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OZET: Kromozomal bozulmanin bir gdstergesi olarak, balik eritrositlerindeki mikroniikleus
olusumu, c¢evresel kirleticilerin  genotoksik  potansiyellerinin  izlenmesinde sikca
kullanilmaktadir. Malathion, tarimsal tiriinlerin depolanmasinda, boceklerin yok edilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Orthrias angorae malathion’un 1,2,3,5 ve 7 mg/ litre’lik
dozlarina akvaryumda 4 giin maruz birakilmistir. Her konsantrasyon diizeyi i¢in, 10 balik
kullanilmistir ve her bir doz i¢in mikroniikleus olusumu frekansi belirlenmistir. Kan 6rnekleri
36. saatte alinmistir. Negatif kontrol (¢esme suyu) ve pozitif kontrol ( 10 mg/lt Benzen) ile
karsilastirildiginda mikroniikleus olusumunun arttigi1 saptanmistir. Kontrol baliklarinin 6liim
orani sifirdi. Sonuglar malathion’un Orthrias angorae’ da yiiksek oranda zehirli oldugunu
gosterdi.

Anahtar kelimeler: Malathion, micro niikleus, Orthrias angorae, eritrositler
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DETECTION OF MICRONUCLEI IN PERIPHERAL ERYTHROCYTES OF
Orthrias angorae (Steindachner, 1897) EXPOSED TO MALATHION
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Kafkas University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor

Ass. Prof. Dr. Siileyman GUL

SUMMARY: Micronucleus formation in fish erythrocytes, as an indicator of
chromosomal damage, is increasingly used to detect the genotoxic potential of
environmental contaminants. Malathion is an organophosphorus insecticide widely
used to control insects in stored grain. Orthrias angorae, exposed to malathion at
concentrations of 1, 2, 3, 5 and 7 mg/L per liter of water, were kept in an aquarium for
4 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. It was found that the frequency of
micronucleus formation increased in comparison with that of the negative (tap water)
and positive (10 mg/L Benzene) control groups. The rate of control mortality was

zero. The results indicated that malathion is highly toxic to Orthrias angorae.

Key words: Malathion, micronuclei, Orthrias angorae, peripheral erythrocyte
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I. GIRIS

Endiistriyel gelismenin bir sonucu olarak, son yillarda 50.000 kadar kimyasal madde
ortaya ¢ikmistir. Hizla gelismekte olan endiistri ise 6nemli ¢evre kirligi olusturmaktadir.
Ayrica yeryiiziindeki canli organizmalarin hemen hepsi degisik seviyelerde radyasyon
kaynaklarma (6r; UV ve iyonize radyasyona) maruz kalmaktadir. Cernobil kazasi
esnasinda radyasyona maruz kalan hemen hemen her yas gurubundaki insanlarda kanser
vakalarindaki artisa sebep olmustur. Ozellikle disentrik kromozom sayilarinda artislar
gozlenmistir. Ornegin; Celep (1994)sdyle demektedir(14): Dogu Karadeniz Bolgesi’nde
yasayan insanlarda yaptigi bir arastirmada cay ve findik tiiketimi suretiyle yiiksek
miktarda radyasyon alindig1 tespit etmistir.

Ayrica, agir metaller (6r; Fe, Mn, Cu, Zn, Ni, Cd, Pb, Cr vb.) ve aromatik
hidrokarbonlarin (6r; naftalin, antracene, phenanthrene, fluoranthene, pyrene,
triphenylene, chrizene, perlene, 3-4 benzo(a)pyrene) molluskalarda kromozom
hatalarinin artmasina sebep oldugu da tespit edilmistir.

Su ortami1 ve bu ortamda yasayan canlilar ¢evresel kirlilikten ¢ok fazla etkilenmekle
beraber ¢evresel kirliligin tespitinde birer indikator gorevi gormektedirler. Zira, hava ve
topragi kirleten kirleticiler eninde sonunda su ortamina ulagmakta ve orada
birikmektedir. Su ortamina birakilan kirleticilerin, sediment ile baliklarinda dahil
oldugu bentik ve pelajik besin zincirinde bu kirleticilerin akiimiilasyonuna (viicutta
birikimine) sebep oldugu ¢ok iyi bilinmektedir. Bunlara ilaveten, ¢ok sayida balik ve
kabuklu hayvan tiirii (6r; hamsi, alabalik, mezgit, sazan, kefal, karides, midye vb. gibi)
insan diyetinde ve insan tiiketimi i¢in yetistirilen bazi hayvanlarda protein ve diger
besin elementlerinin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadir. Dolayisiyla, insanlar su ve
sucul yiyeceklerdeki toksik maddelere daima maruz kalmaktadir. Bu nedenle, su
kaynakli kirleticilerin su ortamindaki canlilarin (6zellikle baliklarin) genetik
materyalinde ne gibi bir etkiye sahip oldugunun bilinmesi gerekmektedir.

1986 Nisan ay1 itibariyle, 20.000’den ziyade kimyasal maddenin genotoksik degeri
hesaplanmis ve bunlardan 10.000°den fazlasi tek bir deneyde ve sadece bir kez
belirlenmistir(32).

Oncelikle, kirleticilerin etkileri 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 vyapisindaki degisiklikleri (yani kromozom
degisiklikleri veya anormalliklerini) kapsayan kromozom mutasyonlari ve kromozom
seviyesinde gozlenemeyen, fakat bireysel organizmalardaki fenotipik degisikliklerden
anlagilabilen gen mutasyonlar1 olarak gruplandirilir.

Canli viicudunun baglica yap1 tasi hiicredir. Bir baligin viicudunda milyonlarca (70
kg'lik bir insan viicudunda ise 70 trilyondan fazla) 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 biitin DNA
molekiillerini ¢ozerek arka arkaya dizersek, diinya ile giines arasinda 400 defadan fazla
gidip gelinebilmektedir. Bir organizmaya ait biitiin bilgiler DNA molekiillerinde 4 6zel
nukleotidin (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 20000
sayfalik 46 cilt dev bir ansiklopediye" benzemektedir. DNA {iizerindeki bu bilgiler gen
ad1 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 50000 den fazla gen bulunur ve bunlardan 29930 tanesi beyinde goérev
yapar.

Gen denilen parcaciklardan olusan ve kusaktan kusaga aktarilan madde "genetik
madde" adin1 almaktadir. Genetik maddenin iki esas gorevi;

1. Kendisine tipa tip benzeyen ya da kopyasi olan maddeleri olusturmak icin
replikasyon olayii gerceklestirmek,

2. Enzimler ve hiicre metabolizmasi 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 nceki bireyden bir sonraki bireye neyin nasil
gectigini arastiran bir bilim dalidir. Sitogenetik ise, kromozomlari, bunlarin ayrigim
ilkelerini incelemenin yaninda fenotiple olan iligkilerini de aragtiran genetik dalidir.

Gegmis 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 ve dikkatli egilinmesine neden olmustur.

Bugiin i¢in kromozomlar dogru olarak numaralandirilip (karyotiplenip) yapisal ve
sayisal degisiklikleri kolaylikla saptanabilmektedir. kromozom elde etme ve
kromozomlar1 birbirinden ayirma tekniklerinin gelismesi, &zellikle bantlama
tekniklerinin ortaya cikisi sitogenetikte biiylik atilimlara neden olmustur. Sitogenetige
olan ilginin artmasinin bir baska nedeni ise, bilhassa insanlarda kongenital (nedeni
cevresel ya da kalitsal da olsa dogustan var olan) hastaliklarin dogumdan once
taninmasidir. Yine sonraki kusakta daha az zarar vermesini saglamak bakimindan
yapilan caligmalar, yani "genetik danigsmanlik" artik ayri bir ilgi ve uygulama alam
olmustur.

Baliklardaki kromozom c¢alismalar1 da son yillarda aktif bir aragtirma sahasi
olmustur. Bu konu bir¢ok bilim adaminin (taksonomici, balik bilimci ve toksikolog
gibi) ilgisini ¢ekmistir.

Yetistiricilikte hizli biiyiime yetenegine sahip, hastaliklara kars1 dayanikli ve ortam
sartlarina iyi uyum saglayabilen baliklar tercih edilmektedir. Bu amagla yapilan 1slah
calismalar1 ise diinyada hizla devam etmekte ve onemli gelismeler kaydedilmektedir.
Avrupa ve bilimsel agidan ileri diger iilkelerde uygulanan {ist diizey genetik caligmalara
(6rnegin; kromozom seti manipiilasyonu ve gen transferi gibi) nazaran, tilkemizde kamu
sektorii bu konuya teknik, eleman ve maddi yetersizliklerden dolayr yeterince
egilememis, dzel sektor ise bu konuda egitilememistir. Ozellikle balik¢ilik alaninda
ciftlik stoklarinin zaten bilinmeyen genetik yapilar1 da, ¢iftlikler arasi1 nakiller yoluyla
iyice i¢inden ¢ikilmaz bir hal almistir. Bunun sebebi, herhangi bir ciftlik diger bir
ciftlikten genetik 6zellikleri bilinmeyen yumurta, yavru ya da damizlik balik almakta
ve daha sonra bunlar1 kendi ¢iftligindekiler ile bilingsizce ¢iftlestirmekte ve en dnemlisi
gerceklestirdigi bu islemleri kaydetmemektedir.

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.

Kromozom analizleri yardimiyla balik populasyonlarinin genetik yapilarinin

belirlenmesi, populasyonlar arasi ve populasyon ici (hatta bireysel) kromozom



polimorfizminin tespiti hususunda yurt disinda yapilmis ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.
Ne var ki, tlilkemizde bu konuda yapilmis ¢alisma yok denebilecek kadar azdir. Oysa
kromozom analizi;

-Balik¢iik yonetimi ve yetistiricilikte (kromozom manipulasyonu teknikleri,
poliploidligi tesvik etmek suretiyle veya Ginogenezis yardimiyla-kisirlagtirma, yiiksek
populasyonu 6nleme ve cinsi olgunluk yasindan sonra baliklarda biiylime ve hayatta
kalma siiresini artirmada).

- Su kirliligi gostergesi olarak (baliklar su yoluyla tasinan kirleticileri metabolize
edebilen, toplayabilen ve depolayabilen organizmalar olmasi nedeniyle ve endiistriyel
atiklar(kansorojen ve mutajen kimyasallar) ve radyasyonun balik kromozomlarinda

hatalara sebep olmasindan dolayr su kirliliginin tespiti i¢in balik analizleri

kullanilabilir).

Sekil 1. Kirli sularda yasayan ‘“White croaker’’ tiirlinde tespit edilmis mikroniikleus
okla gosterilmistir. (12).

- Kromozomal hastahklarin tesbitinde (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 c¢aligmalar1) insanlardaki kadar ileri diizeye ulagsmadigindan evrim
konusundaki bilgiler tartismalidir.

Bu caligmada, Malathion’un Copcli Baligindaki (Orthrias angorae, Steindachner
1897) mikroniikleus oranina etkisi incelenerek malathion’un hiicre c¢ekirdeginde

meydana getirdigi genotoksik etkisi arastirilmistir.



II. GENEL BILGILER

2.1. PESTIiSITLER VE MALATHION

Pestisit kelimesi Latince kokenli olup dar manada ‘‘hasare oldiiriicii’” demektir.
Pestisit pestlere kars1 kullanilan kimyasal bilesiklerin hepsine birden verilen genel bir
terimdir

Diinyada hizla artan niifusun besin gereksinimi karsilayabilmek icin; kiiltiir
bitkilerinde iirlin kayiplarina neden olan ylizlerce hastalik ve zararlilar ile stirekli
miicadele kagiilmaz bir zorunluluk halinde devam etmektedir. Dogal kosullar altinda
veya seralarda yetistirilen kiiltiir bitkilerinin hemen hepsi gelisme doneminde; gesitli
hastalik, zararli bocek, kirmizi 6riimcek veya yabanci otlarin etkisinde kalanlarda bazen
%350°nin lzerinde zarar gormektedir. Zamaninda veya uygun sekilde savasimi
yapilmayan etkili alanlarda verim diismekte ve iriin kalitesiz hale gelerek pazar
degerini kaybetmektedir. Bu nedenle tarimsal miicadele, birim alandan daha fazla iiriin
elde edebilmek i¢in kaliteli tohumluk kullanmak, uygun toprak islemesi yapmak,
giibrelerin bilingli uygulamasini saglamak ve yeterli sulama suyu bulabilmek kadar
Oonemini muhafaza etmektedir (21)

Glintimiizde tarimsal etkinliklerin baslica hedefi; en azindan niifus artisiyla dengeli
olarak besin iiretimini attirmaktir. Bu amaci gergeklestirmek i¢in en énemli arag; tarim
zararhllarina kars1 pestisit denen kimyasal maddelerin kullanilmasidir. Pestisitlerde
aranan en onemli 6zellik zararli hayvanlara ve boceklere karsi ¢cok toksik, buna karsilik
zararsiz boceklere, memeli hayvanlara ve insanlara kars1 zarasiz olmalaridir.

Pestisitler kara ortaminda, pestisit kalintis1 iceren bitkilere dogrudan ya da yemler
icinde hayvanlarin viicuduna girerek dolayli yollardan yine insan viicuduna kadar
ulasirlar. Insanin hem hayvansal hem de bitkisel besinlerle beslenen bir canli olmasi ve
beslenme zincirinin son halkasini olusturmasi bu tiir bilesiklerin insana biiyiik dl¢iilerde
yansimasina neden olmaktadir

Bilerek ya da bilmeyerek, kazara meydana gelen temaslar harig, pestisit ile insanlarin
temasi, imalat ve nakliye, depolama, kullanma ve pestisit arti§1 igeren iriinlerin
tilkketimi esnasinda olmaktadir. Bu temas sirasinda pestisit insan viicuduna; agiz, deri,

solunum yollar ile girmektedir. Pestisitlerin imali sirasinda daha konsantre maddelerle



calisildiginda tehlike daha biiylik olmasina karsin, modern kimya tesislerinde is¢ilerin
korunmas1 daha kolaydir. Etken maddenin kat1 veya sivi maddelerle karistirilarak hazir
ilag yapilan formiilasyon tesislerinde is¢ilerin korunmasi daha az olmaktadir (42)
Malathionun kimyasal adi O,0-Dimethyl-S-(1,2-diethyl-mercap-tosuccinate)
phosphorodithioatedir. Kimyasal yap1 formiilii C,;oH;sO¢PS, dir. Sanayi {iriinii
sarimsak kokulu agik sarimsi sivi seklindedir. Molekiiler agirligir 330.36 g, kaynama
noktasi 156-157 °C (0.7 mm Hg), buhar basinc1 30 °C’de 4.10° mm Hg’dir. Kendine
0zgl yercekimi dz4=1.23, erime noktasi 2.85, sudaki ¢oziiniirliigii 130 mg/L olup ¢cogu
organik ¢ozeltilerde kolaylikla ¢oziinebilir. Malathion bocek ilacindaki organofosfatta
genisce kullanilir ve olgunlasmamis zirai Uriinlerde, yenebilir tahillarda, meyvelerde,

findiklarda, karisik iirlinlerde, pamuk ve tiitiinlin muhafazasinda yaygin olarak

kullanilir.
C
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Sekil-2-Malathion(O,O-Dimethyl-S-(1,2-diethyl-

mercaptosuccinate)phosphorodithioated

Malathion ayrica ¢iftlik hayvanlarinin etrafindaki ahirlarda, mandiralarda,
kiimeslerde spreyleme metodu ile evcil hayvanlar ve ¢iftlik hayvanlarinda parazit
gelisimini ve yayilimini engellemek amaciylada kullanilir. Malathion, hava ve topraga
spreyleme metodu ile kullanilarak Akdeniz meyve sinegi, meyve sinekleri ve sivrisinek
popiilasyonlarinin  kontrol altinda tutulmasini saglamistir. Kaliforniya ve Florida
eyaletlerinde ucakla havadan {irlinler iizerine piiskiirtiilmeyle kullanimi oldukca
yaygindir. Ozellikle Amerika Birlesik Devletlerinde 1950°den beri yukarida sayilan
bircok amag i¢in yayginca kullanilmakta olup, bugiin 235’in iizerinde {iriin malathion
icermektedir. Kullanildig: {iriinler i¢indeki oran1 %3 ile %96 arasinda degismektedir.
Malathion, ¢ocuk ve yetiskinlerin kafalarindaki bitleri tedavi eden sampuanlarda da
kullanilmaktadir. Bu sekilde ¢ok yaygin kullanilmasi ve bir¢ok insanin dogrudan ya da

dolayl olarak malathion’un baz etkileriyle maruz kalabilme olasilig1 oldukca yiiksektir.



Malathionun insan ve ¢evresel sagligini olumsuz etkilemesinin yanisira ve malathionun
aktif metabolizmada malaoxon’a doniismesi 6nemlibir endise kaynagidir.

Malathion, genellikle tarla {iriinlerine yada genis bir yerlesim alanina spreylenerek
kullanildiginda ¢evreye kolaylikla bulagir. Havadaki malathion damlalar topraga, suya,
bitkilere ve insan yapimi yiizeylere iner. Malathionun ¢ogu uygulandigi ylizeyde kalsa
bile, bir kism1 da yagmur, riizgar ve sis gibi tastyict faktorler yardimiyla ilk serpildigi
alandan daha uzak yerlere tasinabilmektedir. Malathion ¢evrede birkac¢ ay kalabilme
siiresine sahip olsada genelde birka¢ hafta icinde yok olur. Malathion, giines 15181
yaninda toprakta ve suda bulunan bakteriler tarafindan baska kimyasal bilesiklere
dontisebilmektedir. Malathion, topraga yapismayip, bakteriler tarafindan hizlica
parcalanabildiginden ciddi miktarlarda yer alt1 sularina ulagsma olasilig1 diigiiktiir. Suda
ise, su icindeki bakteriler ve su hareketleriyle kisa bir zamanda parcalanmaya(yada
inaktive olmaya) baslar. Havada ise, glines 1s1gmin olusturdugu diger kimyasal
olusumlarla reaksiyona girerek bozulur veya daha tehlikeli bir olusum olan malaoxon’a
doniisiir. Kuru toprak yada insan yapimi yiizeylerin lizerindeyse (kaldirim, park arag-
gerecleri gibi) genellikle nemli topraktaki malathiona oranla daha ge¢ ¢oziiliir.

Malathion’un spreylendigi bolgeye yakin oturmadiklari silirece, ¢ogu insan
malathiona direkt olarak maruz kalmazlar. Asil tehlike altinda olanlar bu maddeyle
calisanlardir. Bunlar ¢ift¢iler, kimyasal spreyleyiciler, malathionu ve diger kimyasallari
tireten fabrika c¢alisanlaridir. Daha diisiik oranda tehlike altinda olanlar ise evleri
civarinda malathion kullanilanlar ile sivrisineklere karst malathion spreylenen yerlere
yakin oturanlardir. Asir1 derecede malathion dozuna maruz kalanlar zehirlenebilmekte,
hatta bazi durumlarda bu zehirlenmeler o6liimle sonuglanabilmektedir. Malathion’dan
etkilenmemek icin 6zel giysiler ve soluk almak i¢in cihaz kullanilmali ve genellikle 6
giine kadar spreylenmis alana girilmemelidir.

1971-1991 yillar1 arasinda EPA(Uluslararast Cevre Ajansi) tarafindan yapilan bir
arastirmaya gore bir eyalette sadece 3 kuyuda malathion bulunmus olup bulunan en
yiiksek deger 6.17 ppm’dir. Buda c¢ogunlukla tarimsal ve ormanlik bir bolge olan
Virginia eyaletidir. Malathion’un spreylendigi yerlerin yakinlarindan alinan su 6rnekleri
incelemeleri sonucu genelde su icerisinde malathion’a rastlanmamustir.

Malathion’un tarimsal bolgelerde, sivrisineklerin bir sorun teskil ettigi sehir ve

yerlesim alanlarinda, evlerde, bahgelerde ve tarla {iriinleri {izerinde kullanilmasina izin



verilmistir. Yiyecek olarak kullanilan iirinlerde FDA( The Food and Drug
Administration) ve EPA tarafindan izin verilen malathion miktar1 8 ppm’dir. Genel
olarak, FDA gozlemleme arastirmalarina gére ABD gida malzemelerinin endise
vermeyecek kadar az miktarda bocek ilact icerdigi saptanmistir.(EPA,1999)

Genel niifus agisindan malathion’un viicuda girmesi, ilaglanmis bitki, toprak, park
alan1 ara¢ gerecleri ve bunun gibi pek cok nesneyle tensel temasa gecilmesi ya da
yiyecek ve iceceklerden gerceklesmektedir. Ayrica malathion spreylendikten sonra
solunum yoluyla da viicuda girebilir. Malathion’a nasil maruz kalinirsa kalinsin, viicuda
hizli bir sekilde girerek kana karisir ve kan yoluyla bir¢ok organa ve dokuya ulagir.
Malathion’un biiyiik bir kismi karacigerde diger metabolitlerine parcalanir. Bu
metabolitlerden malaoxon, malathion’dan daha tehlikelidir. Malathion ve metabolitleri
viicutta toplanip, birikir ve birka¢ giinde idrarla birlikte biiyiik bir kism1 viicut disina

atilir.

2.2. SUORTAMLARININ KIRLILIK GOSTERGESI OLARAK BALIKLARDA
SITOGENETIK ANALIZLER

Baliklarin iginde bulundugu dogadaki bazi hayvanlardaki kromozom anormallikleri
(hatalar1), petrokimyasal iirlinler ile kirlenmis oldugu bilinen bolgedeki klastojenik
(balik kromozomlarinda yapisal degisikliklere sebep olan) kimyasallarin varliginin ve
faaliyetlerinin iyi bir gdstergesi olarak kullanilabilir. Polinlikleer aromatik
hidrokarbonlar (PAH), ¢ok kanserojenik olan tiirevlerine metabolize edilebilirler. Iyi
bilinen bir 6rnek olarak, molekiil {izerindeki 6zel mevkilerde oksijenin metabolik
ilavesiyle bir kanserojene aktive edilebilen bir prokanserojen olan benzo(a)pyrene
verilebilir. PAH, genellikle pisirme firinlarina sahip c¢elik imalathanelerinde ve
petrokimyasal endiistriler ve dogal orman yanginlarindan dolayr dogaya girerler. PAH
kirliligi, su biotasindaki tiimorlerin artisiyla anlasilabilir. Ayrica, kanserojenik
kimyasallarin ¢ogu, metabolik olarak aktive edilmis olmalidir. Bu nedenle, her hangi bir
baligin bir kimyasalin aktif formda bir prokanserojen ve/veya promutajen doniistiirme
yetenegi bilinmelidir.

DNA hasarmin bir¢cok tipi, kromozomlarda degisikliklere sebep olan sudaki
mutajenler tarafindan da etkilenmis olabilir. Kimyasallarin mutajenik etkileri, DNA

sentezi i¢in habercileri tedarik ederek niikleotid birlestirmedeki bir dengesizligin



baslamas1 sayesinde meydana gelebilir. Daha sonra genetik degisiklikler olusabilir.
Kromozom hatalarinin belirlenmesi, sudaki mutajenik maddelerin goriintiilenebilmesi
icin 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. Atom enerjisindeki artis, iyonize radyasyonlarin kanserojenik ve
mutajenik etkilerinin artmasina neden oldugu goriilmiistiir. Cernobil benzeri radyasyon
kazalarinin sonuglarinin incelenmesi sadece fiziksel ol¢iimlerle sinirlandirilmamalidir,
zira biyolojik metotlarda kullanisl olabilir.

Isinlama (irridaition, rontgen 1sinlarina tabi tutma), eskiden beri jinogenesis ve
androgenesis tliretmek i¢in balik embriyolar1 ve gametlerinde kullanilmaktadir
(53-54,46). Isinlamanin canlilar iizerine etkisini gozlemlemek i¢in deneylerde balik
kromozomlarmin kullanilabilecegini Onerilmektedir. Bu deney, uygun bir kromozom
setine sahip bir balik tiirinde “Kromozom Hatalar1 (AB Anafaz hatalar1), Kardes
Kromotit Degistirme (SCE) ve Mikroniikleus (M)” olusuna bakilarak yapilabilir.

Memeli ve 6zelikle insan sitogenetigindeki basarili ¢aligmalar, benzer ¢alismalarin
sitogenetik teknikler kullanilarak degisik genotoksik faktorlerin baliklar {izerindeki
etkilerinin belirlenmesinde de kullanilmasini diistindiirmiistir.

Cevre ile ilgili olarak mutajenlik ve kanserojenlik konusunda ¢ok az eserin
nesredilmesi ve hiikiimetin yeterince ilgilenmemesinden dolayi, dogadaki ve
ciftliklerdeki baliklar, daha simdiden insan sagligini etkileyebilen endiistriyel atik
irtinler 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 bir¢ok genetik hastaligin sebebidir. Ayrica, onkogenlerde ve viicut
hiicrelerinde tiimor supressor genlerinde degismeler sonucu olusan kromozom
mutasyonlariin ve iligkili olaylarin insanlar ve deney hayvanlarinda kanser olusumuna
sebep oldugu hakkinda bir¢ok delil vardir. Sayet, genotoksik kimyasallara maruz
kalinmas1 sonucu olusan kalitsal hastaliklar ve kanser vakalar1 balik tiiketimi sonucu

olugmus ise, yenen baliklarin genotoksinlere maruz birakilmis oldugu diisiiniilebilir.
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DNA molekiiliiniin her canlida benzer sekilde olmasi sebebiyle, canli organizmalarin
bir grubu i¢in genotoksik olan bir amil, diger gruplar i¢inde genotoksiktir (40).

Baliklardan; besin zincirinin en {ist seviyede olmalari, solunum ig¢in biiyilik
miktarlarda suya ihtiya¢ duymalari, su ile taginan kirleticileri metabolize edebilen ve
depolayabilen sucul omurgali organizmalar olmalarindan dolay1 sulardaki mutajenik
ve/veya kanserojenik potansiyelin tespiti i¢in ¢ok dnemli indikatdr organizmalar ve
mitkemmel bir materyal olarak faydalanilabilir. Hemen belirtmek gerekir ki, in vitro
mutajenlerin  hepsinin kanserojenik olmadigr kaydedilmeli, bir balikk mutagenesis
testinde, in vitro ve in vivo olarak incelenmis etkiler arasinda farkliliklar g6z Oniine
almmalidir.

Balik hiicreleri tlizerinde bazi mutajenik ve/veya kanserojenik kimyasallarin
genotoksik etkilerinin belirlenmesi calismalarinda; a) Calismalar doz-cevap tarzinda
yapilmalidir. b) Ayni kimyasalin ayn1 dozuna ayni familyanin (Cyprinidae) farkl tiirleri
arasinda her zaman farkli tepkilerin oldugu dikkate almmalidir (5). ¢) Onceden
calisilmis kimyasallarin  genotoksikligi hakkinda gilivenilir sonuglar 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
tizerinde deneyler tekrarlanmalidir. €) S6z konusu kirleticiler hakkinda daha 1yi bir bilgi
saglamak i¢in, diger hayvan, bitki ve insan hiicrelerinden elde edilmis sonuglar ile
karsilastirilmalidir (1,7,11,36,38,40,52,55).

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

Maalesef, oldukc¢a kiiciik ve ¢ok sayida kromozomlara sahip olmalari, memelilere
gore mitotik indeksin diisiik olmasindan dolay1 az sayida balik tiirii tizerinde sitogenetik
calisma yapilmistir. Erken miidahale sistemi ile, incelenen suyun genotoksik aktivitesi
hakkinda bize bilgi temin etmesi amaciyla; kromozomal hata ¢aligmalar i¢in az sayida

biiyilk kromozomlara sahip ve karyotipleri belli balik tiirlerinin se¢ilmesi uygundur.
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Kligermann (1982),(36)’ye  gore, clastogenic ¢alismalar icin uygun karyotipli balik
tiirleri sunlardir; Ameca splendens (2n=26), Aphyosemion celia (2n=20), Aphyosemion
christyi (2n=18), Aphyosemion franzwerneri (2n=22), Nothobranchius rachowi
(2n=16), Spharichthys osphromoides (2n= 16), Umbra limi (2n=22) ve Umbra pygmaea
(2n=22).

Ayrica, ucuz olmalari, elde edilmeleri ve bakilmalarinin kolay olmalari, kiigiik bir
alan ve az sayida ekipmana ihtiya¢ duymalar1 ve giivenirlik acisindan ¢ok sayida baligin
kullanilabilmesi gibi avantajlarindan dolay1r bazi balik tiirleri bu tip genotoksik
calismalar i¢in kullanilabilirler (36).

Cevre kirliligin ¢evreyi paylasan canlilar {izerindeki olumsuz etkileri, bizleri su
ortami tlizerinde endiistriyel ve diger atiklarin dolayli veya dolaysiz etkilerini
aragtirmaya zorlamaktadir. Biz bu bdliimde, s6z konusu alanda simdiye kadar yapilmis
calismalar1 degerlendirdik ve laboratuar ve saha sartlarinda su 6rneklerinin mutajenik
ve/veya kanserojenik potansiyelinin ¢alismasi i¢in miikemmel bir materyal olarak
baliklar1 6nerdik. Asagidaki tabloda (Tablo 1), simdiye kadar laboratuar ve/veya saha
sartlarinda balik hiicrelerinde kromozom hatalar1, kardes kromotit degistirme (SCE)
veya mikroniiklei’ye sebep oldugu ispatlanmis bazi kirleticilerin (genotoksikantlarin)

etkileri hakkinda bilgi verilmektedir.

Tablo 1. Laboratuar ve/veya sartlarinda balik hiicrelerinde kromozom hatalari, kardes
kromatid degistirme (SCE) veya mikroniiklei’ye sebep oldugu ispatlanmis bazi

kirleticilerin (genotoksikantlarin) etkileri (3).

Balik ad1 Kirleticiler Miktar Uygulama | Hiicr.Tipi | Genot.Etk Kaynak
Cyprinus Alfatoxin B1 80 mg /kg ip. 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
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ene

C. idella Alfatoxin B1 80 mg/kg ip. 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 Lp Eritrosit M " ,1986
" " Bobrek CA " ,1985
Aroclour(1254) 300mg/kg " Eritrosit M " ,1986
" " Bobrek CA " ,1985
Benzidine 80 mg /kg ip Eritrosit M " 1986
" " Bobrek CA " ,1985
Benzo(a)pyrne " " Eritrosit M " 1986
" " Bobrek CA " ,1986
20- 80 mg/kg " Eritrosit M " 1986
Methylcholanthren
e
" " Bobrek CA " ,1985
O. myksis 9-Aminoacripe Ipg/ml Maruz b. | Gonad CA Kocan ¢
ark.1982
Benzene 500mg/kg Lp. Bobrek CA AlSabti at
solung. all1984
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Umbra limi Benzo(a)pyrne S50ug/g Lp. Eritrosit M Metcalfe,1
988
Ethyl methane 100pg/g " Eritrosit M " ,1988
sulphonate
Benzo(a)pyrne 0,1pg/1 " " " Hoftman
atall, 1981
Ethyl methane 200mg/1 " Eritrosit M Hoftman
sulphonate at all,1982
Rhine irmak suyu 3-11 giin " Solungag 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 0.26ug/ " " " "
sulphonate ml
Mitomycin-C 0.18pg/ " " " "
ml
Esox lucius Caesium-137 Goller " Eritrosit M Al-
Sabti, 1991
1 nebulosus Benzo(a)pyrne S50ug/g Lp. " ! Metcalfe,1
988
Ethyl methane 100pg/g " " " "
sulphonate
Parophyrs Benzo(a)pyrne Sugl/g " Yiizgee,d SCE Stromberg
vetulus alak, bobr ark.1981
.16kost.
G. lincatus US coast Saha " Eritrosit M Hose at
all, 1987,
Carrasco
at all, 1990
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2.2.1. ANALiZ YONTEMLERI

2.2.1.1. Kromozom Tipi Hatalarin Belirlenmesi

Yapisal kromozom hatalarmin iki tipini (kromozom tipi ve kromotit tipi)
kapsamaktadir. Poliploidlikteki bir artis, kimyasal maddenin sayisal hatalarda olusturma
potansiyeline sahip olacagini gosterir. Kimyasal mutajenlerin ¢ogu, kromotit tip hatalar
olusturur. Ancak kromozom tipi hatalar meydana gelebilir.

Kromozom mutasyonlar1 ve iligkili olaylar bircok genetik hastaligin sebebini
olusturur. Ayrica “onkogen” lerde ve tiimdr engelleyici genlerde degisikliklere yol acan
kromozom mutasyonlar1 ve ilgili olaylarin insanlarda deneysel hayvanlarda kanser
olugmasina sebep oldugu hususunda ¢ok 6nemli deliller bulunmaktadir. Kromozom
hatasi testleri in vivo ve in vitro olarak iki tarzda gergeklestirilebilir(63).

In-vivo Kromozom Hatas1 Testi

In-vivo kromozom hatasi testi, tiirler arasinda ve dokular arasinda degisiklik
gostermekle birlikte, 6zellikle in vivo metabolizma, farmakinetik ve DNA esleme islemi
ile ilgili faktorlerin 6nem kazandigi mutajenik riski tayin etmek i¢in uygulanir. Ayrica,
bir in vitro test yardimiyla belirlenmis mutajenik bir etkinin daha fazla arastirilmasi
icinde kullanighdir. Ancak, ulasamayacagi 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
olugmas1 gerekir.

Bu metod hayvanlarin uygun bir yol ve siire ile test maddesine maruz birakilmasina
ve bu silirenin sonunda Oldiiriilerek hiicrelerinin  kromozomal hasar yoOniinden
incelenmesi prensibine dayanir. Ancak, Oldiirmeden Once 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(63).

Metot:
Preparasyon

Hayvan Secimi;
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Genellikle geng ve saglikli hayvanlar kullanilir. Calismanin baslangicinda, deney
hayvanlarinin agirhik degisimi minimal olmalidir ve her bir cinsiyet i¢in kendi

agirhiginin + %20’sini gegmemelidir.

Muhafaza ve Beslenme Sartlari:

Deney hayvanlarinin tutuldugu ortamin sicakligi balik tiirtine gére uygun olan degeri
+2’yi agsmamalidir. Yapay aydinlatma yapilmali ve 12 saat aydimnlatilip 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 yada ayni cinsiyete bagli kii¢iik gruplar
halinde muhafaza edilmelidir. Geng ve saglikli bireyler, kontrol ve muamele gruplarina
ayrilmali, baliklar markalanmali ve en az 5 giin laboratuar sartlarina adaptasyonu
saglanmaktadir.

Doz Ayarlamasi :

Kati1 test maddesi (sayet gerekli ise) eritilmeli veya uygun coziiclilerde veya aletler
icerisinde siispanse edilir ve sulandirilir. Stv1 test maddeleri baliga direkt olarak veya
sulandirilarak uygulanabilir. Yeni hazirlanmisg test maddeleri depolama siiresini
agmadikca kullanilabilir.

Test Sartlari:
Coziicii/Alet:

Coziicii/alet, kullanilmis doz seviyelerinde toksik etkiler {iretmemeli ve test
maddeleri ile kimyasal reaksiyona girme siiphesi tasimamalidir. Sayet ¢ok 1yi taninan
¢oziicli /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.

Kontroller:

Uygun pozitif ve negatif (¢oziicii/alet) kontrolleri, her bir testteki her bir cinsiyeti
kapsamalidir. Test maddeleri ile muamele icin olanlar hari¢, kontrol gruplarindaki
baliklar, muamele edilmis gruplardaki hayvanlara 6zdes bir usulde ele alinmalidir.

Pozitif kontroller, mevcut sartlar lizerinde belirlenebilir bir artis vermesi beklenen
maruz birakilma seviyelerinde in vivo yapisal kromozom hatalari tiretmelidir. Pozitif

kontroller, etkileri belirginlestirmek (aciga ¢ikarmak) i¢in tercih edilmelidir, yoksa
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okuyucuya kodlanmis lamlarin tayinini derhal géstermek i¢in degil. Pozitif kontroliin
test maddesinden farkli bir yolla tatbik edildigi ve sadece bir kez 6rneklendigi kabul
edilebilir. Kullanish oldugu takdirde, pozitif kontrol kimyasallartyla ilgisi olan kimyasal
siifin kullanimi disiiniilebilir. Pozitif kontrol madde 6rnekleri asagidaki tablodakileri
(Tablo .2) igerir.

Tablo 2. Pozitif kontrol madde 6rnekleri (47)

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 ¢dziicii veya alet ile muamele edilmis ve muamele gruplari
gibi aynm1 yolda baska tiirli muamele edilmis, her o6rnekleme zamanimi kapsamalidir,
hayvanlar arast degisebilirlik kabul edilebilir olmadik¢a kromozom hatali hiicrelerin
frekanslar1 tarihsel(6nemli) kontrol verisinden elde edilebilir. Sayet negatif kontroller
icin tekbir 6rnekleme yapilacak ise, en uygun zaman ilk 6rnekleme 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 sayisi1 ve cinsiyeti:

Her bir muamele ve kontrol grubu ayni cinsiyette en az 5 hayvan igcermelidir. Sayet
calisma zamani, ayni tiirlerde ¢alismalardan elde edilebilir veri varsa onu gosteren ayni
maruz birakma usulii kullanilmissa, 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 bolik doz olarak (6rnegin, biiylik hacimli bir materyale uygulamayi
kolaylagtirmak icin, birka¢ saatten ¢ok olmamak suretiyle ayrilmis ayni giinde iki

muamele seklinde) ta uygulanabilir. Diger doz sistemleri bilimsel olarak ayarlanmalidir.
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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 i¢in ihtiya¢ duyulan zaman, kromozom
hatasini belirlemek i¢in ihtiya¢ duyulan optimum zamani etkileyebilir. Daha sonraki
ornek toplama ilk 6rnekleme zamanindan 24 saat sonra yapilabilir. Sayet bir giinden
daha ¢ok doz rejimleri kullanilacak ise, son muameleden sonraki 1,5 normal hiicre
dongiisii uzunluklarinda bir 6rnekleme zamani kullanilabilir(63).

Oldiirmeden &nce, 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 hatalarini belirlemek i¢in analiz
edilir.

Doz Seviyeleri:

Sayet, seri bulgu calismas1 yapiliyorsa (¢iinkii elverisli veri mevcut degildir), aym
laboratuarda, ayni tiir, hat, cinsiyet ve temel ¢alismada kullanmak i¢in muamele rejimi
kullanilarak yapilmahidir. Sayet toksiklik var ise, ayni 6rnekleme zamani i¢in ii¢ doz
seviyesi kullanilir. Bu doz seviyeleri maksimumdan aza dogru (toksiklik yok) bir seri
icermelidir. Sadece daha sonraki 6rnekleme zamaninda en yiiksek doz kullanilir. En
yiiksek doz, daha yiiksek doz seviyelerinin (aym1 dozlama rejimine dayanarak)
oldiiriictiligiinii iretmek i¢in beklenmis (ummak) olacagi boyle toksikligin doz liretme
isaretleri olarak beklenilir. Diisiik, toksik olmayan dozlarda &zel (belirli) biyolojik
aktiviteli maddeler (6rnegin, hormonlar ve mitojenler) doz yerlestirme kriterine
istisnalar olabilir ve sebep-sonu¢ temeline dayandirilarak degerlendirilmelidir. Ayrica,
en yiiksek doz, baz1 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 ¢alisma gerekliligi g6z Oniine alinmayabilir. Daha uzun
stireli ¢alismalar i¢in, limit doz 14 giine kadar muamele i¢in 2000mg/kg/v.a./giin’diir ve

14 giinden daha uzun muamele i¢in 1000 mg/kg/v.a./giin’diir.
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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 yollar: tiirleri gore ayarlanabilir. Bir defeda enjeksiyon yoluyla
tatbik edilebilen maksimum sivi hacmi test hayvaninin biiyiikliigiine baglidir. Hacim 2
ml 100g v.a.’n1 agsmamalidir. Bunlardan daha yiiksek hacimlerin kullanimi, daha yiiksek
konsantrasyonlar ile normal olarak kotillesme gosterecek olan tahrik edici veya
asindirict maddeler i¢in harig, test hacimdeki degisebilirlik biitiin doz seviyelerinde
sabit bir hacim saglamak icin konsantrasyonu ayarlamak suretiyle minumum hale
getirilir.

Kromozom Preparasyonu:

Balik oldiiriildiikten hemen sonra, doku elde edilir, hipotonik soliisyona maruz tutulur
ve fiske edilir. Hiicreler daha sonra lam iizerine yayilir ve boyanir.
Analiz:

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

Veri ve Kayit:
Sonuclarin Sunulmasi:

Hayvanlara ait bireysel veriler, ¢izelge halinde sunulur. Deney birimi hayvandir. Her
bir hayvan icin hiicre sayisi belirlenir, her bir hiicredeki hata sayis1 ve yapisal
kromozom hatali hiicrelerin yiizdesi degerlendirilir. Muamele edilmis ve kontrol
gruplarina gore farkli kromozom hatasi tipleri listelenmelidir. Ac¢ikliklar (gap) miistakil
olarak kaydedilir ve rapor edilir, fakat genellikle toplam hata frekans1 kapsamina
alinmaz. Sayet cinsiyetler arasinda toksit meddeye karsi gosterilen tepkilerde farklilik

yoksa, elde edilen veri istatistik analiz i¢in birlestirilir.
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Sonuc¢larin Degerlendirilmesi ve Yorumlanmasi:

Pozitif sonug belirtmek i¢in birkag kriter vardir. Ornegin, kromozom hatal1 hiicrelerin
nispi sayisindaki bir doz-iliski artis1 veya tek bir drnekleme zamaninda tek bir doz
grubundaki hatali hiicre sayisindaki belirgin bir artis dikkate alinabilir. Sonuglarin
biyolojik uygunlugu dikkate alinacak ilk unsurdur. Istatistik metotlar, test sonuglarimi
degerlendirmede yardimc1 olarak kullanilabilir. Istatistik énemi pozitif bir cevap icin
sadece faktor belirleme olmamalidir. Esdegerlik sonuclari, deneysel sartlarin bir
modifikasyonunu kullanarak, daha ileri test etmek suretiyle aydinlatilir.

Poliploidlikteki bir artig, daha oncede belirtildigi gibi, test maddesinin sayisal
kromozom  hatalar1  olusturma potansiyeline sahip oldugunu gdsterebilir.
Endoreduplikasyondaki bir artis test maddesinin hiicre dongiisii ilerlemesini durdurma
potansiyeline sahip oldugunu gosterebilir.

Sonuglart yukaridaki kritere yaklagtirmak i¢in test maddesinin bu testte mutajenik
olmadig1 disiiniiliir. 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 hatas1 testinden elde edilen pozitif sonuglar, bir maddenin test
edilen tiiriin dokusunda kromozom hatalar1 olusturdugunu gosterir. Negatif sonuclar ise,
test sartlar1 altinda, test maddesinin test edilen tiirlin dokusunda kromozom hatasi
olusturmadigini gosterir(63).

Test maddesi veya metabolitelerinin genel (kan) dolasim sirkiilasyonuna veya 6zel
olarak hedef dokuya (Ornegin sistemil toksiklik) eristigi (tesir ettigi) ihtimali
tartisilmalidir.

Test Raporu:
Test raporu asagidaki bilgileri igermelidir
Test Maddesi:
e Marka ozellikleri ve CAS No. (Sayet biliniyorsa),
e Fiziksel yapisi ve safligi,
e Caligmanin yiiriitiilmesi ve ilgili fizikokimyasal 6zellikleri,

e Test maddesinin saglamligi (biliniyorsa),
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Coziicii / Alet:

Alet se¢imi sebebi,

Coziicti / alet iginde test maddesinin ¢oziilebilirligi veya stabilligi,

Test Hayvanlarn:

Kullanilan tiir / hat

Hayvan sayisi, yasi, cinsiyeti,

Kaynag1, muhafaza sartlari, diyet vs.

Hayvanlarin testin baslangicindaki bireysel agirligi (viicut agirlign serisini

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

Test Sartlari:

Pozitif ve negatif (alet / ¢oziicili ) kontrolleri,

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

Test maddesi preparasyonunun detaylandirilmasi,

Test maddesinin tatbikinin detaylari,

Tatbik yolu i¢in gerekge,

Test maddesinin genel sirkilasyonu 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,

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

Hatalar1 sayma kriteri,

Her bir balik i¢in analizi yapilan hiicre sayisi,

Pozitif, negatif veya iki tarafli olarak diigiiniilen ¢alismalar i¢in kriter,

Sonuglar:

Toksiklik belirtileri,
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e Mitotik indeks,

e Her bir balik i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde hata tipi ve sayisi,

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

e Ortalama ve standart sapmalar1 verilerek her bir grup i¢in hatali hiicrelerin
sayisl,

o Ploidydeki degismeler (sayet goriiniiyorsa),

e Doz-cevap iligkisi(miimkiin oldugu kadar),

e Istatistik analizler,

e Negatif kontrol verisi uyumu,

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

e Pozitif kontrol verisi uyumu,

Sonuclarin tartisilmast:

Sonug
Literatiir

Ek

Tanimlar:

Kromatid tipi hata: Tek kromatidlerin kirilmasi veya kromatidler arasi yeniden
birlesme olarak ifade edilen yapisal kromozom hasari.

Kromozom tipi hata: Aym1 mevkideki her iki kromatidin kirilmasi veya kirilma ve
yeniden birlesmesi olarak ifade edilen yapisal kromozom hasari.

Endoreduplikasyon: DNA replikasyonunun S periyodundan sonraki bir islem,
nukleus mitoza gitmez, fakat bir diger S periyodu baslar. Sonug 4,8,16,... kromotidli
kromozomlar.

Gap(agiklik): Bir kromatidin genisliginden daha kii¢iik ve kromatidlerin minumum
yanlis dizilmeli bir akromatik lezyon,

Sayisal hata: Kullanilan baligin normal sayisal 6zelliginden farkli olarak, kromozom
sayisindaki degigim.

Poliploiplik: Diploid sayidan haploid kromozom sayisi kadar bir katlanma (Orn; 3n,
4n...).
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Yapisal hata: Hiicre boliinmesinin metafaz safhasinin mikroskopla incelenmesi
suretiyle belirlenebilen kromozom yapisindaki bir degisme (kaybolma, parcalar,
kromozomlar arasi degismeler, kromozom i¢i degismeler olarak gézlemlenir).

In-vitro Kromozom Hatasi Testi

In-vivo’da oldugu gibi, in vitro kromozom hatas: testide, kiiltiirii yapilan hiicrelerde
yapisal kromozom hatalarina sebep olan amili tesbit etmek amaciyla yapilir. Bu testin
prensibi, hiicre kiiltiirlerinin metabolik aktivasyonlu ya da aktivasyonsuz test maddesine
maruz birakilmasina, dnceden belirlenen araliklarda metafazda durdurulmasidir.

In-vitro kromozom hatas1 testinde, olusturulmus hiicre hatlar1, hiicre soylar1 veya
primer hiicre kiiltiirlerinin kiiltiirlerini kullanilabilir. Kullanilacak hiicreler; kiiltiirde
biiytitiilebilirligi, karyotip kararliligi, kromozom sayisi, kromozom farkliligi ve
kromozom hatalarinin kendiliginden olan frekansi gibi ozellikler dikkate alinarak
secilir(63).

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

Bu test, mutajen ve kanserojenleri goriintiilemek i¢in kullanilir. Bu testte pozitif olan
bir¢cok 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
vardir, ¢linkii (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

Baliklara ait fibroblast ve periferal kan limfositlerinden hazirlanan hiicre hatlari,

soylar1 veya primer hiicre kiiltiirleri kullanilabilir.

Ortam ( besiveri ) ve Kiiltiir Sartlari :

Hiicre kiiltliri yapiminda besiyeri ve kiiltiir sartlariin  (kiiltiir  kaplarinin,

karbondioksit konsantrasyonunun, sicakligin ve nemliligin) uygun olmasina dikkat

23



edilmelidir. Hiicre hatlar1 ve soylari, modal (temel) kromozom sayis1 ve mikoplazma
kontaminasyonu hususunda rutin olarak kontrol edilmelidir. Sayet kontaminasyon varsa
kullanilmamalidir (kontaminasyon varligi besiyerinin bulanik olmasiyla anlasilabilir).
Hiicrelerin normal hiicre dongiisii zamani ve kiiltiir sartlar1 1yi bilinmelidir(63).

Kiiltiirlerin Hazirlanmasa :

e Hiicre hatlar ve soylari: Hiicreler stok kiiltiirlerden yayilmali, hasat zamanindan
once kiiltiirlerin bir araya karismis olarak uzanmayacak bir yogunluktaki kiiltiir
orataminda ekilmeli ve uygun sicaklikta inkiibe edilmelidir.

e Limfositler: Tam kan, bir anti-koagulant (pihtilagmay1 dnleyici, 6r; heparin) ile
muamele edilmeli veya saglikli bireylerden elde edilen ve saflastirilmisg
limfositler bir mitojen (6r; PHA) igeren kiiltiir 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 karisimi gibi enzim olugturan amiller ile muamele
edilmis kemirgen hayvanlarin karacigerinden hazirlanan ko-faktdr 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 sinifina bagl olabilir. Baz1 durumlarda,
post-mitokondrial fraction’un bir konsantrasyonunda daha ¢ok kullanmak uygun
olabilir. Hiicre hatlarinin se¢imi, bilimsel olarak dogrulanmalidir (Or; test maddesinin
metabolizmasi icin Cytochrome P450 izo enziminden faydanilir).

Test Sartlari :

Coziicli/alet test maddesi ile kimyasal reaksiyona girme siiphesi tasimamali 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 yliksek konsantrasyon belirlenecegi zaman, dikkate alinmasi1 gereken kriterlerden
birisi, bu test sistemindeki sitotoksiklik, ¢oziilebilirlik ve pH veya ozmoloritedeki

degisiliklerdir.
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Sitotoksiklik, hiicre biitlinliiglinlin ve biiylimesinin uygun bir gdstergesini (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 {i¢ analiz yapilabilir konsantrasyonda kullanilmalidir. Sitotoksiklik meydana
geldigi yerde, konsantrasyonlar maksimumdan aza (veya hi¢ toksik olmayan
konsantrasyona) kadar bir seri seklinde hazirlanmalidir; bdylece genellikle
konsantrasyonlarin 2 ve 10 arasinda bir faktérden daha fazla olmayacak sekilde
ayrilmalidir. Hasat zamaninda en yiiksek konsantrasyon karigsma derecesi, hiicre sayma
veya mitotik indeksdeki (hepsi %50’den daha biiyiik) Onemli bir azalmay1
gostermelidir. Mitotik indeks, sadece sitotoksik / sitostatik etkilerin direkt dl¢limiidiir ve
muameleden sonraki siireye baglidir. Bununla beraber, mitotik indeks diger toksit
Ol¢iimlerinin kiilfetli ve pratik olmayabilen siispansiyon kiiltiirleri i¢in kabul
edilebilirdir. Hiicre dongiisii kinetikleri hakkinda bilgiyi (0r; ortalam generasyon zamant
=Average generation time (AGT) ), destekleyici bir bilgi olarak kullanilabilir. Bununla
birlikte, AGT her zaman gecikmis alt populasyonlarin varligin1 ortaya koymayan
kapsamli bir ortalamadir. Hatta, AGT deki hafif artiglar bile hatalarin optimal iiriin
zamanindaki ¢cok onemli gecikme ile iligski kurabilir. Nispeten sitotoksik bilesikler i¢in
maksimum konsatrasyon, en diisiik hangisi olursa olsun, 5 pg/ml, Smg/ml ve 0.1 M
olmalidir.

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

Kontroller :
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Metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz uygun pozitif ve negatif (¢oziicli 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 i¢in se¢ilmeli, fakat
okuyucuya kodlanmis lamlarin tayinini derhal ortaya koymamalidir. Pozitif kontrol
maddeleri 6rnekleri agagidaki kimyasallari igerir:

Tablo 3. Pozitif kontrol maddeleri 6rnekleri i¢in kimyasallar (47).

Metabolik aktivasyon durumu | Kimyasal ve CAS No.

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

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
diistiniilebilir.

Muamele ortaminda (besiyerinde) yalniz ¢oziicli veya aletten olusan ve muamele
kiiltiirleri gibi ayn1 yolla muamele edilmis negatif kontroller her hasat zamani igin
hesaba katilmalidir. Ayrica, muamele edilmemis kontroller, se¢ilen ¢oziicii tarafindan
olusturulmus zararl veya mutajenik olmaksizin (onu) gostererek tarihsel kontrol verisi
olmadikca 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 yaklagik 48 saat (insanlar i¢in) sonra baglamalidir.

Duplike (ikincil) kiiltiirler, normal olarak her bir konsantrasyonda kullanilmali ve

negatif ¢oziicii kontrol kiiltiirleri i¢in kuvvetle tavsiye edilirler. ikincil kiiltiirler arasinda

26




tarithsel veriden minimal degisim gosterebildigi yerde her bir konsantrasyonda
kullanilmak amaciyla tekli kiltiirler i¢cin kabul edilebilir. Gazli ve buharlasabilen
maddeler, uygun metotlar yardimiyla (Or; kapali kiiltiir kaplar1 iginde) test edilmelidir.

Kiiltiir Hasat Zaman :

[lk deneyde hiicreler 3-6 saat siireyle metabolik faaliyetli ve aktivasyonsuz test
maddelerine maruz tutulurlar ve muamelenin baglamasindan sonra yaklasik 1,5 normal
hiicre dongiisii uzunluguna esit bir zamanda 6rneklenir. Sayet bu protokol, aktivasyonlu
ve aktivasyonsuz olarak her ikisiylede negatif sonuglar veriyorsa, yaklasik 1.5 normal
hiicre dongiisli uzunluklarina esit bir zamanda 6rneklemeye kadar, devamli muamele ile
aktivasyonsuz ilave bir deney yapilmali. Bazi kimyasallar 1.5 dongli uzunlugundan
daha uzun muamele / 6rnekleme suretiyle ¢ok kolay olarak belirlenebilir. Metabolik
faaliyetli negatif sonuglar, sebep —sonuca bakilarak desteklenmeye ihtiya¢ duyarlar.
Negatif sonuglarin  desteklenmesinin ~ gerekliligi  diistiniilmedigi  durumlarda,
“justification” kullanilabilir.

Kromozom Preparasyonu :

Hiicre kiiltiirleri genellikle hasattan 1-3 saat dnce kolsemid veya kolsisin ile muamele
edilir. Her bir hiicre kiiltiir hasat edildikten sonra kromozom preparasyonu i¢in ayri ayri
isleme tabi tutulur. Kromozom preparasyonu, hiicrelerin hipotonik muamelesi,
fikzasyonu ve boyanmasini ihtiva eder.

Analiz :

Pozitif ve negatif kontrollere ait biitiin lamlar, mikroskobik analizden 6nce teker teker
kodlanmalidir. Zira, fiksasyon prosediirleri genellikle belli bir oranda kromozom kayiph
metafaz hiicreleri olustururlar. Bundan dolay1 hiicreler biitiin hiicre tipleri i¢in modal
say1 + 2’ye esit sentromer sayist igerirler. Her konsantrasyon icin en az 200 iyi yayilmis
metafaz sayilmali ve kontrol eslesmeler arasinda esit olarak boliinmelidir(sayet uygun
ise). Bu miktar, yliksek hata sayilar1 gozlenildiginde azaltilabilir.

Al-Sabti (1991), tarafindan su ile tasman veya olusturulan genotoksik amillerin
risklerinin bir gostergesi olarak baliklardaki kromozom hatalar1 kullanildigi zaman
herhangi bir laboratuar ¢aligmasi icin ihtiya¢ duyabilecek bir tablo su sekilde
onerilmektedir. (63).

Arastirmacimin Adi: Kromozomlari inceleyen kisinin adi.

Tiir: Deney yapilan canlinin yaygin ve bilimsel adi.
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Deney Tarihi :

Yer: Deneyimimizin saha veya laboratuar sartlarinda olup olmadigi.

Ornek Numarasi : Deneyde kullanilan biitiin érneklerin Latin sayilari

Lam Numarasi : Lamlarin rakamsal kodlanmasi.

Lam tizerinde metafazin pozisyonu: Mikroskop yardimiyla lam iizerinde tespit edilen
metafazin yerini siipheli durumlarda tekrar bulabilmek, diger arastirmacilar tarafindan
da kullanilmasini saglamak ve fotografini ¢ekebilmek icin koordinatlarinin yazilmasi.
Muamele: Numunenin i¢inde kirletici oldugundan siiphelenilen su kiitlelerindeki dogal
ortamlarindan yakalanarakmi elde edildigi veya laboratuar sartlarinda genotoksik
amillere mi maruz birakildig1 veyahut da etkisi arastirilacak amilin numuneye i.p veya
1.m enjeksiyonuylami muamele edildigi.

Doz: In vitro deneylerin ¢ogu doz-cevap ¢aligmalari seklinde planlanmustir. Bu nedenle
kullanilan dozlar tabloda yer almalidir.

Normal metafaz: Sayilmais 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 sayi(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 kullanilabilir veya sayet gerekli
ise standart tabloda birlestirilebilirler: Mesela, mikronuklei / 1000 hiicre frekansi SCE /
hiicre frekansi, tabloda hatali metafazlarin yerine kullanilabilirler. Asagida 6rnek olmasi
amaciyla, metafaz analizi i¢in bir tablo diizenlenmistir.

Tablo 4. Balik Kromozomlar1 Uzerinde Genotoksik Etkiler (63).

Arastirmacinin Adi: Mehmet Ulupinar

Tiir: Gokkusagi alabalig1 (O.myksis)

Tarih:15.09.1997

Yer: K.T.U, Siirmene Den. Bil. Fak. Laboratuvari
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Tablo 4. Balik Kromozomlar1 Uzerinde Genotoksik Etkiler (63).

Num | Lam | Metafaz | Muamel | Doz Nor. Hatali Hata Karyotip
No: | No: | Pozis. Tarz1 mg/kg | Metefaz | metefaz | Tipleri | (2n=60)
Say1s1 say1s1 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.
[frag.
TOP
Tablo 5. Balik kromozomlarinda SCE’ye sebep olan genotoksik etkiler (3)
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.)
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Tablo 5’in Devami

Numu | Lam | Mikronukleus | Muamele | Doz | Sayilan | Niikleotidli | 3Mn | Toplam
neno | no Pozisyonu. tarzi mg | Eritrosit | Eritrosit Mn
/kg | Sayist Sayis1 Sayisi
IMn 2Mn
1 98c | 22-145 Benzidine | 10 1000 19 3 0 22
(i.p.)
TOP.

2.2.1.2. Kromatid Tipi Hatalarin Belirlenmesi
Baliklarda yapilmis Calismalar

Diger tiirlerin (6zellikle memelilerin) hiicreleriyle ¢alisilmis olan birgok aragtirmaci,
balikk kromozomlariyla g¢alismaya baglamiglardir. Ancak baliklar i¢in kullanilan
teknikler, ayni amagla diger organizmalar i¢in kullanilanlardan bir¢ok bakimdan
farklilik arz etmektedir.

Kromozom ¢aligmalari, ¢gevre koruma ile ilgili bir¢cok programdaki dnemine ilaveten
ciftlikte yetistirilmis baliklarin genetik 1slahi i¢in de giderek artan bir dneme sahiptir.

Bu calismada, giinlimiiz saha ve laboratuar sartlar1 altinda genotoksik amillerin bir
gostergesi olarak kromozom hatast tayininin kullanilmasinin  uygunlugu ileri
striilmektedir. Ayrica, farkli genotoksik amillerin balik kromozomlar1 iizerindeki
etkilerinin nasil olacag kisaca tartisilmigtir. Burada, kromozom hatalarinin degisik
tipleri sunulmus ve bunlara sebep olan mekanizmalar ortaya konulmustur.

Genotoksik etkiyi belirlemede en gegerli metotlardan birisi olarak “Sister Chromatid
Exchanges (SCE) (=Kardes kromozomlarda Kromatid degisimi(KKD)” dir. Sitogenetik
zarar1t belirleme konusundaki diger iki metot ise “Micronuclei (M)” ve “Anaphase
Aberrations (AA) (=Anafaz Hatalari(AH)) metotlar1 olup bu metotlar SCE teknigine

gbre ¢ok hizli ve daha ucuz testlerdir. Ancak, balik kromozomlarinin boylarinin kii¢iik
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ve sayilarinin fazla olmasi nedeniyle hata analizlerinin yapilmasi zordur. Bununla
beraber, mikronuklei ve anafaz hatalar1 testi sistemleri, teknik olarak daha basit ve
uygulamak i¢in daha kolaydir. Boylece, 6zellikle baliklarin bulunduklart suyun kalitesi
hakkinda hizli sonuglara ihtiyag¢ duyan balik {ireticileri ve biyologlar i¢in daha
kullanighdir.

Kardes Kromatid Degistirme (SCE) Analizi Calismalari

Kardes kromatid degistirme: SCE olarak bilinen bu teknik son birka¢ yil icinde
gelistirilmistir  ve standart kromozomal tekniklerin kullanimiyla kesfedilen
kromozomlar iizerindeki genotoksik etkileri meydana ¢ikarmak icin Kligerman ve
Bloom(1976),(37)’ tarafindan baliklarda uygulanmistir.

Canlinin mutajenik-kanseronejik amillere maruz kaldigini belirleyebilen metotlardan
biri olan SCE metodu kromozom kirilmast analizinden daha hassas bir metotdur(Sekil
3). Bir¢ok mutejenik ve kansorejenik kirletici SCE frekanslarinda 6nemli artiglara sebep
olabilmektedir. Az ya da biliylikk olmayan kromozom hasar1 meydana getiren
seviyelerdeki bazi kimyasallar (mitomisin C, EMS, MMS, HN2 vb.) ile kiiltiir edilmis
hiicrelerde 6nemli SCE artiglar1 gozlenmistir.

SCE, tek bir kromozomun iki kromatidi iizerinde goriiniiste benzer mevkilerde DNA
kirilmasi ve yeniden birlesmesinin sitolojik goriinmesidir.

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
(6r; radyasyon ve kimyasallar) maruz olma arasinda iyi bir korelasyon olmasi sebebiyle
iyl bir gostergedir. Bu yiizden, bu tip analizler mutagenesis ve baliklarda cevresel
zehirleyiciler ¢alisma hususunda degerli bir yoldur. Caligsmalar, in vivo dokularda,
deneysel baliklardan kiiltiirlenmis limfositlerde ve in vitro vasitalarla maruz birakilmis
hiicrelerde yapilabilir (35,51).

SCE, ihtiva eden hiicre kiiltiirlerini belirlemek i¢in bir¢ok sistem kullanilmaktadir. In
vitro sistemler, dnemli deneysel 6zelliklere sahiptir, fakat kimyasal maddeler canli bir
hayvana girdigi zaman ne olacagimi sadece kabaca bilgi verir. Bununla beraber
bromodeoxyuridine (BrdU) probu ile SCE’nin varliginin ortaya konuldugu iki in vivo

sistem vardir. Vicia faba kok uglari, tavuk ve fare embriyolar1 bu teknikler ile, ayni
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kromozomun iki kardes kromatidi arasindaki genetik materyalin degisiminin
gozlenmesi kolaydir. Bu islem, DNA replikasyonunun en az iki ¢evirimde timidinin
analogo olan 5-bromodeoxyuridine (BrdU)’e boliinmekte olan hiicreleri maruz

birakmak suretiyle gergeklestirilebilir.
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(Sekil 3) Orn:SCE www.fgf.de/english/fup/fgfpub

Fakat, genel olarak kullanilabilirligi tespit edilmis bir BrdU konsantrasyonu yoktur.
Baligin sicak veya soguk su, deniz veya tatli su, karnivor veya omnivor vb. olmas1 gibi
farkli faktorlere bagli olarak, optimum deger balik tiirlerine gore degisebilir. BrdU
konsantrasyonunun en uygun seviyesini belirlemek i¢in, arastirmaci, hiicre kiiltiirii
ortaminda veya i.p. (intraperitoneal=karin boslugu) veya i.m. (intramuscular=kas igi)
enjeksiyonuyla deneme yapmalidir.

Kromozom hatasi testi, yiiksek dozlarda bulunduklarinda farkli kromozomal hatalara
sebep olabilen kanserojenik-mutajenik kimyasallar ve iyonizeradyasyon’un etkilerini
belirlemek i¢in uygundur. SCE metodu yardimiyla ise, sozkonusu amillerin diisiik
dozlarindaki etkileride ¢ok kolay belirlenebilir. Bu ise kimyasal veya amilin aksiyon
mekanizmasina (yani onun S-fazina bagimli olup olmamasina) bagldir.

Bu durum, Kligerman ve Bloom (1976),(38)’un Mudminnow (Umbra limi)
tizerindeki caligmalarinda SCE sistemini gelistirmelerine yardime1 olmustur. Bu teknik
cevre kirliligi problemleri ile ilgili laboratuar ¢aligmalarinda ¢ok populer olmustur. Bu
test icin ¢esitli balik hiicreleri kullanilmistir (6r; Barker ve Rackham (1979)
tarafindan(11) Ameca splendens, Stromberk vd.(1981) tarafindan (59) English sole
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(Paophrys vetulus), Park ve Grimm (1981) tarafindan(51):Avrupa yilanbalig1 (Anguilla
anguilla ), Landolt ve Kocan (1983) tarafindan (40):Pasifik sanddab (Citharichtys
sordidus) ve Van de Kerhhoff ve Van der Gaag (1985) tarafindan (64) Nothobranchius
rachowi’da kullanilmistir.

Kligerman vd. (1981) tarafindan(36) tarif edilen SCE metodu soyledir;

1. Baliklara 500pg BrdU/g viiciit 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 i¢inde bulundugu akvaryuma blli bir oranda
konularak baligin bu maddeden etkilenmesi saglanir.

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

4. Baliklardan solungaclar bobrek ve bagirsak almir ve 30dk.%0.4’lik KCI
(hipotonik soliisyon) ile muamele edilir.

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

6. Hiicre silispansiyonu, hiicrelerin tek tabaka halinde bir halka olusturmasi igin
50°C’ye kadar 1sitilmis bir lam {izerine konulur.

7. Boyama igin, lamlar, 30-45 dak. Siddetli floresan 1s181ina 1slak konmus lamlarin
maruz birakilmasini takiben Hoechst 33.258 (200pug/ml) ile 10 dak. muamele
edilir.

8. lamlar hava ile kurutulur, xylol ile temizlenir ve lizerine konur.

2.2.1.3. Anafaz Hatas1 Calismalar :

Anafaz Hatalar1 (AA): Anafaz hatasi teknigi, baz1 kirleticilerin genetoksik etkilerini
daha iyi ortaya koymasi ve su ortamindaki mutajenlerin bir gostergesi olarak cazibeli
olmasindan dolayr ¢ok oOnemlidir (44). Bu test sistemi, metafazdaki kromozom
hatalarinin belirlenmesinden ¢ok daha basittir. Bu teknik, in vitro hiicre kiiltiirlerinde
(39), ve hem in vitro hem de in vivo’nun her ikisinde Liguori ve Landolt (1985)(41):
genoto-oksidantlarin yiiksek seviyelerine maruz kalan canlilarda, anafaz esnasinda
mitoz hiicrelerindeki kromozomal makro lezyonlar1 belirlemeyi saglar.

Anafaz hatalar1 anafaz esnasindaki metafaz plagindan bir veya daha fazla

kromozomun hareketindeki bir gecikme(anafaz gecikmesi) gibi veya ayrilmasi
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suretiyle meydana gelebilir, fakat sentromer her iki karsi kutbun igilerine baglh olan
hari¢ hala béliinmemistir. iz (Trailing=kuyruk) ve bitisik kirilmis parcalar anafaz
hatalarinda en sik goriinen tipler olup anafaz esnasinda ayrilmis kromozomlar arasinda
derin bir boyanmis yapi1 olarak goriinebilirler. Gokkusagi alabaligi hiicrelerinde anafaz
hatalari testi Liguori ve Landolt (1985) tarafindan(41) asagidaki sekilde onerilmistir.

1. Formalinde fiske edilmis embriyolar yumurta sarisindan ayrilir.

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

3. 1 kisim aside 19 kisim boya oraninda propionik asit igeren %?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 yavasga ezilir.

6. Ezme preparasyonlar temiz tirnak cilasi ile kapatilir.

7. Hatali anafazlarin sayisi, ilk yiiz anafaz hiicresinin sayilmasi veya bir 151k

mikroskobu (X1000) kullanma lamlar {izerinde mevcut anafaz hiicrelerinin

tamaminin sayilmasi suretiyle belirlenir.

2.2.1.4. MIKRONUKLEUS (M) CALISMALARI

Mikrontikleus testi, kromozamal kirigin kalitatif tayininin hizla yapilmasin
saglamaktadir ve kimyasallarin mutajenligini aksettiren bir metod olup kolay basarilmis
ve sitoplazmada daimidir. Mikrontikleinin taninmasi teknik olarak ¢ok kolaydir ve bu
teknik metafazdaki kromozomlarin direk gosterilmesinden 15 defa daha hizlidir.

Mikronuklei, anafaz esnasinda kromozom veya aksentrik  kromozom
fragmentlerinden sekillenen kromatin igerikli sitoplazmik cisimcikler olup hiicre
siklusunda kardes c¢ekirdeklerin birbirleriyle birlesmeleri sirasinda meydana gelir.
Kromozom kirilmalari, yapisal anormal kromozomlar ve ig anormalliklerinin sonucu
olan genetik hasarlar mikronuklei olusumuna yol ac¢tigindan dolayi, mikronuklei indeksi
bu tip genetik hasarlarin bir gostergesidir. Esansiyel olarak klastojen etki gdsteren tiim
ajanlarin mikronukleiye neden oldugu saptanmistir. Mikronuklei sayimi kromozomal
aberrasyon tespitine gore daha az teknik malzeme gerektirdiginden ve daha hizl
oldugundan dolay1 bu teste nazaran daha fazla tercih edilmektedir. Bunun yani sira

klastojenezis ve 1g bozukluklar1 gibi énemli iki genetik hasardan meydana geldigi igin,
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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 pargalarinin yogunlastirilmasi suretiyle veya anafazi takip ederek asil
niikleide dahil olmayan biitlin kromozomlar tarafindan olusturulmustur. Bir
mikroniikleus, bir hiicrenin stoplazmasinda 151k mikroskobu yardimiyla goriilebilen bir
fazlalik (supernumerary) nukleustur.

Mikronuklei testleri igerisinde ise en yaygin kullanim alan1 bulani in vivo memeli
eritrosit mikronuklei testidir. Bu In vivo mikronukleus testi, eritroblastlarin mitotik
aparatlar1 veya kromozomlarinda test substanslar1 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 iiretildigi i¢in bu testte rutin olarak kullanilirlar. Polikromatik
(immature) mikronukleili eritrositleri dalak tarafindan dolasim  kanindan
uzaklagtirilmadigi bilinen tiirlerde periferal kan da kemik iligine esit sekilde mikronuklei
Olctimiinde kabul edilebilir bir dokudur (58).

In vivo memeli mikronukleus testinin amac1 mikronuklei sekillenmesiyle sonuclanan
sitogenetik hasara neden olan substanslarin ayrimini yapmaktir. Kemik iliginin normal
fizyolojisinde, bir eritroblast bir polikromatik eritrosite doniigiirken, ana nukleus
cikarilir. Ancak patolojik olarak bir mikronukleus formu gelismisse mikronuklei
cekirdeksiz sitoplazma igerisinde kalir. Mikronukleilerin mikroskop altinda goriilmesini
spesifik boyama teknikleri ve hiicrede bir cekirdegin olmayis1 kolaylastirmaktadir.
Uygulama yapilan hayvanlarin mikronukleili polikromatik eritrositlerinin frekansinda
bir artis, kromozomal hasarin ve o kimyasalin potansiyel karsinojenik / mutajenik
oldugunun gostergesidir (49).

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 gergek bir mutajenik

degerlendirme saglar. Bu yiizden mutajenik defektlerin tespitlerin in vitro sistemlere

gore daha kullanigh bulunmaktadir (15,17,19,22,:23,24,34,43,49,58).
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Heddle(1973) ve Schmid(1975), mikroniikleinin sitoplazma da asagidaki gibi
sekillendigini ifade etmislerdir(36,57): Anafazda, sentrik elementler 1§ kutuplara dogru
haraket ettikleri zaman sentrik bir kromotid ve kromozom parcalart geri kalirlar.
Telofazdan sonra zarar gérmemis kromozomlar sentrik pargalar gibi diizenli ‘‘daughter
(evlat)” niiklei’ye sebep olurlar geciken elementlerin ¢ogu evlat hiicreler igerisinde
dahildirler, fakat onemli bir oran, asil niikleustan ¢ok daha kiiciik (1/5-1/20) olan bir
veya birkac¢ ikincil niiklei olarak sekillenirler ve bu ylizden “mikroniilei” olarak
adlandirilirlar.

Al-Sabiti ve Hardig (1990)(4), baliklardaki mikroniikleinin, biiyiikliikk olarak Heddle
(1973) ve Schmid (1975) tarafindan belirtilenden(36,57) daha kiigiik olabilecegini
ifade etmistir. Ciinkii, onlarin agiklamalar1 biiyiik kromozomlara sahip olan memeli
hiicrelerine dayandirilmaktaydi. Diger taraftan, balik kromozomlari c¢ok daha
kiigiiktiirler, mikroniiklei asil niikleustan yaklasik 1/10-1/30 daha kiigiik olabilir
demistir. Mikroniiklei gozlemleri c¢ok hizli yapilabilir. Balik tilirlerinin ¢ogunda
eritrositler oldukea iridirler ve biiyiik bir niikleusa sahiptirler (5).

Son birkag yil i¢inde diisiik dozda iyonize radyasyon ile problemler arasindaki iliski
artmigtir. 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
sonuglarinin aragtirilmasinda sadece fiziksel Ol¢iimlerle yetinilmemelidir, ayrica
biyolojik metotlar da kullanilmalidir. Baliklarda, radyokontaminantlar ve genetik etkiler
arasindaki iligki iyi bilinmemektedir. Genotoksik ortama maruz kalimmanin basit bir
testi, balik eritrositlerinde mikroniiklei frekansini ¢calismaktir.

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

yenilenecektir.
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Sekil 4. Mikroniikleuslu eritrosit olusumu (okla gdsterilmis): a) Doga sazani (Cyprinus
carpio), b) Tatlisu kefali (Leuciscus cephalus), ¢) Kadife baligi (Tinca tinca), d) Ot
sazan1 (Cytenopharyngodon idella), (5).

Baliklarda mikroniiklei testi, kromozom hasar1 frekansini saglar ve dolayli olarak
cevresel rado-kontaminantlar ve su ekosistemimizde insanlar tarafindan olusturulmus ve
dogal diger bircok kirleticilerden insan saglig1 i¢in riskin olup olmadiginin anlasilmasini
saglar. Bu test genotoksik maddeler veya amillerin birinci derecede goriintiilenebildigi

bir test olarak hizmet edebilir.
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Her hangi bir hiicre tipi i¢in mikroniikleus analizi, muamele edilmis populasyonun
onemli bir kismmin mitoz geg¢irmesine, boylece birinci hiicre dongiisii esnasindaki
muamele yoluyla sebep olunmus sentrik pargalarin ikinci veya daha sonraki hiicre
dongiilerinin her hangi bir safhasinda sitoplazmadaki mikroniiklei gibi kendilerini
acikca gostermelerini gerektirir (60).

Bu metotta, hayvanlar uygun bir usulle test maddesine maruz birakilir, uygun bir
zaman sonra periferal kan alinir, yayma preperasyonlar1 yapilir ve boyanir. Periferal
kanla caligmalar i¢in, son maruz birakma islemi ile hiicre hasati arasinda miimkiin
oldukca az zaman harcanmalidir. Preparasyonlar mikroniiklei mevcudiyetini tespit i¢in
preparasyonlar analiz edilir. Analiz i¢in, en az toplam 1000 eritrosit sayarak her bir
hayvan i¢in toplam(olgun+olgun olmayan) eritrositler i¢cinde olgun olmayanlarin orani
tespit edilir. Pozitif ve negatif kontrolleri igeren biitiin lamlar, mikroskobik analizden
once birbirinden bagimsiz olarak kodlanir. Her hayvanda en az 2000 olgun eritrosit,
mikroniikleuslu olgun olmayan eritrositlerin olus derecesini tespit icin sayilir. Ilave
islem olarak, mikroniiklei i¢in 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 devamli olarak
muamele edilecegi zaman, her bir hayvanda en az 2000 olgun eritrosite mikroniiklei
olusum derecesi i¢in sayilmalidir. Otomatik analiz sistemleri (imaj analizi ve hiicre
siispansiyonlar1 flow sitometrisi) dogrulama i¢in alternatif olarak kabul edilir.

Ik olarak fareler de kullanmlmak amaciyla gelistirilmis olmakla beraber, bu teknik,
daha sonra laboratuarda baliklara uygulanmak amaciyla Hooftman ve Raat (1982),
tarafindan gelistirilmistir(28). 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
problemlerden kaginmak maksadiyla balik sitogenetik¢ileri tarafindan daha fazla tercih
edilmektedir.

Mikrontiklei testi, mutasyonal hasarin frekanslarini tayin etmeyi ve ¢evresel
kirleticilerin insan saghigina direkt ve indirekt tesirini tespit etmeyi saglar. Herhangi bir
hiicre tipi i¢in mikroniikleus tayini, ilk hiicre dongiisii esnasinda muamele sonucu

olusturulmus sentrik pargalarin ikinci veya daha sonraki hiicre dongiilerinin herhangi bir
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safhasinda stoplazmadaki mikrontiklei gibi kendilerini gostersin diye, muamele edilmis
populasyonun gergek bir parcasinin mitoza ¢ekilmesine ihtiyac duyar.

Baliklarda mikroniiklei dlgiimleri, laboratuar ve ¢evre sartlar1 altinda, ¢evre ile ilgili
caligmalarda  kromozom  hatalarindan  daha iyi  bir  parametre  olarak
gosterilmektedir.(4,12,16,18,30-32,40,44).

Her ne kadar ¢ok hizli yapilabilmesine ve ucuz olmasima ragmen, baliklarda
mikroniiklei olusumu, toksikologlar tarafindan nadiren kullanilmistir. Carrasso (1990).
asagidaki faktorlerin baliklar, kurbagagiller ve omurgasizlarda mikroniikleus testinin,
biyolojik bir gosterge olarak kimyasal kontaminasyonun kesin teshisini engelledigini
tespit etmislerdir(12).

1. Zaten varolan c¢ekirdek morfolojisindeki diizensizliklerin mikroniikleinin
genotoksik analoglariin sanilmasi.

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

3. Genotoksit lezyonlarmin 6zelliklerini veya birka¢ fotografini igerecek sekilde
verinin olmamasi.

4. Laboratuar caligmalarinda kimyasal maddeye maruz birakma metodlarinda
uyusmazligin bulunmasi.

5. Biyolojik 6rneklerin toplanildigi sahalarda kimyasal kontaminantlarin varligim
teyit etmek i¢cin kimyasal analizlerin yapilmamig olmasi.

6. Biyolojik bir gostergenin énemli oldugu yerlerde, ara kirlilik siddetine sahip
bolgelerden yeterince 6rnegin toplanmasi.

Hooftman ve Vink (1981) ve Hooftman ve Raat (1982) laboratuar sartlarinda etil
metanestilfonat ile mudminnow (Umbra pygmaena)’da mikroniiklei
olusturmuslardir(28,30). Ayrica, yine laboratuar sartlarinda, sazangillerden ii¢ tiir (doga
sazani, Cyprinus carpio; ot sazani, Ctenopharyngodon idella; kadife baligi, Tinca
tinca)’de mikroniiklei olusturmak amaciyla 5 ¢esit kanserojenik-mutajenik kimyasal
(alfatoxin B1, aroclor 1254, benzidine, benzo(a)pyrene ve 20-methyl-cholanthrene) test
edilmistir (5).

Birlesmis Milletler’de, Hose (1987) ve Carrasso (1990), Giiney Kaliforniya

aciklarindaki kontamine olmus bolgelerden elde ettigi iki deniz balig1 (White croaker,
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Genyonemus lineatus ve Klep bass, Paralabrax calthratuse)’nda eritrosit mikroniikleisi
dolasim frekensinin, daha diisiik kontamine olmus mevkilerden elde edilen baliklara
nispetle yiiksek oldugunu bulmuslardir(31,12). Bu tahlil sistemi, Isve¢’te endiistriler
tarafindan kirletilen Baltik Denizi’nin ¢esitli bdlgelerinden (4) ve radiosezyum ile
kirletilmis Isve¢ gollerinden elde edilen baliklarin hiicrelerinde saha sartlar1 altinda

basarili olunacagini gostermistir (2).

2.3. ARASTIRMA ORNEKLERINIiN ALINDIGI ALANIN OZELLIiKLERIi
O.angorae ornekleri Kars c¢ay1 (Kars)’ndan avlanmistir. Kars ¢ayr farkli isimlerle
anilan yan kollarin birlesmesinden olusur. Bunlar Sarikamis Cay1, Keke¢ Cay1, Katranl

Cay1, Bayburt Suyu, Susuz Cay1, Cildir Gélayagi, Karahan Cay1 ve Tazekent Suyudur.

Uzunlugu 93 kilometre olan Kars ¢ayi’nin en uzun kolu Sarikamis Cayidir. Soganlh
Daglarinin Asit Tepe (2350 m) eteklerinden dogan Sarikamis Cayi, Sarikamig ilgesini
gectikten sonra Kars ¢ayr adini alir. Kars ¢aymin su potansiyeli agisindan en 6nemli
kolu Keke¢ Cayidir. Katranli Cay1 ve Bayburt Suyu ile birlestikten sonra Selim Ilgesi
Killik diizii mevkiinde Kars ¢ay1’na karisir.

Kars Cayt 6990 km®>lik drenaj alanma sahiptir. Kars Caymi, Sarikamis ve
cevresindeki yiikseltilerin dogu yamaglarindan inen sular olusturmaktadir. Bu sular
doguya selim ovasina dogru akisa gecerek Sarikamis ¢ayr adini alir. Yolgecmez koyi
yakinlarinda giiney deresini de i¢ine alarak Selim ovasma girer. Selim ilgesi
yakinlarinda kuzeyden gelen Giilli, Keke¢ ve Bayburt Dereleri ile birleserek doguya
dogru Selim ovasmi kat eder. Ova cikisinda giineyden gelen Yunus deresini alir.
Kirmiz1 koprii mevkiinde Selim ovasmi terk ederek gilineybati-kuzeybati yoniinde
akisin siirdiiriir. Dikme Koyiinii gectikten batidan gelen Sarigayir Deresi ve Degirmen

Deresini alarak Kars’a dogru akigina devam eder.

Kars Cayi, Kars’1 gectikten sonra Bogazkdy dolaylarinda batidan gelen Carbas
deresini i¢ine alir. Camg¢avus Kdyii'nde doguya donerek akisini siirdiiriir. Akgalar koyi
civarinda Susuz ve Porsuk Ovalar1 g¢evresinin sularini bosaltan Cayir deresini alir.
Karaurgan Koyt yakinlarinda Arpacay Ovasinin sularini drene eden Cerede deresini

alir. Kars ¢ay1 Gegit Kdytlinden sonra gilineye dogru akisini siirdiiriir. Aslanhane Koyt
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glineyinde devam ederek batidan Basgedikler ovasindan gelen ¢evre sularini bosaltan
Basgedikler Cayin1 alir ve bu kesimde Arpacay olur.

Kars Cay1 yaklasik 3000 m kotlarindaki Allahuekber Daglarindan dogar. Allahuekber
Daglarinin en yiiksek tepesi 3120 m ile Allahuekber Tepesidir. Kars Cay1 dogdugu
yerde farkli isimlerle anilan kollardan meydana gelir. Bunlar, Sarikamis Cay1, Katranl
Cay1, Keke¢ Cayi, Bayburt Cayidir. Bu akarsular Kars’in Selim ilgesi yakinlarinda
birlesir ve Kars Cayin teskil ederler. Kars Cay1 Selim ilgesinden sonra akisini dogu
yoniinde stirdiirerek Kars ili i¢cinden gecer. Carc1 Koyt yakinlarindan kuzeyden Cildir
Golii ayagimi alir. Daha sonra Arpagay barajina dokiiliir.

Inceleme materyalimiz olan O.angorae (Steindachner 1897) yukarida da

degindigimiz gibi sadece Kura-Aras Havzasinda yaygin bulunan bir tiirdiir. Kura nehri
Tiirkiye’den  kaynaklanarak, Transkatkasya olarak adlandirilan Giircistan ve
Azerbaycan i¢inden gegen, yaklasik 1500 km uzunlugunda bir nehirdir. Hazar denizine
dokiilmeden onceki 480 km uzunlugundaki kismi deniz tagitlarinin seyri i¢in uygun bir
0zellik arzeder. Nehrin kaynagi, Tiirkiye’nin kuzeydogusundaki bir dagdan kaynaklanan
Kuru c¢ayidir. Kuzeydogu yoniinde akip Giircistan topraklarina girer ve Gori sehrinin
yakinindan gegtikten sonra giineydogu yoniinde akmaya devam eder. Sabirabat’ta,
Arasin baglica kollar1 Kura nehrine katilir. Kura nehri, Bakii sehrinin giineyinde Hazar
denizine dokiiliir. Aras veya diger bir deyisle Araks nehri, Asya’nin gilineybatisinda
Erzurum sehri siirlari igerisinden kaynaklanir. Tiirkiye’den kaynaklanan nehir genelde
dogu yoniinde akarak Ermenistan, daha sonra da Azerbaycan topraklarmna girer ve
baslica kollar1 Kura nehrine katilarak Hazar denizine dokiiliir. Aras nehri; Ermenistan-
Tiirkiye, Ermenistan-iran ve Azerbaycan-iran arasindaki sinirin sekillenmesinde énemli
rol oynar. Aras nehrine katilan en 6nemli kollar 914 km uzunlugundaki Hrazdan ve

Qareh nehirleridir (46).
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Sekil 5. Kars Cay1 haritasi (8).

Yagis Alami = 4793 km’
Yillik Ortalama Su= 604 hm’
Kars Cay1 Boyu = 120 km
Kars Cay1 suyunun &zelliklerini belirlemek amaciyla degisik zamanlarda DSI Genel
midirliigii tarafindan analizleri yapilmistir. Bu analizlerin sonucu Tablo 6’da

verilmigtir.

Tablo 6. Kars Cay1 Su Kalite Degerleri (8).

Ozellikleri 01.07.2000 03.10.1994 |19.10.1994 19.08.1964
Ph 8.59 8.06 8.34 8.20
ECxE 25 C 431 420 387 388
Toplam Katyon (me/It) 4.66 4.58 4.25 3.88
Na’ 1.26 1.05 1.05 1.38
K" 0.11 0.13 0.10 0.00
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Ca™"" Mg 3.29 3.40 3.10 2.50
Toplam Anyon (me/It) 4.66 4.58 4.25 3.88
CO™; 0.84 0.16 0.62 1.60
HCO; 2.81 3.76 2.85 1.44
CI 0.62 0.42 0.42 0.48
SO,~ 0.39 0.24 0.36 0.36
% Na 27.04 22.92 24.70 36.00
SAR 0.98 0.80 0.84 0.52
Sulama Suyu Sinift C,S,y CyS,y C,S,y CoSy

2.4. BALIK HAKKINDA GENEL BILGILER
2.4.1. Familya: Balitoridae

Genellikle hizl1 akan sularda yasayan kiiciik viicutlu baliklardir. Kayalara tutunmak
icin ventral yiizgecleri modifiye olmustur. Biiyiik emici agizlara sahiptirler. Agizlarinin
etrafinda en az 3 ¢ift biyik bulunur ve 6zelligi ile cobitidae familyasina benzerler. Bu
familyanin 52 genusu ve 500°den fazla tiirii vardir (10).

2.4.2. Cins: Orthrias

Viicut ig seklinde, rengi koyu kahverengi veya kahverengi — sar1 zemin {izerinde
benekler bulunur. Agiz kenarlarinda bir ¢ift, list dudakta ise iki ¢ift olmak iizere
biyiklart mevcuttur. Gozlerin alt tarafinda diken bulunmaz. Dorsal yiizgecleri 6 — 18
dallanmis 151n ihtiva etmektedir. Kaudal ylizge¢ dis biikey, diiz ve derin catalli
olabilmektedir. Bazen sirtta dorsal ylizgecin gerisinde bir karina bulunur. Yiizme

keseleri kemik bir kapsiille tamamen ortiiliidiir (10).

2.4.3. Orthrias angorae (STEINDACHNER, 1897)

Viicut silindirik sekilli olup, ¢ok kiiciik pullarla ortiilmiistiir. Gozler kiigiik ve basin
ist tarafina dogru yerlesmistir. Pektoral yiizgecler ¢ok uzundur ve ventrallerin iyice
yakinina kadar uzanabilir. Burun {izerinden ¢ikan biyiklarin boylar1 asagi yukari
birbirlerine esittir ve goz ¢apindan 1-1.5 misli daha uzundur. Dorsal yilizge¢, burun

ucuna ve kuyruk yiizgeci baslangicina esit mesafede bulunur. Kuyruk yilizgecinin
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serbest kenar1 biiyilik bir varyasyon gostermekte olup, bazi bireylerde diiz, bazilarinda
ise derinligi az ¢ok degisen bir girinti meydana getirir.

Renk cok degisken olmakla beraber, genellikle gri-sar1 goriiniistedir. Viicudun sirt
bolgesinde ve yan taraflarinda, cesitli biiyiiklikte ve gelisiglizel dagilmig olan
kahverengi-esmer benekler bulunur. Dorsal ve kaudal yiizgecler, cogu kez diizenli
seriler halinde yerlesmis ve kiiciik kahverengi noktalardan meydana gelmis enine
bantlarla siislenmistir. Diger ylizgecler ise, genellikle renksizdir. Maksimal viicut
uzunlugu 8-9 cm. kadardir.

Bu tiir, genellikle temiz ve serin olan nehir ve ¢aylarin bilhassa yavas akan c¢akilli-
kumlu zeminlerinde yasarsa da, bazen gollerin fazla derin olmayan kiy1 zonlarinda da
bulunur. Gececi 6zellikte olup giindiizleri daima taglar altinda gizlenen ve sedenter
olarak yasayan bir zemin baligidir. Temiz sular tercih etmekle beraber, polliisyona
kars1 da ¢ok dayanikli oldugundan, oksijenin eser halde bulundugu ortamlarda bile uzun
siire yasayabilir. Yumurtlama periyodu Mayis-Temmuz aylar1 arasina rastlar.
Genellikle 5 cm. boyda iken cinsel olgunluga erisirler. Yumurtalar ¢akillar, taslar ve
bitki govdeleri lizerine yapistirilir. Baglica gidasini bentik omurgasizlardan kurtlar ve
bocek larvalari olusturur.

Dogu ve Giineydogu Anadolu nun kii¢iik bir kismi1 harig, biitiin Anadolu’ya yayilmis
olan bu tiiriin, dorsal ylizgecteki dallanmis 1s1n sayisimin farkli olmasina gore
Tiirkiye'de iki alttiiriniin bulundugu (O.angorae angorae STEINDACHNER 1897 ve
O.angorae bureschi DRENSKY 1928) rapor edilmistir. Bu rapora gore: O.angorae
angorae nin yumusak 1sin sayisinin genellikle 7 olup Orta ve Kuzeydogu Anadolu
kesimlerinde yayildigi; O.angorae bureschi nin ise yumusak 151n sayisinin genellikle 8
olup Dogu, Giliney ve Gilineybati Anadolu bolgelerinde yayildigi belirlenmistir. Fakat
her iki formun yayilma alanlari, 6zelikle Bat1 ve Kuzeybati Anadolu'da birbirine ¢ok

karistigindan, alttiir yoniinden kesin bir sonug ortaya konulamamistir (20)
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Sekil 6: Orthrias angorae (www.fishbase.com, 2005).

45



III- MATERYAL VE METOD

Deneylerde kullanilan baliklar Selim ilgesi yakinlarindan gegen Kars Cayindan
elektrikli sokerler kullanilarak yakalandi Kura-Aras nehir yatagi [(lat 42° 15°E, long 41°
10°N), (lat 42° 30’E, long 40° 40°N), (lat 43° 10’E, long 41° 15°N), (lat 43° 15’E, long
41° 10°N)]. Yakalanan baliklar plastik bidonlara konuldu.Sag olarak yakalanan
baliklarin KAU.Fen-Edb. Fak.Laboratuarina sag olarak getirilebilmesi igin, motorlarla
baliklara O, verilmesine dikkat edildi.Laboratuarda her akvaryuma 10 balik gelecek
sekilde yerlestirme yapildi. Baliklar iki giin arayla balik yemiyle beslenildi.
Akvaryumlarda balik 6liimleri ¢ok nadirdi. Deneylere baslamadan 6nce, baliklarin yeni
ortamlarina alismalar1 i¢in bir hafta miiddetince ortalama 18-20 "C’lik klorsuz suda
bekletildiler (Tablo 7). Mikroniikleus testi i¢in, akvaryumlar hazirlanarak igerisi hicbir
maddenin kalmamasi agisindan iyice temizlenip yikanarak, igerisine malathion’un ppm
olarak hesaplanmis degerleri (1 ppm/L, 2 ppm/L, 3 ppm/L, 5 ppm/L, 7 ppm/L) en
kiictiginden baglanilarak konuldu her akvaryuma 10 balik yerlestirildi. Baligin her bir
grami i¢in 1 L su konuldugundan ortalama her akvaryuma 30 L su konulmustur. Ayrica
kontrol grubu da olusturulmustur. Mikroniikleus degerinin maksimum degere ulastigi
24-48 saat zaman dilimi cerisinde (ortalama 36 saat) baliklarin kuyruk toplar
damarindan kan Ornekleri alimarak 20 dakika etanolde fiske edilir. Hazirlanan
preparatlar oda sicakliginda kurumaya birakildiktan sonra, Sorenson tamponundaki
%10’luk Giemsa ile 20 dakika boyanir. Preparatlar kodlanarak oda 1sisinda kurumaya
birakildiktan sonra, her preparattan 1000 eritrosit hiicresi sayilarak toplam sayilan
hiicrelerin ortalamasi1 alinarak her 1000 eritrosit hiicresindeki mikroniikleus olusum

frekans1 belirlenmistir.

Tablo 7. Akvaryumlarda kullanilan suyun fizikokimyasal 6zellikleri.

Parametreler Degerler
Sicaklik (°C) 19+1
pH 7.2-7.3
Coziinmis Oksijen (mg/L) 8-9
Toplam Sertlik (CaCO3) (mg/L) 150-170
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IV- BULGULAR

Gelisen sanayi ve teknolojiye paralel olarak sayilari hizla artan kimyasal maddeler
insan yasamini kolaylastirmalari, istenmeyen bazi olgularin ortaya ¢ikmasini
engellemeleri gibi pek ¢ok faydali yararlar gostermeleri yaninda ozellikle bunlarin
kullanildiktan sonra gereken sekilde yok edilmemeleri, saklanma ve kullanma
talimatlarina tam olarak uyulmamasi nedeniyle canlilar {lizerinde pek ¢ok olumsuz
durumu da parelelinde getirmektedir. Bu yilizden son yillarda, besin zinciri halkalari
diistintilerek bu kimyasal maddelerin canlilar lizerindeki genotoksik etkisi pek c¢ok
arastirict tarafindan incelenmektedir. Bu nedenle tarimsal iirlinlerin stoklanmasinda
yaygin sekilde kullanilan bir insektisit olan malathion’un genotoksik etkisinin
goriilebilmesi i¢in, bu maddenin kullanim esnasinda ve sonrasinda topraga ve oradan da
sucul alana gecebilme durumu disiiniilerek sucul alandaki pelajik bdlgede bulunan
baliklar aragtirma materyali olarak kullanilmistir.

Mikrontikleus testi ile malathion’un geng¢ eritrositler {izerine yaptig1 etki
gosterilmistir. Mikrontikleus testi i¢in akvaryumlara sirasiyla 1 ppm/L, 2 ppm/L, 3
ppm/L, 5 ppm/L ve 7 ppm/L konulmus, mikroniikleus degerinin maksimum degere
ulastig1 24-48 saat zaman dilimi igerisinde (ortalama 36 saat) baliklardan kan 6rnekleri
alinarak eritrosit hiicreleri incelenerek sirasiyla kontrol grubunda ortalama her 1000
eritrosit hiicresinde 3.86, malathion konulan akvaryumlardan alinan baliklarda doz sirasi
ile 4,75, 5,15, 6,59, 7,72, 9,13 mikroniikleus ve pozitif kontrol i¢in 10 ppm (mg/L)
benzen konulan akvaryumdaki balik eritrositlerinde ise 9,87 mikroniikleus tespit
edilmigstir (Tablo 8).

Ayrica calismada kullanilan suyun fizikokimyasal 6zellikleri incelenerek bunlarin
benzer diger calismalarda kullanilan su 6zelliklerine sahip olmasi amacglanmistir (Tablo
7). Su sicakliginin ¢alismada kullanilan malathion’un ¢oziilebilmesi lizerinde etkili
oldugu saptanmis ve maddenin deney oOncesi su igerisinde tam olarak c¢oziinmesi
saglanmigtir. Deneyler sonucunda malathion’un mikroniikleus olusumuna etki ettigi ve
artan doz miktariyla orantili olarak mikroniikleus olusumunda da artis oldugu,
kullanilan malathion doz miktarin artisiyla c¢ekirdegin morfolojisinde de belirgin

degisimlerin oldugu gdézlemlenmistir (Sekil 7 a, b ve Sekil 8).
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4.1. ISTATISTIKSEL BULGULAR

Tablo.8. Deney asamasinda verilen doz miktar1 ve SCE degisimi tablosu

Muamele Konsantrasyon MN siklig1
Sekli (mg/L) (ortalama = S.E)
Negatif kontrol Cesme suyu 3.86 £0.423
Positif kontrol 10 mg/L.Benzen 9.87 £ 0.858**
Malathion 1 mg/L 47540524

2 mg/L 5.15+0.597

3 mg/L 6.59 + 0.527*

5 mg/L 7.72 £ 0.535*

7 mg/L 9.13 £0.121%**

ns

: non significant (P> 0.05) * P< (.05 ** P<0.01 *** P<(0.001

Veriler: mikroniikleus i¢in

NC PC 1ppm 2ppm 3 ppm Sppm 7ppm
4,20 11,05 5,25 5,00 7,50 8,25 9,36
3,02 8,20 3,50 6,25 525 6,65 8,95

4,36 10,36 6,50 4.20 6,25 8,26 9,08

Two Sample T- Test and Confidence Interval

Two sample T for NC vs 1 ppm

N Mean StDev SE mean
NC 3 3,860 0,732 0,42
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lppm 5 4,75 1,17 0,52

95%Cl formuNC - mu lppm: (-2,76;0,98)

T-test mu NC = mu Ippm (vsnot=): T =-1,L16 P =029 DF =6
Both use Pooled StDev = 1,05

Two Sample T- Test and Confidence Interval

Two sample T for NC vs 2 ppm

N Mean StDev SE mean
NC 3 3,860 0,732 0,42
2ppm 3 5,15 1,03 0,60

95%CI formuNC - mu 2ppm: (-3,32; 0,74)
T-test mu NC = mu 2ppm (vsnot =) : T =-1,76 P =0,5 DF =4
Both use Pooled StDev = 0,895

Two Sample T- Test and Confidence Interval
Two sample T for NC vs 3 ppm
N Mean StDev SE mean
NC 3 3,860 0,732 0,42
2ppm 4 6,59 1,05 0,53
95%CI formuNC - mu 3ppm: (-4,57; -0,89)
T-test mu NC = mu 3ppm (vsnot =) : T =-381 P =10,013 DF =35

Both use Pooled StDev = 0,938

Two Sample T- Test and Confidence Interval
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Two sample T for NC vs S ppm

N Mean StDev SE mean
NC 3 3,860 0,732 0,42
2ppm 3 7,720 0,927 0,54

95% CI formuNC - mu Sppm: (-5,75; -1,97)
T-test mu NC = mu Sppm (vsnot =) : T = -5,66 P = 0,0048 DF = 4
Both use Pooled StDev = 0,835

Two Sample T- Test and Confidence Interval

Two sample T for NC vs 7 ppm

N Mean StDev SE mean
NC 3 3,860 0,732 0,42
2ppm 3 9,130 0,210 0,12

95% ClformuNC - mu7ppm: (-6,49; -4,05)
T-testmuNC = mu 7ppm (vsnot =) : T = -11,99 P = 0,0003 DF = 4
Both use Pooled StDev = 0,538

Two Sample T- Test and Confidence Interval

Two sample T for NC vs PC

N Mean StDev SE mean
NC 3 3,860 0,732 0,42
2ppm 3 9,87 1,49 0,86

95% ClformuNC - mu 7ppm: (-8,67; -3,35)
T-testmuNC = mu PC (vsnot =) : T = -6228 P = 0,0033" DF = 4
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Both use Pooled StDev = 1,17

Descriptive Statistics

Variable =~ N Mean Median Trmean Stdev ~ SE
Mean
NC 3 3,860 4,200 3,860 0,732 0,423
PC 3 9,870 10,360 9,870 1,487 0,858
1 ppm 5 4,750 4,500 4,750 1,173 0,524
2 ppm 3 5,150 5,000 5,150 1,033 0,597
3 ppm 4 6,590 6,805 6,590 1,054 0,527
5 ppm 3 7,72 8,250 7,720 0,927 0,535
7 ppm 3 9,130 9,080 9,130 0,210 0,121
Variable Minimum Maximum o1 03
NC 3,020 4,360 3,020 4,360
PC 8,200 11,050 8,200 11,050
1 ppm 3,500 6,500 3,750 5,875
2 ppm 4,200 6,250 4,200 6,250
3 ppm 5,250 7,500 5,500 7,465
5 ppm 6,650 8,260 6,650 8,26
7 ppm 8,950 9,360 8,950 9,360
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(Sekil 7 a), O. angorae nin eritrositleri. Ok, mikroniikleus olusmus eritrositleri
gostermektedir. (x1000X).

(Sekil 7 b), O. angoraenin eritrositleri. Ok, mikroniikleus olugmus eritrositleri
gostermektedir. (x1000X).



(Sekil 8 a)l ppm/L doz malathion uygulanan O. angorae eritrositleri.Artan
malathion dozunun O. angorae nin eritrosit g¢ekirdek morfolojisinde meydana
getirdigi degisimler. (x1000X).

(Sekil 8 b) 2 ppm/L doz malathion uygulanan O. angorae eritrositleri



(Sekil 8 ¢). 5 ppm/L doz malathion uygulanan O. angorae eritrositleri.

(Sekil 8 d). 7 ppm/L doz malathion uygulanan O. angorae eritrositleri.
Sekil 8 a, b, ¢, d. Artan malathion dozunun O. angorae nin eritrosit c¢ekirdek
morfolojisinde meydana getirdigi degisimler. (x1000X).



V-SONUC VE TARTISMA

Yiizey sulari, tabiatta meydana getirilen kirliligin tespiti agisindan oldukca
onemli yer tutar. Nehirler, goller, denizler gibi sucul sistemler endiistriyel, tarimsal ve
evsel atiklarla kirletilmektedir. Sonugta pek ¢ok etkisi bilinmeyen bilesik, igme suyuna
kadar bulagmaktadir. Suana kadar arastirma yapilan ABD kaynaklarina gére 100 bin ton
kimyasal, yiizey sularina ve 762 ton kimyasal da atmosfere yalnizca Amerika’dan
atilmistir. Bu miktarin icerisinde kanserojen maddelerde vardir. Bunlar metal ve
polisiklik aromatik bilesikler gibi kalici olan ve buharlagsma 6zelligi olan bilesiklerdir.
Mutajenik ve genotoksik bilesikler kanserojenleri de icine alir. Insan saghg iizerine
etkileri oldugu gibi tiim atmosfere de etkileri vardir. Ulkemizde ne kadar kimyasalin
dogaya salindig1 ve ne tip kimyasallar oldugu iizerine kapsamli bir aragtirma yoktur.

Malathion organofosfor sinifina dahil olan bir insektisittir. Boceklere karsi
kullaniminin sonucu memelilerin yasamsal alanlarina da bulagma riski tagiyip memeliler
lizerinde istenmeyen olgularin meydana gelmesine yol agabilir. Paration, paraokson,
timet ve tetram insan zehirleri kategorisinde “siipertoksik” diizeyinde kabul
edilmektedir. Insan igin 6ldiiriicii dozu 5mg/kg’dan daha diisiik oldugu igin arsenike
benzer bir Ozellik tasimaktadir. 2mg paration’un bir ¢ocugu Oldiirmeye yetecegi
bilinmektedir. Organofosfatl bilesiklerce zehirlenmenin belirtileri; kusma, ishal, kramp,
agiz kopiirmesi, géorme bozuklugu ve titremedir. Cogu zehirlenme 6ldiiriictidiir ve bunu
solunumu durdurarak yapar. Omurgali ve omurgasizlarda bu grup insektisitler
asetilkolinesteraz1 inhibe ederler. Bu enzim ndrotransmitter olan asetilkolin’in
par¢alanmasindan sorumludur. Bu yolla boceklerde sinir uglarina asetilkolinesteraz
birikir ve bozukluga sebep olur. Omurgalilarda benzer enzim ve benzer mekanizmalar
oldugu saptanmistir(27).

Calismamizda da cevreyi degisik yollarla kirleten ve oldukc¢a sik kullanilan
malathionun sulak alanlarda baliklar {izerine etkileri aragtirilmistir. Pandey at all, 2005,
malathionun “channa punctatus” isimli balik {lizerinde oldukga toksik etkiye sahip
oldugunu gdéstermistir. Bu ¢alismaya gore malathionun LCsy degerinin 6,65mg/It oldugu
ve mikronukleus oranini olduk¢a arttirdigi saptanmistir. Tsuda ve arkadaslari (1988).
LCsp degerini 1,8mg/It olarak rapor etmislerdir(61). Khangarot ve arkadaslari(1997),
LCsy degerini 1,73 - 2,35mg/It bulmuslardir(33). Bu c¢alismalarin hepsinde maddeye
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maruz birakilma siiresi 48-96 saat arasindadir. Baliklarda bu degerlerin farkli olmasinin
suyun Ph, toplam sertligi ve ¢Oziinmiis oksijen miktarina baglayabiliriz. Test edilen
tiriinde 6nemi oldukg¢a biiytliktiir. Ciinkii baz1 canlilar sedimentle beslendigi halde
digerleri farkli sekilde beslenebilmektedir. Ornegin; Changarod at alladaslari
civakloriir’iin baliklardaki toksisite oranini 1s1 ile orantili oldugunu saptamistir. Agir
metallere duyarliliin 1s1 ile artip, azalmasi metabolik aktiviteyi, solunumu ve kalp atim
hizin1 etkilemesine baglanabilir. Bizim ¢alisgmamizda LCs, degerini belirleyemedik. Bu
konunun ayrica g¢alisilmasina gerek vardir. Hayvanlarin malathiona duyarliliklari 96
saatlik LCsy degerleri 0,25-15mg/It arasinda degismektedir. Alt ve iist degerlerdeki bu
degisimin canlilardaki karaciger aktivitesine ve detoxsifiye edici enzimlerin siilfiirlenme
reaksiyonlart ile baglantili oldugu saptanmustir.

Gectigimiz 15 yildan beri mikro ¢ekirdek testi biiyiik bir hizla gelistirilerek
yayginlagsmaktadir. Sitogenetikci olmayanlarin bile sonuglarini 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.).
Mikrogekirdek denemelerini baska bir in vitro kisa siireli test olan Salmonella Testi
(Ames Testi) ile birlikte yapilmasini ya da degerlendirilmesini Onermektedir. 29
Kanserojen ve 17 kanserojen olmayan madde Salmonella denemelerinde ve fare kemik
iliginde mikrocekirdege yol agip agmadigini tespit etmek igin 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 gézden kagan 6 kanserojeni tanidigi
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 ger¢ek genetoksik olmayan kanserojen oldugu goriisii
yaygindir. Uluslar arasi kanser arastirmalari ajansinin (I.A.R.C.) degerlendirmesinde
insan ic¢in kanserojenik olmayan bir madde olarak varsayilip siniflandirilmistir. Bu
konuda Birlesik Devletler Ulusal Toksikoloji Programi ve Uluslararasi Cevre Orgiitii

(U.S. N.T.P. ve E.P.A) O6nemli sonuglara ulagmistir. Bunlardan birincisi, Salmonella
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Testinin tek basina genotoksinleri fark edemeyecegi yoniindedir. Ikincisi ise, “in vivo”
bulgusundaki negatif yeterlilik ve uygunluk, pozitif “ in vitro” sonuglarina baskin
degildir. Bu diisiincelerden anlasilacagi iizere in vivo testler ve buna bagh
mikrogekirdek testi, kanserojenlerin belirlenmesinde daha c¢ok giivenilir goriinmekle
birlikte, diger kisa siireli testlerle beraber alinan sonuclarinda dikkate alinmasi yerinde
olacaktir. Aslinda mikrogekirdek testini bu derece ve bu ac¢idan 6nemli kilan: in vivo
calismalar i¢in dogrudan ya da metabolize edildikten sonra etki gdsteren mutajenlerin,
memelilerde olusturdugu genetik zararlari belirlemede ¢ok uygun olmasindandir. Bu
test mutajenlerin hiicre dongiisiiniin 6zgiil zamanlar1 tizerindeki etkilerini ve kemik iligi
hiicrelerinin ¢ogalma durumlar1 hakkinda bilgi verir.

Bilindigi gibi baliklarin eritrositleri ¢ekirdeklidir. Bu yiizden mikronukleus
izlenmesi daha kolaydir. Mikronukleus testi ¢evresel kirleticilerin sularda meydana
getirdigi  kirliligin  izlenebilmesi agisindan olduk¢a kullanighidir.  Baliklarla
mikronukleus testi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma vardir.(13), Mikronukleus kromozom ya da
kromozomal fragmentlerin mitoz esnasinda sentromerlerini kaybetmeleri sonucu
nukleusa katilmayarak ayri bir ¢ekirdek grubu olusturmasidir. Al-Sapti (1991). tekstil
sanayinde kullanilan boyalarin baliklar tizerinde mikronukleus etkisini incelemis. 3,6 ve
9 giin boyunca maddeye maruz birakilan canlinin hiicrelerinde mikroniikleus oraninda
biiylik artislar oldugu saptamislardir(3). Bu ¢alismada yine pozitif kontrol olarak benzen
ve negatif kontrol olarak c¢esme suyu kullanilmistir. Bizde c¢alismamizda benzeni
kullandik. Bilindigi gibi benzen sular1 kirleten 6nemli bir hidrokarbondur.

Cavas (2003), kadmiumklorit ve bakir siilfatin mikronukleus orani
tizerindeki etkilerini izlemisler ve dnemli oranda artiglar oldugunu saptamislardir(13).
Bu caligmada solungag epitelleri kullanilmis ve solungac¢ epitellerinin agir metallere
eritrositlerden daha duyarli oldugu da tespit edilmistir. Bu olay kirletici ile hiicrenin
direk karsilasmasindan kaynaklanabilir. Calismada pozitif kontrol olarak krom
kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak ta ¢cesme suyu kullanilmistir.

Arkhipcuk (2005), yine baliklarin yiizgec epitel hiicrelerinde mikronukleus
oranina bakmiglar. Agir metallerle yapilan bu calismada mikronukleus orani
incelenmistir(9). Grisolia,(2001), mytomycin ve c¢esitli pestisitlerin fare ve baliklarda
mikronukleus iizerine etkisini arastirmistir(25)Farelerde negatif kontrol olarak distile su

balikta ise ¢esme suyu kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak farelerde mytomycin-C,
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baliklarda ise siklofosfamid kullanilmistir. Kullanilan  bilesiklerin  tiimiinde
mikronukleus oranini arttirdigini saptamistir. Cavas ve arkadaglari(2003), florasan bir
boya olan akridin oranj kullanarak metronidazol’iin  genotoksik etkisini
arastirmislardir(13). Yine siklofosfamid pozitif kontrol olarak ¢esme suyu da negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Mikronukleus oranindaki artisin doza ve zamana baglh
olarak arttigin1 saptamistir. Metronidazolun hem sitotoksik hem de genotoksik etkisinin
oldugu saptanmustir. Sanches-Galen (2001). yilan baliginda kadmium ve civanin etkisini
arastirmislar ve mikronukleus oraninda oldukg¢a belirgin artiglar gézlemlemislerdir(56).
Yalniz bu c¢alismada baligin bulundugu ortama kirletici vermek yerine direk baligin
karin bolgesinden enjeksiyonlama yontemini kullanmislardir. Mikronukleus oraninda
onemli artiglar gozlemlemislerdir.

Bu tip caligmalarda genellikle T testi kullanilmaktadir(3). Bizde ¢aligmamizda bu
testti referans aldik. Mikroniikleus olusumu 7mg/It, 5 mg/It ve 3mg/1t’de negatif kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda arttig1 tespit edildi. Mirontikleus olusumu icin genellikle
48-96 saatlik calismalarda pik yaptig1 gézlenmistir(39).Bu calismada 36 saatlik siire baz
alind1 (25,13). 7Tmg/It’ lik dozun pozitif kontrol grubu olan benzene yakin mn. frekansi
ortaya cikardigi gozlenmistir. Caligmamizda malathion’un genetoxik etkileri belirgin
sekilde saptandu. Ilerde yapilacak ¢alismalari, 6zellikle dogadaki kirleticilerin miktarinin
belirlenmesi calismalarina katkisinin olabilecegini umuyoruz. Bu c¢lismada cevre
kirliliginin besin zinciri yoluyla direk insani etkileyebilecegi ve hiicrelerde ne gibi

etkilere yol acabilecegini gosterilmistir.
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