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OZET

Organik kirleticilerden biri olan 2-Klorofenol (2-KF) yiiksek klorlu bilesiklerin sentezinde,
bazi boyalarda, koruyucularda, herbisitlerde, fungusitlerde ve plastiklerin sentezinde ara
iriin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, 2-KF’nin sitotoksik ve genotoksik etkileri
Allium cepa kok meristematik hiicrelerinde kok biiyiimesi, mitotik indeks (MI), kromozomal
anormallik (KA)’ler ve DNA hasari iizerindeki etkileri Allium anafaz-telofaz ve Komet
testleri kullanilarak arastirilmistir. 2-KF’ nin ECso degeri Allium kok biiylimesini engelleme
testi ile yaklasik olarak 25 ppm belirlenmistir. 2-KF’nin ti¢ konsantrasyonu (12,5, 25 ve 50
ppm), saf su (negatif kontrol) ve metil metan siilfonat (MMS, 10 ppm, pozitif kontrol) sogan
kok hiicrelerine farkli zamanlarda (24, 48, 72 ve 96 saat) uygulanmistir. 2-KF’nin tiim
konsantrasyonlar1 mitotik indekste (MI) hafif bir sekilde azalmaya neden olmustur. 2-KF
toplam KA’lar1 (bozulmus anafaz telofaz, kalgin kromozom, yapigskanlik ve anafaz kopriisii)
ve DNA hasarimi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak arttirmistir. Bu sonuglar 2-KF’nin
A. cepa kok meristematik hiicreleri iizerinde genotoksik etki olusturdugunu ortaya

koymustur.
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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. ECso 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 Mls. 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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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRIS

2-Klorofenol (2-KF), klorlu organik kirleticilerin bir sinifi olup ahsap koruyucular,
fungusitler, pestisitler, plastikler ve bazi boyalarin sentezinde ara {iriin olarak kullanilir [1-
4]. Oncelikli organik kirleticiler listesinde yer alan 2-KF, fenollerin klorlanmastyla olusan
bir dezenfeksiyon yan iirlinli, fenoksi herbisitlerinin degradasyon f{iriinii ya da fenolik
asitlerle hipokloridin reaksiyonunun sonucu olarak igme suyu, endiistriyel atiksular, ylizey
ve yeralt1 sulari ile topraklarda da tespit edilmistir [5-7]. 2-KF'nin igme suyundaki
konsantrasyonu 0,04 ppm'den fazla olmamalidir [8].

Cesitli kimyasallarin, su 6rneklerinin ve ekstraktlarin genotoksik etkileri hayvansal,
bakteriyel ve bitkisel test sistemleri ile saptanabilmektedir. Bunlardan elde edilen sonuglar
materyalin  genotoksisitesine iliskin bilgiler vermektedir. Sitogenetik bitki test
sistemlerinden biri olan Allium testi, kimyasallarin ve ¢evresel numunelerin hizli bir sekilde
taranmasi, toksisite ve genotoksisiteyi degerlendirmede hassas, basit ve ekonomik
olmasindan dolay1 ¢ok tercih edilmektedir. Ayrica Birlesmis Milletler Cevre Programu,
Diinya Saglik Orgiitii ve Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan da
onaylanmustir. Bu test sisteminde makroskobik (ECso biiyiime) ve mikroskobik parametreler
(bliylik, kararli kromozom sayisi ve c-mitoz, adezyonlar, kromozomal kiriklar1 gibi
aberasyonlar) kolaylikla degerlendirilebilir. Allium testi sonuglar1 diger biyolojik test
sistemleri ile de iyi korelasyon gostermektedir [9-15].

Yiiksek yapili bitkilerdeki Komet testi, basit, duyarli, nispeten diisiik maliyetli olmas1
ve az sayida hiicreden giiclii sonuglar elde edilebilmesinden dolayr kimyasal(lar)in
genotoksisitesinin tespiti ve analizinde tek bir hiicredeki DNA hasarinin belirlenmesi igin
gelistirilmis iyi bir tekniktir. Allium testindeki mitozdan bagimsiz olarak A. cepa kok
meristem hiicreleri Komet testi ile DNA hasarini tespit etmek igin kullanilmaktadir [16-22].

Bu calismada ile 2-Klorofenol’iin A. cepa kok ucu meristem hiicrelerine olan

sitogenetik ve genotoksik etkileri Allium ana-telofaz ve Komet testi ile arastirtlmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Organik Kirleticiler

Yirminci yiizyilin en 6nemli sorunlarindan biri olan kirlilik, ekosistemde zararlara ve
diizensizliklere sebep olarak canlilarin olumsuz etkilenebilecegi kirleticilerin, ¢cevreye girisi
ve dogal yasam alanlarinda fazla miktarda birikmesiyle tanimlanabilir. Diinya niifusunun
hizla artmasi, endiistrideki ilerleme ve kentsel yasamla birlikte artan cevre kirliligi,
endiistrideki hizli degisimle beraber ortama salinan Kirleticilerin oranini ve gesidini de
zamanla arttirmakta dolayisiyla bu da dogal yasami tehdit etmektedir. Cevre kirliligi canli
organizmalara ve lizerinde yasadigi ¢evreye dolayl ya da dogrudan zarar veren organik veya
inorganik durumdaki kirletici maddelerin toprak, su ve havaya karigsmasi seklinde
tanimlanabilir [23].

Organik ve inorganik yapidaki bilesiklerin biiyiik bir ¢evresel probleme neden
olmasindaki 6nemli pay ise insan aktivitelerinin sonucuna dayanmaktadir. Karsinojen,
mutajen, toksik ve/veya kalic1 6zellikteki kirleticiler sadece ¢evreyi degil beraberinde insan
sagligini ve tarimsal verimliligi de tehdit etmektedir. Bunlara halojenli hidrokarbonlar,
toplam petrol hidrokarbonlar (TPH), polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), metaller ve
solventler 6rnek olarak gosterilebilir [24]. Bunlarin yaninda poliklorlu bifeniller (PCB),
klorlu fenoller (CP) ve organoklorlu pestisitlerde (OCP) suni bir sekilde olusturulan ve
toplumdaki giinliik aktiviteler sonucu ortaya ¢ikan organik bilesiklerdir. Amerika Cevre
Koruma Teskilati (USEPA) tarafindan organik kirleticiler grubuna dahil edilen PAH, PCB
ve CP gibi bilesikler, kanserojen olmalar1 ve viicutta birikmelerinden dolay1 ¢evre ve insan
saglig1 acisindan 6nemli bir tehlike olusturmaktadir [25]. Kirleticiler bir kez sulu sistemlere
girdikten sonra, besin zincirini yukar1 kaldirarak daha yiiksek besin basamaklarinda ve hatta

insanlarda beklenmedik etkilere neden olabilmektedir [26-28].



2.1.1. Fenol ve Fenol Bilesikleri

80’li yillarin ardindan diinya iizerinde endiistrinin degisimi ve ilerlemesinin hizli bir
sekilde olmasinin zararli etkilerine dikkat edilmemistir. Endiistrideki bu ilerlemeyle beraber
birinci sirada yer alan iiretimin ¢evreye yaymis oldugu kirleticilerle, canlilar ve dogal yagam
tizerindeki etkileri diistiniilmemistir. Endiistriyel atiklardaki hizli yiikselisten sonra pek ¢ok
atik ¢esidinde doygunluga ulasilmis ve etkileri goriilmeye baslanmistir. Fenol ve fenol
tirevleri insan sagligini tehdit edici potansiyele sahip olduklart igin tehlikeli kirletici
smifinda yer alirlar [29].

1867 yilinda ilk kez cerrahi uygulama {iizerinde dezenfektan olarak kullanilan
fenoller, su i¢erisinde rastlanan ¢ok diistik dozlar1 bile tat ve koku sorunu olusturdugu, buna
karsilik yliksek dozlarda ise toplum saglig1 ve dogal yasam i¢in ciddi toksik etkileri bulunan
organik bilesiklerdir. Diger organik bilesikler ile karsilastirildiginda daha polar yapiya sahip
olan fenoller sulu ortamda ng-pg/L diizeylerinde belirlenebilmektedir [30,31]. Fenol

bilesiginin baz1 kimyasal ve fiziksel 6zellikleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Fenol'iin baz1 kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [32]

Kimyasal adi Fenol (CeHsOH)
OH
Molekiil yapisi ©
Molekiil agirhgi, g/mol 9411
Yogunlugu, g/cm? 1,07
Coziiniirliik (20 C) 8,3 9/100 mL
Erime Noktasi, 'C 40,5
Kaynama Noktasi, C 181,7
Goriiniim Renksiz/Beyaz kristal

Fenol, dogal ya da antropojenik siireglerle tiretilir. Dogal olarak olusumu, bazi
yiyeceklerde, insan ve hayvan atiklarinda, organik maddelerin ¢iiriimesi sonucu ve aromatik
amino asitlerin metabolizmasinda midede iiretilir. Buna ek olarak fenol aromatik bir bilesik
olup, endiistriyel, evsel ve tarimsal atik sularin ¢ogunda bulunur ve genis bir kullanim

alanina sahiptir. Basit molekiiler yapiya sahiptir. Sulu ¢ozeltilere kolay karisir ve endiistriyel



atik sularda bulunan organik Kirleticilerden birisidir. Fenol ve fenol bilesikleri; petrokimya,
boya, boya ¢oziicii, kok, katran, kagit hamuru ve kagit agartma (kagit tirctiminde ligninin
ayrigmasi sonucu), ilag, kauguk, plastik, ¢oziicii, herbisit, pestisit, dezenfektan, antioksidan,
tekstil ve kimya endiistrileri, seramik tesisleri, yag rafinerisi, yemek tesisleri, ¢elik tiretimi,
fenolik regineler, gazifikasyon, yalitima ve yiiksek siirtinmeye dayanikli malzeme iiretimi
gibi endiistriyel alanlarda sik¢a kullanilmaktadir [33-52]. Fenoller yiiksek sicaklikta daha
cabuk ayrigirlar, sicaklik arttikga suda daha az goziikiirler. Ornegin Finlandiya’da yeralt:
suyu sicakligi 10C’nin altinda olup fenoliin bu ortamda biyolojik olarak ayrismasi zordur
[53].

Cizelge 2.2°de de goriildiigii gibi fenoller pek ¢ok endiistriyel kaynakta bulunan ve

uzaklastirilmasi zor olan bir kirleticidir.

Cizelge 2.2. Endiistriyel atik sularinda bulunan fenol miktarlar1 [54]

Fenol Derisimi

Endiistriyel Kaynak

ppm
Petrol Rafinerisi 40-185
Petrokimya 200-1220
Tekstil 100-150
Deri 4,4-5,5
Komiir Doniistimii 1700-7000
Pisirme Firinlar1 (defenolizasyonsuz) 600-3900
Plastik Sanayi 3-10
Celik Sanayi 5,6-9,1
Odun Sanayi 50-953
Fenolik regine tiretimi 1600
Seker pancar1 ve kagit sanayi 22
Boya Sanayi 11
Fiberglass imalati 40-2564

Fenollii bilesikler, igme ve kullanim sularinda bulunmasi halinde kétii tat verir ve

icilmesi durumunda ciddi bobrek bozukluklarna ve hatta ¢liimlere neden olabilmektedir



[46,55]. Fenoller yiiksek reaktivitesi, zayif biyolojik ayrigabilirligi ve sudaki iyi ¢oziintirligii
ile ¢evre igin ciddi bir sorun olusturmaktadir [45]. Ayn1 zamanda Avrupa Birligi’nde de
fenol oncelikli kirleticiler listesindedir ve igme sularinda maksimum toplam fenol
konsantrasyonu (80/778/EC) 0,5 nug/I’den, bireysel fenol konsantrasyonu da 0,1 pg/I’den az
olmalidir. Krezol, nitrofenol ve klorofenol gibi cogu fenol bilesigi dogal sularda 1 ppb’den

daha diisiik konsantrasyonlarda bulunmalidir. [33,36,39,46].
2.1.1.1. Klorofenoller

Benzen halkasina bagli, yapisinda bir veya birden fazla klor bulunduran
klorofenoller, zayif asitlik derecesine sahip, renksiz, toksik ve fenol yapisindaki organik
bilesiklerdir [55,56]. Baslica klorofenoller pentaklorofenol (PKF), tetraklorofenol (TeKF),
triklorofenol (TKF), diklorofenol (DKF) ve klorofenoldiir (KF) [57].

Klor atomunun, fenol kokiine baglanmasiyla 19 ayr1 KF bilesigi elde
edilebilmektedir. 2-KF disinda diger tiim KF bilesikleri oda sicakliginda kati halde
bulunurlar. KF’ler oldukca keskin bir kokuya sahiptirler ve ppb gibi oldukca diisiik
konsantrasyonlarda dahi sularda (6zellikle igme sularinda) istenmeyen kokulara sebep

olurlar. Bazi KF bilesiklerinin kimyasal yapilar1 Cizelge 2.3’te belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Baz1 KF bilesiklerinin kimyasal yapilar1 [58]

H H Cl OH
Cl i OH ClI of
Cl c “ “
Cl Cl Cl
2-Klorofenol 2-4 Diklorofenol 2-4-6 Triklorofenol Pentaklorofenol
(2-KF) (2,4-DKF) (2,4,6-TKF) (PKF)

KF’ler genelde pestisit ve antiseptik olarak kullanilmakla birlikte, sogutucu, kagit
endiistrisi, klorlu agarticilar, deri, yangin geciktirici, boya, ¢oziicii, herbisit, fungisit ve tahta
koruyucu olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [42,54,56,57,59-65]. Klorofenollerin



endiistriyel alanlarda yogun bir sekilde kullanilmalari nedeniyle yeralti ve yiizeysel sularda
degisik konsantrasyonlarda klorofenol kirliligi olusturmaktadir [44].

2-KF ve 4-KF bilesikleri, evlerde, hastanelerde dezenfektan madde olarak yaygin bir
sekilde kullaniimaktadir. Bunun yaninda, monoklorofenoller, daha yiiksek klor atomu igeren
fenollerin tiretiminde baslangi¢c maddesi olarak da kullanilmaktadir [66]. 2,4-DKF ve 2,4,5-
TKF, 2,4-diklorofenoksiasit ve 6zellikle herbisitlerin ara kimyasal iiriiniidiir. Klorofenoller
hem aerobik hem de anaerobik metabolizmalarda besin olarak kullanilabilir [57].

Bu bilesikler dogada yavas ayristiklari igin ¢evredeki miktarlar1 zamanla artmaktadir
[63]. Klorlu aromatik bilesikler, onemli diizeylerde olusturulmalari, ayrismaya karsi
dayanikli olmalari, toksik olmalari, sediment ve ¢evre ilizerinde birikmeleri gibi sebeplerden
otiirti gevresel Kirleticilerinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Y1l boyunca binlerce tonda
tiretilen klorlu fenoller ve tiirevleri tarimda degerlendirildikleri i¢in ekolojik ortama girip
birikmektedirler. Ayn1 zamanda, kaza ile olan dokiilmeler, kirlenmis topraklardan sizan
sular, depolama tanklarinin elverisli sekillerde temizlenmemesi, pestisitlerin bulundugu
alanlardan sizint1 olmasi ve iiretim bolgelerindeki atiklarin bosaltilmasi da Kirlilik sebepleri
arasinda yer almaktadir [61,63].

Renksiz kristal seklinde olan saf PKF tutusmayan kati formdadir ve kolayca
buharlasmaz. Saf olmayan PKF ise, genellikle tehlikeli madde formunda, koyu gri tanecikli
toz ya da parcacik halindedir. PKF’nin iki formu mevcuttur: Non polar suda kolayca
¢oziinlirken diger fenoller suda kolayca ¢6ziinmez. Polar formlu PKF alkolde serbestce
¢Oziiliir, benzen ve az miktarda soguk petrol kdkenlilerle de ¢oziinebilir. PKF ayn1 zamanda
insanlarda yiiksek ates, asir1 terleme ve zor nefes almaya neden olmaktadir. Viicut sicakligini
tehlikeli seviyelere cikarabilir, doku ve organlarda cesitli yaralara ve olimlere sebep
olabilmektedir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansina (IARC) gore PKF insanlar i¢in
kanserojenik etki gostermektedir. Yiiksek dozda PKF baliklarda akciger ve bobrekiistii bezi
ve genizde timor olusumlarini arttirmakla beraber laboratuvar hayvanlarinda tiroit ve tireme

sistemi tizerinde zararl etkiler olusturmustur [67].



2-Klorofenol

2-KF fungisit, dezenfektan, antiseptik gibi daha yiiksek klorofenollii bazi
kimyasallarin tiretiminde kullanilmak {izere ticari olarak iiretilen, ayn1 zamanda komiirden
stilfiir ile nitrojen bilesiklerini ayirmada kullanilabilen bir ara tirtindiir. Gidalarin 2-KF ile
kirlenmesi, toprak, hayvan, bitki ve su kaynaklar1 yoluyla ger¢eklesmektedir ve bu kirliligin
dolayli oldugu bilinmektedir. Cogunlukla bu durum phenoksialkanoik herbisit kullaniminin
sonucu olabilmektedir [68]. igme sularma kadar girebilen klorofenollerden biri olan 2-KF
icin giivenli igme suyu standardi aylik ortalama 39 mg/ L'dir [8]. 2-KF’nin birtakim
ozellikleri Cizelge 2.4 te belirtilmistir.

Cizelge 2.4. 2-KF’nin fiziksel ve kimyasal baz1 6zellikleri [69]

Kimyasal ad1 %C_:};_I'ig:ge)n ol

OH

Cl

Molekiil yapisi
Molekiil agirhgi, g/mol 128,56
Yogunlugu, g/cm® (20TC) 1,2634
Erime Sicakhgi, C 9,4
Kaynama Sicakhgi, C 174,9
Buhar Basinci 0,308 kPa
Asitlik Derecesi (pKa) 8,56

Goriiniim

Benzer aromatik hidrokarbonlar

Renksiz/Sivi form

Fenol/Benzen/Klorobenzen




3. GENEL BILGILER

3.1. Mitoz Boliinme

Birbirini izleyen makro molekiiler diizeydeki biyokimyasal olaylar hiicre boliinmesi
olarak tanimlanmaktadir. Hiicre boliinmesi ile beraber diizenli olarak biiyiimekte ve
cogalmakta olan hiicreler canlilarin gelismeleri ile birbirlerine baghdir [70]. Cok
hiicrelilerde ve tek hiicrelilerde boliinme sekilleri farklilik gostermekte tek hiicreli canlilarda
genellikle amitoz boliinme gerceklesirken, ¢ok hiicrelilerde ise mitoz ve mayoz boliinme
seklinde gerceklesmektedir. Tek hiicreli canlilar mitoz boliinme ile birlikte birbirine tipatip
benzeyen bireyler olustururken, ¢ok hiicreli canlilarda ise mitoz boliinme yeni bir organizma
olusumunda, biiylime ve gelismesinde hasar goren boliimlerin yenilenmesinde ve cesitli
organlarin meydana gelmesinde rol oynar [71].

Mitoz boliinme de DNA kendini yari korunumlu esleyerek kromozom sayisi
korunmus olur. Okaryotik hiicre, boliinme olmadig1 zaman niikleus igerisindeki DNA,
kromatin adi verilen esnek ve ince DNA-protein yapisini olusturur. Hiicre ne zaman
boliinmeye girerse kromatin yapisi kisalip kalinlasarak kromozomlar1 meydana getirir. Bir
hiicre boliinmesinin bitisi ile diger hiicre boliinmesinin baglangici arasinda dinlenme evresi
olarak adlandirilan, metabolik faaliyetlerin yogun olarak gergeklestigi interfaz evresi
bulunmaktadir.

Hiicre boliinmesi ve biliylimesinde 4 ana safha (Sekil 3.1) vardir:

I. Hiicre boliinmesi ve hiicresel organellerin sayisinda artis olan safha (G1 safthasi)

I. DNA replikasyonu ile birlikte protein sentezinin oldugu satha (S safhasi)

iii. Mitoz béliinmeye hazirlik i¢in gesitli metabolik olaylarin gergeklestigi (G2 sathasi)
Iv. Mitoz ve sitokinezi kapsayan tiim hiicre boliinmesi sathalar1 (M safhasi)

Mitoz hiicre siklusunun yalnizca bir kismin1 olusturmaktadir. Mitozu ve sitokinez
evresini i¢ine alan boliim ise mitotik (M) fazdir. Bu hiicre siklusunun en kisa boliimiidiir.
Hiicrenin biiyiidiigii ve bolinmenin gerceklesmesi i¢in kromozomlarin kopyalarin

olusturdugu interfaz sathasi ise mitotik hiicre boliinmesinden sonraki uzun bir evredir.



Interfaz (Resim 3.1a), Gi, S ve G2 safhalarindan olusmaktadir [71]. Genetik
maddenin replikasyonu interfazin hemen baslangicinda meydana gelmez. Bir 6nceki hiicre
boliinmesinin sonlanmasi ile genetik madde replikasyonu baslamasi arasinda kalan zaman
bosluguna Gi sathasi denir. Bu sathada ribozom ve diger organeller kendi eslerini yapmaya
baslar, protein ve ATP sentezlenmeye baslanir. Ozellikle i§ ipliklerinin olusumunda rol
oynayan proteinler bu safthada hazirlanir. Bu sathada kromozom ve DNA miktar1 2n’dir. G1
evresinden sonra gelen S sathasinda ise, DNA replikasyonu baslar, kromozomlarin esleri
yapilir ve organellerin ikilesmesi de devam eder. Bu saftha sonunda kromozom ve DNA’nin
4n oldugu gériiliir. Interfaz asamasindaki son evre olan G2°de ise baz1 protein sentezleri ile
birlikte hiicre boliinmeye hazirlanir. Hiicre ylizeyinde Gi asamasindakinden daha seyrek
olmak iizere yine kabarciklar ve mikrovilluslar goriiliir. Kromozom ve DNA miktart 4n’dir
[72].

Dokulardaki bir¢gok boliinmeyen hiicre (dinlenme durumundaki fibroblastlar gibi), S
evresinden hemen 6nce, yeteri kadar bliylimemislerse, hiicre siklusunu durdururlar. Boylece
dinlenme durumundaki hiicrelere G, durumunda (veya G, hiicresi) denir. G, birkag¢ giin,

birkag hafta siirebilir hatta hiicre bolinmekten tamamen vazgegebilir [73].

?
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Sekil 3.1. Hiicre siklusu [74]



M Safhasi Olaylan

M safhasi olaylar1 genel olarak 5 evreden olugmaktadir. Profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz safhalari ile baglayan boliinmeyi takip eden son evre ise gercek zamanlama olarak

anafaz sathasinda baslayip boliinmenin sonuna kadar devam eden sitokinez’dir.

Profaz

Profaz evresinde nukleus igerisinde olan kromatinler kromozom halini alirlar. Her
kromozom ise boliinmemis olan sentromerler tarafindan bir arada tutunan kromatid adi
verilen iki iplikten olugmaktadir. Kromozomlar sathanin basinda nukleus icerisinde esit
dagilim gosterirken profazin bitisine yakin nukleus zarina yaklasirlar ve bu sekilde nukleus
merkezi bos kalir. Kromozomlar profaz evresi boyunca hiicre igerisinde belli bir yonelime
sahip degillerdir. Bu yonelimler tizerinde etkisi olan durum ise her bir sentromerin her iki
tarafinda bulunan kinetekorlardir. Profaz sathasi ilerledikge kromozomlar kisalip
kalinlasarak yogunlasirlar. Profazin sonunda ise nukleolus adi verilen ribozomlarin
tiretilmesini saglayan ve her niikleus i¢inde ez an bir tane bulunan bdlgeler git gide kiictiliir

ve kaybolur (Sekil 3.1b) [75].

Metafaz

Metafaz iki asamada aciklanabilir:

a) Prometafaz: Safha nukleus zarinin, niikleus lamina proteinlerinin fosforile olmasi ile
birlikte ortadan kalkmasiyla baslamaktadir. Bu asamada kromozomlar sitoplazma igerisinde
rastgele hareket etmektedir. Tiibiilin protein alt birimlerinden meydana gelen mikrotiibiiller,
kinetokorlara baglanan (mitotik i) mikrotiibiiller ve kinetokorlara baglanmayan (polar-
kutupsal) mikrotiibiiller olarak ikiye ayrilmaktadir. Evre boyunca kromozomlarin hareketini
saglayan ve goc¢iine yardimei olan, sentromerler ile bir araya gelen kinetokorlara baglanan
mitotik ig mikrotiibiilleridir. Polar mikrotiibiillerin ise iki kutup arasina girerek mesafeyi

korudugu diistilmektedir.
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b) Metafaz: Metafaz (Sekil 3.1c) safhasinda kromozomlar ekvatoriyal plakta (metafaz
plaginda) kinetokorlar ve bunlar1 farkli kutuplara baglayan kinetokor mikrotiibiilleri

yardimyla dizilirler [76].

Anafaz

Bu safhada duplike olan ve ayrilmis her bir kromozom, kinetokorlarinin tutundugu
mikrotiibiiller araciligiyla kendilerine karsilik gelen kutba dogru ¢ekilir. Ayrilan
kromozomlardan her bir kardes kromatid ters yonde kutuplara dogru hareket eder. Kardes
kromatid gruplar1 kutuplara ulastiginda ise anafaz safhasi sona ererek telofaz sathasina gegis

baslamis olur (Sekil 3.1d).

Telofaz

Telofaz sathasinda kutuplara gé¢ eden kromozomlar ¢oziiliir ve interfaz hiicrelerde
oldugu gibi heterokromatin ve 6kromatin bigiminde sekillenir. Anafaz esnasinda olusmaya
baslayan nukleus zarinin yeniden yapilmasi i¢in ¢ekirdek laminleri defosforile olmustur.
Yogunlagmis bi¢imde olan kromatinler yayilir, ¢ekirdekcik tekrar belirmeye baslar ve

bdylelikle mitozun sonuna gelinmis olur (Sekil 3.1e).

Sitokinez

Sitokinez evresinde iki yeni hiicrenin olusumu ¢ogunlukla anafaz evresinde baglayan
ayrigma (cleavage) olarak bilinen bir yontem ile gerceklesmektedir. Sitokineze ugrayacak
olan hiicrenin aktivitesi ekvatoriyal diizlem (orta kisim) {izerindeki hiicre zarin1 miyozin ve
aktin flamentlerinin olusturdugu halka ile ig ipliklerinin konumuna dik ve iki yeni ¢ekirdek
arasinda bir inhilal olugu olusturacak sekilde devam eder. Iplige yaklasan oluk gitgide daralir
ve safhanin sonuna dogru bu dar bolge birleserek iki yeni hiicrenin ortaya ¢ikmasini saglar
[77,78].
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e: Telofaz

¢: Metafaz d: Anafaz

a: Interfaz, b: Profaz,

Resim 3.1. Mitoz boliinme safthalari
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3.2. Kromozom Mutasyonlari

Kromozomun biiyiik pargalarini ilgilendiren mutasyonlara kromozom mutasyonlar1 denir.
Kromozom mutasyonlari, kromozom sayisi1 degisimleri ve kromozom yapis1 degisimleri

olmak tizere iki gruba ayrilirlar.

3.2.1. Kromozom Say1 Degisiklikleri

Organizmalarin hem dogal hem de laboratuar populasyonlarinda kendiliginden meydana
gelen kromozom sayisindaki degisimlerdir. Organizmalarin kromozom sayilari cinsten cinse
hatta tlirden tiire degigkenlik gosterir fakat her tiir i¢in sabittir. Kromozomlar bazen mitoz
ve mayoz sirasinda diizenli olarak ayrilmayabilir ve farkli kromozom sayisina sahip hiicreler
olusabilir. Bu sekilde birgok genin oran1 degiseceginden dolayi kalitsal agidan birgok sorun
olusur. Bu olayda kromozomun birpargasi degil tiimii yok olur ya da sayica artar. Oploidi ve

anoploidi olarak 2 sekli vardir [79].

. Oploidi

Bir takimdaki kromozomlarin hepsinin birden sayisinin tam katlar1 seklinde artmasi
veya o kromozom takimmin organizmada tek bir defa bulunmasi olayidir. Oploidi
monoploidi ve poliploidi olarak ikiye ayrilmaktadir [72]. Temel kromozom sayis1 kadar
kromozom igeren bireyler monoploid (n), ti¢ kat1, dort kat1 veya daha fazla iceren bireyler
poliploidi olarak adlandirilir. Bu olay neticesinde triploid (3n), tetraploid (4n), pentaploid
(5n) veya daha fazla sayida kromozom takimina sahip bireyler meydana gelir [80].

Oploidide temel kusur, hiicrede cekirdek béliinmesi oldugu halde sitoplazma
boliinmesinin olmamasidir (endomitoz). Endomitoz durumunda kromozomlar kati kadar
cogalir fakat mitoz bdliinmenin ilk iki evresi (profaz ve metafaz) gergeklestigi halde anafaz
ve telofaz sathasi olmaz hiicre ve sitoplazma boliinmesi (sitokinez) olmaz. Bunun sonucunda
kromozom sayilart her bolinmede kat1 kadar artmig olur [72,81].

Oploidinin icerisinde olan poliploidinin de {ic sekli bulunmaktadir. Bunlar;
Otopoliploidi (Otoploidi), Allopoliploidi (Alloploidi) ve Endopoliploidi (Endoploidi)
seklinde adlandirilmaktadir.
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a) Otopoliploidi: Otopoliploidi’de mevcut olan genomlarin hepsi ayni tiirden gelir. Ornegin,
eger bir diploid bireyin genomu AA ise, Otopoliploid bireyler 3A (AAA), 4A (AAAA), 5A
(AAAAA), 6A (AAAAAA) scklinde olurlar. Bu bireyler Ototriploid, Ototetraploid,
Otoheksaploid seklinde isimlendirilmektedir. Ototriploid ve Ototetraploid bireyler diploid

bireylere gore daha iridirler.

b) Allopoliploidi: Allopoliploidi de ise mevcut olan genomlarin bir kismi bir tiirden, diger
bir kismida baska bir tiirden gelmektedir. Eger AA ve BB genomlarini tasiyan iki birey
caprazlanirsa, AB genomunu tasiyan bir zigot yani diploid bir birey meydana gelmektedir.
Bu zigotun kromozom sayis1 2, 3, 4 katina ¢ikarilirsa 2AB (AABB), 3AB (AAABBB),4AB
(AAAABBBB) gibi allopoliploid bireyler ortaya ¢ikar.

¢) Endopoliploidi: Endopoliploidi, endomitoz olayimnin bir sonucudur. Bazen farklilagmis
ve bdliinme yetenegini yitirmis olan hiicrelerde c¢ekirdek zar1 kalbolmadigi halde,
kromozomlarin mitozda oldugu gibi uzunlamasina béliinerek sayilarinin iki veya daha fazla
kata ytikselttikleri goriiliir. Bu olayda ig iplikleri tesekkiil etmez. Endomitozda meydana
gelen kromatidler birbirinden ayrilarak bagimsiz kromozomlar halini alirlarsa bu olaya
Endopoliploidi, birbirine yapisik kalarak kromatid paketlerinden ibaret dev kromozomlari

meydana getirirlerse bu olaya politen ad1 verilir [72].

II. Anéploidi

Mutasyon kromozom setinde degil, setin yalnizca bir parcasinda goriilmektedir.
Andploid bir birey, andploid gametlerin, yani normal haploid sayidan daha fazla ya da daha
eksik kromozom igeren gametlerin, birlesmesiyle meydana gelen bir zigotun tiriintidiir [72,
80].

Andploidi, kromozomlarin ayrilmamasi (non-disjunction) ya da kromozomlarin
anafazda geri kalmasi (anaphase lagging) sonucunda olusabilmektedir. Metafaz evresinde,
metafaz plaginda dizilen kromozomlar sentromerlerin béliinmeye baslamasiyla birlikte ters
yondeki kutuplara dogru hareket ederler ve boliinmeyi tamamlarlar. Bazi durumlarda

kromozomlar bdliinemez ve bir kutba iki kromozom birlikte go¢ eder. Bu olaya non-
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disjunction ad1 verilmektedir. Non-disjunction olayima hem mitoz bdliinmede hem de mayoz
boliinmede rastlanmaktadir [82].

Aoploidi olusumunda ikinci bir mekanizma ise kromozomlardan birinin kutuplara
¢ekilme asamasinda geri kalmasindan (anaphase lagging) kaynaklanmaktadir. Bu
durumdaki kromozom ya 6zdes kromozomunun bulundugu bolgeye katilir ya da bdliinme
esnasinda kaybolur. Ozdes kromozomunun bulundugu bdlgeye katilacak olursa bir hiicrede
ayni kromozomdan iki tane bulunurken, diger hiicrede hi¢ bulunmayacaktir. Fakat
kromozomun boliinme esnasinda kaybolmasi durumunda bir hiicre normal kromozom
sayisina sahipken diger hiicre bir kromozom eksik olacaktir [82].

Anoploidi Monosomi, Nullisomi ve Polisomi olmak iizere ti¢ sekilde olabilir.

a) Monosomi: Diploid bir organizmadaki bir ¢ift kromozom sadece birinin kaybolmasi ile
olusur. 2n-1 formiilii ile gosterilirler. Monosomikler (n) ve (n-1) olmak iizere 2 tipte gamet
olustururlar. Monosomik bireyler genellikle yasamazlar. Insanlarda goriilen Turner

Sendromu, X kromozomunun eksik oldugu bir monosomik durumdur.

b) Nullisomi: Diploid bir organizmada ekstra bir kromozomun homologu ile birlikte
kaybolmasi ile olusurlar. 2n-2 ile gosterilirler. Nullisomik bireyler, non-disjunction sonunda

ayn1 kromozomunu kaybetmis olan iki gametin birlesmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

c) Polisomi: Bir takimda bulunan kromozomlardan birinin veya birkagimin sayisini
ylkseltmesi olayidir. Trisomi, tetrasomi, hiperploidi ve hipoploidi polisomi igerisinde yer
almaktadir. Diploid bir organizmada ekstra bir kromozomun bulunmasi olayina trisomi denir
ve 2n+1 formiilii ile gosterilirler. (n) ve (n+1) olmak {izere 2 tipte gamet olustururlar.
Insanlarda Down Sendromu 21. kromozomun trisomik olmasi durumunda ortaya
¢ikmaktadir. Bunun yaninda Patau sendromu 13. kromozomun, Edward sendromu ise 18.
kromozomun trisomisiyle meydana gelmektedir. Diploid bir organizmada ekstra bir
kromozomun homologu ile birlikte bulunmasi durumuna ise tetrasomi adi verilmektedir ve
2n+2 ile gosterilir. Polisomi olayinda yiiksek katsayili poliploidlerde bir takimdaki
kromozomlardan yalnizca bir tanesi digerlerinden fazla ise hiperploidi, az ise hipoploidi
adin1 almaktadir. Hiperploidi 4n+1, 5n+1 seklinden gosterilirken, hipoploidi 4n-1, 5n-1
seklinde formiile edilmektedir [72, 80].

15



3.2.2. Kromozom Yapi Degisiklikleri

Genetik materyalin kaybi1 ya da yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikan bir ya da daha fazla
kromozom kiriklarindan kaynaklanir. Kromozomlar kendiliginden kirilabilir, ancak bir
kromozom kirilmasini, kromozom segmentlerinin tekrar birlesmesi islemi izleyebilecegi
gibi bu sekilde tekrar birlesme olayr meydana gelmeyebilir. Kimyasallara ya da radyasyona

maruz kalan hiicrelerde kromozomlarin kirtlma oran1 daha yiiksektir [79].

a) Defisiyens ve Delesyon: Tek bir gen ya da gen pargasini igeren kromozom segmentinin
kaybolmasi olayidir. Eger kromozom segmenti u¢ kisimdan kaybolmugsa defisiyens ya da
terminal delesyon, orta kisimdan kaybolmussa delesyon ya da interkalar delesyon adini alir
(Sekil 3.2a). Defisiyens, kromozom iizerinde tek yerden kopma seklinde gerceklesirken,
delesyon ise bir kromozomun kendi tizerinde kivrilip bir ilmek meydana getirmesiyle
olusmaktadir.

Delesyon sirasinda kopan pargalarin u¢ kisimlart birbirleri ile tekrar yapisarak
oncekinden daha kisa bir kromozom olusur. Her iki sekilde de sentromeri bulunmayan
pargalar hiicre icerisinde gorev yapamaz ve kaybolur. Sentromerli olan kromozomlara

sentrik kromozomlar, sentromeri olmayan kromozomlara ise asentrik kromozomlar denir.

b) Duplikasyon: Bir kromozomda bulunan bir segmentin tekrarlanmasi olayidir. Yani bir
kromozom, o kromozom segmentini iki veya daha fazla kez bulundurur (Sekil 3.2b).
Duplikasyon homolog kromozomlar arasinda meydana gelen temas ile o nokta {izerinde
olusan kopma seklinde meydana gelmektedir. Boylece homolog kromozomlar arasinda esit
olmayan bir krossing-over ger¢eklesmektedir. Duplikasyon sonunda kromozomlardan biri
duplikasyonluyu, digeri delesyona ugramis bir kromozomu olusturur. Duplikasyonlu
kromozomun normal homologu ile mayoz boliinme gegirmesi sirasinda duplikasyonlu

kromozomun tekrarlanan kismi disa dogru bir lob olusturur [72,80].

¢) Translokasyon: Homolog olmayan iki kromozom arasinda segmentlerin birbirleriyle yer
degistirmesi olayidir (Sekil 3.2¢). Bu sekildeki translokasyona Resiprokal translokasyon adi
da verilmektedir. Translokasyonlarin diger bir sekli olan Robertsonian translokasyon ise, iki

akrosentrik kromozomun kisa kollarin1 kaybederek sentromer ya da sentromere yakin

16



bolgeden birlesmesiyle olusur. Sentrik birlesme ile yeni bir kromozom meydana gelir. Bu
birlesmede V seklinde iki kolu olan metasentrik bir kromozom ile kiigiik bir parca meydana
gelir. Bu kiigiik par¢a daha sonra kaybolmaktadir. Robertsonian translokasyonlar, biitiin
akrosentrik kromozomlarda goriilmiistiir. Ozellikle 13. ve 14. kromozomlarinin birbirleriyle

olan translokasyon 1300 kisiden birinde goriiliir [80,83, 84].

¢) Inversiyon: Bir kromozomdaki segmentlerin normal siradayken kirilip 180 doniip tekrar
yapismasi olayidir. Eger kirillan segment sentromer igeriyorsa perisentrik inversiyon,
icermiyorsa parasentrik inversiyon adin1 alir (Sekil 3.2d). inversiyonda herhangi bir genetik
bilgi kaybi1 yasanmaz sadece genlerin dizilisi degismektedir. Eger inversiyon durumu
homolog kromozomlarin sadece bir tanesinde meydana gelmigse heterozigot inversiyon, her
iki kromozomda da ayni anda meydana gelmisse homozigot inversiyon seklinde

adlandirilmaktadir [72,80].

Sekil 3.2. Yapisal kromozom anomalilerin gdsterimi a:Defisiyens — Interkalar delesyon, b:
Duplikasyon, c: Robertsonian Translokasyon — Resiprokal Translokasyon, d: Perisentrik
Inversiyon - Parasentrik Inversiyon [85]
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3.3. DNA Hasan

DNA molekiilii bir canliya ait olan tiim genetik bilgileri tasir. Genom c¢esitli
faktorlerin etkisiyle siirekli hasara maruz kalmaktadir. EKzojen veya endojen etkenlerin
etkisiyle DNA genomun tiimiinde meydana gelen tiim degisikliklere “DNA Hasar1” adi
verilir [86]. Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidatif hasarlar ve DNA
replikasyonu sirasinda olusan hasarlar, deaminasyon, depiirinasyon, depirimidinasyon gibi
baz hasarlar1 endojen faktorlere 6rnek olarak verilebilir. Ekzojen faktorler ise, ultraviyole
(UV) 1s1nlar1, iyonize radyasyon gibi fiziksel ya da aflatoksin, benzopren, kemoterapi ilaglar

ve alkilleyici ajanlar gibi kimyasal olabilir [87].

3.4. DNA Hasarini Belirlemede Kullanilan Baz1 Yontemler

DNA hasart c¢esitli organizmalar {izerinde (maya, bitki, hayvan ve insan)
calisilmaktadir. DNA iizerindeki hasar DNA’nin normal islevleri esnasinda kendiliginden
ya da c¢evresel faktorlerin etkisi ile meydana gelmektedir. DNA’da olusan hasarin en 6nemli
sebebi normal isleyen DNA metabolizmasi esnasinda bazlarin kimyasal yapisinda
kendiliginden olusan degisimlerdir. Fiziksel veya kimyasal ajanlar DNA hasaria neden olan
cevresel faktorlerdir [88]. Kimyasal ajanlarin, DNA hasarina sebep olduklari organizmalar
tizerindeki sitogenetik, genotoksik veya mutajenik etkilerini incelemek i¢in gesitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler; tek hiicre jel elektroforezi (Komet testi), mikroniikleus
(MN), salmonella/mikrozom mutajenite (Ames) testi, kromozomal anormallik testi (KA),
kardes kromatid degisimi (KKD), allium testi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), TUNEL,
floresans in situ hibridizasyon (FISH), immiinokimyasal yontemler, ELISA, kromotografi

gibi yontemlerdir [89].

3.4.1. Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi

Diger bir adi Salmonella/mikrozom mutajenite testi olan Ames testi gegerliligi
ylksek olan ve bunun yaninda iyi standardize edilmis bir bakteriyel test sistemidir. Test
sisteminin en 6nemli 6zelligi ve yaygin kullanilmasinin sebebi olarak maliyetinin az olmast,

cabuk sonug¢ vermesi ve uygulanabilirliginin kolay olmasi olarak gdsterilebilir. Ames testi,
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deney hayvanlarinda ve insanlarin somatik hiicrelerindeki tiimor supressor genleri iizerinde
olusan nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde ve DNA ile kimyasallarin etkilesime girerek
olusturdugu mutajenik ve karsinojenik etkileri Onlemek icin antikarsinojenik ve
antimutajenik maddelerin tayini i¢in siklikla kullanilmaktadir [90-97].

Ames testinde, test organizmasi olarak kullanilan Salmonella typhimurium, histidin
geni lizerinde meydana getirilen farkli mutasyonlarla mutant suslar1 kullanilmaktadir. Testin
yontemi, mutasyon yoluyla histidin sentezleme yetenegini kaybeden S. typhymurium’un
S9’lu ortamda ya da S9’suz ortamda test edilecek olan bilesene maruz birakildiktan sonra
tekrar bir mutasyona ugrayip histidin sentezleyebilen ve histidinden bagimsiz ortamda
cogalmasina dayanir. Kendiliginden geri mustasyona ugrayip histidinsiz ortamda iireyebilen
koloniler sayilarak mutajenite belirlenmis olur (Sekil 3.3). Eger ortam sartlarinda pozitif
mutajen bir madde bulunuyorsa histidinsiz ortamda geri mutasyonla artan koloni miktari
istatistiksel anlamda artmaktadir [90-92,97,98].

Olast mutajen

Inknbasyon -
—_— O — oo - ‘
S _ ’
& Histidin 1germeyen bes: ortam Geri mutasyonla gogalan bakter: koloniler:
-
.nkubayvon
. — (G w—
Histidin sentezleme yetenegini
kaybetmis mutant
Kontrol grubu
Salmonella bakter: suglart Fistidin igermeyen best ortan grub

/

Sekil 3.3. Ames testinin uygulama asamalar1 ve mutajeniteyi gosteren koloniler [99]

3.4.2. Kromozomal Anormallik (KA) Testi

DNA seviyesinde hasarin sonucunda ortaya ¢ikan kromozomal anormalliklerindeki
kromozom kiriklart DNA’da c¢ift zincir kirikliklarinin onarilamayisindan yeni olusan
kromozomlar ise DNA’daki kiriklarin yanlis onarilmasindan meydana gelmektedir. Tamir
edilemeyen bu hasarlarin sonucu olarak ortaya ¢ikan KA’nin yiiksek frekansi artan kanser

riskini igaret etmektedir [100-104].
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KA testi, mutajenlerin sebep oldugu kromozomal anormalliklerin belirlenmesinde
sik¢a tercih edilmektedir. Test in vitro ve in vivo KA testi olarak ayrilmakta ve in vitro KA
testi ile memeli hiicre kiiltiirlerindeki kromozom anormalligi frekans1 degerlendirilirken, in
vivo KA testi ile gogunlukla kemik iligi hiicrelerindeki kromozomal anormalligin frekansina
bakilir. /n vivo KA testi, tiire ve dokuya gore degisebilen metabolizmada mutajenik hasarin
belirlenmesinde ve DNA tamir mekanizmalar1 gibi etkenlerin analiz edilmesine de imkéan
saglamaktadir [90,105-107].

In vitro memeli KA ve in vivo KA testini birbirinden ayiran diger bir noktada, in vitro
KA’da genelde periferal kan lenfosit hiicrelerin inkiibasyonu saglanirken, in vivo KA
testinde ise vaskiilarizasyonu yiiksek ve hizli dolasim gerceklestiren hiicreleri kapsayan
kemik iligi tercih edilmektedir. In vitro KA isleminde olusturulan kiiltiirlerin hasat iglemi
gerceklestirilmeden ¢ogunlukla 2 saat 6ncesinde, in vivo KA testinde ise hayvanlar sakrifiye
edilmeden 2-4 saat dncesinde kolsisin uygulama islemi yapilarak hiicreler metafaz fazinda
durdurulmaktadir. Kiiltiirlerden ya da kemik iligi hiicrelerinden protokollere uygun bir
sekilde alinmis olan metafaz hiicreleri tizerinden kromozomlarda olusan c¢esitli sayisal ve

yapisal anormallikler (Sekil 3.4) saptanabilmektedir [105-108].
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Sekil 3.4. Metafaz hiicrelerinden elde edilen kromozomal anormallikler [99]
a: Fragment, b: Kardes kromatit birlesmesi, c: Kromatit kiriklari, d: Kromozom kirigi,

e: Poliploidi, f: Endoreduplikasyon
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3.4.3. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

KKD, kromozomdaki kardes kromatidler icerisinde parg¢a degisimi ile meydana
gelmektedir. Parca degisimi, kardes kromatidlerin homolog bdlgeleri iizerinde DNA’da
kiriklar olusmasi ve bu kiriklarin yer degistirip tekrar birlesmesi temeline dayanmaktadir

(Sekil 3.5).

Eardes Eromatit

>

Degisimlen

N

Sekil 3.5. Kardes kromatid degisimi [99]

Kardes kromatid degisiminin iliskili oldugu noktalar sitotoksisite, gen
amplifikasyonu ve nokta mutasyonlarin indiiksiyonudur [109-114]. KKD testi, mutasyona
sebep olabilecek ajanlarin kromozomlar iizerinde olusturdugu yapisal degisimleri
arastirmanin yani sira bu mutajenlerin sebep olabilecegi karsinojenik ve mutajenik
etkilerinde ortaya konulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Mutajenik ve karsinojenik
oldugu bilinen ajanlarin hiicreler iizerindeki etkisi sonucu ya da ¢esitli kalitsal hastaliklarda
kardes kromatid degisim frekansinin arttig1 ve bu durumun tiimor baslangici ile dogrusal bir
iliski igerisinde oldugu saptanmustir [102,109-112,114-118].

KKD testinin oncelikli amact DNA parcalar1 olusturan veya DNA’nin kendini
eslemesi ile etkilesim i¢inde olan mutasyona sebep olabilecek ajanlari belirlemektir. Test
asamasinda timin analogu olan Bromodeoksiiiridin (BrdU) kullanilmaktadir. BrdU
kullanilmasindaki amag¢ hiicre donglisii sirasinda timin gibi davranip olusan kardes
kromatidler arasmna girmesi saglanarak homolog kromozomlar arasindaki DNA parca
degisimi gosterilmekte ve bu sayede DNA kiriklart goriinlir duruma getirilmektedir.
Kiltirde c¢ogalan hiicrelerin DNA replikasyonu devam ederken yeni sentezlenen
poliniikleotid ipliktede BrdU igeren bromurasil niikleotidleri yerini almaya devam
etmektedir. DNA igerisindeki BrdU yerlesmis bolgelerin tayini igin ultraviyole lambasi ile
1sinlanmaya maruz birakilir ve daha acik renkte olan bolgelerin BrdU’li oldugu

goriilmektedir (Sekil 3.6a). Sekil 3.6b’de goriildiigii gibi BrdU kullanilarak kromatidler
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tizerinde boyanma farki ile kardes kromatidler arasindaki degisimler gozlenebilmektedir

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

Nermal DA 1p111den

/ MITOZ

A=

BrdlT 1 1§‘PI’Pn DNA iplikleri

Kardes Kromatit

Sekil 3.6. Kardes kromatit degisiminin BrdU ile saptanmasi ve KKD i¢eren metafaz

3.4.4. Mikroniikleus (MN) Testi

plaklari [99]

MN’ler mitoz boliinme sirasinda varolan ¢gekirdekten bagimsiz olarak olusan, tam ya

da asentrik kromozom fragmentlerinden meydana gelen, sentromerde bulunan kinetekor

veya mitotik aygitin diger parcalarindaki hasarlardan, mitotik igdeki hatalardan, hiicre

siklusunda gorev alan bazi genlerin eksikliginde meydana gelmektedir (Sekil 3.7). Cesitli

maddelerin hiicreler {izerinde meydana getirdigi yapisal veya sayisal kromozomal

anomalilerin dolayli gostergesi olarak MN miktarindaki yiikselis gosterilmektedir. Bazi

arastirmalarda, c¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin etkisinde olan insanlarda, genomik

diizensizligi ve kanser olan hastalarda MN frekansinin yiiksek oldugu gézlemlenmistir [90,

115, 121-126].
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Sekil 3.7. Klastojenlerin ve anojenlerin etkisiyle uyarilan hiicrelerdeki MN’ler [127]

MN testinin genotoksisite ¢aligmalarinda yaygin bir sekilde kullanilmasinin en

O6nemli sebebi Mitoz boliinmeyle meydana gelen biitiin hiicre tiplerinde in vitro ve in vivo

olarak uygulanabilmesidir [125,126].

In-vitro ortamda yapilan MN testinde, inkiibasyona uygun ortamda birakilan hiicre

kiiltiirlerine, kiiltiiriin yaklasik 44. saatinde ilk mitozdan dnce sitokalasin-B maddesi eklenir.

Sitokalasin-B maddesi sitokinezi inhibe ederek hiicre dongiisiinii tamamlayan biniiklear (¢ift

niikleuslu) hiicrelerin meydana gelmesini saglamaktadir (Sekil 3.8). Inkiibasyon islemi biten

kiltiirler uygun kurallara gore hasat edilir ve preparatlarda MN igeren biniiklear hiicrelerin

orani tespit edilir [90,128,129].

Iinterfaz

. . Sitokalasin B ile
Kimyasal veya fiziksel sitokinezin bloklanmas
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Sekil 3.8. Sitokinezin inhibe edilmesiyle MN bulunduran biniiklear hiicrenin olusumu

[127]
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In vivo MN testi, sitokinezi engellenmemis olan memeli eritrosit hiicrelerindeki MN
oranini saptamaktadir. In vivo MN testinde, test edilecek bilesigin genetik hasara sebep olup
olmayacagini saptamak i¢in genellikle periferal kan hiicrelerinde ve/veya kemik iligindeki
olgunlasmamis (polikromatik) eritrositlerin MN olusumu bakimindan analizi yapilarak

belirlenmektedir [128,130-132].

3.4.5. Allium Test

Toksisite testleri arasinda yer alan Allium testi gevresel etkilerin belirlenmesinde
bitki materyalinin kullanildig1 yararli bir yontemdir [133]. Bu tiir toksisite ¢alismalarinda
bitki kullaniminin bir¢ok sebebi olmasina karsin en énemli sebepleri, bitki materyalinin
tasinmasi, depolanmasi ve kullanilmasimmin kolay, ¢ogunlukla rahat incelenebilen
kromozomlara sahip olmasidir. Ayni zamanda kok uclari, topraga ve suya giren
kimyasallarin etkilerine ugrayan ilk yapilar oldugu i¢in biyolojik testlerde oldukca faydali
materyallerdir [134].

Allium testi ilk kez 1938 yilinda Levan [135] tarafindan kimyasallarin meydana
getirdigi  biyolojik etkilerin arastirilmasinda kullanilmig ve giliniimiizde de halen
kullanilmaktadir [12-15,17,22]. Testin; hassas, tekrarlanabilirligi yiiksek, kolay ve nispeten
hizl1 olmasi gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bunun yaninda diger test sistemleri ile
sonuglar arasinda iyi bir korelasyon gostermektedir. Testte makroskobik parametreler
(biiytime, ECs0) ve mikroskobik parametreler (c-mitoz, yapiskanlik, kromozom kiriklar)
arasinda gozlemlenebilir bir iliski oldugu goriiliir. Makroskopik parametreler (kok
biiyiimesini engelledigi) biiylimenin engellenmesi ile sonuglanmasi beklenen herhangi bir
direkt ve indirekt zararl etkinin varligi hakkinda bilgi verirken, mikroskopik parametreler
ise kromozomal hasarin ve hiicre ¢ogalmasi sirasinda olusan bozukluklarin analiz
edilmesinde etkilidir. Boylelikle olusan bir toksik etki var ise siddeti veya islevi ya da gizil
mutajenite tlizerinde ek bilgi saglamaktadir. Test sistemi yaygin bir uygulama alanina sahip
olmasina ilaveten toksik etki sonuglariyla ¢evresel kimyasallarin analiz edilmesi ve siraya
koyulmasinda da faydalidir [136]. Bitki koklerindeki meristematik hiicreler gevresel
kirleticilerin “klastojenite”sinin (kromozomlardaki kirikliklar, diizensizlikler ya da artiglar)

saptanmasi i¢in elverisli bir sitogenetik geregtir [137].
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Sikga kullanilan test yontemlerinden biri olan Allium testi gevresel kirleticilerin
(pestisit, herbisit, atik sular vb.) toksik ve genotoksik etkilerini biiyiimeyi engelleme testi ile
kok tizerinde etkili olan konsantrasyon belirlendikten sonra hiicre dongiisii esas alinarak
degisik uygulama siireleri ile birlikte mitotik indeks, mitotik faz, anormallikler,
mikroniikleus olusumlar1 ve kromozomal bozukluklar saptanabilmektedir. Mitotik indeksin
degerinin kontrol grubuna goére %22’nin altinda olmasi letal etki [138], %50’nin altinda
olmasi ise subletal etki [139] olarak degerlendirilmekte ve bu degerler sitotoksik sinir

degerlerini kapsamaktadir [140].

3.4.6. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi (Komet Testi)

IIk kez 1978 yilinda DNA iizerinde tek zincir kiriklar1 Rydberg ve Johanson
tarafindan belirlenmistir [141]. Lam tizerine yerlestirilen hiicrelerin agaroz jel ile birlikte
gomiiliip sabitlenmesinden sonra DNA’nin sarmal yapisinin agilmasini saglamak i¢in alkali
ortamda bekletilip hiicre zarinin par¢alanmasi ve proteinlerden uzaklagsmasi saglanmistir.
Daha sonra noétralizasyon isleminden gegen hiicreler DNA akridin turuncusu yardimiyla
boyanmustir. Tek zincir DNA kirikliklarinda kirmizi floresans, ¢ift zincir DNA
kirikliklarinda ise yesil floresansin durumuna gére DNA {izerindeki hasar oranini tespit
etmiglerdir [142]. Sonrasinda ise Ostling ve Johanson tarafindan DNA iizerinde olusan
kirikliklarin hassas bir sekilde tespit edilmesi igin 1984 yilinda mikro jel elektroforez
yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde, hiicreler mikroskop lamlarinin iizerindeki agaroz jele
gomiiliir, yogun lizis ¢ozeltisinde bekletilerek hiicrelerin membranlarinin pargalanmasi
saglanir sonrasinda ndtr pH ortaminda kisa bir elektroforez uygulanir ve DNA’lar anoda
dogru yiriitiiliir. Anoda dogru yiiriitiilen DNA’lara bakildiginda ise fazla sayida zincir kirigi
olanlarin az sayida zincir kirigr bulunan DNA’lara gore daha hizli gbg ettigini tespit
etmiglerdir. Son olarak DNA hasar oranini belirlemek igin ise anoda dogru go¢ eden
DNA'’lar1 Etidyum Bromiir (EtBr) ile boyayarak hasar oranini floresans yogunluguna gore
belirlemislerdir [143].

DNA {izerinde meydana gelen ¢ift sarmal kiriklar1 nétr ortamda tespit edilip, tek
sarmal kiriklari tespit edilemedigi i¢in, Singh ve arkadaslari [144] tarafindan 1988’de
elektroforez, kuvvetli alkali ortamda (pH>13) uygulanmigtir. Giiniimiizde birgok ¢aligmada

sik¢a kullanilan “Komet testi” Singh ve arkadaslar tarafindan gelistirilmis yalnizca alkali
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sartlarda meydana gelen DNA tek zincir kiriklarinin tanimlanmasina olanak saglamistir
[145]. Son yillarda FISH teknigi ile belirli DNA dizilerine spesifik olan isaretli problar
kullanilarak Komet testi ile birlestirilerek dizideki veya gendeki spesifik hasar
belirlenebilmektedir [146].

Komet yonteminin en 6nemli avantaji ¢esitli hiicre tipleri {izerinde ¢aligilabilmesidir.
Yontemin DNA hasari tespitinde tercih edilmesi basit, hizli, duyarli olmasi, radyoaktif
isaretleme  gerektirmemesinden  kaynaklanmaktadir  [147]. Komet yOnteminin
dezavatajlarindan bazilari ise tek hiicre verisi, kii¢iik hiicreli numune, uygulama esnasinda
dikkat ve el becerisi gerektirmesi ve sonuglarin yorumlanmasidir [148].

Sekil 3.9°da Komet testinin agamalar1 gosterilmistir. Komet yontemi uygulanirken
oncelikle, canli dokulardan izole edilmis olan nukleus icerisindeki DNA ince bir agaroz jelin
icine gdmiiliir. DNA’nin siiperkoil yapisinin agilmasi ve kiriklarin ortaya ¢ikmasi icin alkali
ortamda lizis ¢6zeltisine konulur ve sonrasinda elektroforetik mekanizma igerisinde yiiriitme
islemi yapilir. Fiziksel veya kimyasal mutajenlerle hasar goérmiis DNA’lar onarim
mekanizmalar tarafindan onarilmayip, tek veya g¢ift zincirlerinde kiriklar olusarak molekiil
agirhi@ ve elektrik yiiklerine bagli olarak elektriksel alanda farkli hizlarda go¢ ederler.
Sonrasinda hasar gormiis DNA, DNA’ya 6zgii olan EtBr gibi boyalarla boyanip floresan

mikroskop altinda incelenir [149].

\ HUCRELER
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NOTRALIZASYON DNA ZiNCIRININ AYRILMASI
(pH>13, SURE?)

ELEKTROFOREZ /

(Viem?, mA?, pH>13)

Sekil 3.9. Alkali Komet tekniginde basamaklarin sematik gosterimi [147]
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Floresan mikroskobu altinda incelenen DNA molekiillerinin goriintiileri (Sekil 3.10),
dairesel sekilden kuyruklu yildiza benzeyen c¢esitli asamalarda goriintiller meydana
getirdiklerinden metotun adi ingilizcede “kuyruklu yildiz” manasinda olan “ Comet Assay”

olarak adlandirilmistir [149].

Sekil 3.10. Farkli derecelerdeki DNA hasariinin mikroskop altindaki goriintiisii [149]
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Mikroskop altinda incelenen DNA’lar (soldan saga) hasarsiz, hafif hasarl, orta
hasarli, ciddi hasarli ve tam hasarli olarak bes grup altinda degerlendirilmektedir (Sekil 3.11)
[150].

Sekil 3.11. Komet testi ile farkl1 diizeylerde hasarlit DNA goriintiileri 0: Hasarsiz, I: Hafif
hasar, 11: Orta hasar, Ill: Ciddi hasar, IV: Tam hasar [149]
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4. MATERYAL ve METOT

4.1. Materyal
4.1.1. Kullamlan Organizmalar

A. cepa
A. cepa (2n=16, Sekil 4.1); cok iyi ¢imlenmesi, elde edilmesinin kolay ve ucuz
olmasi, kromozom sayisinin azlig1, kromozomlarinin biiyiikliigii ve sene siiresince kdklenip

cokca kok edilebilmesinden dolay1 bu ¢alismada tercih edilmistir [75,151].
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Sekil 4.1. Allium cepa L. karyotipi [152]
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4.1.2. Cahismada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Sira
N Kimyasal Ad1 CAS No Alindig1 Yer
0

1 2-Klorofenol 95-57-8 Sigma Aldrich

2 Glasiyal asetik asit 64-19-7 Sigma Aldrich

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

4 Potasyum metabisiilfit (K2S205) 16731-55-8 Sigma Aldrich

5 Hidroklorikasit (HCI) 7647-01-0 Fluka

6 Basik Fuksin 569-61-9 Sigma Aldrich

7 Absoliit alkol (Etanol) 64-17-5 Carlo Erba
Normal erime noktasina sahip agaroz jel _ _

8 9012-36-6 Sigma Aldrich
(NMPA)
Diisiik erime noktasina sahip agaroz jel _ _

9 39346-81-1 Sigma Aldrich
(LMPA)

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

11 Trizma base (NH2C(CH20H)z3) 77-86-1 Sigma Aldrich

12 Trizma hydrochloride (C4H1:NO3.HCI) 1185-53-1 Sigma Aldrich

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

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

15  Potasyum kloriir (KCl) 7447-40-7 Sigma Aldrich
Sodyum Fosfat Dibazik-Heptahidrat ) )

16 7782-85-6 Sigma Aldrich
(NazHPO4.7H-0)

17 Potasyum Fosfat Monobazik (H2KPOa) 7778-77-0 Sigma Aldrich

18  Triton X-100 9002-93-1 Sigma Aldrich
Magnezyum Klorid Hekzahidrat ) .

19 7791-18-6 Sigma Aldrich
(MgCl2.6H20)

20  Ethidium bromide (EtBr) 1239-45-8 Sigma Aldrich
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4.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan cihazlar ve techizatlar

Sira
No Cihaz Adr Marka/Model
1 Trinokiiler Arastirma Mikroskobu BAB/TAM-F
2 Hassas Terazi Precisa/LS 220 A SCS
3 +4C Buzdolabi Vestel
4 Saf Su Cihazi Millipore / Direct Q-3 UV
5 Su Banyosu Niive / NB 20
6 Sogutmali Santrifiij Awel / MF 20-R
7 Elektroforez ve Gii¢ kaynagi Clever / Clever / CS 300V
8 Vorteks Dathan / VM-10
9 Manyetik Karistiric Dathan / MSH-20
10  Buz Makinesi Flake / IMS-50
11 pH Metre WTW Profiline / pH 3210
12 Hotplate Thermolyne
13 Otoklav Niive / NC-90L
1 Pipetler (0,5-2 uL, 0,5-100 pL, 50-200 pL,
200-1000 pL, 1-5 mL) Eppendorf
15  Lam-Lamel IsoLab
16  Mikrosantrfiij Tiipleri - P.P- 1,5 mL IsoLab

4.1.4. Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:

1 N HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi (25 mL): 2,1 mL dH20 iizerine 22,9 mL %37°lik saf
HCI eklenmistir.

45°’lik Glasiyal Asetik Asitin Hazirlanmas1 (100 mL): 55 mL dH20 {izerine 45 mL

%100’liik saf glasial asetik asit eklenmistir.
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Feulgen Boyasimin Hazirlanmasi:
Feulgen boyasi ¢aligmalarda (6rn; kromozom sayimi i¢in kok ucarinda ya da yaprak
ve tomurcuklardaki bitki dokularinda) siklikla kullanilan bir boyadir. Calismamizin

preparatlarin hazirlanmasi agamasinda feulgen boyasi tercih edilmistir.

Feulgen boyasi1 protokole uygun bir sekilde asagidaki gibi hazirlanmistir.
1. 1 g kristal halinde fuksin bazik (parafuksin) alimmistir. Yaklasik 10 cm ¢apinda saat cami
veya kii¢iik bir havanda ezilmistir.
2. 500 cm?’lik bir erlenmayerin dip kismina toz halindeki bazik fuksin, kabin ¢evresine
bulastirmadan konulmustur.
3. Farkl1 bir erlenmayerde ise 200 cm?®’liik damitik su kaynatilip; kaynamis damitik su toz
halindeki fuksin bazik iizerine yavag¢a dokiilmiistiir.
4. Bir yandan cam ¢ubuk ile boya devamli olarak karistirilmistir.
5. Boyanin sicaklig1 50 °C oluncaya kadar karistirmaya devam edilmistir.
6. Boya tizerine 20 cm® 1 N HCI ilave edilmistir. Olusan karisim filtre kdgidi yardimiyla
stizlilmiistiir.
7. Siiziilen boya igerisine 2 g potasyum metabisiilfit (K2S20s) konulup agzi kapakli bir siseye
alinmistir. Isik almayan bir ortamda en az bir gece olmak {izere 24 saat kadar dolapta
bekletilmistir. Vigneciirigii renginden acik ¢ay rengine donen boya daha sonraki kullanimlar

i¢cin 4 C’da muhafaza edilmistir [153].

Pozitif Kontrol Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10 ppm MMS ¢ozeltisi hazirlamak igin; 0,005
g MMS tartilip tizeri 500 mL olacak sekilde dH20 ile tamamlanmustir.

PBS Cozeltisi (10X): 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g H2KPOg4, 2,9 g Na2HPO4.7H20 ve 3,2 g
C4H11NO3.HCI 80 mL distile suda ¢oziildiikten sonra pH 7,4’e ayarlanarak son hacmi 100

mL’ye ayarlanmustir.
Normal Erime Noktalh Agaroz (NMPA) Cozeltisi: 0,02 g NMPA tartilip iizerine 2 mL

1X’lik PBS eklenip ve 1sitilarak % 1°’lik NMPA ¢d6zeltisi hazirlandi ve 1sitict tabla tizerinde

1sitilan lamlarin lizerine yayildi.
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Diisiik Erime Noktalh Agaroz (LMPA) Cozeltisi: 0,03 g LMPA tartilip iizerine 2 mL
1X’lik PBS eklenip 1sitilarak % 1,5’lik LMPA ¢ozeltisi hazirlanmastir.

Niikleus Izolasyon Tamponu: 4 mM MgCl2.6H20, % 0,5’ lik TritonX ve 0,2 M Tris tartilip
son hacim istenilen miktarda dH20 ile tamamlanarak pH 7,5 olarak ayarlanmustir.

Elektroforez Tamponu: Alkali elektroforez ¢ozeltisi 1 mM EDTA ve 300 mM sodyum
hidroksit tartilip 500 mL’ye tamamlanarak pH > 13 olacak sekilde ayarlanmistir.

Etidyum Bromiir Cozeltisi: 10 mg EtBr 50 mL dH20 igerisinde ¢oziilerek stok EtBr
coOzeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozelti oda sicakliginda saklanmis ve calisma sirasinda
kullanmak i¢in stok EtBr ¢ozeltisinden 1 mL almip 9 mL dH20 ile tamamlanarak ¢alisma

i¢in kullanilacak EtBr ¢ozeltisi hazirlanmais olur.

Notralizasyon Cozeltisi: 48,5 mg Trizma Base tlizerine 800 mL dH:20 ile ¢oziildiikten sonra

pH:7,5 ayarlandiktan sonra 1000 mL’ye tamamlanmaistir.

Carnoy Cozeltisi: Absoliit alkolden 75 mL alinip tizerine glasiyal asetik asitten 25 mL ilave

edilerek hazirlanmustir.

%70’lik Etil Alkoliin Hazirlanmasi (100 mL): %96°1ik etil alkolden 72,9 mL alinip iizeri
dH20 ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
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4.2. Metot

4.2.1. Allium Testi

4.2.1.1. Biiyiimeyi Engelleme Testi

Biiyiimeyi engelleme testi 2-KF’nin A.cepa kok meristem hiicreleri tizerindeki
sitogenetik etkilerini incelemek amaciyla kullanilacak dozlar1 belirlemek i¢in oncelikli
olarak yapilmistir. Bunun i¢in ilk olarak ECso degeri belirlenmistir. Yaklagik olarak ayni
biiyiikliikte olan soganlarin (3-4 cm ¢apinda) kok primordialarinin hasar gérmeyecek
bicimde ¢imlenmis olan koklerden ve dis kabuklarindan temizlenmistir. Es zamanli olarak
2-KF’nin 12,5, 25, 50 ve 100 ppm’lik derisimleri hazirlanmis, negatif kontrol grubu olarakta
saf su uygulanmistir. Uygulama gruplan i¢in beser tane sogan kullanilmistir. 96 saat
stiresince karanlik ortamda oda sicakliginda (~21 C £ 4 C) ¢imlendirilen soganlarin ortalama
kok uzunluklarinin belirlenmesinde ayni sogan yumrusundan en iyi ¢imlenen 10’ar adet
olmak iizere toplamda 50’ser kok alinmis ve ortalama kok uzunluklari saptanmistir. Islemler
boyunca ¢imlenen soganlarin bulundugu ortamdaki ¢ozeltiler eksildik¢e gereken ilaveler
yapilmigtir.

Kok uglarmin biiyiimesini negatif kontrol grubuna gore %50 oraninda diisiiren
derisim miktar1 ECso degerini vermektedir. Uygulanacak dozlarin belirlenmesinde ise
2XECs0, ECs0 ve 1/2XECso degerleri kullanilmustir. A. cepa hiicre dongiisiinii 24 saatte
tamamladig1 i¢in uygulama siireleri 24-96 saat olarak uygulanmstir.

Sogan yumrularina 2-KF’nin 2xECso, ECso ve 1/2XECso konsantrasyonlarini
uygulamak icin her bir konsantrasyonda kullanmak amaciyla 6’sar sogan 1 giin boyunca
cimlendirilmistir. Bu soganlardan en iyi ¢imlenen 5’er sogan secilerek her biri belirlenen
konsantrasyonlar i¢in kullanilmistir ve azalan g¢ozeltilere her giin ilaveler yapilmigtir.
Belirlenen siirelerde hiicre dongiisiinii tamamlayan biitiin soganlarin u¢ kisimlar1 1-1,5 cm
olacak sekilde saat 82’de kesilmistir. Farkli tiiplere her bir doz ve siire igin 10-12 kok ucu
Carnoy fiksatifi (3 absoliit alkol: 1 glasiyal asetik asit) i¢erisine alinarak buzdolabinda 24
saat birakilarak tespit edilmistir. Ornekler incelenmek i¢in %70’lik alkol igerisine alinmis
ve +4TC’de depolanmistir (Resim 4.1). Kok uglari mitoz boliinme sirasinda olusan

anormallikleri ve MI degerlerini belirlemek amaciyla kullanilmistir.
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Resim 4.1. %70’lik alkol igerisinde farkl: siire ve dozlarda depolanan kokler

4.2.1.2. Feulgen Teknigi ile Preparatlarin Hazirlanmasi

% 70’lik alkolde +4 C’de depolanan kok uglar1 kullanilmak {izere ¢ikarilarak bir tip
igerisine konulup tizerine 1-2 mL 1N HCI ¢ozeltisi ilave edilmis ve 8-10 dakika boyunca
60 C’deki su banyosunda bekletilmistir. HCI’den ¢ikarilan kokler 5 dakika ara ile ii¢ kez
tekrarlanan distile su ile yikama islemiyle HCI’nin etkisini azaltmak amaclanmistir. Distile
su ile yikanan kok uglar1 oda sicakliginda Feulgen boyasi igerisinde 25-30 dakika boyunca
boyanmasi i¢in birakilmigtir. Siire sonunda kok uglart koyu boyanmig ve 1-2 mm
uzunlugunda jilet yardimiyla kesilen bu kok uglart bir lam tizerinde 1 damla %45°lik asetik
asit eklenerek pargalama islemi gerceklestirilmistir. islem sonunda iizeri lamelle kapatilan
preparatlar ezme preparat seklinde hazirlanmis ve preparatlar: yari daimi hale getirmek i¢in
lamellerin etrafi tirnak cilasi ile kapatilmistir. Her bir dozun uygulama siireleri igin farkl
kok uclar1 olmak tizere 5’er adet kok ucu ezme preparat yontemiyle hazirlanmis ve boylece
mitotik anormallikler, MI ve faz frekanslari belirlenmistir. Her bir uygulama igin bes farkl
kokte toplamda 5000-6000 hiicre sayilarak mitoz boliinme gegiren hiicrelerin toplam
hiicreye boliinmesiyle MI degeri belirlenmistir [154]. KA’lar1 belirlenmek igin ise her bir
konsantrasyondaki bir preparat tizerinden 100, toplamda 500 anafaz-telofaz hiicresi
sayilarak degerlendirilmistir. Mitotik anormalliklerin de belirlenmesinin ardindan en fazla

goriilen anormalliklerin fotograflar1 x40 objektifle ¢ekilmistir.
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4.2.2. Komet Testi

Ornek basina hiicre sayismin azhgi, diisiik maliyet, uygulama kolayligi, diisiik

seviyelerdeki DNA hasarini belirleme ve kisa siirede ¢alismanin tamamlanabilmesinden

dolay1 Allium Komet testi tercih edilmistir. Alkali Komet testi, Tice ve arkadaslarinin [147]

uyguladigi1 yontemde bazi degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir.

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

Gerekli sayida sogan 48 saat siire ile distile suda kdklendirilmistir.

48. saatin sonunda soganlar Onceden hazirlanan konsantrasyonlara alinarak kok
uzamalar1 belli siirelerle devam ettirilmistir (24, 48, 72 ve 96 saat).

En geg 1 saat onceden cam petri kablari, jiletler ve filtre buzlukta bekletilmistir.

Gerekli sayida lam, 1sitict tabla iizerinde (50-60 °C) 1sitilmustir.

%1 lik NMPA hazirlanarak 1sitilan lamlarin tizerlerine 90-100 pl yayilarak oda 1sisinda
dehidre edilmistir.

Siiresi dolan soganlardan her konsantrasyon i¢in her sogandan 10’ar kok kesilmistir.
Cam petri kapinin i¢ine alinan kokler iizerine soguk niikleus izolasyon tamponundan
(pH:7,5) 600 pl ilave edilmis ve bir jilet yada bisturi yardimiyla mekanik olarak
parcalanmustir.
Niikleus igeren tampon pipet yardimiyla filtreden gegirilerek ependorf tiipe alinmistir.
Bu islem sirasiyla tiim konsantrasyonlar i¢in uygulanmigtir.

Icerisinde &rneklerin bulundugu ependorflar 1200 rpm de 7 dakika +4 °C’de santrifiij
edilmistir. Supernatant kismi dokiilerek, pelet kismi DNA hasarinin belirlenmesi i¢in
kullanilmustir.

Bu sirada %1,5’lik LMPA hazirlanmis ve 55 ‘C’de tutulmustur.

50 ul ornek, 50 pul LMPA ile karistirilip 6nceden hazirlanan lamlarin iizerlerine
yayilmistir.

Uzerleri lamelle kapatilarak buz kasetlerinin iizerinde 3-5 dakika bekletilmistir.

3-5. dakikanin sonunda jeller donmus olacak ve lameller yavasca ¢ekilerek alinacaktir.
Omnekler elektroforez tankina alinmus, elektroforez tampon ¢ozeltisi (PH>13) iginde
cihaz galistirllmadan +4 'C de 25 dakika bekletilmistir. Ardindan 25V, 20 dk, 300 mA de
ylirlitilmistiir.

Islem sonunda preparatlar +4 C de 5 dk distile su igerisinde bekletilmistir. Daha sonra

notralizasyon tamponuyla +4 C de 7-8 dk aralar ile 3’er kez notralize edilmistir.
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17. Her preparat i¢in 70 ul EtBr ile boyama yapilmis ve +4 C de 5 dk bekletildikten sonra
boyanin fazlasi soguk distile su ile akitilmistir.
18. Lamelle tizerleri kapatilarak mikroskop asamasina gecilmistir. Floresan mikroskobunda

her bir preparat igin 50 hiicre analiz edilip DNA hasar derecesi (0-4) belirlenmistir.

50 Komet (50 komet/slayt), bir floresan mikroskobu kullanilarak bes siniftan birine
(O-hasarsiz, 1-hafif hasar, 2-orta hasar, 3-ciddi hasar, 4- tam hasar) ait olarak gorsel olarak
puanlanmistir [144]. Boylece, Komet i¢in toplam skor 0 (tiim hasarsiz) ve 200 (tiim hasarli)

arasinda olabilir.

DNA hasarinin derecesi ifade etmek i¢in asagidaki denklem kullanilmistir:

Arbitrary unit = 3}  Ni * i

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

4.3. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Sonuglar SPSS 23.0 for
Windows paket programinda, grup ortalamalarinin karsilastirilmasi1 Duncan ¢oklu dagilim
testi ile saptanmistir. Anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak belirlenmistir. Doz cevap iliskisi

Pearson korelasyon testi ile belirlenmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Biiyiimeyi Engelleme Testi

Biiytimeyi engelleme testi 2-KF’nin ECso degerinin belirlenmesi igin yapilmistir. 2-
KF’nin 12,5, 25, 50 ve 100 ppm’lik konsantrasyonlar1 ve saf su (negatif kontrol) 96 saat
boyunca ¢imlenmeye birakilmistir (Resim 5.1). Siire sonunda her bir uygulama i¢in en iyi
¢imlenmis 10 kok alinarak (toplamda 50 kok) ortalama kok uzunlugu tespit edilmistir
(Cizelge 5.1). Siire igerisinde azalan ¢ozelti miktarlar1 sabah ve aksam olmak iizere giinde

iki kez olacak sekilde eklemeler yapilmustir.

.'. — ) s

-.f' S e S—— J

Kontrol 12,5 ppm 25 ppm 50 ppm 100 ppm
Resim 5.1. 2-KF’nin biiylimeyi engelleme testi

Kontrol grubuna goére ortalama kok uzunlugunu %50 azaltan doz ECso degerini
vermektedir. Calismamizda negatif kontrol grubunda ¢imlenmeye birakilan soganlarin

ortalama kok uzunlugu 3,75 cm olarak tespit edilmis ve ECso degerinin belirlenmesinde 3,75
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cm’nin yarisi olan 1,875 cm ya da bu degere yaklasik olan biiylime arastirilmistir. Sonuglara
bakildiginda 25 ppm’lik ¢6zelti igerisinde bulunan kok uglarinin ortalama uzunlugu 2,05 cm
(Bliyime oram1 %54,67) olarak belirlenmis ve bu degerin negatif kontrol grubundaki
soganlarin ortalama kok uzunlugunun yarist olan 1,875 cm’ye en yakin deger oldugu
goriilmiistiir. Buna gore 2-KF’ nin ECso degeri yaklasik olarak 25 ppm olarak belirlenmistir.
2-KF’nin uygulanan biitiin dozlar1 ortalama kok uzunlugunu doza bagimli bir sekilde
istatistiksel olarak azaltmistir (r=-0,975 p=0,01). 100 ppm’lik uygulamada kontrol grubuna
gore %87,47 oraninda azalma tespit edilmistir. 200 ve 400 ppm’lik uygulamalarda ise

bliylime gézlemlenmemistir (veri gosterilmemistir).

Cizelge 5.1. 2-FK’nin biiylimeyi engelleme testi sonuglari

Dozlar Ortalama uzunluk % Biivii % Bilyiimede
(ppm) cm£SS* - azalma
Kontrol 3.75+0.2a 100,00 0
12,5 2.90+0.34b 77,33 22,67
25 2.05+0.11¢ 54,67 45,33
50 1.33+0.17d 35,47 64,53
100 0.47+0.08¢ 12,53 87,47

*Stitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
SS: Standart sapma
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5.2. 2-Klorofenol’iin Mitotik indeks Uzerine EtKkisi

2-KF’nin A. cepa kok meristematik uglarina uygulanan farkli dozlari ile olusturdugu
degisiklikler Cizelge 5.2 verilmistir. 2-KF’nin uygulanan kontrol grubuna gére MI degerini
azaltmis ancak 96 saatlik uygulamanin 25 ve 50 ppm’lik derigimleri ve 48 saatlik
uygulamanin 12,5 pmm ve 50 ppm’lik derisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
A. cepa kok uglarma uygulanan 2-KF’nin MI degerlerine bakildiginda en diisiik deger 72
saatlik uygulamadaki 12,5 ppm’lik konsantrasyonda (67,4+1,1), en yiiksek deger ise 24
saatlik uygulamadaki 25 ppm’lik konsantrasyonda (71,66£1,78) goriilmistiir. 24-96 saat
boyunca 2-KF'nin tiim konsantrasyonlar1 A. cepa kok meristematik hiicrelerinde MI'y1 hafif
derecede azaltmustir.

2-KF mitotik faz frekanslarin1 degisik sekillerde etkilemistir. 2-KF profaz frekansini
24 saatik uygulamanin 50 ppm’lik derisimi harig, 12,5 ppm’lik derisimin 72 saatlik
uygulamasi ve 96 saatlik uygulamalarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaltmustir.
Metafaz frekansin1 24 saat ve 48 saatlik uygulamalarda artislar ve azalislar seklinde
etkilerken, 72 ve 96 saatlik (25 pmm hari¢) uygulamalarda istatistiksel olarak arttirmstir. 2-
KF anafaz frekansini 25 ppm’in 96 saatlik uygulamasi ve 50 ppm’in 72 saatlik uygulamasi
hari¢ diger biitlin uygulamalarda kontrol grubuna goére arttirmistir.
2-KF’nin en yliksek telofaz frekansina 96 saatlik uygulamanin 25 ppm’lik derisiminde
(%11,61£1,06) rastlanilmisken, en diisiik telofaz frekansi ise 24 saatlik uygulamanin 50
ppm’lik derisimde (%7,81+0,38) rastlanilmistir.
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Cizelge 5.2. 2-KF’nin A. cepa kok hiicrelerindeki mitoz boliinme {izerine etkisi

Konsantrasyon Sayilan Mitotik Indeks Mitotik Faz Safhalar1 (%) £ SS*
(ppm) Hiicre +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+0,39¢
25 5232 71,66+1,78a 85,25+0,65¢ 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+1,67¢ 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+0,2¢c 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+0,22¢ 2,39+0,23c 2,47+0,28¢ 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+1,06¢
50 5136 68,45+0,84c 85,11+0,93b 2,42+0,15bc 2,47+0,19d 10+0,69b

* Siitunlardaki farkli kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
SS: Standart Sapma



5.3. 2-Klorofenol’iin Neden Oldugu Kromozomal Anormallikler

2-KF’nin etkisi ile meydana gelen anafaz-telofaz hiicrelerindeki anormalliklerin
gesitleri ve oranlari Cizelge 5.3’te belirtilmistir. 2-KF tarafindan olusturulan toplam
anormalliklere bakildiginda en fazla anormallik 96 saatlik uygulamanin 50 ppm’lik dozunda
(%17,6+0,54), en az anormallik olayina ise 24 saatlik uygulamanin 12,5 ppm’lik dozunda
(%12,8+1,3) rastlanilmistir. Uygulanan siire ve artan dozlara gore toplam anormallik
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Toplam KA’larda doza ve zamana
bagli bir artis gdzlemlenmistir (24 saat i¢in r=0,877 p=0,01; 48 saat i¢in r=0,876 p=0,01; 72
saat i¢in r=0,8 p=0,01 ve 96 saat i¢in r=0,768 p = 0,01). Ancak toplam anormallikler pozitif
kontrol grubu olan MMS’den diisiik bulunmustur.

Farkli siire ve dozlarda uygulanan 2-KF’nin A. cepa kok uglarinda meydana getirdigi
ve anafaz-telofaz safhasinda goriilen anormallikler bozulmus anafaz-telofaz, kalgin
kromozom, yapigskanlik ve anafaz kopriisiidir. 2-KF’nin uyardigi en fazla goriilen
anormallik bozulmus anafaz-telofaz iken (%6,6 50 ppm 96 saat), en az goriilen anormallik
ise anafaz kopristdiir (%1,2 12,5 ppm 24 saat).
2-KF’nin olusturdugu anormalliklere bakildiginda 96 saatlik uygulamanin 12,5 ve 25
ppm’lik dozu hari¢ diger doz ve siirelerde bozulmus anafaz-telofaz (Sekil 5.3a) oraninin
kontrol grubuna gore arttig1 goriilmiistiir.

Bir diger anormallik olan kalgin kromozom (Sekil 5.3b) olayina en fazla 96 saatlik
stirenin 25 ppm’lik konsantrasyonunda (%5,4), en az ise 24 saatlik uygulamanin 12,5
ppm’lik dozunda (%2,6) rastlanilmistir. 2-KF, 72 saatlik uygulamanin 12,5 ppm’lik dozu
disinda kalgin kromozom oranini yiikseltmistir.

Yapiskanlik olayina ise en fazla 48 saatlik uygulama siiresinin 50 ppm’lik dozunda
(%5,2) rastlanilmistir. 24 saat, 72 saat ve 96 saatlik uygulamalarin 25 pmm’lik dozlar1 ve 48
saatlik uygulamanin 12,5 ppm’lik dozu hari¢ diger dozlarda artis yasanmistir. En az
yapiskanlik ise 48 saatlik uygulama siiresinin 12,5 ppm’lik dozu ile 72 saatlik uygulama
stiresinin 25 ppm’lik dozunda (%2,6) goriilmistiir (Sekil5.3c¢)

2-KF’nin neden oldugu anormalliklerden biri anafaz kopriistidiir (Sekil 5.3d). Anafaz
kopriisii anormallikler arasinda en az goriilen anormallik olup 12,5 ppm’lik dozun 24 saatlik
uygulamasinda %1,2 olarak tespit edilmistir. En fazla olarak da 72 saatlik uygulamanin 25
ppm’lik dozunda (%3,6) goriilmiistiir. Diger anormalliklerle karsilastirildiginda 12,5 ppm’in

42



48 saatlik uygulamasit ve 25 ppm’in 72 saatlik uygulamasi hari¢ daha diisiik oranda

rastlanilmustir.
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Cizelge 5.3. A. cepa kok meristematik hiicrelerinde 2-KF’nin neden oldugu kromozomal anormallikler

Anafaz-telofazdaki Anormallikler (%0)*

incelenen
Dozlar . Bozulmus Toplam
Hiicre Kalgin e .
(ppm) Y anafaz- ooz Yapiskanhk Anafaz Kopriisii Anormallikler

telofaz (%=£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+0,54¢
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 54 4,2 3.4 2,4 15,4+0,54d
50 500 54 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 54 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 54 5,4 2,8 2,6 16,2+0,44c
50 500 6,6 4,8 4,2 2 17,6+0,54d

*Siitunlardaki farkli kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
SS: Standart Sapma



Resim 5.2. 2-KF’ye maruz birakilmis A. cepa kok hiicrelerinde goriilen anafaz-telofaz
anormallikleri a: Bozulmus anafaz-telofaz, b: Kalgin kromozom, c: Yapigkanlik, d: Anafaz
kopriisii
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5.4. Allium Komet Testine Ait Bulgular

2-KF’nin A.cepa kok meristematik hiicreleri iizerinde olusturdugu DNA hasar1 24-
96 saat arasinda Komet testi ile tespit edilmistir (Cizelge 5.4). 2-KF’nin uygulanan biitiin
dozlar1 DNA hasarini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak arttirmistir ve bu artiglar doza
bagimli bulunmustur (24 saat i¢in r=0,957 p=0,01; 48 saat i¢in r=0,952 p=0,01; 72 saat i¢in
r=0,976 p=0,01 ve 96 saat i¢in r=0,956 p=0,01). 2-KF’nin olusturdugu en yiiksek hasar
degeri 50 ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasinda (165+2) ve en diisiik hasar degeri 12,5
ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasinda (43+2) rastlanilmistir. 2-KF’nin 50 ppm’lik

uygulamasi hari¢ diger dozlarda siireye bagli olarak DNA hasarinda artig gézlemlenmistir.

Cizelge 5.4. 2-KF’nin A. cepa kok meristematik hiicrelerinde Komet testi ile DNA
hasarinin tespiti
DNA Hasar (Arbitrary Unit)*

Uygulama Konsantrasyon Ortalama + Standart sapma
(ppm) 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Kontrol - 18,67+1,53a  19,67+1,53a  19+la 19,33+1,53a
MMS 10 169,67+1,15b 161,33+1,53b 168,33+1,15b 165,67+2,08b
12,5 43+2¢ 65,33+£2,08c 96,33+2,08¢c 115,67+2,89¢
2-Klorofenol 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

*Siitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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6. SONUC VE ONERILER

Pestisit ve boya maddelerinin ara {iriinii ya da biyosit olarak kullanilan klorofenoller,
endiistriyel atiklar ve yasadigimiz ¢evrede bulunan kirleticilerden sadece bir grubu temsil
etmektedir. Bu toksik bilesiklerin su igerisinde kismen ¢oziinmelerinden dolay1 nehir, gol ve
diger sucul alanlarda sik¢a rastlanmaktadir [155]. Suda yasayan organizmalara ve insanlara
kars1 potansiyel toksik etkileri nedeniyle, bunlarin birgogu USEPA ve Avrupa Cevre Ajansi
tarafindan Oncelikli kirleticiler olarak kabul edilmektedir [27,156,157].

Birgok bitki tiirii (Crepis capillaris, Hordeum vulgare, Pisum sativum, Tradescantia
sp., Vicia faba, Zea mays, Lycopersicum aesculentum, Arabidopsis thaliana ve Allium cepa)
kimyasallarin sitotoksik etkilerini belirmek icin sik¢a tercih edilmektedir. Bu test
sistemlerinden biri olan Allium testi ilk defa 1938 yilinda Levan tarafindan kolsisin etkisini
belirlemek amaciyla kullanilmistir [135]. Daha sonraki yillarda bu temel test sistemine
belirli modifikasyonlar yapilarak kullanim alani gelistirilmistir [9]. Bu test sisteminde
biiylime, ECso gibi makroskobik parametreler, biiylik ve az olan kromozom sayilari ile c-
mitoz, kalgin kromozom, yapiskanlik gibi aberasyonlarin goézlenebildigi mikroskobik
parametreler ¢ok kolay bir sekilde degerlendirilebilmektedir. Ayrica bu testin sonuglar1 diger
test sistemleriyle iyi bir korelasyon gostermektedir [9,158-170].

Bu ¢alisma ile 2-KF’nin A. cepa kok ucu meristem hiicrelerine olan sitotoksik etkileri
Allium testi belirlenmistir. Allium kok biiyiime inhibisyon testi kullanilarak 2-KF'nin ECso
degeri yaklasik 25 ppm (%54,67) olarak bulunmustur. 2-KF’nin biitiin konsantrasyonlari
ortalama kok uzamasimi istatistiksel olarak azaltmis ve bunun yaninda kok biiylime
degerlerinde doza bagli bir azalma goriilmistir (r=-0,975 p=0,01). Genel olarak, kok
biiytimesinin engellenmesi apikal meristematik aktivite [171] ve farklilasma esnasinda hiicre
uzamasityla alakalidir [172]. 2-KF, Daucus carota L., Ipomoea batatas L. ve Solanum
aviculare'nin [173] tiiylii kok kiiltiirlerinde biiyiime indeksini ve ayni zamanda insan dis eti
fibroblastlarinda da hiicre canliligin1 6nemli 6l¢lide azaltmistir [174]. Literatiirdeki benzer
calismalarda 2-KF'nin ECso degerleri Microtox® Vibrio fischeri testi ile 16+1,0 ug/mL [175]
ve 16,1 ug/mL [176], ToxAlert10® ve LUMIStox® Vibrio fischeri testi ile 27,2 ve 18 pg/mL
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olarak belirlenmistir [176]. 2-KF'nin Cucumis sativus L., Lactuca sativa L., Panicum
miliaceum i¢in ICso degerleri sirastyla 75, 150 ve 60 mg/L olarak bulunmus [177] ve yapilan
baska bir ¢alismada Dunaliella tertiolecta igin 1Cso degeri 48, 72 ve 96 saat siire ile sirasiyla
46,5, 58,6 ve 62,4 mg/L olarak tespit edilmistir [178]. Aruoja ve arkadaslari [179] tarafindan
Pseudokirchneriella subcapitata 72 saatte biliylime inhibisyonu testi sonucunda ECso degeri
69,5 mg/L, 15 dk Vibrio fischeri liiminesans inhibisyon testi ile 51,8 mg/L olarak
bulunmustur. Ousaa ve arkadaslar1 [180] tarafindan Tetrahymena pyriformis’de 2-KF’nin
pICso degeri 0,183 uM olarak bulunmustur. E. coli DH5a ve 2 saat siireyle inkiibasyondan
sonra izole edilmis sican hepatositleri icin 2-KF'nin LDso'si sirasiyla 700 uM ve 1x107°3 M
olarak [181,182] ve genetik miihendisligi tarafindan yapilmis olan DPD2540 E. coli susu
tizerinde 2-KF'nin EC20'si 1,5 mM olarak tespit edilmistir [183].

2-KF’nin yaklasik olarak bulunan ECso degerinin sonunda uygulama dozlarini
belirlemek i¢in ECso degerinin, 2XxECso, ECso ve 1/2XECso degerleri kullanilmigtir. Buna
bagli olarak 2-KF’nin 50, 25 ve 12,5 ppm’lik konsantrasyonlari kullanilmistir. Saf su negatif
kontrol grubu, MMS’de pozitif kontrol grubu olarak kullanilmigtir. A. cepa hiicre siklusunu
24 saat igerisinde tamamladigi i¢in uygulama siiresi 24-96 saat olarak segilmistir [156,169].
Literatiirde ¢alismamiza benzer sekilde 24, 48, 72 ve 96 saat [13,166] uygulama siiresi ile
yapilan ¢alismalarin bulunmasinin yani sira 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 farkli uygulama
stirelerine gore yapilmis caligmalar da bulunmaktadir.

2-KF'nin tiim konsantrasyonlar1 24-96 saat boyunca A. cepa kok meristematik
hiicrelerinde MI'y1 hafif derecede azaltmistir. Ancak azalan degerlerden 96 saatlik
uygulamanin 25 ve 50 ppm’lik derisimleri ve 48 saatlik uygulamanin 12,5 pmm ve 50
ppm’lik derisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 2-KF, hiicre 6liimiinden ziyade
hiicre ¢ogalmasini inhibe etmis olabilir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 96 saatte
telofaz indeksi ve 72 saatte metafaz indeksinin istatistiksel olarak arttirmis ve 96 saatte
profaz indeksini 6nemli derecede azaltmistir. MI'da artis veya azalma, gevresel biyo-izleme
calismalarinda sitotoksisitenin bir parametresi olarak kullanilmaktadir [193]. DNA
onariminin yapilmasi i¢in gerekli olan siirenin azalmasindan dolayi hiicre sayisinda artma
yasanabilir [161].

Incelenen maddenin hiicreler iizerindeki mitotik indeks oranini diisiirmesi maddenin

mitodepresif etki yarattigin1 ortaya koymaktadir. Madde, interfaz evresine giren hiicre
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yogunlugunu azaltip hiicre dongiisiiniin olagan mekanizmasina zarar vermektedir [151].
Mitotik aktivite tizerindeki azalma S evresinde olusan DNA sentezinin bloke edilmesiyle de
olugsmaktadir [194]. Hiicre siklusunun inhibisyonu ile DNA sentezine spesifik olan DNA
polimeraz ve ¢esitli islevler i¢in gerekli olan ¢ogu enzim proteinlerin incelenen maddeye
hedef olmasi ile engellenmektedir. Bu olay antimitotik etki seklinde yorumlanmaktadir [159,
195]. Mitotik indeksin azalmasindaki diger bir neden olarakta ATP’nin azalmasi ve enerji
tiretiminin engellenmesi gosterilebilmektedir [196].

Sonuglarimiza benzer bir sekilde, 2-KF’nin 5 ppm’lik dozuna 1 giin boyunca maruz
kalan A. cepa meristematik hiicreler tizerindeki etkiye bakildiginda MI degerinin diistigii
tespit edilmistir [197]. Aym1 zamanda yapilan bir baska c¢alisma da 2-KF in vitro insan
lenfositlerinde sitotoksik etki gostermistir [175]. Profaz indeksinin genel olarak azalmasi (24
saat 50 ppm hari¢), 2-KF'nin interfaz agsamasindaki hiicrelerin profaza girmesini 6nleyerek
mitoz baslamasini engellemesinin bir sonucu olabilir [198].

Cizelge 5.3 2-KF etkisi ile A. cepa kok meristem hiicreleri tizerinde meydana gelen
anafaz-telofaz bozukluklarinin (bozulmus anafaz-telofaz, kalgin kromozom, yapiskanlik ve
anafaz kopriisii) sonuglarini 6zetlemektedir. 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) i¢in doza ve
zamana bagli bir artis gézlemlenmis ve bu artis 2-KF'nin tiim konsantrasyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Farkli doz ve saatlerdeki toplam KA’lar, MMS’de
olusan toplam KA’lardan daha diisiik seviyede gozlemlenmistir. 2-KF'nin etkiledigi A. cepa
kok meristem hiicrelerinde en fazla goriilen anormallik olan bozulmus anafaz telofaz 50
ppm’lik konsantrasyonun 96 saatlik uygulama siiresinde (%6,6), en az goériilen anormallik
ise anafaz kopriisii olup 12,5 ppm’lik konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasinda (% 1,2)
tespit edilmisgtir.

Bozulmus anafaz-telofaz ve kalgin kromozom, kutuplara dogru hareket eden
kromozomlarin basarisiz olmasi, ig yapisinin deformasyonundan ya da bozulmus
mikrotiibiillerden  kaynaklanabilir ~ [199-202]. Ayrica asentrik parcalarin  veya
kromozomlarin kutuplara hareket etmesiyle olugan kalgin kromozomlar MN olusumuna da
sebep olabilmektedir [152].

2-KF’nin meydana getirdigi anormalliklerden biri olan anafaz kdpriisii en ¢ok 72
saatlik uygulama siiresinin 25 ppm’lik konsantrasyonunda (%3,6) tespit edilmistir. Anafaz

kopriileri, kullanilan kimyasal maddelerin klastojenik etkisi sonucu kromozomlarin
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kirilmasi ya da fiizyonu, esit olmayan kromatid degisimi, disentrik kromozomdan dolayi,
replikasyon enzimlerinin aktivasyonunun degistirilmesinden veya yapiskanliktan dolay1
olusabilir [203,204].

Diger bir anormallik olan yapiskanlik ise en ¢ok 48 saat Uygulama siiresinin 50
ppm’lik konsantrasyonunda (%5,2) meydana gelmistir. Genellikle kromozomlar iizerinde
geri doniisiimsliz etkiye sebep olan yapiskanlik ise, artan kromozom kisalmasi ve
yogunlagmasi, muhtemelen DNA'nin depolimerizasyonu ve niikleoproteinlerin kismi
¢Oziinmesinden veya kromatin liflerinin ekstra kromozomal ile i¢ i¢e geg¢mesinden
kaynaklanabilir [190,205-207]. Kromozomlarda yapiskanlik; DNA-DNA veya DNA-
protein ¢apraz baglanmalarina neden olur [208]. Ayni zamanda yapiskanlik, test edilen
bilesigin toksik oldugunun gostergesi olmakla beraber bu anormalligin hiicre 6liimiine neden
oldugu da diistinilmektedir [9,209].

2-KF’nin, insan lenfositleri ve Carassius auratus eritrositlerinde yapilan bir
arastirmada doza bagl bir artisin mikroniikleus frekansini indiikledigi gozlemlenmistir
[175]. Ayn1 zamanda Onfelt [210] 2-KF'nin Cin hamster V79 hiicrelerinde c-mitoz ve
anoploidiyi indiikledigini gostermistir. Morita ve arkadaslarinin [211] in vitro Cin hamster
akciger hiicrelerinde yapmis oldugu ¢alismaya gore 2-KF, Karsinojenisiteye neden
olmaksizin KA’ y1 indiiklemistir. 2-KF, S9 karisimi olan ve olmayan ortamda 6 saatlik kisa
stireli tedaviden sonra Cin hamster akciger hiicrelerinde yapisal KA lar1 indiiklemistir [212].
Bizim sonuglarimizdan farkli olarak, 2-KF testislerdeki ve kemik iligi hiicrelerindeki KKD
frekansini [213], kemik iligi hiicrelerinde ise MN frekansini arttirmamistir [214].

Bu arastirma kapsaminda, 2-KF’nin genotoksik etkileri Komet Testi ile belirlenmesi
hedeflenmistir. Giiniimiizde bireysel hiicrelerde DNA hasar ve tamirini belirleyebilmek i¢in
kullanilan bir yontem olan Komet testi basit, ¢ok yonli, hizli, gorsel, maliyeti diisiik,
hassastir [148,150]. DNA ¢apraz baglantilar1 (6rnegin, timidin dimerleri) ve oksidatif DNA
hasar1 gibi diger bazt DNA hasar lezyonlari, spesifik DNA tamir enzimleri ve lezyon-
spesifik antikorlar1 kullanilarak Komet testi ile belirlenebilir. Allium testinden farkli olarak
A. cepa meristematik kok hiicreleri ayn1 zamanda Komet testinde de kullanilmaktadir
[16,17,166,215-219]. Biitiin bu avantajlar géz oniine alindiginda ¢alismamizda Komet testi
uygulanmis ve saglikl veriler elde edilmistir.

A. cepa kok meristematik hiicreleri tizerinde 2-KF'nin DNA hasar1 Komet testi ile

24-96 saat arasinda degerlendirilmistir (Cizelge 5.4). 2-KF ile muamele edilen hiicreler,
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negatif kontrol ile karsilastirildiginda 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 6nemli derecede doz bagimli bir
sekilde DNA hasar1 gostermistir. 2-KF’nin olusturdugu en yiiksek DNA hasar degeri 50
ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasinda (165+2) ve en diisiik DNA hasar degeri 12,5
ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasinda (43+2) elde edilmistir. 50 ppm'deki DNA hasari,
pozitif kontrol olan MMS’ye yakin bulunmustur. 2-KF'nin neden oldugu oksidatif strese
bagl olarak, Carassius auratus'ta doza bagimli reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit
dismutaz ve katalaz iiretimi 2-KF'ye maruz kaldiktan sonra artmistir [220-222]. 2-KF ayrica
insan dis eti fibroblastlarinda DNA ¢ift iplik zincir kirtlmalarini indiiklemistir [174].

Sonug olarak, 2-KF A. cepa kok meristem hiicreleri {izerinde sitotoksik aktivitesi
nedeniyle mitotik indekste ¢ok az bir azalmaya neden olmakla beraber KA'larda ve DNA
hasarinda artiga neden olarak genotoksik etkiye sebep oldugu belirlenmistir. Birgcok
endiistriyel alanda direkt iiretimde ya da yan tiriin olarak kullanilan 2-KF’nin dikkatli bir
sekilde uygun dozlarda kullanilmasi ayn1 zamanda farkli molekiiler test sistemleri ile de

arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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