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Bu calismada, endiistriyel atiklarin genotoksik etkileri mikroniikleus testi ve
interfaz AgNOR analiz teknikleri kullamlarak in-situ ve laboratuvar kosullan altinda
arastirilmustir. Petrol rafinerisi ve krom sanayi tesislerinden alman atik 6rneklerinin
etkileri laboratuvar kosullar altinda incelenmistir. In-situ ¢aligmalar ise iki kirli
(Karaduvar ve Mersin Liman1) ve goreceli olarak daha temiz bir bélgede (Erdemli),
dort farkli mevsimde gergeklestirilmistir. Model test organizmast olarak laboratuvar
calismalari i¢in Oreochromis niloticus (Pisces: Cichlidae), in-situ ¢aligmalar i¢in de
Mugil cephalus (Pisces: Mugilidae) se¢ilmistir. Mikroniikleus analizleri periferal
eritrositler ve solungag epitel hiicreleri iizerinde gergeklestirilmistir. Mikrontikleus
yaninda eritrositlerde biniikleus, loblu, tomurcuklu ve ¢entikli niikkleus gibi ¢esitli
anomaliler de analiz edilmislerdir. Interfaz AgNOR analizleri ise (heteromorfik ¢ift
niikleolus yiizdesi, hiicre bagma diisen niikleolus sayisi ve tek niikleolus hacmi)
kuyruk epitel hiicreleri tizerinde gergeklestirilmigtir.

Laboratuvar c¢alismalar1 sonucunda, krom sanayi atiklarimin yalmizca en
yliksek konsantrasyon ve uygulama sliresinde genotoksik etkisinin oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda petrol rafinerisi atiginin krom sanayi atigina gére ¢ok
daha yiiksek oranda genotoksik potansiyele sahip oldufu gozlenmigtir. In-situ
analizlerde Karaduvar ve Mersin Limanindan yakalanan 6rneklerdeki mikroniikleus
ve niikleus anomali frekanslarimin, referans bolge olan Erdemli’den yakalanan
Orneklere oranla ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda, interfaz
AgNOR parametrelerine ait degerlerin kirli bolgelerden yakalanan orneklerde daha
yiiksek oldugu saptannmustir.  Mevsimsel analizlerde ise, incelenen anomali
frekanslarinin yaz mevsiminde en yiiksek, kis mevsiminde ise en diigiik diizeyde
oldugu belirlenmistir. Baliklarda interfaz AgNOR parametrelerinin in-situ toksisite
analizinde kullanimu ilk kez bu galigmada gergeklestirilmigtir. Bu ¢alismada elde
edilen bulgular AgNOR analizlerinin, dzellikle mikroniikleus ve niikkleus anomalileri
testleri ile kombine edildiginde, gerek laboratuvar gerekse in-situ g¢aligmalarda

kullamgh bir test yontemi oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Endiistriyel atiklar, genotoksisite, mikroniikleus testi, niikleus
anomalileri, AgNOR’lar, Mugil cephalus, Oreochromis niloticus.



ABSTRACT

In this study, genotoxic effects of industrial effluents were investigated using
the micronucleus test and interphase AgNOR analysis methods, under both in-situ
and laboratory conditions. Effects of effluents obtained from a petroleum rafinery
and a chromium industry plant, were investigated under laboratory conditions. In-
situ analyses were carried out on two polluted (Karaduvar and Mersin Harbour) and a
relatively clean reference area (Erdemli), at four different seasons. Oreochromis
niloticus (Pisces: Cichlidae) for laboratory studies and Mugil cephalus (Pisces:
Mugilidae) for in-situ studies, were selected as model test organisms. Micronuclei
analyses were performed on periheral erythrocytes and on gill epithelial cells. In
addition to micronuclei, some other nuclear abnormalities such as binuclei, lobbed,
blebbed and notched nuclei, were also analysed on peripheral erythrocytes.

As a result of laboratory studies, it was determined that chromium industry
effluents cause genotoxic effects only at the highest concentration and exposure
duration. On the other hand, it was determined that genotoxic potential of petroleum
effluents has conciderably higher when compared to chromium industry effluents.
In-situ analyses have shown that the frequencies of micronuclei and other nuclear
abnormalities in specimens obtained from Karaduvar and Mersin Harbour, were
much more higher than that of the samples obtained from Erdemli. Furthermore,
interphase AgNOR parameters were found to be higher in polluted areas than in
clean area. Seasonal analyses have shown that the frequencies of abnormalities
appeared at higher values in summer season and lower values in winter season. This
is the first study concerning the use of fish AgNOR parameters in assessment of in-
situ toxicity. Results of this study have shown that AgNOR analyis is a useful
biomarker in assessment of toxicity under both field and laboratory conditions,

especially when combined with the micronucleus and nuclear abnormality tests.

Key Words: Industrial effluents, genotoxicity, micronucleus test, nuclear

abnormalities, AgNORs, Mugil cephalus, Oreochromis niloticus.
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KISALTMALAR DiZiNi

MN: Mikroniikleus

BN: Biniikleus

CN: Centikli niikleus

TM: Tomurcuklu niikleus

LB: Loblu niikleus

CNhet: Heteromorfik niikleolus ¢ifti

Ns: Hiicre bagina diisen ortalama niikleolus sayisi

1Nh: Ortalama tek niikleolus hacmi



1. GIRis

Modern toplumlarda gelisen téknolojiye dayali faaliyetlerin birgogu zararls
sonuglar1 da beraberinde getirebilmektedir.  Giiniimiizde dogal ortamlar giderek
artan sanayilesme ve kentlegsmeye bagli olarak ortaya ¢ikan bir ¢ok kimyasal madde
ile kirletilmis durumdadir. Bunun yammnda yine her yil 1000°den fazla kimyasal
madde, cogunun gevre lizerindeki olasi etkileri tam olarak bilinmeksizin piyasaya
striilmektedir. Bu maddelerin de biiyiikk ¢ogunlufunun dogrudan ya da dolayh
yollarla akarsu, g6l ve deniz ortamlarina tagmmalar sonucunda s6z konusu ortamlar

kirletici maddelerle kontaminasyona ugramaktadirlar.

Sucul ortamlardaki kirlilik uzun yillardan beri bakteriyolojik agidan ¢aligiimig
olmakla birlikte, artan sanayilesmeye bagli olarak ortaya ¢ikan kimyasal kirlilik,
giderek lizerinde daha fazla durulmasi gereken bir konu haline gelmistir.  Gerek
diinyadaki toplam su rezervlerinin biiyiikk bir kismmin deniz ve okyanuslarda
bulunmasi, gerekse gelisen bilimsel teknoloji ve izleme metotlarna paralel olarak
deniz kirliligi, 6zellikle son yillarda artan oranda dikkat ¢eken konulardan birisi
haline gelmigtir. =~ Buradan hareketle ozellikle endiistrilesmenin yogun oldugu
bolgelerde basta deniz biyotasi ve buna bagh olarak insan saglig1 iizerinde ortaya
cikabilecek olast etkilerle bu etkilerin sonuglar izlenmeye baslanmusgtir.

Sucul ortamlar genellikle degisik kaynaklardan gelen birgok farkli yapr ve
Gzellige sahip kimyasallarin olusturdugu bir karisim halindedir. Bu nedenle de, s6z
konusu ortamlarda bulunan canlilar ¢esitli reaksiyonlardan gegen kompleks kimyasal
karigimlara maruz kalmak durumundadirlar. Dogal ortamlarda, bu tip kimyasallara
maruziyet kronik ve diigiik dozlarda gergeklestiginden dolayi, giiniimiizde biyolojik
izleme caligmalar1 akut toksisiteden ziyade karsinojenite ve mutajenite etrafinda
yogunlagtinlmistir.  Akdeniz agisindan ele alindiginda, kiyr bdlgeleri basta olmak
lizere sanayi ve tarimsal atiklarin gerek akarsular ile taginmasi, gerekse dogrudan
denize desarji nedeniyle genotoksik ve karsinojenik maddeler ile yogun oranda
kontaminasyona ugradig: bilinmektedir [1].



Gerek sucul ortamlardaki in-situ ¢aligmalarda gerekse laboratuvar
ortamlarindaki genotoksisite ¢aligmalarinda omurgalilar i¢in iyi bir model
olugturmalar1 nedeniyle son yillarda alternatif test organizmasi olarak balik.
tirlerinden  yararlamilmaktadir. Cevresel arastirma ve risk degerlendirme
stireclerinde kirleticilerin genetik etkilerinin incelenmesine olanak saglayan ucuz ve
hizli sonu¢ veren testlerin kullanilmasi gerekmektedir.  Bu amagla kullanilan
sitogenetik tekniklerin basinda metafaz kromozom analiz yontemleri gelmektedir.
Ancak baliklarin kromozom yapilarinin olduk¢a degisken olmasi, sayilarinin fazla ve
boyutlarmin kiigiik olmalar1 nedeniyle metafaz kromozom analiz tekniklerinin
uygulanabilirligi kisithdir. Diger taraftan, hem laboratuvar hem de dogal ortamlarda
uygulanabilen ve diisiik maliyetli bir teknik olan mikroniikleus testi, son yillarda
yapisal DNA hasarlarin belirlenmesi amaci ile baliklar tizerinde de etkin bir gekilde
kullamlmaya baslanmigtir. Bir mikroniikleus dogrudan DNA’da ya da i
ipliklerinde olusan hasarlara bagli olarak, hiicre boliinmesi sonunda ana niikleusa
dahil olmayan kirik kromozom fragmentlerinden ya da tiim bir kromozom’un
kromatin hale doniismesi ile olugur. Bir hiicre i¢erisinde mikroniikleus’un varlig

yapisal bir genetik hasarin varlifina igaret etmektedir [2].

Son yillarda, mikroniikleus yaninda, diger bazi morfolojik niikleus
anomalilerinin de genetik toksikoloji indikatérii olarak kullamlabilecegi 6ne
stirlilmektedir [3]. Bunlardan &zellikle lob ve tomurcuklanma gibi bazi niikleus
anomalilerinin genotoksik etkilesimler sonucu ortaya ¢ikabilecegi ve hatta yeni bir
mikroniikleus olusum mekanizmasi igin temel olusturabilecegi 6ne siiriilmektedir [4].

Yapisal genomik hasarlarin gosterilmesinde kullamlan mikroniikleus testi ve
niikleus anomalileri yaminda, hiicre metabolik aktivitesinin gostergesi olarak
kullanilan niikleolus analiz yontemi de genotoksisite aragtirmalarinda kullanilmaya
baglanan olduk¢a yeni bir test yontemidir.  Giimiis boyama teknikleri ile
incelenebilen biiyiikliik sayr ve heteromorfizm gibi interfaz kantitaf AGNOR’larinin
incelenmesi hiicrede TRNA gen aktivitesi ve protein sentez hiz1 konusunda bilgi elde
edilmesine olanak saglamaktadir.



Mikrontikleus, niikleus anomalisi ve Interfaz AgNOR testlerinin
kombinasyonu ise, yapisal ve fonksiyonel genotoksik etkilerin incelenmesinde
olduk¢a kullamghh bir yOntem olarak goriilmektedir. Bu c¢ahsmada Mersin
bolgesinde gerceklestirilen yogun endistriyel faaliyetler sonucu ortaya ¢ikan ve
sucul ortamlara desarj edilen atiklarin genotoksik etkilerinin, baliklarda
mikroniikleus testi ve Interfaz AgNOR parametreleri kullanilarak hem in-situ hem de
laboratuvar kosullart altinda arastirilmasi, dogal ortamlardaki siirekli ve laboratuvar
ortamindaki kisa siireli etkilerin kargilagtirmali olarak ortaya ¢ikariimasi
amaclanmistir. Bu amagla, Mersin bolgesinde sanayilesmenin ve kirliligin fazla
oldugu iki bolge olan Karaduvar ve Mersin liman ile bu tip desarjlar olmadig: i¢in
goreceli olarak daha temiz olan referans bolge Erdemli’den yakalanan Mugil
cephalus orneklerinde vperiferik eritrositleri ve solungag epitel hiicrelerinde
mikroniikleus ve niikleus anomalileri frekanslan ile kuyruk yiizgeci epitel
hiicrelerinde interfaz AgNOR parametreleri bolgelere ve mevsimsel degisime bagh
olarak incelenmistirr. Bunun yaninda daha 6nce herhangi bir genotoksik etkiye
maruz kalmamis olan Oreochromis niloticus 6rnekleri laboratuvar ortaminda krom
ve petrol sanayi atiklarina maruz birakilarak mikroniikleus frekanslarni ve AgNOR

parametrelerindeki degisimler incelenmigtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. GENETIK TOKSIKOLOJI

[k olarak 1927°de X-gmnlarinin  Drosophila’da mutasyon oranlanim
normalden 15.000 kat daha fazla arttirdigim belirleyen Muller [5]’in ¢aligmalan ile
baglayan genetik toksikoloji bugiin, gelisen teknoloji ile artan risk ve analiz
yontemlerine bagli olarak en 6nemli arastirma dallarindan biri haline gelmistir.

Genetik toksikoloji, temel olarak kaliim materyali olan DNA iizerinde
meydana gelen toksik etkileri inceleyen bilim dalidir. DNA igerisinde kimyasal
olarak kodlanan genetik bilgi, replike edildikten sonra miimkiin oldugunca aslina
uygun bir bi¢imde ogul dollere aktarilmak zorundadir. Bu esnada, gerek normal
biyolojik siiregler sonucu gerekse DNA’nin dogrudan ya da dolayl olarak fiziksel,
kimyasal ve biyolojik etmenlerle interaksiyonlari sonucu ¢esitli bozukluklar
meydana gelebilmektedir. Iste bu sekilde, kalitim materyali olan DNA iizerinde
hasarlara yol acan etmenleri tanimlamak igin “genotoksik” terimi kullanilmaktadir

[6].

Genotoksik maddeler kendilerini baslica iki yolla géstermektedirler;

e Ya dogrudan ya da dolaylh olarak DNA’nin kendisi {izerinde , yani kimyasal

yapist lizerinde hasarlar meydana getirebilirler.

e Ya da hiicre icerisinde siiregelen onarim mekanizmalarinda bozukluklara

neden olarak, varolan spontane DNA hasarlarinin frekansini yiikseltebilirler.

Genotoksik etmenler tarafindan olusturulan hasarlar hiicre o©liimiinden,
kansere kadar varan ve ogul dollere aktarilabilen etkilere yol acabilmektedir. Sekil
2.1’de gosterildigi lizere somatik hiicrelerde meydana gelebilecek genetik hasarlar
bireysel diizeyde hiicre 6limi ya da kanserlesmeye yol acabilirken, germinal
hiicrelerde meydana gelebilecek genetik hasarlar ogul dollere aktanlabilecek
dominant ya da resesif genetik etkilere yol agabilmektedirler [7].
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2.2. DENIZ ORTAMINDA GENOTOKSIK MADDELER

Deniz ortamlarinda bulunan genotoksik maddeler temel olarak ortaya cikis
mekanizmalarma gore doga ve antropojenik kokenli maddeler olarak iki grupta

incelenmektedirler.

2.2.1. Doga Kokenli Maddeler

Deniz kirliligi de dahil olmak iizere, gevre kirliligine yol agan pek ¢ok madde
antropojenik kaynakli olmakla birlikte, genotoksik, karsinojenik ve teratojenik
etkilere sahip olan ve bazi dogal reaksiyonlar sonucu ortaya ¢itkan kimyasallarin da
var oldugu bilinmektedir. Ormnegin dogal pestisitlerin, karsinojenik etki agisindan
insan yapumi pestisitlere gére ¢ok daha fazla riskli oldugu One siiriilmektedir [8].
Buna benzer degerlendirmeler deniz ortamlar: i¢in de yapilmistir. Bazi deniz
bitkileri bromoform ve dibromoklorometan gibi mutajenik etkiye sahip olan
maddeler yaninda kloroform gibi karsinojenik etkiye sahip kimyasal maddeler de
liretebilmektedirler. Ayrica bir deniz alg’inden izole edilen polihalojenli bilesiklerin
mutajenik etkiye sahip oldugu ve hatta bunlardan birinin EMS (ethyl
methanesulfonate) gibi tipik bir sentetik mutajen maddeden 200 kat daha etkili
oldugu belirlenmistir [9]. Bunun yaninda, aralarinda Kaliforniya korfezi, Karayipler,
Hawaii ve Akdeniz’in Ispanya kiyilarinin da bulundugu cesitli bdlgelerinden
toplanan Asparagopsis cinsine dahil baz1 deniz yosunlarinin yapisinda da baz olasi

genotoksik maddelerin varligi da gosterilmigtir [10].

Doga kokenli genotoksik maddeler hakkinda son zamanlarda ortaya ¢ikarilan
ilging bulgulardan bir tanesi de **P isaretleme teknifi ile gergeklestirilen DNA
adduct testi kullanilarak elde edilmigtir. Aralarinda tatli su baliklarindan Leuciscus
cephalus, Barbus barbus, Abramis brama, Vimba vimba varinata ve Cyprinus carpio
ile deniz baliklanindan Mugil auratus’un bulundugu tiirlerin karacigerlerinde
birbirleri ile benzerlik gosteren yaklasik 4 - 9 aras1t DNA adduct’inin var oldugu
ortaya ¢ikartilmistir [11]. Bu karsinojen DNA adduct’lar1 gerek temiz gerekse kirli
bolgelerden yakalanan baliklarda yaklagik olarak aymi miktarlarda bulunmustur.
Kurelec ve ark. [11] bu bulgular 1s1ginda dogal ortamlardaki DNA



modifikasyonlarmin insan yapimi kimyasallar yamnda dogal olarak ortaya gikan
faktorler ile de olusturulabilecegini 6ne siirmiigtiir.

2.2.2. Antropojenik Kokenli Maddeler

Deniz kirliligine yol agan karsinojenik ya da mutajenik maddelerin tam bir
. listesini ¢ikartmak neredeyse olanaksizdir.  Genel olarak bu kimyasallanin
arastirilmasi oldukga zor ve gogunlukla da bilimsel agidan tartigmalidir. Ciinkii sucul
ortamlardaki kirletici maddeler genellikle toksik etkilerinin tahmini oldukg¢a zor olan,
yapisal olarak birbiri ile iliskili ve olduk¢a fazla gesitlilik gdsteren kimyasallardan
olusmaktadirlar.

Uluslar arast Kanser Arastirma Grubu (IARC) tarafindan olugturulan
veritabanina dayamlarak deniz ortamlarinda bulunan karsinojenlerin bir listesi
hazirlanmigtir.  Insanlarda yapilan epidemiolojik ¢alismalar, hayvan modeller
lizerinde yapilan karsinojenite arastirmalan ve kisa-siireli test sonuglarindan elde
edilen verilerin 151g1nda karsinojen maddeler IARC [1] tarafindan {i¢ ana grup altinda
toplanmugtir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. IARC verilerine gore karsinojen maddelerin siniflandirilmasi

Grup 1 Kesinlikle karsinojen olanlar
Grup 2 (A) | Bilyiik olasilikla karsinojen olanlar
Grup 2 (B) | Muhtemelen karsinojen olanlar

Grup 3 Yeterli veri bulunmayan maddeler

Burada bu smiflandirmanin s6z konusu kimyasallarin sadece insanlar
tizerindeki karsinojenik etkilerinin giddetlerine dayamilarak yapildigim belirmekte
fayda vardir. Bu nedenle bu siniflandirma, genel anlamda Karsinojenik etki
potansiyellerinin diizeyini gosteren bir tablo olarak ele alinmaktadir. Bununla
birlikte yine IARC wverilerine dayanilarak deniz ortaminda bulunabilen ve
karsinojenik etki gosterebilen maddelere verilebilecek bazi 6rnekler ¢izelge 2.2°de

gosterildigi lizere gruplandirilmiglardir. Bugiin bilinen deniz kirleticileri arasinda en



onemlileri, 2A grubuna dahil olan PCB (poliklorinli bifeniller), krom +6, kadmiyum
ve kadmiyum bilesikleri ile PAH (polisiklik aromatik hidrokarbon)’lardir.

Cizelge 2.2. Deniz ortaminda bulunan ¢esitli karsinojenlerin gruplandiriimas.

1. Grup Arsenik, Nikel.

Kadmiyum, Benz[a]anthrasen, Krom +6, Benzo[a]piren
Poliklorinli Bifeniller. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

2. Grup Kursun, Benz[b]fluoranthrene, Benz[k]fluorantrene, indenof[1. 2.
b) 3-cd]piren, DDT, 1. 2-dikloretan, lindan, tetraklorometan,
trichlormetan, toksafen.

Antrasen, benzo[ghi]perilen, benzoe]piren, krizen, fenantren,
3. Grup piren, triphenilen, aldrin, chlordane, dieldrin, heptaklor,

trichloroetilen, vinyliden klorid.

Bazi durumlarda deniz kirliligini 6nlemek iizere kullanilan bazi maddeler de
genotoksik etkiler gosterebilmektedirler. Buna 6rnek olarak gesitli yiizey aktif
madde karisimlari, hidrokarbon ¢éziiciileri ve stabilize edici ajanlardan olusan ve
yaglarm ¢oziilmesinde kullanilan maddeler gosterilebilir [1].

2.2.3. Endiistriyel Atiklar

Endiistriyel atiklar, ekonomik gelisme ve teknolojik ilerleme ile birlikte
ortaya gikan istenmeyen lirtinlerdir. Bu atiklar, standartlar uygun olarak islenmedigi
ya da depolanmadigi durumlarda hem ¢evre hem de insan saglig1 izerinde olumsuz
etkilere yol agmaktadirlar. Bunun sebebi bu atiklarm bir ok farkli kimyasal ve bu
kimyasallarin kompleks karigimlarmi igeriyor olmasidir.

Mesleki ya da mesleki olmayan yollardan endiistriyel atiklara maruz kalma,
insanlarda bas agrisi, bulanti ve cesitli cilt hasarlan giBi bafif etkilerden ciddi
karaciger ya da sinir bozukluklarina varabilen ciddi etkilere yol agabilmektedir.
Bunun yanimda kanser ve teratojenez gibi genotoksik etkilerin de ortaya ¢ikabildigi



bilinmektedir. Endiistriyel atiklar igerisinde zellikle genetik hasar olusturma
potansiyeline sahip, nikel, kadmiyum, krom(VI), fenol, PCB’ler ve PAH’lar gibi

maddelerin varligi bu atiklarin genotoksik etkileri konusunda ¢aligma gerekliligini

dogurmustur.

Endiistriyel atiklarla kontamine olmus dogal ortamlarda yasayan bitki ve
hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalar bu atiklarin olast genotoksik etkileri
konusunda veri saglamaktadirlar. Endiistriyel atiklarin, hem sucul hem de karasal
canli tiirleri lizerinde genotoksik etkiye yol agabileceginin gosterilmesinden sonra
ozellikle son 10 yilda bu konu ile ilgili olarak yofun oranda galigmalar
gerceklestirilmeye baglanmigtir.  Bu  alandaki esas ilerleme ise, arastirma
tekniklerindeki gelismelere bagli olarak kisa-siireli genotoksisite testlerinin
yayginlasmaya baslamasi ile gergeklesmistir.

2.3. DENIZ ORTAMINA GIREN KiRLETICILERIN DEGISIMLERI

Kirletici maddeler denize ulastiktan sonra gesitli faktorlere bagl olarak
aktivasyon ya da ¢ogu durumda oldugu gibi detoksifikasyon siirecine maruz kalmak
durumundadirlar. Her seyden &nce, kirleticinin stabilitesi kimyasalin molekiiler
yapisina baghdir.  Genel olarak, direkt etki gosteren genotoksinler reaktif
molekiillerdir ve kimyasal, biyokimyasal ya da fotokimyasal bozulma gibi siirecler
ile kolaylikla pargalanma egilimindedirler. Promutajen ya da prokarsinojenler ise
¢ok daha stabil bir yaprya sahiptirler. Bu &nciil molekiiller akivite gosterebilmeleri
igin gesitli doniislimlere maruz kalmalar: gerekmektedir. Bu doniisiimler genellikle
konak organizmada hiicre icinde gergeklesirler. Deniz ortamina giren genotoksik
maddelerin ugrayabilecekleri degisimler ise baghica dort yolla gerceklesebilmektedir.

Bunlardan ilki mikrobiyal transformasyonlardir. Bazi kirleticiler deniz
suyunda veya sedimentlerde yasayan bakterilerde birikmekte ve intraseliilar olarak
trasformasyona maruz kalmaktadirlar. Bu degisimler genellikle detoksifikasyon
yoniinde olmaktadir. Ancak bazi durumlarda sdz konusu bakteri hiicrelerinin



parcalanmast sonucu ortama salinan bazi kimyasal maddeler yiiksek organizmalar

icin genotoksik etki gosterebilmektedirler [1].

Deniz ortaminda kimyasal maddelerde goriilen diger bir degisim yolu da 15132
bagh doniisiimlerdir. Isiga bagli doniisiimlerin kaynaginda gilines 1s18inda bulunan
ultraviyole (UV) isinlar yatmaktadir. Ancak bilindigi lizere su ortaminda, DNA ya
zarar verebilecek dalga boyundaki isinlar belli bir derinlige kadar gegebildiklerinden,
giines 1s18inin deniz ortaminda dogrudan bir zarar olusturmadigi séylenebilir.
Ciinkii, glines 15181 daha ¢ok deniz suyu ylizeyinde bulunan kirleticilerle reaksiyona
girerek molekiiler yapilarinda dolayisiyla da biyolojik aktivitelerinde degisikliklere
yol agarak dolayli yoldan etki gostermektedir [1].

Yukarida belirtilen doniistimlerden sonra olusan maddelerin ugradifn en
Onemli agsamalardan biride canli biinyelerde gerceklesen birikim siirecidir. Igerisinde
genotoksik maddelerinde bulundugu bir ¢ok kimyasal, besin zincirine bagh olarak,
yiiksek organizmalarin biinyesinde birikebilmektedir. Ozellikle gé¢men baliklar,
sucul birikime dayali olarak, biinyelerinde bulundurduklann maddelerin kirli
ortamdan daha uzaklara yayilmasina neden olabilmektedirler. Bununla birlikte, bazx
durumlarda birikim ile ortaya ¢ikan toksisite, direkt maruz kalma durumu kadar etkili
olamamaktadir. Bu durum genel olarak kirleticinin suda veya yagda ¢dziinebilme
gibi kimyasal ozelliklerine ve dogal ortamda bulunma konsantrasyonlarma bagh
olarka degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin, petrol hidrokarbonlarimn su veya
sedimentten direkt olarak alinmasi, birikim yolu ile yayilmadan daha Snemli ve
etkilidir. Ote yandan, organoklorlu pestisitler su ortaminda ¢ok az miktarda
bulunduklarindan dolay: birikim yolu ile ortaya gikardiklan etkiler daha 6nemlidir

[1].
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2.4. AKDENIZDE KIRLILIK

Akdenizdeki kirlilik bu denizin gerek niifus yogunlugu gerekse endiistriyel
atik agisindan hizla gelisen iilkeler tarafindan g¢evrelenen yar kapali bir deniz

olmasindan kaynaklanmaktadir.

Akdenizde gozlenen kirliliginin temel kaynaklan ise ¢esitli ana bagliklar
altinda toplanmistir. Bunlardan ilki dogal sizintilar ile sediment ve kayaglarin
erozyonudur. Jeolojik yapiya bagh olarak krom gibi ¢esitli kimyasallarin erezyon
yolu ile denize ulagsmasi miimkiin olabilmektedir. Ana kirlilik kaynaklarindan birisi
de kiy1 boslgelerinde kurulu petrol fabrikalarinin degarjlaridir. Endiistriyel faaliyetler
sonucunda olusan ozellikle sivi atiklar dofrudan ya da dolayli yollarla deniz
ortamlarina atilmaktadir. Ozellikle cesitli rafinerilerden olusan yag ve gres gibi
atiklar deniz ortaminda 6nemli kirleticiler arasindadirlar. Yine deniz tagimaciligi ve
buna bagh olarak tanker desarjlar1 6nemli kirlilik kaynaklaridirlar. Belediye atik
sular1 da deniz kirliligi a¢isindan 6nemli bir diger kaynad1 olusturdugu gibi farkli
kaynaklar ile kirlenen akarsular araciligi ile gergeklesen tagimmim ve yagislar yolu ile
olusan ¢tkelmeler de kirlilik kaynaklar: arasida yer almaktadir [1].

Bununla birlikte kimyasal igerik agisindan incelendiginde Akdenizde
“genotoksik™ kirlilige yol agan en Snemli kaynaklarin baginda endiistriyel atiklar ve
tanker desarjlanimin geldigi s6ylenebilir. Deniz ortaminda bulunan genotoksik
kirleticilerin en Onemlilerinden olan petrol hidrokarbonlarnin Akdenize giren
miktarmin 635.000 ton/y1l oldugu tahmin edilmektedir. Bunun yarisindan fazlasimn
(330.000 ton) petrol tankerlerinden yiikleme ve bosaltma ve bakim esnasinda
yayildig: bildirilmistir. Belediye ve diger endiistriyel kaynaklardan gelen miktar ise
yaklagik olarak sirasryla 160.000 ve 110. 000 tondur. Atmosferik kaynakli polisiklik
aromatik hidrokarbon girisinin ise yaklagik 35. 000 ton oldugu tahmin edilmektedir
[12]}.
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2.5. GENOTOKSIKOLOJIK ANALIZ YONTEMLERI

Genetik toksikoloji testlerinde ana hedef DNA molekiilii oldugundan dolayi,
elde edilen sonuglar aym1 zamanda insan saglig ile ilgili olarak ortaya ¢ikabilecek
problemlerin tahmininde de kullanilmaktadir.  Bu nedenle bir tiirde DNA hasar
olusturdugu bilinen bir kimyasal maddenin, diger tiirlerde de henzer etkiler
gosterebilecegini sdylemek mimkiindiir. Genetik hasar terimi temelde g¢esitli
etkilere bagli olarak DNA iizerinde meydana gelen 6zgiin hasarlar tanimlamak i¢in
kullanilmaktadir. Bu etkilerin siniflandinlmasinda temel olarak 3 terim
kullanilmaktadir. . Bunlardan ilki olan “mutajenik™ kelimesi DNA {izerindeki bir
gende meydana gelen nokta mutasyonlari tanimlamaktadir. Ikinci terimimiz olan
klastojenik kelimesi ise kromozom yapisinda meydana gelen degisimleri tanimlamak
i¢in kullanilirken, tam kromozom kayiplarini igin ise diglincii bir diger terim olan
aneuploidi terimi kullamlmaktadir. DNA {izerindeki hasarlar hedef biiyiikliigiine
bagli olarak; kromozom diizeyinde goriilebilen (makro 6lgekli) etkiler ve gen
diizeyinde gézlenebilen (molekiiler) etkiler olmak tizere iki kisimda incelenmektedir.
Ancak bilindigi tizere kromozom diizeyinde gozlenen hasarlar, DNA diizeyinde
meydana gelen hasarlarin bir yansimasi oldugundan bu sentetik bir ayrmmdir.
Bununla birlikte kromozom diizeyinde ve DNA diizeyinde olusan hasarlarin
incelenmesi igin kullanilan teknikler genellikle farkli olduklarindan, bu tip bir
ayrimun yapilmast pratik agidan faydalidir. Genotoksik etkilerin incelenmesi amaci
ile, mikroorganizmalar, bdcekler, bitkiler ve omurgali hayvanlar {izeride
uygulanabilecek olan 200 den fazla kisa-siireli test metodu bulunmaktadir [13].
Okaryotik sistemler {izerinde yapilan deneyler (fungal testler, bitki deneyleri, memeli
ve difer omurgalilar {izerinde yapilan testler) ise gen mutasyonlarindan, yapisal ve
saytsal kromozom hasarlarina kadar olduk¢a genis bir spektrumu igeren
etkilesimlerin aragtirilmasinda kullanilmaktadirlar (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Genotoksisite testlerinde kullamlan canli tiplerinin dagihim [13].

Bir genotoksisite arastirmasinda kullanilacak test metodlarinin segimi ise
cesitli kriterlere baglidir [6]. Bunlar:

e Test edilecek madde ya da etkenin 6zelligine uygun olmas:

e Kullamlacak test s1stem1mn gegerliliginin g6sterilmis olmas:

o Test sisteminin kullanimu ile ilgili yeterli veri birikiminin olmas1

e Test metodunun kompleks gevresel karigimlar igin de uygun olmas:

Test sistemleri arasinda hasar belirleme kapasitesi yoniinden farklihiklar
olabildiginden dolayi, genetik toksikoloji ¢aligan aragtirmacilar bir etkeni test
ederken birkag farkli yontem kullanabilirler.  Birkag test grubunun bir arada
kullamm sayesinde bir etkenin olas1 etkilerini farkli agilardan izlemek miimkiin
olabilir.
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Bir genotoksisite test ydnteminde olmasi istenen temel dzellikler ise:

e Uygulama agisindan basit olmasi

o Genetik hasarlar belirlemede etkin olmas:
o Hizli sonug vermesi

¢ Ekonomik a¢idan ucuz olmasi

e Analiz i¢in az sayida 6rmegin yeterli olmasi’dir.

Yukarida sayilan 6zelliklere sahip olan test yontemlerinin gelistirilmesi ile birlikte,
ozellikle eko-genetik-toksikoloji alaninda yapilan c¢aligmalarda bir patlama

gerceklesmistir.

Buglin endiistriyel atiklarin  genotoksik  etkilerinin  arastirilmasinda
kullanilmis veya kullanilmakta olan bir ¢ok test metodu bulunmakla birlikte en
yaygin kullanilan y6ntemlerin baginda Salmonella mutajenite testi ya da genel olarak
bilinen ad1 ile AMES testi gelmektedir [14]. AMES testi diinyada son 20 yildan beri
gerek saf kimyasallarin gerekse kompleks karigimlarin mutajenik etkilerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullamilmaktadir. Bazi kimyasal gruplan icin AMES
testinde elde edilen sonuglarla fare testlerinden elde edilen sonuglar arasinda yiiksek
bir korelasyon bulunmasina ragmen, organik klorlular, gesitli ¢6ziiciiler ve metaller
agisindan Salmonella testinin duyarliligs disiiktiir.  Bu ve benzeri maddeler bazi
endiistriyel atiklarm en dnemli bilesenlerinden olduklarindan dolay: daha farkli test
sistemlerinin kullamlmasi gerekli hale gelmektedir.

Makro 0lgekli genotoksisite testleri arasinda ise, kromozom sayr ve
yapisindaki degisimleri gésteren yontemler gelmektedir. Bunlar arasinda kromozom
bozukluklari, kardes kromatid degisimleri ve mikroniikleus testleri farkli
organizmalar {izerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar [15, 6]. Klastojenik
etkilerin belirlenmesinde ise en ¢ok uygulanan ydntemlerden biri olan Cin hamsteri
ovaryum hiicreleri (CHO) testi de su ve atik 6rneklerinin test edilmesinde
kullanilmaktadir. CHO testi kimyasal madde {ireten fabrikalarin, petrol rafinerinin
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ve kapit fabrikalanmn atiklarimin  genotoksik  etkilerinin incelenmesinde

kullaniimustir.

Endiistriyel atiklarn genotoksik etkilerinin' incelenmesinde kullamilan diger
yontemler arasinda Allium, Tredescantia ve Vicia gibi farkli tiirlerin bulundugu
bitkisel test sistemleri sayilabilir. Olduk¢a ucuz, uygulamas: kolay ve kromozom
anomalileri agisindan etkin sonuglar veren bitkisel test sistemleri de endiistriyel

atiklarm potansiyel etkilerinin belirlenmesinde oldukga kullanighdir.

2.5.1. Genetik Toksikoloji Testlerinde Model Organizma Olarak Baliklar

Baliklar, sadece fizyolojik ve biyokimyasal aragtirmalarda degil, sitotoksik,
sitogenetik ve genotoksik arastirmalarinda da uygun bir model organizma olarak
kullamlabilmektedirler. Sucul ortamlarda besin zincirinde iist siralarda bulunmalar
yamnda solunum igin yiiksek oranda suyu kullanmalar, kirleticilere maruz kalma
durumlarinz oldukga etkin kilmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle son yillarda balik doku
ve hiicrelerinin genetik toksikoloji alaninda kullanimina ait ¢aligmalar son derece

artmistir.

Farkl1 yapidaki kirletici maddelerin baliklar iizerindeki genotoksik etkilerinin
aragtirilmasina yonelik ¢aligmalar temelde s6z konusu kimyasallarin karsinojenik
etkilerin belirlenmesini amaglamaktadir. Sekil 2.3’de goriildiigii lizere sistematik
olarak yiiksek organizmalarda yapilan genotoksisite testlerinden alinan sonuglarin
Ozellikle insanlar {izerinde olusacak etkilerin tahmin edilmesinde daha etkili oldugu
goriilmektedir. Baliklarin laboratuvar kosullarinda saklanabilmeleri ve kimyasallara
maruz birakilabilmeleri oldukg¢a kolay oldugu icin, diger yliksek omurgalilar ve insan
saglig1 icin risk olugturabilecek kimyasallarin incelenmesinde, balik tiirleri in-vivo
genotoksisite testlerinde kullamilabilen 6nemli organizmalar haline gelmislerdir.
Bugiine kadar baliklarda genotoksik etkiler farkl tiirlerde, farkli dokularda ve farkh
yontemler kullanilarak incelenmistir. Bunlar arasinda karaciger dokusunda aromatik
DNA adduct testleri [16], DNA iplik kirilma testi (Comet deneyi) [17], gibi teknikler
sayilabilir. Bununla Dbirlikte vyakin bir gecmise kadar oOzellikle

15



‘LA T{OPULIS[ISI) SYISISY0}0usd yese[o vwzueSIo [opow uLepieq "¢’ [PoS

v

— > RSN (219 —1
LIR[UOASBINIA
U e reeken
—»
—>
e 12 15 |
profdnouy e PPIRo0d
Lrefrese
WOZOWOIY e TP
usfoursrey
ISB[O BIRIUBSU] oA IO
usn) e pIIq
> Jefuesu]
uofoursrey guesu| > —>
INVHO LINV PPLLA ALLANAD VINZINVDIO JTLVINALSIS

16



memeli tiirler igin gelistirilmis olan in-vivo sitogenetik tekniklerin uygulanmasinda
goriilen bazi zorluklar nedeni ile baliklarin kimyasallarin klastojenik etkilerin
belirlenmesinde kullanimma dair ¢alismalar, kisith bir alanda gergeklestirilmistir.

[18-21].

Kardes kromatid degisimi (SCE) ve kromozomal aberasyon gibi metafaz
teknikleri’nin baliklarda uygulanmasi pratik agidan ¢ok kullamgli degildir. Bunun
sebebi baliklarin memelilere gore ¢ok daha kiiglik ve fazla sayida kromozoma sahip
olmalar1 ve balik karyotipinin daha diizensiz bir yap1 icermesidir. Bu nedenle de
ancak birkac balik tlirliniin karyotipi sitogenetik analizler i¢in uygundur. Bunlar
arasinda Umbra [limi de kromozom sayis1i ve yapist metafaz analizleri ve
genotoksisite ¢caligmalan igin olduk¢a uygun olmakla beraber bu tiiriin yayilim alam
fazla genis olmadigindan hem in-situ ¢aligmalarda kullanimu ile ilgili literatiir ¢ok
kisithdir hem de ekonomik agidan bir éneme sahip degildir. Bu nedenle gegerli
sitogenetik metodlar arasinda kolay ve ucuz olmasi yaminda, 6zellikle baliklar
lizerinde uygulanabilirliinin kolay ve etkin olmas: nedeni ile mikroniikleus testi son

yillarda giderek artan oranda 6nem kazanmaya baglamustir [22].

2.5.2. Mikroniikleus Testi

Mikroniikleus ana kromozomdan kopmus olan fragmentlerden ya da anafaz
esnasindaki hatalara bagli olarak ana niikleusa dahil olamayan tam kromozomlardan
olusan ve sitoplazma igerisinde ana niikleusa ilaveten goriilebilen kiigiik bir ikinci
niikleustur [2]. Mikroniikleus olusumunu indiikleyen her ajan klastojen olmayabilir.
Mikroniikleus olusumuna ig ipliklerinin inhibisyonu ve apoptozis gibi diger etkenler
de yol agabilmektedir. Sekil 2.4’de gériildiigii lizere genotoksik etkiler sonucunda
metafazda gozlenen kromozomal fragmentler ya da tam kromozomlar, hiicre
boliinmesi bitiminde olusan kardes hiicrelerden birinde tekrar kromatin halde
kondanse olarak ana niikleus yaninda kii¢iik ikinci bir nitkleus halinde kendilerini
gostermektedir. Mikroniikleus olusumuna yol agabilen kromozom anomalilerinin
cesitleri sekil 2.5°de gosterilmistir. Goriildiigii tizere metafaz kromozomlarindaki
kirilmalar sonucunda olusan fragmentler ve deforme kromozomlar mitoz boliinme

sonunda olusan hiicrelerde mikroniikleus formasyonlarina yol agmaktadirlar.
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Metafaz

Genotoksik
Etkiler

]
Anafaz é
Normal Hiicre Aberasyonlu Hiicre
Normal Normal Normal Mikmoniikleuslu
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre

Sekil 2.4. Mikroniikleus tagiyan bir hiicrenin olusum agsamalar:.

IIk olarak memeli sistemler igin gelistirilmis olan mikroniikleus testi, farkh
etmenlerin genotoksik etkilerinin arasgtirilmasinda oldukga yaygin olarak kullanilan
bir test metodudur. Interfaz hiicrelerinde mikroniikleus saymm teknik agidan metafaz
analizlerine oranla ¢ok daha kolay ve hizl1 bir ydntemdir. Bu nedenle son yillarda bir
genotoksisite test metodu olarak mikroniikleus testine olan ilgi artmis ve memeliler
disindaki difer omurgalilar yaninda bazi omurgasiz hayvanlar ile bitkilere de
uygulanmaya baglanmigtir [23-26].
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Sekil 2.5. Mikroniikleus olugsumuna yol agabilen kromozom anomalileri

Balik eritrositleri gekirdekli oldugundan, bu hiicrelerde klastojenik etkilerin
belirlenmesi igin mikroniikleus testi uygulanmas: son derece kolaydir. Gerek in-situ
gerekse laboratuvar kosullarinda yapilan ¢alismalarda genotoksik maddelere maruz
kalan baliklarda eritrosit mikroniikleus frekanslarimin anlamli diizeyde arttipa
gosterilmistir (EK). Mikroniikleus ilk hiicre siklusundan &nce goriillemeyecegi igin,
bir hiicre populasyonunda goézlenen mikroniikleus frekansinin hiicre cogalmasi
kinetigi ile olduk¢a yakindan iligkili oldugu belirtilmektedir. Hiicre proliferasyon
orani ise balik tiirline, hedef dokuya ve gevresel kosullara bagl olarak degisiklik
gosterebilmektedir. Baliklarda da diger organizmalarda oldugu gibi mikroniikleus
olusumu belirli bir oranda spontan olarak gergeklesmektedir. Fakat baliklardaki
spontane mikroniikleus frekanslan memelilerdekine oranla daha disiiktiir [27]. Yine
spontane mikroniikleus frekanslari da tiire, metoda ve dokuya bagl olarak degisiklik
gosterebilmektedir (EK).
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Bununla birlikte baliklar {izerinde uygulanan mikroniikleus testi, evsel ve
endiistriyel atiklarin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda in-situ olarak oldukca
etkin bir bigimde kullamlmaktadir ve 6zellikle son on yilda bu konuda yiiriitiilen
calismalarda gozle goriilir bir artis meydana gelmigtir. 1980-1990 tarihlerini
kapsayan 10 yillik vé 1991-2003 yillarim: kapsayan 12 yillik zaman diliminde her 3
yilda yayinlanan ve baliklarda mikroniikleus testinin kullamldi1 makale sayisimndaki
artis Sekil 2.6°da gosterilmisgtir.

35
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Sekil 2.6. Baliklarda mikroniikleus testi ile ilgili makalelerin sayisinin dagilimi.

De Flora ve ark. [28], laboratuvar ortaminda yetistirilen ve herhangi bir
genotoksik etkene maruz kalmamus olan Oncorhynchus mykiss drneklerini, ftalya’da
evsel ve endiistriyel atiklarla kirlenmis olan Po nehrine kafesler ile yerlestirerek 7-15
ve 30 giin siiresince in-situ olarak maruz birakmak suretiyle periferik eritrositlerdeki
mikroniikleus frekanslarinda olusan degisimleri incelemislerdir.

Pietrapiana ve ark. [29], Italya’da yogun oranda petrol atiklar ile kontamine
olmus olan Ligurian denizinde yasayan demersal baliklardan Lepidorhampus boscii,
Merluccius merluccius, ve Mullus barbatus’da, yeni gelistirdikleri bir teknik ile
karaciger hiicrelerinde (hepatositlerde) mikroniikleus frekanslarndaki degisiklikleri

incelemislerdir.
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Grisola ve Starling [30], Brezilya’da yogun oranda atik antim tesisi desarjina
maruz kalan Paranoa géliinde yasayan Tilapia rendalli, Oreochromis niloticus ve
Cyprinus carpio tirlerinde periferik eritrositlerinde mikroniikleus frekanslarin
kargilastirmali olarak incelemislerdir.

Ayylon ve ark. [31], Ispanya’da askeri tesislerin atiklarina maruz kalan
Trubia nehrinin agag1 ve yukar: kisimlarindan yakalanan Salmo frufta Srneklerinde
mikroniikleus frekanslarim karsilastirarak bu atiklann genotoksik potansiyele sahip

olup olmadiklarini incelemislerdir.

Al-Sabti [32], Isve¢’de radyoaktif maddeler ile kontamine olmus gollerden
yakalanan Esox lucius, Perca fluviatilis, Rutilus rutilus ve Abramis brama

orneklerinde mikroniikleus frekanslarini incelemistir.

Bombail ve ark. [33], Iskogya’da uzun yillardan beri basta petrokimya sanayi
olmak tizere degisik tipteki endiistriyel atiklarla kontamine olmus olan Firth of Forth
adli bolgeden yakalanan Pholis gunnellus meklerinde olusan genotoksik hasarlari
eritrosit mikroniikleus testi kullanarak arastirmaglardir.

Hughes ve Hebert, [34], Amerika’da cesitli kirleticilerle kontamine olmus
Long Island kiyilari boyunca belirlenen istasyonlardan yakalanan demersal bir tiir
olan  Pseudopleuronectes americanus Smeklerinde  eritrosit mikroniikleus

frekanslarini bélgesel ve mevsimsel olarak incelemislerdir.

Poongnathi ve ark. [35], Hindistan’da Coimbatore sehrinin belediye atik
sularinda  yasayan Tilapia mossambicus, Lepidocephalus thermalis, Clarias
batrachus, Labeo rohita ve Opicephalus  punctatus tiirlerindeki eritrosit
mikroniikleus frekanslarmi aym sehirde bulunan akarsudan yakalanan tiirler ile
kiyaslayarak séz konusu atiklarin genotoksik potansiyele sahip olup olmadigin
arastrrmuslardar.
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Pacheco ve Santos [36], Portekiz’de kagit sanayi atiklarinin desarj edildigi
Vouga nehri boyunca yakalanan Anguilla anguilla rneklerinde mikroniikleus

frekanslarini incelemislerdir.

Rao ve ark. [37], Kanada’da Ontario goliine desarj yapan endiistriyel
tesislerin bulundugu bolgelerden yakalanan Ameiurus nebulosus 6rneklerinden alinan

karaciger 6rneklerinde mikroniikleuslu hepatosit frekanslarim incelemislerdir.

Hayashi ve ark. [38], Japonya’da Tomio nehrinden yakalanan Carrassius sp.,
Zacco platypus, Misgurnus anguillcaudatus ve Odontobutis obscura obscura
orneklerinde periferik eritrosit ve solungag epitel hiicrelerinde mikroniikleus
frekanslarim  acridine orange boyama yontemi kullanarak mevsimsel olarak

aragtirmiglardir.

Russo ve ark. [39], Italya’da yogun oranda kirli oldugu bilinen Sarno
nehrinden yakaladiklart Gambusia holbrooki Srneklerinin periferik eritrositlerindeki

mikroniikleus frekanslarim incelemislerdir.

Rodriguez-Cea ve ark. [40], Ispanya’da kirli oldugu bilinen nehirlerden
yakaladiklar1 Salmo trutta, Anguilla anguilla ve Phoxinus phoxinus Srmeklerinin

bobrek eritrositlerinde mikroniikleus frekanslarin incelemiglerdir.

Yukarida adi gecen in-situ ¢aligmalar yamnda balik hiicrelerinde
mikroniikleus testi, degisik kokenli atiklarin genotoksik etkilerinin test edilmesi
amaci ile laboratuvar kosullar: altinda da basan ile kullaniimaktadir.

Pacheco ve Santos [41], kagit endiistrisi atiklarmm genotoksik etkilerini

Anguilla anguilla tizerinde uyguladiklar eritrosit mikroniikleus testini kullanarak

belirlemislerdir.
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Marlasca ve ark. [42], laboratuvar sartlar1 altinda tekstil atiklarina maruz
biraktiklar1  Oncorhynchus  mykiss ~ oroeklerinde  eritrositlerde gerceklesen

mikroniikleus indiiklenmelerini incelemislerdir.

Odeigah ve Osanyipeju [43], laboratuvar kosullari altinda farkly
konsantrasyon ve siirelerde bira ve tekstil fabrikas: atiklarina maruz biraktiklar
Clarias  lazera  Omeklerinde  mikroniikleus  frekanslarindaki degisimleri

saptamiglardir.

Vigano ve ark. [44], Platichthys flesus, Srneklerini, farkli kokenden gelen bir
¢ok kirletici madde ile kontamine olmus olan Italyan nehirlerin bosaldig1 bir deniz
olan Adriyatik denizi’nin kuzey bolgesinden alman sediment Srneklerine laboratuvar
sartlant alinda maruz birakmislar ve hepatositlerdeki mikroniikleus frekanslarindaki
degisiklikleri analiz etmislerdir.

Kohlpoth ve ark. [45], 11 farkhi endiistri koluna ait 38 endiistriye atik
Orneklerinin genotoksik etkilerini belirlemek icin laboratuvar ortaminda alabalik
gonadlarindan elde edilen bir hiicre kiiltiirii tizerinde in-vitro olarak test etmis ve bu
hiicrelerde olugan mikroniikleus frekanslarint flow-cytometry yontemi ile

belirlemistir.

2.5.3. Niikleus Anomalileri

Son yillarda farkli organizma ve doku hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalarda
genotoksik etkilesimler altinda niikleus seklinde baz1 anomaliler oldugu
belirlenmistir. Bu anomaliler, biniikleus, ¢entikli niikleus, tomurcuklu niikleus ve
loblu niikleus olmak {izere baslica dért grup altinda toplanmuglardir (Sekil 3.2). Bir
hiicre igerisinde ¢ift niikleus bulunma durumu olan biniikleus terimi, hiicre
bolinmesi esnasinda ve baslica sitokinezde meydana gelen sitotoksik etkilerin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Centikli niikleus, adindan da anlasilacag; iizere
icerisinde kromatin bulunmayacak sekilde centik benzeri girintilere sahip
niikleuslardir. Centikli niikleus olusumu mekanizmas: ile ilgili olarak heniiz ortaya
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atilmug bir gorils bulunmamaktadir. Bununla birlikte tomurcuklanma ve lob olugumu

ile ilgili baz1 olas1 mekanizmalar ortaya 6ne stiriilmiigtir.

Bu mekanizmalar 6zellikle, belirli kogullar altinda yetistirilen ve gen
amplifikasyonunun indiiklenmesine dayali hiicre kiiltiirlerinde gdsterilmistir [46, 47].
Shimizu ve ark. [4] amplifiye edilmis DNA’mn hiicre siklusunun S fazinda
niikleus’un dis ¢evre kisimlarma dogru itilip, buradan niikleus tomurcuklanmasi ile
bir mikroniikleus olusturmak iizere atildigini gostermiglerdir. Bunun yamnda
hidroksiiire gibi DNA sentez inhibitorlerinin de amplifiye edilmis DNA’y1 bu
mekanizma ile attign belirlenmistir. Bu aragtirmacilar nitkkleusun bir sekilde temel
nitkleus alani ile uyusmayacak sekilde fazlalik olusturan DNA’y1 bir sekilde tanima

yetenegine sahip olabilecegini 6ne stirmiiglerdir.

Shimizu ve ark. [4], niikleusun fazla miktarda bulunan amplifiye edilmis
DNA’y1 bir seri aktif siiregler ile niikleus periferinde biriktirmek suretiyle elemine
ettigini one siirmiiglerdir.  Bu fazlalik DNA tomurcuklanma yolu ile bir
mikroniikleus olusturmak sureti ile niikleustan digari atilmaktadir. Sonraki asamada
ise bu mikroniikleus bir mini-hiicre olusturmak tizere sitoplazmadan uzaklastirilir.

Niikleus tomurcuklanmas: mekanizmast hiicre siklusunun S fazinda
gerceklesir ve olugan tomurcuklar mikroniikleus ile aym morfolojik goriiniime
sahiptirler, aradaki tek fark ise olusan lob ve tomurcuklarin olugum safhalarina bagh
olarak ana niikleusa kalinlig1 ve biiyiikliigii degisebilen bir niikleoplazmik sap ile
bagli olmalandir. Niikleus tomurcuklanmas: ve olusan mikroniikleus’un hiicreden

uzaklagtirtlmasi isleminin ne kadar bir siirede gergeklestigi heniiz bilinmemektedir.
Balik eritrositlerindeki niikleus anomalilerinin simiflandirilmas: ve genetik

toksisite testinde bir indikator olarak kullamilabileceklerine dair yorumlar ilk olarak
Carrasco ve ark. [3] tarafindan yapilmigtir.
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Sonraki yillarda Pacheco ve Santos [41], siklofosfamid ve kagit sanayi
atiklarinmn genotoksik etkilerini yilan baliklari fizerinde test ederken mikroniikleus

testi yaninda diger niikleus anomalilerini de degerlendirmislerdir.

Ayylon ve Garcia-Vazquez [48, 49], yaptiklann ¢alismalarda balik
eritrositlerinde niikleus anomalilerinin  ¢ogu durumda genotoksik etkilere
mikroniikleus ile birlikte olduk¢a agik bir korelasyon igerisinde yamit verdiklerini

belirlemiglerdir.

Folik asit eksikligi olan hiicre kiiltiirlerinde yiiriitiilen galigmalarda tomurcuk
lob ve mikroniikleus olusumlarmin arttig1 gosterilmistir. Folik asit eksikliginin gen
amplifiksyonuna ve ¢ift iplik kirilmalar1 gibi DNA ve kromozom hasarlarina yol
actigt  bilinmektedir. Dolayisiyla bu olaylarin  mikroniikklens ve niikleus
tomurcuklanmasi olusumunda etkili olmalari miimkiin olabilecegi belirtilmektedir
[50].

Bu konuda yapilan ¢aligmalar sonucunda ortaya atilmis yeni bir mekanizma
bulunmaktadir.  Kromozomal kirilma-birlesme-kinima (KBK) siklusu olarak
adlandirilan bu mekanizmanin basamaklart Sekil 1.7°de gosterilmisti. KBK
siklusunun, folik asit eksikligi olan hiicre kiiltiirlerinde niikleus tomurcuklanmas: ve
mikroniikleus olusumunu paralel olarak aritisina yol acan olasi bir mekanizma
olacag: 6ne siiriilmiistiir [S0]. Benzer sekilde Yokote [S1], balik eritrositlerinde
belirledikleri lob olusumlarmin folik asit eksikliginden kaynaklanan niikleus
anomalileri olabileceklerini  bildirmigtir. Bu mekanizmaya go6re, kardes
kromozomlarda meydana gelen kirilmalar sonucunda olusan ve S fazinda replike
olan disentrik kromozomlarin anafaz sathasinda kutuplara gekilirken merkezi
olmayan bir noktada kirilmalar1 sonucunda olusan yavru hiicrelerden biri bazt genler
acisindan eksik olurken diger hiicre bazi genler agisindan duplike olacaktir. Bu
duplike olan dizilerdeki homolog rekombinasyonlar sonucu olusacak olan fazlalik
halkasal DNA fragmenti tomurcuklanma ¢ekirdek zarinda meydana gelen
tomurcuklanma yolu ile uzaklastiriimaktadsr.
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Sekil 1.7. Gen amplifikasyonu ve KBK dongiisii niikleus tomurcuklanmasi [50].

a) Kardes kromozomlarda kirilma

b) Yapiskan uglarin birlesmesi ile disentrik kromozom olugumu

c¢) Disentrik kromozomun S fazinda replikasyonu

d) Anafazda kutuplara ¢ekilmesi
Merkezi olmayan bir noktadan kirilma sonucunda olusan hiicrelerden biri san ve
kirmiz1 genlerin ikiser kopyasim alirken (e1) diger hiicre bu genleri alamaz (e2).

) Coklu gen kopyasi igeren hiicrede olugan ikinci bir birlesme ile c) sathasmdan
itibaren gen amplifikasyonu siklusuna girebilirler.

g) Ya da alternatif olarak homolog diziler arasinda bir rekombinasyon olusabilir.

h) Halkasal bir asentrik DNA fragmenti ya da double minute olumu.

i) Olugan fazla DNA’nmin niikleustan tomurcuklanma ile atilima.
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2.5.4. Niikleolus

Yiiksek orandaki yogun ve koyu renkli yapisindan dolay:, niikleolus 19.
yiizyil aragtirmacilan tarafindan mikroskop altinda ilk belirlenen hiicre yapilarindan
birisidir [52]. Daha sonralan gelisen histolojik boyama ve inceleme tekniklerinin
kullammi, niikleolus’un kendisini cevreleyen nilkleoplazmadan daha farkli bir
kimyasal yapiya sahip oldugunu ortaya ¢ikarmustir. 1960’11 yillanin ortalarinda ise
aiikleolus’un ribozomal RNA’larmn sentezlendigi merkez oldugu kanitlanmgtir [53].

Elektron mikroskobu ile incelendiginde, yiiksek Okaryotlarda niikleoluslarin
morfolojik olarak baglica ii¢ ana bdlgeden olustugu gorilmektedir. Bu bolgeler
merkezden disari dogru sirasiyla: fibriler 6z, yogun fibriler bolge ve graniiler bdlge
olarak adlandmlmaktadir (Sekil 1.8). Son zamanlarda yapilan otoradyografik
calismalar bu ii¢ bolge arasinda siki bir korelasyon oldugunu ve ribozom
biyogenezinin bu ii¢ bolge arasinda vektdrel olarak isleyen mekanizmalarla
gerceklestigini ortaya ¢ikarmugtir. Fibriler merkezler, niikleolus organizatdr bolge
(NOR) olarak adlandirilan kromozom bolgelerinde lokalize olmus olan rRNA
genlerinin yaklagik 200-300 kopyasin igermektedirler. Tiim bu rRNA kopyalariin
ise sadece belirli bir kismi aktif haldedir ve aktif olarak transkribe edilen diziler,
daba periferde bulunurlar ve yogun fibriler bolgeye dogru uzantilar yaparlar. Ancak,
rDNA transkripsiyonunun gergeklestigi noktanin, fibriler merkez ve yogun fibriler
bolge arasindaki sinirin hangi bolgesinde oldugu hala tartisma konusudur [54, 55].
Transkribe edilmis ancak heniiz olgunlasmamis olan RNA’lar kalip DNA’dan ayrilip
uzaklasmaya bagsladiktan sonra ilk olarak yogun fibriler bdlgeye daha sonra da
graniiler bélgeye gecmektedirler. Baslangigtaki ilk olusan pre-fRNA’lar yogun
fibriler bolgede kiimelendikleri, daha sonraki olgunlagma basamaklarinin ise
graniiler bolgede gerceklestigi gosterilmistir. Son olarak da olusan onciil ribozomlar
¢ekirdek porlarindan sitoplazmaya gegmektedirler [55].

Niikleoluslar sekil ve biiyiikliik bakimindan, bulunduklar hiicre tipine gore
biiyiik oranda cesitlilik gostermektedirler. Ornegin maya’larda niikleolus tek bir hilal
seklindedir, direkt olarak ¢ekirdek zarinin yaminda bulunur ve ¢ekirdegin yaklagik
olarak 1/3’linii olusturur. = Maya’lar f{izerinde yapilan elektron mikroskobik
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incelemelerde omurgali  niikleuslarinda bulunan #¢ morfolojik  bolge
gbzlenememistir, ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda Saccharomyces
cerevisiae’nin yiiksek okaryotlara benzer olan alt birimler igerdigi gosterilmigtir [56,
571.

Fibriler Merkez
» rDNA Gen deposu

Yogun Fibriler Bolge
Pre-rRNA transkriptlerinin
olgunlagma bdlgesi

—» Graniller Bolge
_ Pre-ribozomiarm
toplanma bdlgesi

Sekil 1.8. Yiiksek okaryotik organizmalarda niikleolus yapisi.

Bitki ve hayvan hiicrelerinde ise niikleoluslar, isleyis ve metabolik
aktivitelerine baghh olarak olduk¢a fazla oranda farklilik gosterebilen dinamik
yapilar halinde bulunmaktadirlar. Tam anlamiyla aktif durumda bulunan
niikkleoluslar, fibriler 6z, yogun fibriler bdlge ve graniiler bolgelerin i¢ ige
karismasiyla, daha genis bir hacime sahip olurlar. Bunun tam aksine, inaktif
hiicrelerdeki niikleoluslar transkripsiyon aktivitesindeki diisiise bagh olarak daha
kiigiik ve yogun bir yapi haline gecerler. Inaktif niikleoluslarda ve {i¢ ana bolge
belirgin bir bigimde sinir olusturacak gekilde yan yana dizili durumda bulunurlar
[54].

Maya’larda niikleolus mitoz esnasinda biitiin yapisim korumasina karsin gok
hiicreli organizmalarda niikleoluslar goriiniir yapilarimi kaybederler. Bu siiregte
niikleolus proteinleri belirli bir diizen igerisinde ana yapidan uzaklagirlar. Ilk olarak
graniiler bolgeler ve daha sonra da yogun graniiler bolgeler gériinmez hale gelirler.
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Bunu niikleolus organizator bélgelerin (NOR’lar) kromozomlar fizerinde g@riiniir
hale gelmesi izler. Bu yapilarm elektron mikroskobu altinda morfolojik agidan
fibriler merkezlere benzedikleri gériilmiistiir. Mitoz sonunda ise transkripsiyonun
baslamasindan &nce, yeniden olusacak olan niikleoluslar igerisinde pre-niikleolus
cisimeikleri (PNB’ler) olarak adlandirilan kiigiik yuvarlak yapilar goriilmeye baslar.
RNA polimeraz I ile transkripsiyonun baslamasi da PNB’lerin tekrar tam bir
niikleolus yapisin olugturmak iizere tekrar NOR’lara baglanmasim saglar. Bu veriler
bize interfaz niikleolus’unun yeniden olugmasit igin bir rRNA sentezi siirecinin

olmasi gerektigini géstermektedir [58].

Son yillarda, aktiviteleri niikleolus tarafindan kontrol edilen ii¢ farkli hiicre
siklusu regiilatorii belirlenmigtir. Bunlardan ilki mitozdan ¢ikisi kontrol eden ve
anafaza kadar niikleolus icerisinde saklanarak mitozdan vaktinden Once gikisi
engelleyen bir protein fosfataz olan Cdcl4’diir [59-63]. Timor supresor proteini
pS3, DNA hasarlarina yanit olarak hiicre siklusunu beklemeye alir. Bir p53
inhibitdrii olan Mdm?2 ise p53’ii aktif hale getirmek iizere niikleolus tarafindan
alikonulur [64, 65]. Rekombinasyon ve sinapsis bozukluklari durumunda mayotik
hiicre siklusunun ilerlemesini durdurmak i¢in gerekli olan Pch2 proteini de niikleolus
icerisinde lokalize olmus durumdadir [66]. Sonug olarak Cdcl4, Mdm2 ve Pch2
proteinlerini igerisinde barindirmasi, niikleolus’un hiicre-siklusu regiilasyonunda da

gbrev aldiina isaret etmektedir.

2.5.4.1. Niikleolus organizator bolgeler (NOR’lar)

IIk olarak Heitz [67] ve McClintock [68] tarafindan niikleolus igerisinde
bulunan ve mitoz boliinme sirasinda kaybolup telofaz sonunda tekrar ortaya ¢ikan ve
koyu boyanan bolgeler olarak tanimlanan niikleolus organizator bélgelerin
(NOR’lar), bugiin temel olarak ribozomal RNA’y1 kodlayan genleri igerdigi
bilinmektedir. Ribozomal transkripsiyon i¢in gerekli olan tiim bilesenler interfaz
NOR smurlan igerisinde lokalize olmus durumdadir. Bu bilesenler genel olarak;
niikleozom halinde bulunmayan ve transkripsiyona hazir durumda olan rRNA
genleri, RNA polimeraz I, RNA polimeraz upstream baglayict faktor ve
topoizomeraz olarak siralanabilir [69]. rRNA transkripsiyonu sadece fibriler
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bolgelerin etrafinda gerceklesirken yeni sentezlenen 45S pre-rRNA molekilleri
fibriler bolge igerisinde biriktirilirler. Niikleolar graniiler bolgeler ise 458 RNA’larin
islenmesi ile olugan rRNA molekiillerini igerirler.

Yapilan baz:i ultrastriiktiir ¢aligmalar interfaz NOR’larmin niikleolus’un
fibriler bolgesinde bulundugunu ve metafaz NOR’larmin temsilcileri olduklarim
gostermigtir [70, 71].  Gergekten de fibriler merkez ve bunun etrafinda bulunan
fibriler baz1 bilesenlerin, giimiiy boyama yontemleri ile metafaz kromozomlarinda
gozlenen ve ribozomal genleri igeren bdlgeleri igeren tek niikleolus bolgesi olduguna
dair kanutlar bulunmaktadir. Metafaz ve interfaz NOR’lan arasinda sayisal bir iligki
bulunmamaktadir. ~ Ornegin, bir metafaz NOR’u birkag interfaz NOR’una
boliinebilirken, birkag metafaz NOR’u tek bir interfaz NOR’u halinde
kiimelenebilmektedir [72].

2.5.42. AgNOR’lar

Yiiksek oranda argirofilik &zellik gdsteren bir takim asidik proteinler de
NOR’lar ile aym: bolgede bulunmaktadirlar. Bu proteinler, giimiis boyama teknikleri
sayesinde NOR’larin hizli ve kolay bir bicimde goriilmelerine olanak
saglamaktadirlar [73]. Giimiis boyanmis NOR’lar terminolojik olarak AgNOR
olarak adlandiniimaktadirlar.

Interfaz NOR’larinin en 6nemli bilesenleri AgNOR proteinleridir. AgNOR
proteinlerinin yoklugunda rRNA sentezi higbir sekilde gerceklesememektedir.
AgNOR proteinlerinin  (6zellikle interfaz esnasinda en yogun olarak
sentezlenenlerin) tanimlanmalari olduk¢a yakin bir zamanda gergeklestirilebilmigtir
[74]. Bunlardan en 6nemlileri rIRNA molekiillerinin transkripsiyonunda énemli rol
oynayan ve 105kDa’luk bir fosfoprotein olan Nucleolin ile pre-ribozomal partikiil
olusumunun ileri safhalarinda ortaya ¢ikan 38-29 kDA’luk bir protein olan
nucleofosmin (B23 proteini)’dir. Bunlarin yaninda, RNA polimeraz 1 ve UBF
(Upstream baglanma faktorii) alt birimleri de AgNOR proteinleri olarak
tanimlanmiglardir.
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Interfaz nikleusundaki AgNOR’larimn  sayis1 ve biyiikligid 1RNA
transkripsiyonu aktivitelerine bagli olarak degisiklik gstermektedirler. Giimiis nitrat
boyama teknikleri sayesinde interfaz AgNOR’lar1 151k mikroskobu altinda biiyiiklik
ve sayilann kolayca ayirt edilebilen kiigiik siyah noktalar halinde
gozlenebilmektedirler.  Niikleolus igerisinde giimiiy boyali interfaz NOR’lan
tarafindan kapsanan bélgelerin biiyiikligii toplam Niikleolus biiytikliigti ve ribozom
biyogenezi seviyesi ile yakindan iligkilidir. Rutin sitolojik Srneklerdeki giimiis
boyal1 interfaz NOR’larinin goriintii olarak analizi sayesinde nitkeolus biytkligi ve
fonksiyonu hakkinda kesin bilgiler elde edilebilmektedir.

2.5.4.3. Interfaz AgNOR parametreleri ve hiicresel aktivite

Temel olarak NOR’lar rDNA olarak da adlandirilan ve RNA-polimeraz-1
enzimini kullanarak ribozomal RNA (rRNA)’nin transkripsiyonundan sorumlu olan
6zel DNA dizileridir. Bu rRNA’lar ribozom igerisinde hiicrenin protein sentezinden
sorumludurlar. Protein sentezi ise hiicre proliferasyonu igin gerekli en Onemli
basamaklardan biridir. Buradan hareketle NOR’lar ile hiicre proliferasyonu arasinda

bir iligkinin oldugu dne stiriilmiistiir.

NOR’larn hiicre ¢ekirdegi igerisindeki varlign sitogenetikgiler tarafindan
uzun zamandan beri bilinmektedir. Bu NOR-DNA’lar olduk¢a etkili ancak bir o
kadar da uzun zaman alan bir teknik olan radyoaktif-isaretlenmis rRNA’lar
kullanilarak gosterilmistir. Daha sonraki ylliarda Goodpasture ve Bloom [73]
tarafindan bulunan ve Platon ve ark. [75] tarafindan modifiye edilerek kullanilan
kolloidal giimiis teknigi ile NOR’lar ¢ok daha kolay bir bigimde tamimlanmaya
baglamiglardir. Giimiis boyama teknigi kullanilarak NOR"arin say1, biiyiiklik ve
sekilleri kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Hiicre igerisinde baglanan giimiis miktari,
protein sentezine katilmakta olan NOR miktarim yansitmaktadir.

Boliinme halindeki hiicrelerde interfaz AgNOR sayisinin G1 fazinin erken
safhalarindan itibaren artmaya baslédlgl, S fazinin sonunda maksimum seviyeye
ulagtif1 ve G2 safthasinin sonuna kadar sabit bir halde kaldifi kamitlanmistir. Bunun
yamnda elde edilen diger bir bulgu da interfaz AgNOR miktarlarinin hiicre ¢ogalma
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hiz1 ile yakindan iliskili oldugudur. In vitro kosullar altinda yapilan insan tiimor
hiicre kiiltlirlerinde kisa siirede béliinme yetenegine sahip hiicrelerin daha fazla
sayida interfaz AgNOR’a sahip oldugu gézlenmistir [76]. Interfaz AgNOR sayisi ile
tiimor hiicre kitlesinin ¢ogalmas: arasmndaki iliski fareler {izerinde de in-vivo olarak
gosterilmistir [77]. Interfaz AgNOR’lan ile hiicre boliinme aktivitesi arasindaki
iliski temelde, metabolik olarak daha aktif olan mitotik hiicrelerin yeni olusturulacak
olan kardes hiicreler igin yeterli sayida ribozomal bilegen olusturmak zorunda olmasi
ile veya hiicre siklusu siiresini kisa oldugunda birim zamanda daha fazla ribozom
tiretilebilmesi ile agiklanabilir. Bunun yaninda Interfaz AgNOR’lanin miktan rRNA
transkripsiyon aktivitesi ile yakindan iligkilidir.

NOR’lar ile iligkili olan proteinler giimiis ile oldukc¢a iyi bir sekilde bag
olusturma yetenegindedirler [78]. Bu giimiis afinitesi, niikleolin protein’in (protein
C23) fosforilasyonu basamag: ile iligkilidir. Bu esnada protein aktive olur ve
rDNA’nin transkripsiyonu gerceklesebilir. Niikleolin bu asamada giimiis afinitesi
gOsteren esas proteindir. Niikleolin temel olarak rDNA transkripsiyonunu kontrol
ettigi diigtiniilen 92 Kd’luk bir niikleolus proteinidir. Niikleolin yaninda diger bir
NOR proteini de protein B23’diir. Ayni hiicre igerisinde ortalama AgNOR sayimi ile
niikleolin ve protein B23 miktar1 arasinda oldukga iyi bir iligkinin var oldugu
gosterilmistir [79].

Su anda kadar, tlimér arastirmalarinda boliinmekte olan hiicrelerin yiizdesi
(biiyiime fraksiyonu) hakkinda bilgi veren bir ¢ok teknik bulunmasina ragmen
bunlarin higbiri hiicrelerin ¢ogalma hizi (proliferasyon orani) hakkinda bilgi
vermemektedir. AgNOR’lann kantitatif analizi ise, hiicrelerin proliferatif aktiviteleri
hakkinda bilgi edinebilmek i¢in olduk¢a dzgiin bir yontemdir. Son yillarda 6zellikle
tibbi aragtirmalarda tiimor dokularindan hazirlanan rutin histolojik preparatlarda
interfaz AgNOR’larmin dagilimmin incelenmesi sayesinde hiicrelerin metabolik
aktiviteleri hakkinda bilgiler elde edilmeye baslanmigtir. Hiicre proliferasyonu,
protein sentezi ve AgNOR ekspresyonu arasindaki iligki heniiz tam olarak kesin bir
bi¢cimde aydinlatilabilmis degildir. Ancak, AgNOR’larin durumu dogrudan ya da
dolayl: bir bigimde DNA sentezine bagli oldugu bilindiginden dolayi, AgNOR’lar bir
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¢esit hiicre proliferasyon marker’s olarak kullamimaktadir. Ozellikle son yillarda
AgNOR boyama ve analiz ydntemi histpatologlar arasinda teshis amacli olarak
yogun oranda kullanilan bir metod haline gelmistir.

2.5.4.4. Toksisite indikatorii olarak AgNOR’lar

Niikleoluslarin yap1 ve fonksiyonlari hakkinda elde edilen veriler 1s18inda,
kantitatif AgNOR parametreleri medikal teshis yaninda toksisite aragtirmalarinda da
kullanilmaya baslanmigtir. Bu aragtirmalar temelde toksik etkiye maruz kalan
hiicrelerde interfaz AgNOR’larn sayi, biiyiiklik ve sekil agisindan gosterdikleri
degisimler incelenmek suretiyle, maruz kaliman toksik etki sonucu niikleolus

metabolizmasinda ortaya ¢ikan olas1 gerilemelerin incelenmesine dayanmaktadir.

Balik tiirleri {izerinde yapilan c¢aligmalarda AgNOR analizleri genellikle
metafaz kromozomlar iizerindeki lokalizasyonlar1 incelenmistir. Metafaz
AgNOR’larmnin  kromozomlar {izerindeki dagilimlarinin ¢aligilmasindaki baglica
amag ise tiirler arasindaki sistematik farkliliklarin ortaya g¢ikartilmasidir. Bunun
yanmmnda niikleolus ozelliklerinin gosterdigi bireysel ya da populasyon bazinda
degisik yasam evrelerinde ya da farkli kogullar altinda gosterdikleri dinamik
degisimler bu siufa dahil olan tiirlerde 90°I1 yillarin baslarina kadar detayli olarak

incelenmemiglerdir.

Romanenko ve ark. [80] Cyprinidae familyasma dahil olan baliklarda
yaptiklar1 calismalarda ovaryum, kas, karaciger, kan ve yumurta hiicrelerinde
niikleolus aktivitelerinin protein, lipid ve enerji metabolizmalan ile yakindan iliskili

oldugunu gostermislerdir.

Arkhipchuk, [81] Cyprinus carpio dalak hiicrelerinde RNA/DNA oranlari,
niikleolus aktivitesi ve RNA igerigi arasinda pozitif korelasyon bulundugunu
bildirmislerdir. Niikleolus aktivitesi ile RNA/DNA oranlan arasmdaki iliski bize
ribozomal genlerin transkripsiyon aktivitelerinin baslica kantitatif niikleolus
Ozelliklerindeki degisimlerle baglantili oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda
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sogukkanli omurgalilarda niikleolus biiyiikliigiinde gozlenen polimorfizmlerin IRNA
gen kopyast sayist ile baglantili oldugunu gdstermigtir {82].

Shukla ve Pandey [83], 30 giin siireyle 14 mg/L dozunda Arsenik (III) okside
‘maruz birakilan tathi su balig1 Colisa fasciatus ovaryumlarinda hiicre bagina diigen
niikkleolus sayist ve ortalama niikleolus hacminde anlamh oranda bir azalma

oldugunu bildirmislerdir.

McNulty [84] 7 giin siiresince devamli olarak 1s1fa maruz birakilan
Carassius auratus fotoreseptdr hiicrelerinde niikleoluslarin hacimsel olarak kontrol
grubuna goére daha biiyiik oldugunu belirlemislerdir. Buradan hareketle metabolik
aktiviteye bagh olarak niikleolus biiyiikliigtinde artis oldugu sonucuna varilmistir.

Wistar ratlaninda yass1 epitel hiicrelerinde X-iginlarina maruz kalma
sonucunda niikleolus parametrelerinde ortaya g¢ikan degisiklikleri incelemisler ve
uygulamadan 8 saat sonra bile AgNOR parametrelerinde istatistiksel olarak anlamh
degisiklikler oldugunu belirlenmistir. Ilk etapta AGNOR hacminde % 46 oraninda
bir artig oldugu gozlenirken hiicre bagina diisen AgNOR sayisinda % 46 oraninda bir
azalma oldugunu bildirilmistir [85].

Kismi hepatektomi yapilan fare karacigerlerinde RNA sentezinin arttifi buna

bagli olarak da niikleolus hacminde bir artis oldugu bildirilmistir [86].

Gabara ve ark. [87] farkli konsantrasyonlarda kadmiyum, krom ve kursuna
maruz biraktiklar1 Pisum sativum korteks hiicrelerindeki niikleoluslar1 morfoloji, say1
ve hacim yonden incelemiglerdir. Kadmium ve krom uygulanan 6rneklerde 2 ya da 3
niikkleolus tasiyan hiicrelerin éay151nda ve ortalama niikleolus hacminde azalma

oldugunu bildirmiglerdir.

Jiang [88] aluminyum klorid ile muamele ettikleri Hordeum vulgare kok ucu
hiicrelerinde niikleolus materyalinin ¢ekirdekten sitoplazmaya kayacak sekilde
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anormal bir pargalanma ve dagilma gosterdigini bildirmiglerdir. Benzer etkiler Cu*

ile muamele edilen Helianthus annuus koklerinde de gozlenmistir.

Dudnik ve ark. [89], % 20 oraninda hanks soliisyonuna maruz birakilan
kiiltiire edilmis domuz embriyo hiicrelerindeki niikleoluslarda oldukg¢a kisa siirede
hem yapisal hem de fonksiyonel degisimlerin gergeklestigini belirlemislerdir. Hanks
uygulamasinin  baglamasindan sonraki ilk 10-15 dk igerisinde niikleoluslar 11k
mikroskobu altinda gériinmez hale gegmislerdir. Incelenen kesitlerde sadece fibriler
merkezlerin ve yogun fibriler bolgelerin bulundugu goézlenmistir. Bunun yaninda
normal ortama déndiiriildiikten 30-120 dk sonra niikleoluslar morfolojik olarak en

bastaki normal yapilarina geri dsnmislerdir.

Heinisch ve Wozel [90] farkl: anti-proliferatif maddeler uyguladiklar farelere
epidermal AgNOR parametrelerindeki degisiklikleri incelemislerdir. % 0. 025’°lik
fluocinolone aseton uygulanan farelerde kuyruk epidermis hiicrelerinde AgNOR
aktivitesinin en disiik diizeye ulagtifini gbzlemislerdir. Benzer sekilde % 0. 2’lik
anthralin, % 1°lik propil gallat uygulamalar1 da AgNOR aktivitesini anlamh &lgiide
diistirmiistiir. Bu aragtirmacilar yaptiklar: ¢aligmada en etkin AgNOR parametresinin
hiicre basina diisen AgNOR sayisi oldugunu bildirmiglerdir.

Kawamato ve Tamai [91], rat prolaktin hiicrelerinde bir inhibitsr olan
Ostrojen uygulamasi sonucunda AgNOR say1 ve hacminde artis oldugunu, bunun
aksine bir inhibitdr olan dopamine agonist uygulanmas: sonucunda hiicre basina

diisen AgNOR sayis! ve hacminde azalma oldugunu bildirmislerdir.

Arkhipchuk ve Malinovskaya [92] cesitli organik ve inorganik toksik
maddelerin, 4llium cepa, Lactuca sativa ve Hydra attenuata hiicreleri iizerindeki
etkilerini mikroniikleus testi ve interfaz AgNOR analiz teknigi kullanilarak
aragtirmiglardir.  Caligmalarinda kullanilan maddelerden 6zellikle lindane ve
metolachlor’un her iki bitki hiicrelerindeki niikleolus sayist ve hacminde Snemli

olgiilerde diisiise yol agtigim belirlemislerdir.
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Arkhipchuk ve Garanko [93], aym organizmalarda yaptiklari baska bir
¢alismada mercury ve 4-nitroquinoline uygulamasinin ortalama niikleolus hacmi ve

heteromorfik ¢iftli niikleolus yiizdesinde diigiise yol agtigim belirlemislerdir.

Hammer ve ark. [94] farinks kanserli 30 hastada yaptiklari ¢alismada
kemoterapi uygulanmas: sonucunda AgNOR sayilarinda kontrol grubuna oranla
anlaml bir diistis oldugunu belirlemisler ve AgNOR sayimlarinin sitotoksik etkilerin

belirlenmesinde kullaniglt bir metod olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Gyesko ve Holczinger [95], Actinomycin D uygulanan tiimor hiicrelerinde
niikkleolus sayisinda 24 saat igerisinde % 20 oraminda bir azalma oldufunu
bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. LABORATUVAR CALISMALARI

Krom sanayi ve petrol rafinerisi atiklar1 direkt olarak s6z konusu tesislerin
stvi atik desarj borularindan alinarak laboratuvar ortamina getirilmistir. Her iki atik
su omegi % 5, % 10 ve % 20 oranlarinda seyreltilerek kullanilmislardir.
Uygulamalar 3 - 6 ve 9 giinliikk beriyotlarda yapilmustir. Deneylerde pozitif kontrol
olarak cyclophosphamide (4 mg/L) kullamlmigtir. Laboratuvar analizlerinde, test
organizmasi olarak Oreochromis niloticus (Pisces: Cichlidae) secilmistir. Bu tiiriin
se¢ilmesindeki neden hem ekonomik 6neme sahip olmasi nedeniyle bulunmasi kolay
olan hem de genetik toksikoloji testlerinde daha Onceden de kullamilmig bir tiir
olmasidir. Her doz/siire bagina 5 adet, toplamda ise 120 O. niloticus 6rnegi

kullamiimustir.

Deneyde kullanilan atiklarin kimyasal 6zellikleri ve bilesimlerinde bulunan
maddeler, orneklerin alindig: sanayi kuruluslarin kendi laboratuvarlarinda yapilan

analizlerle belirlenmistir.

3.2. IN-SITU ARAZI CALISMALARI

Arazi ¢aligmalarinda mersin il sinirlant dahilinde Akdeniz sahilinde belirlenen
istasyonlardan yakalan Mugil cephalus (Pisces: Mugilidae) omeklerinde
mikroniikleus, niikleus anomalisi ve interfaz AgNOR parametrelerindeki degisimler
hem bolgesel hem de mevsimsel agidan degerlendirilmistir. Bu amacla kirlilik
agisindan olasi desarj kaynaklari g6z Sniine alinarak 3 farkli 6rnekleme istasyonu
segilmistir (Sekil 3.1). Bunlar sirasiyla:

Karaduvar sahili: Karaduvar sahili ozellikle bu bolgede yogunlasan
endiistriyel kuruluglarin potansiyel desarj bélgesi olmasi nedeniyle oldukca farkli
yapidaki kompleks kimyasal kirleticilerin olusturdugu karigimlara maruz kalan bir
bolgedir. Bu bélgede bulunan baghica endiistriyel kuruluslar arasinda petrol
rafinerisi, krom bilesikleri fabrikasi, giibre fabrikasi, soda sanayi gelmektedir.
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Mersin limani: Mersin limam balik¢1 ve yiik gemileri yaninda 6zel teknelerin
de yogun oranda giris ¢ikis yaptig1 bolgenin en biiyiik limam olma 6zellifindedir.
Kapal1 bir bslge olma durumundaki bu istasyondaki yogun deniz trafigi beraberinde
Ozellikle yogun orandaki polisiklik arorhatik hidrokarbon (PAH) kirliligini de

beraberinde getirmektedir.

Erdemli sahili: Ozellikle endiistriyel desarjlar agisindan Mersin limam ve
Karaduvar sahiline oranla goreceli olarak daha az kirli olan Erdemli sahili bu
caligmada referans bolge olarak kullanilmistir.

Arazi 6rneklemeleri Karaduvar, Mersin ve Erdemli istasyonlarindan bir yillik

siire igerisinde dort farkli mevsimde gergeklestirilmistir. Ornekleme zamanlari:

e [lkbahar 6rneklemeleri (May1s)
e Yaz Orneklemeleri (Temmuz)
e Sonbahar 6rneklemeleri (Ekim)

e Kis drneklemeleri (Subat) olarak belirlenmistir.

In-situ calismalarda test organizmasi olarak yine ekonomik &nemi olmast
yaninda temin edilmesi kolay bir tir olan Mugil cephalus (Pisces: Mugilidae)
se¢ilmistir. Bunun yaninda bu tiiriin en kirli bolgelerde bile rahatlikla yasayabilen bir
tiir olmasi, viicudunda bulundurdugu kan miktarmin fazla olmasi gibi diger
Ozellikleri de bu tiiri in-situ mikroniikleus testi igin avantajl1 bir hale getirmektedir.

Mevsimsel Orneklemede belirlenen her istasyondan 10’ar Mugil cephalus
Omegi yakalanmugtir. Her baliktan solunga¢ ve kan Ornekleri alinmugtir. Kan
Ornekleri baliklar yakalamir yakalanmaz kuyruk damarindan alinarak lamlara
yayilmugtir. Solungag ve kuyruk epitel drnekleri ise laboratuvara getirilerek gerekli
preparasyon agamalarindan gegirilmiglerdir. Yakalanan her baliktan 5 adet kan, 5
adet solunga¢ ve 5 adet AgNOR preparati hazirlanmigtir. Her preparatta ise
Mikrontikleus ve niikleus anomalileri i¢in 1500 hiicre degerlendirilmigtir. Arazi
orneklemelerinde toplam olarak 120 balik 6rnegi analiz edilmistir.
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3.3. DENEYLERIN YAPILISI

3.3.1. Mikroniikleus Analizleri

Mikroniikleus analizleri periferik kan eritrositlerinde ve solungag¢ epitel
hiicrelerinde olmak tizere iki farkli tipte hiicre {izerinde gergeklestirilmistir.

3.3.1.1. Periferal eritrositlerde mikroniikleus testi

Kan oOrnekleri baliklarin kuyruk yiizge¢ damarlarindan elde edilmistir.
Almnan kan 6rnekleri dnceden hazirlanmig olan temiz lamlara ince bir tabaka
olusturacak sekilde yayilmiglardir. Hazirlanan preparatlar havada kurutulduktan
sonra % 95°lik etanolde 30 dk siiresince fikse edilmiglerdir. Fikse edilen preparatlar
tekrar kurutulduktan sonra % 5°lik Giemsa soliisyonunda 20 dk siiresince
boyanmiglardir. Boyama isleminden sonra preparatlar saf sudan gegirilerek fazla

boyanin atilmasi saglanarak mikroskop altinda degerlendirmeye alinmislardir.

3.3.1.2. Solungag epitel hiicrelerinde mikroniikleus testi

Solunga¢ yaylari bir pens yardimi ile alindiktan sonra 10 dk siiresince %
15°1ik asetik asit ¢ozeltisi igerisinde bekletilmistir.  Epitel hiicreleri bir bisturi
yardimi ile solunga¢ yaylarindan wuzaklagtirilarak bir saat camu igerisine
toplanmiglardir. Daha sonra tiiplere aktarilan hiicreler 10 dk. siiresince distile su ile
santrifiij edilmislerdir. Bir sonraki agamada hiicreler 3:1 oramindaki metanol asetik
asit karigimindan olusan karnoy ¢ozeltisinde fikse edilmiglerdir. Son olarak fikse
edilen hiicreler temiz lamlara yayildiktan sonra havada kurutulan preparatlar % 5°lik

Giemsa ¢6zeltisinde 30 dk siiresince boyanmuslardir.

3.3.1.3. Mikroniikleus sayim kriterleri

Hazirlanan preparatlarda zaman zaman boya partikiilleri ve/veya diger baz

kontaminant’lar nedeni ile mikroniikleus ile kangtirilabilen yapilar ile
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karsilasilabilmektedir. Bu tip hatalanin elimine edilmesi i¢in mikroniikleus
sayimlarinda genel olarak standardize edilmis baz kriterler goz oniine alinmaktadir.

Bu kriterleri sdyle siralayabiliriz;

e Mikroniikleus ana niikleus ile ayn1 mikroskobik refle’yi vermelidir.
e Mikroniikleus ana niikleus ile aym1 boyama tonuna sahip olmaldir.

e Mikroniikleus ana niikleus yaninda bulunmalidsr.

e Bir mikroniikleus ana niikleus’un 1/3’{inden daha kii¢iik olmalidir.

e Mikroniikleus sayilacak hiicre diger hiicrelerden izole halde bulunmalidir.

3.3.2. Niikleus Anomalileri Analizi

Niikleus anomalileri periferik kan eritrositlerinde degerlendirilmistir.
Kuyruk damarindan elde edilen kan, temiz preparatlara yayildiktan sonra havada
kurutulmus, arkasindan % 95°lik etanol’de 30 dk fikse edilmistir. Hazirlanan yayma
preparatlar daha sonra % 5°lik Giemsa ¢ozeltisinde 30 dk boyanmuglardir.

Niikleus anomalileri Carrasco ve ark. [3]’a gére g¢entikli niikleus,
tomurcuklanmig niikleus, loblu niikleus ve biniikleus olmak iizere baslica dért grup
altinda toplanarak degerlendirilmislerdir. Mikroniikleus ve diger niikleus anomalileri
sematik olarak Sekil 3.2°de gGsterilmisgtir.

a) Centikli Niikleus: Nikleus zarinda niikleus igerisine dogru olugan, gézle belirgin
bir bigimde ayirt edilebilen ve kromatin igermeyen centik geklindeki girintilere
sahip niikleus yapisi.

b) Tomurcuklu niikleus: Niikleus zarindan digar1 dogru ¢ikintilar yapan, kromatin
igeren kii¢iik tomurcuklanmalara sahip niikleus yapisi.

¢) Loblu niikleus: Tomurcuklara oranla daha biiyilik ve/veya daha fazla sayida

loblar igeren niikleus yapisi.

d) Biniikleus: Bir hiicre i¢erisinde iki adet niikleus bulunma durumu.
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Centikli Niikleus Tomurcuklu Niikleus Loblu Niikleus

Bintikleus Mikroniikleus

Sekil 3.2. Periferal eritrositlerde mikroniikleus ve niikkleus anomalileri.

3.3.3. Interfaz AgNOR Analizleri
3.3.3.1. Kuyruk epitel hiicrelerinin preparasyonu

Baliklarmm kuyruk ucundan makas yardimi ile alinan epitel dokusu 3:1
metanol asetik asit karigimindan olusan karnoy fiksatifi igeren 5 ml’lik siserlere
aktarilmiglardir.  Yarim saat sonra fiksatif degistirilerek taze fiksatif eklenmis ve

siseler analiz zamanina kadar buzdolabinda saklanmuglardir.

Boyamadan kisa bir siire 6nce kuyruk epitel 6rnekleri fiksatiften ¢ikarilarak
30 dk igin % 45’lik asetik asit ¢ozeltisi igerisine aktarilmislardir. Bu siire zarfinda
kimyasal olarak ayristirilan kuyruk epitel dokusu daha sonra temiz bir lam iizerine
aktarilmis ve bir pens yardimi ile mekanik olarak pargalanarak hiicrelerin tek bir
tabaka halinde lam iizerine yayilmasi saglanmistir. Daha sonra havada kurutulan

preparatlar boyama iglemi yapilana kadar saklanmiglardir.
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3.3.3.2. Giimiis boyama yntemi

Interfaz AgNOR parametreleri kuyruk ucu epitel hiicrelerinden elde edilen
preparatlarda incelenmiglerdir. Bu amagla niikkleoluslar Howell ve Black [96]’in
teknigine gore giimiis nitrat (AgNQs) ile boyanmuglardir. Bu metod temelde iki
farkli ¢6zeltinin (glimils nitrat ve jelatin) reaksiyona girmeleri sonucu interfaz

niikleusundaki proteinlerin boyanmalarina dayanmaktadir

Cozelti 1. % 50’lik glimiis nitrat soliisyonu
50 mg AgNO3 + 100 ml distile su

Oldukga stabil bir yaprya sahip olan bu giimiis nitrat ¢ozeltisi koyu renkli bir
sise icerisinde saklanmak kosulu ile yaklasik olarak 4 hafta siiresince kullanilabilir.

Cozelti 2. % 2’lik jelatin ¢ozeltisi
2 mg Jelatin + 100 ml distile su + 2 ml formik asit

2 mg jelatin 100 ml su igerisine eklendikten sonra hot plate {izerinde yaklagik
60 °C’ye kadar karistirilarak isttilmak suretiyle jelatin tamamen eritilir. Bu elde
edilen ¢ozelti sogutulduktan sonra lizerine 2 ml formik asit eklenir. Hazirlanan
¢Ozelti stabil olmadigindan dolayr birkag giin igerisinde tiiketilmeli ya da her

seferinde taze olarak hazirlanmalidir.

Hazirlanan preparatlar boyamadan 6nce 30°C sicakliga ayarlanmus olan hot
plate tizerine yerlestirilmislerdir. Daha sonra énce bir damla boyama ¢6zeltisi 1’den
daha sonra da tizerine bir damla boyama ¢ozeltisi 2 den damlatiimustir. Her iki boya
¢Ozeltisinin karigmast igin preparat lizerine bir lamel kapatilmistir. Boya ¢ozeltileri
birbirine karigtiktan sonra 1s1 etkisiyle bir renk degigimi reaksiyonu gergeklesmeye
baslar ve bu stiregte niikleoluslardaki proteinler giimiis nitrat ile reaksiyona girerek
boyanma islemi gergeklestirilmis olur. Boya ¢dzeltisi karigmminin rengi yaklasik

olarak koyu yesil-siyah arasinda bir ton aldiginda preparatlar ¢esme suyundan
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gecirilerek lam ve fazla boya uzaklagtirildiktan sonra hiicreler mikroskop altinda
incelenir. Eger boyama yeteri kadar iyi degil ise ayn1 boyama islemi tekrarlanabilir.

3.3.3.3. Incelenen AgNOR parametreleri

Glimiis nitrat ile boyanan kuyruk epitel hiicrelerinin interfaz niikleuslarinda
incelenen morfolojik AgNOR parametreleri Arkhipchuk ve Garanko [93]’ya gore
smiflandinlarak degerlendirilmiglerdir (Sekil 3.3, Sekil 3.4) Bu parametreler ;

Heteromorfik c¢ift niikleolus (CNhet): Cift niikleolus igeren interfaz
hiicrelerinde niikleoluslar gorsel olarak esit biiytikliikte ya da farkli bityiikliikte olup
olmamalarina bakilarak smiflandirilmiglardir.  Farkli biiyiiklikte olan ¢ift
niikleoluslar heteromorfik, yaklagik olarak esit biiytikliikte olan ¢ift niikleoluslar ise
homomorfik olarak degerlendirilmistir. Toplam sayimda da heteromorfik ¢ift

niikleoluslarin yiizde cinsinden orani istatistiksel olarak degerlendirmeye alinmistir.

Hiicre basina diisen niikleolus sayis1 (Ns): Baliklarda kuyruk epitel hiicreleri
hiicre bagina yaklasik olarak 1-4 arasinda degisen sayida niikleolus icermektedir. Bir
niikleus igerisindeki AgNOR sayisi aktif haldeki niikleolus sayisinin bir
gOstergesidir. Hiicre basina diisen ortalama niikleolus sayisimi belirlemek icin
sayilan toplam niikleolus sayisi incelenen nilkleus sayisina bolinmektedir. Bu

calismada her preparat bagina ortalama 600 niikleus analiz edilmistir.

Tek niikleolus hacmi (INh): Bir niikleolus igeren hiicrelerde niikleolusun
hacimsel biylikliigii bize o nilkleolusun aktivasyon durumu hakkinda bilgi
vermektedir. Ortalama tek niikleolus hacminin belirlenebilmesi igin her preparattan
yaklasik olarak 200 civarinda tek niikleolus tagtyan niikleus analiz edilmistir. Bir
okiiler mikrometresi yardum: ile niikleoluslarin ¢aplart mikrometre diizeyinde
Olgiildiikten sonra bu defer mikrometrekiip (um3) cinsinden hacim degerine

cevrilmistir.
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Sekil 3.4. Interfaz AgNOR parametrelerinin mikroskobik goriintlisti (1000x).

3.3.4. Istatistik Analizler

Elde edilen bulgularin istatistiksel degerlendirilmesinden dnce Kolmogorov—
Smirnov testi kullanilarak verilerin normal dagihma uyup uymadiklar incelenmisgtir.
Normal dagilima uyan verilerin grup olarak degerlendirilmesinde tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullamlmistr. Doz ve uygulama siiresi arasindaki
interaksiyonlarm kargilagtirilmasi igin ¢ift yonlii varyans analizi kullanilogtar,
Varyans analizindeki ¢oklu karsilagtirmalar i¢in LSD (Least Significant Difference)
testi uygulanmistir. Ortalama degerlerin ikili kargilagtirmasi igin de  t-testi
kullanilmagtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1. Kontrollii Laboratuvar Caligmalari
4.1.1.1. Krom fabrikasi atiklarinin genotoksik etkileri

Bu c¢alismada kullamilan krom sanayi atitk su numunelerinin fabrikanin
kendisinden temin edilen kimyasal analiz sonuglari, su kirliligi kontrol yonetmeligi
degerleri ile karsilagtirmali olarak cizelge 4.1°de verilmigstir. Elde edilen degerler
kargilagtirildiginda atik su degerlerinin yonetmeliklerde belirlenen limit degerlerin
altinda oldugu goriilmektedir. Kimyasal igerik agisindan degerlendirildiginde ise
yag, gres ve krom genotoksik potansiyele sahip bilesenler arasinda sayilabilir.

Cizelge 4.1. Krom fabrikas: endiistriyel aritma ¢ikis suyu analiz degerleri.

Analiz Edilen Su Kirliligi Kontrol Ortalama
Parametreler Ydnetmeligi Degerleri Analiz Sonuglar
PH 6-9 s et T3
BOI, mg/L 200 20

KOI, mg/L 400 C o 1800
Top. AKM mg/L 200 40

Yag ve gres mg/L 20 e

Cr (VD) mg/L 0.5 (0)

Cr (III) mg/L, 2 | 07
Fe, mg/L 10 1

Krom sanayi atiklarinin %5, % 10 ve % 20 oraninda seyreltilmis dozlarina 3,
6 ve 9 giinliik stireler ile maruz birakilan Oreochromis niloticus 6rneklerinde yapilan
analizler sonucunda periferal kan eritrositlerinde ve solungag epitel hiicrelerinde
belirlenen ortalama mikroniikleus frekanslan gizelge 4.2°de verilmistir. Buna gore,
krom sanayi atiklart hem eritrositlerde hem de epitel hiicrelerinde benzer sekilde,
yalmzca % 20°lik dozda yapilan 6 ve 9 giinliikk uygulamalar sonucunda mikroniikleus
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frekanslarinda anlamli diizeyde bir artisa yol agmuslardir (P<0.05). Buna gore 9
giinliik uygulama i¢in kontrol grubunda eritrosit mikroniikleus frekans: %o 1.58 ve
solunga¢ mikroniikleus frekansi %o 1.84 iken bu oranlar % 20°lik dozdaki krom
atigina maruz kalan orneklerde sirasiyla %o 2.91 ve %o 3,82 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Pozitif kontrol olarak kullamilan cyclophosphamide (CP) negatif
kontrol grubuna oranla her ii¢ doz ve siirede her iki dokuda da mikroniikleus
frekanslarinda anlamli diizeyde artisa yol agmigtir (P<0.001). 9 giinliik uygulama
grubunda %o 1.84 olarak belirlenen solungag¢ mikroniikleus frekanslari, CP uygulan
gruplarda %o 9.09’a yiikselmistir. Gerek kontrol gerekse deney gruplarinda solungag
epitel hiicrelerindeki mikroniikleus frekanslarmin eritrositlerdekilere gdre daha

yiiksek oldugu belirlenmistir.

Krom sanayi atiklarinin uygulanmasi sonucunda O. niloticus periferal
eritrositlerde belirlenen nitkleus anomalilerinin frekanslan Cizelge 4.3’de verilmistir.
Cizelge 4.3.’de goriildiigi lizere pozitif kontrol olarak kullanilan cyclophosphamide
gerek ayr ayn tiim niikleus anomalileri, gerekse toplam niikleus anomalileri
agisindan anlaml: diizeyde bir artisa yol agmgtir. 6 giinliik uygulamalarda %o 3.00
olarak belirlenen toplam niikleus anomali frekansi, cyclophosphamide uygulanmasi
sonucunda %o 4.92° ye yiikselmistir. Krom sanayi atiklari ise sadece 6 giinliik
uygulamada kontrol grubunda %o 1.67 olarak belirlenen biniikleuslu hiicre frekansi,
% 5 ve % 20’lik konsantrasyonlarda sirasiyla %o 2.75 ve %o 2.42°ye ylikselmistir.
Ancak loblu, ¢entikli ve tomurcuklu niikleus frekanslarinda anlamli bir degisiklik

belirlenememigstir (P>0.05).
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Cizelge 4.3. Krom fabrikasi atipina maruz birakilan O. niloticus eritrositlerinde
niikleus anomalileri (%o). (BN: biniikleus, LB: loblu niikleus, TM:
tomurcuklu niikleus, CN: Centikli niikleus; Toplam NA: Toplam niikleus

anomalisi)

Niikleus Siire Kontrol Pozitif Krom Sanayi Ati1 (v/v)

Anomalileri Kontrol (CP) 5% 10 % 20 %

3 giin 156+0.11 333+0.18° 1.40£030 126+0.12 1.66+0.24
BN 6 glin 1.67£0.09 459+040° 2.75+0.117 170032 242+020?

9glin 1254018 445+060° 1.17£0.14 1.98+022 135031

3 glin 2.89+0.23 2.76+0.12 230028 247+034 2.64+042

LB 6gin  225+024 §57+074° 274015 190%026 1.80+0.22

9glin  1.92£0.67 651+028° 1.80£021 2.17+0.18 169025

3 giin 206034 302+062% 201£010 178022 2.54+0.23
™ 6gin  133£005 195+017% LI17£017 1424018 1500.32

9giin  2.08+0.09 3.13+042° 1.72£0.10 1.60+031 2.41%0.12

3gin 7394031 897+043% 511062 6.10+£0.84 7.01:141

CN 6gin 675027 659050 527+041 688+031 7.20x1.14

9 giin 7.08 = 0.14 8.24+0.86 7.66+1.13 648x1.07 7.13x0.23

3gin  348+133 452:149° 2.71+0.82 290+1.09 346120
ToplamNA  6gin  3.00£126 492+110° 298+085 298131 5.73£3.83

9gin  3.08+134 558+1.13° 3.09%150 3.07x114 3.15+135

p<0.05 °p<0.01 ° p<0.001
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Kontrol gruplarinda belirlenen niikleus anomali kendi aralarinda
karsilagtirildiginda gentikli niikleus frekansi’nin en yiiksek, biniikleus frekansinin ise
en diisiik oranda gergeklestigi belirlenmistir. Loblu ve tomurcuklu niikleus
anomalileri ise yaklasik olarak esit oranda ve biniikleus ile ¢entikli niikleus frekansi
arastnda yer almiglardir. Bu oranlar deney gruplarmda da benzer sekilde

belirlenmistir.

Yine aynt dozlarda krom sanayi atiklarina maruz birakilan O. niloticus kuyruk
epitel hiicrelerinde, belirlenen heteromorfik ¢ift niikleolus (CNhet), hiicre basina diigen
niikleolus sayist (Ns) ve ortalama tek niikleolus hacmi (1Nh) degerleri Cizelge 4.4.’de
verilmistir. Krom sanayi atiklarina 90 ve 180 dk maruz kalan O. niloticus’larin
interfaz safhasindaki kuyruk epitel hiicrelerinin AgNOR parametreleri incelendiginde,
(CNhet, Ns ve INh oranlarinda en yiiksek doz olan % 20°lik konsantrasyon disinda bir
etkilesim olmadigy goriilmektedir. Kontrol grubunda % 52.15 olan CNhet oram %
20’lik dozda ve 180 dk’lik uygulama sonunda % 45.04’¢ diigmiistiir (P<0.05). Ns
say1s1 agisindan bakildiginda kontrol grubunda 1.61 olarak belirlenen deger, 180 dk ve
% 20’lik doz grubunda 1.31°e gerilemistir (P<0.001). INH degeri de benzer sekilde
kontrol grubunda 5.07 iken yine 180 dk ve % 20’lik doz grubunda 3.01’e diismiistiir
(P<0.001). Pozitif kontrol olarak kullamilan Cyclophosphamide ise her i AgNOR
parametresinde de oldukga yiiksek oranda dﬁsﬁse yol agmistir (P<0.001). Kontrol
grubunda 52.15, 1.61 ve 5.07 olarak belirlenen CNhet, Ns ve INH degerleri 180 dk
cyclophosphamide uygulamasi sonucunda sirasiyla 38.83, 1.34 ve 4.00’a gerilemigtir
(P<0.01).
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Cizelge 4.4. Krom fabrikast atigina maruz birakilan O.niloticus kuyruk epitel
hiicrelerinde belirlenen interfaz AgNOR parametreleri (CNhet:
Heteromorfik ¢ift niikleolus, Ns; hiicre bagina diisen niikleolus sayisi,

1Nh; tek niikleolus hacmi).
Niikleolus Siire Pozitif Krom sanayi atifa (v.v.)
Parametreleri (dk) Kontrol Kontrol ’
%S5 10 % 20 %

90 5275121 43.66+1.01° 5045127 55.12£1.56 49.85+175

CNhet (%)
180  5215%129 3883:141° 54.66+229 5024£210 4504 143"
90 16000 123+0.04° 154021 1.61+0.10 142+020°
Ns
180  1.61£0.06 134£0.02° 166002 158+002 131£0.19°
90  5.07£0.16 327+051° 515%022 490408 4.92+0.10
INh ( pm3)

180  S5.07:0.14 400011 480%0.04 3.75+£025° 3.01£0.08°

2 P<0.05; ° P<0.01; © p<0.001

4.1.1.2. Petrol rafinerisi atiklarinin genotoksik etkileri

Bu caliymada genotoksik etkileri test edilen petrol rafinerisi atik su
numunelerinin rafinerinin kendisinden temin edilen kimyasal analiz sonuclari, su
kirliligi kontrol yOnetmeligi degerleri ile kargilagtirmali olarak ¢izelge 4.5’de
verilmigtir. Cizelge 4.5°te de goriildiigii lizere dl¢iilen tiim kimyasal parametrelerin
petrol atiklar: yonetmeliginde belirtilen limit degerlerin altindadir. Kimyasal icerik
agisindan bakildifinda petrol rafinerisi atiklarinda genotoksik etki gdsterebilecek
olan baslica bilegenler arasinda fenol, krom, hidrokarbonlar sayilabilir.
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Cizelge 4.5. Petrol rafinerisi atik suyu analiz degerleri.

Analiz Edilen Su Kirliligi Kontrol Ortalama
Parametreler Yonetmeligi Degerleri Analiz Sonuclan
PH | 6-9 8
BOI, mg/L 100 10.5
Top. AKM mg/L 120 : 29:
Yag ve gres mg/L 20 3.29
Cr (VD) mg/L 0.2 10.03
NH4-N mg/L 40 1.36
Fenol mg/L 2 . 0.07
Toplam siyaniir mg/L ' 2 0.004
Kiikiirt mg/L 2 o 006
Total Hidrokarbon 15 2

Petrol rafinerisi atiklarinin %5, % 10 ve % 20 oraninda seyreltilmis dozlarina
3, 6 ve 9 glinlik siireler ile maruz birakilan maruz birakilan O. niloticus 6rneklerinde
yapilan analizler sonucunda periferal kan eritrositlerinde ve solungag epitel
hiicrelerinde ortalama belirlenen mikroniikleus frekanslann Cizelge 4.6.’da
verilmistir. Cizelgede 4.6’da goriildiigii lizere, petrol rafinerisi atiklar1 en diisiik doz
olan % 5°1ik konsantrasyonda, kontrol grubu (%o 1.84) ile karsilagtirildiginda 9 giin
sonunda solungag epitel hiicrelerindeki mikroniikleus frekanslarinda (%o 2.6) anlamli
bir artisa yol agmistir (P<0.05). Bu konsantrasyon i¢in diger siirelerde anlamli bir
artigsa rastlanmamustir. %10’luk konsantrasyondaki 3 ve 6 giinliik uygulamalarda ise
eritrositlerde mikroniikleus frekansinda anlamli bir farkhilik olusmazken, kontrol
grubunda belirlenen orana (%e 1.58) gére 9 giinliik uygulamada eritrosit
mikroniikleus frekansinda (%o 2.29) istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu
belirlenmigtir  (P<0.05). Aym konsantrasyonda solunga¢ epitel hiicreleri
incelendiginde ise kontrol gruplarina gére (%o 1.93, %0 1.87 ve %o 1.84) hem 3 (%o
2.86) hem de 6 (%o 3.40) ve 9 (%03.41) giinliik uygulamalarda istatistiksel olarak
anlamli artiglarin oldugu belirlenmistir (P<0.05). En yiiksek doz olan % 20’lik

konsantrasyonda ise petrol rafineri atiklart hem eritrositlerde hem de solungag epitel
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hiicrelerinde her ii¢ uygulama siiresinde de istatiksel olarak anlamli artiglara yol
agmistir.  Bu artiglar solungag epitel hiicrelerinde (P<0.01) periferik kan
eritrositlerine oranla (P<0.05) daha yiiksek olarak gergeklesmistir. Kontrol grubunda
%o 1.58 ve %o 1.84 olarak belirlenen eritrosit ve solunga¢ mikroniikleus frekanslari
en yiiksek doz ve uygulama siiresi olan % 20°lik konsantrasyonda sirasiyla %o 2.36
ve %o 3.83 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6). Kontrol grubunda solunga¢ epitel
hiicrelerindeki mikroniikleus frekanslarinin gerek kontrol gerekse deney gruplarinda
eritrosit hiicrelerindekilerden daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu farkliligin
ozellikle doz uygulama gruplarinda daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Petrol rafinerisi atiklarina maruz birakilan O. wiloticus’larin periferal kan
eritrositlerinde  belirlenen niikleus anomalilerinin frekanslant ¢izelge 4.7°de
verilmistir. Niikleus anomalileri toplam olarak degerlendirildiginde ise kontrol
grubunda belirlenen %o 3.08’lik oramin, en yiksek doz olan % 20’1k
konsantrasyonda ve 9 giinlik uygulama siiresinde %o 3.82°ye yiikseldigi
belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan cyclophosphamide uygulamasi ise 9
glin sonunda toplam nitkleus anomali frekansmin %o 3.08 den %o 5.58’¢ ¢ikmasina
yol agmistir. Niikleus anomalileri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde de petrol rafineri
atiklarinin 9 giinliik uygulamasinda % 10 ve % 20°lik konsantrasyonda biniikleuslu
(BN) hiicre frekansinda anlamli bir artisin oldugu belirlenmigtir (P<0.05). Loblu
niikleus (LB) tagiyan hiicre frekanslarinda ise 3 giinliik uygulamada yine % 10 ve %
20’lik dozlarda anlamli bir artig belirlenmigken (P<0.05), 6 giinlik uygulamada
yalnizda % 20’lik dozda anlamlt bir artis oldugu gdzlenmistir (P<0.01). .Dokuz
giintik uygulamada ise hem % 10’luk (P<0.01) hem de % 20’lik (P<0.05) dozlarda
anlamli artis oldugu gozlenmistir.

Petrol rafinerisi atiklanina maruz birakilan Oreochromis niloticus periferal

eritrositlerinde mikrontikleus ve niikleus anomalileri, sekil 4.1°de, solungag epitel

hiicrelerinde mikroniikleus olusumlar: sekil 4.2°de gosterilmisgtir.
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Sekil 4.2. O. niloticus solungag epitel hiicrelerinde mikroniikleus olugumlar1 (1000x).
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Cizelge 4.7. Petrol rafinerisi atifina maruz birakilan O. niloticus eritrositlerinde
niikleus anomalileri (%o). (BN: biniikleus, LB: loblu niikleus, T™:
tomurcuklu niikleus, CN: Centikli niikleus; Toplam NA: Toplam niikleus

anomalisi)

Nilkleus Pozitif isi
u Siire Kontrol ozitl Petrol Rafinerisi Atigi (v/v)
Anomalileri Kontrol (CP) XA 10 % 20 %

3 giin 1.56+0.11 333:0.18° 1.65+024 162x0.10 170027
BN 6 giin 1.67+£0.09 459+040° 1.60£0.17 1.78+0.30 1.80:+0.30

9gin  125+0.18 445+060° 140022 211£024 * 191£024°

3 gin 2.89+0.23 2.76 £0.12 341+0.18 36740222 384+033%
LB 6 giin 2254024 657+074° 263021 245x031 370+0.12°

9gin  1.92%0.67 651+028° 225+030 333+028 ° 2840147

Jgin  2.06+034 3024062° 291£019% 245020 320£028°
™ 6gin  133+£005 195+017% 1.85%0.18 222+022% 254+021°

9gin  2.08+0.09 313+042°% 2.12£014 2.60x027 277+0.15>

3gin 7394031 8974043® 624£042 7.80£051 7.66+0.71
CN 6gin 6754027  659:050 628091 6951044 6.88+0.67

9 giin 7.08+£0.14 8.24 +0.86 7.05+1.21 748+0.87 776042

3gin  348£133 452+£149° 3,56=125 389+093°% 4,10+1,15%
Toplam NA  6gin 300126 492+1,10° 3,08%£095 335102 373+1,06°

9 giln 3.08x1.34 558+1,13° 3,21%0,73 388+1,09° 3,82 +,69 a

2 p<0.05 p<0.01 © p<0.001
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Tomurcuklu niikleus tastyan hiicre frekanslar 3 ginlik uygulamada % 5 (P<0.05) ve
% 20°lik (P<0.01), dozlarda, 6 giinlik uygulamada % 10 (P<0.05) ve % 20’lik
(P<0.01) dozlarda, 9 giinliik uygulamada ise yalnizca % 20’lik dozda (P<0.05)
istatistiksel olarak anlamli oranda artislarin gergeklestifi gdzlenmigtir.  Petrol
rafinerisi atiklanmn uygulanmasi eritrositlerde gentikli niikleus olusumu tzerinde

higbir doz ve uygulama siiresinde anlamli bir artisa yol agmamistir (P>0,05).

Petrol rafinerisi atiklarna maruz birakilan O. niloticus kuyruk epitel
hiicrelerinde belirlenen interfaz AgNOR parametrelerine ait degerler Cizelge 4.8°de
verilmigtir.  Petrol rafinerisi atip1 uygulamasi hem 90 hem de 180 dk’lik
uygulamalarda heteromorfik ¢ift niikleolus ylizdesinde (CNhet) % 10 ve % 20°lik
konsantrasyonlarda anlamli oranda bir diisiise yol agmustir (P<0.05). Kontrol
grubunda 180 dk da belirlenen ¢Nhet degeri % 52.15 iken bu deger % 20°lik petrol
rafineri atigina maruz kalma sonucunda % 40.14’e diismiistiir. Benzer sekilde Hiicre
basina diigen ortalama niikleolus sayisinda her iki uygulama siiresinde de en yiiksek
iki doz olan %10 ve % 20°lik konsantrasyonlarda anlamli oranda bir azalma oldugu
gozlenmigtir (P<0.05). Kontrol grubunda 1.61 olan Ns degeri % 20°lik uygulamada
1.40’a diigmiistiir. Ortalama tek niikleolus hacminde ise 90 dk’lik uygulamalarda
yalmizca en yiiksek doz olan % 20°lik konsantrasyonda anlamli bir azalma oldugu
go6zlenirken (P<0.01), 180 dk’lik uygulamada hem % 5’lik konsantrasyonda (P<0.05)
hem de % 10 ve % 20’lik konsantrasyonlarda istatiksel olarak anlamli oranda
azalmalarin oldugu belirlenmistir (P<0.001). 180 dk boyunca %20’lik dozda
uygulama sonunda 1NH degeri 5.07 den 3.21°e dlismustiir.
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Cizelge 4.8. Petrol rafinerisi atiina maruz birakilan O. niloticus kuyruk epitel
hiicrelerinde interfaz AgNOR parametreleri. (CNhet: Heteromorfik cift
nitkleolus, Ns; hiicre bagina diigen niikleolus sayist, 1Nh; tek niikleolus

hacmi).

ﬂ

. Krom sanayi atifa (v.v.)
Niikleolus Siire Kontrol Pozitif

Parametreleri (dk) Kontrol “s 10 % 20 %

a

90 52.75+1.21 43.66+1.01 Y 5024+1.10 45.10£1.86% 46.35+2.92

CNhet (%)
180  S215+£129 3883+141° 50.10+1385 44.19x191° 40.14+221°
90 1.60+£00 123+0.04° 1.50£020 1400.14% 1410.17"
Ns
180 161£0.06 134£002° 1.53+0.11 143+0.12" 1.40+020°
90 5074016 327+051° 5004021 4.60+021 430£020°
INh (pm3)

180 S507£0.14 400£011° 441+£013% 333+£025° 321%0,19°

2 P<0.05; ° P<0.01; ° p<0.001

4.1.2. In Situ Caligmalar

Arazi ¢alismalarinda Karaduvar, Mersin Limani ve referans bolge olarak
kullanmilan Erdemli’den ilkbahar, yaz, sonbahar ve kig sezonlarinda yakalanan Mugil
cephalus Orneklerinin, solungag ve eritrosit hiicrelerinde belirlenen mikroniikleus
frekanslar ¢izelge 4.9’da verilmigtir. Karaduvar ve Mersin limanindan alinan
Orneklerdeki mikroniikleus frekanslari, referans bélge Erdemliden alinan 6rneklerden
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmugstur (P<0.001). Buna gore yaz
sezonunda Erdemli’den alinan 6rneklerdeki mikroniikleus frekanslar eritrositler i¢in
%0 2.07 ve solungag hiicreleri i¢in %o 2.91 iken bu degerler eritrositler igin
Karaduvar’da %o 7.05 ve Mersin limaninda %o 6.56, solunga¢ hiicreleri iginse
Karaduvar’da %o 6.69 Mersin limaninda %o 10.52 olarak belirlenmisgtir.

Mikroniikleus frekanslarinin mevsimsel degisimleri sekil 4.3 ve 4.4’de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.9. Mugil cephalus eritrositlerinde ve solungag hiicrelerinde belirlenen

mikroniikleus frekanslarinin bélge ve mevsime gore degisimi.

m—#
Mikroniikleus Frekanslar: (%.)

Bolge Mevsim
Eritrosit Solungag¢
Yaz 2,07 +£0,16 2,91 +0,18
. [ikbahar 1,31+ 0,10 2,51 +£0,26
Erdemli
Sonbahar 1,17+0,08 1,84 £0,21
Kis 0,82 + 0,08 2,12+026
Yaz 7,05 £ 0,26 ¢ 6,69 £ 0,30 ¢
Ilkbahar 6,23 £0,42° 6,10+2,42°
Karaduvar
Sonbahar 3,17+ 0,38 ° 4,93 0,37 °
Kis 4,01+0,44° 5,02+£135°¢
Yaz 6,56+ 0,19 ¢ 10,52 £ 0,54 °
.. Ilkbahar 4,93 +0,25° 891+ 0,85°
Mersin Limam
Sonbahar 437+0,18° 6,07 0,37 °¢
Kis 3,52+ 0,35° 5,54+0,53°

bp<0,01; ° P<0,001

Her ii¢ ¢alisma bélgesinde yakalanan Mugil cephalus 6rneklerinde belirlenen
eritrosit ve solunga¢ mikroniikleus frekanslar1 toplam olarak kendi aralarmda
karsilagtirildiginda ise solungag¢ epitellerindeki mikroniikleus frekanslarinin eritrosit
hiicrelerindekilere oranla anlamli oranda yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Mugil cephalus eritrosit ve solungag epitel hiicreleri arasindaki toplam
mikroniikleus frekanslarinda goriilen farkliliklar. (@ p<0,05; ¢ p<0,001)

m
Total MIN (%) Erdemli Karaduvar Mersin Limam

Eritrosit — Solungag 1,34-2,35¢ 5,11-5,70 a 485-776 ¢
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L —@— Erdemli —m— Karaduvar —A— Liman
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Sekil 4.3. Mugil cephalus eritrositlerinde mikrontikleus frekanslarinin dagilimi.

—@— Erdemli —i— Karaduvar —-A—LimanT
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Sekil 4.4. Mugil cephalus solungag epitelinde mikroniikleus frekanslarinin dagilimi.
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Eritrosit ve solungag hiicrelerinde belirlenen mikroniikleus frekanslart
mevsimsel olarak karsilagtinildiklarinda ise, farkli anlam diizeylerinde olmakla
birlikte, en yiiksek mikroniikleus frekanslar yaz mevsiminde en diigiik mikroniikleus
frekanslarimn ise ki mevsiminde olustugu belirlenmistir. Mevsimler kendi
aralarinda karsilastinldiginda, Szellikle  eritrosit hiicreleri agisindan  anlamhi
farkliliklarin olustupu gozlenmigtir (Cizelge 4.11). Mevsimler arasi farkliliklarin
ozellikle yaz - kig sezonu karsilagtirmalarinda en yiiksek (P<0.001), sonbahar — kis
sezonlar1 arasinda en diigiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Solungag¢ epitel hiicreleri
agisindan bakildiginda ise mevsimler arasmdaki farkliliklarin diizensiz oldugu ancak
en yiksek farkliliklarin gene yaz-kis ve yaz—sonbahar sezonlar arasinda oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.11. Mugil cephalus orneklerinde eritrosit mikroniikleus frekanslarinin
mevsimsel farkliliklan (a p>0,05; b p<0,01; ¢ p<0,001).

——— e —— T O A~ - e,

Eritrosit MN Erdemli Karaduvar Mersin Limani
Yaz — Ilkbahar b - c
Yaz — Sonbahar c c c
Yaz—Kis c c c
Ilkbahar ~ Sonbahar - a
Ilkbahar — K1 b b
Sonbahar — Kis a - -

Cizelge 4.12. Mugil cephalus Orneklerinde solungag mikroniikleus frekanslarimin
mevsimsel farkliliklar1 (@ p<0,05; b p<0,01; ¢ p<0,001).

‘SolungagcMN  Erdemli  Karaduvar Mersin Limam
Yaz — Ilkbahar - - -
Yaz — Sonbahar a b c
Yaz — Kig - b c
Iikbahar — Sonbahar a - a
IIkbahar — Kis . - b
Sonbahar — Kig - - -
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Niikleus anomalileri bolgesel toplam olarak incelendiginde loblu niikleus
frekanslarmm  Erdemli istasyonunda %o 0.34, Karaduvar’da % 0.56, Mersin
Limamnda ise %o 0.73 olarak belirlenmigtir. Tomurcuklu niikkleus frekanslari,
Erdemli’de %o 0.19, Karaduvar’da %. 0.62 ve Mersin Limaninda %o 0.59 olarak
belirlenmistir. Centikli niikleus frekanslari Erdemli’de %o 0.48, Karaduvar’da %o
1.19 ve Mersin limaninda %o 1,05 olarak belirlenmistir. Biniikleus frekanslan
incelendiginde Erdemlide %o 0.71, Karaduvar’da %o 1.43 ve Mersin limaninda %e
1.02 seklindeki degerler elde edilmistir. Eritrosit niikleus anomalilerinde 6rnekleme
mevsimlerine ve bolgelere gore gozlenen degisiklikler Sekil 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8.°de
gosterilmistir (Cizelge 4.13).

Mugil cephalus eritrositlerinde mevsime ve calisma istasyonlarina gore
belirlenen ortalama loblu niikleus, tomurcuklu niikleus, ¢entikli nitkleus ve biniikleus
frekanslart Cizelge 4.14°de verilmistir. Karaduvar ve Mersin Liman bdlgesinden
yakalanan 6rneklerde, Karaduvar ilkbahar loblu niikleus frekanst hari¢ tiim niikleus
anomalilerinin frekanslarinin referans bolge olan Erdemli’den yakalanan 6reklere

gore istatistiksel olarak anlamh oranda yiiksek oldugu belirlenmigtir

Mugil cephalus eritrositlerindeki niikleus anomalileri toplam olarak
mevsimlere goére karsilastirildiklarinda yaz mevsimindeki frekanslanin diger tg
mevsime gore daha yiiksek oldugu ve aradaki farkliliklarin istatistiksel olarak
anlamly oldugu belirlenmigtir (Cizelge 4.15). Bu farkliliklarin her ti¢ 6rnekleme
istasyonunda da ozellikle yaz ve kis mevsimleri arasinda en yiiksek diizeyde oldugu
goriilmektedir (P<0.001).

Cizelge 4.13. Mugil cephalus eritrositlerinde toplam niikleus anomalileri

B('iig e Toplam Eritrosit Niikleus Anomalileri (%60)

Loblu Tomurcuklu Centikli Biniikleus
Erdemli 0.34 0.19 0.48 0.71
Karaduvar 0.56" 0.62° 1.19° 1.43° .
Mersin Limam 0.73" 0.59° 1.05¢ 1.02°

3p<0,05; °P<0,01; ¢ P<0,001
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Cizelge 4.14. Mugil cephalus eritrositlerinde belirlenen niikleus anomalileri.

ﬁ
Eritrosit Niikleus Anomalileri (%o)

Bolge Mevsim
Loblu Tomurcuklu  Centikli Biniikleus
Yaz 0,42+0.17 025+0.14 133£0.13 0,78%0.13
Erdemli
ilkbahar  040+£0,13 0,10£0,03 0,08£0,03  0,80%0,21
Sonbahar  034£0,06 020£0,09 045+0,18 0,75+0,23
Kis 020+0,07 020£0,06 0,05+002 0,50+0,13
Yaz 0,84+0.14° 0,80+£020° 1,70+0.10% 1,75+0.52°
flkbahar 0,44+£021 1,10+0,05° 0,73£0,21° 1,00%0,02
Karaduvar : .
Sonbahar  0,51+020% 0,22+0,11 133:£0,33° 1,96+021
Kis 0,44+0,0° 036+0,09% 1,00£0,03° 1,02%0,04°
Yaz 0,88+028° 0,644007° 1,58+0.11 1,57+0.58"
. flkbahar  0,80+0,15° 0,60+022° 0,60+0,31° 0,90+0,36
Mersin
Li
At Sonbahar  0.75+025° 0,68+0,14° 120+0,06° 0,70£0,19
Kis 0,50+0,14° 045+0,18° 0,80+0,36° 0,90+027

ap<0,05; " P<0,01; ¢ P<0,001

Cizelge 4.15. Mugil cephalus Orneklerinde toplam eritrosit niikleus anomali
frekanslarinin mevsimlere gére gosterdikleri istatistiksel farkliliklar.

Mevsim Toplam Niikleus Anomalisi (LB+TM+CN+BN) (%)
Eslesmeleri Erdemli Karaduvar Mersin Limani
Yaz — Ilkbahar 2.78-138 b 509-327 b 4.67-2.90 b
Yaz — Sonbahar 278-1.74 a 509-4.02 a 4.67-3.33 a
Yaz — Kis 2.78—-0.98 ¢ 509-2.82 ¢ 4.67-2.65 ¢
[lkbahar — Sonbahar 1.38-1.74 3.27-4.02 2.90-3.33
[lkbahar — Kis 1.38 - 0.98 3.27-2.82 2.90-2.65
Sonbahar — Kig 1.74-0.98 a 4.02~-2.82 a 3.33-2.65

a p<0.05; b p<0.01; c p<0.001
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Sekil 4.5. Mugil cephalus eritrositlerinde loblu niikleus frekanslarnin dagilimi.
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Sekil 4.6. Mugil cephalus eritrositlerinde tomurcuklu niikleus frekanslarinin dagilimu.
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Sekil 4.7. Mugil cephalus eritrositlerinde gentikli ntikleus frekanslarimn dagilimi.
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Sekil 4.8. Mugil cephalus eritrositlerinde biniikleus frekanslarinin dagilimi.
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Erdemli, Karaduvar ve Mersin Limanindan yakalanan Mugil cephalus
smeklerinin kuyruk epitel hiicrelerinde ilkbahar, yaz sonbahar ve kig mevsimlerinde
beliflenen ortalama interfaz AgNOR parametreleri Cizelge 4.16’da verilmigtir.
Heteromorfik ¢ift niikleolus (CNhet) oranlar incelendiginde, Mersin Limanindan
yakalanan 6meklerde yaz (% 72.21) ilkbahar (% 67.41) ve sonbahar (% 47.25)
mevsimlerinde belirlenen degerlerin referans bolge olan Erdemliden yakalanan
orneklere gore (yaz: % 62.12, ilkbabar: % 51.24, sonbahar: % 56.37) anlamli oranda
yitksek oldugu belirlenmistir (P<0.05). Karaduvar bolgesinden yakalanan Mugil
cephalus 6rneklerinin ise Erdemli drneklerine oranla ilkbahar (62,18) ve kis (50,22)
mevsimlerinde anlamli oranda yiiksek degerlere gosterdigi belirlenmistir (P<0.05).
Bununla birlikte her ii¢ bolgede de en yiiksek diizeylerin yaz mevsiminde, en diisiik
yiizde degerlerin ise ki mevsiminde ortaya ¢iktit goriilmektedir.

Cizelge 4.16. Mugil cephalus kuyruk epitel hiicrelerinde belirlenen interfaz AgNOR
parametreleri (CNhet: Heteromorfik ¢ift niikleolus, Ns; hiicre basina diisen
niikleolus sayisi, 1Nh; tek niikleolus hacmi).

T T AT T T e T e e S R P e e S K ST R A i)

Niikleolus . Bolge
Parametreleri Mevsim d
Erdemli Karaduvar Mersin Liman
Yaz 62,12+£221  6721+236 7221+2,12*°
CNhet ilkbahar  51,24+325  62,18+4,12% 6741+125°
Sonbahar 56,37 +2,36  62,33+333 66,29+1,12°
Kis 40,25+440  50,22+325% 4725+2,34
Yaz 1,56+£0,06  1,73+£0,04* 1,64+£0,04
Ns ilkbahar 1,40+£0,04  1,70£0,09° 1,71+0,09°
Sonbahar  1,35£0,06  1,60£0,07° 1,56+0,05°
Kis 1,13 0,04 1,22+0,07%  1,30+0,07°
Yaz 4,39+ 0,25 551+0,17° 6,58£0,27°
INE ilkbahar 5124033  561+035  5,66+0,32°
Sonbahar  430+024  550+0,33° 4,15+0,28
Kis 3,51+024  422+020* 336+0,17

2 p<0,05; °p<0,01; °p<0,001
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Hiicre bagina diigen ortalama niikleolus sayisi (Ns) agisindan incelendiginde
ise, Karaduvar bolgesinden yakalanan Srneklerdeki ortalama saymun hem yaz (1.73)
ve ilkbahar (1.70), hem de sonbahar (1.60) ve kis (1.22) sezonlarinda Erdemli
blgesinden yakalanan Srneklerde belirlenenlere (1.56, 1.40, 1.35 ve 1.13) gore
anlamli oranda yiiksek oldugu belirlenmistir. Mersin Limanmdan alinan Sroeklerde
belirlenen degerler de yaz mevsimi harig diger tiim mevsimlerde Erdemli 6rneklerine

oranla anlamli oranda yiiksek olarak bulunmuslardir (P<0,01).

Ortalama tek niikleolus hacmi (INh) agisindan yapilan degerlendirmelerde,
Karaduvar bolgesinde belirlenen ortalama degerlerin yaz (5,51 pm?), sonbahar (5,53
p.m3) ve kis (4,22 pm’) mevsimlerinde Erdemli’de belirlenen degerlere (4.39, 4.30 ve
3,51 um’®) oranla anlamh diizeyde yiiksek oldugu ortaya ¢ikarilmugtir (P<0,01).
Mersin Limaminda belirlenen degerlerin ise yaz (6,58 um?) ve ilkbahar (5,66 pum’)
mevsimlerinde, referans bdlge Erdemli’den elde edilen degerlere oranla anlamh

olarak yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05).

Mugil cephalus kuyruk epitel hiicrelerinde belirlenen heteromorfik ¢ift
niikleolus yiizdesi, hiicre bagina diien ortalama niikleolus sayis1 ve ortalama tek
niikleolus hacmi degerlerinin &rnekleme bolgeleri ve 6rnekleme mevsimlerine gore

degisimleri sekil 4.9’da gosterilmistir.

Niikleolus parametreleri toplam olarak mevsimlere gore karsilastinldiklarinda
elde edilen veriler ¢izelge 4.17°de verilmistir. Heteromorfik ¢ift niikleolus yiizdesi
agisindan yaz-kis (P<0.001), ilkbahar-kis (P<0.01) ve sonbahar-kis (P<0.01)
mevsimleri arasindaki anlamli farkliliklarin oldugu belirlenmigtir. Hiicre basina
disen ortalama niikleolus sayisi agisindan degerlendirildiginde yaz-kis (P<0.001),
yaz-sonbahar (P<0.05) sezonlart ile ilkbahar-kig (P<0.001) ve sonbahar-kig (P<0.01)
sezonlar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Hiicre
basimna diisgen ortalama niikleolus sayisi agisinda karsilastirildifinda ise yaz-kis
(P<0.001), ilkbahar-sonbahar (P<0.05), ilkbahar-kis (P<0.001) ve sonbahar-kis
(P<0.01) mevsimleri arasindaki farkliliklarin anlamli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.17. Mugil cephalus dmneklerinde ‘toplam interfaz AgNOR parametrelerinde

mevsimlere gore gdzlenen istatistiksel farliliklar.

M

Mevsim CNhet Ns INh
Yaz — Ilkbahar 67.18—60.28  1.64—1.61 5.49 —5.46
Yaz — Sonbahar 67.18-61.66  1.64—150*  5.49-4.65
Yaz — Kis 67.18—-4591° 1.64—122°  549-3.70°
ilkbahar — Sonbahar ~ 60.28 —61.66  1.61—1.50 5.46 —4.65
[lkbahar — Kis 6028—-4591° 1.61-122° 546-3.70°
Sonbahar — Kis 61.66—4591° 150-1.22°  4.65-3.70°

2 p<0,05; ° p<0,01; °p<0,001

Niikleolus parametrelerinin toplam olarak bolgelere gore kargilagtirilmasi ile

elde edilen veriler ise cizelge 4.18°de verilmistir. Buna gbre her ¢ AgNOR

parametreside farkli diizeylerde olmakla birlikte, Karaduvar ve Mersin Limanlarinda,

referans bolge olan Erdemliye gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksektir.

Bununla birlikte iki deney bolgesi olan Karaduvar ve Mersin Limam bolgeleri

interfaz AgNOR kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliik

gdstermemektedirler.

Cizelge 4.18. Farkli mevsimlerde yakalanan Mugil cephalus 6rneklerinde belirlenen

toplam interfaz AgNOR parametrelerinde bolgelere goére gozlenen

istatistiksel farkliliklar.
Mevsim Eslesmeleri CNhet Ns INh
Erdemli — Karaduvar 52.50-60.49% 136-1.56° 433-521°
Erdemli — Mersin L. 52.50—-63.29% 1.36-1.55° 433-594"
Karaduvar —Mersin L.  60.49 — 63.29 1.56-—-1.55 521 -5.94

% p<0,05; ° p<0,01
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CNhet
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Sekil 4.9. Mugil cephalus kuyruk epitel hicrelerinde interfaz  AgNOR
parametrelerinin dagilimi.
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4.2. TARTISMA
4.2.1. Kontrollii Laboratuvar Calismalari

Kontrolli laboratuvar ¢aligmalarinda, endiistriyel kuruluslarm  atik
borularindan direkt olarak aliman Ornekler Jaboratuvar kosullar1 altinda standart
sartlar saglanarak ve kontrol grubu olusturularak test edilmiglerdir. Endiistriyel
atiklarin genotoksik etkilerinin laboratuvar ortaminda test edilmesinde baliklarn
etkin bir sekilde kullamlabilecegi gesitli calismalarda gosterilmistir. Pacheco ve
Santos [36], kagit endiistrisi atiklarini laboratuvar sartlarnda Anguilla anguilla
{izerinde incelemis ve uygulama dozu ve siireye bagli olarak eritrosit mikroniikleus
frekanslarinda anlamli oranda artisin gozlendigini bildirmigtir. Bagka bir ¢alismada
Marlasca ve ark. [42], yine laboratuvar sartlarinda tekstil sanayi atiklarina maruz
biraktiklari  Oncorhynchus  mykiss  Omeklerinde  periferal  eritrositlerinde
mikroniikleus frekanslarinin artigim bildirmistir. Yine bira ve tekstil atiklarina
maruz birakilan Clarias lazera dmeklerinin periferal eritrositlerdeki mikroniikleus
frekanslarinda artis oldugu bildirilmigtir [43]. Yapilan ¢aligmalarda test organizmasi
olarak kullanilan baliklarin iyi sonug verdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada ise metal
ve petrol sanayi tesislerine ait sivi atiklarin Oreochromis niloticus tzerindeki
genotoksik etkileri incelenmis ve bu tiirlin laboratuvar ¢alismalaninda kullanigh ve

genotoksik etkilere duyarli bir test organizmas: oldugu ortaya ¢ikanlmigtir.

4.2.1.1. Krom fabrikasi atiklartnin genotoksik etkileri

Bu c¢alismada krom bilesikleri iireten bir sanayi kurulusunun desarj
borularindan alinan sivi atiklarin, farkli konsantrasyon ve siirelerde Oreochromis
niloticus drneklerine uygulanmasi ile periferal eritrositlerde mikroniikleus ve niikleus
anomalilerinde, solungag epitel hiicrelerinde mikrontikleus frekanslarinda ve kuyruk
epitel hiicreleri niikleoluslarinda interfaz AgNOR parametrelerinde meydana gelen

degisimler incelenmistir.

Krom, bugtine kadar tizerinde en ¢ok durulan agir metallerden biri olmustur.
Bunun sebebi, gerek cevresel agidan gerekse mesleki agidan kromun, dzellikle de alti
degerlikli krom olarak adlandirilan Cr(VI)’min, olduk¢a 6nemli bir mutajen ve
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karsinojen madde olmasidir [97]. Kanser olusturabilecegi ilk kez 1890 yilinda
belirlenen Cr(VI), kanserojen olarak tammlanan ilk kimyasallardan biridir [98].
Yapilan ¢alismalar Cr(VI)’ya maruz kalma durumunda akciger kanseri riski’nin 18
ila 80 kat arttirdifiu gostermistir. Laboratuvar hayvanlari tizerinde yapilan
toksikoloji ¢aligmalarinda da Cr(VI)’mn timor olusumuna yol agtif1 gosterilmigtir
[99]. Bunun yamnda yapilan in-vivo ve in-vitro genotoksisite ¢aligmalarinda,
Cr(VI)’nin kromozom aberasyonu, mikronikleus, kardes kromatid degisimi (SCE),
DNA iplik kiriklani gibi genetik hasarlann olusumunu indiikledigi ortaya
konulmugtur [100-102].

Hiicre igerisine kolayca gegebilmesi ve Cr(Ill)’e indirgenme reaksiyonlari
nedeni ile krom genotoksisitesine yonelik ¢aligmalar genelde Cr(VI) bilesikleri
tizerinde yiiriitiilmektedir. Hiicresel diizeyde Cr(VI) bir kromat oksi-anyonu olarak
bulunur (CrO4*), hiicre igerisine siilfat iyon tasiyicisi aracilifz ile girer ve plazma
membrammi gegtikten sonra, Cr(VI) en stabil hali olan ii¢ degerlikli krom’a yani
Cr(Ill) formuna déniigmek iizere hizl1 bir sekilde metabolik indirgenme reaksiyonuna
girer [103, 104]. Cr(VID) direkt olarak niikleik asitlere karsi fazla bir yonelim
gostermedigi  igin, hiicre icerisindeki bu indirgenme reaksiyonu krom
genotoksisitesinin temelini teskil etmektedir [104]. Cr(VI)’nin aksine Cr(III) hem
niikleik asitlere hem de seker fosfat iskeletine karsi yliksek bir ¢ekime sahiptir.
Cr(Ill)’tin direkt olarak DNA’ya baglanmak suretiyle DNA adduct’lant ile DNA-
DNA ya da DNA-protein ¢apraz baglantilari (cross-links) olusturabildigi
gosterilmigtir [105-110]. Yani krom tarafindan neden olunan DNA hasarlarinda esas
etkiyi hiicre icerisinde olusan Cr(III) gostermektedir. Bununla birlikte hiicre
disgindan direkt olarak Cr(IlI)’iin yiiksek konsantrasyonlara ulagtiginda pasif
difizyonla hiicre igerisine girebilecegi ve genotoksik etkiler gosterebilecegi
bildirilmigtir [111, 112].

Krom bilesiklerinin sucul organizmalar iizerindeki genotoksik etkileri
aralarinda kerevit, Procambarus clarkii ve semender larvalarmin da bulundugu
organizmalar iizerinde arastinlmig ve hemolenf ile eritrosit hiicrelerinde
mikroniikleus olusumunu indiiklendigi bildirilmigtir [112, 113]. Baliklar iizerinde
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yapilan cahgmalarda da krom bilesiklerinin genotoksik etkiler olugturdugu
gOsterilmistir. Krishnaja ve Rege [115], farkli dozlarda Cr(VI)’ya maruz biraktiklar:
Boelophthalmus ~dussimeri’nin solungag epitel hiicrelerinde mitotik indeks
oranlarinda diigis meydana gelirken kromozom aberasyonlarinda artis meydana
geldigini bildirmislerdir. Poongpathi ve ark. [35], 0,4 ppm dozda Cr(VI)’ya maruz
biraktiklarn Tilapia mossambicus ve Lepidocephalus therminalis’in  periferal
eritrositlerinde mikroniikleus frekanslarinda 7 ve 14. giinlerde anlamli artislar
oldugunu belirlemislerdir. Benzer gekilde De Lemos ve ark. [116], farkli dozlarda
Cr(VI)’ya maruz biraktiklar1 Pimephales promelas’n eritrositlerinde mikroniikleus
frekanslarinin 7. ve 14. giinlerde arttigini saptamuglardir.

Bu c¢alismada, mikroniikleus frekanslan agisindan incelendiginde 72 saatlik
uygulamada ne solungag¢ epitel hiicrelerinde ne de periferal eritrositlerde hicbir
doz’un mikroniikleus olusumuna yol agmadigi gozlenmistir. Alt1 ve dokuz giinliik
uygulamalarda ise, sadece en yiiksek konsantrasyon olan % 20’lik dozda her iki
dokuda da mikroniikleus frekanslarinda anlamli diizeyde bir artis oldugu
gozlenmigtir. Krom sanayi atiklarinin periferal eritrositlerde niikleus anomalileri
olusturma agisindan etkileri incelendiginde de 6 ve 9 giinliik uygulamalarda, yalnizca
bintikleus frekanslarinda anlamli artiglarin oldugu, loblu centikli ve tomurcuklu
niikleus frekanslarinda herhangi bir anlamli degigimin olmadig: gériilmiistiir.

Metallerin  niikleolus {iizerindeki etkilerine yonelik olarak yiiriitiilen
¢aligmalann sayisi son derece azdir ve genellikle bitkisel test sistemleri iizerinde
gergeklestirilmistir.  Aliiminyum uygulamas: sonucunda  Allium cepa kok
hiicrelerinde niikleolus seklinde deformasyonlarm oldugu bildirilmigtir [117].
Arkhipchuk ve Garanko [118], civa uyguladiklan Allium cepa, Lactuca sativa
hiicrelerinde niikleolus sayisinda anlamli oranda azalma oldugunu diger taraftan
Hydra attenuata hiicrelerinde heteromorfik ¢ift nikleolus yiizdesinde anlamli bir
azalma oldufunu bildirmislerdir. Sresty ve Madhava Rao [1 19], nikel ve ¢inko’ya
maruz buraktiklar1 Cajanus cajan kok korteks hiicrelerinde, niikleoluslarda
desigimler oldugunu belirtmislerdir. Yine Gabara ve ark. [120], Pisum sativum,

koklerinde krom uygulanmasin sonucunda niikleolus sayisinda azalma oldugunu
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bildirmiglerdir. Paris-Palacios ve ark. [121], Cyprinidae familyasina dahil olan
Brachydanio rerio 6rneklerine bakir uygulamas: sonucunda hepatosit hiicrelerinin

niikleoluslarda morfolojik degisimlerin olustugunu rapor etmislerdir.

Bu ¢alismada ise, niikleolus parametreleri agisindan incelendiginde, krom
sanayi atiklarinin kuyruk epitel hiicrelerinde yine yalnizca en yiiksek doz olan %
20’lik konsantrasyonda degisimlere yol actifi belirlenmigtir. Heteromorfik cift
niikleolus yiizdesi ve ortalama tek niikleolus hacmi degerleri 180 dk’lik uygulamada
anlamli oranda bir diigliy gsterirken, niikleolus sayisi hem 90 hem de 180 dk’lik
uygulamalarda kontrol grubuna gére anlamli oranda azalma gostermigtir. Yiiksek
dozlarda krom atiklarina maruz kalma sonucunda niikleolus RNA sentez
enzimlerinde meydana gelen inhibisyonlar, ya da rDNA’da meydana gelen hasarlar

nedeniyle niikleolus aktivitesinde bir diisiisiin meydana geldigi 6ne siirtilebilir.

Cr(V]) ile karsllasﬁnldlgmda, hiicre igerisinde indirgenme reaksiyonlan ile
olusan Cr(IlT) DNA’ya karst yiiksek bir afinite ve genotoksik etki gostermesine
ragmen disaridan uygulanmasi durumunda hiicreler iizerinde gosterdigi toksik
etkileri ile ilgili olarak geliskili sonuglar bildirilmistir ve Cr(Ill)’un genotoksik
etkileri ile ilgili olarak yapilan kargilagtrmali ¢alismalarm sayisi siirhdir.
Nakamuro ve ark. [122], bes farkli Cr(III) ve Cr(VI) bilesiginin insan lenfositlerinde
genotoksik ve E. coli’deki mutajenik etkilerini ¢alismuslar ve insan lenfositlerinde
sadece Cr(VI)’nin klastojenik potansiyele sahip oldugunu, bunun yaninda Cr(VI)’nmin
daha yiiksek olmakla birlikte her iki bilesigin de E. coli’de mutajenik etki
gosterdigini bildirmiglerdir. Insan periferal lenfositlerinde hem Cr(IlI)’tn hem de
Cr(VI)’'mn DNA iplik kirilmalarina yol agtigini gstermislerdir [123]. Al-Sabti ve
ark. [124], Cr(IV) ve Cr(lll)’e maruz biraktiklari Carassius auratus gibelio
eritrositlerinde control grubuna oranla mikroniikleus frekanslarinda aniamh oranda
artiy oldugunu belirtmiglerdir. Nijs ve Kirsch-Voders. [102] ise Cr(lll)’in ig
ipliklerinin inhibisyonu ile mitotik figiirlerde anomalilere yol agtifini belirtmislerdir.
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Yapilan ¢alismalarda Cr(VI)’mn Cr(Ill)’e gore daha yliksek bir toksisite
gosterdigi bildirilmekle birlikte, Cr(III) konusunda derlenen veriler ¢ogunlukla bu
krom formunun sitotoksik etkilerinin olmadig: yoniindedir [125]. Bununla birlikte
bazi c¢aligmalarda Cr(III)’tin hiicre igerisine pasif diflizyon ile absorblanarak
gecebilecegini gostermistir [111, 112]. Bu sayede de Cr(III)’tin, 6zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda, hiicre igerisinde birikebilecegini ve toksik etki gosterebilecegi
belirtilmigtir [126]. Bu ¢aligmada genotoksik etkileri test edilen krom sanayi atik
suyu ornegi kompleks bir karigim halindedir ve bu atik numunesinin kimyasal analiz
sonuglan incelendiginde Cr(Ill) oranimin daha fazla oldugu gériilmektedir (Cizelge
'4.1). Caligmada anlamli farkliliklarin yalmizea yiiksek konsantrasyon ve uygulama
stirelerinde elde edilmis olmasi, yukarida belirtildigi tizere Cr(IIl)’iin hiicre icerisine
yiiksek konsantrasyonlarda ve yavas gegisi ile agiklanabilir. Dolayisiyla da krom
atiklannin  bintikleus olusumunu indiiklemesi ve niikleolus parametrelerinde
azalmalara yol agmasi ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda ortaya gikan sitotoksik
etkinin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Bunun yaminda krom sanayi
atiklarinda bulunan dasiik miktardaki Cr(VI) krom da daba once agiklanana
mekanizmalar yolu ile yiiksek atik konsantrasyonlarmda genotoksik etkilere yol
agabilecegini sOylemek miimkiindiir.

4.2.1.2. Petrol rafinerisi atiklarinin genotoksik etkileri

Bu ¢alismada, farkli doz ve siirelerde petrol rafinerisi atik suyuna maruz
birakilan Oreochromis niloticus drneklerinin solungag epitel hiicreleri ile periferal
eritrositlerinde  mikroniikleus frekanslarinda, periferal eritrositlerde niikleus
anomalilerinde ve kuyruk epitel hiicrelerinde interfaz AgNOR parametrelerinde
meydana gelen degisimler incelenerek, bu atiklarm genotoksik ve sitotoksik etkileri
aragtinlmagtir.

Petrol endustrileri tarafindan alinan saf petroliin islenmesi i¢in yiiksek oranda
suya gereksinim vardir ve bu rafineriler tarafindan olusturulan atik sular ise tipik
olarak, tuz, metal, yag, gres ve bagta polisiklik aromatik hidrokarbonlar olmak iizere
(PAH) diger bazi organik kimyasallarin kanigimlarindan olugurlar [127]. Bu
bilegenler arasindan en 6nemlilerinden biri PAH’lardir ve deniz ortamlarina desarj
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edilen petrol atiklari, genotoksik/kanserojen ve sitotoksik etkileri oldukga iyi bilinen
bu aromatik bilegikleri de beraberinde getirmektedir. Petrol rafinerisi atiklarmin
mutajenik ve genotoksik etkileri ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarin sonuglar bu
atiklarin potansiyel olarak genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir [128].

Donelly ve Brown [129], nokta mutasyonlar1 belirlemek i¢in Salmonella
testini, DNA hasar/onarim oramumt belirlemek icin Bacillus subtilis testini ve
kromozomal hasarlar ile mitotik rekombinasyonlart belirlemek icin de Aspergillus
nidulans’1 kullanarak petrol rafinerisi atiklarinin genotoksik etkilerini incelemistir.
Bu aragtirmacilar petrol rafinerisi atiklarmin her ii¢ test ydnteminde de pozitif
sonuglar verdigi ve genotoksik hasar olusturdugunu bildirmislerdir.

Andon ve ark. [130], izole ettikleri petrol isleme sivisimin sitotoksik etkilerini
¢in hamster ovaryum hiicrelerinde test etmisler ve hiicrelerin canlilik oraninda %50
den fazla azalma oldugunu bildirmiglerdir. Yine ayn izolatlar DeMarini ve ark. [131]
tarafindan fare lenfoma memeli hiicre kiiltiirlerinde genotoksik etkileri agisindan test
edilmis ve sonugta da kromozom aberasyonu ile kardes kromatid degigimi (SCE)
oranlarinda arti gozlendigi bildirilmistir. Petrol rafinerisi atiklar ile ilgili diger iki
caligma Commomer ve ark. [132] tarafindan gerceklestirilmistir. Bu aragtirmacilar
petrol rafinerisi atiklarini Salmonella yontemi ile test ettiklerinde agik bir sekilde
mutajenik etki gosterdiklerini ve gergeve kaymasi mutasyonlarma yol agtiklarim

belirlemislerdir.

Metcalfe ve ark. [133], Kanada’da bulunan ii¢ farkli petrol rafinerisinden
aldiklari atik sularin igerisinde bulunan partikiil maddelerin genotoksik etkileri ile
ilgili bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Bu kati partikiiller atiktan sanrtrifiijleme ve
ekstraksyion ile ayrilmis ve Salmonella iizerinde mutajenik etkileri ile ¢in hamsteri
ovaryum hiicrelerinde de kardes kromatid degisimi (SCE) teknigi ile klastojenik
etkileri agisindan test edilmislerdir. Sonucta da bu li¢ atiktan ikisinin Salmonella
testinde anlamh oranda mutajenik etki gosterdigi, ayrica atiklardan birinin de memeli
testinde SCE frekanslarim arttirdigini rapor etmislerdir. Krishnamurthi ve ark. [134],
yine ¢in hamsteri ovaryum hiicrelerinde, petrol rafinerisi atiklarinmn uygulanmasi
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sonucu, kromozom aberasyonu ve DNA hasarlanmin frekanslarii  arttigim

bildirmigtir ve bu etkileri atik bilesiminde bulunan aromatik hidrokarbonlara bagli

oldugunu 6ne stirmiiglerdir.

PAH’lar baliklar tizerinde en yaygin olarak c¢alisilan genotoksik maddelerden
biridir. Bu bilesikler birbiriyle birlesmis olan aromatik halkalardan olusurlar ve
sitokrom P-450 gibi enzim sistemleri tarafindan metabolik olarak aktive edilmeye
gereksinim  duyarlar. PAH’lar bu enzim sistemi tarafindan  oksidatif
biyotransformasyona ugrayarak reaktif epoksi tiirevlerine gevrilirler. Bu epoksi
formlar ise DNA’ya kovalent baglanmak suretiyle PAH-DNA adduct’lari
olugtururlar. Memelilere oranla daha yavas olmakla birlikte, baliklar BP-7,8-diol-
9,10-epoxide gibi PAH (Benzo[a]piren) metabolitlerini olugturabilmektedirler [135,
136]. Epoksi ya da radikal formlara déniigen PAH’lar, DNA adduct’lar1 yaninda
DNA polimeraz, RNA polimeraz ya da DNA replikasyounda rol oynayan ligaz ve
topoizomeraz ‘ gibi enzimleri de inhibe ederek genotoksik etki gosterebilecegi
diisiiniilmektedir . :

Petrol rafinerisi atiklarimin omurgali sucul organizmalar genotoksik etkileri
gesitli aragtirmacilar tarafindan mikroniikleus testi kullamilarak incelenmistir.
Fernandez ve ark. [137], petrol atiklarinin genotoksik etkilerini semender
(Pleurodeles waltl) larva ve embriyolart iizerinde test etmigler ve eritrosit
mikroniikleus frekanslarinda anlamli artislar oldugunu bildirmislerdir. Benzer
sekilde Djomo ve ark. [138], petrol rafinerisi atiklarina maruz kalma durumunda
amfibi eritrositlerinde mikroniikleus frekanslarinin arttiim bildirmislerdir. Bunun
yamnda, suda ¢oziilebilir dizel petrol ve benzin fraksiyonlarima maruz birakilan yilan
baigy Anguilla anguilla’da 6 giinlik uygulamada eritrositlerde mikroniikleus
frekanslarnin arttif bildirmis ve bu artigin da gene test edilen kanigimlarda bulunan
PAH’lardan kaynaklanabilecegi 6ne stirtilmistiir [139].

Bu ¢aliymada da, petrol rafinerisi atiklarinn, O. niloficus Orneklerinde hem

solungag epitel hiicrelerinde hem de periferal eritrositlerinde en yiiksek iki doz olan

% 10 ve % 20’lik konsantrasyonlarda ve tiim uygulama siirelerinde mikroniikleus
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olusumunu arttirdigy belirlenmistir.  Periferal eritrositlerdeki nilkleus anomalileri
agisindan degerlendirildiginde ise, petrol atigt uygulamasiun ¢entikli niikleus
olusumu harig, her t¢ tipteki niikleus anomalilerinde de anlamli oranda artisa yol
actig1 belirlenmistir. Bunlar arasinda tomurcuklu niikleus frekansinin ise digerlerine

gore daha yiiksek oranda etkilendigi ve arttig gbzlenmistir.

Tomurcuklu niikleus ile mikroniikleus olugumu arasindaki baglanti goz 6niine
alindiginda, petrol rafinerisi atiklanmn DNA kirilmalari yolu ile bir genetik hasara
yol agmus olabilecegi sdylenebilir. Rafineri atigmin analiz sonuglarina bakildiginda,
daha 6nce de deginildigi fizere tipik olarak aromatik hidrokarbon ve bunun yaninda
da diger 5nemli bir genotoksik madde olan Krom (VI)’nin bulundugu goriilmektedir
(Cizelge 4.5). Gerek PAH’larin gerekse Cr(VI)’mm baliklar {izerinde genotoksik
etkiye sahip oldugu ve mikroniikleus olusumunu indiikledigi bildirilmistir [140-142].
Dolayisiyla bu galigmada da mikroniikleus ve niikleus anomalilerine yol acan baglica
kaynagm bu iki tip kimyasal madde olabilecegini sdylemek mimkiindiir. Baliklar su
ve sudaki kimyasallara baghica deri ve solungaglar aracilig: ile maruz kaldiklarindan
dolay1, ortamdaki kimyasallarin viicut igine gegisi daha kolaydir ve de gdzlenen
toksik etkiler daha yiiksektir. Petrol rafinerisi atigindaki PAH ve krom gibi
genotoksik maddeler de ayni yollarla canli igine ve oradan da hiicrelere ulagarak
genotoksik etkilerini gostermislerdir.

Kuyruk epitel hiicrelerinde ise bagta tek niikleolus hacmi olmak {izere tiim
interfaz AgNOR parametreleri de petrol rafinerisi atifi uygulanmasi sonucunda
anlamli oranda azalma oldugu gostermiglerdir. Yapilan literatiir taramalarinda
aromatik hidrokarbonlarin niikleolus {iizerindeki etkileri ile ilgili bir caligmaya
rastlanamamugtir. Bununla birlikte, PAH’larm sitotoksik etkileri ¢esitli caligmalarda
gosterilmistir. Ornegin, Motykiewicz ve ark. [143], aromatik hidrokarbonlarin ¢in
hamsteri V79 hiicrelerinde, mitotik béliinme {izerinde yiiksek oranda bir inhibisyona
yol agtigim bildirmislerdir. Niikleolus parametreleri hiicre ¢ogalma aktivitesi ile
yakindan iligkili oldugu igin ve ayni zamanda biniikleus olugumlarinin da hiicresel
diizeyde toksisite gostergesi olarak kabul edildikleri i¢in, petrol rafinerisi atiklarinin
gerek icerdigi aromatik hidrokarbonlar gerekse daha dnce deginildigi lizere krom(VI)
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sebebi ile sitotoksik etki gostererek niikleolus fonksiyonlari fizerinde bir
baskilanmaya yol agmis olabilecegini s6ylemek miimkiindiir.

4.2.2. in-Situ Calismalar

Bu ¢aligmada, Mersin ili smurlan dahilinde bulunan Karaduvar, Mersin ve
Erdemli limanlarindan farkli mevsimlerde yakalanan Mugil cephalus Srneklerinin
periferal eritrositlerinde ve solungag epitel hiicrelerinde mikroniikleus testi, periferal
eritrositlerde niikleus anomalileri testi ve kuyruk epitel hiicrelerinde interfaz AgNOR
analizi kullanilarak, kirlilik ve kaynaklari agisindan farklilk gosteren bolgelerde

yasayan organizmalarda olas: genetik hasarlarin durumu incelenmisgtir.

Dogal ortamlardaki su rezervlerinde genotoksik kirlilik uzun zaman boyunca
bakteriyolojik test sitemleri kullamlarak ¢alisilmis olmakla birlikte, ozellikle son
yillarda in situ aragtumalarda kullanilabilecek arastirma teknikleri gelistirilmistir.
Bunlar arasinda 6zellikle in situ ¢aligmalarda, aralarinda basta baliklar olmak iizere,
deniz kestanesi [144], midyeler [145, 146], amfibiler [147, 148] ve deniz kurdu
[149], gibi diger baz1 sucul organizmalar {izerinde, mikroniikleus test teknigi farkli
sekillerde modifiye edilerek caligilmigtir. Ancak bu test organizmalar: arasinda
gerek bakimui gerekse uygulama ve preparasyonu agisindan kullanimi son derece
pratik olmasi yaninda omurgalilar igin iyi bir model olusturan +baliklarin kullanimi
digerlerine gore ¢ok daha yaygindir. Baliklarda mikroniikleus testi, farkli kaynaklarla
kirlenmig gol, akarsu ve deniz gibi sucul ortamlardaki genotoksik etkilerin izlenmesi
amaci ile gegitli aragturmacilar tarafindan in-situ olarak kullamlmigtir.

In-situ ¢aligmalarda farkli yaklasimlar izlenmekle birlikte, ana metodoloji
baslica iki yonteme dayanmaktadir. Bunlardan ilki daha 6nce bilinen bir genotoksik
etkiye maruz kalmamig Srneklerin kafesleme suretiyle belli siireler i¢in kirli bélgeye
birakilarak olusan genetik degisimlerin incelenmesi seklindedir. Omegin, De Flora
ve ark. [28] kontrolli laboratuvar ortaminda yetistirilmis olan saglikli alabalik
orneklerini, evsel ve endiistriyel atiklarla kirletilmis bir bolge olan Po nehrinde
kafesler igerisinde yerlestirerek belirli siirelerde bu nehrin sularina maruz

birakmiglardir.  Uygulama  siiresi sonunda eritrositlerdeki  mikroniikleus
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frekanslarinda anlamli oranda artis meydana geldigini ve bunun bu nehirde bulunan
genotoksik kirleticilerden kaynaklandigin: belirtmiglerdir. In-situ ¢alismalarda ikinci
ve en yaygin kullamilan ¢alima yontemi ise direkt olarak o bolgede yasayan

organizmalarin 6rneklenmesi ve incelenmesine dayanmaktadir [30, 32, 150].

Tatli su ortamlarinda 6zellikle akarsularda yapilan direkt kirlilik izleme
calismalarinda ise kontrol grubu olusturabilmek amaci ile temiz ve kirli bolgelerin
ayrimu zorunlulugu vardir. Bu sorun akarsu izleme ¢aligmalarinda iist bélge, atik
bolgesi ve alt bolge olmak lizere fi¢ farkli Grnekleme bolgesinin seg¢ilmesi ile
¢oziilebilmektedir. Nehrin iist bélgeleri daha temiz olacag: igin referans bolge
olarak, orta (desarj noktasi) ve alt bolgeleri ise kirli olacagindan esas analiz bdlgeleri
olarak kullamlmaktadir. Ornegin Ayylon ve ark. [31], Ispanyada bir askeri tesis
atiklarimin desarjina maruz kalan Trubia nehrinde desarj noktasimn alt ve iist
bolgelerinden yakaladiklar alabalik 6rneklerinde mikroniikleus frekanslarmin asag
bolgeden yakalananlarda daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Yine diger bazi
sanayi atiklart ile kirletilmis olan nehirlerin farkli blgelerinden yakalanan baliklarin
periferal eritrositlerinde mikroniikleus frekanslarmin 6mekleme bdlgesine oranla
anlamli oranda farkliik gosterdigi bildirilmistir [36, 39, 40]. Deniz ve gl
sistemlerinde ¢alisirken ise gene uzaklik kriteri temel alinmak {izere, ana kirlilik
kaynaklarmin ya daha az ya da hig olmadig: referans bolgeler kontrol grubunu
olusturmak iizere kullanilmaktadir.

Calisma kapsaminda belirlenen istasyonlarindan Karaduvar sahili, bagta
petrol rafinerisi ve metal sanayi olmak tizere soda fabrikasi, glibre sanayi, ve serbest
bolge gibi kuruluslarin atik desarjlarina maruz kalmas: nedeni ile kirliligin yogun
oldugu bir bdlgedir. Mersin liman: ise serbest bdlge basta olmak tizere limana giris
¢ikis yapan farkli 6zelliklerdeki gemilerden gelen yakit vb. atiklar ile 6zellikle
aromatik hidrokarbonlarla fazla oranda kirletilmis bir alandir. Erdemli sahili ise bu
acidan adi gegen tipte kuruluslarin bulunmamasi nedeniyle diger iki bolgeye oranla
goreceli olarak ¢ok daha temiz olmasi nedeni ile referans bolge olarak segilmistir.
Yapilan analizler sonunda Karaduvar ve Mersin limanindan yakalanan M. cephalus

orneklerinde mikroniikleus frekanslarinin, Erdemli sahilinden yakalanan M. cephalus
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Smeklerindeki mikroniikleus oranlarindan anlamh  diizeyde yilksek oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 4.9). Sanayi atiklarn ile kirlenmis bolgelerden yakalanan
baliklarda mikroniikleus frekanslarinda artiy meydana geldigi  gesitli ¢aligmalarda
gosterilmistir.

Hughes ve Hebert [34], Amerika’da ozellikle agir metaller ve aromatik
hidrokarbonlar ile kirlenmis durumda olan Long Island kiyilarinda belirlenen farkli
istasyonlardan yakalanan Pseudopleuronectes americanus orneklerinin periferal
eritrositlerinde, mikroniikleus frekanslanm incelemislerdir.  Bu aragtirmacilar
yaptiklant galigma sonucunda, yine kirliligin yiksek oldugu bolgelerde eritrosit
mikroniikleus frekansinin daha az kirli bolgelerden yakalanan Orneklere oranla
anlamh oranda yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Pietripiana ve ark. [29], Italya kiyilannda ozellikle petrol atiklart ile
kontamine olmus olan Liguarian denizinde farkli istasyonlardan yakaladiklari
demersal bir tiir olan Lepidorhamphus boscii, Merluccius merluccius ve Mullus
barbatus karaciger hiicrelerinde mikroniikleus frekanslarmin kirli bolgelerden
yakalanan 6rneklerde anlamli oranda yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Al-Sabti ve Hardig [151], Isveg de endiistriyel atiklarla kontamine olan Baltik
denizi kiyillarinda belirlenen istasyonlardan yakaladiklan Perca fluviatilis,
6rneklerinde eritrosit mikroniikleus frekanslarimin atik desarj bolgesinde en yiiksek
diizeyde oldugunu ve bu bélgeden uzaklastik¢a yakalanan &rneklerde mikroniikleus
frekanslarinin diistiigtini belirlemistir.

Bombail ve ark. [33], petro-kimya sanayi atiklari ile kontamine olmusg
bolgelerden yakalanan Pholis gunnellus Orneklerinde eritrosit mikroniikleus
frekanslarinin  temiz bolgelere oranla anlamli diizeyde yiksek oldugunu

belirlemiglerdir.

Bu c¢alismada elde edilen bulgular, genotoksik kirlilik miktari ve
kaynagindaki artisa baglt olarak, mikroniikleus frekanslarimin da arttigini bildiren
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caligmalarn  sonuglart ile uyum gostermektedir. Bu ¢alismada mikroniikleus
frekanslar: dokulara baglt olarak kargilastinldiginda solungag epitel hiicrelerindeki
mikroniikleus frekanslarinin periferal eritrositlere oranla daha yiksek oldugu
belirlenmistir. Benzer bulgular, Hayashi ve ark. [38] tarafindan da rapor edilmistir.
Bu arastirmacilar dogal ortamlardan yakaladiklar: bes farkls balik tiiriinde solunga¢
ve eritrosit mikronitkleus miktarlarini karsilagtirmuslar ve solungag  epitel
hiicrelerinde mikroniikleus frekanslarmin  anlamli oranda yiiksek oldugunu
belirlemiglerdir. Bu durumun, solungag epitel hiicrelerinin dig ortamla direkt olarak
temas halinde olmasi nedeni ile hem kimyasallara direkt olarak maruz kalmas: hem
de epitel hiicrelerinin yiiksek oranda dejenerasyona maruz kalmalar1 nedeni ile

rejenerasyonun yani mitotik indeksin ytiksek olmast ile agiklanabilir.

Baliklarda eritrositler disinda mikroniikleus testi igin alternatif olarak
kullanilan diger bir doku tipinin de hepatosit hiicreleri oldugu goriilmektedir. Vigano
ve ark. [44], kirlenmis bélgelerden alinan sediment drneklerine maruz biraktiklar
Platichthys flesus Srneklerinde hepatositlerde mikroniikleus frekansiun arttiini
bildirmislerdir. Rao ve ark. [37], Kanada’da endiistriyel atiklarin desarj edildigi bir
golden yakaladiklart Ameiurus nebulosus tirtinde karacifer hiicrelerinde
mikroniikleus frekanslarinda artis oldugunu belirlemislerdir. Karaciger bir ¢ok
kimyasalin birikim ve detoksifikasyon merkezi oldugu i¢in bu dokunun
mikroniikleus analizi i¢in uygun oldugu diisiiniilebilir. Ancak hepatosit hiicrelerinde
mikroniikleus analizi hem karacifer dokusunun yofun yapisi nedeni ile
preparasyonun zor olmasi, hem de bu doku hiicrelerinde rejenerasyonun dolayisiyla
mitotik indeksin son derece az olmasi nedeni ile oldukc¢a zahmetlidir. Hepatosit
c;ahsinalan Oncesinde alil-format adli kimyasalin uygulanmasi gerekmektedir. Bu
madde karaciger dokusunda dejenerasyona yol agar ve dolayisiyla mikroniikleus
olusumunun gozlenebilecegi mitotik rejenerasyon indiikienir. Bu tip bir uygulama
Ozellikle in situ c¢aligmalarda kisitlamalara yol acabilmektedir.  Dolayisiyla
eritrositlere alternatif olarak &zellikle in-situ g¢aligmalarda solungag epitel
hiicrelerinin kullammin gerek pratik gerekse elde edilen sonuglarn giivenilirligi

agisindan daha uygun oldugu goérillmektedir.
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Periferal eritrositlerde niikleus anomalisi analiz sonuglar incelendiginde ise,
Karaduvar ve Mersin limanlarindan yakalanan Orneklerdeki tiim niikleus
anomalilerinin de referans bolge olan Erdemliden yakalanan drneklere oranla anlaml
oranda yikksek oldufu belirlenmigtir. Eritrosit niikleus anomalilerinin
sniflandiriimasi ve in situ olarak gosterilmesi ilk olarak Carrasco ve ark. [3],
tarafindan bildirilmistir. Bu aragtirmacilar gesitli atk desarjlan ile kirlenmis bir
golden yakaladiklari balik orneklerinin eritrositlerinde  mikroniikleus frekansina
paralel oranda bazi morfolojik anomalilerin oldugu ve bu anomalilerin toplamda
istatistiksel olarak kirli bolgelerde daha yitksek frekanslarda oldugunu belirlemistir.
Daha sonralari laboratuvar sartlar altinda yapilan ¢alismalarda yine kagt sanayi gibi
endiistriyel atiklarin ve cyclophosphamide gibi iyi bilinen genotoksik maddelerin de
balik eritrositlerinde niikleus anomalilerinin frekanslarinda artisa yol agtift ve bu
artigin mikroniikleus ile paralel bigimde gergeklestigi gosterilmigtir [46, 47, 48]. Bu
calismada elde edilen niikleus anomali bulgulart da yukarida adi gegen caligmalarin

sonuglarim desteklemektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda niikleolus analizlerinin gevresel toksikoloji
calismalarinda kullanimi konusunda yalmizca 2002 yilinda yliriitiilmiis iki ¢aliymaya
rastlanabilmistir. Bu galismalarin ilkinde kirli bolgelerden Srneklenen Chrinomus
riparus larvalarinda morfolojik deformasyonlarin daha fazla oldugu ve bu 6rneklerin
politen kromozomlarindaki niikleolus aktivitelerinin, dejenerasyon-rejenerasyon
oranina bagli olarak normal bireylerden daba yiiksek oldugu bildirilmistir [152].
Diger bir ¢alismada ise Butorina ve ark. [153], antropojenik kirlife maruz kalmis
dort ve ekolojik olarak temiz olan bir bélgeden topladiklar hug agaci fidelerinin kdk
uglarinda mitotik indeks ve niikkleolus parametrelerini analiz etmislerdir. Caligma
sonucunda kirli bélgelerden alinan orneklerde niikleolus hacminin, ortalama
niikleolus sayist ile aktif niikleolus sayisimin ve anomalili mitoz oraninin daha yiiksek
oldugunu belirlemislerdir. Bu tipteki bir artisin kirli bélgelere adaptasyon stireci ile

baglantili olabilecegini 6ne slirmiislerdir.

Bu calismada da, her ii¢ istasyondan yakalanan Mugil cephalus kuyruk epitel
hiicrelerindeki niikleolus’lar analiz edildiginde interfaz AgNOR parametreleri
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agisindan ornekleme bolgeleri arasinda anlamhy farkliliklarin oldugu goriilmiistiir.
Ortalama niikleus hacmi, heteromorfik gift nitkleolus yiizdesi ve hiicre bagina diisen
ortalama niikleolus sayis1 degerlerinin, kirli bélgeler olarak belirlenen Karaduvar ve
Mersin Limanmndan yakalanan Srneklerde temiz bélge olarak belirlenen Erdemliden

yakalanan 6rneklere oranla daha yliksek oldugu gbzlenmistir.

Laboratuvar ¢aligmalarinda toksik etkilesimler genellikle kisa stireli testler ile
denenmektedir ve kisa siireli toksisite ¢aligmalarinda, toksik bir etmene maruz
birakilma durumunda baslica say1 ve hacim gibi niikleolus parametrelerinde gerileme
meydana geldigi bilinmektedir. Ancak in-situ galigmalarda ise kirli bolgelerde
yasayan organizmalarda niikleolus fonksiyonlar: beklenenin aksine diisiis degil artig
meydana geldigi goriilmektedir. Bu durum yukanida belirtildigi {izere kirleticilerin
kronik etkilerini elemine etmek igin metabolizma hizimin daba yliksek olmasindan
dolay1 ortaya g¢ikan bir adaptasyon olarak degerlendirilebilir. Bu noktada bu
calismadan elde edilen in situ nitkleolus analiz sonuglar dnceki galigmalar ile uyum

gostermektedir.

Bu calismada yiiriitillen in situ analizlerin sonuglari mevsimsel olarak
degerlendirildiginde ise, mikroniikleus ve niikleus anomali frekanslarmin hem
eritrositlerde hem de solungag epitel hiicrelerinde kig mevsiminde en diisiik diizeyde
iken bu yaz mevsiminde en yliksek degerlere ulagtidi ve aradaki farkliliklarn
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Ilkbahar ve sonbahar analiz
sqnuglan ise ¢esitli istisnalar ile birlikte yaz ve kig mevsimleri arsinda kalan degerler
vermistir. Bu durumun her {i¢ niikleolus parametresi i¢in de benzer bigimde oldugu

bulunmugtur.

Balik eritrositlerindeki mikrontikleus frekanslarinda mevsimsel olarak
gozlenen in-situ degisimler ¢esitli calismalarda gosterilmigtir. Minissi ve ark. [150],
Barbus plebejus eritrositlerinde genel olarak yaz sezonu frekanslarimn sonbahar
sezonu frekanslarindan daha yiliksek oldugunu belirlemislerdir. Hughes ve Hebert
[34], Pseudopleuronectes americanus eritrositlerinde mikroniikleus frekanslarinin

Ozellikle sonbahar mevsiminde kig ve ilkbahar mevsimlerine oranla anlamli oranda
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yiiksek oldugunu bildirmiglerdir. Bunun yaninda Longwell ve ark. [154], aym tiirin
eritrositlerindeki  mikroniikleus  frekanslarmin  yaz  sezonunda  arttiginu
belirlemislerdir. Hayashi ve ark. [38], farkli mevsimlerde Tamio nehrinden
yakaladiklar1 Carrassius auratus ve Zacco platypus Orneklerine ait geng
polikromatik eritrositlerinde ve solungag epitel hiicrelerinde mikroniikleus
frekanslarimin  6zellikle mayis ve haziran dénemlerinde en yiiksek diizeylerde
oldugunu belirlemiglerdir. Bunun yamnda yine aym ¢alismada farkli mevsimlerde
yakalanan deniz baliklarnda, yaz mevsimindeki mikroniikleus frekanslarinin
ilkbahar mevsimine oranla daha yiiksek oldugunu bildirilmistir.

Bu ¢alismanin ve yukaridaki ¢aligmalarin sonuglarinda da goriildtigi tizere
genotoksisite diizeylerindeki dalgalanmalar genellikle ilkbahar ve yaz sezonlarinda
en yiksek degerlere ulagmaktadir. Bu tip in-situ mevsimsel degisimler, sucul
ortamlardaki zaman zaman degisen Kkirlilik diizeylerine, organizmalarin iireme
sezonu vb. etkenlere bagli olarak gerceklesen fizyolojik durum degisikliklerine ve
diger bilinmeyen baz1 faktérlere bagh olabilir. Bununla birlikte dogada mevsimlere
bagli olarak en kesin degisiklik gdsteren parametrelerden biri sicakliktir. Baliklarda
da viicut sicaklig1 ile metabolizma ¢evre sicakligina baglh oldugundan dolay: ilkbahar
ve ozellikle yaz aylarinda goriilen yiiksek sicakliga bagli olarak artan metabolizma
hizina paralel olarak niikleolus, mikroniikleus ve niikleus anomalilerinin frekanslarini

arttirabilecegi diigtintilmektedir.



5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aliymanin iki ana agamasindan ilkini olugturan laboratuvar calismalarinda
petrol ve krom sanayi kuruluglarina ait olan siv1 atiklarn genotoksik potansiyelleri
mikroniikleus, niikleus anomalileri ve interfaz AgNOR parametreleri kullanilarak
Oreochromis niloticus tzerinde incelenmistir. Ikinci asamay1 olusturan in-situ arazi
¢aligmalarinda ise Mersin Akdeniz kiy: seridinde segilen ve atik desarj kaynaklari
agisindan farklilik gosteren ii¢ bolgedeki kirlilige bagl genotoksik etkilerin diizeyi
ve bu etkilerdeki mevsimsel degisimler, ekolojik valans: yiiksek bir tiir olan Maugil
cephalus iizerinde yine aym test teknikleri kullanlarak incelenmistir.

Cahismada elde edilen sonuglan g6yle siralayabiliriz;

e Mugil cephalus ve Oreochromis niloticus un genotoksisite ¢alismalarinda son

derece uygun birer model organizma olarak kullamlabilecekleri gosterilmistir.

» Krom sanayi atiklarinin Oreochromis niloticus eritrositlerinde ve solungag epitel
hiicrelerinde sadece en yiiksek uygulama doz ve siirelerinde mikroniikleus
frekanslarinda, niikleus anomalilerinden ise sadece biniikleus frekanslarinda
anlamli oranda artiga yol agtigh belirlenmistir. Interfaz AgNOR parametrelerinde
de benzer gekilde sadece en yiiksek dozlarda anlamli oranda bir azalmanin
meydana geldigi belirlenmigtir.

e Petrol rafinerisi atiklariin Oreochromis niloticus periferal eritrositlerinde ve
solungag epitel hiicrelerinde mikroniikleus ve niikleus anomalisi frekanslarinda
anlamh artiglara, interfaz AgNOR parametrelerinde ise anlamh disiislere yol

actig1 belirlenmistir.

e Petrol ve krom sanayi atiklar1 kimyasal kompozisyon olarak su kirliligi kontrol
yonetmeligi degerlerinin altinda olmalarina ragmen her iki atigin da genotoksik
potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte petrol sanayi atiklarinin
genotoksik etkilerinin daha giiglii oldugu tespit edilmigtir.
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In-situ galimalarda Karaduvar ve Mersin Limamndan yakalanan Mugil cephalus
Omeklerinin periferal eritrositlerinde ve solungag epitel hiicrelerindeki
mikroniikleus ve niikleus anomalisi frekanslaninin  Erdemli’den yakalanan
omeklerdekilerden anlamh oranda yitksek oldugu belirlenmigtir.

Gerek laboratuvar gerekse in-situ ¢abismalarda belirlenen mikroniikleus
frekanslarimin niikleus anomalileri ile, 6zellikle de tomurcuklu ve loblu niikleus

ve biniikleus frekanslar ile uyumlu oldugu gézlenmistir.

In-situ ¢alismalarda Mugil cephalus kuyruk epitel hiicrelerinde interfaz AgNOR
parametreleri karsilagtinldiginda ise, kirli bolgeler olan Karaduvar ve Mersin
Limanindan yakalanan Srneklerdeki degerlerin referans bolge olan Erdemliden
yakalanan 6rneklerdekilere gore anlaml oranda yiiksek oldugu belirlenmistir.

AgNOR analizleri, normal kosullar altindaki Orneklerin toksik etkiye maruz
birakilmalan sonucunda niikleolus aktivitesinde ani bir disiisiin gergeklestigini
gostermektedir. Bunun aksine in-situ analizlerde kronik olarak toksik etkiye
maruz kalan Orneklerde niikleolus aktivitelerinin daha yiksek oldugu
gosterilmigtir. Interfaz AgNOR parametrelerinin baliklarda in situ toksisite
indikatorii olarak kullanilabilecegi ilk kez bu ¢aligmada gGsterilmistir.

Gerek in-situ gerek laboratuvar c¢aligmalarinda, mikroniikleus frekanslan
agisindan karsilastirldifinda, solunga¢ epitel hiicrelerindeki mikroniikleus
frekanslannin hem M. cephalus da hem de O. niloticus da, eritrositlerdekilere
oranla daha yiiksek oldugu g6zlenmisgtir.

In-situ analizlerde, her iki dokuda da hem mikroniikleus frekanslarinda, hem
niikleus anomalilerinde hem de interfaz AgNOR parametrelerinde mevsimsel
dalgalanmalarin meydana geldigini gdzlenmistir. Elde edilen veriler, tiim
frekanslann yaz aylarinda en yiiksek, kig aylaninda ise en diigiik degerlerde
oldugunu gostermistir.
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Calisma 1s1ginda ortaya gikan 6neriler sunlardar:

Genel olarak kirlilige direngli bir tiir olarak bilinen Mugil cephalus 6zellikle
deniz ortamlarindaki genotoksisite ¢alismalarmda model olarak kullanilabilecek

iy1 bir indikator organizmadir.

Baliklarda en ¢ok kullamlan eritrositler yaninda, gerek sahip oldugu yiiksek
mitotik aktivite indeksi gerekse dis ortamla bire bir etkilesim iginde olmas:
nedeniyle, ozellikle in-situ testler icin, solungag epitel hiicrelerinin mikroniikleus
testinde kullanimin daha etkin oldugu diistiniitmektedir.

Yapisal genetik hasarlarin gosterilmesinde, dzellikle tomurcukliu ve loblu niikleus
gibi anomalilerin, mikroniikleus testi ile kombine edilerek kullanmlmalar:

sayesinde daha saghkli sonuglarin alinacag gosterilmigtir.

Fonksiyonel genetik degisimlerin  gosterilmesinde interfaz  AgNOR
parametrelerinin gerek in-situ, gerekse laboratuvar kosullarinda iyi bir toksisite
indikatorii olarak kullamlmasmm uygun oldugu disiiniilmektedir. Baliklarda
kuyruk epitel dokusunun bu test teknifi icin oldukg:a kullamsl oldugu
goriilmektedir

In-situ ¢aligmalarda mevsimsel Orneklemelerin yapilmasi genotoksik etkilerin
gbzlemlenmesinde daha objektif ve yararh bilgiler saglayacaktir.

Su andaki mevcut su kirliligi kriterleri sadece akut lethal etkiler gibi testlere
déyandmla’rak diizenlenmektedir. Bununla birlikte ¢ok daha Onemli bir
parametre olan genotoksik kirliligin de su anda meveut olan su kirliligi kriterleri
arasina dahil edilmesi gerekmektedir. Boylece s6z konusu analizlerde daha etkili
verilerin elde edilmesi miimkiin olacaktir.
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EK. Farkli balik tiirlerinde ve dokularinda, in-situ ve laboratuvar sartlari altinda

yapilan mikroniikleus analizleri.

Kontrol Deney Verilme Alinan

Kimyasal / Bahk tirli Doz MN %  MN %o Sekli Hiicre Kaynak

Aflotoxin Bl .

Ctenopharyngodon idella 10 mg/kg 6.8 19.6 LP. Eritrosit {155]
40 mg/kg 213
80 mg/kg 22.8

Cyprinus carpio 10mgkg 62 18.5 I.P.  Eritrosit [155]
40 mg/kg 19.6
80 mg/kg 19.1

Tinca Tinca 10 mghkg 6.5 20.0 LP.  Eritrosit [155]
40 mg/kg 20.5
80 mg/kg 23.7

Aroelor 1254 (PCBs)

Ctenopharyngodon idella 50 mgkg 6.8 233 [.P.  Eritrosit [155]
150 mg/kg 76.3
300 mg/kg 79.0

Cyprinus carpio 50 mg/kg 6.12 16.0 I.P.  Eritrosit [155]
150 mg/kg 76.2

Tinca Tinca 50 mg/kg 6.5 19.5 I.P.  Eritrosit [155]
150 mg/kg 36.8
300 mg/kg 62.5

Benzidine

Ctenopharyngodon idella 10 mg/kg 6.8 18.8 I.P.  Eritrosit [155]
40 mg/kg 273
80 mg/kg 44.5

Cyprinus carpio 10 mg/kg 6.2 234 IP.  Eritrosit [155]
40 mg/kg 25.8
80 mg/kg 62.0

Tinca Tinca 10 mg/kg 6.5 25.0 I.P. Eritrosit [155]
40 mg/kg ’ 333
80 mg/kg 73.5

Benzo[a]pyrene

Ictalurus nebulosus 5 pglg 0.14 0.43 IP.  Eritrosit [156]
25 pg/g 10
50 ug/g 22

Ctenopharyngodon idella 10 mg/kg 6.8 22.2 IP.  Eritrosit [155]
40 mg/kg 36.5
80 mg/kg 66.8

Cyprinus carpio 10 mg/kg 6.2 21 LP. Eritrosit [155]
40 mg/kg 42

Radyasyon(caesium137)

Esox Lucius G9l (in-situ) 5,3 10,1 Suortams  Eritrosit [157]

41,8
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EK. Devam

Kontrol Deney  Verilme Hiicre

Kimyasal / Balik Tiirii Doz MN % MN %o Sekli Tipi Kaynak
Cadmium Chloride .
Oreochromis mossambicus 1m /100g 10 127 LP. Solungag [158]
Im/100 mg 8 91 LP. Bobrek [158]
DDT, PCB mix.
Genyonemus Lineatus In situ 0.8 3.4 Maruz.  Eritrosit [159]
Paralabrax clahratus In situ - 6.8 Maruz. Eritrosit [159]
Genyonemus lineatus In situ 7.5 Maruz.  Eritrosit 131
Chromium (VI)
Carassius auratus gibelio 25 ng/ml 10 14 Maruz. Eritrosit [124]
Chromium (III)
Carassius auratus gibelio 50 ng/ml 10 19 Maruz  Eritrosit [124]
100 ng/ml 37
Diethylnitrosamine
Oncorhynchus mykiss 100 mg/g 0 5 ILP.  Karaciger 271
D-glocosamine hydrochl
Oerochromis mossambicus % 1’lik 10 69 ip. Solungag [158]
% 1’lik 8 77 LP. Bobrek [158]
Kanisik PAH’lar
Genyomenus lienatus In situ 0.8 34 Maruz.  Eritrosit [159]
Paralabrax clathratus In situ 0.8 6.8 Maruz. Eritrosit [159]
Perca fluviatilis In situ - 18 Maruz  Eritrosit [151]
Kagit fabrikasi atig
Heteropreustes fossilis % 10 0.25 0.69 Maruz  Eritrosit [160]
% 20 1.25
% 40 0.5
Perca fluviatilis In situ - 18 Maruz  Eritrosit [151]
EMS .
Ictalurus nebulosus 25 ug/g 0.14 1.71 ILP.  Eritrosit [156]
50 ug/g 0.50
100 pg/g 0.43
Oncorhynchus mykiss 50 pug/g 0.1 3.6 LP.  Karaciger [27]
100 pg/g 4.2
Umbra limi 25 ug/g 0.14 3.7 IP.  Eritrosit [156]
50 ug/g 2
75 ugle 0.86
Umbra pygmea 200 mg/L 0 1.6 Maruz.  Eritrosit [161]
Methylcholantrene
Cyprinus carpio 10 mg/kg 6.8 18.8 [P.  Eritrosit [155]
40 mg/kg 42.8
80 mg/kg 97.6
Tinca tinca 40 mg/kg 6.5 38.8 LP.  Eritrosit [155]
Selenium
Carassius auratus gibelio 250 ng/5ml 5,2 25.3 Invtro  Eritrosit [162]
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ilme Almnan
Kimyasal / Balik tiirii Doz ﬁ;lt;fl l]\);é";i V;Zkli Hiicre Kaynak
Civa (Hg") o L
Carassius auratus gibelio 10 ng/5SmL 5.2 38 In vitro  Eritrosit [162]
25 ng/5mlL, 57.6
50 ng/5mL 69.3
MetilCiva (MeHg) .
Carassius auratus gibelio 10 ng/SmL. 5.2 52.6 In vitro  Eritrosit [162]
10 ng/SmL 80.7
25 ng/5mL 113.1
50 ng/5mL
Mitomisin-C
Oncorhyncus mykiss 0,5 pg/L >1.0 1-3 ILP.  Karaciger 271
1 pg/l
2 pgl
3 pgl
Carassius auratus 2 mg/kg 0,0 34.0 LP. Eritrosit [163]
4 mg/kg 72.2
10 mg/kg 24,3
20 mg/kg 18,8
Heteropneustes fossilis 0.5 mg/kg 0,18 0,88 LP. Eritrosit [160]
1 mgkg 1,13
2 mgkg 1,44
Radyasyon X-Isin1
Oreochromis mossambicus 200t 10 64 Isinlama Solungag [158]
8 38 " Bobrek
800r 10 375 Solungag
8 49 Bobrek
Umbra limi 2 Gy 15,8 33,60 Isinlama [164]
Methamidophos
Clarias lazera 100 ppm 1,8 19,2 Maruz  Eritrosit [165]
125 ppm 224
150 ppm 24,9
175 ppm 31,9
200 ppm 32,6
Cypermethrin
Oreochromis niloticus 0.0002ppm 3 36 Maruz  Solungag [166]
0,005 ppm 62
0,001 ppm 82
Lambda-cyhalothrin 0,05 pg/L 3 3,3 Maruz  Eritrosit [167]
Oreochromis niloticus 0,01 ug/L 5,7
0,05 png/L 8.3
Benzen
Oreochromis niloticus 10 ppm 3 9.7 Maruz  Eritrosit [167]
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