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OZET

Balik eritrositlerindeki mikroniikleus olusumu kromozomal hasarlarin indikatorii
olup cevresel kirlenmenin genotoksik potansiyelinin belirlenmesinde gittikce daha
yaygin olarak kullanilmaktadir. Sodyum hipoklorit soliisyonu suda beyazlatici olarak
bilinmektedir. Hipoklorit iyonlart sivi soliisyonlarda ¢ok kararli ve giiclii kimyasal
oksidanttir. Acanthalburnus microlepis suyun her litresinde sodyum hipokloritin 0.05,
0.10, 0.25, 0.37, 0.50, 0.75 ve 1 mg/lt bulunan konsantrasyonlarina akvaryumda 6
giin maruz birakildi. Her bir konsantrasyonun bulundugu denemelerde 10 balik
kullanildi. Etkilesime birakilan her bir konsantrasyon diizeyinde mikroniikleus
olusum frekansi saptandi. Kan 6rnekleme islemi 36 saat, 72 saat ve 6.giin sonunda
uygulandi. Kontrol gruplarmin, porzitif ve negatif grupla karsilastirilmasiyla
mikroniikleus olusum frekansinin arttigi tespit edildi. Sodyum hipokloritin LC s
degeri 0,6343 mg/lt olarak hesaplandi. Kontrol grubunda o6lim oranmi sifirdir.
Sonuglar, sodyum hipokloritin Acanthalburnus microlepis ' de genotoksik etkiye

sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler:Sodyum hipoklorit, Acanthalburnus microlepis, LCs, degeri,

mikronukleus, genotoksik.
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ABSTRACT

Micronucleus formation in fish erythrocytes, as an indicator of chromosomal
damage, is increasingly used to detect the genotoxic potential of environmental
contaminants. Solutions containing sodium hypochlorite in water are known as
bleach, hypochlorous acid, or NaOCI. The hypochlorite ions in aqueous solution are
very stable and is a strong chemical oxidant. Acanthalburnus microlepis, exposed to
sodium hypochlorite at concentrations of 0.05, 0.10, 0.25, 0.37, 0.50, 0.75 and 1
mg/lt per liter of water, were kept in an aquarium for 6 days. Ten fish were used in
the experiments at each concentration level. The frequency of micronucleus
formation was studied at each level of exposure. Blood sampling was carried out
after 36 hours, 72 hours and 6th days. It was found that the frequency of
micronucleus formation increased in comparison with that of the negative (tap water)
and positive (10 mg/lt Benzene) control groups. The LCsy value of sodium
hypochlorite was calculated as 0.6343 mg/l. The rate of control mortality was zero.
The results indicated that sodium hypochlorite is genotoxic to Acanthalburnus

microlepis.

Key words: Sodium hypochlorite, Acanthalburnus microlepis, 1.Cso value,

micronucleus, genotoxic.
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1. GIRiS

Insan ve canli yasamm icin hayati éneme sahip olan su kullanilabilir olmasi icin
tehlikeli kimyasallardan ve bakterilerden temizlenmelidir. Ayrica derelerden
irmaklardan ve gollerden alinarak yerlesim yerlerindeki insanlarin kullanimina
sunulan su belirli standartlara uymak zorundadir. Aksi durumda kullanilmasi
tehlikeli sonuclar dogurabilmektedir. Giiniimiizde teknolojinin gelismesi, niifus artisi
gibi etkenlerden dolayr su kaynaklar1 olan dereler, goller ve yeralti sulart asirt
kirlenme ile yiiz yiize kalmaktadir. Yerlesim yerlerinin (sehir, kasaba, vs.) ve

fabrikalarin atik sular1 derelere veya gollere baglanmaktadir.[1]

Atk sulardaki kimyasal maddeler ve organik bilesikler suda c¢oziinmiis olan
oksijenin miktarinin azalmasina sebep olur. Bu da suda yasayan bitki ve hayvanlarin
6lim oranlarim artirmaktadir. Bu tiir sular daha koyu renge ve pis kokuya sahiptir.
Hatta baz1 goller veya derelerde asir1 kirlenme sonucu canli yasami sona ermis ve
icerisinde atiklardan meydana gelen adaciklar olusmustur. Ciftciler tarafindan daha
verimli {iriin elde edebilmek i¢in kullanilan giibreler, yagmur gibi etkenlerle yeralti
ve yeriistii sularina karigmaktadir. Yiiksek oranda nitrat (NO-3) ve fosfat (PO4-3)
iceren giibreler suya karigtiginda suda yosunlarin daha fazla tiremesini saglar bu da
yosunlarin diger canlilardan daha fazla oksijen kullanmasina sebep olur ve diger

canlilart tehdit eder. Bu tiir sular pis kokulu ve kotii tath olurlar. [1]

Benzer olarak deterjanlar ve tarim ilaglart da su kaynaklarimi onemli oOlgiide
kirletmekte olup canli hayatimi tehdit etmektedir. Ancak, bu kullanilan maddeler
bakteriler tarafindan parcalanabilir héle getirilebilirse, kirlenme orani azaltilabilir.
Radyoaktif atiklarda giin gectik¢e tehlike olusturmaktadir. Bu atiklar belirli sartlarda
saklanmaktadir. Fakat bazi durumlarda kaza ile veya bilingsiz bir uygulama ile
tabiata ve yeralti sularina karigmaktadir. Radyoaktif atiklar tarafindan yayilan
radyasyon ise canlilarda kanser ve mutasyonlara sebep olmaktadir. Fabrikalar
genellikle dere veya gol kenarlarina kurulurlar ¢iinkii sogutma ve diger islemler igin

suya ihtiya¢ vardir. Sogutma amach kullanilan dere veya gol suyu kimyasal olarak



kirlenmeden tekrar gole veya dereye doner. Fakat bu su biraz 1sinmis olur. Mesel4,
yaz aylarinda fabrikaya yakin sularin sicakligr 25°C civarindadir. Sudaki sicaklik
artisinin iki olumsuz sonucu vardir. Birincisi, 1sinan su igerisinde, ¢6ziilen oksijen
miktar1 azalir. ikinci sonuc ise, sicaklik artis1 ile sudaki maddelerin ¢iiriime ve
bozunma hizlar artar. Bunun sonucu olarak ciiriime de sudaki oksijeni tiikettigi i¢in,
sudaki oksijen miktar1 daha fazla azalir. Suda ¢6ziinen oksijen miktarinin azalmasi su
altt hayatin1 tehdit eder. Yerlesim yerlerinin atik sulari aritma istasyonlarindan
gecirildikten sonra tabii su kaynaklarina verilmekte, fabrikalara filtre ve aritma
tesisleri konmakta, tabiata zarar vermeyecek yeni iriinler elde edilmektedir. Biitiin
bunlarin yaninda insanlar cevreyi koruma adina bilinglendirilmektedir. Ciinkii

insanlar artik farkina varmistir. Diinya bir tanedir ve onu koruyacak yine insanlardir

[1].

Kirleticilerin etkileri oncelikle biyokimyasal ve molekiiler seviyelerde goriiliir. Daha
sonra ise, baliklar ve molluskalar gibi iyi birer akiimiilator olan organizmalarin
dokularinda sitolojik olarak gozlenebilen genetik degisikliklere sebep olurlar.
Mutasyonlar, kromozom say1 ve yapisindaki degisiklikleri (yani kromozom
degisiklikleri veya anormalliklerini) kapsayan kromozom mutasyonlar1 ve kromozom
seviyesinde  gozlenemeyen, fakat bireysel organizmalardaki  fenotipik

degisikliklerden anlagilabilen gen mutasyonlar1 olarak gruplandirilir [1].

Canl1 viicudunun baslica yapi tas1 hiicredir. Bir baligin viicudunda milyonlarca hiicre
bulunmaktadir. Bu hiicrelerin her birinin ¢ekirdeginin i¢inde bulunan DNA
molekiilii, kendi ekseni etrafinda kivrilarak yiikselen bir ¢ift spiral yapidadir. Mesela,
bir insan viicudundaki biitiin DNA molekiillerini ¢6zerek arka arkaya dizersek, diinya
ile giines arasinda 400 defadan fazla gidip gelinebilmektedir. Bir organizmaya ait
biitiin bilgiler DNA molekiillerinde 4 6zel niikleotidin (A,T,G ve C) dizilis sirasina
gore kodlanmistir. Bir insana ait DNA molekiiliinde yaklasik 3,5 milyar niikleotid
yani 3,5 milyar harf bulunmaktadir. Diger bir deyisle 46 kromozomlu bir insan
hiicresindeki DNA molekiilleri "her cildi 20 000 sayfalik 46 cilt dev bir
ansiklopediye" benzemektedir. DNA iizerindeki bu bilgiler gen adi verilen 6zel

boliimlerde yer alir. Bir organizmanin viicudunda ise on binlerce gen bulunur ve her



bir organ farkli sayida gen tarafindan kontrol edilir. Mesela, yine insan viicudunda 50

000 den fazla gen bulunur ve bunlardan 29 930 tanesi beyinde gorev yapar [2].

Gen denilen pargaciklardan olusan ve kusaktan kusaga aktarilan madde "genetik

madde" adin1 almaktadir. Genetik maddenin iki esas gorevi;

1. Kendisine tipa tip benzeyen ya da kopyast olan maddeleri olusturmak icin
replikasyon olaym gergeklestirmek,

2. Enzimler ve hiicre metabolizmas i¢in gerekli olan diger molekiillerin sentezi ile
bilgi aktarim gorevini yerine getirmektir. Ancak, bir sonraki nesile "yasam sirasinda
kazanilmis olan 6zellikler degil, yalnizca genlerdeki bilgiler " aktarilmaktadir.
Genetik (kalitim bilimi), canlilarda bir 6nceki bireyden bir sonraki bireye neyin nasil
gectigini aragtiran bir bilim dalidir. Sitogenetik ise, kromozomlari, bunlarin ayrigim

ilkelerini incelemenin yaninda fenotiple olan iligkilerini de arastiran genetik dalidir

[2].

Gecmis yillardaki en 6nde gelen hastalik ve 6liim nedenleri enfeksiyonlar ve yetersiz
beslenme oldugu icin genetik etkenlere yeterince dikkat edilmemisti. Fakat 6zellikle
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde sosyo-ekonomik konulardaki ilerleme ve tip
bilimindeki c¢ok hizli gelismeler enfeksiyonlar1 kontrol altina alirken, genetik
hastaliklarin {izerine daha fazla 6nem verilmesine neden olmustur [2].

Bugiin i¢in kromozomlar dogru olarak numaralandirilip (karyotiplenip] yapisal ve
sayisal degisiklikleri kolaylikla saptanabilmektedir. Kromozom elde etme ve
kromozomlar1 birbirinden ayirma tekniklerinin gelismesi, 0Ozellikle bantlama
tekniklerinin ortaya c¢ikis1 sitogenetikte biiyilkk atilimlara neden olmustur.
Sitogenetige olan ilginin artmasinin bir baska nedeni ise, bilhassa insanlarda
kongenital (nedeni ¢evresel ya da kalitsal da olsa dogustan var olan) hastaliklarin
dogumdan Once tanminmasidir. Yine sonraki kusakta daha az zarar vermesini
saglamak bakimindan yapilan caligmalar, yani "genetik damismanlik” artik ayr bir

ilgi ve uygulama alani olmustur [2].



Baliklardaki kromozom caligmalart da son yillarda aktif bir arastirma sahasi
olmustur. Bu konu bircok bilim adaminin (taksonomici, balik bilimci ve toksikolog

gibi) ilgisini ¢cekmistir [2].

Yetistiricilikte hizli biiyiime yetenegine sahip, hastaliklara kars1 dayanikli ve ortam
sartlarina iyi uyum saglayabilen baliklar tercih edilmektedir. Bu amagla yapilan 1slah
calismalar ise diinyada hizla devam etmekte ve 6nemli gelismeler kaydedilmektedir.
Avrupa ve bilimsel acidan ileri diger iilkelerde uygulanan {iist diizey genetik
calismalara (6rnegin; kromozom seti manipiilasyonu ve gen transferi gibi) nazaran,
tilkemizde kamu sektorii bu konuya teknik, eleman ve maddi yetersizliklerden dolay1
yeterince egilememis, 6zel sektor ise bu konuda egitilememistir. Ozellikle balikgilik
alaninda c¢iftlik stoklarinin zaten bilinmeyen genetik yapilart da, ¢iftlikler arasi
nakiller yoluyla iyice iginden ¢ikilmaz bir hal almistir. Bunun sebebi, herhangi bir
ciftlik diger bir ciftlikten genetik ozellikleri bilinmeyen yumurta, yavru ya da
damizlik balik almakta ve daha sonra bunlart kendi ¢iftligindekiler ile bilingsizce

ciftlestirmekte ve en onemlisi gerceklestirdigi bu islemleri kaydetmemektedir [2].

Halbuki dogadaki ve ciftlik stoklarindaki genetik yapinin bilinmesi; stok yonetimi
calismalarinda yeni stratejilerin gelistirilmesinde (gelecekte daha iyi stoklar elde
edilebilmesi ve mevcut genetik kaynaklarin korunmasi ¢alismalarinda) ¢ok yararh

olacaktir [2].

Kromozom analizleri yardimiyla balik popiilasyonlarinin genetik yapilarinin
belirlenmesi, popiilasyonlar arasi ve popiilasyon i¢i (hatta bireysel) kromozom
polimorfizminin tespiti hususunda yurt disinda yapilmigs ¢ok sayida calisma
mevcuttur. Ne var ki, lilkemizde bu konuda yapilmis calisma yok denebilecek kadar

azdir. Oysa kromozom analizi;

-Balikcihik yonetimi ve yetistiricilikte (kromozom manipiilasyonu teknikleri,

poliploidligi tesvik etmek suretiyle veya Ginogenezis yardimiyla-kisirlagtirma,



yiiksek popiilasyonu 6nleme ve cinsi olgunluk yasindan sonra baliklarda biiyiime ve

hayatta kalma siiresini artirmada),

- Su Kkirliligi gostergesi olarak baliklar su yoluyla tasinan kirleticileri metabolize
edebilen, toplayabilen ve depolayabilen organizmalar olmasi nedeniyle ve
endiistriyel atiklar(kanserojen ve mutajen kimyasallar) ve radyasyonun balik
kromozomlarinda hatalara sebep olmasindan dolay1 su kirliliginin tespiti i¢in balik

analizleri kullanmilabilir.

Resim 1 Lambda-cyhalothrin'e maruz birakilan Garra rufa'da mikroniikleus olusumu
gozlenmis eritrositler (ok ile gosterilen) [3].

- Kromozomal hastaliklarin tespitinde, 6rnegin insanlarda; Mongolizm (Down
sendromu, Trizomi D13 sendromu, G21 trizomi sendromu), 13q eksiklik sendromu,

Turner sendromu, Klinefelter veya XXY sendromlarinin belirlenebilmesinden,

- Filogenetik iliski, evrimsel iliskileri ortaya koyabilmesinden dolay1
kullanilabilmektedir. Ancak baliklarda kromozomal incelemeler (6zellikle
kromozom bantlama g¢aligmalar1) insanlardaki kadar ileri diizeye ulasmadigindan

evrim konusundaki bilgiler tartismalidir.



Bu calismanin amaci, yaygin olarak kullanilan NaOCI (¢amasir suyu)’nin Kars
bolgesinde A.microlepis tiirtinde akut LCsy degerinin belirlenmesi ve olusturdugu
kromozomal hasarin genotoksik etkisinin A.microlepis’in periferal eritrositlerinde

mikroniikleus olusumunun saptanmasi ile aciga ¢ikarilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dezenfektanlar

Mikroorganizmalarin, tiim canlilar gibi uygun ortamlar bulduklarinda beslenerek
cogaldiklarini, toprak, hava, insan viicudu ve tiim cevremizde yer aldiklarini
biliyoruz. Tibbi ve cerrahi girisimler sirasinda mikroorganizmalar1 tanimlamak
amaciyla iiretmek istedigimizde, kullanacagimiz arag-gerec, besiyeri gibi ortamlarin
mikrop tasimamasini isteriz. Ayrica igtigimiz suyun, tiikettigimiz yiyeceklerin ve
iceceklerin hastalik yapici mikroplardan uzak olmasi gerekir. Ameliyathane, diyaliz,
yogun bakim, transplantasyon ve yeni dogan bebek iinitelerinin de hava ve donanim
malzemelerinin belirli standartlara uymas1 s6z konusudur. Direngli mutantlar
olusturabilen, cevre sartlarna  uyan sporlu sekillere  doniisebilen
mikroorganizmalarin, istenmedigi durumlarda tamamen veya kismen yok

edilmesinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir [4].

Mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirmek veya yok etmek icin antiseptik,
dezenfektan ve sterilanlarin dogru secimi ve prosediirlerinin dogru bir bicimde
uygulanabilmesi hastanelerde etkili bir infeksiyon kontrol programinin en 6nemli
parametrelerinden  biridir.  Nesnelerden veya canli  dokulardan patojen
mikroorganizmalarin temizlik, dezenfeksiyon, sterilizasyon ve/veya antisepsi ile
uzaklastirilmasi islemi dekontaminasyon olarak tanimlanir. Sterilizasyon, mikrobiyal
yasamin tiim formlarinin fiziksel veya kimyasal yontemler uygulanarak tamamen
yok edilmesidir. Dezenfeksiyon ise cansiz nesneler iizerinde bulunan potansiyel
olarak patojen mikroorganizmalarnt elemine eden, genellikle endosporlar
etkilemeyen, hastanelerde siklikla dezenfektan adi verilen kimyasal maddelerle,

bazen de mekanik temizlik ve 1s1 uygulamalar ile gergeklestirilen bir yontemdir [4].

Ingiliz Standartlar1 Enstitiisii (BSI) dezenfeksiyonu aciklarken soz konusu cansiz
nesneler iizerinde veya ortamdaki tiim mikroorganizmalarin 6lmesinin gerekmedigi
ancak kullanim amacina uygun olarak miktarlarin kabul edilebilir bir seviyeye
diisiiriilmesinin  gerekli oldugu bir islem olarak ifade edilmistir. Amaclanan
dezenfeksiyon seviyesi ise saglida ve nesnelere zararin olmadig bir seviyedir.

Dezenfektan, dezenfeksiyon isleminde kullanilan kimyasal maddelerdir. Bunlarin



belirli konsantrasyonlariyla 30 dakikadan kisa siire temas, genellikle bakteri sporlar
haric tim mikroorganizmalar1  Oldiirebilmektedir. Bu driinlerin  benzer
konsantrasyonlar ile 6zellikle bakteriyel ve fungal sporlar dahil tiim mikrobiyolojik
formlar1 6-10 saatlik uygulama sonras1 tahrip eden kimyasal maddeler ise kimyasal
sterilanlar olarak tanimlanir. Germisid ise, dezenfektan ile benzer bir anlam
tasimasina ragmen, hem canli dokuya, hem de cansiz nesnelere uygulanabilen
kimyasal ajanlar olarak ifade edilir. Sonuna sid eki ilavesi ile 6n ekte belirtilen
mikroorganizmay1 yok eden bilesikleri ifade eder: Ornegin, tiiberkiilosid, bakterisid,

virusid, fungisid, sporosid [4].

2.1.1. Dezenfeksiyonu Etkileyen Faktorler

Sterilizasyon ve dezenfeksiyonu etkileyen faktorlerin iyi bilinmesi de, bu konudaki
dogru se¢im ve uygulamay1 sonugta infeksiyon riskini minimize etmeyi saglar.
Bunlar; dezenfektanin tipi, kullanim konsantrasyonu, temas siiresi, ortamin pH’si,
1s1s1, ortamda organik maddelerin varligi ve miktari, nesnenin yapisi, nispi nem ve
suyun sertligi ile mikroorganizmanin yapisi, miktar1 ve iireme periyodu gibi
mikroorganizmaya bagl faktorlerdir. Bunlardan mikroorganizmayi cevreleyen kan,
mukus, serum, diski, doku artiklar1 ve benzeri organik artiklar dezenfeksiyonu
olumsuz yonde etkileyen en o©nemli faktorleri olusturur. Dezenfeksiyon veya
sterilizasyona maruz kalan nesnenin diizgiin, porsuz bir yapiya sahip olmasi etkiyi
artirirken yiizeylerinde catlak, por veya eklentinin varligi uygulamayi olumsuz yonde
etkiler [4].

Cizelge 2.1. Ideal bir dezenfektana ait 6zellikler

¢ Tiim mikroorganizmalar 6ldiirebilmelidir.
e Stabil olmalidir.

e Hizh etki etmelidir.

e Toksik olmamaldir.

e Notral pH’ de suda ¢oziinebilmelidir.

e Renksiz ve kokusuz olmalidir.

e Herhangi bir pH’ de aktif olabilmelidir.

e Uygulanacagi esyaya zarar vermemelidir.




e Siradan temizlik araglar ile ge¢imsiz olmamalidir.
e (evreye zarar vermemelidir.
¢ Organik ajanlarla aktivitesi kaybolmamalidir.,

e Ucuz ve kullanimi kolay olmalidir.

2.1.2.Yiiksek Seviyeli Dezenfektanlar

Genellikle bakteriyel endosporlar hari¢ mikroorganizmalarin tiimiinii >20 dakikada
oldiiren dezenfektanlar bu gruba girer. Ayrica kimyasal sterilanlar olarak bilinen az
sayidaki dezenfektanlar 6-10 saat gibi uzun uygulama siiresi gerektirmekle birlikte
uygulama sonrasi1 bakteriyel endosporlar1 da oldiirebildiklerinden yiiksek seviyeli
dezenfektanlar olarak degerlendirilmektedir. Bunlar arasinda glutaraldehid,
formaldehid, sodyum hipoklorit, perasetik asid ve hidrojen peroksid yer alir [4].
Cizelge 2.2. Yiiksek Seviyeli Dezenfektanlar

Dezenfektan Kullanim Konsantrasyonu
Glutaraldehid % 2
Formaldehid % 3-8
Sodyum hipoklorit 1000 ppm serbest klor
Perasetik asid <%1,%0,001-0,2
Hidrojen peroksid 9%3-6 veya %6-25

2.1.3. Orta Seviyeli Dezenfektanlar

Bu grup, bakteri endosporlan harig tiiberkiiloz basili ve diger mikroorganizmalara
<l0dakikada etkili dezenfektanlar1 kapsar. Siklikla kullanilanlar ve kullanim
konsantrasyonlar ¢izelge 3’tegosterilmistir [4].

Cizelge 2.3. Orta Seviyeli Dezenfektanlar

Dezenfektan Kullanim Konsantrasyonu
Etil veya izopropil alkol % 60-90

Fenol ve fenol bilesikleri % 0,4-5

Iyodoforlar 30-50 ppm serbest iyot




2.1.4. Diisiik Seviyeli Dezenfektanlar

Bakteri endosporlar1 ve tiiberkiiloz basiline etkili olamayan, vejetatif bakterilerin
cogunu, baz1 mantarlari ve uygun bir siirede (<10 dakika) baz1 viriisleri 6ldiirebilen
dezenfektanlardir. Uygulamada siklikla kullanilan bu grup dezenfektanlar ve
kullanim konsantrasyonlari cizelge 4’te yer almaktadir [4].

Cizelge 2.4. Diisiik Seviyeli Dezenfektanlar

Dezenfektan Kullanim Konsantrasyonu
Etil veya izopropil alkol <% 50

Fenol veya fenol bilesikleri % 0,4-5

Iyodoforlar 30-50 ppm serbest iyod
Sodyum hipoklorit 100 ppm serbest klor

Dort degerli amonyum bilesikleri

2.2. Hipokloritler

Bunlar en 6nemli olanlardir; baslica renk agartma ("renk agartici kloriirler") islerinde
kullanilir. Bunlar, dayaniksiz tuzlar olup, havada bozulurlar ve zayif asitlerle temasta
dahi hipoklorit asiti verirler. Hipoklorit asit, icerdigi kloru siiratle birakmasindan

otiirli, cok kuvvetli bir oksidasyon ve renk agartma unsurudur [5].

2.2.1 Sodyum Hipoklorit

Sodyum hipoklorit, yaklasik 100 yildan fazla zamandir dezenfektan olarak
kullanilmakta olup, bir¢cok mikroorganizma iizerine hizli etkili bir ajan ozelligi
tasimaktadir [6]. (NaClO. 6 H,O). Sulu soliisyonlar halinde hazirlanan bu iiriin,
bugiin ticarette "Javel suyu" namiyla anilmaktadir. Sodyum hipoklorit, sulu soliisyon
halindeki sodyum kloriiriin elektrolizi ile veya sodyum siilfat yahut sodyum
karbonatin kalsiyum hipoklorit {izerine olan tesiri ile yahut sodyum hidroksitin
(kostik sodanin) klorla muamele edilmesi suretiyle elde edilir . Bu tuz, suda ¢ok iyi
¢Oziiniir, susuz halde bulunmaz; nispeten dayaniksiz ve 1s1 ve 1s1ga kars1 hassastir.
Sodyum hipokloritin sulu cozeltileri renksiz veya sarimtirak renkte olup, klor
kokusundadir. Genellikle, icinde, az miktarda safsizlik olarak, sodyum kloriir
bulunur. Bitkisel liflerin ve kagit hamurunun rengini agartmada, herhangi bir yerin

dezenfekte edilmesinde, suyun aritilmasinda ve hidralizinin hazirlanmasinda
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kullanilir. Ayrica %12.5 - %25 oraninda aktif klorin gaz1 iceren bir soliisyon olup;
evsel, endiistriyel ve bilimsel arastirma alanlarinda kullaniminin yani sira biosit
ozellikleri ile ilgili olarak biyomedikal uygulamalarda genis bir kullanim alanina
sahiptir [7]. Klorin ve klorin igceren ajanlar genis Ol¢iide dezenfektan olarak
kullanilir. Bunlardan bagka, havuz dezenfektanmi olarak, fotografcilikta antihalojen
neviden olan camlarn siiratle gelismesinde ve antiseptik olarak tipta da
kullanilmaktadir (bunun borik asit ile olan karistmi "Dakin ¢ozeltisi" olarak bilinir)
[5].Sodyum hipoklorit su ve atik sulara eklendiginde, protein ve niikleotid bazlarinda
dahil oldugu biyolojik materyalle kolayca reaksiyona girerek c¢esitli organik
bilesiklerin olusumuna neden olur, ki bu bilesikler cogunlukla lipofilik, direngli ve
akuatik ¢evre icin toksik ozelliklere sahiptir [7]. Sodyum hipoklorit medikal alanda
ilk olarak 1826 yilinda kullanilmaya baslamistir. Bu giinlerde sodyum hipokloritin
biyomedikal kullanimi1 bakteri, viriis ve fungilere karsi yiiksek biosit etkisinden
dolayi ozellikle lokal yiizey dezenfeksiyonu olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira
hastanelerde medikal tani, dezenfeksiyon, arastirmalarda, ila¢ sanayinde de
kullanilmaktadir. Ancak dikkat ¢ceken yaygin bir kullanim alani atik sularin ve yiizey

sularinin dezenfeksiyonu amaciyla kullanimidir [7].

2.3. Su Ortamlarmn Kirlilik Gostergesi Olarak Baliklarda Sitogenetik

Analizler

Baliklarin i¢inde bulundugu dogadaki bazi hayvanlardaki kromozom anormallikleri
(hatalar), petrokimyasal iiriinler ile kirlenmis oldugu bilinen bolgedeki klastojenik
(balik kromozomlarinda yapisal degisikliklere sebep olan) kimyasallarin varliginin
ve faaliyetlerinin iyi bir gostergesi olarak kullanilabilir. Poliniikleer aromatik
hidrokarbonlar (PAH), ¢cok kanserojenik olan tiirevlerine metabolize edilebilirler. Iyi
bilinen bir 6rnek olarak, molekiil iizerindeki 6zel mevkilerde oksijenin metabolik
ilavesiyle bir kanserojene aktive edilebilen bir prokanserojen olan benzo(a)pyrene
verilebilir. PAH, genellikle pisirme firinlarina sahip celik imalathanelerinde ve
petrokimyasal endiistriler ve dogal orman yanginlarindan dolay1r dogaya girerler.
PAH kirliligi, su biotasindaki tiimérlerin artisiyla anlasilabilir. Ayrica, kanserojenik

kimyasallarin ¢ogu, metabolik olarak aktive edilmis olmalidir. Bu nedenle, her hangi
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bir baligin bir kimyasalin aktif formda bir prokanserojen ve/veya promutajen

doniistirme yetenegi bilinmelidir.

DNA hasarinin birgok tipi, kromozomlarda degisikliklere sebep olan sudaki
mutajenler tarafindan da etkilenmis olabilir. Kimyasallarin mutajenik etkileri, DNA
sentezi icin habercileri tedarik ederek niikleotid birlestirmedeki bir dengesizligin
baslamasi sayesinde meydana gelebilir. Daha sonra genetik degisiklikler olusabilir.
Kromozom hatalarinin belirlenmesi, sudaki mutajenik maddelerin

goriintiilenebilmesi i¢in kabul edilebilir bir parametredir.

Ayrica, baliklarin genetik materyali, farkli yolarla iyonize radyasyon tarafindan da
etkilenmis olabilir. Yiiksek dozlardaki iyonize radyasyonun kromozom hasarina
sebep oldugu bilinmektedir. Niikleer enerjisindeki artis, iyonize radyasyonlarin
kanserojenik ve mutajenik etkilerinin artmasina neden oldugu goriilmiistiir. Cernobil
benzeri radyasyon kazalarinin sonuglarimin incelenmesi sadece fiziksel olgiimlerle

sinirlandirilmamalidir, zira biyolojik metotlarda kullanigh olabilir.

Isinlama (irridaition, rontgen isinlarina tabi tutma), eskiden beri jinogenesis ve
androgenesis iiretmek i¢in balik embriyolar1 ve gametlerinde kullanilmaktadir [8—
10]. Isinlamanin canlilar {iizerine etkisini gozlemlemek icin deneylerde balik
kromozomlarmin kullanilabilecegini onerilmektedir. Bu deney, uygun bir kromozom
setine sahip bir balik tiiriinde “Kromozom Hatalar1 (AB Anafaz hatalar1), Kardes

Kromotit Degistirme (SCE) ve Mikroniikleus (M)” olusuna bakilarak yapilabilir.

Memeli ve ozelikle insan sitogenetigindeki basarili ¢calismalar, benzer calismalarin
sitogenetik teknikler kullanilarak degisik genotoksik faktorlerin baliklar tizerindeki

etkilerinin belirlenmesinde de kullanilmasini diisiindiirmiistiir.
Cevre ile ilgili olarak mutajenlik ve kanserojenlik konusunda cok az eserin

nesredilmesi ve hiikiimetin yeterince ilgilenmemesinden dolayi, dogadaki ve

ciftliklerdeki baliklar, daha simdiden insan sagligini etkileyebilen endiistriyel atik
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triinler gibi kontrol edilmemis yiiksek seviyede kanserojenik ve mutajenik

kimyasallara maruz kalmaktadirlar.

In vivo ve in vitro mutajenite testlerinin amaci, hiicrelerde yapisal kromozom
hatalarina sebep olan amillerin belirlenmesidir. Kromozom mutasyonlar1 ve iliskili
olaylar, insanlarda bircok genetik hastaligin sebebidir. Ayrica, onkogenlerde ve
viicut hiicrelerinde tiimor supressor genlerinde degismeler sonucu olusan kromozom
mutasyonlarimin ve iligkili olaylarin insanlar ve deney hayvanlarinda kanser
olusumuna sebep oldugu hakkinda bircok delil vardir. Sayet, genotoksik
kimyasallara maruz kalinmasi sonucu olusan kalitsal hastaliklar ve kanser vakalari
balik tiiketimi sonucu olugmus ise, yenen baliklarin genotoksinlere maruz birakilmig

oldugu diisiiniilebilir.

DNA molekiiliiniin her canlida benzer sekilde olmas1 sebebiyle, canli organizmalarin

bir grubu i¢in genotoksik olan bir amil, diger gruplar icinde genotoksiktir [11].

Baliklardan; besin zincirinin en iist seviyede olmalari, solunum igin biiyiik
miktarlarda suya ihtiya¢ duymalari, su ile taginan kirleticileri metabolize edebilen ve
depolayabilen sucul omurgali organizmalar olmalarindan dolay1 sulardaki mutajenik
ve/veya kanserojenik potansiyelin tespiti icin ¢ok onemli indikator organizmalar ve
milkemmel bir materyal olarak faydalanilabilir. Hemen belirtmek gerekir ki, in vitro
mutajenlerin hepsinin kanserojenik olmadigi kaydedilmeli, bir balik mutagenesis
testinde, in vitro ve in vivo olarak incelenmis etkiler arasinda farkliliklar gbz Oniine

alinmalidir.

Balik hiicreleri iizerinde bazi mutajenik ve/veya kanserojenik kimyasallarin
genotoksik etkilerinin belirlenmesi ¢alismalarinda; a) Calismalar doz-cevap tarzinda
yapilmalidir. b) Aym kimyasalin ayn1 dozuna aym familyanin (Cyprinidae) farkl
tirleri arasinda her zaman farkli tepkilerin oldugu dikkate alimmalidir [12]. ¢)
Onceden calisiimis kimyasallarin genotoksikligi hakkinda giivenilir sonuclar elde
etmek istendiginde, negatif ve pozitif kontroller de yapilmalidir. d) Bazi kirleticilerin

genotoksikligi hakkinda ¢ok daha giivenilir sonuglar i¢in, en az 3-5 farkli balik tiirii
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tizerinde deneyler tekrarlanmalidir. e) S6z konusu kirleticiler hakkinda daha iyi bir
bilgi saglamak i¢in, diger hayvan, bitki ve insan hiicrelerinden elde edilmis sonuclar

ile karsilastirilmalidir [13-20].

Baliklar, sadece sitotoksikolojik ve farkli genetik calismalar i¢in degil, biyokimyasal
ve fizyolojik arastirmalar icin de deneysel laboratuar calismalarinda 6nemli bir deney
hayvani olarak kullanilabilir. Ne var ki, genotoksik etkilerin ¢alisilmas1 i¢in balik
hiicrelerinin kullanilmas1 ancak son yillarda kesfedilmistir. Bununla beraber,
genotoksik arastirmalarda balik kromozomlarinin kullanimi, baliklarin omurgalilarin
en genis birbirinden ¢ok farkli bireylerden meydana gelmis grubu olusturmasina

ragmen ¢ok az calisilmistir.

Maalesef, oldukga kiiciik ve ¢ok sayida kromozomlara sahip olmalari, memelilere
gore mitotik indeksin diisilk olmasindan dolay1r az sayida balik tiirii {izerinde
sitogenetik calisma yapilmistir. Erken miidahale sistemi ile incelenen suyun
genotoksik aktivitesi hakkinda bize bilgi temin etmesi amaciyla; kromozomal hata
calismalan i¢in az sayida biiyilk kromozomlara sahip ve karyotipleri belli balik

tiirlerinin se¢ilmesi uygundur.

Ayrica, ucuz olmalari, elde edilmeleri ve bakilmalarinin kolay olmalari, kiiciik bir
alan ve az sayida ekipmana ihtiya¢c duymalar1 ve giivenirlik agisindan cok sayida
baligin kullanmlabilmesi gibi avantajlarindan dolayr bazi balik tiirleri bu tip

genotoksik ¢alismalar i¢in kullanilabilirler [21].

Cevre kirliligin cevreyi paylasan canlilar iizerindeki olumsuz etkileri, bizleri su
ortami iizerinde endiistriyel ve diger atiklarin dolayli veya dolaysiz etkilerini
arastirmaya zorlamaktadir. Biz bu boliimde, s6z konusu alanda simdiye kadar
yapilmis caligsmalar1 degerlendirdik ve laboratuar ve saha sartlarinda su orneklerinin
mutajenik ve/veya kanserojenik potansiyelinin ¢aligmasi i¢in mitkemmel bir materyal
olarak baliklar1 6nerdik. Asagidaki cizelgede (¢izelge2.5.), simdiye kadar laboratuar

ve/veya saha sartlarinda balik hiicrelerinde kromozom hatalari, kardes kromotit
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degistirme (SCE) veya mikroniiklei’ye sebep oldugu ispatlanmis bazi kirleticilerin

(genotoksikantlarin) etkileri hakkinda bilgi verilmektedir.

Cizelge 2.5. Laboratuar ve/veya sartlarinda balik hiicrelerinde kromozom hatalari,
kardes kromatid degistirme (SCE) veya mikroniiklei’ye sebep oldugu ispatlanmis

bazi kirleticilerin (genotoksikantlarin) etkileri [22].

Balik ad1 Kirleticiler Miktar Uygulama | Hiicr.Tipi | Genot.Etk | Kaynak
Cyprinus Alfatoxin B1 80 mg /kg | i.p. Eritrosit M Al-
Carpio Sabti, 1986
300mg/kg | " Eritrosit M " 1986
! ! Bobrek CA " ,1985
Benzidine 80 mg/kg | " Eritrosit M " 1986
! ! Bobrek CA " ,1985
Benzo(a)pyrne " " Eritrosit M " ,1986
20Methylcholanthr | " " Eritrosit M " ,1986
ene
C. idella Alfatoxin B1 80 mg/kg | i.p. Eritrosit M " 1986
! ! Bobrek | CA " ,1986
Aroclour(1254) 300 mg/k | " Eritrosit M " 1985
! ! Bobrek CA " ,1986
Benzidine 80 mg/kg | " Eritrosit M " 1986
Benzo(a)pyrne " " Eritrosit M " ,1986
! ! Bobrek CA " ,1985
20Methylcholanthr | 80 mg/kg | " Eritrosit M " ,1986
ene
! ! Bobrek CA " ,1986
Tinca tinca Alfatoxin B1 80 mg /kg | i.p. Eritrosit M " ,1986
! ; Bobrek CA " ,1985
Aroclour(1254) 300mg/kg | " Eritrosit M " 1986
! ; Bobrek CA " ,1985
Benzidine 80 mg /kg | i.p. Eritrosit M " 1986
! ; Bobrek CA " ,1985
Benzo(a)pyrne " " Eritrosit M " ,1986
! ! Bobrek CA " ,1986
20- 80 mg/kg | " Eritrosit M " ,1986
Methylcholanthren
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: : Bobrek CA " ,1985
O. myksis 9-Aminoacripe 1pg/ml Maruz b. | Gonad CA Kocan ¢
ark.1982
Benzene 500mg/kg | Lp. Bobrek CA AlSabti at
solung. all1984
Crude Oil 0.6ml/l ! Bobrek CA Smith&Le
solung. moline
Decamethrine 0.2ml/ " Bobrek CA Al-
solung. Sabti, 1985
Detergent 10ug/ml | 1p. " " " ,1985
Malathion 0.2mg/1 " " CA AlSabti at
all1984
3- 20ug/ml | " Gonad " Al-
Methylcholanthren Sabti, 1985
e
Neguvon 1 mg/l " Bobrek " Kocan ¢
solung. ark.1982
Phenol 0.6ml/l ! ! ! Al-
Sabti, 1985
Polyethylene 1 ml " Yiizgegler | Triploi Ueda at
glycol all1986
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Umbra limi Benzo(a)pyrne S50ug/g Lp. Eritrosit | M Metcalfe,19
88
Ethyl methane | 100ug/g | " Eritrosit | M " 1988
sulphonate
Benzo(a)pyrne 0,1pg/l " " " Hoftman at
all, 1981
Ethyl methane | 200mg/l | " Eritrosit | M Hoftman at
sulphonate all, 1982
Rhine rmak suyu 3-11 giin | " Solunga¢ | CA Priene
lar ark, 1987
" " Solung SCE Alink at
ve tes. all1980
Ameca 5- 4.6g/ml " Embriyo | SCE Barker ve
splendens Bromodeoxyuridie Rackham
MNNG " " ! ! !
Methyl  methane | 0.26pg/ | " " " "
sulphonate ml
Mitomycin-C 0.18ug/ | " ! ! !
ml
Esox lucius Caesium-137 Goller " Eritrosit | M Al-
Sabti, 1991
1. nebulosus Benzo(a)pyrne 50ug/g Lp. " " Metcalfe,19
88
Ethyl methane | 100ug/g | " " " "
sulphonate
Parophyrs Benzo(a)pyrne Sugl/g " Yiizge¢,d | SCE Stromberg
vetulus alak,bobr ark.1981
1okost.
G. lincatus US coast Saha " Eritrosit | M Hose at
all, 1987,

Carrasco at

all, 1990
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2.3.1. Analiz Yontemleri

2.3.1.1. Kromozom Tipi Hatalarm Belirlenmesi

Yapisal kromozom hatalarinin iki tipini (kromozom tipi ve kromotit tipi)
kapsamaktadir. Poliploidlikteki bir artis, kimyasal maddenin sayisal hatalarda
olusturma potansiyeline sahip olacagimi gosterir. Kimyasal mutajenlerin ¢ogu,

kromotit tip hatalar olusturur. Ancak kromozom tipi hatalar meydana gelebilir.

Kromozom mutasyonlar1 ve iligkili olaylar bir¢cok genetik hastaligin sebebini
olusturur. Ayrica “onkogen” lerde ve tiimor engelleyici genlerde degisikliklere yol
acan kromozom mutasyonlar1 ve ilgili olaylarin insanlarda deneysel hayvanlarda
kanser olusmasina sebep oldugu hususunda ¢ok ©nemli deliller bulunmaktadir.
Kromozom hatasi testleri in vivo ve in vitro olarak iki tarzda gergeklestirilebilir [23].
in-vivo kromozom hatas: testi

In-vivo kromozom hatasi testi, tiirler arasinda ve dokular arasinda degisiklik
gostermekle birlikte, ozellikle in vivo metabolizma, farmakinetik ve DNA egleme
islemi ile ilgili faktorlerin 6nem kazandig1 mutajenik riski tayin etmek icin uygulanir.
Ayrica, bir in vitro test yardimiyla belirlenmis mutajenik bir etkinin daha fazla
arastirilmasi icinde kullanishdir. Ancak, ulagamayacagi test maddesinin veya bir
reaktif bir metabolitenin hedef (kullanilacak) dokuya uzanamayacagi hususunda delil
varsa, bu testi kullanmak dogru degildir. Boyle bir teste kullanilacak doku, kolaylikla
izole edilebilen ve isleme tabi tutulabilen ve hizli hiicre dongiisiine sahip hiicrelerden

olusmasi gerekir.

Bu metot hayvanlarin uygun bir yol ve siire ile test maddesine maruz birakilmasina
ve bu siirenin sonunda oOldiiriilerek hiicrelerinin kromozomal hasar yoniinden
incelenmesi prensibine dayanir. Ancak, oOldiirmeden ©nce hayvanlar metafazda
durdurma amili (6rnegin; kolsisin ve kolsemid) ile muamele edilirler. Daha sonra
kromozom preparasyonlar1 yapilir, boyanir ve kromozom hatasi olup olmadigini

belirlemek amaciyla metafaz hiicreleri analiz edilir [23].
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Metot:

Preparasyon

Hayvan Sec¢imi;

Genellikle geng ve saglikli hayvanlar kullamilir. Calismanin baslangicinda, deney
hayvanlarinin agirhk degisimi minimal olmalidir ve her bir cinsiyet icin kendi

agirliginin £ %20’sini gegcmemelidir.

Muhafaza ve beslenme sartlari:

Deney hayvanlarinin tutuldugu ortamin sicakligi balik tiiriine gére uygun olan degeri
+2’yi asmamalidir. Yapay aydinlatma yapilmali ve 12 saat aydinlatilip 12 saat
karartilmalidir. Beslenme amaciyla uygun yemler kullanilabilir. In vivo kromozom
hatas1 testi yapilacagi zaman besleme, test maddesinden uygun miktarda yeme
karistirilarak yapilmalidir. Hayvanlar teker teker ya da aymi cinsiyete bagl kiiciik
gruplar halinde muhafaza edilmelidir. Geng ve saglikli bireyler, kontrol ve muamele
gruplarma ayrilmali, baliklar markalanmali ve en az 5 giin laboratuar sartlarina

adaptasyonu saglanmaktadir.

Doz ayarlamasi:

Kat1 test maddesi (sayet gerekli ise) eritilmeli veya uygun coziiciilerde veya aletler
icerisinde siispanse edilir ve sulandirilir. S1v1 test maddeleri baliga direkt olarak veya
sulandirilarak uygulanabilir. Yeni hazirlanmis test maddeleri depolama siiresini

asmadikca kullanilabilir.

Test sartlari:
Coziicii/alet:
Coziicii/alet, kullanilmis doz seviyelerinde toksik etkiler liretmemeli ve test
maddeleri ile kimyasal reaksiyona girme siiphesi tasimamalidir. Sayet ¢ok iyi taninan
¢Oziicii /aletlerden bagka biri kullanilacaksa, bunlarin uygunlugunu gosteren veriler
varsa dikkate alinmalidir. Kullanimin uygun olup olmadigina karar verildikten sonra,

oncelikle sulu bir ¢oziicii/aletin kullanimina karar verilir.
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Kontroller:
Uygun pozitif ve negatif (¢oziicii/alet) kontrolleri, her bir testteki her bir cinsiyeti
kapsamalidir. Test maddeleri ile muamele i¢in olanlar haric, kontrol gruplarindaki

baliklar, muamele edilmis gruplardaki hayvanlara 6zdes bir usulde ele alinmalidir.

Pozitif kontroller, mevcut sartlar iizerinde belirlenebilir bir artis vermesi beklenen
maruz birakilma seviyelerinde in vivo yapisal kromozom hatalari tiretmelidir. Pozitif
kontroller, etkileri belirginlestirmek (agiga c¢ikarmak) i¢in tercih edilmelidir, yoksa
okuyucuya kodlanmis lamlarin tayinini derhal gostermek i¢in degil. Pozitif kontroliin
test maddesinden farkli bir yolla tatbik edildigi ve sadece bir kez 6rneklendigi kabul
edilebilir. Kullanigli oldugu takdirde, pozitif kontrol kimyasallariyla ilgisi olan
kimyasal smifin kullanimi diisiiniilebilir. Pozitif kontrol madde ornekleri asagidaki
cizelgedekileri (cizelge2.6.) igerir.

Cizelge 2.6. Pozitif kontrol madde 6rnekleri [24].

Kimyasal ve CAS No:

Triethylenemelamine [CAS No:51-18-3]

Ethyl methanesulphonate [CAS No:62-50-0]

Ethyl nitrosourea [CAS No:759-73-9]

Mitomycin [CAs No:50-07-7]

Cyclophosphamide (monohydrate) [CAS No:51-18-0;CAS No:6055-19-2]

Negatif kontroller, yalniz ¢oziicli veya alet ile muamele edilmis ve muamele gruplari
gibi ayn1 yolda baska tiirlii muamele edilmis, her 6rnekleme zamanim kapsamalidir,
hayvanlar aras1 degisebilirlik kabul edilebilir olmadik¢a kromozom hatali hiicrelerin
frekanslar1 tarihsel(6nemli) kontrol verisinden elde edilebilir. Sayet negatif kontroller
icin tekbir ornekleme yapilacak ise, en uygun zaman ilk Ornekleme zamanidir.
Ayrica, muamele edilmemis kontroller, secilen ¢oziicii/alet tarafindan olusturulmus
zararli veya mutajenik etkiler olmaksizin (onu) gostererek tarihsel veya basili kontrol
verisi olmadikc¢a kullanilabilir.

Prosediir:

Hayvan sayisi ve cinsiyeti:
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Her bir muamele ve kontrol grubu ayni cinsiyette en az 5 hayvan icermelidir. Sayet
calisma zamani, aym tiirlerde ¢aligmalardan elde edilebilir veri varsa onu gosteren
aynt maruz birakma usuli kullamilmissa, cinsiyetler arasi toksisitede Onemli

farkliliklar yoktur, daha sonra tekbir cinsiyette test etme yeterli olacaktir.

Muamele programi:

Test maddeleri, tercihen tek bir muamele olarak tatbik edilir. Ayrica, test maddeleri
ikiye boliikk doz olarak (Ornegin, biiyilk hacimli bir materyale uygulamay1
kolaylastirmak icin, birka¢ saatten ¢ok olmamak suretiyle ayrilmis aymi giinde iki
muamele seklinde) ta uygulanabilir. Diger doz sistemleri bilimsel olarak

ayarlanmalidir.

Ornekler, bir giinde muameleyi takip eden iki ayr1 zamanda alinabilir. Ornegin, ilk
ornekleme araligi, muameleyi takiben 1,5 normal hiicre dongiisii uzunlugu (en az 12—
14 saat) seklinde belirlenebilir. Zira, hiicre dongiisii kinetikleri {izerinde etkisi gibi
test maddelerinin kavrama ve metabolizmasi icin ihtiya¢ duyulan zaman, kromozom
hatasim belirlemek icin ihtiya¢c duyulan optimum zaman etkileyebilir. Daha sonraki
ornek toplama ilk ornekleme zamanindan 24 saat sonra yapilabilir. Sayet bir giinden
daha cok doz rejimleri kullanilacak ise, son muameleden sonraki 1,5 normal hiicre

dongiisii uzunluklarinda bir 6rnekleme zaman1 kullanilabilir[23].

Oldiirmeden 6nce, baliklara, i.p. olarak metafaz durdurma amili (6rn; kolsemid veya
kolsisin) enjekte edilir. Daha sonra baliklar uygun bir aralikta (yaklasik 3-5 saat)
orneklenir. Hiicreler dokudan hasat edilir ve kromozom hatalarin1 belirlemek i¢in

analiz edilir.

Doz seviyeleri:

Sayet, seri bulgu calismasi yapiliyorsa (¢iinkil elverisli veri mevcut degildir), aym
laboratuarda, aym tiir, hat, cinsiyet ve temel calismada kullanmak icin muamele
rejimi kullanilarak yapilmalidir. Sayet toksiklik var ise, ayn1 érnekleme zamani igin
ic doz seviyesi kullanilir. Bu doz seviyeleri maksimumdan aza dogru (toksiklik yok)

bir seri icermelidir. Sadece daha sonraki Ornekleme zamaninda en yiiksek doz
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kullanilir. En yiiksek doz, daha yiiksek doz seviyelerinin (aym1 dozlama rejimine
dayanarak) oldiriiciiliigiinii tiretmek icin beklenmis (ummak) olacagr boyle
toksikligin doz iiretme isaretleri olarak beklenilir. Diisiik, toksik olmayan dozlarda
ozel (belirli) biyolojik aktiviteli maddeler (6rnegin, hormonlar ve mitojenler) doz
yerlestirme kriterine istisnalar olabilir ve sebep-sonuc¢ temeline dayandirilarak
degerlendirilmelidir. Ayrica, en yiiksek doz, bazi toksiklik belirtisi iireten (Or,

mitotik indekste %50 azalmadan daha biiyiik) bir doz olarak belirlenebilir.

Limit testi:

Eger giinde tek bir veya 2 kadar muamele kullanilarak en az 2000 mg/kgv.a. doz
seviyesinde bir test gozlemleyen toksik etkiler iiretiyorsa ve sayet genotoksiklik
yapisal olarak ilgili unsurlardan saglanan veriye dayanarak beklenilecekse, daha
sonra ii¢ doz seviyesi kullanilarak tam bir calisma gerekliligi g6z Oniine
alimmayabilir. Daha uzun siireli ¢alismalar i¢in, limit doz 14 giine kadar muamele
icin 2000mg/kg/v.a./giin’diir ve 14 giinden daha uzun muamele icin 1000
mg/kg/v.a./giin’diir.

Dozlarin uygulanmasi:

Test maddesi genellikle bir mide tiipli veya uygun bir “intubation cannula”
kullanilarak gauage yoluyla veya i.p. enjeksiyon yoluyla tatbik edilir. Test maddesine
diger maruz birakma yollan tiirleri gore ayarlanabilir. Bir defada enjeksiyon yoluyla
tatbik edilebilen maksimum siv1 hacmi test hayvaninin biiyiikliigiine baglhdir. Hacim
2 ml 100g v.a.’nm1 asmamalidir. Bunlardan daha yiiksek hacimlerin kullanimi, daha
yiikksek konsantrasyonlar ile normal olarak kétiilesme gosterecek olan tahrik edici
veya asindirici maddeler icin hari¢, test hacimdeki degisebilirlik biitiin doz
seviyelerinde sabit bir hacim saglamak icin konsantrasyonu ayarlamak suretiyle

minimum hale getirilir.
Kromozom preparasyon:

Balik oldiiriilditkten hemen sonra, doku elde edilir, hipotonik soliisyona maruz

tutulur ve fiske edilir. Hiicreler daha sonra lam {izerine yayilir ve boyanir.
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Analiz:

Muamele edilen (pozitif kontroller de dahil) biitiin baliklar ve muamele gérmemis
negatif (kontrol grubu baliklardan) her bir birey icin en az 1000 hiicrede
sitotoksikligin bir 6lgcme olarak mitotik indeks belirlenmelidir. Her bir balik i¢in en
az 100 hiicre analiz edilmelidir. Bu say1 yiiksek sayida hatalar gézlenildiginde
azaltilabilir. Biitiin lamlar (Pozitif ve negatif kontrollere ait lamlarda dahil olmak
tizere) mikroskobik analizden ©nce bagimsiz olarak kodlanmalidir. Zira lam
preparasyonu prosediirleri, genellikle kromozom kayipli metafazlar oraninda
uygunsuzluk gosterir, bundan dolay1 sayilan hiicreler 2n+2 sayisina esit sentromer

sayisl1 icerecektir.

Veri ve kayit:

Sonuclarin sunulmasi:

Hayvanlara ait bireysel veriler, ¢izelge halinde sunulur. Deney birimi hayvandir. Her
bir hayvan i¢in hiicre sayisi belirlenir, her bir hiicredeki hata sayis1 ve yapisal
kromozom hatali hiicrelerin yiizdesi degerlendirilir. Muamele edilmis ve kontrol
gruplara gore farkli kromozom hatasi tipleri listelenmelidir. Acikliklar (gap)
miistakil olarak kaydedilir ve rapor edilir, fakat genellikle toplam hata frekansi
kapsamina alinmaz. Sayet cinsiyetler arasinda toksit maddeye karsi gosterilen

tepkilerde farklilik yoksa elde edilen veri istatistik analiz i¢in birlestirilir.

Sonuclarin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi:

Pozitif sonu¢ belirtmek icin birkag kriter vardir. Ornegin, kromozom hatali
hiicrelerin nispi sayisindaki bir doz-iligki artis1 veya tek bir 6rnekleme zamaninda tek
bir doz grubundaki hatali hiicre sayisindaki belirgin bir artis dikkate alinabilir.
Sonuglarin biyolojik uygunlugu dikkate aliacak ilk unsurdur. Istatistik metotlar, test
sonuclarini degerlendirmede yardimci olarak kullanilabilir. Istatistik onemi pozitif
bir cevap i¢in sadece faktor belirleme olmamalidir. Esdegerlik sonuglari, deneysel
sartlarin bir modifikasyonunu kullanarak, daha ileri test etmek suretiyle aydinlatilir.
Poliploidlikteki bir artis, daha Oncede belirtildigi gibi, test maddesinin sayisal

kromozom hatalar1 olusturma potansiyeline sahip oldugunu gosterebilir.
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Endoreduplikasyondaki bir artis test maddesinin hiicre dongiisii ilerlemesini

durdurma potansiyeline sahip oldugunu gosterebilir.

Sonuglar yukaridaki kritere yaklastirmak i¢in test maddesinin bu testte mutajenik
olmadig1 diisiiniiliir. Her ne kadar, deneylerin ¢ogu pozitif veya negatif sonuglar1 agik
olarak verecek olsa da, nadir olaylarda veri seti test maddesinin aktivitesi hakkinda
kesin bir yargiya varmaya engel olacaktir. Sonuglar, yapilan deney sayisinin yetersiz

veya kuskulu oldugunu gosterecektir.

In vivo kromozom hatas: testinden elde edilen pozitif sonuglar, bir maddenin test
edilen tiirlin dokusunda kromozom hatalar1 olusturdugunu gosterir. Negatif sonuglar
ise, test sartlari altinda, test maddesinin test edilen tiiriin dokusunda kromozom hatasi

olusturmadigimi gosterir [23].

Test maddesi veya metabolitelerinin genel (kan) dolasim sirkiilisyonuna veya 6zel
olarak hedef dokuya (6rnegin sistemil toksiklik) eristigi (tesir ettigi) ihtimali

tartisilmalidir.

Test raporu:
Test raporu asagidaki bilgileri icermelidir:
Test maddesi:
e Marka 6zellikleri ve CAS No. (Sayet biliniyorsa),
¢ Fiziksel yapisi ve safligi,
e Calismanin yiiriitiilmesi ve ilgili fizikokimyasal 6zellikleri,
e Test maddesinin saglamlig1 (biliniyorsa),
Coziicii / alet:
e Alet se¢imi sebebi,
e (oziicii/ alet i¢inde test maddesinin ¢oziilebilirligi veya stabilligi,

Test hayvanlari:

e Kullamilan tiir / hat

e Hayvan sayisi, yast, cinsiyeti,
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Kaynagi, muhafaza sartlari, diyet vs.
Hayvanlarin testin baslangicindaki bireysel agirligi (viicut agirhigr serisini

kapsayacak sekilde ), her bir grubun ortalamasi ve standart sapmasi,

Test sartlari:

Pozitif ve negatif (alet / ¢oziicii ) kontrolleri,

Seri (range)-bulgu calismasinda elde edilen veri ( sayet rehberlik edecek ise),
Doz seviyesi sec¢imi i¢in gerecekge,

Test maddesi preparasyonunun detaylandirilmasi,

Test maddesinin tatbikinin detaylari,

Tatbik yolu i¢in gerekee,

Test maddesinin genel sirkiilasyonu veya hedef dokuya eristigini dogrulama,
tetkik metotlari,

Hazirdaki doza diyet / igme suyu test maddesi konsantrasyonundan (ppm)
degisim, sayet uygulanabilirse,

Besin ve su kalitesi degeri,

Muamele ve 6rnekleme programi,

Toksisiti 6l¢iim metotlari,

Metafazda durdurma maddesinin tarifi, konsantrasyonu ve muamele siiresi,
Lam hazirlama metotlari,

Hatalar sayma kriteri,

Her bir balik i¢in analizi yapilan hiicre sayisi,

Pozitif, negatif veya iki tarafli olarak diistiniilen ¢alismalar icin kriter,

Sonuglar:

Toksiklik belirtileri,

Mitotik indeks,

Her bir balik i¢in ayr ayr olacak sekilde hata tipi ve sayisi,

Her bir grup i¢in toplam hata sayisi, ortalama ve standart sapmalar,

Ortalama ve standart sapmalar1 verilerek her bir grup icin hatali hiicrelerin
sayist,

Ploidydeki degismeler (sayet goriiniiyorsa),

Doz-cevap iligkisi(miimkiin oldugu kadar),
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e Istatistik analizler,

e Negatif kontrol verisi uyumu,

e Serili, ortalamal1 ve standart sapmali tarihsel negatif kontrol verisi,
e Pozitif kontrol verisi uyumu,

Sonuclarin tartisiimasi:

Sonug¢

Literatiir

Ek
In-vitro kromozom hatasi testi
In-vido’da oldugu gibi, in vitro kromozom hatasi testide, kiiltiirii yapilan hiicrelerde
yapisal kromozom hatalarina sebep olan amili tespit etmek amaciyla yapilir. Bu
testin prensibi, hiicre kiiltiirlerinin metabolik aktivasyonlu ya da aktivasyonsuz test
maddesine maruz birakilmasina, O©nceden belirlenen araliklarda metafazda

durdurulmasidir.

In-vitro kromozom hatasi testinde, olusturulmus hiicre hatlari, hiicre soylar1 veya
primer hiicre kiiltiirlerinin kiiltiirlerini kullanilabilir. Kullanilacak hiicreler; kiiltiirde
biiyiitiilebilirligi, karyotip kararliligi, kromozom sayisi, kromozom farkliligi ve
kromozom hatalarinin kendiliginden olan frekansi gibi ozellikler dikkate alinarak

secilir [23].

In-vitro yiiriitiilen testler, genellikle egzogenus bir metebolik aktivasyon kaynaginin
kullanimina ihtiya¢ duyar. Bu metebolik aktivasyon sistemi tamamen in vivo sartlar
taklit etmez. Hakiki mutajenligi yansitmayan ve pH, osmolalitideki degisikliklerden
veya yiiksek sitotoksikliklerden ortaya cikabilen pozitif sonuglara sebep olan
sartlardan kacinmak i¢in dikkatli olunmalidir.

Bu test, mutajen ve kanserojenleri goriintiilemek icin kullanilir. Bu testte pozitif olan
bircok bilesim memelilerde kanserojendir; bununla beraber bu test ve kanserojenlik
arasinda tam bir korelasyon yoktur. Korelasyon kimyasal sinifa baglidir. Ve bu test

yardimiyla belirlenemeyen kanserojenlerin oldugu hususunda giderek artan deliller
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vardir, ¢iinkii (onlar) direkt DNA hasarindan baska mekanizmalar yiiziinden harekete
gecerler. Bu test metodunda hiicre kiiltiirleri metabolik aktivasyonlu olsun yada

olmasin her iki test maddesine de maruz birakilabilirler.

Preparasyonlar
Hiicre:
Baliklara ait fibroblast ve periferal kan limfositlerinden hazirlanan hiicre hatlari,

soylar1 veya primer hiicre kiiltiirleri kullanilabilir.

Ortam ( besiyeri ) ve kiiltiir sartlar :

Hiicre kiiltiirii yapiminda besiyeri ve kiiltiir sartlarinin  (kiiltiir kaplarmin,
karbondioksit konsantrasyonunun, sicakligin ve nemliligin] uygun olmasina dikkat
edilmelidir. Hiicre hatlar1 ve soylari, modal (temel) kromozom sayisi ve mikoplazma
kontaminasyonu hususunda rutin olarak kontrol edilmelidir. Sayet kontaminasyon
varsa kullanilmamalidir (kontaminasyon varligi besiyerinin bulanik olmasiyla
anlasilabilir). Hiicrelerin normal hiicre dongiisii zamam ve Kkiiltiir sartlart iyi

bilinmelidir [23].

Kiiltiirlerin hazirlanmasi:

® Hiicre hatlar1 ve soylar: Hiicreler stok Kkiiltiirlerden yayilmali, hasat
zamanindan Once kiiltiirlerin bir araya karismis olarak uzanmayacak bir
yogunluktaki Kkiiltiir orataminda ekilmeli ve uygun sicaklikta inkiibe

edilmelidir.

e Limfositler: Tam kan, bir anti-koagulant (pihtilagsmay1 6nleyici, or; heparin)
ile muamele edilmeli veya saglikli bireylerden elde edilen ve saflastiriimig
limfositler bir mitojen (6r; PHA) iceren Kkiiltiir ortamina ekilir ve uygun
sicaklikta inkiibe edilir.

Metabolik aktivasyon :

Hiicreler uygun bir metabolik aktivasyon sisteminin varliginda ve yoklugunda test
maddesine maruz birakilmalidir. En yaygin kullanilan sistem, Aroclor 1254 veya

Phenobarbitone ve B-Naphthoflavone karigimi gibi enzim olusturan amiller ile

27



muamele edilmis kemirgen hayvanlarin karacigerinden hazirlanan ko-faktor ilaveli
post-mitokondrial fraction (S9)’dur. Post-mitokondrial fraction, genellikle son test
ortaminda %1-10 v/v’lik bir seri konsantrasyonda kullanilir. Metabolik aktivasyon
sistemininin durumu, testi yapilan kimyasalin simifina bagh olabilir. Baz
durumlarda, post-mitokondrial fraction’un bir konsantrasyonunda daha c¢ok
kullanmak uygun olabilir. Hiicre hatlarinin se¢imi, bilimsel olarak dogrulanmalidir
(Or; test maddesinin metabolizmas1 igin Cytochrome P450 izo enziminden

faydalanilir).

Test sartlari:

Coziicii/alet test maddesi ile kimyasal reaksiyona girme siiphesi tastmamali ve
hiicrelerin yasabilirliligi ve S9 aktivitesi ile uyumlu olmalidir. Suyla kimyasal yapisi
degisebilen maddeler test edilecegi zaman, kullanilan organik c¢oziiciilerin suyu

alimmalidir. Su molekiiler bir elek eklemek suretiyle uzaklastirilabilir.

Maruz birakma konsantrasyonlari:

En yiiksek konsantrasyon belirlenecegi zaman, dikkate alinmasi1 gereken kriterlerden
birisi, bu test sistemindeki sitotoksiklik, ¢oziilebilirlik ve pH veya ozmoloritedeki

degisikliklerdir.

Sitotoksiklik, hiicre biitiinliigiiniin ve bilylimesinin uygun bir gostergesini (yani bir
araya karisma derecesi, yasabilir hiicre sayilar1 veya mitotik indeks) kullanarak asil
deneydeki metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz belirlenmelidir. On bir deney

yapilarak sitotoksiklik ve ¢oziilebilirlik belirlemek uygun olabilir.

En az ii¢ analiz yapilabilir konsantrasyonda kullanilmalidir. Sitotoksiklik meydana
geldigi yerde, konsantrasyonlar maksimumdan aza (veya hi¢ toksik olmayan
konsantrasyona) kadar bir seri seklinde hazirlanmalidir; boylece genellikle
konsantrasyonlarin 2 ve 10 arasinda bir faktdrden daha fazla olmayacak sekilde
ayrilmahdir. Hasat zamaninda en yiiksek konsantrasyon karigsma derecesi, hiicre
sayma veya mitotik indeksdeki (hepsi %50’den daha biiyiik) 6nemli bir azalmayi

gostermelidir. Mitotik indeks, sadece sitotoksik / sitostatik etkilerin direkt 6l¢timiidiir
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ve muameleden sonraki siireye baglidir. Bununla beraber, mitotik indeks diger toksit
Olctimlerinin kiilfetli ve pratik olmayabilen siispansiyon Kkiiltiirleri i¢in kabul
edilebilirdir. Hiicre dongiisii kinetikleri hakkinda bilgiyi (6r; ortalama generasyon
zamani =Average generation time), destekleyici bir bilgi olarak kullanilabilir.
Bununla birlikte, AGT her zaman gecikmis alt popiilasyonlarin varlifin1 ortaya
koymayan kapsamli bir ortalamadir. Hatta, AGT’ deki hafif artiglar bile hatalarin
optimal {iriin zamanindaki ¢ok onemli gecikme ile iligki kurabilir. Nispeten sitotoksik
bilesikler i¢in maksimum konsantrasyon, en diisiik hangisi olursa olsun, 5 pg/ml,

Smg/ml ve 0.1 M olmalidir.

Coziinemeyen konsantrasyondan daha diisilk konsantrasyonlarda toksik olmayan
nispeten ¢oziinemeyen maddeler i¢in en yliksek doz, muamele periyodu sonunda son
kiiltiir ortamindaki ¢oziinebilirlik sinirinin iizerinde bir konsantrasyon olmalidir. Bazi
durumlarda (6r; toksiklik sadece en diisiik ¢Oziilmeme konsantrasyonundan daha
yiiksekte meydana geldigi zaman), goriinebilir ¢cokelmeli bir konsantrasyondan daha
cogunda test etmek tavsiye edilir. Coziinebilirlik, hiicreler, S9, serum vs.
mevcudiyetinden dolayr test sistemindeki maruz birakma siiresi esnasinda
degisebilecegi gibi, muamele baslangic1 ve sonunda ¢oziilebilirligi tayin etmek igin
kullanigh olabilir. Coziilememe ise, ¢iplak gozle belirlenebilir. Cokeltme, sayma ile

karistirilmamali.

Kontroller:

Metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz uygun pozitif ve negatif (¢oziicii veya alet)
kontroller her bir deneyde de yapilmalidir. metabolik aktivasyon kullanildigi zaman
pozitif kontrol kimyasali mutajenik bir cevap vermek icin aktivasyona ihtiya¢ duyan
birisi olmalidir.

Pozitif kontrol konsantrasyonlari, etkilerin belirginlesmesi icin segilmeli, fakat
okuyucuya kodlanmig lamlarin tayinini derhal ortaya koymamalidir. Pozitif kontrol

maddeleri 6rnekleri asagidaki kimyasallar icerir:
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Cizelge 2.7. Pozitif kontrol maddeleri 6rnekleri i¢in kimyasallar [24].

Metabolik aktivasyon durumu | Kimyasal ve CAS No.

Exogenous metabolik | Methal methanesulphonate [CAS No.66-27-3]

faaliyetsiz

Ethyl methanesulphonate [CAS No.62-50-0]

Ethyl nitrosourea [CAS No.759-73-9]

Mitomycin C [CAS No.50-07-7]

Exogenous metebolik | Benzo(a) pyrene [CAS No.50-32-8]
faaliyetli

Cyclophosphamide(monohydrate) [CAS No.51-18—
0]

Farkli uygun olan pozitif kontrol maddeleri de kullanilabilir. Kullanigli oldugu
takdirde, pozitif kontrol kimyasallarinin bagli bulundugu kimyasal smifin kullanimi

diisiiniilebilir.

Muamele ortaminda (besiyerinde) yalmz ¢oziicii veya aletten olusan ve muamele
kiiltiirleri gibi ayn yolla muamele edilmis negatif kontroller her hasat zamani igin
hesaba katilmahdir. Ayrica, muamele edilmemis kontroller, secilen c¢oziicii
tarafindan olusturulmus zararli veya mutajenik olmaksizin (onu) gostererek tarihsel

kontrol verisi olmadik¢a kullanilmamalidir.

Prosediir

Test maddesi ile muamele :,

Boliinen(proliferating) hiicreler, metabolik aktivasyon sistemi bulunmasi ve
yoklugunda test maddesi ile muamele edilirler. Limfositlerin muamelesi, mutajenik
uyarmadan sonra yaklasik 48 saat (insanlar i¢in) sonra baglamalidir.

Duplike (ikincil) kiiltiirler, normal olarak her bir konsantrasyonda kullanilmali ve
negatif coziicii kontrol kiiltiirleri icin kuvvetle tavsiye edilirler. Ikincil kiiltiirler
arasinda tarihsel veriden minimal deg8isim gosterebildigi yerde her bir

konsantrasyonda kullanilmak amaciyla tekli kiiltiirler icin kabul edilebilir. Gazli ve
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buharlagabilen maddeler, uygun metotlar yardimiyla (Or; kapali kiiltiir kaplari

icinde) test edilmelidir.

Kiiltiir hasat zamani:

[Ik deneyde hiicreler 3-6 saat siireyle metabolik faaliyetli ve aktivasyonsuz test
maddelerine maruz tutulurlar ve muamelenin baslamasindan sonra yaklasik 1,5
normal hiicre dongiisii uzunluguna esit bir zamanda 6rneklenir. Sayet bu protokol,
aktivasyonlu ve aktivasyonsuz olarak her ikisiyle de negatif sonuglar veriyorsa,
yaklagik 1,5 normal hiicre dongiisii uzunluklarina esit bir zamanda Orneklemeye
kadar, devamli muamele ile aktivasyonsuz ilave bir deney yapilmali. Bazi
kimyasallar 1.5 dongii uzunlugundan daha uzun muamele / 6rnekleme suretiyle ¢cok
kolay olarak belirlenebilir. Metabolik faaliyetli negatif sonuclar, sebep —sonuca
bakilarak desteklenmeye ihtiyac duyarlar. Negatif sonuglarin desteklenmesinin

gerekliligi diistiniilmedigi durumlarda, “justification” kullanilabilir.

Kromozom preparasyonu:

Hiicre Kkiiltiirleri genellikle hasattan 1-3 saat once kolsemid veya kolsisin ile
muamele edilir. Her bir hiicre kiiltiir hasat edildikten sonra kromozom preparasyonu
icin ayr1 ayr isleme tabi tutulur. Kromozom preparasyonu, hiicrelerin hipotonik

muamelesi, fikzasyonu ve boyanmasini ihtiva eder.

Analiz:

Pozitif ve negatif kontrollere ait biitiin lamlar, mikroskobik analizden énce teker
teker kodlanmalidir. Zira fiksasyon prosediirleri genellikle belli bir oranda
kromozom kayipli metafaz hiicreleri olustururlar. Bundan dolay1 hiicreler biitiin
hiicre tipleri i¢in modal say1 + 2’ye esit sentromer sayis1 icerirler. Her konsantrasyon
icin en az 200 iyi yayilmis metafaz sayilmali ve kontrol eslesmeler arasinda esit
olarak boliinmelidir(sayet uygun ise). Bu miktar, yiiksek hata sayilarn gozlenildiginde

azaltilabilir.

Al-Sabti (1991), tarafindan su ile taginan veya olusturulan genotoksik amillerin

risklerinin bir gostergesi olarak baliklardaki kromozom hatalan kullanildigi zaman
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herhangi bir laboratuar calismasi icin ihtiya¢ duyabilecek bir tablo su sekilde
onerilmektedir. [22].

Arastirmacimin adi: Kromozomlari inceleyen kisinin adi.

Tiir: Deney yapilan canlinin yaygin ve bilimsel adi.

Deney Tarihi :

Yer: Deneyimimizin saha veya laboratuar sartlarinda olup olmadig:.

Ornek Numarasi : Deneyde kullanilan biitiin rneklerin Latin sayilart

Lam Numaras: : Lamlarin rakamsal kodlanmasi.

Lam iizerinde metafazin pozisyonu: Mikroskop yardimiyla lam iizerinde tespit edilen
metafazin yerini siipheli durumlarda tekrar bulabilmek, diger arastirmacilar
tarafindan da kullanilmasim1  saglamak ve fotografim cekebilmek igin

koordinatlarinin yazilmasi.

Muamele: Numunenin icinde kirletici oldugundan siiphelenilen su kiitlelerindeki
dogal ortamlarindan yakalanarakmi elde edildigi veya laboratuar sartlarinda
genotoksik amillere mi maruz birakildigi veyahut da etkisi arastirilacak amilin

numuneye i.p veya i.m enjeksiyonuylami muamele edildigi.

Doz: In vitro deneylerin cogu doz-cevap calismalar1 seklinde planlanmistir. Bu

nedenle kullanilan dozlar tabloda yer almalidir.

Normal metafaz: Sayilmis biitiin normal metafazlarin frekansi.

Hatali metafaz: Numunedeki sayilan hatali metafazlarin sayisi.

Kromozomal anormalliklerin tipi: Farkl: tipteki kromozom hatalarinin frekansi.
Karyotip: S6z konusu baligin normal karyotipi de diploid say1 (2n) ve m,sm,st,t veya
a ile kol sayis1 (NF) verilerek ifade edilmelidir.

Toplam: Tablonun sonunda, ifade edilen biitiin veriler i¢in toplamlar belirtilmelidir.
Her bir SCE ve mikronukleus testi i¢in istenilen tablo kullamilabilir veya sayet
gerekli ise standart tabloda birlestirilebilirler: Mesela, mikronuklei / 1000 hiicre
frekans1 SCE / hiicre frekansi, tabloda hatali metafazlarin yerine kullanilabilirler.

Asagida 6rnek olmasi amaciyla, metafaz analizi icin bir tablo diizenlenmistir.
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Arastirmacinin Adi: Mehmet Ulupinar

Tiir: Gokkusagi alabaligi (O.myksis)
Tarih:15.09.1997
Yer: K.T.U, Siirmene Den. Bil. Fak. Laboratuart
Cizelge 2.8. Balik Kromozomlar1 Uzerinde Genotoksik Etkiler [23].

Num | Lam | Metafaz | Muamel | Doz Nor. Hatali Hata Karyotip
No: | No: | Pozis. Tarz1 mg/kg | Metefaz | metefaz | Tipleri | (2n=60)
Sayisi sayisi m+sm-+s
t+a veya
t
1 12a | 23-130 | Benzidin | 10 203 35 r,dic.,br | 44m,sm
@i.p.) ,gap +16st+a
2 23¢ | 31-125 |" 40 154 47 r,dic.,ga
P
3 Ta 27-111 | " 80 136 83 b,r.,gap.
Jfrag.
TOP
Cizelge 2.9. Balik kromozomlarinda SCE’ ye sebep olan genotoksik etkiler [22].
Numune |Lam | Metafaz | Muamele | Doz Metafaz | SCE SCE
no no pozis. tarzi mg sayimi | frekansi/1 | frekans1/100
/kg hiicre Hiicre
1 76d 13-11 Benzidine | 10 123 18+0.78 | 23+0.43
(i.p.)
TOP.
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Num | Lam | Mikronukleus | Muamele | Doz | Sayillan | Niikleotidli | 3Mn | Top
une | no Pozisyonu. tarzi mg | Eritrosit | Eritrosit lam
no /kg | Sayisi Sayisi Mn
1Mn 2Mn Say1
s1
1 98c | 22-145 Benzidine | 10 1000 19 3 0 22
(i.p.)
TOP

2.3.1.2. Kromatid Tipi Hatalari Belirlenmesi

Baliklarda yapilmis ¢calismalar

Arastirmacilar suna kadar bircok tiiriin (6zellikle memeliler) hiicreleriyle ¢calismis ve
bu tiirlerin hiicre sitogenetigi hakkinda oldukca yeterli bilgiye sahip olmalarina
karsin, baliklar ve o6zellikle bunlarin kromozomlari iizerinde yapilan calismalarin
yetersizligi arastirmacilart1 bu canli iizerinde daha yogun olarak calismaya sevk
etmistir. Ancak baliklar icin kullanilan teknikler, ayn1 amagcla diger organizmalar i¢in

kullanilanlardan bir¢ok bakimdan farklilik arz etmektedir.

Kromozom ¢alismalari, ¢evre koruma ile ilgili bir¢ok programdaki énemine ilaveten
ciftlikte yetistirilmis baliklarin genetik 1slahi icin de giderek artan bir neme sahiptir.
Bu caligmada, giiniimiiz saha ve laboratuar sartlar1 altinda genotoksik amillerin bir
gostergesi olarak kromozom hatas1 tayininin kullanilmasinin uygunlugu ileri
siiriilmektedir. Ayrica, farkli genotoksik amillerin balik kromozomlan {izerindeki
etkilerinin nasil olacag kisaca tartisilmigtir. Burada, kromozom hatalarinin degisik

tipleri sunulmus ve bunlara sebep olan mekanizmalar ortaya konulmustur.
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Genotoksik etkiyi belirlemede en gecgerli metotlardan birisi olarak “Sister Chromatid
Exchanges (SCE) (=Kardes kromozomlarda Kromatid degisimi (KKD)” dir.
Sitogenetik zaran belirleme konusundaki diger iki metot ise “Micronuclei (M)’ ve
“Anaphase Aberrations (AA) (=Anafaz Hatalari(AH) metotlar1 olup bu metotlar
SCE teknigine gore ¢ok hizli ve daha ucuz testlerdir. Ancak, balik kromozomlarinin
boylarinin kiigiik ve sayilarinin fazla olmasi nedeniyle hata analizlerinin yapilmasi
zordur. Bununla beraber, mikronuklei ve anafaz hatalar testi sistemleri, teknik olarak
daha basit ve uygulamak i¢in daha kolaydir. Boylece, o6zellikle baliklarin
bulunduklar1 suyun kalitesi hakkinda hizli sonuglara ihtiya¢ duyan balik iireticileri ve

biyologlar i¢in daha kullanighdir.

Kardes kromatid degistirme (SCE) analizi calismalari

Kardes kromatid degistirme: SCE olarak bilinen bu teknik son birka¢ yil i¢inde
gelistirilmistir ve standart kromozomal tekniklerin kullammmiyla kesfedilen
kromozomlar iizerindeki genotoksik etkileri meydana ¢ikarmak i¢in Kligerman ve

Bloom(1976),[25]' tarafindan baliklarda uygulanmistir.

Canlinin mutajenik-kanseronejik amillere maruz kaldigini belirleyebilen metotlardan
biri olan SCE metodu kromozom kirilmasi1 analizinden daha hassas bir metottur
(Resim2). Bir¢cok mutejenik ve kansorejenik kirletici SCE frekanslarinda 6nemli
artislara sebep olabilmektedir. Az ya da biiyiilk olmayan kromozom hasar1 meydana
getiren seviyelerdeki baz1 kimyasallar (mitomisin C, EMS, MMS, HN2 vb.) ile

kiiltiir edilmis hiicrelerde dnemli SCE artiglar1 gézlenmistir.

SCE, tek bir kromozomun iki kromatidi iizerinde goriiniiste benzer mevkilerde DNA

kirilmasi1 ve yeniden birlesmesinin sitolojik gériinmesidir.

Bir kardes kromatid degistirme noktasinda kromozomlar, bir agik, bir koyu
kromatide sahiptir; degistirilmis meteryalli olanlar acik ve koyu bolgeli kromatidlere
sahiptir. SCE analizleri, orada goriinmeleri sebebiyle SCE frekansi ve kromozom
hasar1 vasitalarina (0r; radyasyon ve kimyasallar) maruz olma arasinda iyi bir

korelasyon olmasi sebebiyle iyi bir gostergedir. Bu yiizden, bu tip analizler
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mutagenesis ve baliklarda cevresel zehirleyiciler calisma hususunda degerli bir
yoldur. Caligmalar, in vivo dokularda, deneysel baliklardan Kkiiltiirlenmis
limfositlerde ve in vitro vasitalarla maruz birakilmis hiicrelerde yapilabilir [26, 27].

SCE, ihtiva eden hiicre kiiltiirlerini belirlemek i¢in bircok sistem kullanilmaktadir. In
vitro sistemler, 6nemli deneysel 6zelliklere sahiptir, fakat kimyasal maddeler canli
bir hayvana girdigi zaman ne olacagim sadece kabaca bilgi verir. Bununla beraber
bromodeoxyuridine (BrdU) probu ile SCE’ nin varligimin ortaya konuldugu iki in
vivo sistem vardir. Vicia faba kok uclari, tavuk ve fare embriyolar1 bu teknikler ile,
ayn1 kromozomun iki kardes kromatidi arasindaki genetik materyalin degisiminin
gozlenmesi kolaydir. Bu islem, DNA replikasyonunun en az iki ¢evirimde timidinin
analogu olan 5-bromodeoxyuridine (BrdU)’e boliinmekte olan hiicreleri maruz

birakmak suretiyle gerceklestirilebilir.

e D

Resim 2: Orn: SCE frekansi tespiti

Fakat genel olarak kullanilabilirligi tespit edilmis bir BrdU konsantrasyonu yoktur.
Baligin sicak veya soguk su, deniz veya tath su, karnivor veya omnivor vb. olmasi
gibi farkli faktorlere bagl olarak, optimum deger balik tiirlerine gore degisebilir.
BrdU konsantrasyonunun en uygun seviyesini belirlemek icin, arastirmaci, hiicre
kiltiirii  ortaminda veya i.p. (intraperitoneal=karin boslugu) veya i.m.

(intramuscular=kas i¢i) enjeksiyonuyla deneme yapmalidir.
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Kromozom hatasi testi, yiiksek dozlarda bulunduklarinda farkli kromozomal hatalara
sebep olabilen kanserojenik-mutajenik kimyasallar ve iyonize radyasyon’un
etkilerini belirlemek i¢cin uygundur. SCE metodu yardimiyla ise, s6z konusu
amillerin diisiik dozlarindaki etkileride ¢cok kolay belirlenebilir. Bu ise kimyasal veya
amilin aksiyon mekanizmasina (yani onun S-fazina bagimli olup olmamasina)

baghdir.

Bu durum, Kligerman ve Bloom [28]'un Mudminnow (Umbra limi) iizerindeki
calismalarinda SCE sistemini gelistirmelerine yardimci olmustur. Bu teknik c¢evre
kirliligi problemleri ile ilgili laboratuar ¢aligmalarinda ¢ok popiiler olmustur. Bu test
icin cesitli balik hiicreleri kullanilmistir (6r; Barker ve Rackham (1979) tarafindan
[15] Ameca splendens, Stromberg vd. (1981) tarafindan [29] English sole (Paophrys
vetulus), Park ve Grimm (1981) tarafindan [27] Avrupa yilanbalig1 (Anguilla
anguilla ), Landolt ve Kocan (1983) tarafindan [11] Pasifik sanddab (Citharichtys
sordidus) ve Van de Kerhhoff ve Van der Gaag (1985) tarafindan [30]

Nothobranchius rachowi’da kullanilmustir.

Kligerman vd. (1981) tarafindan [17] tarif edilen SCE metodu soyledir;

1. Baliklara 500ug BrdU/g viicut agirligi hesabiyla i.p.enjeksiyonu yapilir.

2. 24 saat sonra, baliklara test amili (etkisi arastirilan kirletici madde) i.p.
yoluyla enjekte edilir veya bu madde balig1 icinde bulundugu akvaryuma blli
bir oranda konularak baligin bu maddeden etkilenmesi saglanir.

3. 4 giin sonra ve oldiiriilmeden yaklagik 7 saat 6nce her bir baliga metafazda
boliinen hiicreleri bloklamak i¢in 25ug kolsemid/g v.a. veya kolsisin verilir.

4. Baliklardan solungaclar bobrek ve bagirsak alimir ve 30dk.%0,4'liik KCI
(hipotonik soliisyon) ile muamele edilir.

5. Dokular, methanol: asetik asit icinde 1 gece fiske edilir ve dilute hiicre
siispansiyonu elde etemk amaciyla iyi bir ¢okme laminda %50’lik asetik asit
te yumusatilir.

6. Hiicre siispansiyonu, hiicrelerin tek tabaka halinde bir halka olusturmasi icin

50°C’ye kadar 1s1tilmis bir lam {izerine konulur.
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7. Boyama icin, lamlar, 3045 dak. Siddetli floresan 1s18ina 1slak konmus
lamlarin maruz birakilmasini takiben Hoechst 33.258 (200ug/ml) ile 10 dak.
muamele edilir.

8. Lamlar hava ile kurutulur, xylol ile temizlenir ve iizerine konur.

2.3.1.3. Anafaz Hatas1 Calismalari:

Anafaz Hatalar1 (AA): Anafaz hatas1 teknigi, bazi kirleticilerin genetoksik etkilerini
daha iyi ortaya koymasi ve su ortamindaki mutajenlerin bir gostergesi olarak cazibeli
olmasindan dolay1 ¢cok onemlidir [31]. Bu test sistemi, metafazdaki kromozom
hatalarinin belirlenmesinden ¢ok daha basittir. Bu teknik, in vitro hiicre kiiltiirlerinde
[32], ve hem in vitro hem de in vivo’nun her ikisinde Liguori ve Landolt (1985) [33],
genoto-oksidantlarin yiiksek seviyelerine maruz kalan canlilarda, anafaz esnasinda

mitoz hiicrelerindeki kromozomal makro lezyonlan belirlemeyi saglar.

Anafaz hatalann anafaz esnasindaki metafaz plagindan bir veya daha fazla
kromozomun hareketindeki bir gecikme(anafaz gecikmesi) gibi veya ayrilmasi
suretiyle meydana gelebilir, fakat sentromer her iki kars1 kutbun iglerine bagl olan
hari¢ hala boliinmemistir. iz (Trailing=kuyruk) ve bitisik kirilmis parcalar anafaz
hatalarinda en sik goriinen tipler olup anafaz esnasinda ayrilmig kromozomlar
arasinda derin bir boyanmig yap1 olarak goriinebilirler. Gokkusagi alabaligi
hiicrelerinde anafaz hatalari testi Liguori ve Landolt (1985) tarafindan [33] asagidaki

sekilde onerilmistir.

1. Formalinde fiske edilmis embriyolar yumurta sarisindan ayrilir.

2. 2-3 saat %50-70’lik asetik asit icinde bekletilir.

3. 1 kisim aside 19 kisim boya oraninda propionik asit iceren %2’lik aceto-
orcein boyasina 2—3 saatligine birakilir.

4. Boyanmis embriyo bir lam iizerindeki bir damla asetik asit i¢ine konulur.

5. Lam ve lamel arasinda yavasca ezilir.

6. Ezme preparasyonlar temiz tirnak cilasi ile kapatilir.
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7. Hatah anafazlarin sayist, ilk yiiz anafaz hiicresinin sayilmasi veya bir 151k
mikroskobu (X1000) kullanma lamlar izerinde mevcut anafaz

hiicrelerinin tamaminin sayilmasi suretiyle belirlenir.

2.3.1.4. Mikroniikleus (M) Cahsmalari

Mikroniikleus testi, kromozomal kingin kalitatif tayininin hizla yapilmasim
saglamaktadir ve kimyasallarin mutajenligini aksettiren bir metot olup kolay
basarilmis ve sitoplazmada daimidir. Mikronukleinin taninmasi teknik olarak cok
kolaydir ve bu teknik metafazdaki kromozomlarin direk gosterilmesinden 15 defa

daha hizlidir.

Mikronuklei, anafaz esnasinda kromozom veya aksentrik kromozom
fragmentlerinden sekillenen kromatin icerikli sitoplazmik cisimcikler olup hiicre
siklusunda kardes cekirdeklerin birbirleriyle birlesmeleri sirasinda meydana gelir.
Kromozom kirilmalari, yapisal anormal kromozomlar ve ig anormalliklerinin sonucu
olan genetik hasarlar mikronuklei olusumuna yol a¢tigindan dolayi, mikronuklei
indeksi bu tip genetik hasarlarin bir gostergesidir. Esansiyel olarak klastojen etki
gosteren tiim ajanlarin mikronukleiye neden oldugu saptanmistir. Mikronuklei sayimi
kromozomal aberrasyon tespitine gore daha az teknik malzeme gerektirdiginden ve
daha hizli oldugundan dolay1 bu teste nazaran daha fazla tercih edilmektedir. Bunun
yam sira klastojenezis ve 1§ bozukluklar1 gibi 6nemli iki genetik hasardan meydana
geldigi i¢in, bu tip hasarlara neden olan kimyasallarin taranmasinda yaygin olarak

kullanilan bir testtir.

Mikroniikleus testi, hayvanlardan alinan periferal kan hiicrelerinin(eritrositlerinin)
analizi yoluyla eritroblastlarinin mitoz cihazlarinda veya kromozomlarda test
maddesi tarafindan olusturulmus hasarin belirlenmesi i¢in kullanilir. Mikronuklei
(M), asentrik kromozom parcalarinin yogunlastirilmasi suretiyle veya anafazi takip
ederek asil niikleide dahil olmayan biitiin kromozomlar tarafindan olusturulmustur.
Bir mikroniikleus, bir hiicrenin stoplazmasinda 1s1k mikroskobu yardimiyla

goriilebilen bir fazlalik (supernumerary) nukleustur.
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Mikronuklei testleri icerisinde ise en yaygin kullanim alani bulani in vivo memeli
eritrosit mikronuklei testidir. Bu In vivo mikronukleus testi, eritroblastlarin mitotik
aparatlari veya kromozomlarinda test substanslari tarafindan meydana getirilen
hasarin tespitini saglar. Bu test genellikle rodentlerin kemik iligi ve / veya periferal
kan numunelerindeki eritrositlerin analizi yoluyla yapilir. Rodent kemik iligi,
polikromatik eritrositler bu dokuda tiretildigi icin bu testte rutin olarak kullanilirlar.
Polikromatik (immature) mikronukleili eritrositleri dalak tarafindan dolasim
kanindan uzaklastirilmadig bilinen tiirlerde periferal kan da kemik iligine esit sekilde

mikronuklei 6l¢iimiinde kabul edilebilir bir dokudur [34].

In vivo memeli mikronukleus testinin amaci mikronuklei sekillenmesiyle sonuglanan
sitogenetik hasara neden olan substanslarin ayrimimi yapmaktir. Kemik iliginin
normal fizyolojisinde, bir eritroblast bir polikromatik eritrosite doniigiirken, ana
nukleus c¢ikarilir. Ancak patolojik olarak bir mikronukleus formu gelismisse
mikronuklei c¢ekirdeksiz sitoplazma igerisinde kalir. Mikronukleilerin mikroskop
altinda goriilmesini spesifik boyama teknikleri ve hiicrede bir ¢ekirdegin olmayis
kolaylagtirmaktadir. Uygulama yapilan hayvanlarin mikronukleili polikromatik
eritrositlerinin frekansinda bir artig, kromozomal hasarin ve o kimyasalin potansiyel

karsinojenik / mutajenik oldugunun gostergesidir [35].

In vivo memeli mikronukleus testi, In vivo metabolizma, farmakokinetik unsurlar,
DNA onarim prosesleri, tiirlere 6zel farkliliklar ve dokular arasi etkilesim gibi
faktorlerin degerlendirilmesini de miimkiin kildigindan gercek bir mutajenik
degerlendirme saglar. Bu yiizden mutajenik defektlerin tespitlerin In vitro sistemlere

gore daha kullanish bulunmaktadir [34-43].

Schmid (1975), mikroniikleinin sitopldzma da asagidaki gibi sekillendigini ifade
etmislerdir [44]. Anafazda, sentrik elementler ig kutuplara dogru hareket ettikleri
zaman sentrik bir kromotid ve kromozom parcalar1 geri kalirlar. Telofazdan sonra
zarar gormemis kromozomlar sentrik parcalar gibi diizenli ‘‘daughter (evlat)”
niikklei’ye sebep olurlar geciken elementlerin ¢ogu evlat hiicreler icerisinde

dahildirler, fakat onemli bir oran, asil niikleustan ¢ok daha kiiciik (1/5-1/20) olan bir
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veya birkag¢ ikincil niiklei olarak sekillenirler ve bu yiizden “mikroniilei” olarak

adlandirilirlar.

Al-Sabti ve Hardig (1990) [48], baliklardaki mikroniikleinin, biiyiikliik olarak
Schmid (1975) tarafindan belirtilenden [44] daha kiiciik olabilecegini ifade etmistir.
Ciinkii onlarin aciklamalarn biiyiikk kromozomlara sahip olan memeli hiicrelerine
dayandirilmaktaydi. Diger taraftan, balik kromozomlar1 ¢ok daha Kkiiciiktiirler,
mikroniiklei asil niikleustan yaklasik 1/10-1/30 daha kiiciik olabilir demistir.
Mikroniiklei gozlemleri ¢ok hizli yapilabilir. Balik tiirlerinin ¢ogunda eritrositler

oldukga iridirler ve biiyiik bir niikleusa sahiptirler [12].

Son birkag yil i¢ginde diisiik dozda iyonize radyasyon ile problemler arasindaki iliski
artmistir. Baliklarin genetik materyali farkli yollarla iyonize radyasyon tarafindan
etkilenebilirler. Iyonize radyasyonun, en azindan yiiksek dozlardan sonra kromozom
hatasina sebep oldugu bilinmektedir. Cernobil’e benzer radyasyon kazalarinin
sonuclarinin aragtirnlmasinda sadece fiziksel Ol¢iimlerle yetinilmemelidir, ayrica
biyolojik metotlar da kullanilmalidir. Baliklarda, radyo kontaminantlar ve genetik
etkiler arasindaki iliski iyi bilinmemektedir. Genotoksik ortama maruz kalinmanin

basit bir testi, balik eritrositlerinde mikroniiklei frekansini ¢caligmaktir.

Radioniikleid’lerden kaynaklanan radyasyon, ya dogrudan ya da aktive edilmis
metobolitler yardimiyla DNA’ya saldirir ve mutasyonlara sebep olur ve daha sonra
genetoksik olarak diisiiniiliir. Gollerdeki ve diger sulardaki baliklarin biitiin viicudu
1sinlamaya (irradiation) maruz kalabilir. Balik hiicreleri radyasyona maruz kaldiklari
zaman her bir kromotitte mevcut olan tekbir DNA c¢iftinin kirilmasi derhal
gerceklesir. Bu kiriklarin ¢ogu, diger hiicreler anormal olarak yenilenirken farkli
periyotlarda yenilenecektir.

Baliklarda mikroniiklei testi, kromozom hasar1 frekansimi saglar ve dolayl olarak
cevresel rado-kontaminantlar ve su ekosistemimizde insanlar tarafindan olusturulmus

ve dogal diger bir¢ok kirleticilerden insan sagligi i¢in riskin olup olmadiginin
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anlasilmasimi saglar. Bu test genotoksik maddeler veya amillerin birinci derecede

goriintiilenebildigi bir test olarak hizmet edebilir.

Her hangi bir hiicre tipi i¢in mikroniikleus analizi, muamele edilmis popiilasyonun
onemli bir kisminin mitoz gegirmesine, bdylece birinci hiicre dongiisii esnasindaki
muamele yoluyla sebep olunmus sentrik parcalarin ikinci veya daha sonraki hiicre
dongiilerinin her hangi bir safhasinda sitoplazmadaki mikroniiklei gibi kendilerini

acikca gostermelerini gerektirir.

Bu metotta, hayvanlar uygun bir usulle test maddesine maruz birakilir, uygun bir
zaman sonra periferal kan alinir, yayma preparasyonlart yapilir ve boyanir. Periferal
kanla calismalar i¢in, son maruz birakma islemi ile hiicre hasati arasinda miimkiin
olduk¢a az zaman harcanmalidir. Preparasyonlar mikroniiklei mevcudiyetini tespit
icin preparasyonlar analiz edilir. Analiz icin, en az toplam 1000 eritrosit sayarak her
bir hayvan i¢in toplam(olgun+olgun olmayan) eritrositler i¢inde olgun olmayanlarin
oranm tespit edilir. Pozitif ve negatif kontrolleri iceren biitiin lamlar, mikroskobik
analizden 6nce birbirinden bagimsiz olarak kodlanir. Her hayvanda en az 2000 olgun
eritrosit, mikroniikleuslu olgun olmayan eritrositlerin olus derecesini tespit i¢in
sayilir. Ilave islem olarak, mikroniiklei igin olgun eritrositler sayilabilir. Lamlar
analiz edilirken, toplam eritrosit i¢inde olgun olmayan eritrositlerin orani kontrol
degerinin %20’den daha az olmamalidir. Ayrica hayvanlar 4 hafta veya daha fazla bir
siire devaml1 olarak muamele edilecegi zaman, her bir hayvanda en az 2000 olgun
eritrosite mikroniiklei olusum derecesi icin sayilmalidir. Otomatik analiz sistemleri
(imaj analizi ve hiicre siispansiyonlar1 flow sitometrisi) dogrulama i¢in alternatif

olarak kabul edilir.

[k olarak fareler de kullanilmak amaciyla gelistirilmis olmakla beraber, bu teknik,
daha sonra laboratuarda baliklara uygulanmak amaciyla Hooftman ve Raat (1982),
tarafindan gelistirilmistir [47]. Bu modifikasyon, “piscine micronucleus test” olarak
bilinir ve kimyasal kontaminasyonlu balik ve omurgasizlarin hizli ve ucuz bir in situ

biyolojik indikatorii olarak onerilmektedir. Bu metot AA ve SCE testlerinde mevcut
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problemlerden kaginmak maksadiyla balik sitogenetikcileri tarafindan daha fazla

tercih edilmektedir.

Mikroniiklei testi, mutasyonal hasarin frekanslarim tayin etmeyi ve cevresel
kirleticilerin insan sagligina direkt ve indirekt tesirini tespit etmeyi saglar. Herhangi
bir hiicre tipi i¢in mikroniikleus tayini, ilk hiicre dongiisii esnasinda muamele sonucu
olusturulmus sentrik parcalarin ikinci veya daha sonraki hiicre dongiilerinin herhangi
bir sathasinda sitoplazmadaki mikroniiklei gibi kendilerini gostersin diye, muamele

edilmis populasyonun gergek bir parcasinin mitoza ¢ekilmesine ihtiya¢ duyar.

Baliklarda mikroniiklei ol¢iimleri, laboratuar ve cevre sartlar1 altinda, gevre ile ilgili
calismalarda kromozom hatalarindan daha iyi bir parametre olarak gosterilmektedir

[11, 31, 48-53].

Her ne kadar ¢ok hizli yapilabilmesine ve ucuz olmasina ragmen, baliklarda
mikroniiklei olusumu, toksikologlar tarafindan nadiren kullanmilmistir. Carrasso at all
(1990), asagidaki faktorlerin baliklar, kurbagagiller ve omurgasizlarda mikroniikleus
testinin, biyolojik bir gosterge olarak kimyasal kontaminasyonun kesin teshisini

engelledigini tespit etmislerdir [49].

1. Zaten varolan cekirdek morfolojisindeki diizensizliklerin mikroniikleinin
genotoksik analoglarinin sanilmasi.

2. Cekirdek lezyonlarinin gercekten genotoksisiteden mi kaynaklandigir ya da
her hangi bir exogeneous amile maruz kalmadan mi1 kaynaklandigi hususunda
laboratuar verilerinin yetersizligi.

3. Genotoksit lezyonlarinin 6zelliklerini veya birkag¢ fotografini icerecek sekilde
verinin olmamasi.

4. Laboratuar ¢alismalarinda kimyasal maddeye maruz birakma metotlarinda
uyusmazligin bulunmasi.

5. Biyolojik oOrneklerin toplanildigi sahalarda kimyasal kontaminantlarin

varligini teyit etmek icin kimyasal analizlerin yapilmamis olmasi.
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6. Biyolojik bir gostergenin énemli oldugu yerlerde, ara kirlilik siddetine sahip
bolgelerden yeterince drnegin toplanmasi.

Hooftman ve Raat (1982) ve Hooftman ve Vink (1981) laboratuar sartlarinda etil
metanesiilfonat ile mudminnow (Umbra pygmaena)’da mikroniiklei olusturmuslardir
[47,52]. Ayrica, yine laboratuar sartlarinda, sazangillerden ii¢ tiir (doga sazani,
Cyprinus carpio; ot sazani, Ctenopharyngodon idella; kadife baligi, Tinca tinca)’de
mikroniiklei olusturmak amaciyla 5 cesit kanserojenik-mutajenik kimyasal (alfatoxin
B1, aroclor 1254, benzidine, benzo(a)pyrene ve 20-methyl-cholanthrene) test

edilmistir [12].

Birlesmis Milletlerde, Carrasso at all (1990) ve Hose at all (1987), Giiney Kaliforniya
aciklarindaki kontamine olmus bolgelerden elde ettigi iki deniz baligr (White croaker,
Genyonemus lineatus ve Klep bass, Paralabrax calthratuse)’'nda eritrosit
mikroniikleisi dolagim frekansinin, daha diisiik kontamine olmus mevkilerden elde
edilen baliklara nispetle yiiksek oldugunu bulmuslardir [49,54]. Bu tahlil sistemi,
Isvec’te endiistriler tarafindan kirletilen Baltik Denizi’nin ¢esitli bolgelerinden ve
radiosezyum ile kirletilmis Isve¢ gollerinden elde edilen baliklarin hiicrelerinde saha

sartlar1 altinda bagarili olunacagini géstermistir [55].

2.4. Arastirma Orneklerinin Ahndigi Alanin Ozellikleri

Ardahan ve Kars il sinirlan icerisinde kalan Cildir Goli 123 km? alam ile Dogu
Anadolu Bolgesi'nin en biiyiik tatli su ve en biiyiik ikinci goldiir. Deniz seviyesinden
1965 m yiiksekte bulunan goliin en derin noktasi 22 metre ve tektonik olusumlu bir
goldiir. Bir¢ok dere ve pinarlarla beslenmekte olan goliin tek ciktis1 kuzey batisinda
yer alan Ermenistan sinirinda bulunan Arpacayin kolu olan Telek Cayi'dir. En biiyiik
olam1 Akcgakale harabelerinin yaninda yer alan adadir. Gol etrafinda cok az bitki
ortiisii gelismistir, ancak golii cevreleyen otlaklarda yogun hayvancilik yapilmaktadir

[56].

Yilin dort mevsiminde yapilabilen balik¢ilik yore halki icin 6nemli bir ekonomik
gelir kaynagi teskil etmektedir. Golde balik¢ilik 6nemli bir insan aktivitesi olup, kigin

buz tutan golde kalin buz tabakasi kirilarak balik avlanmaktadir. Golde yakalanan en
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onemli balik tiirli Sazan'dir (Cyprinus carpio). Ancak kurak gecen mevsimlerde, gol
seviyesi hizla ¢ekilmekte ve bu nedenle sazan gibi tiirlerin tiremesi igin gerekli
sazliklar daralmaktadir. Bununla beraber bir¢ok balik¢inin yasaklara uymayarak

kontrolsiiz avlanmalar1 balik stoklarini olumsuz etkilemektedir [56].

Resim 3. Cildir Golii

Goliin sadece kuzey batisinda seddeyle ayrilmig bataklik ve sulak cayirlar bulunur.
Genelde gol cevresi mera vasifli olup, sert bolge iklimi tarima olanak vermez. DSI
tarafindan golii beslemek amaci ile yapilan derivasyon tiinellerinin hem diger
havzalardaki kirlilik yiikiinii géle tasimasi, hem de hayvancilik ag¢isindan ¢cok 6nemli

cayirlarin kurumasina neden olmasi miimkiindiir.

Ayrica ingaati heniiz tamamlanmamis olan Kuzey derivasyonunun Cildir'in ¢ok
onemli cayirligi olan Karacay ovasinin ot verimini ciddi boyutta etkilemesi soz

konusudur.

G0l ve c¢evresindeki tarim alanlarinda kullanilan tarimsal kimyasallarin (6zelliklede
yiikksek oranda azot iceren giibrenin) bilingsizce ve yorenin ekolojik ve iklimsel
kosullart g6z ardi edilerek kullanilmasimin  gol {izerindeki kot etkileri

belirtilmektedir.
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- Kontrolsiiz ve asir1 avlanma

- Erozyon

- Yiiksek besin girdisi Cildir Golii i¢in tehdit olusturmaktadir.

Golde asirt bir kirlilik gozlenmemesine ragmen yine de artan bir evsel kirlilik goze
carpmaktadir. Adalardaki insan baskisinin artmasi bu alanlart kulugka icin kullanan
tirleri olumsuz etkilemektedir. Yapimi planlanan otel ise yeniden go6zden
gecirilmelidir. Son yillarda artan turizmle birlikte insan baskis1 artmis ve turistik

tesisler inga edilmeye baglanmistir [56].
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Harita 1. Cildir Golii haritas1 [57].
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Gol Hakkinda Diger Bilgiler:

Konum Ardahan ili

Alan (ha) 12.350

Koordinatlar 41°03'Nve 43" 15'E
Rakim (m) 1962

Maksimum derinlik (m) 22

2.5. Acanthalburnus microlepis Hakkinda Genel Bilgiler

2.5.1. Familya: Cyprinidae

Ulkemizde yasayan kemikli baliklarin, 6zellikle de tatli su baliklarmin biiyiik bir
kismimi olusturan bu familya, Kura-Aras Havzasinda da oldukca yaygindir. Bu
baliklarda bas ciplak, viicut ise sikloit tip pullarla ortiilidiir. Agizda maksiller
(maxiller) dis bulunmaz. Baz tiirlerde agiz protraktil karakterde (koriiklii) olup, tipki
bir koriiklii hortum seklinde ileriye dogru azalip kisalabilir. Yag ylizgeci (adipdz)
bulunmaz. Bu familyanin en karasteristik 6zelligi olarak farinks dislerinin varlig
gosterilebilir. Bu disler genellikle operkulumun altinda ve 4. solungag¢ yaylarinin
gerisindeki faringien kemikler iizerinde olup sira, say1 ve sekilleri tiirlere gore biiyiik
farkliliklar gosterir. Bu nedenle, cinslerin ve tiirlerin aymriminda onemli diagnostik
ozellikler olarak dikkate alinirlar. Sirtta daima tek dorsal yiizge¢ vardir. Ventral
yiizgecler ise, biitiin cins ve tiirlerde abdominal tiptedir. Hava keseleri mevcut olup,
daima bir bogumla iki loba ayrilmistir. Ayrica pneumatofor adi verilen bir kanal
sayesinde Ozofagus ile devaml irtibat halindedir. Omur seridinin ilk dort omuru
birbiriyle az ¢ok kaynasarak Weber kemikleri denilen 6zel bir formasyon meydana
getirmiglerdir. Mide civarinda plorik ¢ekum denilen kor barsaklar bulunmaz.
Genellikle biyiksiz iseler de bazen bir veya iki ¢ift biyik tasiyan temsilcilerine
rastlanmaktadir. A1z konumu itibariyle terminal, yukariya yonelik veya alt durumlu

olabilir.

Cogunlukla siiriiler halinde yasarlar. Ureme zamani Ilkbahar ve Yaz aylaridir. Bu

zamanda 6zellikle erkeklerin daha parlak ve siislii bir goriiniim kazandigi, 6zellikle
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bas ve viicutlarn iizerinde kiigiik iireme tiiberkiillerinin meydana geldigi dikkati

cekmektedir.

Ekonomik 6nemi olan bu familyanin bazi temsilcileri ¢abuk biiyiimeleri, yapay
dollenme yoluyla yetistirilmelerinin nispeten kolay olmasi gibi nedenlerle dogal

yasam alanlarinin disindaki bircok iilkelere insanlar tarafindan tasinmislardir.

Esas itibariyle, Eski Diinya Kitalar1 adim1 verdigimiz Asya, Avrupa ve Afrika'y1
tamamen kaplamislardir. Bununla beraber, Amerikanin Kuzeye yakin bolgelerinde
de bulunmaktadirlar. Daha da genellestirecek olursak, Madagaskar, Avustralya, Yeni
Zelanda, Giiney Amerika, Kuzey Kanada ve Alaska, Gronland ve Izlanda harig
olmak {iizere biitiin diinyaya dagilmiglardir. Madagaskar ve Amazon civarindaki
mevcudiyetleri insanlar tarafindan cesitli maksatlar icin taginmalariyla miimkiin
olmustur. Bu familya diinya yiiziinde 1500'e yakin tiir ile temsil edilirse de,

Tiirkiye'de 30 cins ve 70 tiirli yasamaktadir [58, 59].

2.5.2. Cins: Acanthalburnus

Kura-Aras sisteminde yasarlar. Ulkemizde tek bir tiirii vardir. A.microlepis'de D III
8-9, A III 13-17 L.1.71-80 dir. Agiz u¢ konumlu; iist ¢cene alt ¢eneden daha uzun;
farinks disleri 2.5-5.2 ya da 2.5-4.2’dir. Kuyruk yiizgeci uzun ve ortadaki ¢okiintiisii
derin; yan taraflarinda koyu genis bir bant var. Sirt ve kuyruk ylizgeclerinin uglari

koyu renklidir [60].

2.5.3. Tiir: Acanthalburnus microlepis (Filippi, 1863)

Viicut sekli yoniinden Alburnus tiirlerine ¢ok benzerse de yanlardan fazla yassilagmig
olmasi ile ayirt edilir. Standart boyda viicut yiiksekliginin 3.5-4.5 katidir. Dorsal
yiizgecin sonuncu basit 1s1m1 iyi kemiklesmis olup, asagi yukar sert bir diken
seklindedir ve uzunlugu bas boyuna esittir. Agiz kiigiik yapili ve hafif yukariya
yoneliktir. Ust ¢ene alt ¢eneden daha uzundur. Gozler nispeten iri yapidadir ve
caplar1 bas boyunun 1/4't kadardir. Kuyruk yiizgeci derin girintili ve loplarinin ucu

sivridir.
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Renk, Alburnus'larda oldugu gibi parlak beyaz goriiniistedir. Viicut yanlarinda bastan
kuyruga kadar uzanan, siyah renkli genis birer bant bulunur. Dorsal ve kaudal
yiizgeglerin serbest uclar1 genellikle siyah renklidir. Diger yiizgecler ise, cogu kez
gri, bazen de kirmizi renklidir. Asil yayilis alan1 Kura ve Aras nehir sistemleri olan
bu tiir, iilkemizde Aras nehri, Olgek suyu (Ardahan), Akgalar suyu (Arpagay) ve
Kars ¢aymdan bilinmektedir. Etleri yenmekle beraber ¢ok kilcikli oldugundan fazla

ekonomik 6nemi yoktur [58].
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Diagnostik Ozellikleri:

D: III; 8-9

A: II-10T5 13-17

L. lat: 68-83

L.tran: 13-15/6-8

Farinks digleri: 2.5-5.2 veya 2.5-4.2
Solungag dikenleri: 9-10

Regnum (Alem) : Animalia
Subregnum (Alt alem) : Metazoa
Phylum (Sube) : Chordata
Subphylum (Alt sube) : Gnathostomata
Superclass (Ust sinif) : Pisces

Class (Sinif) : Osteichthyes
Subclass (Alt sinif)  : Actinopterygii

Superordo (Ust takim) : Teleostei

Order (Takim) : Cypriniformes

Family (Aile) : Cyprinidae

Genus (Cins) : Acanthalburnus

Species (Tiir) : Acanthalburnus microlepis [58].

50



2,006/05/ANMRI3E33

Resim 4. inci balig1 (Acanthalburnus microlepis, Filippi 1863)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal

Sodyum hipoklorit (NaOCl) soliisyonu yaklasik olarak %12,5-25 oraninda aktif
klorin gazi1 (Cl,) icerdiginden biosid 6zelligine sahip olup evsel, endiistriyel, tibbi ve
bilimsel uygulamalarda yaygin bir bi¢cimde kullanmilmaktadir [61]. Sodyum
hipoklorit, yaklasik 100 yildan fazla zamandir dezenfektan olarak kullanilmakta
olup, bir¢ok mikroorganizma iizerine hizli etkili bir ajan 06zelligi tasimaktadir.
Sodyum hipokloritin antiseptik Ozelligi bakteri, sporlar, algler, viriisler ve hatta
protozoonlar iizerine genis etki spektrumu ile klinik pratikte ¢cok yaygin bir sekilde
kullanilmasini saglamistir [62]. Sodyum hipokloritin su veya atik sularla karigsmasi
durumunda, kolayca niikleotid bazlar1 ve proteinler gibi bircok biyolojik materyalle
reaksiyona girerek stabil, lipofilik ve akuatik ¢evre i¢in toksik olan organik klorinli

bilesiklerin ortaya ¢ikmasina sebep olur [61].

3.2. Deney Materyali

Deneylerde kullanilan A. microlepis 6rnekleri Cildir Golii [(Iat 38° 35°E, long 45°
45°N)] 1947 metre yiikseklikte bulunan Akgakale koyiil yakinlarindan elektrikli soker
ve serpme ag kullanilarak yakalandi. A.microlepis ornekleri viicut sekli yoniinden
Alburnus tiirlerine ¢ok benzerse de yanlardan fazla yassilagsmis olmasi ile ayirt edilir.
Standart boyda viicut yiiksekliginin 3,5-4,5 katidir. Dorsal ylizgecin sonuncu basit
1511 iyi kemiklesmis olup, asagi yukarn sert bir diken seklindedir ve uzunlugu bas
boyuna esittir. Agiz kiiciik yapili ve hafif yukariya yoneliktir. Ust cene alt ceneden
daha uzundur. Gozler nispeten iri yapidadir ve caplart bag boyunun 1/4'i kadardir.

Kuyruk ylizgeci derin girintili ve loplarinin ucu sivridir.

Renk, Alburnus'larda oldugu gibi parlak beyaz goriiniistedir. Viicut yanlarinda bastan
kuyruga kadar uzanan, siyah renkli genis birer bant bulunur. Dorsal ve kaudal
yiizgeglerin serbest uclar1 genellikle siyah renklidir. Diger yiizgecler ise, cogu kez
gri, bazen de kirmizi renklidir. Kura ve Aras Havzasina endemik olan bu tiir,
iilkemizde Aras nehri, Olcek suyu (Ardahan), Akcalar suyu (Arpacay) ve Kars
cayindan bilinmektedir [58].
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3.3. Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

1. Etanol (C;HsOH), (Merck, K35091886 537)

2. Sodyum hipoklorit soliisyonu (NaOCI), (%6-14), (Merck, B921414 643)

3. Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,POQO,), (Merck, A651773 524)

4. Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPQ,), (Merck, K34623780 516)

5. Benzen (C¢Hs), (Labkim, B.0032.10.21)

6. Giemsa (Merck, HX694620)

7.
Fosfat Buffer Soliisyonu : Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO4)’dan 9.1 gr. alinir
ve 1000 ml. bidistile suya tamamlanir. Bagka bir balon jojeye de sodyum hidrojen
fosfat (Na,HPO4)’dan 11,9 gr alinir ve 1000 ml. bidistile suya tamamlanir ve stok

¢ozeltiler hazirlanmis olur [22].

Sorenson Fosfat Tampon Soliisyonu: KH,PO, ¢ozeltisinden 60 ml. ve Na,HPO4
¢ozeltisinden 30 ml. alinarak saleye konulur ve iizerine 10 ml. giemsa boyasi eklenmesi
suretiyle %10 luk giemsa-sorenson fosfat tampon ¢ozeltimiz hazirlanmis olur. Sorenson
fosfat tampon c¢ozeltisi cesitli pH degerlerine ayarlanabilir, bu iglem igin her iki

¢ozeltinin degisik miktarlar kullanilarak pH istenilen degere ayarlanir [22].

Cozelti 1:
KHyPOy..oneeiiiiine, 9.1 gr.
Bidistile Su.......c.coecevrunene. 1000 ml.
Cozelti 2:
Na;HPOy.....ooveviieieeneee. 11.9 gr
Bidistile Su.......ccccceeeueennee. 1000 ml

pH 5,6 icin: Cozelti 2 den 5 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,0 icin: Cozelti 2 den 12.3 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,5 i¢in: Cozelti 2 den 30 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,8 icin: Cozelti 2 den 50 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 7.2 igin: Co6zelti 2 den 70 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
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3.4. Mikroniikleus Testi

Deneylerde kullanilan A. microlepis 6rnekleri Cildir Golii [(lat 38° 35°E, long 45°
45°N)] 1947 metre yiikseklikte bulunan Akgakale koyii yakinlarindan elektrikli
soker ve serpme ag kullanilarak yakalandi. Yakalanan baliklarin laboratuara
transferleri polietilen tanklar icerisinde ve havalandirmalar1 saglanarak yapildi.
Laboratuara getirilen baliklar iyice havalandirilmis akvaryumlara yerlestirilerek bir
hafta boyunca ortama uyumlar1 saglanmistir. Uyum periyodunda suyun
fizikokimyasal 6zelliklerinin anlagilmast i¢in yapilan analizlerde sicakligin 19+1,
pH’ 1 7,2-7.3, coziinmiis oksijen (mg/lt) 8-9 ve toplam sertlik (CaCO3) (mg/L)
150-170 olarak tespit edilmis olup cizelge 10’ de bu degerler gosterilmektedir.

Mikroniikleus testi i¢in deneylere baslamadan 6nce akvaryumlar iyice yikanarak
icerisinde hi¢cbir maddenin kalmamasi saglandi. Akvaryumlara sirayla sodyum
hipokloritin ppm (mg/ It) olarak hesaplanmis degerleri (0,05 mg/ 1t, 0,10 mg/ It,
0,25 mg/ 1t, 0,37 mg/lt, 0,50 mg/ It, 0,75 mg/ 1t, 1 mg/ 1t) en kiigiigiinden
baglanilarak konuldu ve her akvaryuma 10 balik yerlestirildi. Baliklarin ortalama
agirliklart 2-5 gr, boyu ise ortalama olarak 10-15 cm civarinda idi. Akvaryumlara,
baligin her bir grami icin 1 It su konuldugundan, ortalama her akvaryuma 30 It su
konulmustur. Bir akvaryuma hi¢bir madde konulmayarak 10 balik yerlestirmis ve
kontrol grubu olusturulmustur. Ayrica pozitif kontrol olarak 10 mg/lt Benzen
kullanildi. Pozitif kontroliin uygulandigr akvaryuma 10 balik yerlestirildi ve
buradaki baliklardan 36.saat, 72.saat ve 6. giin sonunda kan numuneleri alinarak,
1000 eritrosit hiicresi sayillmis ve mikroniikleili hiicre sayisi tespit edilmistir.
Mikroniikleus frekansinin tespiti i¢in 60 balik kullanildi ve sonuglarin saglikli bir
sekilde elde edilmesi icin her deneme 2 kez tekrarlandi. Deney ortamindaki
1siklandirma, dogal periyota uygun olarak 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
olacak sekilde ayarlandi. Degisik zaman araliklarinda (36.saat, 72. saat ve 6. giin)
kontrol ve canli balik bulunan deney gruplarindan 3 adet baliktan kan numuneleri
caudal vena’dan alinarak her kan numunesinden 5 adet preparat hazirlandi.
Preparatlar havada kurutulduktan sonra 20 dakika siireyle metanolde fikse edildi.
Preparatlarin tekrar havada kurumasi saglanarak, % 10’luk giemsa-fosfat buffer

soliisyonunda 15 dakika boyandi. Bu siire sonunda preparatlar soliisyondan
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cikarilarak fosfat buffer soliisyonu ile yikanmis ve havada kurumalan saglanmistir.
Preparatlar 151k mikroskobunda x1000 lik biiyiitme ile incelenerek ve her preparatta
1000 eritrosit hiicresi sayilarak mikroniikleili hiicre sayisi tespit edildi. Preparattaki
diizgiin niikleuslu eritrositlerde ana niikleustan ayr1 ve yuvarlak yapili partikiiller
mikroniikleus olarak degerlendirilmistir. Boya partikiilleri ile MN’yi karistirmamak
icin mikrovida ile kontrol yapilmis niikleusla MN nin birlikte kaybolup tekrar
goriilmesi bu ayrimi saglamistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler istatiksel

olarak degerlendirildi.

3.5. Letal Dozun Hesaplanmasi

Sodyum hipoklorit’in, A.microlepis’teki o6ldiiriicii dozlarmmin (LC degerleri) tespiti
icin akvaryumlara sirayla sodyum hipoklorit’in ppm (mg/ It) olarak hesaplanmis
degerleri (0,05 mg/ 1t, 0,10 mg/ It, 0,25 mg/ 1t, 0,37 mg/ It, 0,50 mg/ 1t, 0,75 mg/ It, 1
mg/ 1t) en kii¢iigiinden baslanilarak konuldu ve her akvaryuma 10 balik yerlestirildi.
Ayrica bir akvaryuma kimyasal madde eklenmeden 10 balik konularak kontrol grubu
olusturuldu. Akvaryumlara, baligin her bir grami icin 1 It su konuldugundan,
ortalama her akvaryuma 30 L su konulmustur. Deney ortamindaki i1siklandirma,
dogal periyota uygun olarak 15 saat aydinlik ve 9 saat karanlik olacak sekilde
ayarlandi. Letal dozun tespiti icin 60 balik kullanild1 ve sonuclarin saglikli bir sekilde
elde edilmesi icin her deneme 3 kez tekrarlandi. Letal dozlarin hesaplanmasi igin
sirasiyla 24. saat, 48. saat, 72.saat ve 96. saat sonlarinda akvaryumlarda 6len ve canli
kalan baliklarin sayilar1 not edildi ve 96. saat sonunda elimizdeki veriler istatiksel

olarak degerlendirildi.

3.6. istatiksel Analiz

Yapilan ¢alismalar sonucunda, A.microlepis tiiriinde mikroniikleus frekansinin tespiti
icin elde edilen veriler ANOVA testi ile istatiksel olarak degerlendirildi. Ayrica
A.microlepis’in akut LCsy degerinin belirlenmesi i¢in elde edilen veriler Simply
Probit ve SPSS Analizi ile istatiksel olarak degerlendirilerek sodyum hipoklorit’in

A.microlepis’teki letal dozlar1 tespit edilmistir.
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Cizelge 3.10. Akvaryumlarda kullanilan suyun fizikokimyasal 6zellikleri.

Parametreler Degerler
Sicaklik (°C) 19+1
pH 7,2-7,3
Coziinmiis Oksijen (mg/L) 89
Toplam Sertlik (CaCO3) (mg/L) 150-170
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4- BULGULAR

Gelisen sanayi ve teknolojiye paralel olarak sayilar1 hizla artan kimyasal maddeler
insan yasamini kolaylastirmalari, istenmeyen bazi1 olgularin ortaya c¢ikmasini
engellemeleri gibi pek c¢ok faydali yararlar gostermeleri yaninda 6zellikle bunlarin
kullanildiktan sonra gereken sekilde yok edilmemeleri, saklanma ve kullanma
talimatlarina tam olarak uyulmamasi nedeniyle canllar iizerinde pek ¢cok olumsuz
durumu da parelelinde getirmektedir. Bu yiizden son yillarda, besin zinciri halkalar
diisiiniilerek bu kimyasal maddelerin canlilar iizerindeki genotoksik etkisi pek cok
arastirici tarafindan incelenmektedir. Bu nedenle sularin ve bunun disinda ¢ok genis
bir kullanim alaninda dezenfektan olarak kullanilan sodyum hipokloritin genotoksik
etkisinin goriilebilmesi i¢in, bu maddenin kullanim esnasinda ve sonrasinda sucul
alana gecmesi diisiiniilerek sucul alandaki pelajik bolgede bulunan baliklar arastirma

materyali olarak kullanilmistir.

4.1. MN 1le Ilgili Bulgular

Mikroniikleus testi ile sodyum hipoklorit’in geng eritrositler iizerine yaptig1 etki
gosterilmistir. Mikroniikleus testi icin akvaryumlara sirasiyla 0,05 mg/ 1t, 0,10 mg/ It,
0,25 mg/ It, 0,37 mg/lt, 0,50 mg/ It, 0,75 mg/ It, 1 mg/ It konulup, 36. saat, 72. saat ve
6. giinde baliklardan kan Ornekleri alinarak eritrosit hiicreleri incelendi. 36. saatte
elde edilen verilere gore ortalama her 1000 eritrosit hiicresinde kontrol grubunda 0.6,
sodyum hipokloritin konuldugu akvaryumlardan alinan kan orneklerinde ise konulan
ppm (mg/ 1t) degerlerinin en kiiciigiinden baslanilarak yapilan sayimlarda elde edilen
verilere gore mikroniikleus degerleri sirasiyla 1, 1.8, 2.2, 2.4, 2.8, 3.6 olarak
bulunmustur. 72. saatte elde edilen verilere gore ortalama her 1000 eritrosit
hiicresinde kontrol grubunda 0,8, sodyum hipokloritin konuldugu akvaryumlardan
alman kan Orneklerinde ise konulan ppm (mg/lt) degerlerinin en kii¢iigiinden
baslanilarak yapilan sayimlarda elde edilen verilere gore mikroniikleus degerleri
sirasiyla 1.2, 1.6, 2.4, 2.6, 3.2, 3.4 olarak bulunmustur. 6. giinde elde edilen verilere
gore ortalama her 1000 eritrosit hiicresinde kontrol grubunda 1.4, sodyum
hipokloritin konuldugu akvaryumlardan alinan kan orneklerinde ise konulan ppm
(mg/lt) degerlerinin en kiiciigiinden baslanilarak yapilan sayimlarda elde edilen

verilere gore mikroniikleus degerleri sirasiyla 1.6, 1.4, 3, 3.2, 4.2, 4.8 olarak
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bulunmustur. Pozitif kontrol i¢cin 10 ppm (mg/It) benzen konulan akvaryumdaki balik
eritrositlerinde ise 36.saat, 72.saat ve 6.giinde yapilan sayimlarda ortalama her 1000

eritrosit hiicresinde sirasiyla 7.6, 8.6, 8.2 mikroniikleus tespit edilmistir.

Ayrica ¢aligmada kullanilan suyun fizikokimyasal 6zellikleri incelenerek bunlarin
benzer diger calismalarda kullanilan su 6zelliklerine sahip olmasi amaglanmigtir
(Cizelge 10). Deneyler sonucunda sodyum hipoklorit’in mikroniikleus olusumuna
etki ettigi ve artan doz miktariyla orantili olarak mikroniikleus olusumunda da artig
oldugu, kullanilan sodyum hipoklorit’in doz miktarimin artisiyla cekirdegin
morfolojisinde de belirgin degisimlerin oldugu gozlemlenmistir (Sekil 2, a, b, c, d, e

ve Sekil 3.)

Sodyum hipoklorit kullanilmasina bagl olarak goriilen mikronuklei formasyonlarina
iliskin sonuglar cizelge 11 ve grafik 1 de gosterilmistir. Tablodan da goriildiigii
tizere, 0,50 ve 0,75 mg/L doz uygulanan deney gruplarindan elde edilen mn sonuglari
36.saat, 72.saat ve 6. giin i¢in istatiksel acidan 6nemli bulunmustur (p<0,001). Pozitif
kontrol olarak benzen kullanilan gruptan elde edilen mn sayilan istatiksel olarak tiim
numune zamanlarinda diger gruplara gore 6nemli bir fark gostermektedir (P<0,001).
Her doz grubu kendi icerisinde, numune alma zamanlari bakimindan
karsilastirlldiginda istatiksel agidan Onemli bir fark goriilmemistir. Ancak, elde
edilen mn sayilar1 bakimindan grafik 1'de goriildiigi iizere; 0,05 mg/It, 0,25 mg/lt,
0,37 mg/lt ve 0,50 mg/lt doz gruplarinda 36. saatten itibaren diizenli bir artis
goriilmektedir. Bununla beraber 0.50 mg/lt ve 0.75mg/lt micronuclei deneme

gruplarinda ilk 24 saatte 6liimler goriilmiistiir.
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Grafik 1: Deneme gruplari, 36.saat, 72.saat ve 6. giin MN frekanslari.

Tiim gruplarin numune alma zamanlarindaki mn sayilar1 ve standart sapma degerleri

asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Cizelge 4.11. Acanthalburnus microlepis’ te sodyum hipokloritin 36.saat, 72. saat ve

6. giin sonundaki MN degerleri.

Uygulama MN Frekansi (Mean £StDev)
36. Saat 72. Saat 6. Gin

Negative control 0,6+0,8944 0,840,837 1,441,140
Positive Control (10 mg/lt
Benzene) 7,6+1,1402* 8,6+1,140*  |8,240,837*
0,05 mg/lt 10,7071 "™ 1,240,447™  [1,6%1,140™
0,1 mg/lt 1,80,8367 " 1,641,140™  |1,4+0,894 ™
0,25 mg/lt 2,2+0,8367 " 2,4+1,342™ |3+1,225™
0,37 mg/lt 2,4+0,5477 ™ 2,6+0,548™ 3,240,837
0,50 mg/lt 2,8+1,3038* 3,2+1,483* 4,2+1,304*
0,75 mg/lt 3,6+1,1402* 3,4+1,517* 4,8+1,304*

Ns : non-significant * p<0,001
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4.2. LCs Ile Tlgili Bulgular

Calismamizda sodyum hipokloritin Acanthalburnus microlepis’te MN frekansi
tizerine olan etkisinin yan1 sira toksisiteside degerlendirilmistir. Toksisite ¢aligmasina
iliskin elde edilen bulgular simply probit analizi ile degerlendirilmis olup sonuglar
tablo 2 ve grafik 2 de gosterilmektedir. Toksisite calismasi sonunda sodyum
hipokloritin Acanthalburnus microlepis’ te LCoo degeri 0.91 mg/It, LCsq degeri 0.63
mg/lt iken LCjo degeri 0.44 mg/ It olarak tespit edilmistir. Verilerin SPSS analizi ile
degerlendirilmesi sonucu da LCsy degeri 0.63 mg/ It olarak bulunmus olup, sonug
simply probit analizi ile uyum gostermektedir. Acanthalburnus microlepis’ te
sodyum hipokloritin 24-48-72-96.saat sonundaki akut toksitite LC degerleri i¢in
gerekli olan konsantrasyonlar (mg/It), bu konsantrasyonlarin %95 giiven araligindaki

alt ve iist limitleri cizelge 12'de verilmektedir.
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Grafik: 2 Deneme gruplarinin 24-48-72-96.saat sonundaki LC(10-20-30-40-50—
60-70-80-90) Degerleri

Cizelge 4.12. Acanthalburnus microlepis’ te sodyum hipokloritin 24-48-72-96.saat
sonundaki akut toksititesi ( Simply Probit Analizi).

LC Degerleri Konsantrasyon(mg/lt) | % 95 Giiven Araligt SE log LDx
LC 10 0,4416 0,3947-0,494 0,02486
LC 20 0,5001 0,4554-0,5493 0,02077
LC 30 0,5475 0,5038-0,5949 0,01841
LC40 0,591 0,5473-0,6381 0,01701
LC 50 0,6343 0,5892-0,6828 0,01633
LC 60 0,6808 0,6324-0,7328 0,01631
LC 70 0,7348 0,6804-0,7936 0,01705
LC 80 0,8044 0,739-0,8756 0,01879
LC 90 0,9111 0,8237-1,008 0,02234
Observation  Chi-squared=7,467 G=0,04534

used=3
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e.
Resim 5: a, b, ¢, d, e: A. microlepis eritrositleri. Ok, mikroniikleus olusmus

eritrositleri gostermektedir.

Resim 6: A. microlepis eritrositi. Ok, ¢ift mikroniikleus olusumunu gostermektedir.
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5- SONUC VE TARTISMA

Akarsu, gol ve denizler yeriistii sularimi olustururlar. Diinya niifusunun hizla
artmasina ragmen su kaynaklarinin sabit olmasi, bu kaynaklarin kirletiimemesini ve
cok iyi kullanilmasim gerektirmektedir. Bilingli su kullamimiyla, yasam kalitemizi
bozmadan alacagimiz basit tedbirlerle su kaynaklarimizin kirlenmesini ve
titkenmesini 6nleyebiliriz. Bununla birlikte; ii¢c tarafi denizlerle ¢evrili olan ve ¢ok
sayida yeriistii ve yeralti1 su kaynaklarimin bulundugu iilkemizde sular, evsel ve
endiistriyel atiklarla kirlenmektedir. Bu atiklarin aritilmadan su yataklarina verilmesi,
kat1 atiklarin diizensiz olarak alic1 ortama birakilmasi, ayrica bilingsizce yapilan zirai

ilaglama ve giibrelemeden dolay1 yeriistii sular1 kirlenmektedir.

Sanayinin cevre iizerindeki olumsuz etkisi diger faktorlerden cok daha fazladir.
Sanayi kuruluslarinin; sivi1 atiklar ile su kirliligine, buna bagli olarak gelisen toprak
ve bitki Ortiisii izerinde asin kirlenmelere sebep oldugu ve doga tahribine yol acgtigi
bilinmektedir. Ayrica son yillarda sanayi ve teknolojinin hizla gelismesi sonucu
koyden kente gog olayr artmisg, bu durum hizli ve diizensiz yapilasmaya yol agmistir.

Zirai miicadele icin yapilan ilaglamalarda, havadaki ilag zerrelerinin riizgérla sulara
taginmasi veya tarim ilaglart iiretimi yapan fabrikalarin atiklarinin su kaynaklarina

aritilmadan verilmesi sebebiyle sular kirlenmektedir.

Diger yandan kimyasal giibrelerin bilingsizce ve asir1 kullanim1 da zamanla topragi
coraklastirmakta, bunun sonucunda hem topragin verimi diismekte, hem de yeralti
sularina sizmas1 ve yiizey su akiglaryla birlikte yeriistii sularina karigmasi

neticesinde su kirliligine sebep olmaktadir [63].

Gelismekte olan iilkelerde icme sularinin kontaminasyonu ve yetersiz hijyen bir yilda
yaklagik 4 milyar kiside diyare ortaya ¢ikmasina ve bunlarin, ¢cogu bes yas alt1 cocuk
olmak iizere 2.2 milyonunun 6lmesine sebep olmaktadir. Kontamine sular diyare’nin
yanisira tifo, hepatit A, polio ve kolera gibi salgin hastaliklarin ortaya ¢ikmasina da
sebep olmaktadir. Bu tiir su kokenli hastaliklarin Oniine gegebilmek i¢in sularin

klorlanmasi yaklagik 100 yildir etkili olarak kullaniliyor. Calismalar, klorlanmis su
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iciminin {iriner ve gastrik kanser olusumunun yami sira iireme sistemi ve gelisim

tizerine etkili oldugunu gostermistir.

Sodyum hipoklorit (NaOCl) soliisyonu yaklasik olarak %12,5-25 oraninda aktif
klorin gaz1 (Cly) icerir. Biosid 6zelligine sahip olup evsel, endiistriyel, tibbi ve
bilimsel uygulamalarda yaygin bir bicimde kullanilmaktadir [61]. Sodyum hipoklorit
(NaOCI) genellikle sulu ¢ozeltiler halinde deneylere katilir. Bazik sartlarda (pH>9.5)
sulu ¢ozeltilerde nispeten kararlidir. Sodyum hipoklorit, nétral sulu c¢ozeltilerde
serbest HOCI’ya kolaylikla hidrolize olur. Zayif asidik sartlarda Cl, agiga cikar.
Hipoklor6z asit icin plazma yar1 Omrii siitten kesilmemis hayvanlarda 89 saat siitten
kesilmis hayvanlarda 44 saattir. CI iyonlar1 plazmada bulunabilen tek metabolittir;
klorit ve klorat iyonlar1 tespit edilmemistir. Agizdan alindiktan sonra dokularda
herhangi bir depolanmaya rastlanmamistir. Hali hazirdaki veriler NaOCI'in diisiik
akut oral toksisiteye sahip oldugunu gostermektedir (Fare’de oral LDs, degeri 5800—
6800 mg/kg). toksisite isaretleri diisilk genel aktiviteyi, hipotermiyayi, diareyi,
hemolizi, pilo-ereksiyonu ve mukoz membran irritasyon ve yaniklar igerir. Sulu
NaOClI ¢ozeltileri ciddi sekilde irritasyona veya cilt ve gozlerde tahrise sebep olur. 4.
saatlik tek bir uygulama igin iist deriyi tahris eden en diisiik derisim %?2 dir. Tavsan
gozlerinde bir tahribat etkisi olusturabilmesi icin bu degerin % 0.5 ten kiigiik olmasi
yeterlidir. icme sularindaki alt kronik dozaj (30-190 mg/kg NaOCI) farelerdeki
degisimlerin tedavisinde etkin degildir (Yiiksek dozajlardaki viicut agirlig
kazanimimin inhibisyonu hari¢). NaOCI’nin miimkiin mutajenik aktivitesi ile ilgili

bircok literatiire rastlamak miimkiindiir [64].

Sularda gelisen toksik maddeler endiistriyel, tarimsal ve kentsel atiklarin yam sira
sularin dezenfekte edilmesinden de kaynaklanmaktadir [65]. Ozellikle sanayi
tesislerinde fouling Onleyici olarak kullanimm sulara direkt verilmesi agisindan
onemlidir. Su ihtiyaclarin1 temin etmek amaciyla deniz kiyisinda kurulan sanayi
tesislerinin su giris ve ¢ikis borulari, zamanla fouling olusturan ¢esitli organizmalar
tarafindan tikanmakta ve su akisi engellenmektedir. Bu olay1 6nlemek icin genellikle
kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu amagla cogunlukla ucuz, etkili ve

uygulama kolayligi bakimindan klor tercih edilmektedir. Klor uygulamasi kesikli
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olarak soklama seklinde yapilabildigi gibi ortama devamli klor verilmesi seklinde
siirekli sistemlerde yapilabilmektedir. Yapilan bir arastirmaya gore siirekli sistem
uygulandigi zaman makro fouling organizma kontroliinii daha etkili bir sekilde
yapildigi bildirilmektedir. Ozellikle demir- ¢elik endiistrisi termik santraller ve
niikleer santraller gibi yogun sogutma suyu kullanan tesislerde bu sorunun bertaraf
edilebilmesi i¢in anti fouling kimyasallar kullanilmakta ve yaygin olarak hipoklorit
bilesikleri tercih edilmektedir [66, 67]. Yapilan bir arastirmada foulinge neden olan
Pinctada radiata adi verilen inci istiridyesinde, klor kaynagi olarak sodyum
hipokloritin kullanildig1 24 saatlik oldiiriicii klor konsantrasyonlar1 LCsy i¢in 1.75
mgl”, LCo icin 5,36 mgl”, LCos icin 7,58 mgl" olarak bulunmustur [68]. Pinctada
radiata’ta LC degerlerinin bizim ¢alismamiza gore daha diisiik ¢cikmasinin en dnemli
sebeblerinden biri bu organizma, klor uygulamasinin yapilmaya baslanilmasindan
itibaren, oldukca uzun bir siire kapaklarim1 kapatmakta ve dis ortamla iligkisini
kesmektedir. Bu nedenle, uygulanan klor konsantrasyonlarindaki oliimler, belki de

¢ok daha once ortaya ¢ikmasi gerekirken daha gec olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Su kaynakl1 hastaliklara ve bununla beraber 6liimlere sebeb olan etmenlerin ortadan
kaldirilmasi i¢in uzun bir siireden beri igme sular klorinizasyona tabi tutulmaktadir.
Bu muamele sonucu suda yasayan patojenlerin mortalitesinde oldukg¢a iyi sonuglar
vermistir. Ancak 2004 yilinda Monarca, klorinlenmis olan bu i¢gme sularinda bazi
karsinojenik {iriinlerin (kloroform ve trialomethanlar gibi) oldugunu buldu . Ayrica,
kullanilan kimyasal dezenfektanlarin ve bunlarin par¢alanmasi sonucu olusan toksik
tiriinlerinin sucul ortamda yasayan organizmalarda bircok yan etkilere yol agtigi

anlagilmistir [69].

Yapilan bir¢cok epidemiyolojik calisma, klorinli igme sularinin insanlarca tiiketilmesi
sonucu Ozellikle gastroistestinal ve iiriner bolge kanserlerinin ortaya c¢ikmasindaki
riski arttirdigt sonucunu desteklemektedir. Kimyasal analizler, epidemiyolojik
caligmalar ve long-term Kkarsinojenisite testlerinin yapilmasindaki zorluklar
karsisinda, karsinojenik aktiviteyi onceden belirleyebilen, hizli ve ucuz olan short-
term mutajenitesi testleri uygulamaya basland1 [69]. Bir¢ok arastirici tarafindan

yillardir yapilan ¢aligmalar dezenfekte sularin neden oldugu kirliligin deniz canlilar
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tizerindeki potansiyel etkilerini genotoksisite de iginde olmak iizere short-term
testlerle arastirmaktadirlar [70]. Klorinli i¢gme sularinda, salmonella/microsome
(AMES) basta olmak iizere in vitro test sistemleri uygulandiginda bu sularda yiiksek
mutajenik aktivite tespit edilmistir. Ornegin yapilan bazi calismalarla hen Italya hem
de diger yerlerde salmonella mutajenitesi gibi in vitro olan short-term testlerle icme
sularindaki mutajenlerin varligi kolayca tespit edilmistir [71]. Salmonella/microsome
(AMES) testi ile klorine sularin genotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmis, bu
aktivitenin genelde klorinli dezenfektanlarin suda dogal olarak bulunan bazi
maddelerle (humik asit ve fulvik asit gibi) etkilesiminden kaynaklandig

diisiiniilmektedir [69].

Gectigimiz 15 yildan beri mikro ¢ekirdek testi biiylik bir hizla gelistirilerek
yayginlagmaktadir. Sitogenetik¢i olmayanlarin bile sonucglarini degerlendirebilmesi,
ucuz ve fazla masraf gerektirmemesi, testi cazip kilan noktalardir. Hatta son yillarda
arastiricilar, klasik kromozomal aberasyonlarin analizine, alternatif oldugunu
bildirmislerdir.

Birlesik Devletler, Ulusal Toksikoloji Programi (U.S. N.T.P.). Mikrocekirdek
denemelerini baska bir in vitro kisa siireli test olan Salmonella Testi (Ames Testi] ile
birlikte yapilmasin1 ya da degerlendirilmesini onermektedir. 29 Kanserojen ve 17
kanserojen olmayan madde Salmonella denemelerinde ve fare kemik iliginde mikro
cekirdege yol acip agmadigimi tespit etmek icin test edilmistir. Her iki denemede
pozitif tepki veren 13 kimyasal maddenin kanserojen oldugu saptanmistir.
Salmonella denemelerinde negatif sonug veren, fakat fare kemik iliginde test sonucu
pozitif olan 8 kimyasal madde arasindan 6 sinin kansorojen oldugu belirlenmistir. Bu
noktada “in vivo” testinin Salmonella denemesinde goézden kacan 6 kanserojeni
tanidig1 sadece 21 taneden 2 tanesinde yanlis pozitif tepki verdigi bildirilmektedir.
Her iki testte de negatif sonu¢ veren 10 kimyasal madde arasinda 4 kanserojenin
oldugu tespit edilmistir. Ancak bunlarinda gercek genetoksik olmayan kanserojen
oldugu goriisii yaygindir. Uluslar arasi kanser arastirmalart ajansimin (I.A.R.C.)
degerlendirmesinde insan icin kanserojenik olmayan bir madde olarak varsayilip
siniflandinlmistir. Bu konuda Birlesik Devletler Ulusal Toksikoloji Programi ve

Uluslararast Cevre Orgiitii (U.S. N.T.P. ve E.P.A) 6nemli sonuclara ulasmistir.
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Bunlardan birincisi, Salmonella Testinin tek basina genotoksinleri fark edemeyecegi
yoniindedir. Ikincisi ise, “in vivo” bulgusundaki negatif yeterlilik ve uygunluk,
pozitif “in vitro” sonuglarina baskin degildir. Bu diisiincelerden anlasilacag iizere in
vivo testler ve buna bagl mikrogekirdek testi, kanserojenlerin belirlenmesinde daha
cok giivenilir goriinmekle birlikte, diger kisa siireli testlerle beraber alinan
sonuclarinda dikkate alinmasi yerinde olacaktir. Aslinda mikrogekirdek testini bu
derece ve bu agidan 6nemli kilan: in vivo ¢aligmalar i¢in dogrudan ya da metabolize
edildikten sonra etki gosteren mutajenlerin, memelilerde olusturdugu genetik
zararlart belirlemede ¢ok uygun olmasindandir. Bu test mutajenlerin hiicre
dongiistiniin  6zgiil zamanlar1 iizerindeki etkilerini ve kemik iligi hiicrelerinin

cogalma durumlar1 hakkinda bilgi verir.

Bilindigi gibi baliklarin eritrositleri ¢cekirdeklidir. Bu yiizden mikronukleus izlenmesi
daha kolaydir. Mikronukleus testi cevresel kirleticilerin sularda meydana getirdigi
kirliligin izlenebilmesi acisindan olduk¢a kullaniglidir. Baliklarla mikronukleus testi
ile ilgili pek ¢ok calisma vardir [3]. Mikronukleus kromozom ya da kromozomal
fragmentlerin mitoz esnasinda sentromerlerini kaybetmeleri sonucu nukleusa
katilmayarak ayr1 bir ¢ekirdek grubu olusturmasidir. Al-Sabti ve Hardig (1990),
tekstil sanayinde kullanilan boyalarin baliklar iizerinde mikronukleus etkisini
incelemisler. 3, 6 ve 9 giin boyunca maddeye maruz birakilan canlinin hiicrelerinde
mikroniikleus oraninda biiyiik artiglar oldugu saptamiglardir [48]. Bu calismada yine
pozitif kontrol olarak benzen ve negatif kontrol olarak ¢esme suyu kullanilmistir.
Bizde calismamizda benzeni kullandik. Bilindigi gibi benzen sulan kirleten énemli

bir hidrokarbondur.

Arkhipcuk at all (2005), yine baliklarin ylizgec epitel hiicrelerinde mikronukleus
oranina bakmislar. Agir metallerle yapilan bu c¢alismada mikronukleus orani
incelenmistir [72]. Grisolia (2001), mytomycin ve c¢esitli pestisitlerin fare ve
baliklarda mikronukleus iizerine etkisini arastirmistir. Farelerde negatif kontrol
olarak distile su balikta ise ¢cesme suyu kullamilmistir. Pozitif kontrol olarak farelerde
mytomycin-C, baliklarda ise siklofosfamid kullanilmistir. Kullanilan bilesiklerin

timiinde mikronukleus oranim arttirdigin1 saptamistir [73]. Cavas at all (2003),
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florasan bir boya olan akridin oranj kullanarak metronidazol’iin genotoksik etkisini
arastirmiglardir. Yine siklofosfamid pozitif kontrol olarak ¢esme suyu da negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Mikronukleus oranindaki artisin doza ve zamana bagh
olarak arttigim saptamistir. Metronidazolun hem sitotoksik hem de genotoksik
etkisinin oldugu saptanmistir [3]. Sanches-Galen at all (2001), yilan baliginda
kadmiyum ve civanin etkisini arastirmiglar ve mikronukleus oranminda oldukca
belirgin artiglar gézlemlemislerdir. Yalnmiz bu ¢alismada baligin bulundugu ortama
kirletici vermek yerine direk baligin karn bolgesinden enjeksiyonlama yodntemini

kullanmiglardir. Mikroniikleus oraninda énemli artiglar gézlemlemislerdir [74].

36. saat, 72. saat ve 6. giin sonunda, 0.05mg/It, 0.10 mg/lt 0.25mg/It, 0.37 mg/1t,0.50
mg/lt 0.75 mg/lt NaOCl [75-79] verilen baliklardan elde edilen eritrosit
hiicrelerindeki mikroniikleus olusumu, negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda
arttigr tespit edildi. 36. saat, 72. saat ve 6. giin i¢in 0.50 mg/lt ve 0.75 mg/lt doz
uygulanan deney gruplarindan elde edilen MN sonuclar istatiksel agidan 6nemli
bulunmustur (p<0,001). Pozitif kontrol olarak benzen kullanilan gruptan elde edilen
MN sayilan istatiksel olarak tiim numune zamanlarinda diger gruplara gore 6nemli
bir fark gostermektedir (P<0,001). Her doz grubu kendi igerisinde, numune alma
zamanlar1 bakimindan karsilastirildiginda istatiksel ag¢idan Onemli bir fark
goriilmemistir. Ancak 36. saatten sonra tiim doz gruplarinda MN sayilarinda artig

goriilmiistiir.

Su kirliligine sebep olan kimyasal maddelerin bir kismimin kanserojen ozellik
tagimasi, mutajenik ve genotoksik etkiye sahip olmasi, kirliligin simdiki ve daha
sonraki nesiller iizerinde yaratacagi olumsuz etkilerini diisiinmemiz acisindan
kirlilige sebep olan kimyasallar iizerine yapilan sitogenetik ¢aligmalarin nemini
daha da arttirmaktadir. Calismamizda c¢esitli amaglarla kullamlan sodyum
hipokloritin balik eritrositlerinin niikleuslar1  iizerindeki genotoksik etkisi
arastirilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen veriler, madde dozundaki artisla
birlikte mikroniikleus oraninda ve ¢ift mikroniikleus olusumunda artis oldugu tespit

edilmistir. Sodyum hipokloritin kullammmina bagli olarak hiicre i¢i anormal

70



olusumlardaki artigin, bu maddenin genotoksik etkiye sahip olabilecegini

gostermektedir.

Elde edilen verilerin ve sonuglarin daha saglikli degerlendirilmesi icin iizerinde
genotoksik etkileri acisindan yeterli ¢alisma bulunmayan sodyum hipokloritin
arastirmalarda canlilar iizerinde daha fazla kullamilmasi gereklidir. Elde edilen
verilerin daha onceki ¢alismalarla karsilastirilarak daha kesin sonuglara varilacagi,
ozellikle genotoksik maddelerin tespitinde son yillarda yaygin olarak kullanilan
mikroniikleus ¢aligmalar1 bu maddelerin deneme yapilan canlilarin genetik materyali
izerindeki etkilerini gérmemiz agisindan oldukca yararli sonuglar elde etmemizi
saglar. Bu amagcla Inci baligi’nda sodyum hipoklorit’in genotoksik etkisi ve LCsq
degeri belirlenerek elde edilen veriler 1s181inda bu maddenin genotoksik etkiye sahip
olabilecegi anlasilmistir. Calismamiz sonucu elde ettigimiz verilerin ve sonuglarin

daha sonra yapilacak olan benzer ¢aligsmalara kaynak ve yararli olacagi kanisindayiz.
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