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ÖZET 

 

Organik kirleticilerden biri olan 2-Klorofenol (2-KF) yüksek klorlu bileşiklerin sentezinde, 

bazı boyalarda, koruyucularda, herbisitlerde, fungusitlerde ve plastiklerin sentezinde ara 

ürün olarak kullanılmaktadır. Bu çalışmada, 2-KF’nin sitotoksik ve genotoksik etkileri 

Allium cepa kök meristematik hücrelerinde kök büyümesi, mitotik indeks (MI), kromozomal 

anormallik (KA)’ler ve DNA hasarı üzerindeki etkileri Allium anafaz-telofaz ve Komet 

testleri kullanılarak araştırılmıştır. 2-KF’nin EC50 değeri Allium kök büyümesini engelleme 

testi ile yaklaşık olarak 25 ppm belirlenmiştir. 2-KF’nin üç konsantrasyonu (12,5, 25 ve 50 

ppm), saf su (negatif kontrol) ve metil metan sülfonat (MMS, 10 ppm, pozitif kontrol) soğan 

kök hücrelerine farklı zamanlarda (24, 48, 72 ve 96 saat) uygulanmıştır. 2-KF’nin tüm 

konsantrasyonları mitotik indekste (MI) hafif bir şekilde azalmaya neden olmuştur. 2-KF 

toplam KA’ları (bozulmuş anafaz telofaz, kalgın kromozom, yapışkanlık ve anafaz köprüsü) 

ve DNA hasarını kontrol grubuna göre istatistiksel olarak arttırmıştır. Bu sonuçlar 2-KF’nin 

A. cepa kök meristematik hücreleri üzerinde genotoksik etki oluşturduğunu ortaya 

koymuştur. 
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ABSTRACT 

 

2-Chlorophenol (2-CP), an organic pollutant, is used as intermediate in the synthesis of the 

higher chlorinated congeners, certain dyes, preservatives, herbicides, fungicides and plastics. 

In this study, cytotoxic and genotoxic effects of 2-CP were investigated on the root meristem 

cells of Allium cepa for its effects on root growth, mitotic index (MI), mitotic phases, 

chromosomal abnormalities (CAs) and DNA damage by using Allium anaphase-telophase 

and Comet assays. EC50 of 2-CP value was determined as approximately 25 ppm by Allium 

root growth inhibition test. Three concentrations of 2-CP (12,5, 25 and 50 ppm), distilled 

water (negative control) and methyl methane sulphonate (MMS, 10 ppm, positive control) 

were applied to onion stem cells under different exposure periods (24, 48, 72 and 96 h). All 

the applied doses of 2-CP slightly decreased MIs. 2-CP induced total CAs such as disturbed 

anaphase-telophase, chromosome laggards, stickiness and bridges and also DNA damage at 

significant levels. These results demonstrate that 2-CP has genotoxic effects in A. cepa root 

meristematic cells.  
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1. GİRİŞ  
 

 

 

 

2-Klorofenol (2-KF), klorlu organik kirleticilerin bir sınıfı olup ahşap koruyucular, 

fungusitler, pestisitler, plastikler ve bazı boyaların sentezinde ara ürün olarak kullanılır [1-

4]. Öncelikli organik kirleticiler listesinde yer alan 2-KF, fenollerin klorlanmasıyla oluşan 

bir dezenfeksiyon yan ürünü, fenoksi herbisitlerinin degradasyon ürünü ya da fenolik 

asitlerle hipokloridin reaksiyonunun sonucu olarak içme suyu, endüstriyel atıksular, yüzey 

ve yeraltı suları ile topraklarda da tespit edilmiştir [5-7]. 2-KF'nin içme suyundaki 

konsantrasyonu 0,04 ppm'den fazla olmamalıdır [8].  

Çeşitli kimyasalların, su örneklerinin ve ekstraktların genotoksik etkileri hayvansal, 

bakteriyel ve bitkisel test sistemleri ile saptanabilmektedir. Bunlardan elde edilen sonuçlar 

materyalin genotoksisitesine ilişkin bilgiler vermektedir. Sitogenetik bitki test 

sistemlerinden biri olan Allium testi, kimyasalların ve çevresel numunelerin hızlı bir şekilde 

taranması, toksisite ve genotoksisiteyi değerlendirmede hassas, basit ve ekonomik 

olmasından dolayı çok tercih edilmektedir. Ayrıca Birleşmiş Milletler Çevre Programı, 

Dünya Sağlık Örgütü ve Amerika Birleşik Devletleri Çevre Koruma Ajansı tarafından da 

onaylanmıştır. Bu test sisteminde makroskobik (EC50 büyüme) ve mikroskobik parametreler 

(büyük, kararlı kromozom sayısı ve c-mitoz, adezyonlar, kromozomal kırıkları gibi 

aberasyonlar) kolaylıkla değerlendirilebilir. Allium testi sonuçları diğer biyolojik test 

sistemleri ile de iyi korelasyon göstermektedir [9-15].  

Yüksek yapılı bitkilerdeki Komet testi, basit, duyarlı, nispeten düşük maliyetli olması 

ve az sayıda hücreden güçlü sonuçlar elde edilebilmesinden dolayı kimyasal(lar)ın 

genotoksisitesinin tespiti ve analizinde tek bir hücredeki DNA hasarının belirlenmesi için 

geliştirilmiş iyi bir tekniktir. Allium testindeki mitozdan bağımsız olarak A. cepa kök 

meristem hücreleri Komet testi ile DNA hasarını tespit etmek için kullanılmaktadır [16-22]. 

Bu çalışmada ile 2-Klorofenol’ün A. cepa kök ucu meristem hücrelerine olan 

sitogenetik ve genotoksik etkileri Allium ana-telofaz ve Komet testi ile araştırılmıştır. 
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2. LİTERATÜR ARAŞTIRMASI 

 

 

 

 

2.1. Organik Kirleticiler 

 

Yirminci yüzyılın en önemli sorunlarından biri olan kirlilik, ekosistemde zararlara ve 

düzensizliklere sebep olarak canlıların olumsuz etkilenebileceği kirleticilerin, çevreye girişi 

ve doğal yaşam alanlarında fazla miktarda birikmesiyle tanımlanabilir. Dünya nüfusunun 

hızla artması, endüstrideki ilerleme ve kentsel yaşamla birlikte artan çevre kirliliği, 

endüstrideki hızlı değişimle beraber ortama salınan kirleticilerin oranını ve çeşidini de 

zamanla arttırmakta dolayısıyla bu da doğal yaşamı tehdit etmektedir. Çevre kirliliği canlı 

organizmalara ve üzerinde yaşadığı çevreye dolaylı ya da doğrudan zarar veren organik veya 

inorganik durumdaki kirletici maddelerin toprak, su ve havaya karışması şeklinde 

tanımlanabilir [23]. 

Organik ve inorganik yapıdaki bileşiklerin büyük bir çevresel probleme neden 

olmasındaki önemli pay ise insan aktivitelerinin sonucuna dayanmaktadır. Karsinojen, 

mutajen, toksik ve/veya kalıcı özellikteki kirleticiler sadece çevreyi değil beraberinde insan 

sağlığını ve tarımsal verimliliği de tehdit etmektedir. Bunlara halojenli hidrokarbonlar, 

toplam petrol hidrokarbonlar (TPH), polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), metaller ve 

solventler örnek olarak gösterilebilir [24]. Bunların yanında poliklorlu bifeniller (PCB), 

klorlu fenoller (CP) ve organoklorlu pestisitlerde (OCP) suni bir şekilde oluşturulan ve 

toplumdaki günlük aktiviteler sonucu ortaya çıkan organik bileşiklerdir. Amerika Çevre 

Koruma Teşkilatı (USEPA) tarafından organik kirleticiler grubuna dâhil edilen PAH, PCB 

ve CP gibi bileşikler, kanserojen olmaları ve vücutta birikmelerinden dolayı çevre ve insan 

sağlığı açısından önemli bir tehlike oluşturmaktadır [25]. Kirleticiler bir kez sulu sistemlere 

girdikten sonra, besin zincirini yukarı kaldırarak daha yüksek besin basamaklarında ve hatta 

insanlarda beklenmedik etkilere neden olabilmektedir [26-28].  

 

 



3 

 

2.1.1. Fenol ve Fenol Bileşikleri 

 

80’li yılların ardından dünya üzerinde endüstrinin değişimi ve ilerlemesinin hızlı bir 

şekilde olmasının zararlı etkilerine dikkat edilmemiştir. Endüstrideki bu ilerlemeyle beraber 

birinci sırada yer alan üretimin çevreye yaymış olduğu kirleticilerle, canlılar ve doğal yaşam 

üzerindeki etkileri düşünülmemiştir. Endüstriyel atıklardaki hızlı yükselişten sonra pek çok 

atık çeşidinde doygunluğa ulaşılmış ve etkileri görülmeye başlanmıştır. Fenol ve fenol 

türevleri insan sağlığını tehdit edici potansiyele sahip oldukları için tehlikeli kirletici 

sınıfında yer alırlar [29].  

1867 yılında ilk kez cerrahi uygulama üzerinde dezenfektan olarak kullanılan 

fenoller, su içerisinde rastlanan çok düşük dozları bile tat ve koku sorunu oluşturduğu, buna 

karşılık yüksek dozlarda ise toplum sağlığı ve doğal yaşam için ciddi toksik etkileri bulunan 

organik bileşiklerdir. Diğer organik bileşikler ile karşılaştırıldığında daha polar yapıya sahip 

olan fenoller sulu ortamda ng-μg/L düzeylerinde belirlenebilmektedir [30,31]. Fenol 

bileşiğinin bazı kimyasal ve fiziksel özellikleri Çizelge 2.1’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 2.1. Fenol'ün bazı kimyasal ve fiziksel özellikleri [32] 

Kimyasal adı Fenol (C6H5OH) 

 

Molekül yapısı 
 

Molekül ağırlığı, g/mol 94,11 

Yoğunluğu, g/cm3 1,07 

Çözünürlük (20 ̊C) 8,3 g/100 mL 

Erime Noktası, ̊C 40,5 

Kaynama Noktası, ̊C 181,7 

Görünüm Renksiz/Beyaz kristal 

 

Fenol, doğal ya da antropojenik süreçlerle üretilir. Doğal olarak oluşumu, bazı 

yiyeceklerde, insan ve hayvan atıklarında, organik maddelerin çürümesi sonucu ve aromatik 

amino asitlerin metabolizmasında midede üretilir. Buna ek olarak fenol aromatik bir bileşik 

olup, endüstriyel, evsel ve tarımsal atık suların çoğunda bulunur ve geniş bir kullanım 

alanına sahiptir. Basit moleküler yapıya sahiptir. Sulu çözeltilere kolay karışır ve endüstriyel 
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atık sularda bulunan organik kirleticilerden birisidir. Fenol ve fenol bileşikleri; petrokimya, 

boya, boya çözücü, kok, katran, kâğıt hamuru ve kâğıt ağartma (kâğıt üretiminde ligninin 

ayrışması sonucu), ilaç, kauçuk, plastik, çözücü, herbisit, pestisit, dezenfektan, antioksidan, 

tekstil ve kimya endüstrileri, seramik tesisleri, yağ rafinerisi, yemek tesisleri, çelik üretimi, 

fenolik reçineler, gazifikasyon, yalıtıma ve yüksek sürtünmeye dayanıklı malzeme üretimi 

gibi endüstriyel alanlarda sıkça kullanılmaktadır [33-52]. Fenoller yüksek sıcaklıkta daha 

çabuk ayrışırlar, sıcaklık arttıkça suda daha az gözükürler. Örneğin Finlandiya’da yeraltı 

suyu sıcaklığı 10 ̊C’nin altında olup fenolün bu ortamda biyolojik olarak ayrışması zordur 

[53]. 

Çizelge 2.2’de de görüldüğü gibi fenoller pek çok endüstriyel kaynakta bulunan ve 

uzaklaştırılması zor olan bir kirleticidir.  

 

Çizelge 2.2. Endüstriyel atık sularında bulunan fenol miktarları [54] 

Endüstriyel Kaynak 
Fenol Derişimi 

ppm  

Petrol Rafinerisi  40-185 

Petrokimya  200-1220 

Tekstil 100-150 

Deri 4,4-5,5 

Kömür Dönüşümü 1700-7000 

Pişirme Fırınları (defenolizasyonsuz) 600-3900 

Plastik Sanayi  3-10 

Çelik Sanayi 5,6-9,1 

Odun Sanayi 50-953 

Fenolik reçine üretimi 1600 

Şeker pancarı ve kâğıt sanayi 22 

Boya Sanayi 1,1 

Fiberglass imalatı  40-2564 

 

Fenollü bileşikler, içme ve kullanım sularında bulunması halinde kötü tat verir ve 

içilmesi durumunda ciddi böbrek bozukluklarına ve hatta ölümlere neden olabilmektedir 
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[46,55]. Fenoller yüksek reaktivitesi, zayıf biyolojik ayrışabilirliği ve sudaki iyi çözünürlüğü 

ile çevre için ciddi bir sorun oluşturmaktadır [45]. Aynı zamanda Avrupa Birliği’nde de 

fenol öncelikli kirleticiler listesindedir ve içme sularında maksimum toplam fenol 

konsantrasyonu (80/778/EC) 0,5 μg/l’den, bireysel fenol konsantrasyonu da 0,1 μg/l’den az 

olmalıdır. Krezol, nitrofenol ve klorofenol gibi çoğu fenol bileşiği doğal sularda 1 ppb’den 

daha düşük konsantrasyonlarda bulunmalıdır. [33,36,39,46].  

 

2.1.1.1. Klorofenoller 

 

Benzen halkasına bağlı, yapısında bir veya birden fazla klor bulunduran 

klorofenoller, zayıf asitlik derecesine sahip, renksiz, toksik ve fenol yapısındaki organik 

bileşiklerdir [55,56]. Başlıca klorofenoller pentaklorofenol (PKF), tetraklorofenol (TeKF), 

triklorofenol (TKF), diklorofenol (DKF) ve klorofenoldür (KF) [57].   

Klor atomunun, fenol köküne bağlanmasıyla 19 ayrı KF bileşiği elde 

edilebilmektedir. 2-KF dışında diğer tüm KF bileşikleri oda sıcaklığında katı halde 

bulunurlar. KF’ler oldukça keskin bir kokuya sahiptirler ve ppb gibi oldukça düşük 

konsantrasyonlarda dahi sularda (özellikle içme sularında) istenmeyen kokulara sebep 

olurlar. Bazı KF bileşiklerinin kimyasal yapıları Çizelge 2.3’te belirtilmiştir.  

 

Çizelge 2.3. Bazı KF bileşiklerinin kimyasal yapıları [58] 

   

   

 

 

 

 

 

 

2-Klorofenol  

(2-KF) 

2-4 Diklorofenol 

(2,4-DKF) 

2-4-6 Triklorofenol 

(2,4,6-TKF) 

Pentaklorofenol 

(PKF) 

 

 

KF’ler genelde pestisit ve antiseptik olarak kullanılmakla birlikte, soğutucu, kâğıt 

endüstrisi, klorlu ağartıcılar, deri, yangın geciktirici, boya, çözücü, herbisit, fungisit ve tahta 

koruyucu olarak yaygın bir şekilde kullanılmaktadır [42,54,56,57,59-65]. Klorofenollerin 
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endüstriyel alanlarda yoğun bir şekilde kullanılmaları nedeniyle yeraltı ve yüzeysel sularda 

değişik konsantrasyonlarda klorofenol kirliliği oluşturmaktadır [44].  

2-KF ve 4-KF bileşikleri, evlerde, hastanelerde dezenfektan madde olarak yaygın bir 

şekilde kullanılmaktadır. Bunun yanında, monoklorofenoller, daha yüksek klor atomu içeren 

fenollerin üretiminde başlangıç maddesi olarak da kullanılmaktadır [66]. 2,4-DKF ve 2,4,5-

TKF, 2,4-diklorofenoksiasit ve özellikle herbisitlerin ara kimyasal ürünüdür. Klorofenoller 

hem aerobik hem de anaerobik metabolizmalarda besin olarak kullanılabilir [57].  

Bu bileşikler doğada yavaş ayrıştıkları için çevredeki miktarları zamanla artmaktadır 

[63]. Klorlu aromatik bileşikler, önemli düzeylerde oluşturulmaları, ayrışmaya karşı 

dayanıklı olmaları, toksik olmaları, sediment ve çevre üzerinde birikmeleri gibi sebeplerden 

ötürü çevresel kirleticilerinin önemli bir kısmını oluşturmaktadır. Yıl boyunca binlerce tonda 

üretilen klorlu fenoller ve türevleri tarımda değerlendirildikleri için ekolojik ortama girip 

birikmektedirler. Aynı zamanda, kaza ile olan dökülmeler, kirlenmiş topraklardan sızan 

sular, depolama tanklarının elverişli şekillerde temizlenmemesi, pestisitlerin bulunduğu 

alanlardan sızıntı olması ve üretim bölgelerindeki atıkların boşaltılması da kirlilik sebepleri 

arasında yer almaktadır [61,63].  

Renksiz kristal şeklinde olan saf PKF tutuşmayan katı formdadır ve kolayca 

buharlaşmaz. Saf olmayan PKF ise, genellikle tehlikeli madde formunda, koyu gri tanecikli 

toz ya da parçacık halindedir. PKF’nin iki formu mevcuttur: Non polar suda kolayca 

çözünürken diğer fenoller suda kolayca çözünmez. Polar formlu PKF alkolde serbestçe 

çözülür, benzen ve az miktarda soğuk petrol kökenlilerle de çözünebilir. PKF aynı zamanda 

insanlarda yüksek ateş, aşırı terleme ve zor nefes almaya neden olmaktadır. Vücut sıcaklığını 

tehlikeli seviyelere çıkarabilir, doku ve organlarda çeşitli yaralara ve ölümlere sebep 

olabilmektedir. Uluslararası Kanser Araştırma Ajansına (IARC) göre PKF insanlar için 

kanserojenik etki göstermektedir. Yüksek dozda PKF balıklarda akciğer ve böbreküstü bezi 

ve genizde tümör oluşumlarını arttırmakla beraber laboratuvar hayvanlarında tiroit ve üreme 

sistemi üzerinde zararlı etkiler oluşturmuştur [67].  
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2-Klorofenol 

 

2-KF fungisit, dezenfektan, antiseptik gibi daha yüksek klorofenollü bazı 

kimyasalların üretiminde kullanılmak üzere ticari olarak üretilen, aynı zamanda kömürden 

sülfür ile nitrojen bileşiklerini ayırmada kullanılabilen bir ara üründür. Gıdaların 2-KF ile 

kirlenmesi, toprak, hayvan, bitki ve su kaynakları yoluyla gerçekleşmektedir ve bu kirliliğin 

dolaylı olduğu bilinmektedir. Çoğunlukla bu durum phenoksialkanoik herbisit kullanımının 

sonucu olabilmektedir [68]. İçme sularına kadar girebilen klorofenollerden biri olan 2-KF 

için güvenli içme suyu standardı aylık ortalama 39 mg/ L'dir [8]. 2-KF’nin birtakım 

özellikleri Çizelge 2.4’te belirtilmiştir. 

 

Çizelge 2.4. 2-KF’nin fiziksel ve kimyasal bazı özellikleri [69] 

Kimyasal adı  
2-Klorofenol 

(C6H5ClO) 

 

Molekül yapısı 

 

Molekül ağırlığı, g/mol 128,56 

Yoğunluğu, g/cm3    (20 ̊C) 1,2634 

Erime Sıcaklığı, ̊C 9,4 

Kaynama Sıcaklığı, ̊C 174,9 

Buhar Basıncı 0,308 kPa 

Asitlik Derecesi (pKa) 8,56 

Görünüm Renksiz/Sıvı form 

Benzer aromatik hidrokarbonlar Fenol/Benzen/Klorobenzen 
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3. GENEL BİLGİLER 

 

 

 

 

3.1. Mitoz Bölünme 

 

Birbirini izleyen makro moleküler düzeydeki biyokimyasal olaylar hücre bölünmesi 

olarak tanımlanmaktadır. Hücre bölünmesi ile beraber düzenli olarak büyümekte ve 

çoğalmakta olan hücreler canlıların gelişmeleri ile birbirlerine bağlıdır [70]. Çok 

hücrelilerde ve tek hücrelilerde bölünme şekilleri farklılık göstermekte tek hücreli canlılarda 

genellikle amitoz bölünme gerçekleşirken, çok hücrelilerde ise mitoz ve mayoz bölünme 

şeklinde gerçekleşmektedir. Tek hücreli canlılar mitoz bölünme ile birlikte birbirine tıpatıp 

benzeyen bireyler oluştururken, çok hücreli canlılarda ise mitoz bölünme yeni bir organizma 

oluşumunda, büyüme ve gelişmesinde hasar gören bölümlerin yenilenmesinde ve çeşitli 

organların meydana gelmesinde rol oynar [71].  

Mitoz bölünme de DNA kendini yarı korunumlu eşleyerek kromozom sayısı 

korunmuş olur. Ökaryotik hücre, bölünme olmadığı zaman nükleus içerisindeki DNA, 

kromatin adı verilen esnek ve ince DNA–protein yapısını oluşturur. Hücre ne zaman 

bölünmeye girerse kromatin yapısı kısalıp kalınlaşarak kromozomları meydana getirir. Bir 

hücre bölünmesinin bitişi ile diğer hücre bölünmesinin başlangıcı arasında dinlenme evresi 

olarak adlandırılan, metabolik faaliyetlerin yoğun olarak gerçekleştiği interfaz evresi 

bulunmaktadır.  

Hücre bölünmesi ve büyümesinde 4 ana safha (Şekil 3.1) vardır:  

i. Hücre bölünmesi ve hücresel organellerin sayısında artış olan safha (G1 safhası) 

i. DNA replikasyonu ile birlikte protein sentezinin olduğu safha (S safhası) 

iii. Mitoz bölünmeye hazırlık için çeşitli metabolik olayların gerçekleştiği (G2 safhası) 

iv. Mitoz ve sitokinezi kapsayan tüm hücre bölünmesi safhaları (M safhası) 

Mitoz hücre siklusunun yalnızca bir kısmını oluşturmaktadır. Mitozu ve sitokinez 

evresini içine alan bölüm ise mitotik (M) fazdır. Bu hücre siklusunun en kısa bölümüdür. 

Hücrenin büyüdüğü ve bölünmenin gerçekleşmesi için kromozomların kopyalarını 

oluşturduğu interfaz safhası ise mitotik hücre bölünmesinden sonraki uzun bir evredir.  
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İnterfaz (Resim 3.1a), G1, S ve G2 safhalarından oluşmaktadır [71]. Genetik 

maddenin replikasyonu interfazın hemen başlangıcında meydana gelmez. Bir önceki hücre 

bölünmesinin sonlanması ile genetik madde replikasyonu başlaması arasında kalan zaman 

boşluğuna G1 safhası denir. Bu safhada ribozom ve diğer organeller kendi eşlerini yapmaya 

başlar, protein ve ATP sentezlenmeye başlanır. Özellikle iğ ipliklerinin oluşumunda rol 

oynayan proteinler bu safhada hazırlanır. Bu safhada kromozom ve DNA miktarı 2n’dir. G1 

evresinden sonra gelen S safhasında ise, DNA replikasyonu başlar, kromozomların eşleri 

yapılır ve organellerin ikileşmesi de devam eder. Bu safha sonunda kromozom ve DNA’nın 

4n olduğu görülür. İnterfaz aşamasındaki son evre olan G2‘de ise bazı protein sentezleri ile 

birlikte hücre bölünmeye hazırlanır. Hücre yüzeyinde G1 aşamasındakinden daha seyrek 

olmak üzere yine kabarcıklar ve mikrovilluslar görülür. Kromozom ve DNA miktarı 4n’dir 

[72].  

Dokulardaki birçok bölünmeyen hücre (dinlenme durumundaki fibroblastlar gibi), S 

evresinden hemen önce, yeteri kadar büyümemişlerse, hücre siklusunu durdururlar. Böylece 

dinlenme durumundaki hücrelere Gₒ durumunda (veya Gₒ hücresi) denir. Gₒ birkaç gün, 

birkaç hafta sürebilir hatta hücre bölünmekten tamamen vazgeçebilir [73]. 

 

 

Şekil 3.1. Hücre siklusu [74] 
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M Safhası Olayları 

 

M safhası olayları genel olarak 5 evreden oluşmaktadır. Profaz, metafaz, anafaz ve 

telofaz safhaları ile başlayan bölünmeyi takip eden son evre ise gerçek zamanlama olarak 

anafaz safhasında başlayıp bölünmenin sonuna kadar devam eden sitokinez’dir.  

 

Profaz  

 

Profaz evresinde nukleus içerisinde olan kromatinler kromozom halini alırlar. Her 

kromozom ise bölünmemiş olan sentromerler tarafından bir arada tutunan kromatid adı 

verilen iki iplikten oluşmaktadır. Kromozomlar safhanın başında nukleus içerisinde eşit 

dağılım gösterirken profazın bitişine yakın nukleus zarına yaklaşırlar ve bu şekilde nukleus 

merkezi boş kalır. Kromozomlar profaz evresi boyunca hücre içerisinde belli bir yönelime 

sahip değillerdir. Bu yönelimler üzerinde etkisi olan durum ise her bir sentromerin her iki 

tarafında bulunan kinetekorlardır. Profaz safhası ilerledikçe kromozomlar kısalıp 

kalınlaşarak yoğunlaşırlar. Profazın sonunda ise nukleolus adı verilen ribozomların 

üretilmesini sağlayan ve her nükleus içinde ez an bir tane bulunan bölgeler git gide küçülür 

ve kaybolur (Şekil 3.1b) [75]. 

 

Metafaz  

 

Metafaz iki aşamada açıklanabilir: 

 

a) Prometafaz: Safha nukleus zarının, nükleus lamina proteinlerinin fosforile olması ile 

birlikte ortadan kalkmasıyla başlamaktadır. Bu aşamada kromozomlar sitoplazma içerisinde 

rastgele hareket etmektedir. Tübülin protein alt birimlerinden meydana gelen mikrotübüller, 

kinetokorlara bağlanan (mitotik iğ) mikrotübüller ve kinetokorlara bağlanmayan (polar-

kutupsal) mikrotübüller olarak ikiye ayrılmaktadır. Evre boyunca kromozomların hareketini 

sağlayan ve göçüne yardımcı olan, sentromerler ile bir araya gelen kinetokorlara bağlanan 

mitotik iğ mikrotübülleridir. Polar mikrotübüllerin ise iki kutup arasına girerek mesafeyi 

koruduğu düşülmektedir.  
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b) Metafaz: Metafaz (Şekil 3.1c) safhasında kromozomlar ekvatoriyal plakta (metafaz 

plağında) kinetokorlar ve bunları farklı kutuplara bağlayan kinetokor mikrotübülleri 

yardımıyla dizilirler [76]. 

 

Anafaz  

 

Bu safhada duplike olan ve ayrılmış her bir kromozom, kinetokorlarının tutunduğu 

mikrotübüller aracılığıyla kendilerine karşılık gelen kutba doğru çekilir. Ayrılan 

kromozomlardan her bir kardeş kromatid ters yönde kutuplara doğru hareket eder. Kardeş 

kromatid grupları kutuplara ulaştığında ise anafaz safhası sona ererek telofaz safhasına geçiş 

başlamış olur (Şekil 3.1d). 

 

Telofaz  

 

Telofaz safhasında kutuplara göç eden kromozomlar çözülür ve interfaz hücrelerde 

olduğu gibi heterokromatin ve ökromatin biçiminde şekillenir. Anafaz esnasında oluşmaya 

başlayan nukleus zarının yeniden yapılması için çekirdek laminleri defosforile olmuştur. 

Yoğunlaşmış biçimde olan kromatinler yayılır, çekirdekçik tekrar belirmeye başlar ve 

böylelikle mitozun sonuna gelinmiş olur (Şekil 3.1e). 

 

Sitokinez  

 

Sitokinez evresinde iki yeni hücrenin oluşumu çoğunlukla anafaz evresinde başlayan 

ayrışma (cleavage) olarak bilinen bir yöntem ile gerçekleşmektedir. Sitokineze uğrayacak 

olan hücrenin aktivitesi ekvatoriyal düzlem (orta kısım) üzerindeki hücre zarını miyozin ve 

aktin flamentlerinin oluşturduğu halka ile iğ ipliklerinin konumuna dik ve iki yeni çekirdek 

arasında bir inhilal oluğu oluşturacak şekilde devam eder. İpliğe yaklaşan oluk gitgide daralır 

ve safhanın sonuna doğru bu dar bölge birleşerek iki yeni hücrenin ortaya çıkmasını sağlar 

[77,78]. 
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Resim 3.1. Mitoz bölünme safhaları a: İnterfaz, b: Profaz, c: Metafaz d: Anafaz e: Telofaz 
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3.2. Kromozom Mutasyonları 

 

Kromozomun büyük parçalarını ilgilendiren mutasyonlara kromozom mutasyonları denir. 

Kromozom mutasyonları, kromozom sayısı değişimleri ve kromozom yapısı değişimleri 

olmak üzere iki gruba ayrılırlar. 

 

3.2.1. Kromozom Sayı Değişiklikleri 

 

Organizmaların hem doğal hem de laboratuar populasyonlarında kendiliğinden meydana 

gelen kromozom sayısındaki değişimlerdir. Organizmaların kromozom sayıları cinsten cinse 

hatta türden türe değişkenlik gösterir fakat her tür için sabittir. Kromozomlar bazen mitoz 

ve mayoz sırasında düzenli olarak ayrılmayabilir ve farklı kromozom sayısına sahip hücreler 

oluşabilir. Bu şekilde birçok genin oranı değişeceğinden dolayı kalıtsal açıdan birçok sorun 

oluşur. Bu olayda kromozomun birparçası değil tümü yok olur ya da sayıca artar. Öploidi ve 

anöploidi olarak 2 şekli vardır [79].  

 

I. Öploidi 

 

Bir takımdaki kromozomların hepsinin birden sayısının tam katları şeklinde artması 

veya o kromozom takımının organizmada tek bir defa bulunması olayıdır. Öploidi 

monoploidi ve poliploidi olarak ikiye ayrılmaktadır [72]. Temel kromozom sayısı kadar 

kromozom içeren bireyler monoploid (n), üç katı, dört katı veya daha fazla içeren bireyler 

poliploidi olarak adlandırılır. Bu olay neticesinde triploid (3n), tetraploid (4n), pentaploid 

(5n) veya daha fazla sayıda kromozom takımına sahip bireyler meydana gelir [80]. 

Öploidide temel kusur, hücrede çekirdek bölünmesi olduğu halde sitoplazma 

bölünmesinin olmamasıdır (endomitoz). Endomitoz durumunda kromozomlar katı kadar 

çoğalır fakat mitoz bölünmenin ilk iki evresi (profaz ve metafaz) gerçekleştiği halde anafaz 

ve telofaz safhası olmaz hücre ve sitoplâzma bölünmesi (sitokinez) olmaz. Bunun sonucunda 

kromozom sayıları her bölünmede katı kadar artmış olur [72,81]. 

Öploidinin içerisinde olan poliploidinin de üç şekli bulunmaktadır. Bunlar; 

Otopoliploidi (Otoploidi), Allopoliploidi (Alloploidi) ve Endopoliploidi (Endoploidi) 

şeklinde adlandırılmaktadır. 
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a) Otopoliploidi: Otopoliploidi’de mevcut olan genomların hepsi aynı türden gelir. Örneğin, 

eğer bir diploid bireyin genomu AA ise, Otopoliploid bireyler 3A (AAA), 4A (AAAA), 5A 

(AAAAA), 6A (AAAAAA) şeklinde olurlar. Bu bireyler Ototriploid, Ototetraploid, 

Otoheksaploid şeklinde isimlendirilmektedir. Ototriploid ve Ototetraploid bireyler diploid 

bireylere göre daha iridirler. 

 

b) Allopoliploidi: Allopoliploidi de ise mevcut olan genomların bir kısmı bir türden, diğer 

bir kısmıda başka bir türden gelmektedir. Eğer AA ve BB genomlarını taşıyan iki birey 

çaprazlanırsa, AB genomunu taşıyan bir zigot yani diploid bir birey meydana gelmektedir. 

Bu zigotun kromozom sayısı 2, 3, 4 katına çıkarılırsa 2AB (AABB), 3AB (AAABBB),4AB 

(AAAABBBB) gibi allopoliploid bireyler ortaya çıkar.  

 

c) Endopoliploidi: Endopoliploidi, endomitoz olayının bir sonucudur. Bazen farklılaşmış 

ve bölünme yeteneğini yitirmiş olan hücrelerde çekirdek zarı kalbolmadığı halde, 

kromozomların mitozda olduğu gibi uzunlamasına bölünerek sayılarının iki veya daha fazla 

kata yükselttikleri görülür. Bu olayda iğ iplikleri teşekkül etmez. Endomitozda meydana 

gelen kromatidler birbirinden ayrılarak bağımsız kromozomlar halini alırlarsa bu olaya 

Endopoliploidi, birbirine yapışık kalarak kromatid paketlerinden ibaret dev kromozomları 

meydana getirirlerse bu olaya politen adı verilir [72]. 

 

II. Anöploidi 

 

 Mutasyon kromozom setinde değil, setin yalnızca bir parçasında görülmektedir. 

Anöploid bir birey, anöploid gametlerin, yani normal haploid sayıdan daha fazla ya da daha 

eksik kromozom içeren gametlerin, birleşmesiyle meydana gelen bir zigotun ürünüdür [72, 

80].  

Anöploidi, kromozomların ayrılmaması (non-disjunction)  ya da kromozomların 

anafazda geri kalması (anaphase lagging) sonucunda oluşabilmektedir. Metafaz evresinde, 

metafaz plağında dizilen kromozomlar sentromerlerin bölünmeye başlamasıyla birlikte ters 

yöndeki kutuplara doğru hareket ederler ve bölünmeyi tamamlarlar. Bazı durumlarda 

kromozomlar bölünemez ve bir kutba iki kromozom birlikte göç eder. Bu olaya non-
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disjunction adı verilmektedir. Non-disjunction olayına hem mitoz bölünmede hem de mayoz 

bölünmede rastlanmaktadır [82].  

Aöploidi oluşumunda ikinci bir mekanizma ise kromozomlardan birinin kutuplara 

çekilme aşamasında geri kalmasından (anaphase lagging) kaynaklanmaktadır. Bu 

durumdaki kromozom ya özdeş kromozomunun bulunduğu bölgeye katılır ya da bölünme 

esnasında kaybolur. Özdeş kromozomunun bulunduğu bölgeye katılacak olursa bir hücrede 

aynı kromozomdan iki tane bulunurken, diğer hücrede hiç bulunmayacaktır. Fakat 

kromozomun bölünme esnasında kaybolması durumunda bir hücre normal kromozom 

sayısına sahipken diğer hücre bir kromozom eksik olacaktır [82]. 

Anöploidi Monosomi, Nullisomi ve Polisomi olmak üzere üç şekilde olabilir. 

 

a) Monosomi: Diploid bir organizmadaki bir çift kromozom sadece birinin kaybolması ile 

oluşur. 2n-1 formülü ile gösterilirler. Monosomikler (n) ve (n-1) olmak üzere 2 tipte gamet 

oluştururlar. Monosomik bireyler genellikle yaşamazlar. İnsanlarda görülen Turner 

Sendromu, X kromozomunun eksik olduğu bir monosomik durumdur. 

 

b) Nullisomi: Diploid bir organizmada ekstra bir kromozomun homoloğu ile birlikte 

kaybolması ile oluşurlar. 2n-2 ile gösterilirler. Nullisomik bireyler, non-disjunction sonunda 

aynı kromozomunu kaybetmiş olan iki gametin birleşmesi sonucu ortaya çıkmaktadır. 

 

c) Polisomi: Bir takımda bulunan kromozomlardan birinin veya birkaçının sayısını 

yükseltmesi olayıdır. Trisomi, tetrasomi, hiperploidi ve hipoploidi polisomi içerisinde yer 

almaktadır. Diploid bir organizmada ekstra bir kromozomun bulunması olayına trisomi denir 

ve 2n+1 formülü ile gösterilirler. (n) ve (n+1) olmak üzere 2 tipte gamet oluştururlar. 

İnsanlarda Down Sendromu 21. kromozomun trisomik olması durumunda ortaya 

çıkmaktadır. Bunun yanında Patau sendromu 13. kromozomun, Edward sendromu ise 18. 

kromozomun trisomisiyle meydana gelmektedir. Diploid bir organizmada ekstra bir 

kromozomun homoloğu ile birlikte bulunması durumuna ise tetrasomi adı verilmektedir ve 

2n+2 ile gösterilir. Polisomi olayında yüksek katsayılı poliploidlerde bir takımdaki 

kromozomlardan yalnızca bir tanesi diğerlerinden fazla ise hiperploidi, az ise hipoploidi 

adını almaktadır. Hiperploidi 4n+1, 5n+1 şeklinden gösterilirken, hipoploidi 4n-1, 5n-1 

şeklinde formüle edilmektedir [72, 80]. 
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3.2.2. Kromozom Yapı Değişiklikleri 

 

Genetik materyalin kaybı ya da yer değiştirmesi sonucu ortaya çıkan bir ya da daha fazla 

kromozom kırıklarından kaynaklanır. Kromozomlar kendiliğinden kırılabilir, ancak bir 

kromozom kırılmasını, kromozom segmentlerinin tekrar birleşmesi işlemi izleyebileceği 

gibi bu şekilde tekrar birleşme olayı meydana gelmeyebilir. Kimyasallara ya da radyasyona 

maruz kalan hücrelerde kromozomların kırılma oranı daha yüksektir [79].  

 

a) Defisiyens ve Delesyon: Tek bir gen ya da gen parçasını içeren kromozom segmentinin 

kaybolması olayıdır. Eğer kromozom segmenti uç kısımdan kaybolmuşsa defisiyens ya da 

terminal delesyon, orta kısımdan kaybolmuşsa delesyon ya da interkalar delesyon adını alır 

(Şekil 3.2a). Defisiyens, kromozom üzerinde tek yerden kopma şeklinde gerçekleşirken, 

delesyon ise bir kromozomun kendi üzerinde kıvrılıp bir ilmek meydana getirmesiyle 

oluşmaktadır. 

Delesyon sırasında kopan parçaların uç kısımları birbirleri ile tekrar yapışarak 

öncekinden daha kısa bir kromozom oluşur. Her iki şekilde de sentromeri bulunmayan 

parçalar hücre içerisinde görev yapamaz ve kaybolur. Sentromerli olan kromozomlara 

sentrik kromozomlar, sentromeri olmayan kromozomlara ise asentrik kromozomlar denir. 

 

b) Duplikasyon: Bir kromozomda bulunan bir segmentin tekrarlanması olayıdır. Yani bir 

kromozom, o kromozom segmentini iki veya daha fazla kez bulundurur (Şekil 3.2b). 

Duplikasyon homolog kromozomlar arasında meydana gelen temas ile o nokta üzerinde 

oluşan kopma şeklinde meydana gelmektedir. Böylece homolog kromozomlar arasında eşit 

olmayan bir krossing-over gerçekleşmektedir. Duplikasyon sonunda kromozomlardan biri 

duplikasyonluyu, diğeri delesyona uğramış bir kromozomu oluşturur. Duplikasyonlu 

kromozomun normal homoloğu ile mayoz bölünme geçirmesi sırasında duplikasyonlu 

kromozomun tekrarlanan kısmı dışa doğru bir lob oluşturur [72,80]. 

 

c) Translokasyon: Homolog olmayan iki kromozom arasında segmentlerin birbirleriyle yer 

değiştirmesi olayıdır (Şekil 3.2c). Bu şekildeki translokasyona Resiprokal translokasyon adı 

da verilmektedir. Translokasyonların diğer bir şekli olan Robertsonian translokasyon ise, iki 

akrosentrik kromozomun kısa kollarını kaybederek sentromer ya da sentromere yakın 
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bölgeden birleşmesiyle oluşur. Sentrik birleşme ile yeni bir kromozom meydana gelir. Bu 

birleşmede V şeklinde iki kolu olan metasentrik bir kromozom ile küçük bir parça meydana 

gelir. Bu küçük parça daha sonra kaybolmaktadır. Robertsonian translokasyonlar, bütün 

akrosentrik kromozomlarda görülmüştür. Özellikle 13. ve 14. kromozomlarının birbirleriyle 

olan translokasyon 1300 kişiden birinde görülür [80,83, 84]. 

 

c) İnversiyon: Bir kromozomdaki segmentlerin normal sıradayken kırılıp 180̊ dönüp tekrar 

yapışması olayıdır. Eğer kırılan segment sentromer içeriyorsa perisentrik inversiyon, 

içermiyorsa parasentrik inversiyon adını alır (Şekil 3.2d). İnversiyonda herhangi bir genetik 

bilgi kaybı yaşanmaz sadece genlerin dizilişi değişmektedir. Eğer inversiyon durumu 

homolog kromozomların sadece bir tanesinde meydana gelmişse heterozigot inversiyon, her 

iki kromozomda da aynı anda meydana gelmişse homozigot inversiyon şeklinde 

adlandırılmaktadır [72,80]. 

 

 

                                              

 

 

Şekil 3.2. Yapısal kromozom anomalilerin gösterimi a:Defisiyens – İnterkalar delesyon, b: 

Duplikasyon, c: Robertsonian Translokasyon – Resiprokal Translokasyon, d: Perisentrik 

İnversiyon - Parasentrik İnversiyon [85] 

a b c 

d 



18 

 

3.3. DNA Hasarı 

 

DNA molekülü bir canlıya ait olan tüm genetik bilgileri taşır. Genom çeşitli 

faktörlerin etkisiyle sürekli hasara maruz kalmaktadır. Ekzojen veya endojen etkenlerin 

etkisiyle DNA genomun tümünde meydana gelen tüm değişikliklere “DNA Hasarı” adı 

verilir [86]. Serbest oksijen radikallerinin oluşturduğu oksidatif hasarlar ve DNA 

replikasyonu sırasında oluşan hasarlar, deaminasyon, depürinasyon, depirimidinasyon gibi 

baz hasarları endojen faktörlere örnek olarak verilebilir. Ekzojen faktörler ise, ultraviyole 

(UV) ışınları, iyonize radyasyon gibi fiziksel ya da aflatoksin, benzopren, kemoterapi ilaçları 

ve alkilleyici ajanlar gibi kimyasal olabilir [87].  

 

3.4. DNA Hasarını Belirlemede Kullanılan Bazı Yöntemler 

 

DNA hasarı çeşitli organizmalar üzerinde (maya, bitki, hayvan ve insan) 

çalışılmaktadır. DNA üzerindeki hasar DNA’nın normal işlevleri esnasında kendiliğinden 

ya da çevresel faktörlerin etkisi ile meydana gelmektedir. DNA’da oluşan hasarın en önemli 

sebebi normal işleyen DNA metabolizması esnasında bazların kimyasal yapısında 

kendiliğinden oluşan değişimlerdir. Fiziksel veya kimyasal ajanlar DNA hasarına neden olan 

çevresel faktörlerdir [88]. Kimyasal ajanların, DNA hasarına sebep oldukları organizmalar 

üzerindeki sitogenetik, genotoksik veya mutajenik etkilerini incelemek için çeşitli yöntemler 

kullanılmaktadır. Bu yöntemler; tek hücre jel elektroforezi (Komet testi), mikronükleus 

(MN), salmonella/mikrozom mutajenite (Ames) testi, kromozomal anormallik testi (KA), 

kardeş kromatid değişimi (KKD), allium testi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),  TUNEL, 

floresans in situ hibridizasyon (FISH), immünokimyasal yöntemler, ELISA, kromotografi 

gibi yöntemlerdir [89].   

 

3.4.1. Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi 

 

Diğer bir adı Salmonella/mikrozom mutajenite testi olan Ames testi geçerliliği 

yüksek olan ve bunun yanında iyi standardize edilmiş bir bakteriyel test sistemidir. Test 

sisteminin en önemli özelliği ve yaygın kullanılmasının sebebi olarak maliyetinin az olması, 

çabuk sonuç vermesi ve uygulanabilirliğinin kolay olması olarak gösterilebilir. Ames testi, 
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deney hayvanlarında ve insanların somatik hücrelerindeki tümör supressor genleri üzerinde 

oluşan nokta mutasyonlarının belirlenmesinde ve DNA ile kimyasalların etkileşime girerek 

oluşturduğu mutajenik ve karsinojenik etkileri önlemek için antikarsinojenik ve 

antimutajenik maddelerin tayini için sıklıkla kullanılmaktadır [90-97]. 

Ames testinde, test organizması olarak kullanılan Salmonella typhimurium, histidin 

geni üzerinde meydana getirilen farklı mutasyonlarla mutant suşları kullanılmaktadır. Testin 

yöntemi, mutasyon yoluyla histidin sentezleme yeteneğini kaybeden S. typhymurium’un 

S9’lu ortamda ya da S9’suz ortamda test edilecek olan bileşene maruz bırakıldıktan sonra 

tekrar bir mutasyona uğrayıp histidin sentezleyebilen ve histidinden bağımsız ortamda 

çoğalmasına dayanır. Kendiliğinden geri mustasyona uğrayıp histidinsiz ortamda üreyebilen 

koloniler sayılarak mutajenite belirlenmiş olur (Şekil 3.3). Eğer ortam şartlarında pozitif 

mutajen bir madde bulunuyorsa histidinsiz ortamda geri mutasyonla artan koloni miktarı 

istatistiksel anlamda artmaktadır [90-92,97,98].  

 

 

Şekil 3.3. Ames testinin uygulama aşamaları ve mutajeniteyi gösteren koloniler [99] 

 

3.4.2. Kromozomal Anormallik (KA) Testi 

 

DNA seviyesinde hasarın sonucunda ortaya çıkan kromozomal anormalliklerindeki 

kromozom kırıkları DNA’da çift zincir kırıklıklarının onarılamayışından yeni oluşan 

kromozomlar ise DNA’daki kırıkların yanlış onarılmasından meydana gelmektedir. Tamir 

edilemeyen bu hasarların sonucu olarak ortaya çıkan KA’nın yüksek frekansı artan kanser 

riskini işaret etmektedir [100-104].  
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KA testi, mutajenlerin sebep olduğu kromozomal anormalliklerin belirlenmesinde 

sıkça tercih edilmektedir. Test in vitro ve in vivo KA testi olarak ayrılmakta ve in vitro KA 

testi ile memeli hücre kültürlerindeki kromozom anormalliği frekansı değerlendirilirken, in 

vivo KA testi ile çoğunlukla kemik iliği hücrelerindeki kromozomal anormalliğin frekansına 

bakılır. İn vivo KA testi, türe ve dokuya göre değişebilen metabolizmada mutajenik hasarın 

belirlenmesinde ve DNA tamir mekanizmaları gibi etkenlerin analiz edilmesine de imkân 

sağlamaktadır [90,105-107].  

In vitro memeli KA ve in vivo KA testini birbirinden ayıran diğer bir noktada, in vitro 

KA’da genelde periferal kan lenfosit hücrelerin inkübasyonu sağlanırken, in vivo KA 

testinde ise vaskülarizasyonu yüksek ve hızlı dolaşım gerçekleştiren hücreleri kapsayan 

kemik iliği tercih edilmektedir. In vitro KA işleminde oluşturulan kültürlerin hasat işlemi 

gerçekleştirilmeden çoğunlukla 2 saat öncesinde, in vivo KA testinde ise hayvanlar sakrifiye 

edilmeden 2-4 saat öncesinde kolşisin uygulama işlemi yapılarak hücreler metafaz fazında 

durdurulmaktadır. Kültürlerden ya da kemik iliği hücrelerinden protokollere uygun bir 

şekilde alınmış olan metafaz hücreleri üzerinden kromozomlarda oluşan çeşitli sayısal ve 

yapısal anormallikler (Şekil 3.4) saptanabilmektedir [105-108].  

 

 

Şekil 3.4. Metafaz hücrelerinden elde edilen kromozomal anormallikler [99] 

a: Fragment, b: Kardeş kromatit birleşmesi, c: Kromatit kırıkları, d: Kromozom kırığı,  

e: Poliploidi, f: Endoreduplikasyon 
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3.4.3. Kardeş Kromatit Değişimi (KKD) Testi 

 

KKD, kromozomdaki kardeş kromatidler içerisinde parça değişimi ile meydana 

gelmektedir. Parça değişimi, kardeş kromatidlerin homolog bölgeleri üzerinde DNA’da 

kırıklar oluşması ve bu kırıkların yer değiştirip tekrar birleşmesi temeline dayanmaktadır 

(Şekil 3.5).  

 

Şekil 3.5. Kardeş kromatid değişimi [99] 

 

Kardeş kromatid değişiminin ilişkili olduğu noktalar sitotoksisite, gen 

amplifikasyonu ve nokta mutasyonların indüksiyonudur [109-114]. KKD testi, mutasyona 

sebep olabilecek ajanların kromozomlar üzerinde oluşturduğu yapısal değişimleri 

araştırmanın yanı sıra bu mutajenlerin sebep olabileceği karsinojenik ve mutajenik 

etkilerinde ortaya konulmasında önemli bir rol oynamaktadır. Mutajenik ve karsinojenik 

olduğu bilinen ajanların hücreler üzerindeki etkisi sonucu ya da çeşitli kalıtsal hastalıklarda 

kardeş kromatid değişim frekansının arttığı ve bu durumun tümör başlangıcı ile doğrusal bir 

ilişki içerisinde olduğu saptanmıştır [102,109-112,114-118].   

KKD testinin öncelikli amacı DNA parçaları oluşturan veya DNA’nın kendini 

eşlemesi ile etkileşim içinde olan mutasyona sebep olabilecek ajanları belirlemektir. Test 

aşamasında timin analoğu olan Bromodeoksiüridin (BrdU) kullanılmaktadır. BrdU 

kullanılmasındaki amaç hücre döngüsü sırasında timin gibi davranıp oluşan kardeş 

kromatidler arasına girmesi sağlanarak homolog kromozomlar arasındaki DNA parça 

değişimi gösterilmekte ve bu sayede DNA kırıkları görünür duruma getirilmektedir. 

Kültürde çoğalan hücrelerin DNA replikasyonu devam ederken yeni sentezlenen 

polinükleotid ipliktede BrdU içeren bromurasil nükleotidleri yerini almaya devam 

etmektedir. DNA içerisindeki BrdU yerleşmiş bölgelerin tayini için ultraviyole lambası ile 

ışınlanmaya maruz bırakılır ve daha açık renkte olan bölgelerin BrdU’li olduğu 

görülmektedir (Şekil 3.6a). Şekil 3.6b’de görüldüğü gibi BrdU kullanılarak kromatidler 
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üzerinde boyanma farkı ile kardeş kromatidler arasındaki değişimler gözlenebilmektedir 

[75,111,114,119,120].   

 

 

Şekil 3.6. Kardeş kromatit değişiminin BrdU ile saptanması ve KKD içeren metafaz 

plakları [99] 

 

3.4.4. Mikronükleus (MN) Testi 

 

MN’ler mitoz bölünme sırasında varolan çekirdekten bağımsız olarak oluşan, tam ya 

da asentrik kromozom fragmentlerinden meydana gelen, sentromerde bulunan kinetekor 

veya mitotik aygıtın diğer parçalarındaki hasarlardan, mitotik iğdeki hatalardan, hücre 

siklusunda görev alan bazı genlerin eksikliğinde meydana gelmektedir (Şekil 3.7). Çeşitli 

maddelerin hücreler üzerinde meydana getirdiği yapısal veya sayısal kromozomal 

anomalilerin dolaylı göstergesi olarak MN miktarındaki yükseliş gösterilmektedir. Bazı 

araştırmalarda, çeşitli fiziksel ve kimyasal ajanların etkisinde olan insanlarda, genomik 

düzensizliği ve kanser olan hastalarda MN frekansının yüksek olduğu gözlemlenmiştir [90, 

115, 121-126].  
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Şekil 3.7. Klastojenlerin ve anojenlerin etkisiyle uyarılan hücrelerdeki MN’ler [127] 

 

MN testinin genotoksisite çalışmalarında yaygın bir şekilde kullanılmasının en 

önemli sebebi mitoz bölünmeyle meydana gelen bütün hücre tiplerinde in vitro ve in vivo 

olarak uygulanabilmesidir [125,126].   

İn-vitro ortamda yapılan MN testinde, inkübasyona uygun ortamda bırakılan hücre 

kültürlerine, kültürün yaklaşık 44. saatinde ilk mitozdan önce sitokalasin-B maddesi eklenir. 

Sitokalasin-B maddesi sitokinezi inhibe ederek hücre döngüsünü tamamlayan binüklear (çift 

nükleuslu) hücrelerin meydana gelmesini sağlamaktadır (Şekil 3.8). İnkübasyon işlemi biten 

kültürler uygun kurallara göre hasat edilir ve preparatlarda MN içeren binüklear hücrelerin 

oranı tespit edilir [90,128,129].  

 

 

Şekil 3.8. Sitokinezin inhibe edilmesiyle MN bulunduran binüklear hücrenin oluşumu 

[127] 
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In vivo MN testi, sitokinezi engellenmemiş olan memeli eritrosit hücrelerindeki MN 

oranını saptamaktadır. In vivo MN testinde, test edilecek bileşiğin genetik hasara sebep olup 

olmayacağını saptamak için genellikle periferal kan hücrelerinde ve/veya kemik iliğindeki 

olgunlaşmamış (polikromatik) eritrositlerin MN oluşumu bakımından analizi yapılarak 

belirlenmektedir [128,130-132].   

 

3.4.5. Allium Test 

 

Toksisite testleri arasında yer alan Allium testi çevresel etkilerin belirlenmesinde 

bitki materyalinin kullanıldığı yararlı bir yöntemdir [133]. Bu tür toksisite çalışmalarında 

bitki kullanımının birçok sebebi olmasına karşın en önemli sebepleri, bitki materyalinin 

taşınması, depolanması ve kullanılmasının kolay, çoğunlukla rahat incelenebilen 

kromozomlara sahip olmasıdır. Aynı zamanda kök uçları, toprağa ve suya giren 

kimyasalların etkilerine uğrayan ilk yapılar olduğu için biyolojik testlerde oldukça faydalı 

materyallerdir [134].  

Allium testi ilk kez 1938 yılında Levan [135] tarafından kimyasalların meydana 

getirdiği biyolojik etkilerin araştırılmasında kullanılmış ve günümüzde de halen 

kullanılmaktadır [12-15,17,22]. Testin; hassas, tekrarlanabilirliği yüksek, kolay ve nispeten 

hızlı olması gibi birçok avantajı bulunmaktadır. Bunun yanında diğer test sistemleri ile 

sonuçlar arasında iyi bir korelasyon göstermektedir. Testte makroskobik parametreler 

(büyüme, EC50) ve mikroskobik parametreler (c-mitoz, yapışkanlık, kromozom kırıkları) 

arasında gözlemlenebilir bir ilişki olduğu görülür. Makroskopik parametreler (kök 

büyümesini engellediği) büyümenin engellenmesi ile sonuçlanması beklenen herhangi bir 

direkt ve indirekt zararlı etkinin varlığı hakkında bilgi verirken, mikroskopik parametreler 

ise kromozomal hasarın ve hücre çoğalması sırasında oluşan bozuklukların analiz 

edilmesinde etkilidir. Böylelikle oluşan bir toksik etki var ise şiddeti veya işlevi ya da gizil 

mutajenite üzerinde ek bilgi sağlamaktadır. Test sistemi yaygın bir uygulama alanına sahip 

olmasına ilaveten toksik etki sonuçlarıyla çevresel kimyasalların analiz edilmesi ve sıraya 

koyulmasında da faydalıdır [136]. Bitki köklerindeki meristematik hücreler çevresel 

kirleticilerin “klastojenite”sinin (kromozomlardaki kırıklıklar, düzensizlikler ya da artışlar) 

saptanması için elverişli bir sitogenetik gereçtir [137].  
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Sıkça kullanılan test yöntemlerinden biri olan Allium testi çevresel kirleticilerin 

(pestisit, herbisit, atık sular vb.) toksik ve genotoksik etkilerini büyümeyi engelleme testi ile 

kök üzerinde etkili olan konsantrasyon belirlendikten sonra hücre döngüsü esas alınarak 

değişik uygulama süreleri ile birlikte mitotik indeks, mitotik faz, anormallikler, 

mikronükleus oluşumları ve kromozomal bozukluklar saptanabilmektedir. Mitotik indeksin 

değerinin kontrol grubuna göre %22’nin altında olması letal etki [138], %50’nin altında 

olması ise subletal etki [139] olarak değerlendirilmekte ve bu değerler sitotoksik sınır 

değerlerini kapsamaktadır [140].  

 

3.4.6. Tek Hücre Jel Elektroforez Yöntemi (Komet Testi) 

 

İlk kez 1978 yılında DNA üzerinde tek zincir kırıkları Rydberg ve Johanson 

tarafından belirlenmiştir [141]. Lam üzerine yerleştirilen hücrelerin agaroz jel ile birlikte 

gömülüp sabitlenmesinden sonra DNA’nın sarmal yapısının açılmasını sağlamak için alkali 

ortamda bekletilip hücre zarının parçalanması ve proteinlerden uzaklaşması sağlanmıştır. 

Daha sonra nötralizasyon işleminden geçen hücreler DNA akridin turuncusu yardımıyla 

boyanmıştır. Tek zincir DNA kırıklıklarında kırmızı floresans, çift zincir DNA 

kırıklıklarında ise yeşil floresansın durumuna göre DNA üzerindeki hasar oranını tespit 

etmişlerdir [142]. Sonrasında ise Ostling ve Johanson tarafından DNA üzerinde oluşan 

kırıklıkların hassas bir şekilde tespit edilmesi için 1984 yılında mikro jel elektroforez 

yöntemi geliştirilmiştir. Bu yöntemde, hücreler mikroskop lamlarının üzerindeki agaroz jele 

gömülür, yoğun lizis çözeltisinde bekletilerek hücrelerin membranlarının parçalanması 

sağlanır sonrasında nötr pH ortamında kısa bir elektroforez uygulanır ve DNA’lar anoda 

doğru yürütülür. Anoda doğru yürütülen DNA’lara bakıldığında ise fazla sayıda zincir kırığı 

olanların az sayıda zincir kırığı bulunan DNA’lara göre daha hızlı göç ettiğini tespit 

etmişlerdir. Son olarak DNA hasar oranını belirlemek için ise anoda doğru göç eden 

DNA’ları Etidyum Bromür (EtBr)  ile boyayarak hasar oranını floresans yoğunluğuna göre 

belirlemişlerdir [143]. 

DNA üzerinde meydana gelen çift sarmal kırıkları nötr ortamda tespit edilip, tek 

sarmal kırıkları tespit edilemediği için, Singh ve arkadaşları [144] tarafından 1988’de 

elektroforez, kuvvetli alkali ortamda (pH>13) uygulanmıştır. Günümüzde birçok çalışmada 

sıkça kullanılan “Komet testi” Singh ve arkadaşları tarafından geliştirilmiş yalnızca alkali 
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şartlarda meydana gelen DNA tek zincir kırıklarının tanımlanmasına olanak sağlamıştır 

[145]. Son yıllarda FISH tekniği ile belirli DNA dizilerine spesifik olan işaretli problar 

kullanılarak Komet testi ile birleştirilerek dizideki veya gendeki spesifik hasar 

belirlenebilmektedir [146].  

Komet yönteminin en önemli avantajı çeşitli hücre tipleri üzerinde çalışılabilmesidir. 

Yöntemin DNA hasarı tespitinde tercih edilmesi basit, hızlı, duyarlı olması, radyoaktif 

işaretleme gerektirmemesinden kaynaklanmaktadır [147]. Komet yönteminin 

dezavatajlarından bazıları ise tek hücre verisi, küçük hücreli numune, uygulama esnasında 

dikkat ve el becerisi gerektirmesi ve sonuçların yorumlanmasıdır [148]. 

Şekil 3.9’da Komet testinin aşamaları gösterilmiştir. Komet yöntemi uygulanırken 

öncelikle, canlı dokulardan izole edilmiş olan nukleus içerisindeki DNA ince bir agaroz jelin 

içine gömülür. DNA’nın süperkoil yapısının açılması ve kırıkların ortaya çıkması için alkali 

ortamda lizis çözeltisine konulur ve sonrasında elektroforetik mekanizma içerisinde yürütme 

işlemi yapılır. Fiziksel veya kimyasal mutajenlerle hasar görmüş DNA’lar onarım 

mekanizmaları tarafından onarılmayıp, tek veya çift zincirlerinde kırıklar oluşarak molekül 

ağırlığı ve elektrik yüklerine bağlı olarak elektriksel alanda farklı hızlarda göç ederler. 

Sonrasında hasar görmüş DNA, DNA’ya özgü olan EtBr gibi boyalarla boyanıp floresan 

mikroskop altında incelenir [149]. 

 

 

Şekil 3.9. Alkali Komet tekniğinde basamakların şematik gösterimi [147] 
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Floresan mikroskobu altında incelenen DNA moleküllerinin görüntüleri (Şekil 3.10), 

dairesel şekilden kuyruklu yıldıza benzeyen çeşitli aşamalarda görüntüler meydana 

getirdiklerinden metotun adı ingilizcede “kuyruklu yıldız” manasında olan “ Comet Assay” 

olarak adlandırılmıştır [149]. 

 

 

Şekil 3.10. Farklı derecelerdeki DNA hasarınının mikroskop altındaki görüntüsü [149] 
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Mikroskop altında incelenen DNA’lar (soldan sağa) hasarsız, hafif hasarlı, orta 

hasarlı, ciddi hasarlı ve tam hasarlı olarak beş grup altında değerlendirilmektedir (Şekil 3.11) 

[150].  
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Şekil 3.11. Komet testi ile farklı düzeylerde hasarlı DNA görüntüleri 0: Hasarsız, I: Hafif 

hasar, II: Orta hasar, III: Ciddi hasar, IV: Tam hasar [149] 
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4. MATERYAL ve METOT 

 

 

 

 

4.1. Materyal 

 

4.1.1. Kullanılan Organizmalar 

 

A. cepa 

A. cepa (2n=16, Şekil 4.1); çok iyi çimlenmesi, elde edilmesinin kolay ve ucuz 

olması, kromozom sayısının azlığı, kromozomlarının büyüklüğü ve sene süresince köklenip 

çokça kök edilebilmesinden dolayı bu çalışmada tercih edilmiştir [75,151].  

 

 

Şekil 4.1. Allium cepa L. karyotipi [152] 
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4.1.2. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar 

 

Çalışmada kullanılan kimyasallar Çizelge 4.1’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. Çalışmada kullanılan kimyasallar 

Sıra 

No 
Kimyasal Adı CAS No Alındığı Yer 

1 2-Klorofenol 95-57-8 Sigma Aldrich 

2 Glasiyal asetik asit 64-19-7 Sigma Aldrich 

3 Metil metano sülfonat (MMS) 66-27-3 Sigma Aldrich 

4 Potasyum metabisülfit (K2S2O5) 16731-55-8 Sigma Aldrich 

5 Hidroklorikasit (HCl) 7647-01-0 Fluka 

6 Basik Fuksin 569-61-9 Sigma Aldrich 

7 Absolüt alkol (Etanol) 64-17-5 Carlo Erba 

8 
Normal erime noktasına sahip agaroz jel 

(NMPA) 
9012-36-6 Sigma Aldrich 

9 
Düşük erime noktasına sahip agaroz jel 

(LMPA) 
39346-81-1 Sigma Aldrich 

10 Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) 6381-92-6 Sigma Aldrich 

11 Trizma base (NH2C(CH2OH)3 ) 77-86-1 Sigma Aldrich 

12 Trizma hydrochloride (C4H11NO3.HCl) 1185-53-1 Sigma Aldrich 

13 Sodyum hidroksit (NaOH) 1310-73-2 Sigma Aldrich 

14 Sodyum klorür (NaCl) 7647-14-5 Sigma Aldrich 

15 Potasyum klorür (KCl) 7447-40-7 Sigma Aldrich 

16 
Sodyum Fosfat Dibazik-Heptahidrat 

(Na2HPO4.7H2O) 
7782-85-6 Sigma Aldrich 

17 Potasyum Fosfat Monobazik (H2KPO4) 7778-77-0 Sigma Aldrich 

18 Triton X-100 9002-93-1 Sigma Aldrich 

19 
Magnezyum Klorid Hekzahidrat 

(MgCl2.6H2O) 
7791-18-6 Sigma Aldrich 

20 Ethidium bromide (EtBr) 1239-45-8 Sigma Aldrich 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=95-57-8&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=TR&focus=product
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4.1.3. Çalışmada Kullanılan Cihazlar 

 

Çalışmada kullanılan cihazlar Çizelge 4.2’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.2. Çalışmada kullanılan cihazlar ve teçhizatlar 

Sıra 

No Cihaz Adı Marka/Model 

1 Trinoküler Araştırma Mikroskobu  BAB/TAM-F 

2 Hassas Terazi  Precisa/LS 220 A SCS 

3 ±4 ̊C Buzdolabı Vestel 

4 Saf Su Cihazı Millipore / Direct Q-3 UV 

5 Su Banyosu Nüve / NB 20 

6 Soğutmalı Santrifüj Awel / MF 20-R 

7 Elektroforez ve Güç kaynağı Clever / Clever / CS 300V 

8 Vorteks Daıhan / VM-10 

9 Manyetik Karıştırıcı  Daıhan / MSH-20 

10 Buz Makinesi Flake / IMS-50 

11 pH Metre WTW Profiline / pH 3210 

12 Hotplate Thermolyne 

13 Otoklav Nüve / NC-90L 

14 
Pipetler (0,5-2 μL, 0,5-100 μL, 50-200 μL, 

200-1000 μL, 1-5 mL) Eppendorf 

15 Lam-Lamel IsoLab 

16 Mikrosantrfüj Tüpleri - P.P- 1,5 mL IsoLab 

 

4.1.4. Çalışmada Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanışları 

 

1 N HCl Çözeltisinin Hazırlanması (25 mL): 2,1 mL dH2O üzerine 22,9 mL %37’lik saf 

HCl eklenmiştir.  

 

45’lik Glasiyal Asetik Asitin Hazırlanması (100 mL): 55 mL dH2O üzerine 45 mL 

%100’lük saf glasial asetik asit eklenmiştir.  
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Feulgen Boyasının Hazırlanması:  

Feulgen boyası çalışmalarda (örn; kromozom sayımı için kök uçarında ya da yaprak 

ve tomurcuklardaki bitki dokularında) sıklıkla kullanılan bir boyadır. Çalışmamızın 

preparatların hazırlanması aşamasında feulgen boyası tercih edilmiştir. 

 

Feulgen boyası protokole uygun bir şekilde aşağıdaki gibi hazırlanmıştır. 

1. 1 g kristal halinde fuksin bazik (parafuksin) alınmıştır. Yaklaşık 10 cm çapında saat camı 

veya küçük bir havanda ezilmiştir. 

2. 500 cm³’lük bir erlenmayerin dip kısmına toz halindeki bazik fuksin, kabın çevresine 

bulaştırmadan konulmuştur.  

3. Farklı bir erlenmayerde ise 200 cm³’lük damıtık su kaynatılıp; kaynamış damıtık su toz 

halindeki fuksin bazik üzerine yavaşça dökülmüştür.  

4. Bir yandan cam çubuk ile boya devamlı olarak karıştırılmıştır.  

5. Boyanın sıcaklığı 50 C̊ oluncaya kadar karıştırmaya devam edilmiştir. 

6. Boya üzerine 20 cm³ 1 N HCI ilave edilmiştir. Oluşan karışım filtre kâğıdı yardımıyla 

süzülmüştür. 

7. Süzülen boya içerisine 2 g potasyum metabisülfit (K2S2O5) konulup ağzı kapaklı bir şişeye 

alınmıştır. Işık almayan bir ortamda en az bir gece olmak üzere 24 saat kadar dolapta 

bekletilmiştir. Vişneçürüğü renginden açık çay rengine dönen boya daha sonraki kullanımlar 

için 4 ̊C’da muhafaza edilmiştir [153].  

 

Pozitif Kontrol Çözeltisinin Hazırlanması: 10 ppm MMS çözeltisi hazırlamak için; 0,005 

g MMS tartılıp üzeri 500 mL olacak şekilde dH2O ile tamamlanmıştır.  

 

PBS Çözeltisi (10X): 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g H2KPO4, 2,9 g Na2HPO4.7H2O ve 3,2 g 

C4H11NO3.HCl 80 mL distile suda çözüldükten sonra pH 7,4’e ayarlanarak son hacmi 100 

mL’ye ayarlanmıştır. 

 

Normal Erime Noktalı Agaroz (NMPA) Çözeltisi: 0,02 g NMPA tartılıp üzerine 2 mL 

1X’lik PBS eklenip ve ısıtılarak % 1’lik NMPA çözeltisi hazırlandı ve ısıtıcı tabla üzerinde 

ısıtılan lamların üzerine yayıldı. 
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Düşük Erime Noktalı Agaroz (LMPA) Çözeltisi: 0,03 g LMPA tartılıp üzerine 2 mL 

1X’lik PBS eklenip ısıtılarak % 1,5’lik LMPA çözeltisi hazırlanmıştır.  

 

Nükleus İzolasyon Tamponu: 4 mM MgCl2.6H2O, % 0,5’ lik TritonX ve 0,2 M Tris tartılıp 

son hacim istenilen miktarda dH2O ile tamamlanarak pH 7,5 olarak ayarlanmıştır. 

 

Elektroforez Tamponu: Alkali elektroforez çözeltisi 1 mM EDTA ve 300 mM sodyum 

hidroksit tartılıp 500 mL’ye tamamlanarak pH > 13 olacak şekilde ayarlanmıştır. 

 

Etidyum Bromür Çözeltisi: 10 mg EtBr 50 mL dH2O içerisinde çözülerek stok EtBr 

çözeltisi hazırlanmıştır. Stok çözelti oda sıcaklığında saklanmış ve çalışma sırasında 

kullanmak için stok EtBr çözeltisinden 1 mL alınıp 9 mL dH2O ile tamamlanarak çalışma 

için kullanılacak EtBr çözeltisi hazırlanmış olur. 

 

Nötralizasyon Çözeltisi: 48,5 mg Trizma Base üzerine 800 mL dH2O ile çözüldükten sonra 

pH:7,5 ayarlandıktan sonra 1000 mL’ye tamamlanmıştır.  

 

Carnoy Çözeltisi: Absolüt alkolden 75 mL alınıp üzerine glasiyal asetik asitten 25 mL ilave 

edilerek hazırlanmıştır. 

 

%70’lik Etil Alkolün Hazırlanması (100 mL): %96’lık etil alkolden 72,9 mL alınıp üzeri 

dH2O ile 100 mL’ye tamamlanmıştır. 
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4.2. Metot 

 

4.2.1. Allium Testi 

 

4.2.1.1. Büyümeyi Engelleme Testi 

 

Büyümeyi engelleme testi 2-KF’nin A.cepa kök meristem hücreleri üzerindeki 

sitogenetik etkilerini incelemek amacıyla kullanılacak dozları belirlemek için öncelikli 

olarak yapılmıştır. Bunun için ilk olarak EC50 değeri belirlenmiştir. Yaklaşık olarak aynı 

büyüklükte olan soğanların (3-4 cm çapında) kök primordialarının hasar görmeyecek 

biçimde çimlenmiş olan köklerden ve dış kabuklarından temizlenmiştir. Eş zamanlı olarak 

2-KF’nin 12,5, 25, 50 ve 100 ppm’lik derişimleri hazırlanmış, negatif kontrol grubu olarakta 

saf su uygulanmıştır. Uygulama grupları için beşer tane soğan kullanılmıştır. 96 saat 

süresince karanlık ortamda oda sıcaklığında (~21 C̊ ± 4 ̊C) çimlendirilen soğanların ortalama 

kök uzunluklarının belirlenmesinde aynı soğan yumrusundan en iyi çimlenen 10’ar adet 

olmak üzere toplamda 50’şer kök alınmış ve ortalama kök uzunlukları saptanmıştır. İşlemler 

boyunca çimlenen soğanların bulunduğu ortamdaki çözeltiler eksildikçe gereken ilaveler 

yapılmıştır. 

Kök uçlarının büyümesini negatif kontrol grubuna göre %50 oranında düşüren 

derişim miktarı EC50 değerini vermektedir. Uygulanacak dozların belirlenmesinde ise 

2xEC50, EC50 ve 1/2xEC50 değerleri kullanılmıştır. A. cepa hücre döngüsünü 24 saatte 

tamamladığı için uygulama süreleri 24-96 saat olarak uygulanmıştır.  

Soğan yumrularına 2-KF’nin 2xEC50, EC50 ve 1/2xEC50 konsantrasyonlarını 

uygulamak için her bir konsantrasyonda kullanmak amacıyla 6’şar soğan 1 gün boyunca 

çimlendirilmiştir. Bu soğanlardan en iyi çimlenen 5’er soğan seçilerek her biri belirlenen 

konsantrasyonlar için kullanılmıştır ve azalan çözeltilere her gün ilaveler yapılmıştır. 

Belirlenen sürelerde hücre döngüsünü tamamlayan bütün soğanların uç kısımları 1-1,5 cm 

olacak şekilde saat 815’de kesilmiştir. Farklı tüplere her bir doz ve süre için 10-12 kök ucu 

Carnoy fiksatifi (3 absolüt alkol: 1 glasiyal asetik asit) içerisine alınarak buzdolabında 24 

saat bırakılarak tespit edilmiştir. Örnekler incelenmek için %70’lik alkol içerisine alınmış 

ve +4 ̊C’de depolanmıştır (Resim 4.1). Kök uçları mitoz bölünme sırasında oluşan 

anormallikleri ve MI değerlerini belirlemek amacıyla kullanılmıştır. 
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Resim 4.1. %70’lik alkol içerisinde farklı süre ve dozlarda depolanan kökler 

 

4.2.1.2. Feulgen Tekniği İle Preparatların Hazırlanması 

 

% 70’lik alkolde +4 ̊C’de depolanan kök uçları kullanılmak üzere çıkarılarak bir tüp 

içerisine konulup üzerine 1-2 mL 1N HCl çözeltisi ilave edilmiş ve 8-10 dakika boyunca 

60 ̊C’deki su banyosunda bekletilmiştir. HCl’den çıkarılan kökler 5 dakika ara ile üç kez 

tekrarlanan distile su ile yıkama işlemiyle HCl’nin etkisini azaltmak amaçlanmıştır. Distile 

su ile yıkanan kök uçları oda sıcaklığında Feulgen boyası içerisinde 25-30 dakika boyunca 

boyanması için bırakılmıştır. Süre sonunda kök uçları koyu boyanmış ve 1-2 mm 

uzunluğunda jilet yardımıyla kesilen bu kök uçları bir lam üzerinde 1 damla %45’lik asetik 

asit eklenerek parçalama işlemi gerçekleştirilmiştir. İşlem sonunda üzeri lamelle kapatılan 

preparatlar ezme preparat şeklinde hazırlanmış ve preparatları yarı daimi hale getirmek için 

lamellerin etrafı tırnak cilası ile kapatılmıştır. Her bir dozun uygulama süreleri için farklı 

kök uçları olmak üzere 5’er adet kök ucu ezme preparat yöntemiyle hazırlanmış ve böylece 

mitotik anormallikler, MI ve faz frekansları belirlenmiştir. Her bir uygulama için beş farklı 

kökte toplamda 5000-6000 hücre sayılarak mitoz bölünme geçiren hücrelerin toplam 

hücreye bölünmesiyle MI değeri belirlenmiştir [154]. KA’ları belirlenmek için ise her bir 

konsantrasyondaki bir preparat üzerinden 100, toplamda 500 anafaz-telofaz hücresi 

sayılarak değerlendirilmiştir. Mitotik anormalliklerin de belirlenmesinin ardından en fazla 

görülen anormalliklerin fotoğrafları x40 objektifle çekilmiştir. 
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4.2.2. Komet Testi 

 

Örnek başına hücre sayısının azlığı, düşük maliyet, uygulama kolaylığı, düşük 

seviyelerdeki DNA hasarını belirleme ve kısa sürede çalışmanın tamamlanabilmesinden 

dolayı Allium Komet testi tercih edilmiştir. Alkali Komet testi, Tice ve arkadaşlarının [147] 

uyguladığı yöntemde bazı değişiklikler yapılarak gerçekleştirilmiştir.  

1. Gerekli sayıda soğan 48 saat süre ile distile suda köklendirilmiştir. 

2. 48. saatin sonunda soğanlar önceden hazırlanan konsantrasyonlara alınarak kök 

uzamaları belli sürelerle devam ettirilmiştir (24, 48, 72 ve 96 saat). 

3. En geç 1 saat önceden cam petri kabları, jiletler ve filtre buzlukta bekletilmiştir. 

4. Gerekli sayıda lam, ısıtıcı tabla üzerinde (50-60 ̊ C) ısıtılmıştır. 

5. %1 lik NMPA hazırlanarak ısıtılan lamların üzerlerine 90-100 µl yayılarak oda ısısında 

dehidre edilmiştir.  

6. Süresi dolan soğanlardan her konsantrasyon için her soğandan 10’ar kök kesilmiştir. 

7. Cam petri kapının içine alınan kökler üzerine soğuk nükleus izolasyon tamponundan 

(pH:7,5) 600 µl ilave edilmiş ve bir jilet yada bisturi yardımıyla mekanik olarak 

parçalanmıştır. 

8. Nükleus içeren tampon pipet yardımıyla filtreden geçirilerek ependorf tüpe alınmıştır. 

9. Bu işlem sırasıyla tüm konsantrasyonlar için uygulanmıştır. 

10. İçerisinde örneklerin bulunduğu ependorflar 1200 rpm de 7 dakika +4 ºC’de santrifüj 

edilmiştir. Supernatant kısmı dökülerek, pelet kısmı DNA hasarının belirlenmesi için 

kullanılmıştır.  

11. Bu sırada %1,5’lik LMPA hazırlanmış ve 55 ̊C’de tutulmuştur. 

12.  50 µl örnek, 50 µl LMPA ile karıştırılıp önceden hazırlanan lamların üzerlerine 

yayılmıştır. 

13. Üzerleri lamelle kapatılarak buz kasetlerinin üzerinde 3-5 dakika bekletilmiştir. 

14. 3-5. dakikanın sonunda jeller donmuş olacak ve lameller yavaşça çekilerek alınacaktır. 

15. Örnekler elektroforez tankına alınmış, elektroforez tampon çözeltisi (PH>13) içinde 

cihaz çalıştırılmadan +4 ̊C de 25 dakika bekletilmiştir. Ardından 25V, 20 dk, 300 mA de 

yürütülmüştür. 

16. İşlem sonunda preparatlar +4 ̊C de 5 dk distile su içerisinde bekletilmiştir. Daha sonra 

nötralizasyon tamponuyla +4 ̊C de 7-8 dk aralar ile 3’er kez nötralize edilmiştir. 
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17. Her preparat için 70 µl EtBr ile boyama yapılmış ve +4 ̊C de 5 dk bekletildikten sonra 

boyanın fazlası soğuk distile su ile akıtılmıştır. 

18. Lamelle üzerleri kapatılarak mikroskop aşamasına geçilmiştir.  Floresan mikroskobunda 

her bir preparat için 50 hücre analiz edilip DNA hasar derecesi (0-4) belirlenmiştir. 

50 Komet (50 komet/slayt), bir floresan mikroskobu kullanılarak beş sınıftan birine 

(0-hasarsız, 1-hafif hasar, 2-orta hasar, 3-ciddi hasar, 4- tam hasar) ait olarak görsel olarak 

puanlanmıştır [144]. Böylece, Komet için toplam skor 0 (tüm hasarsız) ve 200 (tüm hasarlı) 

arasında olabilir.  

 

DNA hasarının derecesi ifade etmek için aşağıdaki denklem kullanılmıştır: 

 

Arbitrary unit = ∑ 𝑁𝑖 ∗ 𝑖4
𝑖=0  

Ni = I derecesindeki hücrelerin sayısı; i = hasar derecesi (0, 1, 2, 3, 4) 

 

4.3. Verilerin Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analiz 

 

Sonuçlar ortalama ± standart sapma şeklinde verilmiştir. Sonuçlar SPSS 23.0 for 

Windows paket programında, grup ortalamalarının karşılaştırılması Duncan çoklu dağılım 

testi ile saptanmıştır. Anlamlılık düzeyi P<0.05 olarak belirlenmiştir. Doz cevap ilişkisi 

Pearson korelasyon testi ile belirlenmiştir. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

 

 

 

5.1. Büyümeyi Engelleme Testi 

 

Büyümeyi engelleme testi 2-KF’nin EC50 değerinin belirlenmesi için yapılmıştır. 2-

KF’nin 12,5, 25, 50 ve 100 ppm’lik konsantrasyonları ve saf su (negatif kontrol) 96 saat 

boyunca çimlenmeye bırakılmıştır (Resim 5.1). Süre sonunda her bir uygulama için en iyi 

çimlenmiş 10 kök alınarak (toplamda 50 kök) ortalama kök uzunluğu tespit edilmiştir 

(Çizelge 5.1). Süre içerisinde azalan çözelti miktarları sabah ve akşam olmak üzere günde 

iki kez olacak şekilde eklemeler yapılmıştır.  

 

 

                 Kontrol                  12,5 ppm             25 ppm              50 ppm              100 ppm 

Resim 5.1. 2-KF’nin büyümeyi engelleme testi 

 

Kontrol grubuna göre ortalama kök uzunluğunu %50 azaltan doz EC50 değerini 

vermektedir. Çalışmamızda negatif kontrol grubunda çimlenmeye bırakılan soğanların 

ortalama kök uzunluğu 3,75 cm olarak tespit edilmiş ve EC50 değerinin belirlenmesinde 3,75 
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cm’nin yarısı olan 1,875 cm ya da bu değere yaklaşık olan büyüme araştırılmıştır. Sonuçlara 

bakıldığında 25 ppm’lik çözelti içerisinde bulunan kök uçlarının ortalama uzunluğu 2,05 cm 

(Büyüme oranı %54,67) olarak belirlenmiş ve bu değerin negatif kontrol grubundaki 

soğanların ortalama kök uzunluğunun yarısı olan 1,875 cm’ye en yakın değer olduğu 

görülmüştür. Buna göre 2-KF’nin EC50 değeri yaklaşık olarak 25 ppm olarak belirlenmiştir. 

2-KF’nin uygulanan bütün dozları ortalama kök uzunluğunu doza bağımlı bir şekilde 

istatistiksel olarak azaltmıştır (r=-0,975 p=0,01). 100 ppm’lik uygulamada kontrol grubuna 

göre %87,47 oranında azalma tespit edilmiştir. 200 ve 400 ppm’lik uygulamalarda ise 

büyüme gözlemlenmemiştir (veri gösterilmemiştir). 

 

Çizelge 5.1. 2-FK’nin büyümeyi engelleme testi sonuçları 

*Sütunlardaki farklı küçük harfler p< 0.05 düzeyinde önemli (Duncan çoklu dağılım testi) 

SS: Standart sapma 

 

 

   

Dozlar 

(ppm) 

Ortalama uzunluk 

cm±SS* 
% Büyüme 

% Büyümede 

azalma 

Kontrol 3.75± 0.2a 100,00 0 

12,5 2.90±0.34b 77,33 22,67 

25 2.05±0.11c 54,67 45,33 

50 1.33±0.17d 35,47 64,53 

100 0.47±0.08e 12,53 87,47 
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5.2. 2-Klorofenol’ün Mitotik İndeks Üzerine Etkisi 

 

2-KF’nin A. cepa kök meristematik uçlarına uygulanan farklı dozları ile oluşturduğu 

değişiklikler Çizelge 5.2 verilmiştir. 2-KF’nin uygulanan kontrol grubuna göre MI değerini 

azaltmış ancak 96 saatlik uygulamanın 25 ve 50 ppm’lik derişimleri ve 48 saatlik 

uygulamanın 12,5 pmm ve 50 ppm’lik derişimleri istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 

A. cepa kök uçlarına uygulanan 2-KF’nin MI değerlerine bakıldığında en düşük değer 72 

saatlik uygulamadaki 12,5 ppm’lik konsantrasyonda (67,4±1,1), en yüksek değer ise 24 

saatlik uygulamadaki 25 ppm’lik konsantrasyonda (71,66±1,78) görülmüştür. 24-96 saat 

boyunca 2-KF'nin tüm konsantrasyonları A. cepa kök meristematik hücrelerinde MI'yı hafif 

derecede azaltmıştır.  

2-KF mitotik faz frekanslarını değişik şekillerde etkilemiştir. 2-KF profaz frekansını 

24 saatik uygulamanın 50 ppm’lik derişimi hariç, 12,5 ppm’lik derişimin 72 saatlik 

uygulaması ve 96 saatlik uygulamalarda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak azaltmıştır.  

Metafaz frekansını 24 saat ve 48 saatlik uygulamalarda artışlar ve azalışlar şeklinde 

etkilerken, 72 ve 96 saatlik (25 pmm hariç) uygulamalarda istatistiksel olarak arttırmıştır. 2-

KF anafaz frekansını 25 ppm’in 96 saatlik uygulaması ve 50 ppm’in 72 saatlik uygulaması 

hariç diğer bütün uygulamalarda kontrol grubuna göre arttırmıştır.  

2-KF’nin en yüksek telofaz frekansına 96 saatlik uygulamanın 25 ppm’lik derişiminde 

(%11,61±1,06)  rastlanılmışken, en düşük telofaz frekansı ise 24 saatlik uygulamanın 50 

ppm’lik derişimde (%7,81±0,38) rastlanılmıştır. 
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Çizelge 5.2. 2-KF’nin A. cepa kök hücrelerindeki mitoz bölünme üzerine etkisi 

* Sütunlardaki farklı küçük harfler p< 0.05 düzeyinde önemli (Duncan çoklu dağılım testi)  

SS: Standart Sapma

Konsantrasyon 

( ppm ) 

Sayılan 

Hücre 

Mitotik İndeks 

± SS 

Mitotik Faz Safhaları (%) ± SS* 

Profaz Metafaz Anafaz Telofaz 

Kontrol- 24 saat 5159 71,67±0,97a 88,74±1,1a 1,39±0,2a 1,41±0,17a 8,45±0,98a 

MMS-10  5172 53,88±2,94b 79,94±0,96b 3,08±0,48b 2,6±0,77b 14,38±1,28b 

12,5 5092 71,08±0,97a 86,19±0,49c 1,48±0,14a 1,83±0,24a 10,49±0,39c 

25 5232 71,66±1,78a 85,25±0,65c 2,26±0,11c 1,79±0,29a 10,71±0,93c 

50 5138 70,55±0,98a 88,91±0,41a 1,41±0,1a 1,87±0,17a 7,81±0,38a 

Kontrol- 48 saat 5153 71,94±0,5a 85,91±0,84a 1,72±0,23a 1,96±0,19a 10,40±0,63ab 

MMS-10  5192 54,59±1,67c 82,72±0,98b 2,18±0,4b 3,52±0,51b 11,58±1,11c 

12,5 5185 69,5±0,44b 85,26±0,35a 1,69±0,2a 2,06±0,24a 10,99±0,31bc 

25 5119 71,56±0,42a 85,56±0,77a 2,13±0,32b 2,59±0,2c 9,72±0,65a 

50 5171 68,57±0,47b 85,86±0,63a 1,66±0,25a 2,2±0,17a 10,29±0,43ab 

Kontrol-72 saat 5253 68,59±0,89a 86,86±0,35a 1,69±0,23a 1,83±0,13a 9,62±0,53a 

MMS-10  5305 56,47±1,34b 83,9±0,95b 2,84±0,34b 3,21±0,27b 10,05±0,68ac 

12,5 5099 67,4±1,1a 85,45±0,22c 2,39±0,23c 2,47±0,28c 9,7±0,65a 

25 5239 67,63±0,66a 86,59±0,25a 2,65±0,09bc 2,4±0,12c 8,35±0,28b 

50 5051 68,48±0,53a 84,94±0,87c 2,69±0,27bc 1,76±0,12a 10,61±0,78c 

Kontrol- 96 saat 5208 70,04±0,59a 88,09±0,87a 1,7±0,32a 1,92±0,19ac 8,29±0,63a 

MMS-10  5121 55,45±1,41b 84,08±0,6b 2,61±0,25b 2,82±0,3b 10,49±0,51b 

12,5 5232 69,06±0,75ac 84,92±0,77b 2,46±0,17bc 2,16±0,13c 10,47±0,64b 

25 5110 68,34±0,74c 84,54±0,87b 2,07±0,48ac 1,79±0,29a 11,61±1,06c 

50 5136 68,45±0,84c 85,11±0,93b 2,42±0,15bc 2,47±0,19d 10±0,69b 
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5.3. 2-Klorofenol’ün Neden Olduğu Kromozomal Anormallikler 

 

2-KF’nin etkisi ile meydana gelen anafaz-telofaz hücrelerindeki anormalliklerin 

çeşitleri ve oranları Çizelge 5.3’te belirtilmiştir. 2-KF tarafından oluşturulan toplam 

anormalliklere bakıldığında en fazla anormallik 96 saatlik uygulamanın 50 ppm’lik dozunda 

(%17,6±0,54), en az anormallik olayına ise 24 saatlik uygulamanın 12,5 ppm’lik dozunda 

(%12,8±1,3) rastlanılmıştır. Uygulanan süre ve artan dozlara göre toplam anormallik 

kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Toplam KA’larda doza ve zamana 

bağlı bir artış gözlemlenmiştir (24 saat için r=0,877 p=0,01; 48 saat için r=0,876 p=0,01; 72 

saat için r=0,8 p=0,01 ve 96 saat için r=0,768 p = 0,01). Ancak toplam anormallikler pozitif 

kontrol grubu olan MMS’den düşük bulunmuştur. 

Farklı süre ve dozlarda uygulanan 2-KF’nin A. cepa kök uçlarında meydana getirdiği 

ve anafaz-telofaz safhasında görülen anormallikler bozulmuş anafaz-telofaz, kalgın 

kromozom, yapışkanlık ve anafaz köprüsüdür. 2-KF’nin uyardığı en fazla görülen 

anormallik bozulmuş anafaz-telofaz iken (%6,6 50 ppm 96 saat), en az görülen anormallik 

ise anafaz köprüsüdür (%1,2 12,5 ppm 24 saat).  

2-KF’nin oluşturduğu anormalliklere bakıldığında 96 saatlik uygulamanın 12,5 ve 25 

ppm’lik dozu hariç diğer doz ve sürelerde bozulmuş anafaz-telofaz (Şekil 5.3a) oranının 

kontrol grubuna göre arttığı görülmüştür. 

Bir diğer anormallik olan kalgın kromozom (Şekil 5.3b) olayına en fazla 96 saatlik 

sürenin 25 ppm’lik konsantrasyonunda (%5,4), en az ise 24 saatlik uygulamanın 12,5 

ppm’lik dozunda (%2,6) rastlanılmıştır. 2-KF, 72 saatlik uygulamanın 12,5 ppm’lik dozu 

dışında kalgın kromozom oranını yükseltmiştir. 

Yapışkanlık olayına ise en fazla 48 saatlik uygulama süresinin 50 ppm’lik dozunda 

(%5,2) rastlanılmıştır. 24 saat, 72 saat ve 96 saatlik uygulamaların 25 pmm’lik dozları ve 48 

saatlik uygulamanın 12,5 ppm’lik dozu hariç diğer dozlarda artış yaşanmıştır. En az 

yapışkanlık ise 48 saatlik uygulama süresinin 12,5 ppm’lik dozu ile 72 saatlik uygulama 

süresinin 25 ppm’lik dozunda (%2,6) görülmüştür (Şekil5.3c) 

2-KF’nin neden olduğu anormalliklerden biri anafaz köprüsüdür (Şekil 5.3d). Anafaz 

köprüsü anormallikler arasında en az görülen anormallik olup 12,5 ppm’lik dozun 24 saatlik 

uygulamasında %1,2 olarak tespit edilmiştir. En fazla olarak da 72 saatlik uygulamanın 25 

ppm’lik dozunda (%3,6) görülmüştür. Diğer anormalliklerle karşılaştırıldığında 12,5 ppm’in 
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48 saatlik uygulaması ve 25 ppm’in 72 saatlik uygulaması hariç daha düşük oranda 

rastlanılmıştır.
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Çizelge 5.3. A. cepa kök meristematik hücrelerinde 2-KF’nin neden olduğu kromozomal anormallikler 

*Sütunlardaki farklı küçük harfler p< 0.05 düzeyinde önemli (Duncan çoklu dağılım testi)  

SS: Standart Sapma

Dozlar 

 (ppm) 

İncelenen 

Hücre 

Sayısı 

Anafaz-telofazdaki Anormallikler (%)* 

Bozulmuş 

anafaz-

telofaz 

Kalgın 

kromozom 
Yapışkanlık Anafaz köprüsü 

Toplam 

Anormallikler 

( %± SS ) 

Kontrol- 24 saat 500 3,6 2,2 4,2 1,4 11,4±0,54a 

MMS-10  500 4 4 5,6 4,2 17,8±0,83b 

12,5 500 4,6 2,6 4,4 1,2 12,8±1,3c 

25 500 5,8 3,4 3,8 1,8 14,8±0,83d 

50 500 5,6 3,8 4,2 3 16,6±0,54e 

Kontrol- 48 saat 500 3 2,8 3,2 2,6 11,6±0,54a 

MMS-10  500 5 4,6 6,8 4,2 20,6±0,89b 

12,5 500 4,4 4 2,6 2,8 13,8±0,83c 

25 500 5,4 4,2 3,4 2,4 15,4±0,54d 

50 500 5,4 4 5,2 2,2 16,8±0,83e 

Kontrol-72 saat 500 3,2 3,4 3,2 2 11,8±0,44a 

MMS-10  500 5,8 4,2 5,4 4,2 19,6±0,54b 

12,5 500 4,4 3,4 5 1,8 14,6±0,89c 

25 500 5,6 3,8 2,6 3,6 15,6±0,89d 

50 500 6 4,4 4,6 2,2 17,2±0,83e 

Kontrol- 96 saat 500 5,6 2,2 3,8 2,4 14±0,7a 

MMS-10  500 6,4 5,4 4,2 4,8 20,8±0,83b 

12,5 500 4,6 3,8 5 2,4 15,8±0,83c 

25 500 5,4 5,4 2,8 2,6 16,2±0,44c 

50 500 6,6 4,8 4,2 2 17,6±0,54d 
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Resim 5.2. 2-KF’ye maruz bırakılmış A. cepa kök hücrelerinde görülen anafaz-telofaz 

anormallikleri a: Bozulmuş anafaz-telofaz, b: Kalgın kromozom, c: Yapışkanlık, d: Anafaz 

köprüsü 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 

c d 
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5.4. Allium Komet Testine Ait Bulgular 

 

  2-KF’nin A.cepa kök meristematik hücreleri üzerinde oluşturduğu DNA hasarı 24-

96 saat arasında Komet testi ile tespit edilmiştir (Çizelge 5.4). 2-KF’nin uygulanan bütün 

dozları DNA hasarını kontrol grubuna göre istatistiksel olarak arttırmıştır ve bu artışlar doza 

bağımlı bulunmuştur (24 saat için r=0,957 p=0,01; 48 saat için r=0,952 p=0,01; 72 saat için 

r=0,976 p=0,01 ve 96 saat için r=0,956 p=0,01). 2-KF’nin oluşturduğu en yüksek hasar 

değeri 50 ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasında (165±2) ve en düşük hasar değeri 12,5 

ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasında (43±2) rastlanılmıştır. 2-KF’nin 50 ppm’lik 

uygulaması hariç diğer dozlarda süreye bağlı olarak DNA hasarında artış gözlemlenmiştir.  

  

Çizelge 5.4. 2-KF’nin A. cepa kök meristematik hücrelerinde Komet testi ile DNA 

hasarının tespiti 

 

Uygulama 

 

Konsantrasyon                 

(ppm) 

DNA Hasarı (Arbitrary Unit)* 

Ortalama ± Standart sapma 

24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 

Kontrol - 18,67±1,53a 19,67±1,53a 19±1a 19,33±1,53a 

MMS 10  169,67±1,15b 161,33±1,53b 168,33±1,15b 165,67±2,08b 

 

2-Klorofenol 

12,5 43±2c 65,33±2,08c 96,33±2,08c 115,67±2,89c 

25  135,67±2,52d 141±1d 143,33±2,52d 152,33±0,58d 

50 164,33±1,53e 162,67±1,15b 165±2b 164±1b 

*Sütunlardaki farklı harfler p< 0,05 düzeyinde önemli (Duncan çoklu dağılım testi)  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER  

 

 

 

 

Pestisit ve boya maddelerinin ara ürünü ya da biyosit olarak kullanılan klorofenoller, 

endüstriyel atıklar ve yaşadığımız çevrede bulunan kirleticilerden sadece bir grubu temsil 

etmektedir. Bu toksik bileşiklerin su içerisinde kısmen çözünmelerinden dolayı nehir, göl ve 

diğer sucul alanlarda sıkça rastlanmaktadır [155]. Suda yaşayan organizmalara ve insanlara 

karşı potansiyel toksik etkileri nedeniyle, bunların birçoğu USEPA ve Avrupa Çevre Ajansı 

tarafından öncelikli kirleticiler olarak kabul edilmektedir [27,156,157].  

Birçok bitki türü (Crepis capillaris, Hordeum vulgare, Pisum sativum, Tradescantia 

sp., Vicia faba, Zea mays, Lycopersicum aesculentum, Arabidopsis thaliana ve Allium cepa) 

kimyasalların sitotoksik etkilerini belirmek için sıkça tercih edilmektedir. Bu test 

sistemlerinden biri olan Allium testi ilk defa 1938 yılında Levan tarafından kolşisin etkisini 

belirlemek amacıyla kullanılmıştır [135]. Daha sonraki yıllarda bu temel test sistemine 

belirli modifikasyonlar yapılarak kullanım alanı geliştirilmiştir [9]. Bu test sisteminde 

büyüme, EC50 gibi makroskobik parametreler, büyük ve az olan kromozom sayıları ile c-

mitoz, kalgın kromozom, yapışkanlık gibi aberasyonların gözlenebildiği mikroskobik 

parametreler çok kolay bir şekilde değerlendirilebilmektedir. Ayrıca bu testin sonuçları diğer 

test sistemleriyle iyi bir korelasyon göstermektedir [9,158-170]. 

Bu çalışma ile 2-KF’nin A. cepa kök ucu meristem hücrelerine olan sitotoksik etkileri 

Allium testi belirlenmiştir. Allium kök büyüme inhibisyon testi kullanılarak 2-KF'nin EC50 

değeri yaklaşık 25 ppm (%54,67) olarak bulunmuştur. 2-KF’nin bütün konsantrasyonları 

ortalama kök uzamasını istatistiksel olarak azaltmış ve bunun yanında kök büyüme 

değerlerinde doza bağlı bir azalma görülmüştür (r=-0,975 p=0,01). Genel olarak, kök 

büyümesinin engellenmesi apikal meristematik aktivite [171] ve farklılaşma esnasında hücre 

uzamasıyla alakalıdır [172]. 2-KF, Daucus carota L., Ipomoea batatas L. ve Solanum 

aviculare'nin [173] tüylü kök kültürlerinde büyüme indeksini ve aynı zamanda insan diş eti 

fibroblastlarında da hücre canlılığını önemli ölçüde azaltmıştır [174]. Literatürdeki benzer 

çalışmalarda 2-KF'nin EC50 değerleri Microtox® Vibrio fischeri testi ile 16±1,0 μg/mL [175] 

ve 16,1 μg/mL [176], ToxAlert10® ve LUMIStox® Vibrio fischeri testi ile 27,2 ve 18 μg/mL 
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olarak belirlenmiştir [176]. 2-KF'nin Cucumis sativus L., Lactuca sativa L., Panicum 

miliaceum için IC50 değerleri sırasıyla 75, 150 ve 60 mg/L olarak bulunmuş [177] ve yapılan 

başka bir çalışmada Dunaliella tertiolecta için IC50 değeri 48, 72 ve 96 saat süre ile sırasıyla 

46,5, 58,6 ve 62,4 mg/L olarak tespit edilmiştir [178]. Aruoja ve arkadaşları [179] tarafından 

Pseudokirchneriella subcapitata 72 saatte büyüme inhibisyonu testi sonucunda EC50 değeri 

69,5 mg/L, 15 dk Vibrio fischeri lüminesans inhibisyon testi ile 51,8 mg/L olarak 

bulunmuştur. Ousaa ve arkadaşları [180] tarafından Tetrahymena pyriformis’de 2-KF’nin 

pIC50 değeri 0,183 μM olarak bulunmuştur. E. coli DH5α ve 2 saat süreyle inkübasyondan 

sonra izole edilmiş sıçan hepatositleri için 2-KF'nin LD50'si sırasıyla 700 μM ve 1x10-3 M 

olarak [181,182] ve genetik mühendisliği tarafından yapılmış olan DPD2540 E. coli suşu 

üzerinde 2-KF'nin EC20'si 1,5 mM olarak tespit edilmiştir [183]. 

2-KF’nin yaklaşık olarak bulunan EC50 değerinin sonunda uygulama dozlarını 

belirlemek için EC50 değerinin, 2xEC50, EC50 ve 1/2xEC50 değerleri kullanılmıştır. Buna 

bağlı olarak 2-KF’nin 50, 25 ve 12,5 ppm’lik konsantrasyonları kullanılmıştır. Saf su negatif 

kontrol grubu, MMS’de pozitif kontrol grubu olarak kullanılmıştır. A. cepa hücre siklusunu 

24 saat içerisinde tamamladığı için uygulama süresi 24-96 saat olarak seçilmiştir [156,169]. 

Literatürde çalışmamıza benzer şekilde 24, 48, 72 ve 96 saat [13,166] uygulama süresi ile 

yapılan çalışmaların bulunmasının yanı sıra 72 saat [184], 24, 48 ve 72 saat [185-187], 4 saat 

[188,189], 6, 12 ve 24 saat [190], 24 ve 96 saat [191] ve 2 saat [192] gibi farklı uygulama 

sürelerine göre yapılmış çalışmalar da bulunmaktadır.  

2-KF'nin tüm konsantrasyonları 24-96 saat boyunca A. cepa kök meristematik 

hücrelerinde MI'yı hafif derecede azaltmıştır. Ancak azalan değerlerden 96 saatlik 

uygulamanın 25 ve 50 ppm’lik derişimleri ve 48 saatlik uygulamanın 12,5 pmm ve 50 

ppm’lik derişimleri istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 2-KF, hücre ölümünden ziyade 

hücre çoğalmasını inhibe etmiş olabilir. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 96 saatte 

telofaz indeksi ve 72 saatte metafaz indeksinin istatistiksel olarak arttırmış ve 96 saatte 

profaz indeksini önemli derecede azaltmıştır. MI'da artış veya azalma, çevresel biyo-izleme 

çalışmalarında sitotoksisitenin bir parametresi olarak kullanılmaktadır [193]. DNA 

onarımının yapılması için gerekli olan sürenin azalmasından dolayı hücre sayısında artma 

yaşanabilir [161].  

İncelenen maddenin hücreler üzerindeki mitotik indeks oranını düşürmesi maddenin 

mitodepresif e tki yarattığını ortaya koymaktadır. Madde, interfaz evresine giren hücre 



49 

 

yoğunluğunu azaltıp hücre döngüsünün olağan mekanizmasına zarar vermektedir [151]. 

Mitotik aktivite üzerindeki azalma S evresinde oluşan DNA sentezinin bloke edilmesiyle de 

oluşmaktadır [194]. Hücre siklusunun inhibisyonu ile DNA sentezine spesifik olan DNA 

polimeraz ve çeşitli işlevler için gerekli olan çoğu enzim proteinlerin incelenen maddeye 

hedef olması ile engellenmektedir. Bu olay antimitotik etki şeklinde yorumlanmaktadır [159, 

195]. Mitotik indeksin azalmasındaki diğer bir neden olarakta ATP’nin azalması ve enerji 

üretiminin engellenmesi gösterilebilmektedir [196]. 

Sonuçlarımıza benzer bir şekilde, 2-KF’nin 5 ppm’lik dozuna 1 gün boyunca maruz 

kalan A. cepa meristematik hücreler üzerindeki etkiye bakıldığında MI değerinin düştüğü 

tespit edilmiştir [197]. Aynı zamanda yapılan bir başka çalışma da 2-KF in vitro insan 

lenfositlerinde sitotoksik etki göstermiştir [175]. Profaz indeksinin genel olarak azalması (24 

saat 50 ppm hariç), 2-KF'nin interfaz aşamasındaki hücrelerin profaza girmesini önleyerek 

mitoz başlamasını engellemesinin bir sonucu olabilir [198].  

Çizelge 5.3 2-KF etkisi ile A. cepa kök meristem hücreleri üzerinde meydana gelen 

anafaz-telofaz bozukluklarının (bozulmuş anafaz-telofaz, kalgın kromozom, yapışkanlık ve 

anafaz köprüsü) sonuçlarını özetlemektedir. Toplam KA'larda, 24 saat (r=0,877 p=0,01), 48 

saat (r=0,876 p=0,01), 72 saat (r=0,8 p=0,01) ve 96 saat (r=0,768 p=0,01) için doza ve 

zamana bağlı bir artış gözlemlenmiş ve bu artış 2-KF'nin tüm konsantrasyonlarında 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Farklı doz ve saatlerdeki toplam KA’lar, MMS’de 

oluşan toplam KA’lardan daha düşük seviyede gözlemlenmiştir. 2-KF'nin etkilediği A. cepa 

kök meristem hücrelerinde en fazla görülen anormallik olan bozulmuş anafaz telofaz 50 

ppm’lik konsantrasyonun 96 saatlik uygulama süresinde (%6,6), en az görülen anormallik 

ise anafaz köprüsü olup 12,5 ppm’lik konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasında (% 1,2) 

tespit edilmiştir. 

Bozulmuş anafaz-telofaz ve kalgın kromozom, kutuplara doğru hareket eden 

kromozomların başarısız olması, iğ yapısının deformasyonundan ya da bozulmuş 

mikrotübüllerden kaynaklanabilir [199-202]. Ayrıca asentrik parçaların veya 

kromozomların kutuplara hareket etmesiyle oluşan kalgın kromozomlar MN oluşumuna da 

sebep olabilmektedir [152].  

2-KF’nin meydana getirdiği anormalliklerden biri olan anafaz köprüsü en çok 72 

saatlik uygulama süresinin 25 ppm’lik konsantrasyonunda (%3,6) tespit edilmiştir. Anafaz 

köprüleri, kullanılan kimyasal maddelerin klastojenik etkisi sonucu kromozomların 
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kırılması ya da füzyonu, eşit olmayan kromatid değişimi, disentrik kromozomdan dolayı, 

replikasyon enzimlerinin aktivasyonunun değiştirilmesinden veya yapışkanlıktan dolayı 

oluşabilir [203,204].  

Diğer bir anormallik olan yapışkanlık ise en çok 48 saat uygulama süresinin 50 

ppm’lik konsantrasyonunda (%5,2) meydana gelmiştir. Genellikle kromozomlar üzerinde 

geri dönüşümsüz etkiye sebep olan yapışkanlık ise, artan kromozom kısalması ve 

yoğunlaşması, muhtemelen DNA'nın depolimerizasyonu ve nükleoproteinlerin kısmi 

çözünmesinden veya kromatin liflerinin ekstra kromozomal ile iç içe geçmesinden 

kaynaklanabilir [190,205-207]. Kromozomlarda yapışkanlık; DNA-DNA veya DNA-

protein çapraz bağlanmalarına neden olur [208].  Aynı zamanda yapışkanlık, test edilen 

bileşiğin toksik olduğunun göstergesi olmakla beraber bu anormalliğin hücre ölümüne neden 

olduğu da düşünülmektedir [9,209]. 

2-KF’nin, insan lenfositleri ve Carassius auratus eritrositlerinde yapılan bir 

araştırmada doza bağlı bir artışın mikronükleus frekansını indüklediği gözlemlenmiştir 

[175]. Aynı zamanda Önfelt [210] 2-KF'nin Çin hamster V79 hücrelerinde c-mitoz ve 

anöploidiyi indüklediğini göstermiştir. Morita ve arkadaşlarının [211] in vitro Çin hamster 

akciğer hücrelerinde yapmış olduğu çalışmaya göre 2-KF, karsinojenisiteye neden 

olmaksızın KA’ yı indüklemiştir. 2-KF, S9 karışımı olan ve olmayan ortamda 6 saatlik kısa 

süreli tedaviden sonra Çin hamster akciğer hücrelerinde yapısal KA’ları indüklemiştir [212]. 

Bizim sonuçlarımızdan farklı olarak, 2-KF testislerdeki ve kemik iliği hücrelerindeki KKD 

frekansını [213], kemik iliği hücrelerinde ise MN frekansını arttırmamıştır [214].  

Bu araştırma kapsamında, 2-KF’nin genotoksik etkileri Komet Testi ile belirlenmesi 

hedeflenmiştir. Günümüzde bireysel hücrelerde DNA hasar ve tamirini belirleyebilmek için 

kullanılan bir yöntem olan Komet testi basit, çok yönlü, hızlı, görsel, maliyeti düşük, 

hassastır [148,150]. DNA çapraz bağlantıları (örneğin, timidin dimerleri) ve oksidatif DNA 

hasarı gibi diğer bazı DNA hasar lezyonları, spesifik DNA tamir enzimleri ve lezyon-

spesifik antikorları kullanılarak Komet testi ile belirlenebilir. Allium testinden farklı olarak 

A. cepa meristematik kök hücreleri aynı zamanda Komet testinde de kullanılmaktadır 

[16,17,166,215-219]. Bütün bu avantajlar göz önüne alındığında çalışmamızda Komet testi 

uygulanmış ve sağlıklı veriler elde edilmiştir. 

A. cepa kök meristematik hücreleri üzerinde 2-KF'nin DNA hasarı Komet testi ile 

24-96 saat arasında değerlendirilmiştir (Çizelge 5.4). 2-KF ile muamele edilen hücreler, 
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negatif kontrol ile karşılaştırıldığında 24 saat (r=0,957 p=0,01), 48 saat (r=0,952 p=0,01), 72 

saat (r=0,976 p=0,01) ve 96 saat (r=0,956 p=0,01) boyunca önemli derecede doz bağımlı bir 

şekilde DNA hasarı göstermiştir. 2-KF’nin oluşturduğu en yüksek DNA hasar değeri 50 

ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasında (165±2) ve en düşük DNA hasar değeri 12,5 

ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasında (43±2) elde edilmiştir. 50 ppm'deki DNA hasarı, 

pozitif kontrol olan MMS’ye yakın bulunmuştur. 2-KF'nin neden olduğu oksidatif strese 

bağlı olarak, Carassius auratus'ta doza bağımlı reaktif oksijen türleri (ROS), süperoksit 

dismutaz ve katalaz üretimi 2-KF'ye maruz kaldıktan sonra artmıştır [220-222]. 2-KF ayrıca 

insan diş eti fibroblastlarında DNA çift iplik zincir kırılmalarını indüklemiştir [174].  

Sonuç olarak, 2-KF A. cepa kök meristem hücreleri üzerinde sitotoksik aktivitesi 

nedeniyle mitotik indekste çok az bir azalmaya neden olmakla beraber KA'larda ve DNA 

hasarında artışa neden olarak genotoksik etkiye sebep olduğu belirlenmiştir. Birçok 

endüstriyel alanda direkt üretimde ya da yan ürün olarak kullanılan 2-KF’nin dikkatli bir 

şekilde uygun dozlarda kullanılması aynı zamanda farklı moleküler test sistemleri ile de 

araştırılması gerektiği düşünülmektedir. 
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