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XIIT

ONSOZ

Akrilamid kimya sanayi ve laboratuvarlarda kullanilan bir maddedir. Gida
maddelerinin yanlis islenmesi sonucunda da olusabildigi bilinmektedir. Bu maddenin
genotoksik etkileri yapilan caligsmalarla tespit edilmis olup, yliksek dozlarda ya da
diistik miktarlarda uzun siire kalintilarinin besinler ile tiiketilmesi canlilarda zararl
etkilere neden olmaktadir. Genotoksik etkiler, hiicrelerde mutasyon olusturur. Bu
etkiler sonucu karsinojenite, teratojenite ve biyokimyasal bozukluklar gelisebilir.
Bozuk genler gelecek nesillere aktarilarak stirdiiriilebilir canli sagligim tehdit eder.
Bu nedenle olumsuz etkilerinin giderilmesi canlilarin sagligi agisindan biiyiik 6nem
arz eder.

Polifenolik bilesikler bitkisel kaynakli maddelerdir. Bunlarin yapilan
calismalarla antioksidan etkileri gosterilebilmistir. Bu nedenle belirli miktarlarda
tikketilmelerinin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Akrilamidin genotoksisitesi
iizerine polifenollerin koruyucu etkilerinin olup, olmadiginin ortaya c¢ikarilmasi
canlilarin saghgi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Gida maddelerinde olusan ve
kiigiik miktarlarda aliman akrilamid saglik iizerine olumsuz etkilere neden oldugu
bilinmektedir. Kaginilmast miimkiin olmayan akrilamid toksisitesinden korunma,
gilinlimiizde ciddi bir sorun olarak insanoglunun karsisinda durmaktadir. Polifenolik
bilesiklerin koruyucu etkilerinin tespiti, akrilamid toksikasyonuna karsi polifenol
ihtiva eden bitki ve gida maddelerinin tiiketilmesinin yolunu ag¢masi agisindan
olduk¢a faydali olacagi diistiniilmektedir. Ayrica diger benzer arastirmalarin
yapilmasma da 1sik tutacaktir. Bu arastirma akrilamidin genotoksisitesi {izerine
polifenol bilesiklerin etkilerinin ortaya konmasi i¢in planlanmistir. Elde edilen
sonuclarin canli sagliginin korunmasina hizmet edecegi diistiniilmektedir.

Bu tez konusunun belirlenmesi ve yiiriitiilmesinde bana her zaman yon
gosteren ve destek veren, ¢aligmalarim siiresince ilgi ve yardimlarmi esirgemeyen ve
ayni zamanda akademik gelisimimde biiyiik emegi gegen danisman hocam Prof. Dr.
Abdullah DOGAN’a, calismamin her asamasmnda calismami takip eden ve
yardimlarin1 esirgemeyen, bana laboratuvar olanagi sunan degerli hocam Dog. Dr.
Siileyman GUL’e, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Hocalarim, Dog. Dr. Ding ESSiZ’ e, Yrd. Dog. Dr. Murat BAYEZIT’ a, Yrd. Dog.
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Dr. Ayse KANICI’ ya, c¢alisma arkadasim Doktora 6grencisi Uzman Biyolog
Dinger ERDAG’a, ¢alismama maddi destek saglayan Kafkas Universitesi Arastirma
Fonu Baskanligi’'na ve egitimimin her asamasmnda maddi-manevi desteklerini

esirgemeyen aileme tesekkiir ederim.



1. GIRIS ve GENEL BILGILER

1.1. Giris

Gidalarin hazirlanmasi ve dayanikli hale getirilmesi i¢in ¢ogunlukla 90-200°C
arasinda degisen 1smin uygulandigi gesitli islemlere Ornegin; pisirme, firinlama,
kizartma, kavurma vs. bagvurulmaktadir. Is1 basta olmak iizere uygulanan bu
islemler, gidalarda toksik bilesiklerin olusmasma yol acabilmektedir. Gidalara 1s1
enerjisinin uygulanmasi sonucu olusan bu toksik bilesiklerin en énemlileri ve en iyi
bilinenleri arasinda, heterosiklik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, N-alkil-
N-nitrosamin bilesikleri ve akrilamid sayilabilir. Bu maddelerin mutajenik ve
karsinojenik etkilerinin bulundugu arastirmalarla tespit edilmistir (37).

Akrilamid 1950’1 yillardan itibaren endiistri ve laboratuvarlarda kullanilan
bir maddedir. Akrilamid’in canlilarin yasamimna zarar verdiginin tespit edilmesi,
konunun ¢ok boyutlu olarak ele almmasmin gerekliligini ortaya koymustur.
Akrilamid ¢ogu besin maddesinde pisirilme esnasinda olusabilmektedir. Boyle besin
maddelerinin tiiketilmesiyle de canlilara ulasan akrilamid, ¢esitli mekanizmalarla
karsinojenik ve ndrotoksik etkilere neden olmaktadir. Mutajenik etkileri de bulunan
bu madde, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi tarafindan olasi kanserojenler grubu
olan 2A kategorisinde degerlendirilmektedir (85). Bu smiflandirma, akrilamidin
hayvanlarda kansere neden oldugunun ispatlanmasma dayanmaktadir. Cok sayida
yapilan caligmalarda akrilamidin hiicrelerin makro molekiilleriyle reaksiyona girdigi,
hayvan hiicreleri basta olmak tizere kromozomlarda anomaliler olusturdugu, diger bir
degisle mutasyon yaptigi1 gosterilebilmistir (115).

Gidalara sanayiden kontamine olmasi yasal olarak smirlandirilabilmektedir.
Ancak gidalarin pisirilmesi esnasinda olusmasi, maalesef boyle bir sinirlandirmay1
pratik agidan olumsuz yonde etkilemektedir. Ciinkii gidalara uygulanan 1s1 islemleri
bolgelere ve bireysel lezzet aliskanliklarina gore degisiklik arz etmektedir. Pisirilme
sekilleri toplumdan topluma ¢ok biiyiikk farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle
akrilamid gidalarda pisirilme esnasinda dogal olarak olusabildiginden, tiiketiminin
yasaklanmasi biliyiik oranda miimkiin goriilmemektedir. Ancak yiiksek 1sida kizartma
islemlerinden kaginilmasi tavsiye edilebilir. Biitiin bu olumsuz duruma ragmen

ozellikle hazir gidalarda akrilamidin tiiketilmesine izin verilen tolerans sinirlari



getirilebilir. Bu durumun akrilamidin tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikabilecek risklerin
azalmasina hizmet edecegi diistiniilmektedir (31).

Akrilamid konusu 1997 yilinda Isveg’te insa edilen bir tiinel insaat: sirasinda
yasanan bir olay ile ilk kez bilim diinyasinda dikkati {izerine ¢ekmistir. Tiinel
duvarlarmin ingaat1 swrasinda, nehir yatagindan meydana gelen su sizintisini
engellemek i¢in, su tutucu 6zelliginden dolayr harca akrilamid katilmis ve kisa bir
siire sonra ¢evrede biiyiikbas hayvan ve balik oliimleri goriilmeye baslanmustir.
Goriilen bu sonuclar iizerine yapilan incelemelerde cevreye biiyiik miktarda
akrilamidin sizdig1r ve bunun hayvan Olimlerine neden oldugu belirlenmistir.
Cevreye yayilan akrilamidin, suda ve o bolgede yasayan ¢ok sayida hayvan ve insani
olumsuz yonde etkiledigi diisliniilmiis (insaatta ¢alisan personel dahil) ve bu konu
iizerinde calismalar baslatilmistir. Bu calismalar sonucunda yapilan analizlerde
bireylerin kaninda akrilamidin hemoglobin ile reaksiyona girdigi belirlenmistir. Bu
reaksiyon {lriinleri kanda tespit edilmistir (72). Cevrede yasayan insan, hayvan ve
iiretilen gida maddeleri iizerinde yapilan analizler sonucu akrilamidin zararh etkileri
gozlenmistir. Bu olay ve elde edilen analiz bulgulari, insan ve ¢evre saglig1 agisindan
akrilamidin 6nemi {izerine dikkatlerin ¢ekilmesine neden olmustur. Bilim adamlarini
akrilamid konusunda arastirma yapmaya sevk etmistir (165). Yapilan bir ¢alismada,
hemoglobin-akrilamid iirlinii, pismemis yem ile beslenen sicanlara gore, pismis
yemle beslenen siganlarda fark edilir 6lgiide yliksek bulunmustur. Pisirilmis yem ile
beslenen siganlarin kanlarinda akrilamid miktarmm yiiksek diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Bu bulgular sonucu yiyeceklerin pisirilmesiyle akrilamid diizeylerinin
arttigr gorisi ileri striilmistiir (157). IARC tarafindan 2A smifi kanserojenler
grubuna alinan akrilamidin toksisitesi, etkileri, ¢cevredeki yayginhgr ilgi ¢ekmis,
iizerinde yapilan bu arastirmalar1 diger ¢alismalar izlemistir. Yapilan ¢alismalarda
yiiksek sicaklia maruz birakilan gidalarda, yiiksek miktarda akrilamid igerigi
bulundugu rapor edilmistir (158). Bu sonuglar, Isve¢, Norveg, Isvicre, Ingiltere,
Almanya ve Amerika Birlesik Devletleri basta olmak iizere bir¢ok iilkenin resmi gida
komisyonlari tarafindan da onaylanmigtir (131).

Gidalarda akrilamid olusum yollar1 ile ilgili cok sayida arastirma yapilmistir.

Bu maddenin asil olarak gidalarin i¢inde bulunan aminoasit ve indirgen 6zellikteki



glikoz gibi sekerlerden, Maillard reaksiyonu ile meydana geldigi tespit edilmistir
(106, 150).

Bir¢ok hastaligin baglama ve gelisiminde, reaktif oksijen tiirevleri ve
antioksidan savunma sistemleri arasindaki dengesizlik 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu dengesizlik viicutta biyokimyasal mekanizmalarin bozulmasi ve organlarda
patolojik durumun ortaya ¢ikmasma baghdir. Antioksidanlar, serbest radikallere
bagl olarak ortaya ¢ikan oksidasyonu oOnleyen maddelerdir. Antioksidanlar bu
etkilerini degisik konsantrasyonlarda ortaya koyarlar. Diisiik miktarlarda gostermesi
daima istenen bir 6zelliktir. Organik molekiillerin bazilar1 serbest radikallere bagli
oksidasyonu engelleyebilmektedir. Oksidasyonun engellenmesi organizmada
goriilebilecek fizyopatolojik etkileri 6nler. Bu nedenle Farmasdtik ve Gida
endistrisinin bitkisel kdkenli dogal antioksidanlara karsi ilgisi giderek artmaktadir.
Antioksidan bilesiklerden olan polifenollerin, hangi bitkilerde ne kadar bulundugu,
koruyucu etkilerini gosterebilmeleri i¢in diyetle ne kadar alinmalar1 gerektigi,
aciklanmasi gereken problemlerin basinda gelmektedir (52).

Bitkilerde bulunan flavonoidlerin antiinflamatuar, antimutajenik ve antialerjik
ozellikleri bilimsel arastrmalarla ortaya konmustur (82). Geleneksel halk
hekimliginde kullanilan bitkilerin bilimsel arastirmalarla onemleri anlasilmis ve
tedavide kullanilmalar1 glindeme gelmistir. Bu durum giiniimiizde fitoterapi adinda
bir bilim dalinin gelismesine neden olmustur. Bu bilim dali her gecen giin gelismekte
ve onemi giderek artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verileri, gelismekte olan
iilkelerde toplumlarin % 80’inin bu terapi yontemlerini kullandiklarint ve diinyada
3,3 milyar insanin tibbi bitkilerden tedavi amaciyla faydalandigini ortaya koymustur
(42).

Kimyasal maddelerin mutasyona sebep olup, olmadiklarmin belirlenmesi,
kisa slirede yapilabilen genotoksisite testleri ile miimkiin olabilmektedir. Kimyasal
bir maddenin genotoksik veya antigenotoksik olup olmadiginin belirlenmesinde;
kromozom aberasyonu (KA, chromosome aberration, CA), mikroniikleus (MN) ve
kardes kromatid degisimi (KKD, sister chromatid Exchange, SCE) testleri
kullanilmaktadir (9, 33, 56, 71, 77, 167).

Kromozomal aberasyonun olusum mekanizmasi biitiin dokularda aynidir. Bu

nedenle bir dokuda tespit edilmesi benzer etkilerin diger dokularda da ortaya



cikabilecegine isaret eder. Lenfositlerdeki aberasyon diizeyi, diger dokulardaki
genetik yapilarin aberasyona meyilini de gosterir. Bu nedenle lenfositlerdeki
aberasyon oranlar1 viicudun kansere yakalanma riskinin bir gdstergesi oldugu
disiiniilmektedir (4, 21-26). Kromozomlardaki aberasyon oranindaki artis, kanser
riskinin artig1 seklinde ele alinabilir. Kromozomal aberasyonlarin DNA’daki zincir
kiriklarinin yanlis onarilmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (25, 137).

Karsinojenite ve genotoksisitenin ortaya c¢ikarilmasinda kullanilan
metodlardan bir digeri ise mikroniikleus testidir (58, 77). Periferal kan lenfositleri
iizerinde kromozom hasarinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan mikroniikleus testi ilk
kez 1976 yilinda Contryman ve Heddle tarafindan ortaya konulmustur (78). Asentrik
kromozom, kromatid kiriklar1 ya da kromozom ve kromatidlerin anafazda tam
ayrilmamasi sonucu telofaz safthasinda goriilen biiyiik niikleusun diginda kalan kiigiik
niikleuslara mikroniikleus adi verilmektedir (154). Mikroniikleuslar multipolar
anafaz ve telofaz sathasinda da goriilebilmektedir (163). Kromozomlarin tam
ayrilamamasi (nondisjunction) ya da kismi kayb1 sonucu mikroniikleus olusumuna
rastlanabilmektedir. Kromozom iplik¢igi, sentromerlerde bozunma veya metefazdan
once kromozom yapisinin yogunlagmasi sonucu gelisebildigi de bilinmektedir.
Yaglanma ve kanser gibi hastaliklarda mikroniikleus olusumu ortaya ¢ikmaktadir
(45). Bonassi ve arkadaslarmma (2007) gore periferal kan lenfositlerindeki yiiksek
mikroniikleus orani insanlarda kanser riskine isaret etmektedir (24). Mikroniikleus
testi andjenik ve klastojenik etkilerin gdstergesidir (94, 111).

Genotoksisitenin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan bir diger metot ise kardes
kromatid degisimi (KKD) sikliginin degerlendirilmesidir. Kardes kromatid degisimi
es kromozom lokuslarinda iki kromatid arasinda olusan ve kromozom morfolojisinde
degisiklige sebep olmayan karsilikli segment de§isimi olarak tanimlanmaktadir ( 12,
73). KKD sikliginin tespit edilmesi, klastojenite, genotoksisite veya genetik
instabilite arastirmalarinda kullanilmaktadir. KKD sikligmin artmasi mutajenik
etkinin ve artan kanser riskinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (70). WHO
1993 wyilinda kardes kromatid degisimlerinin, replikasyon sirasinda kardes
kromatidlerin homolog lokuslar1 arasinda karsilikli DNA degis tokuslarindan

kaynaklandigini, biitiin hiicrelerde kendiliginden ve belli oranda olusmalarina



ragmen, bircok fiziksel ve kimyasal ajanlarin DNA iizerinde hasar olusturarak KKD
frekansinda artisa sebep oldugunu bildirmistir (98).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda 1s1 islemine tabi tutulmus, sanayide iiretilen,
sigara ve besinlerin genotoksik ve mutajenik etkiye sahip olan akrilamid maddesini
icerdigi tespit edilmistir. Bilimsel arastirmalar ile akrilamidin, somatik ve cinsiyet
hiicreleri lizerinde genotoksik etkileri gosterilmistir. Akrilamid gen ve
kromozomlarda kalitsal hasara neden olmaktadir. Insanlarin giinliik hayatinda yaygin
olarak karsilasabilecegi ve ¢esitli yollarla biinyesine alacagi akrilamidin olumsuz
etkilerini azaltacak hatta minimize edecek maddelerin tespiti olduk¢a 6nemlidir. Bu
nedenle akrilamidin in vivo ve in vitro olarak genotoksik etkilerini engelleyecek
maddelerin kesfedilmesi iizerinde arastirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmada
kullanilan fenolik bilesiklerin bu tip etkilerinin saptanmasi, yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesine 151k tutabilecegi gibi, ilag sanayisinde de kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Etkilerinin ve dozlarinin deney hayvanlari {izerinde gdsterilmesi bu
acidan ¢ok Onemlidir. Bu c¢alisma ile, akrilamidin genotoksisitesi {izerine
pelargonidin ve gallik asidin antigenotoksik etkilerinin olup, olmadig1 fare kemik
iligi hiicreleri (in vivo) ile insan periferal lenfositlerinde (in vitro) kromozomal
aberasyon (KA), mikroniikleus (MN) ve kardes kromatid degisimi (KKD) yapip

yapmadiginin saptanmasi amag¢lanmistir.



1.2.Genel Bilgiler

1.2.1.AKkrilamid

Akrilamid, kristal halinde, renksiz, kokusuz olup, su, aseton, metanol, etanol
gibi polar c¢oziciilerde ¢oziiniir. Ac¢ik molekiil formiilii C;HsNO (CH,=CH-
CONH;)’dur. Molekiil agirligr 71.08’gramdir (86). Yapisinda % 50,69 karbon, %
7,09 hidrojen, % 19,71 azot ve % 22,51 oksijen elementlerini icerir. Erime noktasi
87.5 °C ve kaynama noktasi ise 125 °C’dir. Bir monomer olan akrilamid, hidrolize
olarak akrilik aside doniisiir. Kat1 haldeki akrilamid oda sicakliginda stabildir. Ancak
UV 1s51ga maruz kaldiginda ve kaynama noktasinda kolaylikla polimerize olmaktadir.
Akril ve amid gruplarindan olusan monomer sekil, uygun sartlar buldugunda bir
araya gelerek polimerik forma doniismektedir (13, 14, 124). Akrilamid monomerleri
propenamid, etilen karboksiamid, akrilik amid ve vinil amid gibi isimlerle de anilir
ve poliakrilamid sentezinde kullanilir. Poliakrilamid maden, mineral, asfalt, kagit
iiretiminde, ham petrol isleme agamasinda, icme ve atik sularin aritilmasinda, toprak
ve kum aritiminda fazla miktarda kullanilmaktadir. Ayrica, katki maddesi olarak
kozmetik sanayinde, elektroforez ve molekiiler biyoloji uygulamalarinda, fotograf
filmi, yapistirict imalatinda, vernik ve boya sanayinde, dis hekimliginde kullanilan
alasimlarin hazirlanmasinda kullanim alanma sahiptir (53).

Akrilamid, kimyasal reaksiyonlara tasidigr amid grubu ve elektron yoniinden
zayif ¢ift bag araciligiyla istirak eder. Akrilamid, yapisinda bulundurdugu c¢ifte bag
ile amonyak, amin, alkol gibi niikleofilik maddelerle Michael tipi katilma
reaksiyonlar1 verir. Yine tasidigi ¢ift bag ile serbest radikallerle birlesir ve Diels—
Alder reaksiyonlarma istirak eder. Amid grubu ise hidroliz, dehidrasyon ve
aldehitlerle kondensasyon reaksiyonlar1 verebilmektedir. Polimerlesmesi, sodyum
bisiilfit ve sodyum persiilfat gibi serbest radikal kaynaklar1 kullanilarak baslatilmakta
ve reaksiyon sartlarina bagli olarak dogrusal ya da capraz baglant1 sonucu cesitli
polimerleri elde edilebilmektedir.

Akrilamidin  viicutta metabolizasyonu CYP2E1 enzimi araciligiyla
olmaktadir. Bu enzim akrilamidi bir epoksit tirevi olan glisidamide

doniistiirmektedir. Glisidamid, akrilamidin toksik etkilerinin biiyiikk bir kisminin



ortaya ¢ikmasmda onemli rol oynamaktadir (biyoaktivasyon) (31). Akrilamid ve

glisidamidin yapailar1 sirasiyla sekil 1. 1 ve 1. 2°de goriilmektedir.

NH,

Sekil 1. 1: Akrilamidin molekiil yapisinin iki ve ti¢ boyutlu sekilleri

H,C———O
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Sekil 1. 2: Glisidamidin iki ve ii¢ boyutlu sekilleri
1.2.1.1.Akrillamidin Gidalarda Olusum Yollar

Akrilamid diistik protein ve yiiksek karbonhidrat igerikli {irlinlerin pisirilmesi,
gidalarin yiiksek sicakliga maruz kalmasi sonucu olusmaktadir. Akrilamidin olusumu
ti¢ farkli sekilde ortaya ¢ikmaktadir.

1. Lipitlerin transformasyonu, karbonhidratlar ve aminoasitlerin ayrigmasi
yoluyla ortaya ¢ikan akrolein ya da akrilik asitten olusur.

2. Malik asit, laktik asit ve sitrik asit iceren temel baz1 organik asitlerin
dehidrasyon-dekarboksilasyonu sonucu olusur.

3. Karbonhidratlar ve proteinler arasinda meydana gelen maillard reaksiyonu

sonucunda olusmaktadir (124).



Gidalarda akrilamidin olusumu bir¢ok mekanizmadan kaynaklanmaktadir. Bu
mekanizmalardan en Onemlisi asparajin ve indirgen sekerlerden olusan Maillard

reaksiyonudur.

NH,
HO

NH, O

Asparajin
Sekil 1. 3: Asparajinin molekiil yapist

Serbest halde bulunan asparajin, indirgen sekerlerle Maillard reaksiyonuna
ugrayip, akrilamidi meydana getirmektedir. Bu yolla olusum, diger yollara gore daha
fazla oldugu arastirmalardan anlasilmaktadir. Maillard reaksiyonu, ilk defa 1912
yilinda Louis Camille Maillard tarafindan ortaya konmustur. Maillard reaksiyonu;
aminoasit ve sekerlerin istirak ettigi reaksiyondur. Bu reaksiyon sonucu ¢esitli renk
pigmentleri olugmaktadir. Istya maruz kalan gidalarin kahverengi renk almasi, diger
bir ifadeyle, kizarma islemi aslinda Maillard reaksiyonudur. Yapilan caligmalar ile
bir aminoasit olan asparajinin Maillard reaksiyonu araciligi ile akrilamide doniistigi
belirlenmistir (106, 150). Asparajinin akrilamide doniisebilmesi i¢in indirgen
ozellikteki sekerlere ihtiya¢ vardir (13, 152, 153, 187). Yiiksek sicaklik ve sicakliga
bagl stire, akrilamidin olusmasia neden olmaktadir. Ayni triinlerin farkl: tarihlerde
iiretilmis olanlar1 veya ayni gida tiplerinin farkl iriinleri arasinda akrilamid igerigi
bakimindan farkliliklar goriilmektedir. Gida maddesinin sahip oldugu asparajin ve
fruktoz-glikoz gibi indirgen sekerlerin miktari, bilesimi, iirtinlere uygulanan 1s1
derecesi ve stiresi, Uriinleri saklama kosullary, tiirii, elde edilen donem, besinlerdeki
akrilamid miktarim etkilemektedir. Yapilan bircok calismada pH degeri ve su

iceriginin de akrilamid olusumu iizerinde etkili oldugu belirlenmistir (sekil 1. 5) (31).
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Sekil 1. 4: Asparajinin akrilamide doniisme mekanizmasi

Akrilamid olusumu ile sonuglanan reaksiyonlara piriivik asitin de katildig:

bilinmektedir. Maddenin amonyak varliginda sirasi ile piriivik asit, laktik asit, akrilik

asit ve akrilamid gibi bir yol ¢izdigi bildirilmistir (178, 182, 183).
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Sekil 1. 5: A. Gidanin Akrilamid igerigi Ile Sicaklik ve B. pH Arasindaki Iliski (28).

1.2.1.2.Akrilamidin Toksisitesi

Akrilamid sindirim sisteminden emilerek kana geger. Suda cok yiiksek
derecede ¢oziinebildigi i¢in, siit ve plasenta dahil olmak iizere viicutta cok genis bir
dagilim gostermektedir (166). WHO akrilamid maddesinin deriden gegebildigini
bildirmektedir. Insanlarda zehirlenmelere ve kanser riskinin artmasima neden olan bir
maddedir. Ayrica sinir sistemine de zarar vermektedir. Gidalarla alinan diisiik
miktarda akrilamidin insanlarda kansere neden olup olmadigr hakkinda kesin
sonuglarin olmadig1 bildirilmistir. Bu nedenle siipheli kanserojenler grubunda yer
almaktadir (2/A). Yiiksek dozda agiz yolu ile verilen akrilamidin laboratuvar
hayvanlarinda kansere yol agmasi nedeniyle, insanlar i¢in potansiyel kanserojen
oldugu diistiniilmektedir. WHO ve FAO 2005 yilinda ytiksek sicaklikta pisirilmis ve
islenmis bazi gidalarin 6nemli diizeylerde akrilamid icerdiklerini ve bu gidalarin
insan sagligi i¢in onemli riskler tasiyabilecegini bildirmislerdir (54, 186).

Cin’ de akrilamid {ireten fabrikalarda ¢alisan iscilerde, kisa siireli akrilamide
maruz kalmalar1 sonucu bacaklarda giicsiizliik, ayak parmaklarmin refleks ve

duyarliliklarmni kaybetmesi, ellerde uyusukluk gibi belirtiler gézlenmistir (76).
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Akrilamide maruz kalan kisilerde periferal néropati ortaya ¢ikmaktadir. Bu
belirtiler akrilamidin insanda nérotoksik etkisinin oldugunu gostermektedir (30, 40).
Bu akut maruziyeti, kronik bir hal aldiginda merkezi sinir sistemi de etkilenmektedir.
Akrilamide daha uzun vadede maruz kalindiginda, periferal ndropati, serebellar
disfonksiyon kendini gosterir. Beyincikle ilgili olan bu sorunlar kendisini denge
bozuklugu seklinde gosterir (76). Yiirlime ve harekette ciddi sorunlar ortaya ¢ikar.
Kizarmis yiyeceklerle beslenen hayvanlarda, kizarmis yiyecek tiiketmeyen
hayvanlara kiyasla yiiksek diizeyde DNA ve hemoglobin hasarlar1 goriilmektedir.
Ayrica yapilan deneylerle hayvan hiicrelerinde ¢esitli kromozom anormalliklerine
rastlanmistir (107, 157).

Fareler ve sicanlarin spermatidlerinde akrilamidin yiiksek derecede
mutasyonlara neden oldugu gosterilmistir. Akrilamid memeli {ireme hiicrelerinde
mutajeniteye neden olmaktadir (2, 144). Sicanlar 30-90 giin siireyle giinliik 5-20
mg/kg dozda akrilamid ile beslendiklerinde norolojik belirtiler ortaya ¢ikmaktadir.
Boyle akrilamide maruz kalan erkek ve disi siganlarda dollenme yetene§i hizla
diismektedir. Hamile disilerde yavru biiyiikliigii ve agirhiginda azalma goriilmektedir.
Ayrica erkek sicanlarda sperm sayis1 azalmakta, anormal sperm olusumu ise
yiikselmektedir (35, 133, 177). Siganlarin akrilamidin dozuna bagli olarak {ireme
hiicrelerindeki kromozomlarinda ortaya ¢ikan hasarlar, akrilamidin deri yoluyla
almmasinda da goriilmektedir. Bu bulgular akrilamidin lireme iizerinde olumsuz

etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir (67).

1.2.1.3. Gidalarda Akrilamid Olusumunun Azaltilmasi

Akrilamid olusumu i¢in ana bilesenler indirgen sekerler ve asparajin
aminoasididir. Bu maddeler yiiksek 1sida birakildiginda akrilamid olusumuna neden
olurlar. Gida maddelerindeki diizeylerini maddenin ¢esidi, 1s1ya maruz kalma siiresi,
sicaklik, nem orani, pH, 1sitma ortami ve depolama gibi faktorler 6nemli derecede
etkilemektedir (8, 13, 127, 132, 150, 156). Gidalarin yagda kizartilmasi sirasinda da
akrilamid olugsmaktadir. Bu tip olusumlarda kullanilan yagm cesidi etkili
olabilmektedir. Akrilamid olusumunu Onlemek i¢in bu faktorlerin tamamimnin goz

oniine alinmasi gerekmektedir (13, 64).
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Akrilamidin gida igerisinde olusumunu 6nlemek i¢in tercih edilecek en uygun
yontem, islem siiresince olusum kosullarini engellemektir. Yiksek 1siya maruz
birakmamak, yakmamak ve kizartmamak bunlar arasinda gelmektedir. Farkli pigirme
yontemlerini tercih etmek oOnerilebilir. Ayrica suda bekletme ve katki maddeleri
ekleme gibi 6n islemler gidalara uygulanabilmektedir.

Indirgen sekerler ve sebest aminoasitler, Maillard reaksiyonu sonucu esmer
bir renk alirlar. Bu esnada akrilamid olugmaktadir. Pigirilme ile bu durum arasinda
dogru bir iliski vardir. Pigirme ise yiyecek maddelerine lezzet katmaktadir (8). Bu
nedenle alisilmis lezzet aligkanliklarindan vazgegmek ve gidalar1 fazla kizartmamak
gerekir. Bu islemleri yaparken gidalarin organoleptik 6zelliklerini de gdéz Oniine
almak sarttir. Lezzeti etkilemeyecek pisirilme sekilleri gelistirilmeli yada toplumlarmn

damak zevkleri degistirilmelidir (151).

1.2.2. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde dogal olarak bulunurlar. Bitkilerin normal
gelisimi sirasinda sentez edilen ikincil metabolitlerdir. Bitkilerdeki diizeyleri bitkinin
cesidine ve cevre faktorlerine gore degisiklik gosterir. Genellikle birden fazla
hidroksil grup iceren bir veya daha fazla aromatik halka bulunduran kimyasal
maddelerdir. Cok cesitli yapida olup, hiicrelerin bazi1 fonksiyonlarinda gorev alirlar
(108, 126). Fenolik bilesikler bitkileri UV 1smlarindan, hastalik ve diger zararl
etkenlere kars1 korumaktadir. Bliylime ve gelismeye yardim ederler. Ayrica renk ve
aromaya katkida bulunurlar (61). Fenolik bilesiklerin en fazla bulundugu gidalarin
basinda meyveler gelmektedir. Meyve tiirii, cinsi, ¢evresel ve iklimsel kosullar,
toprak ¢esidi, biiylime mevsimi, bitki hastaliklar1 gibi etkenler meyvelerdeki fenolik
bilesik icerigini etkilemektedir. Benzer faktorler diger bitkiler i¢in de gegerlidir
(140).

Fenolik bilesiklerin besin olarak dogrudan yiiksek bir O6neme sahip
olmadiklar1 diisiiniiliir (yapisal agidan). Ancak {istlendikleri fonksiyonlarin saglik
iizerine olumlu etkileri vardir (fonksiyonel agidan o6nemli). Bitkilerde bulunan

flavonoidler ve diger polifenolik bilesiklerin antioksidan etkileri 6zellikle 6nemlidir.
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Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri, metallerle selat olusturmalari, serbest
radikalleri baglamalar1 ve bazi enzimleri inaktive etmeleriyle agiklanmaktadir (181).

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Flavanoidler, bitkisel ¢aylarin, meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda
bulunan polifenolik yapilardir. Antioksidan etkilidirler. Fenolik bilesiklerden bazilar
meyve ve sebzelerin lezzetinin olugsmasinda etkilidirler. Bazilar1 ise meyve ve
sebzelerin sari, sari-esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin olugmasini
saglamaktadirlar. Meyve ve sebzelerin islenmelerinde enzimatik etkilesim
esmerlesme sorunu dogurabilir. Meyve ve sebzelere, ayrica bunlardan elde edilen
iriinlere renk, lezzet ve antioksidan Ozellik kazandirdiklarindan, gidalarda istenen
diizeylerde bulunmasi beslenme agisindan ¢cok dnemlidir (34).

Meyveler, 6zellikle icerdikleri fenolik bilesikler nedeniyle antioksidatif ve
antimikrobiyal etkiye sahiptirler. Saglik lizerine olumlu etki yapan fonksiyonel gida
maddeleri olarak degerlendirilmektedirler. Beslenme fizyolojisi agisindan viicut
iizerine olumlu etki yaptiklar1 i¢in fenolik bilesiklere "biyoflavonoid" adi da
verilmektedir. Baz1 kaynaklarda flavonoidler P faktorii (permeabilite faktorii) veya P
vitamini olarak da adlandirilmaktadir (34, 135). Fenolik bilesikler enzim
inhibisyonuna da neden olmaktadirlar. Fenolik bilesikler degisik gidalarda kalite
kontrol kriteri olmalar1 nedeniyle biiylik 6nem tagimaktadirlar (135). Bitkilerde dogal
olarak sentezlenen fenolik maddelerin en genis ve en yaygin grubunu flavonoidler
olusturur. Bunlarin disinda bitki kokenli fenoller, fenolik asitleri, basit fenolleri,
stilbenleri, kumarinleri, hidrolize ve kondense tanenleri, lignan ve ligninleri

icermektedir (108).
1.2.2.1. Fenolik Asitler

Benzoik ve sinamik asitler olmak tizere iki gruptan olusmaktadirlar. Sinamik
asitler alt1 karbonlu benzen halkasmin bir numarali karbon atomunda iki karbon ve
bir karboksil grup tasirlar. Meyvelerde yogun bir sekilde goriilen sinamik asitler
arasinda, kafeik asit, ferulik asit ve kumarik asit sayilabilir. Meyvelerde sinamik
asitler ~ serbest  bulunabilecekleri gibi daha ¢ok esterlesmis  halde
bulunabilmektedirler. Kafeik asitin kuinik asit ile meydana getirdigi ester olan

klorojenik asit bitkilerde en yaygin goriilen sinamik asit tiirevidir (15, 108).
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Meyvelerde benzoik asit tiirevleri cogunlukla ester halde bulunmaktadir.
Benzoik asitler alt1 karbonlu benzen halkasmin bir numarali karbon atomunda bir
karboksil grup tasirlar. Benzoik asit tiirevlerinden en Onemlileri, salisilik asit (2-
hidroksibenzoik asit), p-hidroksibenzoik asit (4-hidroksibenzoik asit), protokatesik
asit (3,4-dihidroksibenzoik asit), vanilik asit (3-metoksi-4-hidroksibenzoik asit) ve
gallik asit (3-4-5-trihidroksibenzoik asit) dir (15, 108).

o °H o. OH
R, j/
Rs Rs
R,
Rs R;
Ra
Benzoik Asit Sinnamik Asit

Sekil 1. 6: Fenolik Asitlerin Temel Kimyasal Yapis1

Lifli materyaller yiiksek oranda flavon ve fenolik asit icermektedirler.
Kumarik asit ve ferulik asit gibi fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri diisiiktiir.
Kafeik asit ve klorojenik asit ise daha fazla hidroksil grubu tasiyan fenolik
bilesiklerin ise antioksidan aktiviteleri daha yiiksektir. Bunun diginda gallik asit ve

esterleri bilinen en gii¢lii antioksidanlardandir (84).
1.2.2.1.1. Gallik Asit

Gallik asit, fenolik bilesiklerin, fenolik asitler grubuna dahildir. Bilinen
engliclii antioksidandir. Neredeyse biitiin bitkilerde bulunmaktadir. En fazla mazi,
iiziim, cay, serbet¢i otu ve mese kabugunda bulunur. Ozellikle meyvelerin yeni
olgunlasmaya basladigi zamanlarda yogun olarak bulunurlar. Ayrica normal

hiicrelere zarar vermeden, kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gosterir (84).
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Sekil 1.7: Gallik Asitin Kimyasal Formiilii

1.2.2.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusmustur. Diger bir degisle flavonoidler 15 karbon atomu igeren
difenilpropan (Ce-Cs-Cs) yapisindadirlar. Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplar1
oldukca reaktiftir ve bu grup kolaylikla sekerlerle birlesir. Bu nedenle bitkilerde
glikozidler halinde bulunur (18). Latince sar1 anlamma gelen flavus’dan isimlerini
almiglardir. Genellikle sar1 renkli olan bu bilesiklere bu nedenle flavonoidler adi
verilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 4000’den fazla flavonoid izole edilmis ve
yapilar1 agiga ¢ikarilmistir. Flavonoidlerin ¢ogu antioksidan aktivite gostermektedir.
Cogu flavonoid, meyve ve sebzelere kirmizi, turuncu, sari, mavi ve mor renk
vermektedir. Yesil cayda bulunan flavonoidlerden olan EGCG (epigallokatesin galat)
antikanserojen etkileri konusunda dikkat ¢cekmektedir (108).

Bitkilerde dogal olarak olusan flavonoidler, kimyasal yapilar1 goz oniine
almarak alt1 gruba ayrilirlar. Bunlar flavanon, flavonlar, izoflavonoidler, flavanlar
(flavanoller), antosiyaninler ve flavonoller’dir (101, 120).

Flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri genel olarak {i¢ sekilde ortaya c¢ikar.
Kimyasal maddelerle birleserek (birincil antioksidan), metallerle selat olusturarak ya
da siiperoksit anyonunu yakalayarak antioksidan 6zellik gosterirler. Sonugta serbest
radikallerin etkisini gidermektedirler. 3°-4°-5’ durumundaki hidroksil gruplarin
varlig1 tek hidroksil igeren tiirevlere gore antioksidan aktiviteyi artirmaktadir. Ayrica
3-hidroksil gruplar1 ve 2-3 c¢ift baglar antioksidan Ozellik lizerine olumlu etki

yapmaktadir (101).
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Dogal flavonoidlerin yapisinda en fazla yedi hidroksil grubunun bulundugu
belirlenmistir. Flavonoidlerin yapisinda bulunan hidroksil gruplari, reaktif
ozelliklerinden dolay1 kolay bir sekilde seker ve alkil gruplariyla birlesir. Bundan
dolay1 flavonoidlerin metoksi ve glikozit tiirevlerine bitkilerde fazla rastlanilmaktadir

(43).

Sekil 1.8: Flavonoidlerin Genel Yapis1
1.2.2.3. Antosiyaninler

Antosiyaninler 2-fenilbenzopiril’in polihidroksi ve polimetoksi tiirevlerinden
olusan glikozitlerdir. Bu yapi, seker (mono-di-tri sakkaritler) ve seker olmayan
(aglikon) maddelerin birlesmesi sonucu olusmaktadir. Ayrica yapilarinda
heterosiklik bir halka olan pirilyum katyonu bulunmaktadir. Pirilyum katyonu
yapisinda pozitif yiikli oksijen tasiyan bir oksonyum iyonudur. Bu eksik elektron
tasimalar1 nedeniyle antosiyaninler aktif bilesiklerdir. Antosiyaninlerin seker
olmayan bolimii antosiyanidinler (C¢-C3-Cg) olarak  adlandirilmaktadir.
Antosiyanidinler farkli asit veya sekerlerle, ¢esitli sekillerde baglanarak ¢ok sayida
antosiyanin olusturabilmektedirler (89).

Antosiyaninler suda ¢oziinen, sebze ve meyvelere pembe, mor ve kirmizi
renk veren pigmentlerdir. Antosiyaninler tasidiklar1 seker ve bunlarm baglanma
durumlarmma gore cok sayida tiirevleri vardir. Dephinidin, siyanidin, pelargonidin,
malvidin, peonidin ve petunidin en ¢ok tanman antosiyanidin tiirevlerindendir.
Antosiyanidinlerden meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan alti1 adedinin

kimyasal yapisi sekil 8’de gosterilmistir (34, 143).
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Reaktif olmalar1 nedeniyle bitkilerde bulunan dogal antosiyaninler,
antosiyanidinlerin glikozitleri halinde bulunmaktadirlar. Bu glikozit yapida aromatik
veya alifatik asitler bulunabilir. P-kumarik asit, kafeik asit, ferulik, sinapik asit,
gallik veya p-hidroksibenzoik asitler ile agillenme antosiyaninlerin stabilitesini
artirmasi acgisindan 6nemlidir (168).

Genellikle antosiyaninler dogal renklendirici olarak kullanilmaktadirlar.
Uziimden elde edilen antosiyanin ticari amagli mor ve kirmizi renklendiriciler olarak
alkolli icecekler, alkolsiiz i¢ecekler, meyve suruplari, meyve konserveleri, sarap,

tath ve yogurtlarda kullanilmaktadir (168).

3 4 5’
Pelargonidin  H OH H
Siyanidin OH OH H
Delphinidin OH OH OH
Peonidin OMe OH H
Peturidin OMe OH OH
Malvidin OMe OMe OMe

Sekil 1. 9: Cok Bilinen Bazi Antosiyaninleri Kimyasal Yapisi
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1.2.2.3.1.Pelargonidin

Pelargonidin, bir antosiyanidindir. Bitki pigmentinin yapisina girer.
Karakteristik olarak portakal renginin degisik tonlarinit verir. Kirmizi itir ¢igegi,
olgun ahududu, cilek, yaban mersini, bogiirtlen ve eriklerde bulunur. Antioksidan

etkisiyle taninir (89).

Sekil 1. 10: Pelargonidinin Kimyasal Formiilii (C;sH;,0s:, Molekiil agirlhigi: 271.23
g/mol)

1.2.3. Genotoksisite

Her canli tiirliniin kendine has genetik bilgisinde gen rekombinasyonundan
baska sebeplerle ani olarak ortaya c¢ikan kalitsal degisikliklere mutasyon
denilmektedir. Mutasyonlar dogada kendiliginden olugsmasinin yan1 sira, mutajen adi
verilen fiziksel ve kimyasal etkenler tarafindan da meydana getirilebilirler.
Mutajenler DNA molekiiliinde bircok hasar olustururlar. Bu hasarlarm bir kismi
hiicrede 6zel mekanizmalar ile onarilmaya calisilir. DNA’da meydana gelen
hasarlarin bircogu onarilabilmektedir. Bazen hiicrenin 6liimden kurtulabilmesi i¢in
DNA’da meydana gelen hasarlar mecburen yanlis olarak da onarilabilir. Bazen de
onarim mekanizmalarinin ¢alismasini kontrol eden genlerdeki mutasyon sonucu ya
da yas, hastaliklar, beslenme, 1s1 gibi sartlarin olumsuz etkisiyle DNA’da meydana
gelen hasarlar onarilmadan kalabilir. Bunun sonucu o hiicrede mutasyona neden olur.
Mutasyon sonucu ¢esitli bozukluklar ortaya ¢ikar. Kanser ve hiicre 6liimii bunlar

arasindadir. Mutasyonlar bazen canlida iistlin bir karakterin ortaya ¢ikmasia neden
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olabilir. Ancak genellikle canlilar i¢in olumsuz olan 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina
sebep olmaktadir (62,87).

Canlilarin DNA’larinda olusan hasarlar, diger bir degisle mutasyon, Ames
testi, in vivo memeli fare kemik iligi kromozom aberasyon testi, in vivo memeli
eritrosit mikronukleus testi, in vitro memeli hiicre gen mutasyon testi, bakteri
kullanarak yapilan geri mutasyon testleri ile belirlenmektedir. in vitro memeli
kromozom aberasyon, kardes kromatid degisimi ve mikronukleus testi, DNA’da
olusan hasarin ve genotoksik etkilerin sitogenetik acidan arastirilmasinda en fazla

kullanilan yontemlerdendir (109).

1.2.3.1. Kromozom Aberasyonlar

Kromozomlarin yap1 ve sayisindaki degisimlere kromozom aberasyonlar:
(KA=CA) denir. Bu tiir degisiklikler sonunda genlerin say1 ve yerlesim diizenleri
degisir. Farkli genotipik ozellikler ortaya ¢ikar. Kromatid kirigi, kromozom kirigi,
fragment, disentrik kromozom, halka kromozom, kardes kromatid birlesmesi,
translokasyon, inversiyon, izokromozomlar yapisal kromozom aberasyonlaridir.
Yapisal kromozom aberasyonlari, aberasyonun kromozomun bir veya iki
kromatidinde goriilmesine bagli olarak ikiye ayrilwr. Eger aberasyon tek bir
kromatidde goriiliiyorsa, kromatid tip, her iki kromatidinde goriiliiyorsa kromozom
tip aberasyon denir. Bu aberasyon tipleri, mutajen uygulamasmin yapildig:1 hiicre
siklusu sathasina ve kullanilan mutajenin c¢esidine bagli olarak degismektedir.
Ornegin, eger iyonize 1sinlar, hiicre G1 sathasinda iken etki ederse, kromozom tip
aberasyonlar, hiicre G2 sathasinda iken etki ederse, kromatid tip aberasyonlar ve
hiicre S sathasinda iken etki ederse her 2 tip aberasyonlar meydana gelebilmektedir
(109).

Sekil 1.11°de goriilen terminal delesyon, kromozomun tek bir kolunun
kirilmasi ile olugsmustur. Kirilan parca ilk mitozda asentrik fragment seklinde
goriiliir. Asimetrik par¢a degisimi, ayni kromozomun iki kolunda kirilma olmasi ve
kromozomun kirilan iki kolunun birbirine, kirilan iki parcanin da birbirine yapismasi

ile olusur ve mitozda halka kromozom ve fragment seklinde goriiliir (109).
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Sekil 1.11: G1 fazinda yapilan 1sinlamalar sonucu meydana gelebilecek kromozom
tipi aberasyonlar ile bunlarin ¢esitli yapisma olasiliklar1 ve S fazini izleyen mitozda
saptanan goriintiileri. a)Terminal delesyon, b)Ayni kromozomda simetrik parca
degisikligi, c)Ayni kromozomda asimetrik parca degisikligi, d)Farkli kromozomlar
arasinda simetrik par¢a degisikligi, e)Farkli kromozomlar arasinda asimetrik parga

degisikligi (116).

Homolog olmayan kromozomlar arasinda meydana gelen karsilikli parga
degisimine translokasyon denilmektedir. Farkli kromozomlar arasinda simetrik parca
degisiminde, sonraki mitozda goriilebilir bir degisiklik meydana gelmezken,
asimetrik parca degisiminde, sonraki mitozda bir disentrik kromozom ve iki asentrik
fragment goriiliir.

Sekil 1.12°de G2 sathasinda; 1sinlara bagli meydana gelen, kromatid
aberasyonlar; terminal delesyon, izokromatid delesyon, ayni veya farkli

kromozomlar arasinda simetrik ve asimetrik parca degisiklikleri goriilmektedir.
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Sekil 1.12: Kromozom eslesmesi tamamlandiktan sonra, G2 fazinda yapilan
isinlamalar sonucunda meydana gelebilecek kromatid tipi aberasyonlar ile bunlarin
cesitli yapisma olasiliklar1 ve sonraki mitozda saptanan goriintiileri. a)Terminal
delesyon, b)izokromatid delesyon c)Ayni kromozomda simetrik parca degisikligi,
d)Ayn1 kromozomda asimetrik parca degisikligi, e)Farkli kromozomlar arasinda
simetrik parca degisikligi, f)Farkli kromozomlar arasinda asimetrik parca degisikligi,
g)Triradial aberasyon (116).

Sekildeki terminal delesyon, sonraki mitozda terminal kromatid delesyon ve
asentrik fragment seklinde goriilmektedir. Izokromatid delesyonlar, bir kromozomun
iki kardes kromatidinde ayn1 hizada kirilma meydana gelmesi sonucu olugsmaktadir.
Bunun sonucu mitozun anafaz sathasinda koprii ve asentrik fragment olusabilir.
Diger bir olasilikta ise sadece fragmentler birbirine yapisir, metafazda bir fragment
seklinde goriilir. Baska bir olasilikta ise, kirilan kromozomun iki kromatidinin

sadece uclar1 yapisir ve kirilan pargalar yapismaz. Buna ek olarak, hi¢cbir yapismanin
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olmamas1 durumu ile de karsilasilabilir. Simetrik parca degisikligi bir kromozomun
aynt kromatidinde kirilma meydana gelmesiyle ve ardindan kirilan parcalarin
karsilikli yer degistirmesi ile olusur. Mitozda goriilebilir bir degisiklik olmaz. Eger
kromatidlerin kirik uclar1 birbirine, kirilan iki asentrik par¢a da birbirine yapisirsa
asimetrik parca degisikligi gerceklesir. Bunu izleyen mitozda kardes kromatidlerden
birisi normal digeri halka kromozom ile asentrik fragment seklinde goriiliir. Farkl
kromozomlar arasinda simetrik ve asimetrik parca degisiklikleri goriilmektedir.
Simetrik degisiklikte, iki ayr1 kromozomun birer kromatidinden kopan pargalar
karsilikli yer degistirirler. Mitozda goriilebilir bir degisiklik olmaz. Eger kirilan
parcalar birbirlerine ve kromatidlerin de kirilan uglar1 birbirlerine yapisirsa, takip
eden mitozda bu durum bir disentrik kromozom ve asentrik fragment seklinde
goriiliir. Triradial aberasyonlar, bir kromozomun tek kromatidinde, diger
kromozomun iki kromatidinde (izokromaid) kirilma meydana gelmesi ve
izokromatid kirilma sonucu meydana gelen asentrik pargalarin, tek kromatid
kirilmasi ile olusan kirik ucglara yapigsmasiyla meydana gelir. Mitozda 3 kollu bir
kromozom ile izokromatid delesyon seklinde izlenir. Bunlardan baska olusan
kromozom aberasyonlarindan biri olan inversiyonlar, bir kromozomun kopan bir
parcasinm 180° déniip tekrar ayn1 kromozoma yapismasiyla olusur. Izokromozomlar
ise kromozomun sentromer bdlgesinden kromozom tipi enine bir kopmanin olmasi
sonucu olusur. Her iki kromatidinin genetik bilgileri ayni olan yeni bir kromozom
meydana gelir. Gap, kromozomda kromatid kalinligina esit ya da ondan daha dar
boyanmamis (akromatik) bolgelere verilen isimdir. Kromozomdaki boyanmamis
bolge kromatid kalinligindan fazla ise kromatid kirik olarak kabul edilmektedir
(163). Gaplar da kiriklarda oldugu gibi izokromatid veya kromatid gap seklinde de
olabilir. Her iki kromatidde de gap varsa izokromatid gap, tek bir kromatidde gap
varsa kromatid gap denir. Elektron mikroskobu calismalarinda, gap bolgelerinde
(akromatik bolgelerde) baglantinin oldugu saptanmustir. Ozellikle DNA sentezini
inhibe eden bazi kimyasallar, yiiksek siklikla gaplara neden olurlar (109). Spiral
¢oziilmesi, kromozomda soluk boyanan bolgelerdir. Gap’a gore daha genis bir alani
kapsar. Kromozomlarin kontrole gore boylarmin ¢ok kisalmasi ve kalmligmin
artmasina kromozom kontraksiyonu denir. Bu olay kimyasal maddenin histon

proteinlerine etki ettigini gostermektedir (163).
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1.2.3.2. Mikroniikleus (MN)

Mikroniikleus (MN) olusumu ilk kez Howell ve arkadaslar1 tarafindan
eritrositlerde tespit edilmistir. Jolly tarafindan tanimmlanmis oldugu icin MN’a
Howell-Jolly cisimcigi adi da verilmektedir. Mikroniikleus, hiicre bdliinmesi
srasinda  serbest kalan kromozom fragmenti, kromozom parcasidir. Bir
niikleoplazma ile sarilarak sitoplazma icerisinde ana niikleusun yaninda yer
almaktadir (58). Organizmanin ¢esitli mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara
maruz kalmasi sonucu DNA harabiyetine bagli olarak olugsmaktadir. Diger bir degisle
hiicrelerde goriilen MN, DNA hasarmin bir gostergesidir. Genetik hasar tespitinde
kullanilmaktadir. MN testinin giinlimiizde 6nemi anlasilmis, Biyoloji, Farmakoloji-
Toksikoloji ve Biyokimyasal arastirmalarda kullanilmaktadir. Kanser riskinin
tespitinde oldukca Onemlidir. Erken teshis radyo ve kemoterapideki basariy1
artirmaktadir (60). MN testi, glinlimiizde DN A’daki hasar oraninin in vivo ve in vitro
olarak belirlenmesinde, en ekonomik ve pratik tekniklerden biri haline gelmistir (58-
60, 160, 179).

Klastojenik etki sonucu olusan ve asentrik kromozom fragmentleri igeren
MN’larin, aneujenik etki sonucu olusan tam bir kromozom iceren MN’lardan daha
kii¢iik oldugu kabul edilmektedir (136).

Mikrontikleus teknigi, kemik iligi, insan periferik kan lenfositleri ve yanak
mukoza hiicrelerinde kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini belirlemek icin
kullanilmaktadir. Bu teknik basit ve kisa zaman almaktadir. DNA harabiyeti
konusunda giivenilir bilgi vermektedir. Bu 6zellikleri teknigi 6nemli hale getirmistir
(59, 160, 179). Bir¢ok kanser tipi ile kromozom diizensizlikleri arasinda baglanti
oldugu bilinmektedir. Bu amacla kanserli olgularda teshis amaciyla mikroniikleus
testi yapilmaktadir. MN testi ile genotoksisitenin derecesinin belirlenmesine de
hizmet etmektedir. Tedavide kullanilan iyonize radyasyonun zararli etkileri
bilinmektedir. Iyonize radyasyonla tedavi esnasindaki sitotoksik etkiler MN testi ile
belirlenebilmektedir. Bu nedenle MN testi, hem kanserin teshisinde hem de tedavi
sirasinda kullanilabilmektedir (20, 128, 147).

MN testinin yaygin olarak kullanildigi bir alan ise yaslanmanin tespiti
iizerinde yapilan calismalardir. Yas artisiyla andploidi siklig1 arasinda yakin bir iliski

s0z konusudur. Bireyin kromozomlar1 yasam icerisinde maruz kaldig1 cevresel
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ajanlarm etkisiyle normal bdliinmeden saptig1 tespit edilmistir. Her hiicrenin mitotik
aktivitesi yas ilerledikge yavaslamakta ve mitoz bélinmede ig iplikgiklerinde
katalizOr gorevi yapan enzimlerde dejenerasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (26, 50, 99,
159, 169).

Mikrontikleus teknigi genotoksik ajanlarin etkisini arastirmak i¢in gelistirilen
sitogenetik bir yontemdir. Bu yontem 1950’lerde bitki, 1970’lerde hayvan
hiicrelerinde ve 1976’da da kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde kromozom
hasarlarinin belirlenmesinde kullanilmistir (46). MN testinin basit ve pratik olmasi,
kimyasal mutajenlerin hiicre bdliinmesi swrasinda olusturduklar1 genotoksik etkinin
belirlenmesinde kullanilan giincel bir yontemdir (172). Von Ledebur ve Schmid
1973’te, Heddle ve Countryman 1976’da, Hogstedt ve Karlsson 1985°te ortaya
koyduklar1 ¢esitli modifiye metotlarla andploidiye yol agan ajanlar ile klastojenleri
birbirinden ayirmada MN testinden faydalanmislardir (78, 83, 175). Bu arastiricilar
klastojenlerce olusturulan MN’larin asentrik kromozom fragmentleri igerdigi ve
kiigiik oldugu, aneujenlerce meydana gelenlerin ise tam kromozom igerdikleri ve
daha biiyiik olduklarmi tespit etmislerdir (46). Fenech ve Morley tarafindan 1985 ve
1986 yillarinda Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-Blocked) Metodu gelistirilmistir (46,
55, 57). Kromozomlarin sentromerini tanimlamak i¢in, Norppa tarafindan 1993
yilinda, MN arastirmalarinda in situ hibridizasyon (ISH) teknigi ilk defa
uygulanmigtir (112).

Fare Kemik iligi MN Yontemi

Fare kemik iliginde mikroniikleus testi, ilk olarak 1970’de Boller ve Schmid
gerceklestirilmistir. Heddle tarafindan bu test 1973 yilinda tekrarlanmistir (80).
Kemik 1iligi, hematopoietik bir dokudur. Hematopoietik hiicrelerin c¢ogalmasi
sirasinda bir kimyasalin uygulanmasi, mitotik ig ipliklerinin baskilanmasma veya
kromozom hasarina yol agmaktadir (114).

Bu test, kimyasal maddelerin etkilerine bagli olarak, hasar gormiis
kromozomlarda ortaya c¢ikan kiicik nukleuslarin (MN) belirlenmesi temeline
dayanmaktadir. Olusan MN ¢ekirdegin yaninda sitoplazmada kalmaktadir. Fare

kemik 1ligi mikroniikleus testinde eritrositler kullanilmaktadir. Eritroblastlar
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PCE’lere (polikromatik eritrositler) doniistiiglinde mitozdan yaklasik 6 saat sonra
nukleuslarim1 kaybederler. Dolayisi ile MN’u belirlemek daha kolay olmaktadir
(104). Mikroniikleus yilizdesini belirlemek i¢in, polikromatik (PCE) ve
normokromatik eritrositler (NCE) kullanilir (173). Eritropoez sirasinda meydana
gelen niikleus hasarin1 tespit etmek icin kullanilan bu eritrositler, boyanma
ozelliklerinden dolay1 kolaylikla ayirt edilebilmektedir (122).

PCE, yeterince gelismemis ve olgunlasmamis eritrosit demektir. Gelisimin
ara sathasindadirlar ve ayrica ribozomlar1 vardir. NCE, yeterince gelismis ve
olgunlasmis eritrositlerdir. Periferal kanda yaklagik bir ay kalirlar ve ribozomlar1
yoktur (104). PCE’ler, May Griinwald-Giemsa ile maviye, NCE’ler ise kirmizi renge
boyanirlar. Asagidaki resimde (Resim 1.1) PCE, NCE ve mikroniikleus tasiyan PCE

hiicresi goriilmektedir.

MNPCE

10 pm

Resim 1.1: PCE, NCE ve MN tasiyan PCE (MNPCE)
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Mikrontikleuslarin degerlendirilmesi bazi kriterlere goére yapilmaktadir.
Mikroniikleusun c¢ap1, eritrosit nukleusunun yarisindan daha az olmaldwr. Sekli
genellikle yuvarlaktir, ama bazen oval, halka ya da badem seklinde olabilir (139).
MN’un c¢evre smirlar1 ¢ogunlukla agiktir. Heddle vd. (1983) gore, eritrosit
populasyonunda MN’un % 6’dan fazla olmasi, kullanilan kimyasal maddenin
genotoksisitesini (79, 122), PCE/NCE oranindaki azalma ise, kimyasal maddenin
sitotoksisitesini belirlemektedir Schmid’e (1975) gore ise, normal kemik iliginde
PCE/NCE oran1 genellikle 1:1°dir (41, 139). Nukleuslu hiicrelerin olgunlasmas1 ve
boliinmesi iizerine sitotoksik etkiler meydana geldigi zaman, kemik iliginde bosluk
olugmasi sebebiyle, PCE/NCE oraninda azalma olabilmektedir (65, 138).

Sican kemik iliginde PCE’lerin yasam siiresi 10-33 saat arasindadir (39, 134).
MN’lu PCE sayist aneujenler ve klastojenler uygulamalarindan sonra sirasiyla 6 ve
10 saat daha uzamaktadir (38, 74, 171). Aneujenik veya klastojenik kimyasal
maddeler ile muameleden 24 ve 48 saat sonra MN’li PCE’ler kemik iliginde tespit
edilebilirler (172). Bu nedenle, bir kimyasal maddenin toksik etkisini tespit etmek
icin, farede in vivo MN testi, kimyasal madde canliya uygulandiktan sonra, her biri
12 ve 72 saat araliginda olmak iizere ic muamele siiresi onerilmektedir (48, 113).

Kemik iligi yontemi: Canliya kimyasal madde uygulanir, muamele siiresinin
sonunda hayvan servikal dislokasyon ile 6tanazi edilir, fetal calf serum ile femurdan
kemik iligi c¢ikarilir, santrifiij edilir, slipernatant atilir, pipetaj yapilir, yayma
preparatlar hazirlanir, fiksasyon ve boyama isleminden sonra mikroskobik inceleme

yapilir. Uygulama sekil 1.13’de 6zetlenerek verilmistir.
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/ Test maddesi
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¢/Felul call serum
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preparat
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/ ?/ /
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v

Mikroskopta incelenir

Sekil 1.13: MN testi yapilis1 (66)
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Sitokinezi Engellenmis MN yontemi

Sitokinezi-blok MN (CBMN; Cytokinesis Block MicroNucleus) analizleri,
Cyt-B’nin (Cytochalasin-B) hiicre boliinmesini sitokinez evresinde durdurmasi
ozelligine dayanmaktadir (60, 160, 179). Cyt-B, Helminthosporium dermatioideum
tiri mantardan elde edilen bir ekstraktir. Sitokinez evresinde Cyt-B, aktin
filamentlerini etkileyerek hiicre boliinmesini durdurmaktadir. Cyt-B, bu etkisini aktin
filamentlerin ucuna baglanip, aktinin polimerize olmasmi Onleyerek gerceklestirir
(14, 99, 159, 162, 169). Yapilan bir g¢alismada hiicre Kkiiltiirline sitoplazma
boliinmesini durduran bir aktin inhibitorii olan cytochalasin-B, mitoz esnasinda ilave
edildiginde ¢ekirdek boliinmesinin tamamlanmadig: belirlenmistir (95). Sitoplazmik
bolinmesini  gerceklestiremeyen ¢ift c¢ekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak
sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani1 saptanabilmektedir. Preparat
iizerinde incelenen alanlarda, kiiltiir siiresi i¢inde ikinci boliinmesini tamamlayan 4

cekirdekli hiicrelere de rastlanabildigi tespit edilmistir (95).

Mikronukleus hesaplama kriterleri

Insan lenfositlerinin sitokinezinde bloklanan mikroniikleuslarmn hesaplanmasi
icin Oncelikle hiicre tiplerinin belirlenmesi gereklidir. Hiicreler, mononiikleus,
biniikleus, multiniikleus, apoptotik veya nekrotik hiicre tipinde olabilirler.
Mononiikleuslu hiicrelerin  kiiciik sitoplazmalari, biiyiik niikleuslar1 vardir.
Biniikleuslu hiicreler ise es biiytlikliikteki iki hiicre ¢ekirdegi tasirlar. Bu tip
hiicrelerde iki niikleus niikleoplazmik kopriiyle (NPB) birlesmis olabilir. Niikleuslar
birbirleri ile temas halinde veya iist iiste olabilir. Multiniikleuslu hiicreler i¢, dort
veya daha fazla farkli biiytikliikte niikleus tasirlar. Bu tip hiicreler pek cok sayida
MN igerebilirler. Sitokinezde bloke edilmis hiicrelerin CBMN frekansi tespit
edilirken asagidaki 6zellikleri g6z Oniine alinir.

- MN sayimlar1 BN’lu ( Biniikleus) hiicrelerde yapilir.
- MN’larin ¢ap1, ana niikleusun yar1 capmnin 1/16 ile 1/3’°1i kadar olmalidir.
- MN’m alani ana niikleusun alanmin 1/256 ile 1/9’u arasinda olmalidir.

- MN’lar ana niikleusa bagli olmamalidir.
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- MN’larin ¢ogu niikleuslarin arasindadir ama ayn1 zamanda hiicrelerin kutuplarinda
da olabilir.
- MN’larin yapilar1 kiiciik niikleuslara benzer. Fakat boya veya yanilmalara neden
olabilecek kabarciklar ve noktalar MN olarak kabul edilmemelidir (59).
Degerlendirmede g6z Oniine alinacak kriterler Sekil 1.14°de gosterilmistir.
Klastojenlere maruz kalmis BN hiicrelerde niikleoplazmik kopriiler tespit
edilebilir. Bu kopriiler iki niikleusu birlestirmektedir. Kopriilerin kalinligi BN
hiicrelerdeki nukleus capinin 1/3 - 1/25°1 arasinda degisebilmektedir (59)

-9 @ :‘“ {"i\

Sekill.14: CBMN(Cytokinesis Block MicroNucleus) Dagilimi; 1.Binukleuslu
hiicre, 2. Bir MN‘lu BN hiicre, 3. iki MN ‘lu BN hiicre, 4. U¢ MN ‘lu BN hiicre, 5.
Do6rt MN‘lu BN hiicre, 6. NPB’li BN hiicre, 7. Bir niikleoplazmik koprii ve bir
MN‘lu BN hiicre, 8. Bir niikleoplazmik koprii ve iki MN‘lu BN hiicre, 9. Iki
niikleoplazmik koprii, 10.1ki niikleoplazmik képrii ve bir MN ‘lu BN hiicre, 11. Iki
niikleoplazmik koprii ve ikt MN’Iu BN hiicre (56, 59).

Hiicre boliinme kinetigi temel alinarak, asagida belirtilen modifiye edilmis
yontemle NDI (Nuclear Division Index:Niikleer Bolinme Frekansi) ve NDCI
(Nuclear Division Cytotoxicity Index:Niikleer Boliinme Sitotoksite Frekansi) ile
hesaplanabilmektedir. ~ Bu  sekilde lenfositlerin ~ mutajenik  aktiviteleri

belirlenebilmektedir (56, 59).
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NDI: [MI +2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] /N

NDCI: [Ap+Nec+M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)] / N*

Ap: Apoptotik hiicre

Nec: Nekrotik hiicre

M1 : Bir niikleuslu hiicre,

M2 : Iki niikleuslu hiicre,

M3 : Ug niikleuslu hiicre,

M4 : Dort niikleuslu hiicre,

N: Toplam yasayan hiicre,

N* : Toplam hiicre (Yasayan hiicre + Apoptotik hiicre + Nekrotik hiicre)
NDI: Niiclear Division Index (Niikleer Boliinme Frekansi)

NDCIT: Niiclear Division Cytotoxicity Index (Niikleer Boliinme Sitotoksite Frekansi)
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Sekil 1. 15: Sitotoksik ajanin etkisindeki hiicrelerin olas1 durumlar1 (56).
1.2.3.3. Kardes Kromatid Degisimi

Kardes kromatid degisimi, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenite ve
kanserojenite etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilan bir yontemdir. KKD
(Kardes kromatid degisimi), es kromozom lokuslarinda iki kromatid arasinda
meydana gelen ve kromozom morfolojisinde degisiklie neden olmayan, karsilikli
segment degisimi olarak tanimlanmaktadir. KKD testi sitogenetik bir yontemdir.

KKD sikligmin tespit edilmesi, klastojenite, genotoksisite veya genetik instabilitenin
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arastirilmasinda kullanilmaktadir. KKD sikliginda artig, mutasyon ve kanser riskinde
artisin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (51).

KKD ilk defa 1957 yilinda J.H. Taylor tarafindan ortaya konmustur. Yontem
cok zaman alict ve radyoaktivite icermesinden dolayr yaygm olarak
kullanilmamaktadir. Zacharov ve Egolina 1972 yilinda timidin analogu olan 5-
bromodeoksiiiridin’i (BrdU) kardes kromatidleri gostermek amaciyla Cin hamster
hiicre kiiltiirlerinde denemistir. BrdU replikasyon sirasinda yeni yapilan DNA
molekiiliiniin yapisina girmekte, bunun sonucunda Giemsa boyasi ile iki kardes
kromatid farkli olarak boyanmaktadir. Preparat, Giemsa ile boyandiginda BrdU
iceren DNA daha ac¢ik boyanmakta ve floresan mikroskopta mavi yesil renk
vermektedir. KKD sikligininin belirlenmesi, en ¢ok periferik kanda lenfositler
iizerinde gerceklestirilmektedir. Lenfositlerin, bir antijen olan fitohemaglutinin ile
stimule edilerek boliinmeleri saglanmaktadir (51). KKD siiresi boyunca, DNA’nin
duplikasyonu sirasinda kromatidler arasinda parca degisimi ve DNA sarmalinda
kiriklar olusmaktadir. Bu olay, hiicre siklusunun S fazinda normal olarak meydana
gelebilmektedir. Ancak DNA replikasyonunu engelleyen mutajenlerin etkisi altinda
daha sik olmaktadir (51).

KKD sikligmin belirlenmesi hassasiyet gerektiren bir yontemdir. Kiiltiire
ilave edilen BrdU miktarinin degismesi, sonuglar1 6nemli 6l¢iide etkilemektedir (51).

KKD, bir kromozomun kardes kromatidleri arasindaki degisimi ifade
etmektedir. Kardes kromatidler arasindaki parca degisimleri 151k mikroskobu altinda
kolaylikla belirlenip, sayilabilmektedir. KKD sikligi, sayilan kardes kromatid
degisimi sayisinin incelenen metafaz sayisia bdliinmesiyle elde edilmektedir.
Sayilan metafaz en az 30, ideal olarakta 50 olarak bilinmektedir. Kardes kromatid
degisimi sikliginin artmasi, mutajenik etkinin varhigini gostermektedir. Viral
enfeksiyonlar, malign hastaliklarda KKD siklig1 artmaktadir. Ayrica kimyasal
maddeler ve ultraviyole 151gma maruz kalmanin da KKD sikligmi artirdigi
gosterilmistir (51). KKD hiicre bdliinmesi esnasinda kromozom morfolojisinde
degisiklige neden olmamaktadir. Hiicre DNA’s1 genotoksik ajanlar tarafindan zarar

gordiigiinde KKD siklig1 artmaktadir (5).
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Resim 1.2: Kardes kromatid degisimi 6rnegi
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. in-vivo calisma

2.1.1. Materyal

2.1.1.1. Hayvan Materyali (Deney Hayvanlari)

*Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
20.01.2010/ 07 say1l1 izni ile ¢aligma onay1 alindi.

Calismada agirliklar1 20-30 g arasinda degisen, 8 haftalik erkek, Mus
musculus cinsi albino fareler kullanildi. Calismada, mikroniikleus sikligi, mitotik
aktivite ve kromozomal aberasyon analizinin belirlenmesi amaciyla toplam 136 adet
fare kullanildi. Fareler 121° C’ de otoklove edilebilen, polikarbon malzemeden
yapilmis kafeslerde barindirildi. Hayvanlar kafeslere 8’li gruplar halinde yerlestirildi.
Fareler normal fare yemi ile beslenip, su olarak ¢esme suyu kullanildi. Yem ve
sularmin ad libitum olmas1 saglandi. Fareler, 20+ 2 ° C sicaklik, % 50 bagil neme
sahip, sabah 8’den aksam 8’e kadar olan 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik 151k
periyotlu laboratuvar kosullarinda barindirildi. Uygulanacak maddelerin dozu
farelerin giinliik agirliklarina gore tespit edilmis olup, maddeler distile suda

coziilerek intraperinonal yol ile verildi.

2.1.1.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

AKkrilamid

Calismada farelere uygulanan akrilamid (CAS no. 79-06-1) Sigma’dan temin
edildi. Maddenin diger adlar1 Acrylic acid amide ya da 2-Propenamid’dir. Madde
kimyasal olarak CsHsNO yapisinda olup, 71,08 g/mol molekiil agirligina sahiptir.

- Akrilamidden 7,5 mg alindi, hacmi 1,5 ml distile suya tamamlanarak
cozdiiriildii. Bu ¢ozeltiden farelere 50 ul/10 g fare hesabiyla periton i¢i yolla verildi
(25 mg/Kg).
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- Akrilamidden 15 mg alindi, hacmi 1,5 ml distile suya tamamlanarak
¢cOzdiirildi. Bu ¢ozeltiden farelere 50 pl/10 g fare hesabiyla periton i¢i yolla verildi
(50 mg/Kg).

- Akrilamidden 30 mg alindi, hacmi 1,5 ml distile suya tamamlanarak
cozdiirtldi. Bu ¢ozeltiden farelere 50 pl/10 g fare hesabiyla periton i¢i yolla verildi
(100 mg/Kg).

- Akrilamidden 45 mg alindi, hacmi 1,5 ml distile suya tamamlanarak
¢cOzdiirtildi. Bu ¢ozeltiden farelere 50 pl/10 g fare hesabiyla periton i¢i yolla verildi
(150 mg/Kg)

Pelargonidin

Calismada farelere uygulanan pelargonidin (CAS no: 134-04-3) Aldrich’ ten
temin edildi. Fenolik bilesiklerden antosiyanidin grubunda olup, antioksidan etkili bir
maddedir. Diger adi1 3.,4',5,7-Tetrahydroxyflavylium chlorid olup, 306,7 g/mol
molekiil agirhigina ve C;5H;;ClOs formiiliine sahiptir.

Pelargonidinden 0,9 mg alind1 ve distile suda ¢ozdiiriilerek hacmi 1,5 ml’ye
tamamlandi. Bu soliisyondan farelere 50 pl/10 g fare hesabiyla periton i¢i yolla

verildi (3 mg/Kg).

Gallik Asit

Calismada farelere verilen gallik asit (CAS no:149-91-7) Sigma’dan temin
edildi. Fenolik asit grubundadir. Giiglii antioksidan bir maddedir. Diger adi: 3,4,5-
Trihydroxybenzoic acid, Formiilii: C;HOs, Molekiil agirligi: 170,12 g/mol.

Gallik asitten 30 mg tartilarak alind1 ve distile suda ¢ézdiriilerek hacmi 1,5
ml’ye tamamlandi. Bu soliisyondan farelere 50 pl/10 g fare hesabiyla periton ici

yolla verildi (100 mg/Kg).
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Mitomycin C (MMC)

Mitomycin C bu ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanildi (Sigma). Kapali
formulii: C;sHsN4O5’dir.

Mitomisin C 0,6 mg alind1 ve distile suda ¢ozdiiriilerek hacmi 1,5 ml’ye
tamamlandi. Bu soliisyondan farelere ip yolla 50 pl/10 g fare dozda enjekte edildi (2
mg/Kg).

Kolsisin (Colchicine)

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasimnda mitotik zehir olarak Colchicine
(kolsisin) (Sigma cat. No. C9754) kullanild1. Kolsisin ¢ozeltisi steril saf su igerisinde
hazirlandi. Kolsisin ¢ozeltisinden 4 mg/kg dozda 2 saat once hayvanlarin karin zarina
(peritonuna) intraperitonal olarak enjekte edildi. Kolsisin’in baz1 ozellikleri
asagidadir: Kapali formiilii: C2,H,5NOg, Molekiil agirligt: 399.4

-Kolsisinden 1,2 mg alind1 ve distile su ile ¢ozdiiriiserek hacmi 1,5 ml’ye
tamamlandi. Bu soliisyondan farelere ip yolla 50 pl/10 g fare dozda enjekte edildi (4
mg/Kg).

Eter (Dietil Eter, Etoksietan)

Dietil eter, kisaca eter ya da etoksietan olarak da bilinir (CAS No : [60-29-7]).
Kaynama noktas1 diisiik olup, karakteristik bir kokusu vardir. Calismada anestezik
olarak farelerin servikal dislokasyonundan Once kullanmildi. Dietil eterin bazi
ozellikleri asagida verilmistir. Diger Adlari, Etil Eter ve Etil Oksit, Etoksietan, 3-
Oksapentan, Kimyasal Formiilii, C4H;00O (C,HsOC,Hs), Molekiil agirhigi, 74.12

g/mol’diir.

Glasiyal Asetik Asit

KA testinin preparatlarinin hazirlanmasi kullanilan fiksatif soliisyonunda ve

ayrica teratojenik calismalarda fetuslarin boyanmasi i¢in kullanilan boyanin
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hazirlanmasinda da kullanilmistir (Merck). Diger Adlari: Acetyl hydroxide (AcOH),
Hydrogen acetate (HAc), Ethylic acid, Methanecarboxylic acid (CAS No : 64-19-7),
Kapal1 Formiili, C;H40,, CH;COOH, Molekiil Agirligi 60.05 g/mol’diir.

Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak % 0,4’liikk KCI (Merck) kullanildi. Eriyik bidistile su
icinde stok halinde hazirlanip, agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C)
saklandi. Her preparasyondan yaklasik 2 saat 6nce yeterli miktarda alinip, 37 °C’deki

inkiibatorde 1sitildiktan sonra kullanildi.

Fiksatif

KA testi i¢in kullanilan fiksatif, 1 kisim glasiyal asetik asit’in 3 kisim
metanol ile karistirilmasi sonucu hazirlandi. Fiksatif kullanilmadan 15 dakika 6nce
hazirlanmis ve agzi kapali cam bir kapta buzdolabinda (+4 °C)’de saklandi. Her
seferinde preparat yapim isleminden 15 dakika Once taze olarak hazirlanip,

kullanildt.

Sorensen Tampon (Sorensen Buffer) Cozeltisi

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak tizere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanmis olup, ¢alismanin amacina uygun olarak birbiriyle degisik miktarlarda
karistirilarak kullanildi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda kapali kaplarda saklandi.
Tampon A: 11. 34 g KH,PO4250 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriildii (pH=4.8).

Tampon B: 14. 83 g Na,HPO,4.12 H,O 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiirtldi. (pH=9.3).

Giemsa

Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup,

deneylerde Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis olan % 5°lik ve % 10’luk boya



37

eriyigi halinde preparatlarin boyanmasinda kullanildi. % 5’lik Giemsa boyasmin

hazirlanist: 5 ml Tampon A + 5 ml Tampon B + 5 ml Giemsa + 85 ml distile su.

Entellan

Preparat kapatma soliisyonudur (Merck, cat. no. 7961). Preparatlar daimi hale

getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapistirilmasinda kullanildi.
Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol)

KA testinin preperatlarinin hazirlanmasinda kullanilan fiksatif soliisyonunda
kullanild1. Burada fiksatif, 1 hacim glasiyal asetik asit, 3 hacim metanol karigimi
seklinde hazirlanarak kullanild:.
2.1.1.3. Cahsmada Kullanilan Deney Ekipmanlarn

Hassas Terazi

Tartim islemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka

terazi kimyasallarin tartilmasinda kullanild1.

Santrifiij

Devir hiz1 5000 rpm’e kadar yiikselebilen, 15 dk.’lik zaman ayarlayic1 ve 8
tiip kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifiij, calismalarda kullanild1.

Mikroskop
Fotograf makinesi ve kamera monte edilebilen, koordinat cetveli ve

immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler 151k mikroskobu preparat

incelemelerinde kullanildi.
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Etiiv

Elektro-mag M 420 Bp marka 0 °C - 100 °C ayarlanabilir etiiv, deneyde bazi

eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasinda kullanildi.

2.1.2. Metot

Kontrol A hari¢ biitiin gruplara ¢ozeltiler distile su dahil 50 pl/10 g fare
dozunda asagida planlandig: sekilde ip yolla enjekte edildi.

Grup 1. (Kontrol grubu, n=16). Bu grup, negatif grup olarak tutuldu. Ilk 8
fareye hicbir madde verilmedi (Kontrol A). Diger 8 fareye distile su i.p. yolla enjekte
edildi (Kontrol B).

Grup 2. Pozitif Kontrol grubu (n=8). Bu grup pozitif deney grubu olarak
tasarlandi. Farelere intra-peritonal (i.p) yolla, 24 ve 48 saat once 2 mg/kg dozda
Mitomycin-C (MMC) enjekte edilmistir (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger
dort hayvana da 14. giliniin baslangicinda verildi).

Grup 3. 25 mg/kg Akrilamid grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 25 mg/kg
dozdaki akrilamid i1.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin
baslangicinda, diger dort hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 4. 25 mg/kg Akrilamid + 3mg/kg Pelargonidin grubu (n=8). Bu
gruptaki 8 fareye 14 giin boyunca, giinliik 3 mg/kg dozda pelargonidin intraperitonal
yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde farelerin agirliklarma gore 25 mg/kg dozda
akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger dort
hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 5. 25 mg/kg Akrilamid + 100 mg/kg Gallik Asit grubu (n=8). Bu
gruptaki 8 fareye 14 giin boyunca, gilinliikk 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal
yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. gilinde farelerin agirliklarina gore 25 mg/kg dozda
akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger dort
hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 6. 50 mg/kg Akrilamid grubu (n=8) Bu gruptaki 8 fareye 50 mg/kg
dozdaki akrilamid 1.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin
baslangicinda, diger dort hayvana da 14. giiniin baglangicinda verildi).
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Grup 7. 50 mg/kg Akrilamid + 3mg/kg Pelargonidin grubu (n=8). Bu
gruptaki 8 fareye 14 giin boyunca, giinliik 3 mg/kg dozda pelargonidin intraperitonal
yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde farelerin agirliklarma gére 50 mg/kg dozda
akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger dort
hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 8. 50 mg/kg Akrilamid + 100 mg/kg Gallik Asit grubu (n=8). Bu
gruptaki 8 fareye 14 giin boyunca, gilinliikk 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal
yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde farelerin agirliklarma goére 50 mg/kg dozda
akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger dort
hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 9. 100 mg/kg Akrilamid grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 100 mg/kg
dozdaki akrilamit i.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin
baslangicinda, diger dort hayvana da 14. giiniin baglangicinda verildi).

Grup 10. 100 mg/kg Akrilamid + 3mg/kg Pelargonidin grubu (n=8). Bu
gruptaki 8 fareye 14 giin boyunca, giinliik 3 mg/kg dozda pelargonidin intraperitonal
yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde farelerin agirliklarma gére 100 mg/kg dozda
akrilamit verilip 24-48 saatlik etkisine beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda,
diger dort hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 11. 100 mg/kg Akrilamid + 100 mg/kg Gallik Asit grubu (n=8). Bu
gruptaki 8 fareye 14 giin boyunca, gilinliikk 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal
yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde farelerin agirliklarina gore 100 mg/kg dozda
akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger dort
hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 12. 150 mg/kg Akrilamid grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 150 mg/kg
dozdaki akrilamid 1.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin
baslangicinda, diger dort hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 13. 150 mg/kg Akrilamid + 3mg/kg Pelargonidin grubu (n=8). Bu
gruptaki 8 fareye 14 giin boyunca, giinliik 3 mg/kg dozda pelargonidin intraperitonal
yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde farelerin agirliklarma gore 150 mg/kg dozda
akrilamid verilip 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giinlin baglangicinda, diger dort

hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).



40

Grup 14. 150 mg/kg Akrilamid + 100 mg/kg Gallik Asit grubu (n=8). Bu
gruptaki 8 fareye 14 giin boyunca, gilinliikk 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal
yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde farelerin agirliklarina gore 150 mg/kg dozda
akrilamit verilip 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger dort
hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 15. 100 mg/kg Gallik asid grubu (n=8) Bu gruptaki 8 fareye 14 giin
boyunca, giinliik olarak 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal yolla verildi.

Grup 16. 3 mg/kg Pelargonidin grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14 giin

boyunca, giinliik olarak 3 mg/kg dozda Pelargonidin intraperitonal yolla verildi.

2.1.2.1. Kromozomal Inceleme ve Mitotik indeksin Tespiti

Mitotik aktivite, kromozomal incelemeler ve mikroniikleus testi i¢in her bir
ayr1 doz ve kontrol gruplarinda 8 adet fare olmak {izere toplam 136 fare kullanild1
(Agrrliklar: 25-40 g, 8 haftalik, erkek Mus musculus cinsi albino fareler). Farelere
intraperitonal enjeksiyon yapilmadan once tartilip, viicut agirliklarina gore 25, 50,
100 ve 150 mg/kg akrilamid, 3 mg/kg pelargonidin, 100 mg/kg dozdaki gallik asit ve
pozitif kontrol olarak da 2 mg/kg mitomisin-C i.p yolla farelere uygulandi. (Distile
suda hazirlanmistir).

Biitiin gruplardaki farelere 15. giiniin baslangicinda, 6tanaziden 2 saat 6nce 4
mg/kg dozunda kolsisin distile suda ¢oziilerek intraperitonal olarak enjekte edildi.
Hayvanlar eter ile anestezi edildi. Anestezi altindayken servikal dislokasyon yontemi
ile oldiirtilip, femur kemikleri ¢ikartildi. Kemikler kaslarindan iyice temizlenerek
gortiniir hale getirildi. Femur kemiklerinden biri kromozomal aberasyon ve mitotik
indeksin tespitinde, digeri ise mikroniikleus testinde kullamildi. Her iki femura ait
kemik 1ligi enjektor yardim ile santrifiij tiipiine aktarildi (igerisinde 3 ml fotal dana
serumu bulunan).

Femur 6rneklerinden birine ait tiipler, 1100 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi
ve slipernatant atildi. Etiivde 0.075 M 5 ml KCI soliisyonu 37 “C ve 30 dakika
isitildi.  Isitilan  hipotonik ¢ozeltide hiicreler, 20-30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra hiicreler 1100 rpm’de 10 dakika tekrar santrifiij edilerek,
siipernatant atildi. Hiicreler taze olarak hazirlanmigs 5 ml soguk Carnoy’s

(metanol:glasiyel asetik asit 3:1) icerisinde fikse edilerek, santrifiijlenip, tekrar
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siipernatant kismi atildi. Bu fiksasyon islemi 3 kez tekrarlanip, santrifiijden sonra
siipernatant kisim, tiipiin dibinde 0,5 ml kalacak sekilde atildi. Dipte kalan hiicreler
pastor pipeti yardimiyla siispanse edildi ve nemli temiz lamlara 3-4 cm yukaridan
damlatilarak yayildi. Mitotik aktivite ve kromozomal aberasyon i¢in metafaz
preparatlar1 Preston’a (1987) gore laboratuvar ve calisma kosullarimiz goz oniinde

bulundurularak yapilmistir (121).

Boyama Islemi

Yayma islemi bittikten sonra preparatlar oda sicakliginda kurutuldu ve
onceden hazirlanan %10’luk giemsa ile 10 dakika boyandi. Olympus CX21 marka
151k mikroskobunda, mitotik aktivite icin 1000’lik biiylitmede her hayvan 6rneginden
rastgele 1000 hiicre sayildi. Sayilan hiicrelerin igerisinde metafaz sathasinda
olanlarin adetleri tespit edilerek, yiizdeleri belirlendi. Kromozomal aberasyonu tespit

etmek i¢in 100 metefaz incelendi.

2.1.2.2. Mikroniikleus Testi

Calismamizda mikroniikleus tespitinde periferal kan yerine, kemik 1iligi
kullanildi. Cikarilan femur kemikleinden birinin 6rnegi kromozomal aberesyon
tespitinde kullanilirken, diger femur kemigi mikroniikleus testi i¢in kullanildi. Femur
kemigi iki ucundan kesilerek, kemik iligi enjektor yardimi ile icerisinde 3 ml dana
serumu bulunan santrifiij tiipiine aktarildi. Icerisinde kemik iligi numunesi bulunan
tiipler 2000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar1 atildi. Tiipte kalan
kismin iizerine bir damla dana serumu konularak siispanse edildi. Bundan alinan bir
damla 6rnek temiz lamlar iizerine yayildi. Yayma islemi tamamlanan lamlar havada
kurutuldu ve metil alkolde 10 dakika fikse edildi. Kemik iligi preparatlar1 ilk kez
Schmid (1975) tarafindan gelistirilip, laboratuvar ve calisma kosullarimiza gore

uyarlanan bir yontem ile hazirlanmistir (139).
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Boyama Islemi

Fikse edilmis preparatlar ilk 6nce % 0,25’lik May Grunwald boyast ile 5
dakika boyanarak saf su ile yikandi. Daha sonra % 0,125’lik May Grunwald boyasi1
ile 5 dakika tekrar boyanarak saf suda yikandi. En son % 20’lik Giemsa boyasi ile 30
dakika boyanip, yikand1 ve kurumaya birakildi. Preparatlar Olympus CX21 marka
151k mikroskobunda 1000 biiylitmede, her preparattan rastgele 1000 adet PCE sayildi.
Bunlarin i¢erisinde MNPCElerin sayilar1 belirlenerek, yiizdeleri ¢ikartildi.

2.2. in-vitro calisma
2.2.1. Materyal

*Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 24.11.2011/ 08
sayil1 izni ile ¢aligma onay1 alind1.

Bu c¢alismada test maddesi olarak Akrilamid, Pelargonidin, Gallik Asit ve
Mitomisin-C, materyal olarak da sigara igmeyen, rutin ila¢ kullanmayan, yaslari
birbirine yakin saghikli 10 erkek (22-25 yas) ve 10 bayandan (22-25 yas) alinan
periferik kan kullanildi.

2.2.1.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Soliisyonlar

Akrilamid, Gallik Asit, Mitomisin C Sigma ve Pelargonidin Aldrich’ten
temin edildi. Bu calismada pozitif kontrol maddesi olarak kullanilan, Mitomisin-C
mavi-menekse renkte, kristal seklinde ve suda coziinebilen bir maddedir. MMC
antineoplastik ve genis spekturumlu bir sitostatik (hiicre boliinmesini durduran)
ajandir. Mitomisin-C 2 mg ve 10 mg“lik siselerde toz seklinde bulunmaktadir.
Asagida belirtildigi gibi ¢ozeltisi hazirlandi ve kiiltiir ortamina 0.3 pg MMC/ml besi
yeri dozda ilave edildi. Bu ¢ozelti (pH=6-9), 1s1iktan korundugu ve 5 °C altindaki
buzdolabinda saklandig1 zaman yedi giin 6zelligini koruyabildigi bildirilmektedir.

-Mitomisin C’den 0,3 mg tartilarak alindi distile suda ¢ozdiiriilerek hacmi 10
ml’ye tamamlandi. Bu soliisyondan hiicre kiiltiirtine 10 ul/ml besi yeri olacak sekilde
ilave edildi (toplam 50 pl/ 5 ml besi yeri, 0.3 pg MMC/ml besi yeri).

- Akrilamid’in 0,200 mg/ml besi yeri dozu i¢in: Akrilamidden 20 mg alind1

ve lizeri distile suda c¢ozdiiriilerek 1 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyondan hiicre
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kiiltliriine 10 pl/ml besi yeri olacak sekilde ilave edildi (toplam 50 pl/ 5 ml besi yeri,
0.2 mg/ml besi yeri).

Akrilamid’in 0,150 mg/ml besi yeri dozu i¢in: Akrilamidden 15 mg alind1 ve
iizeri distile suda ¢ozdiiriilerek 1 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyondan hiicre kiiltiiriine
10 ul/ml besi yeri olacak sekilde ilave edildi (toplam 50 pl/ 5 ml besi yeri, 0.150
mg/ml besi yeri).

Akrilamid’in 0,100 mg/ml besi yeri dozu i¢in: Akrilamidden 10 mg alind1 ve
iizeri distile suda ¢ozdiiriilerek 1 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyondan hiicre kiiltiirtine
10 ul/ml besi yeri olacak sekilde ilave edildi (toplam 50 pl/ 5 ml besi yeri, 0.100
mg/ml besi yeri).

Akrilamid’in 0,050 mg/ml besi yeri dozu i¢in: Akrilamidden 5 mg alind1 ve
iizeri distile suda ¢ozdiiriilerek 1 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyondan hiicre kiiltiirtine
10 pl/ml besi yeri olacak sekilde ilave edildi (toplam 50 pl/ 5 ml besi yeri, 0.05
mg/ml besi yeri).

-Pelergonidin’den 0,9 mg alind1 ve ¢ozdiiriilerek hacmi 12 ml’distile suya
tamamlandi. Bu soliisyondan hiicre kiiltiirtine 10 ul/ml besi yeri olacak sekilde ilave
edildi (toplam 50 pl/ 5 ml besi yeri, 0.000750 mg/ml besi yer1).

- QGallik asitten 15 mg alind1 distile suda c¢ozdiriilerek hacmi 3 ml’ye
tamamlandi. Bu soliisyondan hiicre kiiltiirtine 10 pl/ml besi yeri olacak sekilde ilave

edildi (toplam 50 pl/ 5 ml besi yeri, 0.05 mg/ml besi yeri).

Kolsisin

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak kolsisin
(Sigma Cat. No. C9754) kullanild1. Kolsisin ¢ozeltisi saf su icerisinde hazirlanmis ve
kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/ml besi yeri,
toplam 0,3 png/ 5 ml besi yeri) 5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmistir.

- Kolsisinden 0,3 mg alind1 ve distile suda ¢ozdiiriilerek hacmi 40 ml’ye
tamamlandi. Bu soliisyondan 8 pl/ml besi yeri hesabiyla kullanildi (toplam 40
ul/5Sml besi yeri, 0.06 pg/ml besi yeri, toplam 0,3 ug/ 5 ml besi yeri).
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-Sitokalasin B soliisyonu: Sitokalasin B’den 3 mg alindi1 distile suda
cozdiirtilerek hacmi 3 ml’ye tamamland1 (30 pg/30 pl distile su). Bu soliisyondan 30

ul/5Sml besiyerine ilave edildi.

Kromozom Medyumu (Besi Yeri)

Bu ¢alismada Biochrom firmasinin {irettigi Chromosome Medium B (Cat. no.
F5023), hiicre kiiltiirii olarak kullanilmistir. Chromosome Medium B’nin her

litresinde asagidaki maddeler bulunmaktadir:

Non essential Amino ACids.........cccceevveenieiieeniiennnnens 850 ml
Fetal Calf Serum .......ccoccooviiiiiiniiiicccee, 150 ml
Heparin......ccooeoiieiiiieee e 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt..........ccccooovvviviiiiiiiiiii. 75.000 E
Streptomycin Sulphate...........cccoovveiiiiiniiieie e, 50 mg
Phytohemagglutinin M............ccoeeviiiniieieie e 2.5mg

Bu medyum her tiipe 5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda

kullanilmistir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir.

Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak % 0,4’liik KCl (Merck) kullanilmistir. Eriyik bidistile
su i¢inde stok halinde hazirlanip, agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C)
saklandi. Her preparasyondan yaklasik 2 saat dnce yeteri kadar miktar alnip, 37

°C’deki inkiibatorde 1sitilarak kullanildi.

Fiksatif

KKD, KA ve MN ic¢in kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’in 3 kisim

metanol ile karistirilmasi sonucu hazirlandi.
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5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)

BrdU Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edildi. BrdU’dan 5 mg
almarak 10 ml Chromosome Medium B’de ¢6zdiiriildi (50 pg/100 ul medium). Bu
soliisyondan SCE calismasinda besi yerine 10 pg/ml gelecek sekilde ilave edildi (100

ul).

Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

KKD’ni incelemek amaciyla hazirlanan preparat Sorensen tamponu igerisinde
UV lambast ile ismnlandirildi. Sorensen tamponu % 10’luk Giemsa boyasinin
hazirlanmasinda da kullanildi. Bu tampon ¢6zelti tampon A ve tampon B olmak
iizere iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmis olup, bu ¢ozeltiler calismanin amacma

uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanildi.

Hazirlanisi:

Tampon A:11.34 gr KH2PO4 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir (pH=4.8).
Tampon B:14.83 gr Na2HPO4.12H20 250 ml saf su i¢inde c¢ozdiirilmistiir
(pH=9.3).

Standart Saline Citrate (SSC) Cozeltisi

Bu eriyik 1smlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini
artrmak amaciyla kullanilmistir. SSC eriyigini hazirlamak i¢in 11.05 gr trisodyum
sitrat (C6H5SNa307.2H20) ve 21.9 gr NaCl kullanildi. Bu iki madde ayr1 ayri
kaplarda bir miktar saf su igerisinde ¢Ozdiiriildii, daha sonra ayni1 kaba aktarilarak
birbirleriyle karistirildi. Karisimin iizerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi.
Hazirlanan bu stok eriyik 5xSSC’dir. Cozelti buzdolabinda saklandi. Deneyde, bu
stoktan 20 ml alip, iizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlandi (elde edilen 1x

SSC kullanildi).
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Giemsa

Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup,
deneyde Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis olan % 10°luk ve % 5’°lik ¢ozeltileri
preparatlarin boyanmasida kullanildi.

Entellan

Preparat kapatma soliisyonudur (Merck, Cat. No. 7961). Preparatlar daimi

hale getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapistiriimasinda kullanildi.
2.2.1.2. Cahsmada Kullanilan Deney Ekipmanlan
Hassas Terazi

Hava akimlarma karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0,0001 gr
hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka terazi kimyasallarm tartilmasinda
kullanildi.

Santrifiij

Devir hiz1 5000 rpm™“e kadar yiikselebilen, 15 dk. zaman ayarlayici ve 8 tiip
kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifiij gahgmalarda kullanild.

Mikroskop
Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler

151k mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanildi. Fotograflar yine Olympus

marka mikroskopta dijital olarak ¢ekilmistir.
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Etiiv

Elektro-mag M 420 Bp marka, 0 °C - 100 °C ayarlanabilir etiiv, deneyde

hiicre kiiltiiriiniin yapiminda ve bazi eriyiklerin 37 °C*ye 1sitilmasinda kullanildi.

pH Metre

Kimyasallarin pH degerlerini saptamak icin Selecta marka pH metre

kullanildt.

Vorteks

Deney tiiplerinin karistirilmasi i¢in Yellowline marka vorteks kullanild.

2.2.2. Metot

2.2.2.1. Kromozom Anormallikleri (KA, Chromosomal Aberration, CA)
Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi

ve Boyanmasi
Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli, sigara igmeyen ve rutin ila¢ kullanmayan yaslar1 22-25 olan 10 erkek
ve 10 bayandan alinan periferik kan kullanildi. Alman 1/10 oraninda heparinize
edilmis kan Ornekleri kromozom medyumlarina (besi yeri, her tiipte 5 ml) steril
sartlarda 12 damla miktarinda ekildi. Hiicre kiiltiirli inkiibatérde 37+£1°C’de 72 saat
inkiibe edildi (bir tiip icin, asagidaki deney gruplar1 dikkate alinarak, toplam siire).
Bu sekilde asagida belirtilen adette gruplar olusturuldu.

Grup 1. Negatif kontrol grubu olarak tutuldu. Hazirlanan deney tiiplerine
distile su/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde olacak sekilde
ilave edildi. Kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasma 24 ve 48 saat kala
(yani swrastyla inkiibasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Grup
A’ya bir sey ilave edilmezken, Grup B’ye distile su eklendi (10 pl/ml besi yeri,
toplam 50 pl/5 ml besi yeri) . Biri 24, digeri 48 saat kala olmak iizere iki adet deney

tiipii i¢in hazirlandi. Grup A ve B (distile su) olarak hazirlandi.
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Grup 2. Pozitif kontrol grubu olarak tutuldu. Hazirlanan deney tiiplerine
Mitomisin-C (MMC) 0,3 pg/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak
sekilde ilave edildi (50 pul/ 5 ml). Kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina
24 ve 48 saat kala (yani sirastyla inkiibasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra
ilave edildi) MMC eklendi. Biri 24, digeri 48 saat kala olmak tizere iki adet deney
tiipli i¢in hazirland1.

Grup 3. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,050 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde olacak sekilde ilave edildi (50 pl/ 5 ml).
Kiiltiirtin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 ve 48 saat kala (yani sirasiyla
inkiibasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid eklendi. Biri
24, digeri 48 saat kala olmak tizere iki adet deney tiipii i¢in hazirland.

Grup 4. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,100 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde olacak sekilde ilave edildi (50 pl/ 5 ml).
Kiiltiirtin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasima 24 ve 48 saat kala (yani sirasiyla
inkiibasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid eklendi. Biri
24, digeri 48 saat kala olmak tizere iki adet deney tiipii i¢in hazirland.

Grup 5. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,150 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde olacak sekilde ilave edildi (50 pl/ 5 ml).
Kiiltiirtin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasima 24 ve 48 saat kala (yani sirasiyla
inkiibasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid eklendi. Biri
24, digeri 48 saat kala olmak tizere iki adet deney tiipii i¢in hazirland.

Grup 6. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,200 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde olacak sekilde ilave edildi (50 pl/ 5 ml).
Kiiltiirtin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasima 24 ve 48 saat kala (yani sirasiyla
inkiibasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid eklendi. Biri
24, digeri 48 saat kala olmak tizere iki adet deney tiipii i¢in hazirland.

Grup 7. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,050 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) ve Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri olacak sekilde
olacak sekilde sirasiyla ilave edildi (herbirinden 50 pl/ 5 ml). Kiiltiiriin inkiibasyon
(72 saat) siiresinin dolmasina 24 ve 48 saat kala (yani sirasiyla inkiibasyona
konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Pelargonidin eklendi.

Biri 24, digeri 48 saat kala olmak tizere iki adet deney tiipii i¢in hazirlandi.
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Grup 8. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,100 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri olacak sekilde
olacak sekilde ilave edildi (herbirinden 50 pl/ 5 ml). Kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat)
siiresinin dolmasma 24 ve 48 saat kala (yani sirastyla inkiibasyona konduktan 48.
saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Pelargonidin eklendi. Biri 24, digeri
48 saat kala olmak tiizere iki adet deney tiipii i¢in hazirland.

Grup 9. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,150 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri olacak sekilde
olacak sekilde ilave edildi (herbirinden 50 pl/ 5 ml). Kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat)
siiresinin dolmasma 24 ve 48 saat kala (yani sirastyla inkiibasyona konduktan 48.
saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Pelargonidin eklendi. Biri 24, digeri
48 saat kala olmak tizere iki adet deney tiipii i¢in hazirlandi.

Grup 10. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,200 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri olacak sekilde
olacak sekilde ilave edildi (herbirinden 50 pl/ 5 ml). Kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat)
siiresinin dolmasma 24 ve 48 saat kala (yani sirastyla inkiibasyona konduktan 48.
saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Pelargonidin eklendi. Biri 24, digeri
48 saat kala olmak tiizere iki adet deney tiipii i¢in hazirland1.

Grup 11. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,050 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) ve Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri olacak sekilde olacak
sekilde sirasiyla ilave edildi (herbirinden 50 pl/ 5 ml). Kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat)
siiresinin dolmasima 24 ve 48 saat kala (yani sirastyla inkiibasyona konduktan 48.
saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Gallik asit eklendi. Biri 24, digeri 48
saat kala olmak tiizere iki adet deney tiipii i¢in hazirland.

Grup 12. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,100 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri olacak sekilde olacak
sekilde ilave edildi (herbirinden 50 pl/ 5 ml). Kiltliriin inkiibasyon (72 saat)
siiresinin dolmasma 24 ve 48 saat kala (yani sirastyla inkiibasyona konduktan 48.
saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Gallik asit eklendi. Biri 24, digeri 48
saat kala olmak tizere iki adet deney tiipii i¢in hazirland1.

Grup 13. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,150 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri olacak sekilde olacak
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sekilde ilave edildi (herbirinden 50 pl/ 5 ml). Kiltliriin inkiibasyon (72 saat)
siiresinin dolmasma 24 ve 48 saat kala (yani sirastyla inkiibasyona konduktan 48.
saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Gallik asit eklendi. Biri 24, digeri 48
saat kala olmak tizere iki adet deney tiipii i¢cin hazirlandi.

Grup 14. Hazirlanan deney tiiplerine Akrilamid 0,200 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri olacak sekilde olacak
sekilde ilave edildi (herbirinden 50 pl/ 5 ml). Kiltiiriin inkiibasyon (72 saat)
siiresinin dolmasma 24 ve 48 saat kala (yani sirastyla inkiibasyona konduktan 48.
saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Gallik asit eklendi. Biri 24, digeri 48
saat kala olmak tizere iki adet deney tiipii i¢cin hazirlandi.

Grup 15. Hazirlanan deney tiiplerine Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri
(12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde olacak sekilde ilave edildi (herbirinden
50 pl/ 5 ml). Kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 ve 48 saat kala
(yani sirasiyla inkiibasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi)
Pelargonidin eklendi. Biri 24, digeri 48 saat kala olmak {izere iki adet deney tiipii i¢in
hazirland1.

Grup 16. Hazirlanan deney tiiplerine Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri (12
damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde olacak sekilde ilave edildi (herbirinden 50
pul/ 5 ml). Kiiltiirtin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 ve 48 saat kala (yani
sirasiyla inkiibasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Gallik asit
eklendi. Biri 24, digeri 48 saat kala olmak iizere iki adet deney tiipii icin hazirlandi.

Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat once (yani kiiltiirtin 70. saatinde) her tiipe
hazirlanan kolsisin eriyiginden 40 pl (0.06 pg kolsisin/ml besi yeri) ilave edildi (8
ul/ml besi yeri, 40 ul/5 ml besi yeri) ve tiipler hafifce sallanarak iyice karistirildi.
Hiicreler 2 saat siiresince (37 °C’de) kolsisin ile muameleye tabi tutuldu. Kiiltiir
siiresi sonunda (72. saat) kiiltiir tlipleri, 2000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve
siipernatant atildi. Tiiplin dibinde kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik s1v1
tyice karistirildiktan sonra {izerine etiivde 37 °C’de tutulan hipotonik eriyikten her
tiipe 5 ml ilave edildi. Hipotonik ¢6zelti damla damla ve karistirilarak ilave edildi.
Hiicre slispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale getirildi. Aksi halde hiicrelerde
kiimelesme olmakta ve amaca uygun preparatlar hazirlanamamaktadir. Tiiplerin agz1

kapatilarak agzi etiive kondu. Hiicreler 30 dk. hipotonik eriyikte 37 °C’de etiivde
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bekletildi. Siirenin sonunda tiipler 10 dk. 2000 rpm’de santrifiij edilerek, siipernatant
kisimlar1 atildi. Her tiipe hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak 5
ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edildi. Tiipler oda sicakliginda 2000 rpm’de 10
dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi, sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edildi. Bu
islem 3 kere tekrarlandi. Tekrarlanan bu islemden (3. fiksatif) sonra tiipte kalan sivi
tamamen berraklagmaktadir. Son santrifiijden sonra siipernant tiipiin dibinde 0.5-0.7
ml siv1 kalacak sekilde atildi. Tipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile
karistirilarak homojenize edildi. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre
siispansiyonundan ¢ekildi. Pasteur pipetinden sivi lamin iizerine 50 cm yiikseklikten
farkli alanlara 1’er damla olmak iizere damlatildi (her lama 3 damla). Bu sekilde
hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam iizerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre
siispansiyonunun lamlara damlatilmasi esnasinda damlalarm st iiste diigmemesine
dikkat edildi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak {izere 24 saat oda

sicakliginda bekletildi (68, 69).

Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Oda sicakliginda kuruyan preparatlar, 15 dk. 6nce hazirlanan % 10’luk
Giemsa boya ¢ozeltisi ile boyandi. % 10’luk Giemsa Cozeltisinin Hazirlanmasi: 5 ml
tampon A, 5 ml tampon B ve 10 ml Giemsa karistirilarak tizerleri 100 ml oluncaya
kadar saf su ile tamamlandi1 (pH=6.72). Hazirlanan bu ¢ozelti dik bir sale i¢ine filtre
kagitlar1 ile stizlildii. Kuru preparatlar direkt olarak boya igerisine kondu ve yaklasik
olarak 10 dk. beklendi. Boyadan ¢ikarilan preparatlar, tic ayr1 kaptaki saf su i¢cinden
gecirilerek preparatlar iizerindeki fazla boyanin akmasi saglandi. Preparatlar dik
vaziyette kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale
getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskop altinda

incelendi.
Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar binokiiler 151k mikroskobunda immersiyon
objektifi ile incelendi (10x100=1000 biiyiitmede). Iyi dagilmis kromozomlara sahip
preparatlardan, 100 tane metafaz sayilarak, kromozom, kromatid kirigi, kromatid

birlesmesi, fragment vb. gibi olgular1 saptamak amaciyla incelendi. Bu hiicreler
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icinde anormallikler kaydedildi. incelenen 100 hiicre icerisinde anormal hiicrelerin
sayis1 ve yiizdeleri hesaplandi. Gozledigimiz kromozom yap1 ve say1 anormallikleri
Uluslararas1 Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International System
for Human Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirildi ve adlandirildi

(119).
Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

Akrilamidin mitoz bdliinme tizerindeki etkilerini saptamak i¢in mitotik indeks
bulundu. Gallik asit ve pelargonidinin mitotik indeks iizerine etkileri degerlendirildi.
Her gruba ait preparatlardan toplam 3 bin hiicre incelendi ve bunlar arasindaki
metafaz devresinde olan hiicreler saptanarak kaydedildi. 3 bin hiicre igerisinde

metafazlarin orani ylizde olarak hesaplanarak mitotik indeks saptandi.

2.2.2.2. Mikroniikleus Olusumunu Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltire Ilave Edilmesi, Preparatlarin

Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler

In vitro mikronukleus testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nm gelistirdikleri
yontem modifiye edilerek kullanilmistir (129). Mikroniikleusun olusumunu saptamak
icin almman kanlar 2.2.2.1°de belirtildigi gibi gruplara ayrildi Kiiltiire kan damlatildi
ve 37 °C’da 72 saat inkiibasyona birakildi. Hiicre kiiltiirlerinde iki nukleuslu hiicre
olusumunu saglamak i¢in inkiibasyon siiresinin bitimine 24 saat kala biitiin tiiplere 6
pug/ml (besi yeri) olacak sekilde sitokalasin B (Cytochalasin B, Sigma cat. no.
C6762) ilave edildi (30 ul/5S ml besi yeri). Kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde
kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi, siipernatant kismu atildi. Dipte
kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik siv1 1yice karistirildiktan sonra tiiplere,
etiivde 37°C’de tutulan hipotonik eriyik ilave edildi. Hipotonik ¢ozelti damla damla
ve karistirarak her tiipe 5 ml eklendi. Aksi halde hiicrelerde kiimelesme olmakta ve
amaca uygun preparatlar hazirlanamamaktadir. Tiiplerin agz1 kapatild1 ve inkiibatére
konuldu. Inkiibatérde 20 dk. 37 °C’de bekletildi. Siirenin sonunda tiipler 10 dk.
1200 rpm’de santrifiij edildi, siipernatant kismi atildi. Her tiipe hipotonik eriyikte
oldugu gibi yavas yavas ve karistirarak 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave

edildi. Fiksatif 1 kisim asetik asit 3 kisim metil alkol karisimi ile hazirlandi. Fiksatif
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ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
Fiksatif ilave ve santrifiij islemi 3 kere tekrarlandi. Bu islemden sonra (3 kez
fiksatifle muamelenin sonunda) tiipte kalan sivinin tamamen berraklastig1 goriildii.
Eger siv1 berraklasmamigsa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekmektedir.
Her fiksatif ilavesinden sonra santrifiij edilerek istteki sivi  atilmistir. Son
santrifiijden sonra tiipiin dibinde 0.5-0.7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildi.
Tipin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirildi. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
cekildi. Daha once temizlenmis lamin {izerine farkli alanlara 1’er damla damlatild1
(her lama 4-5 damla ve yiiksekten). Hiicrelerin lam iizerinde yayilmasi saglandi.
Hiicre silispansiyonunun lamlara damlatilmas: esnasinda damlalarin st {ste
diismemesine dikkat edildi. Hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda

1s1sinda bekletildi.
Preparatlarin Boyanmasi

Preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanan % 10’luk giemsa boyas: ile
boyandi. Kuru preparatlar direkt olarak boya igerisine kondu ve yaklasik olarak 10
dk. beklendi. Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis, ii¢ ayr1 kaptaki saf
su icinden gecirilerek preparatlar {izerindeki fazla boyanin akmasi saglandi. Bundan
sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar
entellan ile kapatilarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi

preparatlarda mikroskop altinda incelendi.
Mikroskobik Inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar binokiiler 151tk mikroskobunda 40’lik
objektif ile incelendi (10x40=400 biiyiitmede). Her bir Ornekten hazirlanan
preparatlardan 1000 adet iki nukleuslu hiicre sayildi. Sayilan iki nukleuslu hiicreler
icerisinde mikronukleuslu olanlar saptandi. Mikronukleuslu iki nukleuslu hiicrelerin

yiizdeleri bulundu.

2.2.2.3. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) Saptamak Amaciyla Hiicre
Kiiltiiriiniin  Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire ilave Edilmesi ve

Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi
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Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (sister chromatid
differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri
metod modifiye edilerek kullanilmistir (149). KKD saptamak i¢in almnan kanlar
2.2.2.1°de belirtildigi gibi gruplara ayrildi Ayni sekilde saglikli ve sigara igmeyen
yaslar1 birbirine yakin on erkek ve on bayandan alinan 1/10 oraninda heparinize
edilmis kan ornekleri kromozom medyumlarma (5 ml) steril sartlarda 12 damla
ekildi. Yine steril sartlarda ve daha once hazirlanan BrdU eriyiginden her tiipe 10
pg/ml olacak sekilde (hazirlanan BrdU soliisyonundan 100 pl) ilave edilerek iyice
karstirildi (50 pg BrdU/100 pl besi yeri) ve hiicre kiiltiirii inkiibatorde 37 °C’de 72
saat i¢in inkiibe edildi.

Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani kiiltiirtin 70. saatinde) her tiipe
hazirlanan kolsisin eriyiginden ilave edildi (0.06 ug/ml) ve tiipler hafifce sallanarak
tyice karistirildi. Hiicreler 2 saat siiresince (37 C’de) kolsisin ile 6n muameleye tabi
tutulmustur. Kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 2000 rpm’de 10 dk.
santrifiij edildi, siipernatant atildi. Tiipiin dibinde kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-
0.7 mI’lik stv1 1yice karistirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37 C’de tutulan hipotonik
eriyik ilave edildi. Bu eriyik tiipe damla damla ve karistirilarak yapildi. Aksi halde
hiicrelerde kiimelesme olmaktadir. Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten
sonra agizlar1 kapatilarak etiive konuldu. Hipotonik ilave edilmis tiipler 30 dk.37
C’de etiivde bekletildi. Siirenin sonunda tiipler 10 dk. 2000 rpm’de santrifiij edildi ve
siipernatant atildi. Tiiplere hipotonik eriyik ilavesindeki gibi yavas yavas ve
karistirarak, her tiipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edildi. Fiksatif ile
muamele edilen hiicreler 2000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
Fiksatif ilavesi ve pesisira yapilan santrifiij islemi 3 kere tekrarlandi. islem sonrasi
tiipte kalan stvinin tamamen berraklastig1 goriildii. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-
0.7 ml s1v1 kalacak sekilde siipernatant atildi. Tiipte kalan sividan preparat hazirlandi.
Tipin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirildi. Pasteur pipetine 4-5 damla bu hiicre siispansiyonundan ¢ekildi. Pasteur
pipetinden daha once temizlenmis lamlarin iizerine 50 cm yiikseklikten farkli
alanlara 1’er damla damlatildi (her lama 3-4 damla). Hiicrelerin ve dolayisiyla

kromozomlarin lam {izerinde bu sekilde yayilmalar1 saglandi.  Hiicre
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siispansiyonunun lamlara damlatilmasi esnasinda damlalarm st {iste diismemesine

dikkat edildi. Preparatlar kurumak tizere 24 saat oda 1sisinda bekletildi.

Preparatlarin Boyanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasimi (sister chromatid
differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri
metot modifiye edilerek kullanildi (149). Bu amagla bir giinliikk preparatlar 1smlama
kabina konarak tizeri bir film gibi oOrtiilecek seklide Sorensen tamponu ile kapatildi.
Isinlama eriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu karigimin destile su ile
100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirland1 (pH=6.8). Isinlama ¢ozeltisinin fazla veya az
olmas1 kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini 6nemli derecede etkiledigi
goriilmiistiir. Bu nedenle preparatlarin iizeri ince bir tabaka halinde 1sinlama ¢ozeltisi
ile drtiilmiistiir. Ortiilmiis preparatlar, karanlikta 15 cm yiikseklikten 30W’lik 254 nm
dalga boyunda 151k yayabilen tek ultraviyole lambasi ile 30 dk. ismlandi. Isinlama
bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi igerisinde 58-60 C arasindaki sicakliklarda
60 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk. énce % 5’lik Giemsa boya
eriyigi hazirlandi. % 5°lik Giemsa boyasi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml
Giemsa’nin karistirilarak tizeri 85 ml saf su ile tamamlandi (pH=6.8). Sonra bu boya
dik bir sale i¢ine filtre kAgidindan siiziildii. Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar
1xSSC soliisyonundan alinarak direkt olarak boya icerisine kondu ve yaklasik olarak
20 dk. beklendi (kardes kromatidler arasindaki en i1yi kontrast farki bu siirede
saglanmistir). Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan cikarildi, {ic ayr1 kaptaki saf
su icinden gecirilerek preparatlar {izerindeki fazla boyanin akmasi saglandi. Bundan
sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar entellan ile
kapatilarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlar

mikroskop altinda incelendi.
KKD ve Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI) Saptanmasi

KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayis1, kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmig ve ikinci mitozu

geciren 100 metefazda saptandi. KKD sayis1 bir kromozomun agik boyanmis
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kromatidindeki koyu boyanmis parcalarm veya koyu boyanmis kromatidindeki agik
boyanmis parcgalarin sayilmasiyla belirlendi (164). Ortadan bir parga degisimi olmus
ise bu iki KKD olarak degerlendirildi, eger uctan parca degisimi olmus ise bu da bir
KKD olarak sayildi. Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer bogum
bolgelerinden doniim yapip yapmadiklarma dikkat etmek gerekmektedir. Bu
durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 2.1).

2%

k C
2EED 1 EED EED Yok

Sekil 2. 1: Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak
gosterilmesi (164).

Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI) Saptanmasi

Akrilamid, Pelargonidin ve Gallik Asitin DNA replikasyonu iizerindeki
etkilerini saptamak amaci ile RI hesaplanmistir. Bunun icin tesadiifen secilmis 100
hiicre incelendi. Bu incelemeler sirasinda gézlenen birinci, ikinci ve liglincli metafaz
devresindeki hiicreler sayildi. Bu verilerden yola ¢ikarak RI asagidaki formiille
hesaplanda.

RI= (1xM1+2xM2+3xM3)/100
M1: 1. Mitozdaki hiicre sayis1
M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi
M3: 3. Mitozdaki hiicre sayis1

Birinci, ikinci ve ligilincli metafazlar su sekilde ayirt edilmistir (164): BrdU,
deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu olan bilesiklerdir.
BrdU, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklar1 benzen halkasindaki 5.C atomuna
dT’de CH3, BrdU’de Br ve dU’da H atomunun bagli olmasindan kaynaklanmaktadir.
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J\J% b -y

N

Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) Deoxyurdin (dU)

Sekil 2.2: Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdU) ve Deoxyuridin (dU)’in

kimyasal yapilar.

Kiiltiir ortamma BrdU koyuldugunda, hiicre DNA’sm1 replike ettigi sirada
(1.S fazinda) yeni sentezlenen DNA dallarindan birinin (poliniikleotid ipligi) icine
dT’in yerine BrdU ge¢mektedir. Boyle hiicreler 1. Mitoza ugradiklarinda meydana
gelen yeni hiicrelere ait kromozomlarm her iki kromatidide koyu renkte
boyanmaktadir. Bu hiicreler S (2. S faz1) fazina girdiginde DNA ipliginin birisi BrdU
digeri dT tasidigindan, DNA replike oldugunda tekrar otamda bulunan BrdU’uyu
yapilarma almaktadirlar. Bu hiicreler 2. Mitoza ugradiklarinda yavru hiicrelerin
kromozomlarmin kromatidlerinden biri koyu boyanirken digeri acik boyanmaktadir.
Clinkii, kromatidlerden koyu boyananda DNA ipliginin biri dT tasirken, digeri BrdU
tagimaktadir. Diger kromatidi olusturan DNA ipliginin ikisi de BrdU tasimaktadir
(acik boyanan). Boyle yavru hiicreler tekrar BrdU bulunan ortamda S fazmna (3. S
faz1) girdiklerinde ortamdaki BrdU’yu yapilarina alirlar. Bu hiicrelerin
kromzomlarindan birini olusturan DNA ipliginden biri BrdU’yu, digeri dT uyu
tasidigindan 3. mitoza girdiginde yavru hiicrelerin kromatidlerinden biri koyu digeri
acik boyanmaktadir. Ac¢ik boyanan kromatidleri tagiyan hiicreler ise 3. Mitoza
ugradiklarmda kromatidleri olusturan DNA ipliklerinin her ikisi de BrdU
tasidigindan yeni yavru hiicrelerin kromozomlarini olusturan kromatidlerin her ikisi
de agik boyanmaktadir. Bu nedenle yeni yavru hiicrelerin (3. Mitoz sonucu olusan)
bazilarmm her iki kromatidi agik boyanirken, bazilarinin kromatidlerinden biri agik
digeri koyu boyanmaktadir. Ozetleyecek olursak, BrdU’lu ortamda bulunan

hiicrelerin kromozomlarini olusturan kromatidlerin her ikisi, birinci mitoz sonucu
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olusan yavru hiicrelerde koyu boyanir. ikinci mitoz sonucu olusan yavru hiicrelerde
kromatidlerin biri koyu digeri agik boyanir. Ugiincii mitoz sonucu olusan hiicrelerde
ise hiicrelerin bir kisminda kromatidlerin biri agik, digeri koyu boyanirken, diger bir
kisminda ise kromatidlerin ikisi de ag¢ik boyanmaktadir. Sekil 2.3’de sematik olarak
gosterilmistir.  Bu boyanma seklinde hiicrelerin kaginct mitozda oldugu
anlasilabilmektedir. Iste boyle hiicrelerin metafaz devresinde preparat yapildiginda
baz1 kromozomlarin her iki kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarm bir kromatidi
acik, diger kromatidi de koyu renkte boyanmaktadir. Bu hiicrelerde 3. mitoz
boliinmeyi gegiren hiicrelerdir. Metafaz esnasinda bulunan 100 hiicre incelenerek
kacinc1 mitoz evresinde olduklar1 belirlendi. Bu sonuca gore formiille replikasyon

indeksi (RI) hesaplandi.
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1.G1
1.3 (+BrdUrd)
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A-1 Mitoz H H
[ i
. [ Normal DNA tek ipli3i
161 0 n o
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161 0 0o
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Sekil 2.3: BrdU’in DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi geciren

hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi (164).
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Resim 2.1: Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar.

Resim 2.2: Ikinci mitoz bdliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar.
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10 pm

Resim 2.3: Ugiincii mitoz béliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar.

Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotoraflar Olympus marka mikroskopla 1000 biiyiitmede ¢ekildi. Daha 6nce
1., 2., ve 3. mitozu geciren hiicrelerin kromozomlarinin, bazi ilging KA’larma ait
orneklerin, iki nukleuslu hiicrelerden mikronukleusa sahip olanlarin ve bir, iki, {ic ve

dort nukleuslu hiicrelerin birkag¢ 6rneginin fotograflar: ¢ekildi.
2.2.2.4. Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tim istatistiksel analizler Windows 95 GraphPad Instat 3.05 (GraphPad
Software, San Diego California USA) kullanilarak yapilmistir. Kimyasallarla
muameleli gruplar ve negatif kontroller arasinda farkliligin tesbiti icin Dunnett t testi
kullanilmistir. Doz-etki iliskisini ortaya koymak amaciyla regresyon ve korelasyon
analizleri yapildi, regresyon denklemi ve korelasyon katsayist (r) bulundu ve

regresyon dogrusu ¢izildi.
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3. BULGULAR
3.1. In vivo grubu

3.1.1.Kontrol ve deney gruplarimin fare kemik iligi hiicrelerinde kromozomal
aberasyon iizerindeki etkileri

Farelere intraperitonal yolla Akrilamid (AA), Pelargonidin (PG), Gallik asit
(GA) ve (MMC) enjeksiyon yapildiktan sonra, her doz grubundan elde edilen
preparatlardan metafaz sathasinda olan toplam 100 hiicre 24 saatlik etki siiresi i¢in,
100 hiicrede 48 saatlik etki siiresi i¢cin sayildi. Bu 100 hiicre igerisinde gézlemlenen
yapisal kromozom sayilar1 belirlenerek Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Akrilamidin uygulanan dozlar1 (25-50-100-150 mg/kg), 24-48 saatlik
muamele siiresinde kromozomal aberasyon yiizdesini negatif kontrole gore artirdigi
tespit edildi. Bu artisin pozitif kontrol grubundaki sayir kadar olmadigir gozlendi.
Gozlenen yapisal kromozom anormallikleri kromozom kirigi, kromatid kirigi,
fragment, disentrik kromozom ve kardes kromatid birlesimi seklinde oldugu tespit
edildi. Yapisal kromozom anormallikleri akrilamidin doz artisma bagh olarak arttig1
gortldi.

Farelere uygulanan pelargonidin ve gallik asitin 24-48 saatlik muamele
siresinde, negatif ve pozitif kontrolle kiyaslandiginda yapisal kromozom
anormalliklerine neden olmadigi, diger bir degisle herhangi bir genotoksisitelerinin
bulunmadig: saptandu.

Akrilamid 1ile birlikte uygulanan pelargonidinin kromozomal aberasyon
yiizdesini diistirmedigi gozlendi. Fakat akrilamid ile birlikte uygulanan gallik asit 24-
48 saatlik etki siiresince, kromozomal aberasyon yiizdesini diistirdiigii tesbit edildi.

Kromozomal anomaliler Resim 3.1, 3.2, 3.3, 34, 3.5 ve 3.6'da

goriilmektedir.
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Tablo 3. 1: Kontrol ve Deney Gruplarinda 24-48 Saat Sonra Fare Kemik Iligi
Hiicrelerinde Rastlanan Kromozom Anormallik Cesitleri (sayilan 100 hiicrede) ve

Yiizde Toplamlar1

Muamele Muamele Dozu Toplam ToKp:: " +SEM(%)
Gruplar ?él;‘:ts)l (mg/kg) KK Kk F DSK [KKB (%) (24-48
saat) (%)
Negatif A - - 1 - 2 3 3 3,07+0,04
Negatif B 24 - - - - - - - 1 1,01:0,00
48 - - 1 1 - 2
24 2 6 10 6 8 28 58
68,4+0,14
MMC 48 2 12 17 9 10 31 79 685 o
24 25 2 1 1 1 6 11 .
48 25 4 4 3 2 10 23 16,95+0,06*
24 50 3 2 2 3 7 17 285
48 50 5 7 4 6 18 40 ’ 28,52+0,06*
24 100 3 4 2 4 8 21 125
48 100 4 9 9 7 16 44 ’ 32,65+0,13*
AA 24 150 5 10 3 7 7 32 195
48 150 7 10 7 18 25 67 ’ 49,57+0,04*
24 25AA+3PG 2 2 1 1 6 12 8
48 25 AA+3PG 4 5 2 2 11 24 18+0,40*
24 50AA +3PG 2 1 3 5 7 18 3
48 50 AA+3PG 6 7 5 7 19 44 31,25+0,47*
24 100 AA+3PG 3 3 3 5 8 22
AATPG 48 100 AA+3PG | 8 9 7 8 | 15 47 351 341720,11%
24 150 AA+3PG 5 6 5 6 10 32 2
48 150 AA+3PG 8 6 13 9 30 66 48,25+0,47*
24 25 AA+100GA | 2 1 - - 3 6
48 35 5,4+0,04*
25 AA+100GA 1 1 - - 3 5
24 50 AA+100GA 1 1 1 1 3 7 s
48 50 AA+100GA | 2 1 1 4 12 20 ’ 13,57+0,04*
AA+GA 24 100 AA+100GA| 2 1 1 2 3 9 165
48 100 AA+100GA| 5 3 3 3 10 24 ’ 16,5+0,07*
24 150 AA+100GA| 2 2 1 6 10 21 )53
48 150 AA+100GA| 2 1 2 3 22 30 ’ 25,3240,08*
24 3 - - - - - -
PG 8 3 ; ; ; ; 1 1 05 1 082:0,16
24 100 - - - - - -
GA 48 100 - - - - - 1 0.5 0,42+0,04

KK: Kromozom kir1g1, Kk:Kromatid kirig:

F: Fragment, DSK: disetrik kromozom

KKB: kardes kromatid birlesmesi

* 1 p<0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli.
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s

Resim 3.1: Fareye ait normal metafaz 6rnegi (n=40)(x1000)

Resim 3.2: Muamele gormils fare kemik iligi hiicrelerinde kardes kromatid

birlesmesi (x1000)
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Resim 3.3: Muamele gormiis fare kemik iligi hiicrelerinde disentrik kromozom

(x1000).

Resim 3.4: Muamele gormiis fare kemik iligi hiicrelerinde kromozom kirigi (x1000).
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Resim 3.5: Muamele gormiis fare kemik iligi hiicrelerinde kromatid kirigi (x1000).

X

10m

Resim 3.6. Muamele gormiis fare kemik iligi hiicrelerinde fragment (x1000)



67

Kromozal anomali in-vivo
Mean and Standard Deviation
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Sekil: 3.1: Akrilamidin degisik dozlar1 (25-50-100-150 mg/kg) ve kontrol gruplarinin
fare kemik iligi hiicrelerinde, kromozom aberasyon oranlar1 (A: N.Kontrol, B: 25AA,

C: 50AA, D: 100AA, E: 150AA, F: MMC)

aa+pg invivo kromozom anomalisi
Mean and Standard Deviation

Sekil: 3.2: AA+ PG ve PG gruplar1 arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde, kromozom
aberasyon oranlar1 (A:Pelargonidin, B:25AA+P, C:50AA+P, D:100AA+P, E:
150AA+P)
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aa+ga invivo kromozomal anomali
Mean and Standard Deviation

Sekil: 3.3: AA+GA ve GA gruplar1 arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde, kromozom
aberasyon oranlar1 (A: Gallik Asit, B: 25AA+GA, C:50AA+GA, D:100AA+GA, E:
150AA+GA)

akrilamid kr anom

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150
z aa

Sekil: 3.4: Akrilamidin fakli konsantrasyonlar: ile kromozomal aberasyon arasindaki

regresyon (r= 0,96) cizelgesi

3.1.2. Kontrol ve Deney Gruplarimin Fare Kemik 1ligi Hiicrelerinde Mitotik

Aktivite Oranlari

Farelere intraperitonal yolla AA, PG, GA ve MMC enjeksiyon yapildiktan
sonra, her doz grubundan elde edilen preparatlardan rasgele toplam 1000 hiicre 24

saatlik etki siiresi i¢in, 1000 hiicre de 48 saatlik etki siiresi i¢in sayildi. Bu 1000
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hiicre igerisinde gozlemlenen metafaz sayilar1 belirlenerek Tablo 3.2°de

gosterilmistir.

Tablo 3.2: Kontrol ve Deney Gruplarinda 24-48 Saat Sonra Fare Kemik Iligi
Hiicrelerinde Mitotik Aktivite Oranlari

Metafaz g/loe[:l;;nz
Muamele Metafaz hiic. oram
Gruplar Siiresi Top.Hiic hiicre orani (24-48 +SEM (%)
(Saat) sayisi ortalamasi
(%) saat)
(%)
] 24 1000 80 8 8,1
Negatif Kontrol A 43 1000 82 8,2 8,1:£0,04
24 1000 83 8,3
. , N
Negatif Kontrol B % 1000 . 53 8,4 8,37+0,08
P Kontrol ( MMC) 2malk 24 1000 16 16 15 1.42+0,04
“Kontrol ( ) 2mg/ke 48 1000 14 14
24 1000 78 7.8 7,75 7,7320,01
PG 3mg/kg 48 1000 77 7.7
A 100melk 24 1000 77 7.7 7,65 7.64+0,00
merke 48 1000 76 7,6
2Sma/ke AA 24 1000 60 6 6,05 | 6,04£0,00%
merke 43 1000 61 6,1
24 1000 40 4 405 | 4,0220,01%
S0mg/kgAA 48 1000 4 41
L00me/keAA 24 1000 30 3 2,9 2.7740,06*
merke 43 1000 28 28
24 1000 26 26 245 | 2,44%0,00%
150mg/kgAA 48 1000 23 23
25ma/ke AAS3ma/kaPG 24 1000 61 6,1 615 | 6,13£0,00%
merke merke 43 1000 62 6.2
24 1000 41 41 405 | 4,070,00*
kgAA+3mg/keP d ’ DI
S0mg/kgAA+3mg/kgPG 43 1000 40 4
24 1000 33 33 325 | 3.25:0,00%
100mg/kgAA+3mg/kgPG 23 1000 0 32
150mg/kgAA+3mg/kgPG 24 1000 23 23 24
merke merke 43 1000 25 2.5 2,6:£0,10%
24 1000 72 72 7.15
+
25mg/kgAA+100meg/kgGA 48 1000 71 7.1 7,120,00%
50mg/kgAA+100mg/kgGA 24 1000 52 52 525
merke merke 43 1000 53 5.3 5,23+0,01*
100mg/kgAA+100mg/kgGA 24 1000 42 4,2 43
meike merke 48 1000 48 48 4,3+0,09%
24 1000 36 36 3,55
150mg/kgAA+100mg/kgGA 23 1000 35 3.5 3.5240,01%

* p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli.
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AA GruplariArasinda Ml
Mean and Standard Deviation

w
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Sekil: 3.5: Akrilamidin degisik dozlar1 (25-50-100-150 mg/kg) ve kontrol gruplarinin
fare kemik iligi hiicrelerinde, mitotik indeks oranlar1 (A:N.Kontrol, B:25AA,
C:50AA, D: 100AA, E: 150AA, F:MMC)

AA+PG gruplari arasinda Ml
Mean and Standard Deviation

c
Column

Sekil: 3.6: AA+ PG ve PG gruplar1 arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde, mitotik
indeks oranlar1 (A:Pelargonidin, B:25AA+PG, C:50AA+PG, D:100AA+PG,
E:150AA+PG)
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AA+GA gruplari arasinda Mi
Mean and Standard Deviation

c
Column

Sekil: 3.7: AA+GA ve GA gruplar1 arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde, mitotik
indeks oranlar1 (A: Gallik Asit, B:25AA+GA, C:50AA+GA, D:100AA+GA,
E:150AA+GA)

aa Ml

M

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150
doz.

Sekil: 3.8: Akrilamidin fakli konsantrasyonlar1 ile mitotik indeks arasindaki

regresyon (r= - 0,91) cizelgesi

3.1.3. Kontrol ve deney gruplarimin fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus
sikhig iizerindeki etkileri

Farelere intraperitonal yolla AA, PG, GA ve MMC enjeksiyon yapildiktan
sonra, her doz grubundan elde edilen preparatlardan rastgele toplam 1000 PCE
(polikromatik eritrosit) 24 saatlik etki siiresi i¢in, 1000 PCE (polikromatik eritrosit)
48 saatlik etki siiresi i¢in sayildi. Bu 1000 PCE igerisinde gézlemlenen MNPCE
sayilar1 tespit edilerek Tablo 3.3’de gosterilmistir.
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Tablo 3.3: Kontrol ve Deney Gruplarmin Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde

Mikrontikleus Siklig1

Muamele | ) lam MNPCE MNTPO(?]l«:a;nram
Gruplar ?é‘::f)' PCE MNPCE | am % | Q448 saaty | SEM)
(%)
Negatif kontrol A 421; }ggg g g g 3 3,2+0,10
Negatif Kontrol B 421; :888 g;‘ gzg 33 3,45:0,06
P.Kontrol (MMC) 2mg/kg 421; :ggg ;2: ;2} 26,1 26,47+0,13
PG 3mg/kg i;‘ :ggg ;; g; 32 3,4540,11
GA 100mg/kg ig :888 g: g: 3,1 3,27+0,08
e e I i
50mg/kgAA i;‘ }ggg zg 568 59 5,67£0,08*
i
o i
25mg/kg AA+3mg/kgPG 4213 }ggg :(1) 44}1 405 4,0620,00%
50mg/kgAA+3mg/kgPG 4213 }ggg 22 22 5.8 5.67+0,19%
100mg/kgAA+3mg/kgPG i;‘ 1888 :gé 1 1062 10,1 10,350, 11*
150mg/kgAA+3mg/kgPG 421; :ggg :;g };2 17,5 17,67%0,08*
25mg/kgAA+100mg/kgGA 421; : 888 gg gz 38 3,65+0,18
50mg/kgAA+100mg/kgGA 4212 :ggg 2? :? 415 4,16+0,00%
100mg/kgAA+100mg/kgGA ig }ggg gi gi 9,45 9,5040,02%
150mg/kgAA+100mg/kgGA 4213 }888 :gg ]16?4 16,2 16,37+0,08*

PCE: Polikromatik eritrosit, MNPCE: Mikroniikleuslu polikromatik eritrosit

*  :p<0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli.

Asagidaki resimlerde PCE, NCE ve MNPCE’ler gosterilmistir (Resim 3.7, 3.8 ve
3.9).
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Resim 3.7: Muamele géormemis fare kemik iliginde mikroniikleuslu olmayan PCE ve

NCE’ler (x1000)

Resim 3.8: Deney grubu farelerin kemik iliginde MNPCE ve normal PCE ve
NCE’ler (x1000)
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MNPCE

Resim 3.9: Deney grubu farelerin kemik iligi hiicrelerinde 3 mikroniikleuslu

(x1000)
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AA gruplariarasinda MN
Mean and Standard Deviation
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Sekil: 3.9: Akrilamidin degisik dozlar1 (25-50-100-150 mg/kg) ve kontrol gruplarinin

fare kemik iligi hiicrelerinde, mikroniikleus oranlar1 (A:Nkontrol, B:25AA, C:50AA,

D:100AA, E: 150AA, F-MMC
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PG gruplariarasinda MN
Mean and Standard Deviation
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Sekil:3.10: AA+ PG ve PG gruplar1 arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde,
mikroniikleus oranlar1 (A:Pelargonidin, B:25AA+PG, C:50AA+PG, D:100AA+PG,
E: 150AA+PG)

GA Gruplari arasinda MN
Mean and Standard Deviation
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Sekil: 3.11: AA+GA ve GA gruplar1 arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde, mikro

niikleus oranlar1 (A:Gallik Asit, B:25AA+GA, C:50AA+GA, D:100AA+GA,
E:150AA+GA)
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aamn

MN
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Sekil: 3.12: Akrilamidin fakli konsantrasyonlar1 ile mikro niikleus arasindaki

regresyon (r=0,98) ¢izelgesi

3.2. Invitro grubu

3.2.1. Kontrol ve Deney Gruplarinin insan Lenfosit Kiiltiirii Kromozomlarinda

Aberasyon Oranlar

Normal saglikli bir bireye ait kromozom goriintiisii, kromozom kirigi,
kromatid kirigi, fragment ve kardes kromatid birlesmesi resimlerde gosterilmistir
(Resim 3.10, 3.11, 3.12., 3.13, 3.14). Lenfosit hiicre kiiltiiriine AA, PG, GA ve MMC
eklendi. Her doz grubundan elde edilen preparatlardan metafaz sathasinda olan
toplam 100 hiicre 24 saatlik etki siiresi i¢in, 100 hiicre de 48 saatlik etki siiresi i¢in
sayildi. Mikroskobik inceleme sonucunda gézlemlenen kromozom aberasyon sayilari
Tablo 3.4’te gosterilmistir.

Akrilamid uygulanmis tiim deneme gruplari, negatif kontrol gruplarindan
daha fazla sayida kromozomal aberasyon sikligia neden olmustur. Bu artis pozitif
kontrol grubundaki sayilardan az bulunmustur.

Akrilamid ve pelargonidinin birlikte uygulandigi tiim deneme gruplarinda
kromozomal aberasyon sayisinda, akrilamid grubundaki aberasyon sayisma gore
onemli bir degisime gozlenmedi. Akrilamid ile birlikte verilen gallik asit aberasyon

sayisini verilmeyen gruba gore azalttig1 tespit edildi.
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Tablo 3.4.: Kontrol ve Deney Gruplarinin Degisik Dozlar1 ile Etkilesime Sokulan

Insan Lenfosit Kiiltiirii Kromozomlarinda Aberasyon Oranlari

Muamele Toplam
.. Toplam KA
Gruplar ?;::ts)l Doz KK Kk F DSK | KKB (%) (24-48 LSEM(%)
saat) (%)
. 24 - - - - - - - 3,27+0,11
Negatif A s - ] ] ] - - 3 3
. 24 - 1 - - - - 1 1,65+0,06
Negatif B s - > - - - - > 1,5
24 0,3 67 80 18 11 14 190 196,5+1,19
MMC 194
(ug/ml) 48 0,3 70 82 18 10 18 198
24 0,050 6 3 1 1 1 12 15.5 15,62+0,09*
48 0,050 9 5 2 1 2 19 ’
24 0,100 11 9 1 2 3 26 24 35,75+0,62*
48 0,100 16 18 1 3 4 42
24 0,150 20 31 2 8 4 65 705 70,67+0,08*
48 0,150 22 34 6 7 7 76 ’
AA 137 147,65+0,06*
(mg/ml) 24 0,200 48 65 4 9 11 1475
48 0,200 56 70 10 9 13 158
0,050 12 16,25+0,47*
24 0,000750| > 2 - 2 3 s
0,050 18
48 0000750 10 4 1 2 1
0,100 25 32,5+0,64*
24 0,000750 10 9 - 2 4 N
48 0 861007050 15 17 ; 1 4 37
AATPG ’0 150 62 *
2 ’ 18 30 2 7 5 66,670,08
0,000750
(mg/ml) 0,150 71 66,5
48 0,000750 20 32 5 8 6
0,200 133
24 0.000750 46 63 5 9 10 LaLs
0,200 150 ’ 141,67+0,06*
48 0,000750 55 69 9 4 13
24 0,050 6
0,05 3 1 - 1 1 8
48 0,050 g . . 10 8,12+0,04*
0,05 ) )
24 0.100 | 4 - 1 2 13
0,05 175
0,100 22 ’ 17,65+0,06*
48 9 9 1 - 3 ) 5
AA+GA 0,05
2 0.150 444 23 3 5 4 4
(mg/ml) 0,05 49
*
18 0,150 s 5 R s s 53 49,27+0,12
0,05
2 0.200 1 3¢ 48 3 6 o | 1
9,05 107
*
18 0200 [0 5 P 3 0 109 107,2%0,10
0,05
PG 24 0,000750 1 - 2 1 1 5 3
(mg/ml) 48 0,000750 - - - - 1 1 3,27+0,11
GA 24 0,05 - - - - - - 1
(mg/ml) 48 0,05 1 - 1 - - 2 1,2+0,09

KK: Kromozom kirigi, Kk:Kromatid kirigi, F: Fragment, DSK: disetrik kromozom
KKB: kardes kromatid birlesmesi * p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli
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Resim 3.10: Saglikli Bir Bireye Ait Kromozom Goriintiisii (x1000)

Resim 3.11: Kromatid Kirig1 (Kk) (x1000)
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Resim 3.12: Kromozom Kirig1 (KK)(x1000)

Resim 3.13: Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB)(x1000)



80

Resim 3.14: A= Kromozom Kirig1 (KK), B= Fragment (F)(x1000)

AA gruplar arasinda kromozomal aberasyon
Mean and Standard Deviation

B c D E F
Column

Sekil: 3.13: Akrilamidin degisik dozlar1 (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile

S88583383883888388383%8

etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirinde  kromozomal aberasyon

oranlari(A:N.Kontrol, B:0.050AA, C:0.100AA, D:0.150AA, E:0.200AA, F:-MMC)




pg gruplarinin kromozomal aberasyonu
Mean and Standard Deviation

Sekil:3.14: AA+PG ve PG gruplari ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiiriinde
kromozomal aberasyon oranlari(A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG,
D:0.150AA+PG, E: 0.200AA+PG)

GA gruplari arasinda kromozomal aberasyon
Mean and Standard Deviation

Sekil:3.15: AA+GA ve GA gruplari ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiiriinde
kromozomal aberasyon oranlari(A:Gallik Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA,
D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA)
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AA KROMOZOMAL ABERASYON

KA

-50

0,051 0,056 0,061 0,067 0,072 0,077 0,082 0,087 0,092 0,097 0,102 0,108 0,113 0,118 0,123 0,128 0,133 0,138 0,143 0,148 0,154 0,159 0,164 0,169 0,174 0,179 0,184 0,189 0,195 0,2

Sekil: 3.16: AA’nin farkli konsantrasyonlar1 ile kromozomal aberasyon arasindaki

regresyon (r=0.91) ¢izelgesi

Insan lenfosit kiiltiirlerinde deneyde kullanilan ilaglarin mitotik aktivite
iizerine etkileri Tablo 3.5’de, mikroniikleus sayisi iizerine etkileri ise Tablo 3.6’da
gosterilmistir. Resim 3.15, 3.16, 3.17°de ise sirasiyla mikroniikleus ve mono-bi-tri-

tetra-niikleuslu hiicre resimleri verilmistir.
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Tablo 3.5: Kontrol ve Deney Gruplarnin Degisik Dozlar1 ile Etkilesime Sokulan
Insan Lenfosit Kiiltiiriinde Mitotik Aktivite Oranlar:

Metafaz ;/loe[:l;;nz
Gruplar Mslf'arm;le Top.Hiic R:.it:rf:z ohrl;;n orant
e (;a:ts) o sayisi ortalamasi (24-48 +SEM(%)
(%) saat)
(%)
Negatlf Kontrol A 24 3000 213 7.1 7,11 7,13+0,01
48 3000 214 7,13
. 24 3000 200 6,66 6,83+0,01
Negatif Kontrol B 23 3000 209 6.96 6,81
24 3000 80 2,66 2,63 2,65+0,01
P.Kontrol MMC(0,3 pg/ml) 23 3000 73 26
PG (0,000750 mg/ml) 24 3000 210 7 7,01 7,06+0,02
’ 48 3000 211 7,03
GA (0,05 mg/ml) 24 3000 209 6,96 6,94 6,97+0,01
48 3000 208 6,93
24 3000 190 6,33 6,29 6,31+0,01*
AA (0,050 mg/ml) 43 3000 188 6,26
AA (0,100 mg/ml) 24 3000 160 5,33 523 5,26+0,01*
i 48 3000 154 5,13
24 3000 118 3,93 3,88 3,92+0,02*
AA (0,150 mg/ml) 48 3000 115 3,83
AA (0,200 mg/ml) 24 3000 100 3,33 3,23 3,25+0,01%*
48 3000 94 3,13
AA (0,050 mg/ml) 24 3000 187 6,23 6,26
PG (0,000750 mg/ml) 48 3000 189 6,3 6,29+0,01*
AA (0,100 mg/ml) 24 3000 163 5,43 5,38 5,4+0,00*
PG (0,000750 mg/ml) 48 3000 160 5,33
AA (0,150 mg/ml) 24 3000 119 3,96 3,91 4,83+0,01*
PG (0,000750 mg/ml) 48 3000 116 3,86
AA (0,200 mg/ml) 24 3000 103 3,43 3,49 4,36+0,01%*
PG (0,000750 mg/ml) 48 3000 107 3,56
AA (0,050 mg/ml) 24 3000 198 6,6 6,53 6,55+0,01*
GA (0,05 mg/ml) 48 3000 194 6,46
AA (0,100 mg/ml) 24 3000 159 53 5,36 5,37+0,00*
GA (0,05 mg/ml) 48 3000 163 5,43
AA (0,150 mg/ml) 24 3000 145 4,83 481 4,84+0,01*
GA (0,05 mg/ml) 48 3000 144 48
AA (0,200 mg/ml) 24 3000 130 433 434 4,36+0,01*
GA (0,05 mg/mb) 48 3000 131 436

* p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli.
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AA gruplariarasinda Ml
Mean and Standard Deviation

c D E F
Column

IS

w

N

Sekil: 3.17: Akrilamidin degisik dozlar1 (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile
etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirinde mitotik indeks oranlar1 (A:N.Kontrol,

B:0.050AA, C:0.100AA, D:0.150AA, E:0.200AA, F:MMC)

PG gruplariarasinda Ml
Mean and Standard Deviation

Sekil: 3.18: AA+PG ve PG gruplar1 ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirtinde
mitotik indeks oranlar1 (A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG,
D:0.150AA+PG, E:0.200AA+PG)
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ga gruplari arasinda Mi
Mean and Standard Deviation

Sekil: 3.19: AA+GA ve GA gruplari ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiiriinde
mitotik indeks oranlar1 (A:Gallik Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA,
D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA)

AA MITOTIK INDEKS

M

0,051 0,056 0,061 0,067 0,072 0,077 0,082 0,087 0,092 0,097 0,102 0,108 0,113 0,118 0,123 0,128 0,133 0,138 0,143 0,148 0,154 0,159 0,164 0,169 0,174 0,179 0,184 0,189 0,195 0,2
poz

Sekil: 3.20: AA in farkl konsantrasyonlar: ile mitotik indeks arasindaki regresyon

(r=-0.99) gizelgesi
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Tablo 3.6: Kontrol ve Deney Gruplarmin Insan Lenfosit Hiicrelerinde Mikroniikleus

Siklig1 Uzerindeki Etkileri

Toplam
Muamele Biniikleer MN MN
Gruplar Siiresi Top.Hiic hiicre MN ortalamasi orant o
(Saat) Sayist sayisli (%) (24-48 +SEM (%)
saat)
(%)
' 24 2000 970 I 0,05
Negatif Kontrol A 43 2000 972 1 0,05 0,05 0.0740,00
] 24 2000 980 I 0,05
Negatif Kontrol B 48 2000 984 2 0.1 0.075 1 90720,00
P.Kontrol MMC(0,3 pg/ml) 24 2000 699 132 66 6,580,01
48 2000 695 130 6.5 6,55
24 2000 980 2 0.1 0.07£0,00
PG (0,000750 mg/ml) 43 2000 977 1 0,05 0,075
24 2000 968 I 0,05 0,03120,00
GA (0,05 mg/ml) 48 2000 960 - - 0,025
AA (0,050 mg/m) 24 2000 800 11 0,55 0,5 0,7+0,09*
48 2000 853 9 0,45
24 2000 895 15 0,75 0,8520,06*
AA (0,100 mg/ml) 43 2000 808 13 0,65 0,7
AA (0150 mgimD 24 2000 959 67 335 3,72£0,08*
48 2000 990 73 3,65 35
AA (0,200 mg/ml) 24 2000 930 92 46 4.69£0,00%
48 2000 964 95 475 4,67
AA (0,050 mg/ml) 24 2000 803 10 0.5
PG (0,000750 mg/ml) 48 2000 805 8 0,4 0,45 0,48£0,02%
AA (0,100 mg/ml) 24 2000 890 16 0.8
PG (0,000750 mg/ml) 48 2000 800 2 0.6 0,7 0,85+0,06*
AA (0,150 mg/ml) 24 2000 896 69 3,45
PG (0,000750 mg/ml) 48 2000 890 70 35 3475 | 3,479£0,00%
AA (0,200 mg/ml) 24 2000 903 91 455
PG (0,000750 mg/ml) 48 2000 906 90 45 4525 | 4,52940,00%
AA (0,050 mg/ml) 24 2000 855 1 055 0.57820,00
GA (0,05 mg/ml) 48 2000 874 2 0.6 0,575
AA (0,100 mg/ml) 24 2000 799 13 0,65 0.825£0,08*
GA (0,05 mg/ml) 48 2000 869 11 0,55 0,6
AA (0,150 mg/ml) 24 2000 900 30 25 2.330£0,00*
GA (0,05 mg/ml) 48 2000 780 43 2,15 2325
AA (0,200 mg/ml) 24 2000 950 57 2,85 2.976£0,00*
GA (0,05 mg/ml) 48 2000 963 62 3,1 2,975

* p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli.




Resim 3.15: Insan Periferal Lenfositlerinde Bir Mikroniikleus Iceren Biniikleer

Hiicre (x1000)

Resim 3.16.: insan Periferal Lenfositlerinde 3 ve 4 Niikleus igeren Hiicre (x1000)
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Resim 3.17: Insan Periferal Lenfositlerinde 1 ve 2 Niikleus Igeren Hiicre (x1000)

aa gruplari arasinda MN
Mean and Standard Deviation

4 i I l
A B c D E F
Column

3

N

Sekil 3.21: Akrilamidin degisik dozlar1 (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile
etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirlinde mikro niikleus oranlar1 (A:N.Kontrol,

B:0.050AA, C:0.100AA, D:0.150AA, E:0.200AA, F:MMC)



pg gruplari arasinda MN
Mean and Standard Deviation

Sekil 3.22: AA+PG ve PG gruplari ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiiriinde
mikroniikleus  oranlar1  (A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG,
D:0.150AA+PG, E:0.200AA+PG)

ga gruplariarasinda MN
Mean and Standard Deviation

Sekil 3.23: AA+GA ve GA gruplari ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiiriinde
mikroniikleus oranlar1  (A:Gallik  Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA,
D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA)
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AA MKRONUKLEUS

MN

0,051 0,056 0,061 0,067 0,072 0,077 0,082 0,087 0,092 0,097 0,102 0,108 0,113 0,118 0,123 0,128 0,133 0,138 0,143 0,148 0,154 0,159 0,164 0,169 0,174 0,179 0,184 0,189 0,195 0,2

Sekil 3.24: AA’nmn farkli konsantrasyonlar1 ile mikroniikleus arasindaki regresyon

(r=0.95) ¢izelgesi

Insan Inefosit kiiltiirlerinde kardes kromatid degisimi (KKD) ve replikasyon
oranlar1 in vitro deney gruplarinda sirastyla Tablo 3.7 ve Tablo 3.8’de sunulmustur.
Deneyde tespit edilen kardes kromatid degisimleri Resim 3.18 ve Resim 3.19’da

gosterilmistir.
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Tablo 3.7: Kontrol ve Deney Gruplarmin insan Lenfosit Hiicrelerinde Kardes

Kromatid Degisimi (%)

Toplam
KKD
Gruplar Msu..arl:;le Top.Hiic KKD | oram
up u P-HUC | covist | (24-48 | £SEM(%)
(Saat) o
saat)
()
. 24 100 15 16 18,25+0,85
Negatif Kontrol A 3 100 7
. 24 100 18 20,12+1,50
Negatif Kontrol B a3 100 17 17,5
24 100 64 67,62+1,59
P.Kontrol MMC (0,3 pg/ml) 43 100 3 63.5
24 100 18 20,37+1,02
PG (0,000750 mg/ml) i3 100 T 18.5
24 100 17 18,5+1,04
GA (0,05 mg/m) 48 100 15 16
24 100 19 22+1,08
AA (0,050 mg/ml) a3 100 X 20
24 100 17 20,87+0,77
AA (0,100 mg/ml) 48 100 22 | 195
24 100 47 54+1,47*
AA (0,150 mg/ml) 43 100 55 51
AA (0,200 mg/ml) 24 100 53 58,12+1,19*
48 100 58 55,5
AA (0,050 mg/ml) 24 100 22 22,62+0,55
PG (0,000750 mg/ml) 48 100 21 21,5
AA (0,100 mg/ml) 24 100 22 21,7541,25
PG (0,000750 mg/ml) 48 100 16 19
AA (0,150 mg/ml) 24 100 46 53£0,91*
PG (0,000750 mg/ml) 48 100 56 51
AA (0,200 mg/ml) 24 100 55 55,75+0,85*
PG (0,000750 mg/ml) 48 100 53 54
AA (0,050 mg/ml) 24 100 22 24,25+0,66*
GA (0,05 mg/ml) 48 100 23 22,5
AA (0,100 mg/ml) 24 100 17 21,5+1,04
GA (0,05 mg/ml) 48 100 21 19
AA (0,150 mg/ml) 24 100 45 48,62+0,94*
GA (0,05 mg/ml) 48 100 48 46,5
AA (0,200 mg/ml) 24 100 55 58,7540,85*
GA (0,05 mg/ml) 48 100 59 57

* p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli.
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aa gruplari arasinda kkd
Mean and Standard Deviation
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Sekil 3.25: Akrilamidin degisik dozlar1 (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile
etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirinde kardes kromatid degisim oranlar1

(A:N.Kontrol, B:0.050AA, C:0.100AA, D:0.150AA, E:0.200AA, F:MMC)

pg gruplar arasinda kkd
Mean and Standard Deviation

Sekil 3.26: AA+PG ve PG gruplari ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirlinde
kardes kromatid degisim oranlar1 (A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG,
D:0.150AA+PG, E:0.200AA+PG)
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ga gruplan arasnda kkd
Mean and Standard Deviation

Column

Sekil 3.27: AA+GA ve GA gruplar ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirtinde
kardes kromatid degisim oranlar1 (A:Gallik Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA,
D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA)

AA KARDES KROMATD DEGISiMi

KKD

0,051 0,056 0,061 0,067 0,072 0,077 0,082 0,087 0,092 0,097 0,102 0,108 0,113 0,118 0,123 0,128 0,133 0,138 0,143 0,148 0,154 0,159 0,164 0,169 0,174 0,179 0,184 0,189 0,195 0,2

Sekil 3.28: AA in farkli konsantrasyonlar1 ile kardes kromatid degisimi arasindaki
regresyon (r=0.91) ¢izelgesi
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Tablo 3.8: Kontrol ve Deney Gruplarmin Insan Lenfosit Hiicrelerinde Replikasyon

Indeksi (%)

Toplam
Muamele RI
Gruplar Siiresi | Top.Hic| M1 | m2 | m3 | RI | oram
(Saat) sayist | (24-48 | L1SEM(%)
saat)
(%)
] 24 100 5 5 90 2,85 2,88%0,00
Negatif Kontrol A 3 100 3 6 oT | 288 | 2586
] 24 100 3 5 92 2,89 2,88%0,00
Negatif Kontrol B 3 100 5 3 29 284 2,86
24 100 93 3 4 L1l
P. Kontrol MMC (0,3 pg/ml) 48 100 89 10 1 LI2 | 111 | 1,1240,00
24 100 6 8 86 28 2,820,01
PG (0,000750 mg/ml) 48 100 7 9 84 277 | 2,78
24 100 8 7 85 2,77 2,85£0,01
GA (0,05 mg/ml) 43 100 5 3 9 | 287 | 282
24 100 28 30 D) 2,14 2,27£0,08%
AA (0,050 mg/ml) 3 100 30 34 36 | 206 | 2.1
24 100 29 50 21 1,92 1,940,01*
AA (0,100 mg/ml) 43 100 30 45 25 1,95 1,93
24 100 y) 30 28 1.86 1,87£0,00%
AA (0,150 mg/ml) 3 100 0 35 5 | 18 | 185
AA (0,200 mg/ml) 24 100 44 40 16 1,72 1,74+0,01*
43 100 43 y) 15 L2 | 172
AA (0,050 mg/ml) 24 100 29 29 y) 2,13 2,15£0,01%
PG (0,000750 mg/ml) 43 100 28 30 y) 2,14 | 213
AA (0,100 mg/ml) 24 100 30 49 21 191 1,97+0,01*
PG (0,000750 mg/ml) 43 100 30 44 26 196 | 193
AA (0,150 mg/ml) 24 100 41 31 28 1,87 1,88+0,01*
PG (0,000750 mg/ml) 43 100 D) 30 28 136 | 186
AA (0,200 mg/ml) 24 100 44 39 17 1,73 1,76£0,01*
PG (0,000750 mg/ml) 43 100 44 40 16 L2 | 172
AA (0,050 mg/ml) 24 100 25 25 50 2,25 2,35£0,01%
GA (0,05 mg/ml) 43 100 20 21 59 239 | 232
AA (0,100 mg/ml) 24 100 29 21 50 2,21 2,26+0,01*
GA (0,05 mg/ml) 43 100 27 22 51 224 | 222
AA (0,150 mg/ml) 24 100 28 19 53 2,25 2,290,00%
GA (0,05 mg/ml) 43 100 25 20 55 230 | 227
AA (0,200 mg/ml) 24 100 31 18 51 2,20 2,23£0,01%
GA (0,05 mg/ml) 48 100 30 17 53 2,23 221

* p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli.
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aa gruplari arasinda RI
Mean and Standard Deviation

2 ]_i i
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Sekil 3.29: Akrilamidin degisik dozlar1 (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile
etkilesime sokulan insan lenfosit kiltlirlinde replikasyon indeks oranlari

(A:N.Kontrol, B:0.050AA, C:0.100AA, D:0.150AA, E:0.200AA, F:MMC)

pg gruplar arasinda RI
Mean and Standard Deviation

N

Sekil 3.30: AA+PG ve PG gruplari ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirlinde
replikasyon indeks oranlar1 (A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG,
D:0.150AA+PG, E:0.200AA+PG)
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ga gruplari arasinda RI
Mean and Standard Deviation

N

Column

Sekil 3.31: AA+GA ve GA gruplari ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirtinde
replikasyon indeks oranlar1 (A:Gallik Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA,
D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA)

AA REPLIKASYON INDEKSI

1,966

1,925

RI

1,884
1,843
1,802

1,761

1,72

1,679

1,638

0,051 0,056 0,061 0,067 0,072 0,077 0,082 0,087 0,092 0,097 0,102 0,108 0,113 0,118 0,123 0,128 0,133 0,138 0,143 0,148 0,154 0,159 0,164 0,169 0,174 0,179 0,184 0,189 0,195 0,2
poz

Sekil 3.32: AA in farkli konsantrasyonlar1 ile replikasyon indeks arasindaki

regresyon (r=-0.99) ¢izelgesi
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Resim 3.18: Kontrol ve Deney Gruplarinda Kardes Kromatid Degisimi (x1000)

Resim 3.19: Kontrol ve Deney Gruplarinda Kardes Kromatid Degisimi (x1000)
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4. TARTISMA ve SONUC

Hayvanlar iizerinde yapilan bircok c¢alismada akrilamidin karsinojen ve
mutajen etkilerinin oldugu belirlenmistir. Akrilamid insanlar i¢in ise muhtemel
karsinojen ve mutajen olarak tanimlanmaktadir (16). Zararli etkileri gosterilen
akrilamidin insanlarda ndrolojik bozukluklara da neden olabilecegi tartigilmaktadir.
Ancak, normal sartlarda gidalarda olusan akrilamid miktarmin sinir sistemini
etkileyecek diizeyde olmadigi cesitli ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Bu etkinin
ortaya ¢ikmasi i¢cin ¢cok daha yiiksek dozlara gereksinim duyulmaktadir. Hayvanlar
iizerinde yapilan ¢alismalarda, sinir dokusu ve liremeyi etkileyen kronik toksisitenin
goriilebilmesi i¢in giinde 0.5-2 mg/Kg'dan daha fazla akrilamidin alinmas1 gerektigi
bildirilmektedir (100).

Diinya Saglk Orgiitii giinde 0.3-0.8 pg/kg dozda akrilamidin almabilecegini
aciklamaktadir. isvec'te yapilan arastirmalarda, diger faktorler de dikkate alindiginda
akrilamid almiminm bir giinde 100 pg'a kadar ¢ikabilecegi tespit edilmistir. Gidalar
disinda da insanlarm akrilamide maruz kalabilecegi bilinmektedir. Ornegin, ambalaj
materyalinde ve kozmetik driinlerinde de diisiik miktarlarda akrilamid
bulunmaktadir. Bir sigaranin 1-2 pg akrilamid olusturdugu dikkate alindiginda,
sigaranin bu agidan daha fazla 6nem arz ettigi sdylenebilir (29, 176).

Akrilamidin gidalarda bulunusu ve bir¢ok yolla bu maddeye maruz kalma
riskinin saptanmasi, insanlarm akrilamide olan ilgilerini arttirmis olup, bu maddenin
zararh etkileri ile bu zararlara karsi alinabilecek dnlemler iizerine ilgiyi artirmis ve
bu konuda calismalarin hizlanmasmma neden olmustur. Bu maddenin zararli
etkilerinin ortaya konulmasi amaciyla in vivo ve invitro deneylerin yapilmasi 6nem
kazanmustir.

Bu arastirmada, akrilamidin hem in vivo hem de in vitro genotoksisitesi
ortaya konmustur. Ayrica bu genotoksisite {izerine fenolik antosiyanin
bilesiklerinden olan pelargonidin ile fenolik asit tiirevi olan gallik asitin etkileri tespit
edilmistir.

Farelere i.p yolla AA, PG, GA ve MMC enjeksiyon yapildiktan sonra, her
doz grubundan elde edilen preparatlardan metafaz sathasinda olan toplam 100 hiicre

24 saatlik etki siiresi, 100 hiicre de 48 saatlik etki stiresi i¢in sayildi. Bu 100 hiicre
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icerisinde gozlemlenen yapisal kromozom sayilar1 belirlendi. Kromozom kirigi,
kromatid kirigi, fragment, disentrik kromozom ve kardes kromatid birlesmesi
gozlemlendi.

Akrilamid farelere 25-50-100-150 mg/kg dozda, intraperitonal olarak
uygulanmasmdan sonra fare kemik iligi hiicrelerinde kromozomal aberasyon
oraninda doza bagli olarak bir artis gostermistir (r=0.96). Yani kromozomal
aberasyon ve dozlar arasinda pozitif bir korelasyon s6z konusudur. Uygulanan
akrilamidin dozu arttikca, kromozomal aberasyon ylizdesi de artmaktadir.
Akrilamidli gruplar negatif ve pozitif kontrollerle karsilastirildigi zaman gruplar
arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.01). Farelere 25 mg/kg dozda uygulanan
akrilamid, kromozomlarda %17, 50 mg/kg dozda uygulanan akrilamid, % 28.5, 100
mg/kg dozda uygulanan akrilamid, %32.5 ve 150 mg/kg dozda uygulanan akrilamid
ise % 49.5 oraninda aberasyon artigina neden olmustur.

Calismada kullanilan fenolik bilesiklerin (Pelargonidin ve Gallik Asit) dnce
genotoksisitesi kontrol edildi. Daha sonra akrilamidin genotoksisitesi lizerinde
koruyucu etkisinin olup, olmadigi arastirildi. Bu nedenle diizenlenen gruplara
pelargonidin ve gallik asitin intraperitonal uygulamalar1 yapildi. Bu gruplardaki
farelerin fare kemik iligi hiicrelerinde kromozomal aberasyon, mitotik indeks ve
mikroniikleus degerlerinde kontrollere oranla 6nemli bir degisiklik gozlenmedi.

Akrilamid 1ile birlikte pelargonidin uygulanan gruplarda kromozomal
aberasyon ylizdelerinde ¢ok onemli bir diislis saptanmazken, akrilamid ile birlikte
uygulanan gallik asit gruplarmin kromozomal aberasyon yiizdelerinde 6nemli bir
diisiis belirlenmistir.

Akrilamidin 25 mg/kg doz grubunun kromozomal aberasyonu % 17 iken,
gallik asit ile birlikte uygulandiginda bu oran % 5.5’e, 50 mg/kg doz grubunda %
28.5’ten 13.5%e, 100 mg/kg doz grubunda % 32.5’ten % 16.5’¢ ve 150 mg/kg doz
grubunda ise % 49.5 ‘ten % 25.5’e diistligli belirlenmistir.

Ayni1 preparatlardan 1000 hiicre 24 saatlik etki siiresi i¢in, 1000 hiicrede 48
saatlik etki siiresi i¢in sayilarak mitotik aktivite oranlar1 belirlenmistir. Degisik
dozlarda uygulanan akrilamid ile mitotik aktivite arasinda negatif bir korelasyon
bulunmustur (r= -0.91). Yani uygulanan akrilamid dozu arttik¢a, mitotik aktivite

oranlar1 azalmistir. Akrilamidin biitiin dozlar1 kontrollerle karsilastirildiginda mitotik
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aktiviteyi pozitif kontrol kadar diisiirmedigi, fakat negatif kontrole kiyasla dnemli
derecede diisiirdiigli saptanmustir (p<0.01).

Akrilamidin 25 mg/kg doz grubunun mitotik aktivite oran1 % 6.05’iken,
gallik asid ile birlikte uygulandiginda bu oran % 7.15’e, 50 mg/kg doz grubunda %
4.05’ten % 5.25’e, 100 mg/kg doz grubunda % 2.9°dan % 4.5’e ve 150 mg/kg doz
grubunda ise % 2.45 ‘ten % 3.55’e yiikseldigi belirlenmistir.

PCE (polikromatik eritrosit)’ler gelisimlerinin ara asamasinda olan ve olgun
olmayan eritrositlerdir. Yapilarinda ribozom bulundururlar Ribozomlarin boyanma
ozelliklerinden dolayr olgun olan NCE (normokromatik eritrosit)’lerden ayirt
edilebilirler. NCE’ler ise gelisimlerini tamamlamis olgun olan eritrositlerdir.
Yapilarinda ribozom bulundurmazlar. Bunun i¢in boyanma o6zelliklerinden dolay1
olgun olmayan PCE’lerden ayirt edilebilmektedirler. Bu bilgiler 15181 altinda;
NCE’ler 151k mikroskobunda incelendikleri zaman sarimsi turuncu bir renkte
goriiliirken, PCE’ler 151k mikroskobunda incelendikleri zaman, mavi-mor arasi bir
renkte goriilmektedirler. Ayrica genellikle PCE’ler yap: itibariyle, NCE’lerden daha
biiytiktiirler. PCE’lerin icerisinde olusan mikroniikleuslar ise, ana ¢ekirdegin tigte bir
ya da daha az ¢apmda, boyanma 6zelligi ana c¢ekirdegin boyanma 6zelligi ile ayni,
yuvarlak sekilli, koyu mavi renkli olmast nedeni ile kolaylikla ayirt
edilebilmektedirler (184).

Yukarida ad1 gegen maddeler i.p yolla farelere uygulandiktan sonra, her doz
grubundan elde edilen preparatlardan rasgele toplam 1000 PCE (polikromatik
eritrosit) 24 saatlik etki stiresi, 1000 PCE’ de 48 saatlik etki siiresi i¢in sayildi. Bu
sayilan hiicreler arasinda mikroniikleus igeren polikromatik eritsositler belirlendi.
Degisik dozlarda uygulanan akrilamid gruplari ile mikroniikleus frekansi arasinda
pozitif bir korelasyon tespit edildi (r=0.98). Doz arttikca mikroniikleus orani da
artmaktadir. Akrilamidin biitiin dozlar1 kontrollerle karsilastirildiginda mikroniikleus
oranm pozitif kontrol kadar yiikseltmedigi, fakat negatif kontrole kiyasla 6nemli
derecede artirdig1 saptanmistir (p<<0.01).

Akrilamidin 25 mg/kg doz grubunun mikro niikleus oran1 % 4 iken, gallik
asid ile birlikte uygulandiginda bu oran % 3.8’e, 50 mg/kg doz grubunda % 5.9’dan
% 4.15’e, 100 mg/kg doz grubunda % 10.05’den % 9.45’e ve 150 mg/kg doz
grubunda ise % 17.75 ‘ten % 16.2’ye yiikseldigi belirlenmistir.
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Arastrma bulgularina gore akrilamidin fare kemik iligi hiicrelerinde
genotoksik etkilerinin  oldugu saptanmistir. Sonuclar kontrol gruplart ile
kiyaslandiginda, akrilamidin dozunun artisina bagl olarak kromozomal aberasyon
sayisinda ve mikro niikleus oraninda yiikselme, mitotik aktivitede ise diisme
goriilmektedir. Pelargonidin, akrilamidin genotoksik etkilerinin ¢ok az Onlerken,
gallik asit yiiksek oranda antigenotoksik etki gosterdigi c¢alisma sonucundan
cikarilabilir. Polifenollerin serbest radikal yakalayici bilesikler oldugu ve bu
bilesiklerin antioksidan 6zellik gosterdikleri bildirilmektedir (44, 82, 97). Bu durum
cok sayida arastirmayla gosterilmistir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkiye sahip
olduklarim bildirilmis ve daha 6nce yapilan ¢aligmalar ¢esitli arastiricilar tarafindan
desteklenmisdir (75, 103). Bu arastirma sonucuna gore Akrilamidin kromozomlarda
olusturdugu hasar1 fenolik bilesikler engelleyebilmektedir. Bu durumun ortaya
cikmasinda serbest radikalleri engelleyici etkileri veya diger mekanizmalar bir rol
oynayabilir. Serbest radikal yakalayic1 maddelerin antioksidan enzimlerin sentezini
artirdiklar, DNA iplikleri arasinda ¢apraz bag olusumunu engellemek suretiyle
mutasyon olusumunu bloke ettikleri, DNA’mn tamir mekanizmasmi uyardiklar1 ve
sitokrom P-450 gibi bir¢ok enzimin sentezini diizenledikleri bildirilmektedir (17, 92,
148).

Mutajenik ya da klastojenik etkiye sahip olan genotoksik ajanlarda doz-cevap
iliskisi arasinda dogrusal bir baglant1 s6z konusudur (belirli dozlar arasinda). Boyle
mutajenik ajanlardan bir1 de akrilamiddir. Bu ¢alismada akrilamidin dozunun
artistyla birlikte genotoksik etkide de bir artma goriilmiistiir. Akrilamidin genotoksik
etkisi bu calismanin disinda c¢ok sayida gergeklestirilen diger mikroniikleus
calismalari ile de ortaya konmustur (36, 32, 118). Akrilamidin mutajenik etkilerinin
gosterilmesinde diger testlerden de yararlanilmistir. Insan lenfosit kiiltiirii
kromozomal aberasyon, mikroniikleus testi, Ames testi, SCE testi gibi diger test
sistemlerinde akrilamidin agik bir sekilde klastojenik aktiviteye sahip oldugunu
gosterilmistir (1). Bu calismada kromozomal aberasyon, miktoniikleus ve SCE
testlerinden yararlanilmistir.

Mei ve ark.(105), fare lenfoma hiicrelerinde glisidamid (GA) ve akrilamidin
genotoksik etkilerini ¢alismislardir. Hiicreleri 2-18 mM AA ve 0,125-4 mM GA ile

muamele etmislerdir. Kromozomal aberasyon gibi ¢esitli genotoksisite testleri ile
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sonuglar1 degerlendirmisler. Akrilamidin metaboliti olan glisidamid ve akrilamid
arasinda genotoksisite karsilastirmasi yapmislardir. Sonuglarina gore, fare lenfoma
hiicrelerinde glisidamid, akrilamide gore daha mutajenik oldugunu tespit etmislerdir.

Adler ve ark. (3), 50-150 mg/kg dozundaki akrilamidin intraperitonal olarak
verilen farelerin, kemik iligi hiicrelerindeki mikrontikleus sikliginda uygulanan doza
bagli olarak artma gozlemis ve 100 mg/kg akrilamid uygulamasindan 24 saat sonra
da en yiiksek seviyeye ulastigini bildirmislerdir. Bu ¢alisma da benzer bulgular
gozlenmistir.

Titenko-Holland ve ark. (161), 50 mg/kg dozundaki akrilamidi i.p. olarak
farelere bes giin boyunca uygulamislar. Akrilamidin morfolojik olarak normal ve
anormal embriyolardaki mikroniikleus iceren hiicrelerin sikligini negatif ve pozitif
kontrolle kiyasladiklarinda 10-20 kat artisa sebep oldugunu tespit etmislerdir.

Dobrzynska ve Gajewski (47), X 1sim1 ve akrilamidi birlikte kullanarak
mutajenik etkisini incelemislerdir. Bu ¢alismada fare kemik iligi mikroniikleus testini
kullanmislardir. Calismanin  sonucunda, akrilamidin X 1sm1 ile Dbirlikte
uygulanmasmin fare kemik 1iligi polikromatik eritrositlerinde mikroniikleus
olusumunu 6nemli derecede arttirdigini tespit etmislerdir.

Paulsson ve ark. (118) yaptiklari ¢alismalarinda, 100 mg/kg akrilamidi fare ve
Sprague Dawley cinsi si¢anlara i.p. olarak uyguladiktan sonra farelerin dolasim
kaninda, sicanlarin da kemik iliginde mikroniikleus olusum sikligini incelemislerdir.
Arastirma sonucunda farelerde mikroniikleus sikliginda artis gozlerken, sicanlarin
kemik iliginde akrilamidin mikroniikleus sikligini etkilemedigini tespit etmislerdir.

Abramsson-Zetterberg (1), uygulanan akrilamidin bir seri diisilk dozunun fare
periferal kaninda mikroniikleus testi ile etkisini incelemis ve deneylerde kontrole
kiyasla uygulanan tiim dozlarda mikroniikleuslu eritrositlerin sikliginda belirgin bir
artis gozlemistir.

Yang ve ark. (180), farelere gavaj yolu ile uyguladiklar1 akrilamidin dolagim
kaninda 72,5, 100 ve 145 mg/kg dozlarinda mikroniikleus sikliginda artis
gozlemislerdir. Bu artigin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu tespit etmislerdir.

Yang ve ark. (180), sican testislerine akrilamidin toksik etkisini
arastirmislardir.  Akrilamidin =~ sperm  kalitesini  etkiledigini  ve  sperm

konsantrasyonunu azalttigim1  gormiislerdir. Akrilamidin histopatolojik doku
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bozukluguna neden oldugunu bulmuslardir. Akrilamidin toksik etkisi nedeniyle
Leyding hiicresinin 06ldiigiinii, sperm noksanliklarinin ve ¢esitli histopatolojik
anormalliklerin meydana geldigini gozlemlemislerdir.

Roy ve ark.(130) streptozotocin ile diabet olusturulan ratlarda hiperglisemi ve
oksidatif hasara kars1 pelargonidinin etkisini incelemislerdir. Ratlara i.p yolla 3mg/kg
dozda Pelargonidin verip oksidatif stres ve hiperglisemi yoniinden arastirmiglardir.
Calismanin  sonucunda pelargonidin enjekte edilen ratlarda oksidatif stresin
azaldigini ve hipergliseminin 6nlendigini rapor etmislerdir.

Siddique ve Afzal (145) fare kemik iligi hiicreleri lizerinde mitomisin-c nin
meydana getirdigi genotoksik hasarlara karsi apigeninin anti genotoksik etkisini
arastrmiglardir. Parametre olarak kromozomal aberasyonlar ve SCE yi
kullanmiglardir. Apigeninin (10, 20 ve 40 mg/kg) ii¢ farkli dozda calisip ve bu li¢
dozun hicbir genotoksik 6zelliginin bulunmadig: tespit etmislerdir. MMC 2 mg/kg
olarak apigenin {i¢ dozu ile birlikte ip olarak verilmistir. Fare kemik iligi
hiicrelerinde MMC’nin genotoksisitesine karsi apigeninin koruyucu bir roliiniin
oldugu, SCE ve kromozomal aberasyon oranlarinda Oonemli bir azalmanin
gbzlemlendigi rapor edilmistir.

Yener ve Dikmenli (185), Sprague Dawley cinsi erkek ratlara akrilamitin
125-150-175 mg/kg tek oral doz olarak uygulamislardir. Uygulamadan 48 saat sonra
kemik iligi 6rneklerinde MNPCE oranlarina bakmiglardir. Ratlara gavaj yolu ile tek
doz olarak verilen akrilamid kemik iligi hiicrelerinde MNPCE sayisini artirdigini
rapor etmislerdir.

Seyed ve ark. (142), aligc meyve ekstraktinin fare kemik iligi hiicrelerinde
siklofosfamidin yol agtig1 genotoksisiteye karsi koruyucu etkisinin olup olmadigi
arastirmislardir. Farelere oral yolla 7 giin boyunca 5 farkli dozda (25-50-100-200 ve
400 mg/kg) hazrlanan alig ekstrakti soliisyonu verilmistir. 7. Giin 50 mg/kg
siklofosfamid intraperitonal olarak enjekte edilmistir. Kontrol grubuyla
siklofosfamid uygulanan tiim gruplar karsilastirildiginda MNPCE frekansinda artis
gozlenmistir. Yalnizca siklofosfamid uygulananlarla hem siklofosfamid hem ali¢
ekstraktt uygulanan gruplar karsilastirildiginda ise MNPCE sayisinda azalma
goriilmistiir. Yedi gilinlik alic ekstrakti muamelesi kemik iligi hiicrelerinde

siklofosfamidin neden oldugu MN olusumunu inhibe etmistir. Bu ekstrakt MNPCE
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frekansin1 onemli derecede azaltmistir. Antiklastojenik etki gostermistir. Ayrica
siklofosfamidin yan etkilerine karsi koruyucu oldugu tespit edilmistir. Alig yliksek
konsantrasyonda fenolik bilesikler igeren bir bitkidir. Bu yiizden ali¢ ekstraktinin
siklofosfamidin yol agtig1 genotoksisite ve oksidadif stresi azalttigini rapor
etmiglerdir. Bu g¢alismada da fenolik bilesiklerin antiklastojenik etkileri
gosterilmistir.

Padma ve ark. (117) lindan’m neden oldugu hepatik ve renal toksisiteye kars1
gallik asidin koruyucu etkisini arastirmiglardir. Lindan ¢evrede kalict olan, besin
zincirinde biriken ve insan saglig1 ve cevreye zararli etkileri olma riski bulunan
organik klorlu bir pestisiddir. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin
iiretilmesiyle hiicre hasarma neden olur. Karaciger hasar1 SGOT, SGPT ve ALP gibi
hepatik serumun marker enzimleri ve histopatolojik gézlemlerle degerlendirilmistir.
Bobreklerdeki hasar histopatolojik incelemelerle ve kreatin ve iire gibi serum
markerlariyla gozlenmistir. Lindan ile uygulama, lipid peroksidasyon seviyesini
arttrmistir. Lindan uygulamasiyla birlikte karaciger ve bobrek dokularinda da
histolojik degisiklikler gozlenmistir. Gallik asitin ayni anda uygulanmasi, lindanenin
neden oldugu karaciger ve bobrekteki degisiklikleri, LPO’da, serumun marker
enzim aktivitesindeki diisme ve antioksidan seviyelerinde onemli dlciideki artisla
onlemistir. Bu sonuclar, gallik asidin rat karaciger ve bobregindeki lindanin neden
oldugu oksidatif hasar iizerine koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.

Ritesh ve Sanmati (125), farelerde oksidatif stres ve genotoksisiteye neden
olan siklofosfamide B. lanzan’in etanoldeki kabuk ekstraktinin etkisini
arastrmiglardir. Yedi giin boyunca 250, 500 ve 1000 mg/kg’lik B. lanzanla yapilan
ilk uygulamada, antioksidan ve detoksifikasyon sistemlerinde degisiklik,
kromozomal hasar ve lipid peroksidasyonunda 6nemli derecede azalma goriilmiistiir.
Bu sonuglar ham ekstrakttaki kemopreventif fitobilesenlerin varligina baglanmstir.
Bu nedenle farelerde siklofosfamide bagli oksidatif stres ve genotoksisiteye karsi
koruyucu bir etkinin ortaya c¢iktigi  belirtilmektedir.  Farelere  farkl
konsantrasyonlarda yalnizca B. lanzan’in yani sira siklofosfamidle birlikte B. lanzan
da uygulanmistir. Kontrol grubunda ve 1000 mg/kg B. lanzan uygulanan farelerin
MNPCE frekansinda onemli farklar gézlenmemistir. Kontrol grubuyla, 75mg/kg
siklofosfamid uygulanan farelerin MNPCE frekansi karsilastirildiginda yiiksek bir
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artis saptanmistir (siklofosfamidli grupta). Farkli konsantrasyonlarda es zamanli
olarak gerceklestirilen siklofosfamid ve B. lanzan uygulamalarindan elde edilen
sonuglar yalnizca siklofosfamid uygulananan gruptan elde edilen sonuglarla
karsilastirildiginda MNPCE frekansinda azalmanin ortaya ¢iktigi goriilmiistiir. B.
lanzan’in 250, 500 ve 1000 mg/kg lik dozlar: ile birlikte siklofosfamid uygulamasi
MNPCE frekansinda sirasiyla % 37,2, % 56,14 ve % 69,99’luk bir azalmaya neden
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar bir doz-yanit korelasyonunu ortaya ¢ikarmaktadir.
B. lanzan konsantrasyonu arttikca mutajenite azalmaktadir. Yine arastirmada
Siklofosfamid’in 75mg/kg uygulamas: ile kemik iligi hiicrelerindeki MNPCE
frekansinda 6nemli derecede artis saptanmistir. Bu sonug siklofosfamidin genotoksik
etkili oldugunu kanitlamaktadir. Yedi giinlik B. lanzan uygulamasi kemik iligi
hiicrelerinde mikroniikleus olusumunu inhibe etmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuclara gore B. lanzan MNPCE frekansini Onemli derecede azaltmis ve
siklofosfamide kars1 antiklastojenik ve koruyucu etki géstermistir. Yine yapilan diger
calismalarda siklofosfamidin fare ve ratlarin karaciger, akciger ve serumlarinda lipid
peroksidasyonunda artisa ve antioksidan enzimlerin aktivitelerinde ise azalmaya
neden oldugunu ortaya konmustur. Siklofosfamid prooksidan bir karaktere sahip ilag
olup, antitlimoral olarak kullanilmaktadir. Oksidatif strese yol acgar. B. lanzan
farelerde siklofosfamidin yol actig1 genotoksisiteye karsi koruyucu bir etki
gostermektedir. B.lanzan potansiyel bir antigenotoksik antioksidan ve kemopreventif
ajandir. Antioksidan Ozellikteki enzimlerin diizeyini artirir. Bu nedenle bitki ve
ekstraktlar1 kemoterapdtik uygulamalarda bir adjuvan ajan olarak kullanilabilir.
Alzahrani (7), farelerin viicut ve esey hiicrelerinde akrilamidin meydana
getirdigi DNA hasarina kars1 L-carnitinin koruyucu etkisini arastirmistir. Fare kemik
iligi hiicrelerinde, mikroniikleus, kromozomal aberasyonuna ve sperm morfolojisi
parametreleri incelenmistir. Fareleri li¢ gruba ayirarak, oral yolla 10, 20 ve 30 mg/kg
akrilamidi uygulamig ve 24 saat sonra fare kemik iligi numunesi alarak kromozomal
aberasyon ve mikroniikleus oranlarini rapor etmistir. Diger taraftan iki L-carnitin
grubu olusturarak 1-2 hafta boyunca oral olarak 100-200 mg/kg ‘lik L-carnitin
uygulamasi1 yapmistir. Bu silireler sonunda 10 mg/kg akrilamid uygulamis ve
mikroniikleus, kromozomal aberasyon ve sperm anomalisi parametrelerine bakmastir.

Arastirict yalnizea 10, 20 ve 30 mg/kg akrilamid uyguladigi fare kemik iligi
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hiicrelerinde doza bagli olarak hem mikroniikleus hemde kromozomal
aberasyonlarda artis saptamistir. Diger taraftan L-carnitin verilmis gruplarda,
akrilamidli ve kontrol gruplarina gore mikroniikleus ve kromozomal aberasyon
oranlarinda bir azalma meydana geldigini gozlemlemistir. Ayrica akrilamidli
gruplarda, morfolojik olarak sperm anomalisi artarken, L-carnitin ile birlikte
uygulanan akrilamid gruplarinda sperm anomalilerinde azalma kaydedilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar 15181 altinda, akrilamidin mutajenitesine karsi L-
carnitinin koruyucu etkisinin oldugunu anlasilmaktadir. Gelecekteki ¢alismalarda L-
carnitinin, akrilamidin epoksidasyonunu engelleyip engellemedigininin tespit
edilmesi 6nerilmektedir. Epoksit tiirevlerinin genetik yapilar1 bozdugu bilinmektedir.

Akrilamidin genotoksisitesi ¢esitli in vivo ve in vitro c¢aligmalarla
desteklenirken, Pelargonidin ve Gallik asitin, kromozom hasarlarina kars1 koruyucu
etkisinin ¢alisilmadigr tespit edildi. Calisma sonuglarimiz, Onceki ¢alisma
sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

Akrilamidin 0.050,0.100, 0.150 ve 0.200 mg/ml’lik dozlar1 insan lenfosit
kiiltiriinde, 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde denenmistir. Kromozomal
aberasyonu belirlemek icin rastgele secilmis 100 metafaz Orne§i incelenmistir.
Kromozomal aberasyon oraninda doza bagh olarak bir artis gozlemlenmistir
(r=0.91). Yani kromozomal aberasyon ve dozlar arasinda pozitif bir korelasyon s6z
konusudur. Uygulanan akrilamidin dozu arttik¢a, kromozomal aberasyon ylizdeside
artmaktadir.  Akrilamidli gruplar negatif ve pozitif kontrollerle karsilastirildigi
zaman gruplar arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.01). Kiiltiire 0.050 mg/ml
dozda uygulanan akrilamid, kromozomlarda %15.5, 0.100 mg/ml dozda uygulanan
akrilamid, % 34, 0.150 mg/ml dozda uygulanan akrilamid, %70.5 ve 0.200 mg/ml
dozda uygulanan akrilamid ise % 147.5 oraninda aberasyon artigsina neden olmustur.

Calismada kullanilan fenolik bilesiklerin (pelargonidin ve gallik asit) once
genotoksisitesi kontrol edildi. Daha sonra akrilamidin genotoksisitesi lizerinde
koruyucu etkisinin olup, olmadigi arastirildi. Bu nedenle diizenlenen gruplara
pelargonidin ve gallik asitin uygulamalar1 yapildi. Kontrollerle karsilastirildiginda
kromozomal aberasyon, mitotik indeks ve mikroniikleus oranlarinda 6nemli bir

degisiklik gozlenmedi.
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Akrilamid 1ile birlikte pelargonidin uygulanan gruplarda kromozomal
aberasyon yiizdelerinde gallik aside oranla ¢ok az bir degisme saptanirken, akrilamid
ile birlikte uygulanan gallik asit gruplarmmin kromozomal aberasyon yiizdelerinde
onemli bir diisiis belirlenmistir.

Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun kromozomal aberasyonu % 15.5
iken, gallik asit ile birlikte uygulandiginda bu oran % 8’ e, 0.100 mg/ml doz
grubunda % 34’ten 17.5’¢, 0.150 mg/ml doz grubunda % 70.5’ten % 49’a ve 0.200
mg/ml doz grubunda ise % 147.5 ‘ten % 107’e diistiigli belirlenmistir.

Ayni1 preparatlardan 3000 hiicre 24 saatlik etki siiresi i¢in, 3000 hiicrede 48
saatlik etki siiresi icin sayilarak mitotik aktivite oranlari belirlenmistir. Degisik
dozlarda uygulanan akrilamid ile mitotik aktivite arasinda negatif bir korelasyon
bulunmustur (r= -0.99). Yani uygulanan akrilamid dozu arttik¢a, mitotik aktivite
oranlar1 azalmistir. Akrilamidin biitiin dozlar1 kontrollerle karsilastirildiginda mitotik
aktiviteyi pozitif kontrol kadar diisiirmedigi, fakat negatif kontrole kiyasla dnemli
derecede diisiirdiigii saptanmustir (p<0.01).

Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun mitotik aktivite oran1t % 6.29’iken,
gallik asid ile birlikte uygulandiginda bu oran % 6.53’e, 0.100 mg/ml doz grubunda
% 5.23’ten % 5.36’ya, 0.150 mg/ml doz grubunda % 3.88’den % 4.81°¢ ve 0.200
mg/ml doz grubunda ise % 3.23 ‘ten % 4.34’¢ ylikseldigi belirlenmistir.

Mikrontikleus, hiicre boliinmesi sirasinda serbest kalan kromozom fragmenti,
kromozom parcasidir. Bir niikleoplazma ile sarilarak sitoplazma igerisinde ana
niikleusun yaninda yer almaktadir Organizmanin ¢esitli mutajenik, klastojenik ve
karsinojenik ajanlara maruz kalmasi sonucu DNA harabiyetine bagh olarak
olugsmaktadir. Diger bir degisle hiicrelerde goriilen MN, DNA hasarmin bir
gostergesidir. Genetik hasar tespitinde kullanilmaktadir (58).

Mikrontikleus frekansini belirlemek icin, preparatlardan toplam 2000 iki
niikleuslu hiicre 24 saat, 2000 iki niikleuslu hiicre ise 48 saatlik etki siiresi i¢in
sayilmis, bu iki niikleuslu hiicreler igerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmastir.
Bundan da mikronukleuslu iki nukleuslu hiicrelerin yiizdeleri bulunmustur. Degisik
dozlarda uygulanan akrilamid gruplar1 ile mikroniikleus frekansi arasinda pozitif bir
korelasyon tespit edildi (r=0.95). Doz arttikga mikroniikleus oran1 da artmaktadir.

Akrilamidin biitiin dozlar1 kontrollerle karsilastirildiginda mikroniikleus oranimni
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pozitif kontrol kadar ylikseltmedigi, fakat negatif kontrole kiyasla 6nemli derecede
artirdig1 saptanmistir (p<0.01).

Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun mikroniikleus oram1 % 0.5 iken,
gallik asid ile birlikte uygulandiginda bu oran % 0.575’¢, 0.100 mg/ml doz grubunda
% 0.7°den % 0.6’ya, 0.150 mg/ml doz grubunda % 3.5’ten % 2.325’e¢ ve 0.200
mg/ml doz grubunda ise % 4.67 ‘den % 2.975’e yiikseldigi belirlenmistir.

Kardes kromatid degisimi, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenite ve
kanserojenite etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilan bir yOntemdir. KKD
(Kardes kromatid degisimi), es kromozom lokuslarinda iki kromatid arasinda
meydana gelen ve kromozom morfolojisinde degisiklige neden olmayan, karsilikli
segment degisimi olarak tanimlanmaktadir. KKD testi sitogenetik bir yontemdir.
KKD sikligmin tespit edilmesi, klastojenite, genotoksisite veya genetik instabilitenin
arastirilmasinda kullanilmaktadir. KKD sikliginda artis, mutasyon ve kanser riskinde
artigin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (51).

KKD sayis1 ve kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci mitozu
geciren 100 metafazda saptanmistir. Ayrica replikasyon indeksini hesaplarkende 100
hiicre degerlendirilmistir. Kromozomal aberasyon ve mikroniikleus testlerinde
oldugu gibi bu testlerde de 24 ve 48 saatlik etki siireleri i¢in ayri1 ayri hiicre
sayllmistir. Degisik dozlarda uygulanan akrilamid gruplar1 ile KKD sayis1 arasinda
pozitif bir korelasyon tespit edildi (r=0.91). Doz arttikga KKD sayist da artmaktadir.
Akrilamidin biitiin dozlar1 kontrollerle karsilastirildiginda KKD sayismi pozitif
kontrol kadar yiikseltmedigi, fakat negatif kontrole kiyasla dnemli derecede artirdigi
saptanmistir (p<<0.01). Akrilamid uygulanan gruplar1 ile replikasyon indeksi arasinda
negatif bir korelasyon vardir (r=-0.99). Doz arttikga RI diismektedir. Biitiin dozlar
kontrollerle karsilastirildiginda RI'ni pozitif kontrol kadar diisiirmedigi fakat negatif
kontrola kiyasla 6nemli derecede diisiirdiigii tespit edilmistir (p<0.01).

Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun KKD sayis1 % 20 iken, gallik asid
ile birlikte uygulandiginda bu oran % 22.5’e, 0.100 mg/ml doz grubunda % 19.5’ten
% 19’a, 0.150 mg/ml doz grubunda % 51°’den % 46.5’e ve 0.200 mg/ml doz
grubunda ise % 55.5 ‘ten % 57’e dustirdiigli, akrilamidle birlikte pelargonidin

uygulanan gruplarla karsilastirildiginda 6nemli bir farkin olmadigi belirlenmistir.
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Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun RI’1 9% 2.1 iken, gallik asid ile
birlikte uygulandiginda bu oran % 2.32’e, 0.100 mg/ml doz grubunda % 1.93’ten %
2.22°ye, 0.150 mg/ml doz grubunda % 1.85’ten % 2.27°ye ve 0.200 mg/ml doz
grubunda ise % 1.72 ‘den % 2.21°e yiikselttigi, akrilamidle birlikte pelargonidin
uygulanan gruplarla karsilastirildiginda 6nemli bir farkin olmadigi belirlenmistir.

Genotoksisite lizerine ¢ok sayida in vitro arastirmalar yapilmaktadir.

Bitkisel polifenolik bilesikler ile ilgili bircok calisma yapilmis ve bu
bilesiklerin ¢ok gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip olduklari, viicutta olusan serbest
radikalleri notralize ederek kalp-damar hastaliklarmi engelledikleri ve hatta
yaslanmay1 geciktirdikleri rapor edilmistir. Polifenolik bilesiklerin, yiiksek kimyasal
aktiviteye sahip olmalari, ayrica DNA, enzimler ve proteinlere baglanabilme
ozelligi gostermeleri nedeniyle serbest radikallere karsi 6nemli bir savunma
mekanizmasi olusturduklar1 bilinmektedir (27).

Ipek ve ark. (88), carvacrol’iin metabolik aktivitenin yoklugunda énemli bir
mutajenik aktivite gosterdigini, her iki tiirde hem S9 bulunan hem de bulunmayan
ortamlarda siwrasiyla 4-nitro-o-phenylenediamine ve 2- aminofluorene tarafindan
meydana getirilen mutajenitenin gii¢lii bir sekilde inhibe edildigini ve carvacrol’iin
onemli bir sekilde antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir.

Ipek ve ark. (87), insan lenfosit hiicrelerinde MMC’nin varhginda
carvacrol’lin biitlin dozlarda SCE’nin olusumunu artirmadigi, hatta MMC’nin neden
oldugu SCE oranlarini inhibe ettigini bildirmislerdir.

Jiang ve ark. (90)  akrilamidin genotoksik/antigenotoksik bilesenleri
belirlemede uygun hiicreler olan insan hepatoma G2 (HepG2) hiicrelerinde, tek
hiicre jel elektroforez (SCGE) assay and mikroniikleus testlerini kullanarak
muhtemel genotoksik etkisini calismislardir. Bu mekanizmanin nasil ¢alistigini agiga
cikarmak i¢in reaktif oksijen tiirlerinin hiicre i¢i iiretimini ve oksidatif DNA hasar1
seviyesini 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)in immunositokimyasal analiziyle
degerlendirmislerdir. AA’nin neden oldugu oksidatif streste glutatyon (GSH) varligi
buthionine sulfoximine (BSO)uygulamasmin GSH’1 azaltmasiyla (baskilamasiyla)
incelenmistir. Sonuglar, AA’nin neden oldugu DNA zincir kirilmalarimm ve HepG2
hiicrelerinde MN frekans1 yiikselmesinin doza bagli oldugunu gostermistir. Bu

olaylardaki muhtemel mekanizma AA uygulanan HepG2 hiicrelerinde artan ROS
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seviyesi, GSH’m azalmasi ve 8-OHdG olusumudur. AA’nin HepG2 hiicrelerinde
muhtemelen hiicre ici ROS GSH deplesyonuyla (azalmasi, baskilamasi) genotoksik
etkisini gosterdigini rapor etmislerdir.

Gasiorowski ve ark (63) Aronia melanocarpa’dan izole etikleri
antosiyaninleri ames testi ve insan lenfosit kiiltiirii kullanarak benzo (a) piren ve 2-
aminoflorene’in etkileri iizerine kullanmislardir. Invitro insan lenfosit kiiltiiriinde
yapilan SCE testinde, antosiyanin varliginda benzo (a) pyrenenin neden oldugu SCE
frekansinda 6nemli bir diisiis saptandi. Ames testinde ise antosiyaninlerin ¢ok gii¢lii
antimutajenik 6zelliklerinin oldugunu rapor etmislerdir.

Aydm ve ark. (11), yaptiklar1 ¢aligmada thyme yagmmn ana
komponentlerinden olan carvacrol’iin 0.05 mM konsantrasyonlarda 1Q ve MMC’nin
neden oldugu genotoksik aktivitelere karsi koruyucu oldugu halde 0.1mM
konsantrasyondaki carvacrol DNA’da zararlara neden oldugu, thymol’iin ise yaklasik
0.1mM konsantrasyonlarda DNA ipliklerinde kirilmaya neden olmazken 0.2mM
konsantrasyonda DNA’da 6nemli zararlara neden oldugunu bildirmislerdir.

Siddique ve ark. (146). Ocimum sanctum’dan elde edilen inflizyonun
klormadinon asetat (CMA)’nin insan lenfositlerinde neden oldugu genotoksik
hasarlar iizerindeki etkilerinin arastirmiglardir. Klormadinon asetat sentetik bir
progesteron analogudur. Genellikle oral olarak gebeligi Onleyici olarak
kullanilmaktadir. CMA 40 uM dozda insan periferal lenfositlerinde kromozom
aberasyonlarim arttigi, fakat 40 pM dozda CMA, bitki infiizyonunun 1.075x107,
2.125x10™ ve 3.15x10™ g/I bitki ayr1 ayr1 dozlariyla birlikte lenfositlerle muamele
edildiginde anormal metafaz sayisini sirasiyla % 2,67, % 2,0 ve % 1.67 oranlarina
kadar diisiirdiigli saptanmistir. Kardes kromatid degisimi de ayni sekilde 40 uM
CMA ile muamele edilmis hiicrelerde % 6.43 iken, bitki infiizyonuyla ayr1 ayri
1.075x107, 2.125x10™ ve 3.15x10™ g/l dozlarinda 1:1 oaraminda muamele edilen
hiicrelerde sirastyla % 3.76, 3.01 ve 2.94 oranlarinda azalmistir. Bitki inflizyonunun
kullanilan dozlarinda goézlenen kromozom aberasyonlar1 ve kardes kromatid
degisimleri kontrol grubuna gore artirmadigr belirtilmistir. Yapilan calisma
sonucunda bitki inflizyonunun genotoksik potansiyeli artirmadigi ve insan lenfosit
hiicrelerinde klormadinon asetatin neden oldugu genotoksisiteyi diizeltebilecegi ileri

siirtilmiistiir.
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Kimyasallarin hiicre enerji tiretim merkezlerinin fonksiyonlarmi baski altinda
tuttuklar1 ve dolayisiyla ATP sentezinin azaltmasi sonucu hiicre bdliinmesinin
yavasladig1 ve sitotoksik etkinin ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Bazi arastiricilar da
kimyasal maddelerin KA’y1 uyarma yoluyla sitotoksik etkiye sahip olabilecegini ileri
sirmislerdir (10, 81, 62). Vock ve ark. (174) ile Kirkland ve Miiller (93) bazi
kimyasallarin in vitro sitotoksik etkilerinin DNA c¢ift iplik kiriklarinin olugsmasima
bagl olarak ortaya c¢iktigini bildirmislerdir. Ayrica Madle (102), KA igeren
hiicrelerin mitotik seleksiyon yoluyla dongiiden ¢ikartilacagini ve dolayisiyla MI’in
diistiriilecegini  bildirmistir. Mitotik seleksiyon, boliinme yoniinden aktif olan
hiicrelerde kromozom aberasyonlu hiicrelerin eliminasyonu olarak tanimlanabilir.
Yani mitotik seleksiyon tamir edilemeyecek kromozom aberasyonu igeren hiicrelerin
hiicre dongiisiinden uzaklastirilmasi1 ve 6ldiiriilmesi olayidir. Bu arastiricilara gore
mitotik seleksiyona, DNA fragmentasyonu ve bunun sonucunda olusan koprii
olusumu, asentrik (kinetokorsuz) fragmentlerin kaybolmasi ile olusan gen kayb1 veya
bunlarin sonucunda mikroniikleus olusumu dolayisiyla genetik materyalin kayb1 gibi
anormallikler sebep olmaktadir.

Gil ve ark. (68) Urtica dioica (1sirgan otu)’nun insan periferal lenfosit
kiiltliriinde, sitotoksik ve genotoksik etkilerini arastirmiglardir. Arastirmada 1sirgan
otunun esansiyal yagiim kimyasal kompozisyonu ¢ikarilmistir. Arastirma sonucunda
tibbi bitki olarak genis bir kullanim alanina sahip olan 1sirgan otunun, kromozomal
aberasyon ve mikroniikleus oraninda artisa neden oldugunu rapor etmiglerdir.

Nefic (110), insan periferal lenfositlerinde in vitro KA test metodu ile
sisplastin’e kars1 askorbik asit’in koruyucu potansiyelini arastirmistir. Arastirici
askorbik asitin, sisplastin ile uyarilan anormal metafaz ve kromozomal anormali
sayisinda istatistik bakimdan 6nemli derecede azalma meydana geldigini belirtmistir.
Ayrica calismada askorbik asit’in antimutajen etkisinin ortaya ¢ikmasinda
konsantrasyonun  onemli  oldugunu agiklamistir.  Askorbik asit  yiiksek
konsantrasyonlarda serbest radikal {ireterek genetik hasara neden oldugu
bildirilmistir.

Blasiak ve ark.(19) normal insan lenfositlerinde akrilamidin potansiyel DNA
hasar1 yapma oOzelligini comet testinin alkalin, nortal ve 12.1 versiyonlariyla ve

pulsed-field gel elektroforeziyle arastrmislardir. Akrilamidin  normal hiicre



112

DNAsmda 6zellikle DNA baz modifikasyonlar1 ve apoptosisi kapsayan bir ¢ok
zararl etkiye neden oldugunu, ayrica DNA onarimini bozdugunu rapor etmislerdir.

Aly ve Donya (6), tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan rifampisin’in genotoksik
etkilerine kars1 askorbik asit ve vit E’nin etkilerini arastirmislardir. Farelere oral
yoldan verilen 10, 50, 150, 300 mg/kg rifampisin’in kromozom anormalliklerini
arttirdig1 saptamiglardir. Bu artis farelere 10 mg/kg dozda 30 giin pespese uygulanan
rifamisin gruplarina gére daha az oldugu gdosterilmistir. Ayni1 arastiricilar askorbik
asitin 25, 50 ve 75 mg/kg dozlarmin rifampisin’in yaptig1 kromozom anomalilerini
onemli derecede azalttigini belirlemislerdir. Askorbik asitin uygulanan dozlarmnin
artis1 ile elde edilen sonuglar arasinda ayni1 yonde olumlu bir etki elde edilmistir.

Egel ve ark. (49), toksoplazma ve malarya tedavisinde kullanilan
pirimetamin’e kars1 askorbik ve folinik asit’in aktivitesini arastrmislardir. Insan
lenfosit kiiltiirtine 0.025 mg/ml pirimetamin ile birlikte 20, 40 ve 80 mM askorbik
asit ya da 25, 50 ve 100 mM folinik asit ilave eden arastiricilar, pirimetamin
tarafindan olusturulan aberasyonlarin askorbik ve folinik asit tarafindan doza bagl
olarak azaltildig1 sonucunu elde etmiglerdir.

Sonu¢ olarak degisik dozlarda akrilamid uygulanan farelerin, kemik iligi
hiicrelerinde kromozomal aberasyon sayisi ve mikroniikleus olusumunda artis,
mitotik indekste ise diislis saptanmistir. Ayrica bu arastirmanin in vitro sathasinda
akrilamidin doz artigina bagl olarak kromozomal aberasyon, mikroniikleus ve KKD
oraninda artisa neden oldugu belirlenmistir. Replikasyon ve mitotik indeksi
disiirdiigli gozlenmistir. DNA molekiiliiniin seker fosfat omurgasindaki fosfodiester
baglarin1 koparmasi yoluyla yapisal kromozom anormalliklerine sebep olmasi
genotoksik, replikasyon ve mitotik indeksi diisiirmesi ile de sitotoksik risk
tastyabilecegi sOylenebilir. Hem in vivo hem in vitro calismada uygulanan
pelargonidin dozlarmin akrilamidin genotoksisitesini fazla dnlemezken, gallik asitin
calisilan dozunda bu toksisiteyi Onledigi saptanmistir. Daha 6nce yapilan in vivo ve
in vitro caligsmalarda, bizim calismadan elde ettigimiz sonuglar1 desteklemis ve
akrilamidin 6zellikle yiiksek dozlarda DNA kiriklarina sebep oldugu tespit edilmistir.
Fenolik bilesiklerin, DNA, enzimler ve proteinlere baglanabilme 0zelligi
gostermeleri nedeniyle serbest radikallere karst 6nemli bir savunma mekanizmasi

olusturduklar1 bilinmektedir. Cesitli ¢aligmalarda fenolik bilesiklerin antioksidan,
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antimutajenik ve antiklastojenik etki yarattigr goézlenmistir. Calismamiz, Onceki
calismalarla  kiyaslandiginda ¢alisilan  gallik  asit dozunun, akrilamidin

genotoksisitesini diisiirdiigii ve koruyucu bir roliiniin oldugu sdylenebilir.
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5. OZET

Akrilamid (AA) genotoksik etkili olup, muhtemel karsinojenler arasinda
siniflandirilmistir.  Akrilamid endiistride kullanim alani bulunmaktadir. Ayrica
yiiksek 1sida Ttretilen gidalarda ortaya c¢ikmaktadir. DNA ile etkilesime girdigi
kaydedilmistir. Fakat bu etkilesimin mekanizmasi tam olarak agiklanmamistir. AA
insanlarda oldugu gibi deney hayvanlarinda da norotoksik ve mutajenik etkilidir.
Bunun yaninda karsinojenik etkili oldugu da gosterilmistir.

Bu calismanin amaci, fare kemik iligi hiicreleri ile insan lenfosit hiicre
kiiltiirlinde Akrilamidin genotoksik etkisine kars1 Pelargonidin (PG) ve Gallik asit
(GA)’1n etkilerini ortaya ¢ikarmaktir.

Akrilamidin genotoksik etkilerini arastirmak i¢in kardes kromatid degisimi
(SCE), kromozom aberasyonu (CA), mikroniikleus (MN) testleri kullanilmistir.
Sitotoksisik etkilerini belirlemek icin ise replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks
(MI) degerlerinden yararlanilmigtir. Ayrica AA’nin genotoksisitesine karsi PG ve
GA’nin antigenotoksik etkisi arastirilmistir.

Arastirma sonucunda AA’nin in vivo ve in vitro klastojenik etkisinin oldugu
saptandi. AA’nm spesifik olan bu etkilerinin doza bagli oldugu goriildii. Bu bulgular
AA’ningenotoksik ve sitotoksik bir bilesik oldugunu gdstermektedir. in vitro (insan
kani lenfosit liltiiri) ve in vivo (kemik iligi hiicreleri) CA, MN, SCE, RI, MI
testlerinde Gallik asitin AA’nm neden oldugu genotoksisite frekansinda (sikliginda)
onemli derecede diisiise neden oldugu goézlendi. GA’nin, muhtemelen antioksidan
aktivitesiyle hem fare kemik iligi hiicrelerinde hem de insan lenfosit kiiltiirtinde
AA’nin olusturdugu genotoksisiteyi diisiirdiigii gorilmektedir. GA genotoksik ve
sitotoksik etkili olmadigi belirlendi. AA’nin etkilerini azaltarak antigenotoksik etkiye
sahip oldugu tespit edildi. PG’nin genotoksik ve sitotoksik etkileri bulunmadi. Bu
arastirmada CA, MN, SCE, MI and RI frekanslar1 sonucuna gére, GA’nin PG’den

daha giiclii antimutajenik etkisi oldugu saptand.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, Gallik asit, Pelargonidin, Kromozomal aberasyon,

Mikrontikleus, Kardes kromatid degisimi, Replikasyon indeksi, Mitotik indeks.
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6. SUMMARY

Acrylamide (AA) is genotoxic and has been classified as a probable human
carcinogen. Acrylamide is used in the industry and can be a by-product in a high-
temperature food processing. It is reported to interact with DNA, but the mechanism
of this interaction is not fully understood. Acrylamide is mainly neurotoxic in
experimental animals as well as humans and has also been shown to be mutagenic
and carcinogenic.

The aim of this study was to investigate the influence of Pelargonidin (PG)
and Gallic acid (GA) on gonotoxic effects of Acrylamide (AA) on bone marrow cells
of mice and human lymphocytes cultured.

The sister chromatid exchange (SCE), chromosome aberration (CA) and
micronucleus (MN) tests were used for investigating the effects genotoxicity of AA.
Replication index (RI) and mitotic index (MI) were also calculated to determine the
cytotoxicity of AA. In addition, the anti-genotoxic effects of PG and GA against
genotoxicity of AA were also investigated in the absence and presence AA.

These results demonstrate the clastogenic activity of AA in vivo and in vitro
and suggest that its specific effects depend on the dose. AA was observed as a
cytotoxic and genotoxic compound. In the, CA, MN, SCE, RI, MI test with (human
blood lymphocytes cultured) in vitro and (bone marrow cells) in vivo, a significant
decrease of genotoxicity frequency induced by acrylamide was observed in the
presence of gallic acid. It is obvious that GA, may with antioxidative activity,
reduced the genotoxicity induced by AA, both in mouse bone marrow cells and
human lymphocytes cultured. GA was not genotoxic and cytotoxic however, it had
an antigenotoxic effect via decreasing the effects of AA. PG was not genotoxic and
cytotoxic. So, we concluded that GA showed a stronger antimutagenic effect than PG

according to the frequency of CA, MN, SCE, MI and RI.

Keywords: Acrylamide, Gallic acid, Pelargonidin, Chromosome aberration,

Micronucleus, Sister chromatid exchange, Replication index, Mitotic index
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