

kullanilmamasi onerilmektedir.

Civa ve diger agir metaller igeren balik ve deniz iirlinlerinin yenmemesi
gerekmektedir. (hamsi ve sardalya gibi kiiciik baliklar daha az agir metal

igerir).

Gebelik sirasinda Thimerosal (civa) iceren asilarin (grip, menenjit, tetanoz)
rasgele yaptirilmamasi, ihtiyag halinde menenjit ve tetanoz asilarinin
Thimerosal igermeyenlerinin tercih edilmesi onerilmektedir. Grip asilarinin

tiimii Thimerosal icermektedir.

Sadece kendisinin degil ayni zamanda metabolitlerininde toksik oldugu

bilinen Thimerosal’in ¢ocukluk ¢agi asilarindan ¢ikarilmasi dnerilmektedir.
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