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ÖNSÖZ 

 
Akrilamid kimya sanayi ve laboratuvarlarda kullanılan bir maddedir. Gıda 

maddelerinin yanlış işlenmesi sonucunda da oluşabildiği bilinmektedir. Bu maddenin 

genotoksik etkileri yapılan çalışmalarla tespit edilmiş olup, yüksek dozlarda ya da 

düşük miktarlarda uzun süre kalıntılarının besinler ile tüketilmesi canlılarda zararlı 

etkilere neden olmaktadır. Genotoksik etkiler, hücrelerde mutasyon oluşturur. Bu 

etkiler sonucu karsinojenite, teratojenite ve biyokimyasal bozukluklar gelişebilir. 

Bozuk genler gelecek nesillere aktarılarak sürdürülebilir canlı sağlığını tehdit eder. 

Bu nedenle olumsuz etkilerinin giderilmesi canlıların sağlığı açısından büyük önem 

arz eder.   

Polifenolik bileşikler bitkisel kaynaklı maddelerdir. Bunların yapılan 

çalışmalarla antioksidan etkileri gösterilebilmiştir. Bu nedenle belirli miktarlarda 

tüketilmelerinin faydalı olabileceği düşünülmektedir. Akrilamidin genotoksisitesi 

üzerine polifenollerin koruyucu etkilerinin olup, olmadığının ortaya çıkarılması 

canlıların sağlığı açısından büyük önem arz etmektedir. Gıda maddelerinde oluşan ve 

küçük miktarlarda alınan akrilamid sağlık üzerine olumsuz etkilere neden olduğu 

bilinmektedir. Kaçınılması mümkün olmayan akrilamid toksisitesinden korunma, 

günümüzde ciddi bir sorun olarak insanoğlunun karşısında durmaktadır.  Polifenolik 

bileşiklerin koruyucu etkilerinin tespiti, akrilamid toksikasyonuna karşı polifenol 

ihtiva eden bitki ve gıda maddelerinin tüketilmesinin yolunu açması açısından 

oldukça faydalı olacağı düşünülmektedir. Ayrıca diğer benzer araştırmaların 

yapılmasına da ışık tutacaktır. Bu araştırma akrilamidin genotoksisitesi üzerine 

polifenol bileşiklerin etkilerinin ortaya konması için planlanmıştır. Elde edilen 

sonuçların canlı sağlığının korunmasına hizmet edeceği düşünülmektedir.    

 Bu tez konusunun belirlenmesi ve yürütülmesinde bana her zaman yön 

gösteren ve destek veren, çalışmalarım süresince ilgi ve yardımlarını esirgemeyen ve 

aynı zamanda akademik gelişimimde büyük emeği geçen danışman hocam Prof. Dr. 

Abdullah DOĞAN’a, çalışmamın her aşamasında çalışmamı takip eden ve 

yardımlarını esirgemeyen, bana laboratuvar olanağı sunan değerli hocam Doç. Dr. 

Süleyman GÜL’e, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalı Öğretim Üyesi 
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1. GİRİŞ ve GENEL BİLGİLER 

1.1. Giriş 
 

Gıdaların hazırlanması ve dayanıklı hale getirilmesi için çoğunlukla 90-200 C̊ 

arasında değişen ısının uygulandığı çeşitli işlemlere örneğin; pişirme, fırınlama, 

kızartma, kavurma vs. başvurulmaktadır. Isı başta olmak üzere uygulanan bu 

işlemler, gıdalarda toksik bileşiklerin oluşmasına yol açabilmektedir. Gıdalara ısı 

enerjisinin uygulanması sonucu oluşan bu toksik bileşiklerin en önemlileri ve en iyi 

bilinenleri arasında, heterosiklik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, N-alkil-

N-nitrosamin bileşikleri ve akrilamid sayılabilir. Bu maddelerin mutajenik ve 

karsinojenik etkilerinin bulunduğu araştırmalarla tespit edilmiştir (37).  

Akrilamid 1950’li yıllardan itibaren endüstri ve laboratuvarlarda kullanılan 

bir maddedir. Akrilamid’in canlıların yaşamına zarar verdiğinin tespit edilmesi, 

konunun çok boyutlu olarak ele alınmasının gerekliliğini ortaya koymuştur. 

Akrilamid çoğu besin maddesinde pişirilme esnasında oluşabilmektedir. Böyle besin 

maddelerinin tüketilmesiyle de canlılara ulaşan akrilamid, çeşitli mekanizmalarla 

karsinojenik ve nörotoksik etkilere neden olmaktadır. Mutajenik etkileri de bulunan 

bu madde, Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı tarafından olası kanserojenler grubu 

olan 2A kategorisinde değerlendirilmektedir (85). Bu sınıflandırma, akrilamidin 

hayvanlarda kansere neden olduğunun ispatlanmasına dayanmaktadır. Çok sayıda 

yapılan çalışmalarda akrilamidin hücrelerin makro molekülleriyle reaksiyona girdiği, 

hayvan hücreleri başta olmak üzere kromozomlarda anomaliler oluşturduğu, diğer bir 

değişle mutasyon yaptığı gösterilebilmiştir (115). 

Gıdalara sanayiden kontamine olması yasal olarak sınırlandırılabilmektedir. 

Ancak gıdaların pişirilmesi esnasında oluşması, maalesef böyle bir sınırlandırmayı 

pratik açıdan olumsuz yönde etkilemektedir. Çünkü gıdalara uygulanan ısı işlemleri 

bölgelere ve bireysel lezzet alışkanlıklarına göre değişiklik arz etmektedir. Pişirilme 

şekilleri toplumdan topluma çok büyük farklılıklar göstermektedir. Bu nedenle 

akrilamid gıdalarda pişirilme esnasında doğal olarak oluşabildiğinden, tüketiminin 

yasaklanması büyük oranda mümkün görülmemektedir. Ancak yüksek ısıda kızartma 

işlemlerinden kaçınılması tavsiye edilebilir. Bütün bu olumsuz duruma rağmen 

özellikle hazır gıdalarda akrilamidin tüketilmesine izin verilen tolerans sınırları 



2 
 

 
 

getirilebilir. Bu durumun akrilamidin tüketilmesi sonucu ortaya çıkabilecek risklerin 

azalmasına hizmet edeceği düşünülmektedir (31).  

Akrilamid konusu 1997 yılında İsveç’te inşa edilen bir tünel inşaatı sırasında 

yaşanan bir olay ile ilk kez bilim dünyasında dikkati üzerine çekmiştir. Tünel 

duvarlarının inşaatı sırasında, nehir yatağından meydana gelen su sızıntısını 

engellemek için, su tutucu özelliğinden dolayı harca akrilamid katılmış ve kısa bir 

süre sonra çevrede büyükbaş hayvan ve balık ölümleri görülmeye başlanmıştır. 

Görülen bu sonuçlar üzerine yapılan incelemelerde çevreye büyük miktarda 

akrilamidin sızdığı ve bunun hayvan ölümlerine neden olduğu belirlenmiştir. 

Çevreye yayılan akrilamidin, suda ve o bölgede yaşayan çok sayıda hayvan ve insanı 

olumsuz yönde etkilediği düşünülmüş (inşaatta çalışan personel dahil) ve bu konu 

üzerinde çalışmalar başlatılmıştır. Bu çalışmalar sonucunda yapılan analizlerde 

bireylerin kanında akrilamidin hemoglobin ile reaksiyona girdiği belirlenmiştir. Bu 

reaksiyon ürünleri kanda tespit edilmiştir (72). Çevrede yaşayan insan, hayvan ve 

üretilen gıda maddeleri üzerinde yapılan analizler sonucu akrilamidin zararlı etkileri 

gözlenmiştir. Bu olay ve elde edilen analiz bulguları, insan ve çevre sağlığı açısından 

akrilamidin önemi üzerine dikkatlerin çekilmesine neden olmuştur. Bilim adamlarını 

akrilamid konusunda araştırma yapmaya sevk etmiştir (165). Yapılan bir çalışmada, 

hemoglobin-akrilamid ürünü, pişmemiş yem ile beslenen sıçanlara göre, pişmiş 

yemle beslenen sıçanlarda fark edilir ölçüde yüksek bulunmuştur. Pişirilmiş yem ile 

beslenen sıçanların kanlarında akrilamid miktarının yüksek düzeyde olduğu tespit 

edilmiştir. Bu bulgular sonucu yiyeceklerin pişirilmesiyle akrilamid düzeylerinin 

arttığı görüşü ileri sürülmüştür (157). IARC tarafından 2A sınıfı kanserojenler 

grubuna alınan akrilamidin toksisitesi, etkileri, çevredeki yaygınlığı ilgi çekmiş, 

üzerinde yapılan bu araştırmaları diğer çalışmalar izlemiştir. Yapılan çalışmalarda 

yüksek sıcaklığa maruz bırakılan gıdalarda, yüksek miktarda akrilamid içeriği 

bulunduğu rapor edilmiştir (158). Bu sonuçlar, İsveç, Norveç, İsviçre, İngiltere, 

Almanya ve Amerika Birleşik Devletleri başta olmak üzere birçok ülkenin resmi gıda 

komisyonları tarafından da onaylanmıştır (131).  

Gıdalarda akrilamid oluşum yolları ile ilgili çok sayıda araştırma yapılmıştır. 

Bu maddenin asıl olarak gıdaların içinde bulunan aminoasit ve indirgen özellikteki 
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glikoz gibi şekerlerden, Maillard reaksiyonu ile meydana geldiği tespit edilmiştir 

(106, 150). 

Birçok hastalığın başlama ve gelişiminde, reaktif oksijen türevleri ve 

antioksidan savunma sistemleri arasındaki dengesizlik önemli bir rol oynamaktadır.  

Bu dengesizlik vücutta biyokimyasal mekanizmaların bozulması ve organlarda 

patolojik durumun ortaya çıkmasına bağlıdır. Antioksidanlar, serbest radikallere 

bağlı olarak ortaya çıkan oksidasyonu önleyen maddelerdir. Antioksidanlar bu 

etkilerini değişik konsantrasyonlarda ortaya koyarlar. Düşük miktarlarda göstermesi 

daima istenen bir özelliktir. Organik moleküllerin bazıları serbest radikallere bağlı 

oksidasyonu engelleyebilmektedir. Oksidasyonun engellenmesi organizmada 

görülebilecek fizyopatolojik etkileri önler. Bu nedenle Farmasötik ve Gıda 

endüstrisinin bitkisel kökenli doğal antioksidanlara karşı ilgisi giderek artmaktadır. 

Antioksidan bileşiklerden olan polifenollerin, hangi bitkilerde ne kadar bulunduğu, 

koruyucu etkilerini gösterebilmeleri için diyetle ne kadar alınmaları gerektiği, 

açıklanması gereken problemlerin başında gelmektedir (52).   

Bitkilerde bulunan flavonoidlerin antiinflamatuar, antimutajenik ve antialerjik 

özellikleri bilimsel araştırmalarla ortaya konmuştur (82). Geleneksel halk 

hekimliğinde kullanılan bitkilerin bilimsel araştırmalarla önemleri anlaşılmış ve 

tedavide kullanılmaları gündeme gelmiştir. Bu durum günümüzde fitoterapi adında 

bir bilim dalının gelişmesine neden olmuştur. Bu bilim dalı her geçen gün gelişmekte 

ve önemi giderek artmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) verileri, gelişmekte olan 

ülkelerde toplumların % 80’inin bu terapi yöntemlerini kullandıklarını ve dünyada 

3,3 milyar insanın tıbbi bitkilerden tedavi amacıyla faydalandığını ortaya koymuştur 

(42). 

Kimyasal maddelerin mutasyona sebep olup, olmadıklarının belirlenmesi, 

kısa sürede yapılabilen genotoksisite testleri ile mümkün olabilmektedir. Kimyasal 

bir maddenin genotoksik veya antigenotoksik olup olmadığının belirlenmesinde; 

kromozom aberasyonu (KA, chromosome aberration, CA), mikronükleus (MN) ve 

kardeş kromatid değişimi (KKD, sister chromatid Exchange, SCE) testleri 

kullanılmaktadır (9, 33, 56, 71, 77, 167). 

Kromozomal aberasyonun oluşum mekanizması bütün dokularda aynıdır. Bu 

nedenle bir dokuda tespit edilmesi benzer etkilerin diğer dokularda da ortaya 
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çıkabileceğine işaret eder. Lenfositlerdeki aberasyon düzeyi, diğer dokulardaki 

genetik yapıların aberasyona meyilini de gösterir. Bu nedenle lenfositlerdeki 

aberasyon oranları vücudun kansere yakalanma riskinin bir göstergesi olduğu 

düşünülmektedir (4, 21-26). Kromozomlardaki aberasyon oranındaki artış, kanser 

riskinin artışı şeklinde ele alınabilir. Kromozomal aberasyonların DNA’daki zincir 

kırıklarının yanlış onarılmasından kaynaklanabileceği bildirilmektedir (25, 137). 

Karsinojenite ve genotoksisitenin ortaya çıkarılmasında kullanılan 

metodlardan bir diğeri ise mikronükleus testidir (58, 77). Periferal kan lenfositleri 

üzerinde kromozom hasarının ortaya çıkarılmasında kullanılan mikronükleus testi ilk 

kez 1976 yılında Contryman ve Heddle tarafından ortaya konulmuştur (78). Asentrik 

kromozom, kromatid kırıkları ya da kromozom ve kromatidlerin anafazda tam 

ayrılmaması sonucu telofaz safhasında görülen büyük nükleusun dışında kalan küçük 

nükleuslara mikronükleus adı verilmektedir (154). Mikronükleuslar multipolar 

anafaz ve telofaz safhasında da görülebilmektedir (163). Kromozomların tam 

ayrılamaması (nondisjunction) ya da kısmi kaybı sonucu mikronükleus oluşumuna 

rastlanabilmektedir. Kromozom iplikçiği, sentromerlerde bozunma veya metefazdan 

önce kromozom yapısının yoğunlaşması sonucu gelişebildiği de bilinmektedir. 

Yaşlanma ve kanser gibi hastalıklarda mikronükleus oluşumu ortaya çıkmaktadır 

(45). Bonassi ve arkadaşlarına (2007) göre periferal kan lenfositlerindeki yüksek 

mikronükleus oranı insanlarda kanser riskine işaret etmektedir (24). Mikronükleus 

testi anöjenik ve klastojenik etkilerin göstergesidir (94, 111).  

Genotoksisitenin ortaya çıkarılmasında kullanılan bir diğer metot ise kardeş 

kromatid değişimi (KKD) sıklığının değerlendirilmesidir. Kardeş kromatid değişimi 

eş kromozom lokuslarında iki kromatid arasında oluşan ve kromozom morfolojisinde 

değişikliğe sebep olmayan karşılıklı segment değişimi olarak tanımlanmaktadır ( 12, 

73). KKD sıklığının tespit edilmesi, klastojenite, genotoksisite veya genetik 

instabilite araştırmalarında kullanılmaktadır. KKD sıklığının artması mutajenik 

etkinin ve artan kanser riskinin bir göstergesi olarak kabul edilmektedir (70). WHO 

1993 yılında kardeş kromatid değişimlerinin, replikasyon sırasında kardeş 

kromatidlerin homolog lokusları arasında karşılıklı DNA değiş tokuşlarından 

kaynaklandığını, bütün hücrelerde kendiliğinden ve belli oranda oluşmalarına 
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rağmen, birçok fiziksel ve kimyasal ajanların DNA üzerinde hasar oluşturarak KKD 

frekansında artışa sebep olduğunu bildirmiştir (98).  

Son yıllarda yapılan çalışmalarda ısı işlemine tabi tutulmuş, sanayide üretilen, 

sigara ve besinlerin genotoksik ve mutajenik etkiye sahip olan akrilamid maddesini 

içerdiği tespit edilmiştir. Bilimsel araştırmalar ile akrilamidin, somatik ve cinsiyet 

hücreleri üzerinde genotoksik etkileri gösterilmiştir. Akrilamid gen ve 

kromozomlarda kalıtsal hasara neden olmaktadır. İnsanların günlük hayatında yaygın 

olarak karşılaşabileceği ve çeşitli yollarla bünyesine alacağı akrilamidin olumsuz 

etkilerini azaltacak hatta minimize edecek maddelerin tespiti oldukça önemlidir. Bu 

nedenle akrilamidin in vivo ve in vitro olarak genotoksik etkilerini engelleyecek 

maddelerin keşfedilmesi üzerinde araştırmalar yapılmaktadır. Bu araştırmada 

kullanılan fenolik bileşiklerin bu tip etkilerinin saptanması, yeni tedavi yöntemlerinin 

geliştirilmesine ışık tutabileceği gibi, ilaç sanayisinde de kullanılabileceği 

düşünülmektedir. Etkilerinin ve dozlarının deney hayvanları üzerinde gösterilmesi bu 

açıdan çok önemlidir. Bu çalışma ile, akrilamidin genotoksisitesi üzerine 

pelargonidin ve gallik asidin antigenotoksik etkilerinin olup, olmadığı fare kemik 

iliği hücreleri (in vivo) ile insan periferal lenfositlerinde (in vitro) kromozomal 

aberasyon (KA), mikronükleus (MN) ve kardeş kromatid değişimi (KKD) yapıp 

yapmadığının saptanması amaçlanmıştır. 
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1.2.Genel Bilgiler 

1.2.1.Akrilamid 
 

Akrilamid, kristal halinde, renksiz, kokusuz olup, su, aseton, metanol, etanol 

gibi polar çözücülerde çözünür. Açık molekül formülü C3H5NO (CH2=CH-

CONH2)’dur. Molekül ağırlığı 71.08’gramdır (86). Yapısında % 50,69 karbon, % 

7,09 hidrojen, % 19,71 azot ve % 22,51 oksijen elementlerini içerir. Erime noktası 

87.5 °C ve kaynama noktası ise 125 °C’dir. Bir monomer olan akrilamid, hidrolize 

olarak akrilik aside dönüşür. Katı haldeki akrilamid oda sıcaklığında stabildir. Ancak 

UV ışığa maruz kaldığında ve kaynama noktasında kolaylıkla polimerize olmaktadır. 

Akril ve amid gruplarından oluşan monomer şekil, uygun şartlar bulduğunda bir 

araya gelerek polimerik forma dönüşmektedir (13, 14, 124).  Akrilamid monomerleri 

propenamid, etilen karboksiamid, akrilik amid ve vinil amid gibi isimlerle de anılır 

ve poliakrilamid sentezinde kullanılır. Poliakrilamid maden, mineral, asfalt, kâgıt 

üretiminde, ham petrol işleme aşamasında, içme ve atık suların arıtılmasında, toprak 

ve kum arıtımında fazla miktarda kullanılmaktadır. Ayrıca, katkı maddesi olarak 

kozmetik sanayinde, elektroforez ve moleküler biyoloji uygulamalarında, fotoğraf 

filmi, yapıştırıcı imalatında, vernik ve boya sanayinde, diş hekimliğinde kullanılan 

alaşımların hazırlanmasında kullanım alanına sahiptir (53).  

Akrilamid, kimyasal reaksiyonlara taşıdığı amid grubu ve elektron yönünden 

zayıf çift bağ aracılığıyla iştirak eder. Akrilamid, yapısında bulundurduğu çifte bağ 

ile amonyak, amin, alkol gibi nükleofilik maddelerle Michael tipi katılma 

reaksiyonları verir. Yine taşıdığı çift bağ ile serbest radikallerle birleşir ve Diels–

Alder reaksiyonlarına iştirak eder. Amid grubu ise hidroliz, dehidrasyon ve 

aldehitlerle kondensasyon reaksiyonları verebilmektedir. Polimerleşmesi, sodyum 

bisülfit ve sodyum persülfat gibi serbest radikal kaynakları kullanılarak başlatılmakta 

ve reaksiyon şartlarına bağlı olarak doğrusal ya da çapraz bağlantı sonucu çeşitli 

polimerleri elde edilebilmektedir.  

Akrilamidin vücutta metabolizasyonu CYP2E1 enzimi aracılığıyla 

olmaktadır. Bu enzim akrilamidi bir epoksit türevi olan glisidamide 

dönüştürmektedir. Glisidamid, akrilamidin toksik etkilerinin büyük bir kısmının 
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ortaya çıkmasında önemli rol oynamaktadır (biyoaktivasyon) (31). Akrilamid ve 

glisidamidin yapıları sırasıyla şekil 1. 1 ve 1. 2’de görülmektedir. 

NH2

O

H2C

  
 
Şekil 1. 1: Akrilamidin molekül yapısının iki ve üç boyutlu şekilleri 
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Şekil 1. 2:  Glisidamidin iki ve üç boyutlu şekilleri 

1.2.1.1.Akrillamidin Gıdalarda Oluşum Yolları 

Akrilamid düşük protein ve yüksek karbonhidrat içerikli ürünlerin pişirilmesi, 

gıdaların yüksek sıcaklığa maruz kalması sonucu oluşmaktadır. Akrilamidin oluşumu 

üç farklı şekilde ortaya çıkmaktadır. 

1. Lipitlerin transformasyonu, karbonhidratlar ve aminoasitlerin ayrışması 

yoluyla ortaya çıkan akrolein ya da akrilik asitten oluşur. 

2. Malik asit, laktik asit ve sitrik asit içeren temel bazı organik asitlerin 

dehidrasyon-dekarboksilasyonu sonucu oluşur. 

3. Karbonhidratlar ve proteinler arasında meydana gelen maillard reaksiyonu 

sonucunda oluşmaktadır (124). 
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Gıdalarda akrilamidin oluşumu birçok mekanizmadan kaynaklanmaktadır. Bu 

mekanizmalardan en önemlisi asparajin ve indirgen şekerlerden oluşan Maillard 

reaksiyonudur. 

                                       

H O
N H 2

O

ON H 2

A sparajin
 

Şekil 1. 3: Asparajinin molekül yapısı 

Serbest halde bulunan asparajin, indirgen şekerlerle Maillard reaksiyonuna 

uğrayıp, akrilamidi meydana getirmektedir. Bu yolla oluşum, diğer yollara göre daha 

fazla olduğu araştırmalardan anlaşılmaktadır. Maillard reaksiyonu, ilk defa 1912 

yılında Louis Camille Maillard tarafından ortaya konmuştur. Maillard reaksiyonu; 

aminoasit ve şekerlerin iştirak ettiği reaksiyondur. Bu reaksiyon sonucu çeşitli renk 

pigmentleri oluşmaktadır. Isıya maruz kalan gıdaların kahverengi renk alması, diğer 

bir ifadeyle, kızarma işlemi aslında Maillard reaksiyonudur. Yapılan çalışmalar ile 

bir aminoasit olan asparajinin Maillard reaksiyonu aracılığı ile akrilamide dönüştüğü 

belirlenmiştir (106, 150). Asparajinin akrilamide dönüşebilmesi için indirgen 

özellikteki şekerlere ihtiyaç vardır (13, 152, 153, 187). Yüksek sıcaklık ve sıcaklığa 

bağlı süre, akrilamidin oluşmasına neden olmaktadır. Aynı ürünlerin farklı tarihlerde 

üretilmiş olanları veya aynı gıda tiplerinin farklı ürünleri arasında akrilamid içeriği 

bakımından farklılıklar görülmektedir. Gıda maddesinin sahip olduğu asparajin ve 

fruktoz-glikoz gibi indirgen şekerlerin miktarı, bileşimi, ürünlere uygulanan ısı 

derecesi ve süresi, ürünleri saklama koşulları, türü, elde edilen dönem, besinlerdeki 

akrilamid miktarını etkilemektedir. Yapılan birçok çalışmada pH değeri ve su 

içeriğinin de akrilamid oluşumu üzerinde etkili olduğu belirlenmiştir (şekil 1. 5) (31). 
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Şekil 1. 4: Asparajinin akrilamide dönüşme mekanizması 

Akrilamid oluşumu ile sonuçlanan reaksiyonlara pirüvik asitin de katıldığı 

bilinmektedir. Maddenin amonyak varlığında sırası ile pirüvik asit, laktik asit, akrilik 

asit ve akrilamid gibi bir yol çizdiği bildirilmiştir (178, 182, 183). 
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   A      B 

Şekil 1. 5: A. Gıdanın Akrilamid İçeriği İle Sıcaklık ve B. pH Arasındaki İlişki (28). 

 

1.2.1.2.Akrilamidin Toksisitesi 

Akrilamid sindirim sisteminden emilerek kana geçer. Suda çok yüksek 

derecede çözünebildiği için, süt ve plasenta dahil olmak üzere vücutta çok geniş bir 

dağılım göstermektedir (166). WHO akrilamid maddesinin deriden geçebildiğini 

bildirmektedir. İnsanlarda zehirlenmelere ve kanser riskinin artmasına neden olan bir 

maddedir. Ayrıca sinir sistemine de zarar vermektedir. Gıdalarla alınan düşük 

miktarda akrilamidin insanlarda kansere neden olup olmadığı hakkında kesin 

sonuçların olmadığı bildirilmiştir. Bu nedenle şüpheli kanserojenler grubunda yer 

almaktadır (2/A). Yüksek dozda ağız yolu ile verilen akrilamidin laboratuvar 

hayvanlarında kansere yol açması nedeniyle, insanlar için potansiyel kanserojen 

olduğu düşünülmektedir. WHO ve FAO 2005 yılında yüksek sıcaklıkta pişirilmiş ve 

işlenmiş bazı gıdaların önemli düzeylerde akrilamid içerdiklerini ve bu gıdaların 

insan sağlığı için önemli riskler taşıyabileceğini bildirmişlerdir (54, 186). 

Çin’ de akrilamid üreten fabrikalarda çalışan işçilerde, kısa süreli akrilamide 

maruz kalmaları sonucu bacaklarda güçsüzlük, ayak parmaklarının refleks ve 

duyarlılıklarını kaybetmesi, ellerde uyuşukluk gibi belirtiler gözlenmiştir (76). 
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Akrilamide maruz kalan kişilerde periferal nöropati ortaya çıkmaktadır. Bu 

belirtiler akrilamidin insanda nörotoksik etkisinin olduğunu göstermektedir (30, 40). 

Bu akut maruziyeti, kronik bir hal aldığında merkezi sinir sistemi de etkilenmektedir. 

Akrilamide daha uzun vadede maruz kalındığında, periferal nöropati, serebellar 

disfonksiyon kendini gösterir. Beyincikle ilgili olan bu sorunlar kendisini denge 

bozukluğu şeklinde gösterir (76). Yürüme ve harekette ciddi sorunlar ortaya çıkar. 

Kızarmış yiyeceklerle beslenen hayvanlarda, kızarmış yiyecek tüketmeyen 

hayvanlara kıyasla yüksek düzeyde DNA ve hemoglobin hasarları görülmektedir. 

Ayrıca yapılan deneylerle hayvan hücrelerinde çeşitli kromozom anormalliklerine 

rastlanmıştır (107, 157).  

Fareler ve sıçanların spermatidlerinde akrilamidin yüksek derecede 

mutasyonlara neden olduğu gösterilmiştir. Akrilamid memeli üreme hücrelerinde 

mutajeniteye neden olmaktadır (2, 144). Sıçanlar 30-90 gün süreyle günlük 5-20 

mg/kg dozda akrilamid ile beslendiklerinde nörolojik belirtiler ortaya çıkmaktadır. 

Böyle akrilamide maruz kalan erkek ve dişi sıçanlarda döllenme yeteneği hızla 

düşmektedir. Hamile dişilerde yavru büyüklüğü ve ağırlığında azalma görülmektedir. 

Ayrıca erkek sıçanlarda sperm sayısı azalmakta, anormal sperm oluşumu ise 

yükselmektedir (35, 133, 177). Sıçanların akrilamidin dozuna bağlı olarak üreme 

hücrelerindeki kromozomlarında ortaya çıkan hasarlar, akrilamidin deri yoluyla 

alınmasında da görülmektedir. Bu bulgular akrilamidin üreme üzerinde olumsuz 

etkilerinin olduğunu ortaya koymaktadır (67). 

1.2.1.3. Gıdalarda Akrilamid Oluşumunun Azaltılması 

Akrilamid oluşumu için ana bileşenler indirgen şekerler ve asparajin 

aminoasididir. Bu maddeler yüksek ısıda bırakıldığında akrilamid oluşumuna neden 

olurlar. Gıda maddelerindeki düzeylerini maddenin çeşidi, ısıya maruz kalma süresi, 

sıcaklık, nem oranı, pH, ısıtma ortamı ve depolama gibi faktörler önemli derecede 

etkilemektedir (8, 13, 127, 132, 150, 156). Gıdaların yağda kızartılması sırasında da 

akrilamid oluşmaktadır. Bu tip oluşumlarda kullanılan yağın çeşidi etkili 

olabilmektedir. Akrilamid oluşumunu önlemek için bu faktörlerin tamamının göz 

önüne alınması gerekmektedir (13, 64). 
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Akrilamidin gıda içerisinde oluşumunu önlemek için tercih edilecek en uygun 

yöntem, işlem süresince oluşum koşullarını engellemektir. Yüksek ısıya maruz 

bırakmamak, yakmamak ve kızartmamak bunlar arasında gelmektedir. Farklı pişirme 

yöntemlerini tercih etmek önerilebilir. Ayrıca suda bekletme ve katkı maddeleri 

ekleme gibi ön işlemler gıdalara uygulanabilmektedir. 

İndirgen şekerler ve sebest aminoasitler, Maillard reaksiyonu sonucu esmer 

bir renk alırlar. Bu esnada akrilamid oluşmaktadır. Pişirilme ile bu durum arasında 

doğru bir ilişki vardır. Pişirme ise yiyecek maddelerine lezzet katmaktadır (8). Bu 

nedenle alışılmış lezzet alışkanlıklarından vazgeçmek ve gıdaları fazla kızartmamak 

gerekir. Bu işlemleri yaparken gıdaların organoleptik özelliklerini de göz önüne 

almak şarttır. Lezzeti etkilemeyecek pişirilme şekilleri geliştirilmeli yada toplumların 

damak zevkleri değiştirilmelidir (151). 

 

1.2.2. Fenolik Bileşikler 

 

Fenolik bileşikler bitkilerde doğal olarak bulunurlar. Bitkilerin normal 

gelişimi sırasında sentez edilen ikincil metabolitlerdir. Bitkilerdeki düzeyleri bitkinin 

çeşidine ve çevre faktörlerine göre değişiklik gösterir. Genellikle birden fazla 

hidroksil grup içeren bir veya daha fazla aromatik halka bulunduran kimyasal 

maddelerdir. Çok çeşitli yapıda olup, hücrelerin bazı fonksiyonlarında görev alırlar 

(108, 126). Fenolik bileşikler bitkileri UV ışınlarından, hastalık ve diğer zararlı 

etkenlere karşı korumaktadır. Büyüme ve gelişmeye yardım ederler. Ayrıca renk ve 

aromaya katkıda bulunurlar (61). Fenolik bileşiklerin en fazla bulunduğu gıdaların 

başında meyveler gelmektedir. Meyve türü, cinsi, çevresel ve iklimsel koşullar, 

toprak çeşidi, büyüme mevsimi, bitki hastalıkları gibi etkenler meyvelerdeki fenolik 

bileşik içeriğini etkilemektedir. Benzer faktörler diğer bitkiler için de geçerlidir 

(140). 

Fenolik bileşiklerin besin olarak doğrudan yüksek bir öneme sahip 

olmadıkları düşünülür (yapısal açıdan). Ancak üstlendikleri fonksiyonların sağlık 

üzerine olumlu etkileri vardır (fonksiyonel açıdan önemli). Bitkilerde bulunan 

flavonoidler ve diğer polifenolik bileşiklerin antioksidan etkileri özellikle önemlidir.  
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Fenolik bileşiklerin antioksidan etkileri, metallerle şelat oluşturmaları, serbest 

radikalleri bağlamaları ve bazı enzimleri inaktive etmeleriyle açıklanmaktadır (181). 

Fenolik bileşikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak üzere iki gruba 

ayrılmaktadır. Flavanoidler, bitkisel çayların, meyve ve sebzelerin doğal yapılarında 

bulunan polifenolik yapılardır. Antioksidan etkilidirler. Fenolik bileşiklerden bazıları 

meyve ve sebzelerin lezzetinin oluşmasında etkilidirler. Bazıları ise meyve ve 

sebzelerin sarı, sarı-esmer, kırmızı-mavi tonlardaki renklerinin oluşmasını 

sağlamaktadırlar. Meyve ve sebzelerin işlenmelerinde enzimatik etkileşim 

esmerleşme sorunu doğurabilir. Meyve ve sebzelere, ayrıca bunlardan elde edilen 

ürünlere renk, lezzet ve antioksidan özellik kazandırdıklarından, gıdalarda istenen 

düzeylerde bulunması beslenme açısından çok önemlidir (34). 

Meyveler, özellikle içerdikleri fenolik bileşikler nedeniyle antioksidatif ve 

antimikrobiyal etkiye sahiptirler. Sağlık üzerine olumlu etki yapan fonksiyonel gıda 

maddeleri olarak değerlendirilmektedirler. Beslenme fizyolojisi açısından vücut 

üzerine olumlu etki yaptıkları için fenolik bileşiklere  "biyoflavonoid" adı da 

verilmektedir. Bazı kaynaklarda flavonoidler P faktörü (permeabilite faktörü) veya P 

vitamini olarak da adlandırılmaktadır (34, 135). Fenolik bileşikler enzim 

inhibisyonuna da neden olmaktadırlar. Fenolik bileşikler değişik gıdalarda kalite 

kontrol kriteri olmaları nedeniyle büyük önem taşımaktadırlar (135). Bitkilerde doğal 

olarak sentezlenen fenolik maddelerin en geniş ve en yaygın grubunu flavonoidler 

oluşturur. Bunların dışında bitki kökenli fenoller, fenolik asitleri, basit fenolleri, 

stilbenleri, kumarinleri, hidrolize ve kondense tanenleri, lignan ve ligninleri 

içermektedir (108). 

1.2.2.1. Fenolik Asitler 

Benzoik ve sinamik asitler olmak üzere iki gruptan oluşmaktadırlar. Sinamik 

asitler altı karbonlu benzen halkasının bir numaralı karbon atomunda iki karbon ve 

bir karboksil grup taşırlar. Meyvelerde yoğun bir şekilde görülen sinamik asitler 

arasında, kafeik asit, ferulik asit ve kumarik asit sayılabilir. Meyvelerde sinamik 

asitler serbest bulunabilecekleri gibi daha çok esterleşmiş halde 

bulunabilmektedirler. Kafeik asitin kuinik asit ile meydana getirdiği ester olan 

klorojenik asit bitkilerde en yaygın görülen sinamik asit türevidir (15, 108). 
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Meyvelerde benzoik asit türevleri çoğunlukla ester halde bulunmaktadır. 

Benzoik asitler altı karbonlu benzen halkasının bir numaralı karbon atomunda bir 

karboksil grup taşırlar. Benzoik asit türevlerinden en önemlileri, salisilik asit (2-

hidroksibenzoik asit), p-hidroksibenzoik asit (4-hidroksibenzoik asit), protokateşik 

asit (3,4-dihidroksibenzoik asit), vanilik asit (3-metoksi-4-hidroksibenzoik asit) ve 

gallik asit (3-4-5-trihidroksibenzoik asit) dir (15, 108). 

 

                 

Şekil 1. 6: Fenolik Asitlerin Temel Kimyasal Yapısı 

Lifli materyaller yüksek oranda flavon ve fenolik asit içermektedirler. 

Kumarik asit ve ferulik asit gibi fenolik bileşiklerin antioksidan aktiviteleri düşüktür. 

Kafeik asit ve klorojenik asit ise daha fazla hidroksil grubu taşıyan fenolik 

bileşiklerin ise antioksidan aktiviteleri daha yüksektir. Bunun dışında gallik asit ve 

esterleri bilinen en güçlü antioksidanlardandır (84). 

1.2.2.1.1. Gallik Asit 

 Gallik asit, fenolik bileşiklerin, fenolik asitler grubuna dahildir. Bilinen 

engüçlü antioksidandır. Neredeyse bütün bitkilerde bulunmaktadır. En fazla mazı, 

üzüm, çay, şerbetçi otu ve meşe kabuğunda bulunur. Özellikle meyvelerin yeni 

olgunlaşmaya başladığı zamanlarda yoğun olarak bulunurlar. Ayrıca normal 

hücrelere zarar vermeden, kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etki gösterir (84). 
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             Şekil 1.7: Gallik Asitin Kimyasal Formülü 

 

1.2.2.2. Flavonoidler 

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasının propan zinciri ile 

birleşmesinden oluşmuştur. Diğer bir değişle flavonoidler 15 karbon atomu içeren 

difenilpropan (C6-C3-C6) yapısındadırlar. Flavonoidlerin yapısındaki OH grupları 

oldukça reaktiftir ve bu grup kolaylıkla şekerlerle birleşir. Bu nedenle bitkilerde 

glikozidler halinde bulunur (18). Latince sarı anlamına gelen flavus’dan isimlerini 

almışlardır. Genellikle sarı renkli olan bu bileşiklere bu nedenle flavonoidler adı 

verilmiştir. Yapılan çalışmalar sonucunda 4000’den fazla flavonoid izole edilmiş ve 

yapıları açığa çıkarılmıştır. Flavonoidlerin çoğu antioksidan aktivite göstermektedir. 

Çoğu flavonoid, meyve ve sebzelere kırmızı, turuncu, sarı, mavi ve mor renk 

vermektedir. Yeşil çayda bulunan flavonoidlerden olan EGCG (epigallokateşin galat)  

antikanserojen etkileri konusunda dikkat çekmektedir (108). 

Bitkilerde doğal olarak oluşan flavonoidler, kimyasal yapıları göz önüne 

alınarak altı gruba ayrılırlar. Bunlar flavanon, flavonlar, izoflavonoidler, flavanlar 

(flavanoller), antosiyaninler ve flavonoller’dir (101, 120). 

Flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri genel olarak üç şekilde ortaya çıkar. 

Kimyasal maddelerle birleşerek (birincil antioksidan), metallerle şelat oluşturarak ya 

da süperoksit anyonunu yakalayarak antioksidan özellik gösterirler. Sonuçta serbest 

radikallerin etkisini gidermektedirler. 3’-4’-5’ durumundaki hidroksil grupların 

varlığı tek hidroksil içeren türevlere göre antioksidan aktiviteyi artırmaktadır. Ayrıca 

3-hidroksil grupları ve 2-3 çift bağlar antioksidan özellik üzerine olumlu etki 

yapmaktadır (101). 
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Doğal flavonoidlerin yapısında en fazla yedi hidroksil grubunun bulunduğu 

belirlenmiştir. Flavonoidlerin yapısında bulunan hidroksil grupları, reaktif 

özelliklerinden dolayı kolay bir şekilde şeker ve alkil gruplarıyla birleşir. Bundan 

dolayı flavonoidlerin metoksi ve glikozit türevlerine bitkilerde fazla rastlanılmaktadır 

(43). 

                              

  Şekil 1.8: Flavonoidlerin Genel Yapısı 

1.2.2.3. Antosiyaninler 

Antosiyaninler 2-fenilbenzopiril’in polihidroksi ve polimetoksi türevlerinden 

oluşan glikozitlerdir. Bu yapı, şeker (mono-di-tri sakkaritler) ve şeker olmayan 

(aglikon) maddelerin birleşmesi sonucu oluşmaktadır. Ayrıca yapılarında 

heterosiklik bir halka olan pirilyum katyonu bulunmaktadır. Pirilyum katyonu 

yapısında pozitif yüklü oksijen taşıyan bir oksonyum iyonudur. Bu eksik elektron 

taşımaları nedeniyle antosiyaninler aktif bileşiklerdir. Antosiyaninlerin şeker 

olmayan bölümü antosiyanidinler (C6-C3-C6) olarak adlandırılmaktadır. 

Antosiyanidinler farklı asit veya şekerlerle, çeşitli şekillerde bağlanarak çok sayıda 

antosiyanin oluşturabilmektedirler (89). 

Antosiyaninler suda çözünen, sebze ve meyvelere pembe, mor ve kırmızı 

renk veren pigmentlerdir. Antosiyaninler taşıdıkları şeker ve bunların bağlanma 

durumlarına göre çok sayıda türevleri vardır. Dephinidin, siyanidin, pelargonidin, 

malvidin, peonidin ve petunidin en çok tanınan antosiyanidin türevlerindendir. 

Antosiyanidinlerden meyve ve sebzelerde yaygın olarak bulunan altı adedinin 

kimyasal yapısı şekil 8’de gösterilmiştir (34, 143). 
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Reaktif olmaları nedeniyle bitkilerde bulunan doğal antosiyaninler, 

antosiyanidinlerin glikozitleri halinde bulunmaktadırlar. Bu glikozit yapıda aromatik 

veya alifatik asitler bulunabilir. P-kumarik asit, kafeik asit, ferulik, sinapik asit, 

gallik veya p-hidroksibenzoik asitler ile açillenme antosiyaninlerin stabilitesini 

artırması açısından önemlidir (168). 

Genellikle antosiyaninler doğal renklendirici olarak kullanılmaktadırlar. 

Üzümden elde edilen antosiyanin ticari amaçlı mor ve kırmızı renklendiriciler olarak 

alkollü içecekler, alkolsüz içecekler, meyve şurupları, meyve konserveleri, şarap, 

tatlı ve yoğurtlarda kullanılmaktadır (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 

 

 Şekil 1. 9: Çok Bilinen Bazı Antosiyaninleri Kimyasal Yapısı 
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1.2.2.3.1.Pelargonidin 

 

Pelargonidin, bir antosiyanidindir. Bitki pigmentinin yapısına girer. 

Karakteristik olarak portakal renginin değişik tonlarını verir. Kırmızı ıtır çiçeği, 

olgun ahududu, çilek, yaban mersini, böğürtlen ve eriklerde bulunur. Antioksidan 

etkisiyle tanınır (89). 

 

                   

 
Şekil 1. 10: Pelargonidinin Kimyasal Formülü (C15H11O5+, Molekül ağırlığı: 271.23 

g/mol) 

 

1.2.3. Genotoksisite 

 

Her canlı türünün kendine has genetik bilgisinde gen rekombinasyonundan 

başka sebeplerle ani olarak ortaya çıkan kalıtsal değişikliklere mutasyon 

denilmektedir. Mutasyonlar doğada kendiliğinden oluşmasının yanı sıra, mutajen adı 

verilen fiziksel ve kimyasal etkenler tarafından da meydana getirilebilirler. 

Mutajenler DNA molekülünde birçok hasar oluştururlar. Bu hasarların bir kısmı 

hücrede özel mekanizmalar ile onarılmaya çalışılır. DNA’da meydana gelen 

hasarların birçoğu onarılabilmektedir. Bazen hücrenin ölümden kurtulabilmesi için 

DNA’da meydana gelen hasarlar mecburen yanlış olarak da onarılabilir. Bazen de 

onarım mekanizmalarının çalışmasını kontrol eden genlerdeki mutasyon sonucu ya 

da yaş, hastalıklar, beslenme, ısı gibi şartların olumsuz etkisiyle DNA’da meydana 

gelen hasarlar onarılmadan kalabilir. Bunun sonucu o hücrede mutasyona neden olur. 

Mutasyon sonucu çeşitli bozukluklar ortaya çıkar. Kanser ve hücre ölümü bunlar 

arasındadır. Mutasyonlar bazen canlıda üstün bir karakterin ortaya çıkmasına neden 
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olabilir. Ancak genellikle canlılar için olumsuz olan özelliklerin ortaya çıkmasına 

sebep olmaktadır (62,87).  

Canlıların DNA’larında oluşan hasarlar, diğer bir değişle mutasyon, Ames 

testi, in vivo memeli fare kemik iliği kromozom aberasyon testi, in vivo memeli 

eritrosit mikronukleus testi, in vitro memeli hücre gen mutasyon testi, bakteri 

kullanarak yapılan geri mutasyon testleri ile belirlenmektedir. İn vitro memeli 

kromozom aberasyon, kardeş kromatid değişimi ve mikronukleus testi, DNA’da 

oluşan hasarın ve genotoksik etkilerin sitogenetik açıdan araştırılmasında en fazla 

kullanılan yöntemlerdendir (109). 

 

1.2.3.1. Kromozom Aberasyonları 

 

Kromozomların yapı ve sayısındaki değişimlere kromozom aberasyonları 

(KA=CA) denir. Bu tür değişiklikler sonunda genlerin sayı ve yerleşim düzenleri 

değişir. Farklı genotipik özellikler ortaya çıkar. Kromatid kırığı, kromozom kırığı, 

fragment, disentrik kromozom, halka kromozom, kardeş kromatid birleşmesi, 

translokasyon, inversiyon, izokromozomlar yapısal kromozom aberasyonlarıdır. 

Yapısal kromozom aberasyonları, aberasyonun kromozomun bir veya iki 

kromatidinde görülmesine bağlı olarak ikiye ayrılır. Eğer aberasyon tek bir 

kromatidde görülüyorsa, kromatid tip, her iki kromatidinde görülüyorsa kromozom 

tip aberasyon denir. Bu aberasyon tipleri, mutajen uygulamasının yapıldığı hücre 

siklusu safhasına ve kullanılan mutajenin çeşidine bağlı olarak değişmektedir. 

Örneğin, eğer iyonize ışınlar, hücre G1 safhasında iken etki ederse, kromozom tip 

aberasyonlar, hücre G2 safhasında iken etki ederse, kromatid tip aberasyonlar ve 

hücre S safhasında iken etki ederse her 2 tip aberasyonlar meydana gelebilmektedir 

(109).   

Şekil 1.11’de görülen terminal delesyon, kromozomun tek bir kolunun 

kırılması ile oluşmuştur. Kırılan parça ilk mitozda asentrik fragment şeklinde 

görülür. Asimetrik parça değişimi, aynı kromozomun iki kolunda kırılma olması ve 

kromozomun kırılan iki kolunun birbirine, kırılan iki parçanın da birbirine yapışması 

ile oluşur ve mitozda halka kromozom ve fragment şeklinde görülür (109). 
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Şekil 1.11: G1 fazında yapılan ışınlamalar sonucu meydana gelebilecek kromozom 

tipi aberasyonlar ile bunların çeşitli yapışma olasılıkları ve S fazını izleyen mitozda 

saptanan görüntüleri. a)Terminal delesyon, b)Aynı kromozomda simetrik parça 

değişikliği, c)Aynı kromozomda asimetrik parça değişikliği, d)Farklı kromozomlar 

arasında simetrik parça değişikliği, e)Farklı kromozomlar arasında asimetrik parça 

değişikliği (116). 

 

Homolog olmayan kromozomlar arasında meydana gelen karşılıklı parça 

değişimine translokasyon denilmektedir. Farklı kromozomlar arasında simetrik parça 

değişiminde, sonraki mitozda görülebilir bir değişiklik meydana gelmezken, 

asimetrik parça değişiminde, sonraki mitozda bir disentrik kromozom ve iki asentrik 

fragment görülür. 

Şekil 1.12’de G2 safhasında; ışınlara bağlı meydana gelen, kromatid 

aberasyonlar; terminal delesyon, izokromatid delesyon, aynı veya farklı 

kromozomlar arasında simetrik ve asimetrik parça değişiklikleri görülmektedir. 
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Şekil 1.12: Kromozom eşleşmesi tamamlandıktan sonra, G2 fazında yapılan 

ışınlamalar sonucunda meydana gelebilecek kromatid tipi aberasyonlar ile bunların 

çeşitli yapışma olasılıkları ve sonraki mitozda saptanan görüntüleri. a)Terminal 

delesyon, b)İzokromatid delesyon c)Aynı kromozomda simetrik parça değişikliği, 

d)Aynı kromozomda asimetrik parça değişikliği, e)Farklı kromozomlar arasında 

simetrik parça değişikliği, f)Farklı kromozomlar arasında asimetrik parça değişikliği, 

g)Triradial aberasyon (116). 

Şekildeki terminal delesyon, sonraki mitozda terminal kromatid delesyon ve 

asentrik fragment şeklinde görülmektedir. İzokromatid delesyonlar, bir kromozomun 

iki kardeş kromatidinde aynı hizada kırılma meydana gelmesi sonucu oluşmaktadır. 

Bunun sonucu mitozun anafaz safhasında köprü ve asentrik fragment oluşabilir. 

Diğer bir olasılıkta ise sadece fragmentler birbirine yapışır, metafazda bir fragment 

şeklinde görülür. Başka bir olasılıkta ise, kırılan kromozomun iki kromatidinin 

sadece uçları yapışır ve kırılan parçalar yapışmaz. Buna ek olarak, hiçbir yapışmanın 
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olmaması durumu ile de karşılaşılabilir. Simetrik parça değişikliği bir kromozomun 

aynı kromatidinde kırılma meydana gelmesiyle ve ardından kırılan parçaların 

karşılıklı yer değiştirmesi ile oluşur. Mitozda görülebilir bir değişiklik olmaz. Eğer 

kromatidlerin kırık uçları birbirine, kırılan iki asentrik parça da birbirine yapışırsa 

asimetrik parça değişikliği gerçekleşir. Bunu izleyen mitozda kardeş kromatidlerden 

birisi normal diğeri halka kromozom ile asentrik fragment şeklinde görülür. Farklı 

kromozomlar arasında simetrik ve asimetrik parça değişiklikleri görülmektedir. 

Simetrik değişiklikte, iki ayrı kromozomun birer kromatidinden kopan parçalar 

karşılıklı yer değiştirirler. Mitozda görülebilir bir değişiklik olmaz. Eğer kırılan 

parçalar birbirlerine ve kromatidlerin de kırılan uçları birbirlerine yapışırsa, takip 

eden mitozda bu durum bir disentrik kromozom ve asentrik fragment şeklinde 

görülür. Triradial aberasyonlar, bir kromozomun tek kromatidinde, diğer 

kromozomun iki kromatidinde (izokromaid) kırılma meydana gelmesi ve 

izokromatid kırılma sonucu meydana gelen asentrik parçaların, tek kromatid 

kırılması ile oluşan kırık uçlara yapışmasıyla meydana gelir. Mitozda 3 kollu bir 

kromozom ile izokromatid delesyon şeklinde izlenir. Bunlardan başka oluşan 

kromozom aberasyonlarından biri olan inversiyonlar, bir kromozomun kopan bir 

parçasının 180º dönüp tekrar aynı kromozoma yapışmasıyla oluşur. İzokromozomlar 

ise kromozomun sentromer bölgesinden kromozom tipi enine bir kopmanın olması 

sonucu oluşur. Her iki kromatidinin genetik bilgileri aynı olan yeni bir kromozom 

meydana gelir. Gap, kromozomda kromatid kalınlığına eşit ya da ondan daha dar 

boyanmamış (akromatik) bölgelere verilen isimdir. Kromozomdaki boyanmamış 

bölge kromatid kalınlığından fazla ise kromatid kırık olarak kabul edilmektedir 

(163). Gaplar da kırıklarda olduğu gibi izokromatid veya kromatid gap şeklinde de 

olabilir. Her iki kromatidde de gap varsa izokromatid gap, tek bir kromatidde gap 

varsa kromatid gap denir. Elektron mikroskobu çalışmalarında, gap bölgelerinde 

(akromatik bölgelerde) bağlantının olduğu saptanmıştır. Özellikle DNA sentezini 

inhibe eden bazı kimyasallar, yüksek sıklıkla gaplara neden olurlar (109). Spiral 

çözülmesi, kromozomda soluk boyanan bölgelerdir. Gap’a göre daha geniş bir alanı 

kapsar. Kromozomların kontrole göre boylarının çok kısalması ve kalınlığının 

artmasına kromozom kontraksiyonu denir. Bu olay kimyasal maddenin histon 

proteinlerine etki ettiğini göstermektedir (163). 
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1.2.3.2. Mikronükleus (MN)  

Mikronükleus (MN) oluşumu ilk kez Howell ve arkadaşları tarafından 

eritrositlerde tespit edilmiştir. Jolly tarafından tanımlanmış olduğu için MN’a 

Howell-Jolly cisimciği adı da verilmektedir. Mikronükleus, hücre bölünmesi 

sırasında serbest kalan kromozom fragmenti, kromozom parçasıdır. Bir 

nükleoplazma ile sarılarak sitoplazma içerisinde ana nükleusun yanında yer 

almaktadır (58). Organizmanın çeşitli mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara 

maruz kalması sonucu DNA harabiyetine bağlı olarak oluşmaktadır. Diğer bir değişle 

hücrelerde görülen MN, DNA hasarının bir göstergesidir. Genetik hasar tespitinde 

kullanılmaktadır. MN testinin günümüzde önemi anlaşılmış, Biyoloji, Farmakoloji-

Toksikoloji ve Biyokimyasal araştırmalarda kullanılmaktadır. Kanser riskinin 

tespitinde oldukça önemlidir. Erken teşhiş radyo ve kemoterapideki başarıyı 

artırmaktadır (60). MN testi, günümüzde DNA’daki hasar oranının in vivo ve in vitro 

olarak belirlenmesinde, en ekonomik ve pratik tekniklerden biri haline gelmiştir (58-

60, 160, 179). 

Klastojenik etki sonucu oluşan ve asentrik kromozom fragmentleri içeren 

MN’ların, aneujenik etki sonucu oluşan tam bir kromozom içeren MN’lardan daha 

küçük olduğu kabul edilmektedir (136). 

Mikronükleus tekniği, kemik iliği, insan periferik kan lenfositleri ve yanak 

mukoza hücrelerinde kimyasal ajanların genotoksik etkilerini belirlemek için 

kullanılmaktadır. Bu teknik basit ve kısa zaman almaktadır. DNA harabiyeti 

konusunda güvenilir bilgi vermektedir. Bu özellikleri tekniği önemli hale getirmiştir 

(59, 160, 179). Birçok kanser tipi ile kromozom düzensizlikleri arasında bağlantı 

olduğu bilinmektedir. Bu amaçla kanserli olgularda teşhis amacıyla mikronükleus 

testi yapılmaktadır. MN testi ile genotoksisitenin derecesinin belirlenmesine de 

hizmet etmektedir. Tedavide kullanılan iyonize radyasyonun zararlı etkileri 

bilinmektedir. İyonize radyasyonla tedavi esnasındaki sitotoksik etkiler MN testi ile 

belirlenebilmektedir. Bu nedenle MN testi, hem kanserin teşhisinde hem de tedavi 

sırasında kullanılabilmektedir (20, 128, 147). 

MN testinin yaygın olarak kullanıldığı bir alan ise yaşlanmanın tespiti 

üzerinde yapılan çalışmalardır. Yaş artışıyla anöploidi sıklığı arasında yakın bir ilişki 

söz konusudur. Bireyin kromozomları yaşam içerisinde maruz kaldığı çevresel 
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ajanların etkisiyle normal bölünmeden saptığı tespit edilmiştir. Her hücrenin mitotik 

aktivitesi yaş ilerledikçe yavaşlamakta ve mitoz bölünmede iğ iplikçiklerinde 

katalizör görevi yapan enzimlerde dejenerasyonlar ortaya çıkmaktadır (26, 50, 99, 

159, 169).  

Mikronükleus tekniği genotoksik ajanların etkisini araştırmak için geliştirilen 

sitogenetik bir yöntemdir. Bu yöntem 1950’lerde bitki, 1970’lerde hayvan 

hücrelerinde ve 1976’da da kültüre edilmiş insan lenfositlerinde kromozom 

hasarlarının belirlenmesinde kullanılmıştır (46). MN testinin basit ve pratik olması, 

kimyasal mutajenlerin hücre bölünmesi sırasında oluşturdukları genotoksik etkinin 

belirlenmesinde kullanılan güncel bir yöntemdir  (172). Von Ledebur ve Schmid 

1973’te, Heddle ve Countryman 1976’da, Högstedt ve Karlsson 1985’te ortaya 

koydukları çeşitli modifiye metotlarla anöploidiye yol açan ajanlar ile klastojenleri 

birbirinden ayırmada MN testinden faydalanmışlardır (78, 83, 175). Bu araştırıcılar 

klastojenlerce oluşturulan MN’ların asentrik kromozom fragmentleri içerdiği ve 

küçük olduğu, aneujenlerce meydana gelenlerin ise tam kromozom içerdikleri ve 

daha büyük olduklarını tespit etmişlerdir (46). Fenech ve Morley tarafından 1985 ve 

1986 yıllarında Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-Blocked) Metodu geliştirilmiştir (46, 

55, 57). Kromozomların sentromerini tanımlamak için, Norppa  tarafından 1993 

yılında, MN araştırmalarında in situ hibridizasyon (ISH) tekniği ilk defa 

uygulanmıştır (112).  

 

Fare Kemik İliği MN Yöntemi 

 

Fare kemik iliğinde mikronükleus testi, ilk olarak 1970’de Boller ve Schmid 

gerçekleştirilmiştir. Heddle tarafından bu test 1973 yılında tekrarlanmıştır (80). 

Kemik iliği, hematopoietik bir dokudur. Hematopoietik hücrelerin çoğalması 

sırasında bir kimyasalın uygulanması, mitotik iğ ipliklerinin baskılanmasına veya 

kromozom hasarına yol açmaktadır (114). 

Bu test, kimyasal maddelerin etkilerine bağlı olarak, hasar görmüş 

kromozomlarda ortaya çıkan küçük nukleusların (MN) belirlenmesi temeline 

dayanmaktadır. Oluşan MN çekirdeğin yanında sitoplazmada kalmaktadır. Fare 

kemik iliği mikronükleus testinde eritrositler kullanılmaktadır. Eritroblastlar 



25 
 

 
 

PCE’lere (polikromatik eritrositler) dönüştüğünde mitozdan yaklaşık 6 saat sonra 

nukleuslarını kaybederler. Dolayısı ile MN’u belirlemek daha kolay olmaktadır 

(104). Mikronükleus yüzdesini belirlemek için, polikromatik (PCE) ve 

normokromatik eritrositler (NCE) kullanılır (173). Eritropoez sırasında meydana 

gelen nükleus hasarını tespit etmek için kullanılan bu eritrositler, boyanma 

özelliklerinden dolayı kolaylıkla ayırt edilebilmektedir (122). 

PCE, yeterince gelişmemiş ve olgunlaşmamış eritrosit demektir. Gelişimin 

ara safhasındadırlar ve ayrıca ribozomları vardır. NCE, yeterince gelişmiş ve 

olgunlaşmış eritrositlerdir. Periferal kanda yaklaşık bir ay kalırlar ve ribozomları 

yoktur (104). PCE’ler, May Grünwald-Giemsa ile maviye, NCE’ler ise kırmızı renge 

boyanırlar. Aşağıdaki resimde (Resim 1.1) PCE, NCE ve mikronükleus taşıyan PCE 

hücresi görülmektedir. 

 

 

       
 

 Resim 1.1: PCE, NCE ve MN taşıyan PCE (MNPCE) 
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Mikronükleusların değerlendirilmesi bazı kriterlere göre yapılmaktadır. 

Mikronükleusun çapı, eritrosit nukleusunun yarısından daha az olmalıdır. Şekli 

genellikle yuvarlaktır, ama bazen oval, halka ya da badem şeklinde olabilir (139). 

MN’un çevre sınırları çoğunlukla açıktır. Heddle vd. (1983) göre, eritrosit 

populasyonunda MN’un % 6’dan fazla olması, kullanılan kimyasal maddenin 

genotoksisitesini (79, 122),  PCE/NCE oranındaki azalma ise, kimyasal maddenin 

sitotoksisitesini belirlemektedir Schmid’e (1975) göre ise, normal kemik iliğinde 

PCE/NCE oranı genellikle 1:1’dir (41, 139). Nukleuslu hücrelerin olgunlaşması ve 

bölünmesi üzerine sitotoksik etkiler meydana geldiği zaman, kemik iliğinde boşluk 

oluşması sebebiyle, PCE/NCE oranında azalma olabilmektedir (65, 138).  

Sıçan kemik iliğinde PCE’lerin yaşam süresi 10-33 saat arasındadır (39, 134). 

MN’lu PCE sayısı aneujenler ve klastojenler uygulamalarından sonra sırasıyla 6 ve 

10 saat daha uzamaktadır (38, 74, 171). Aneujenik veya klastojenik kimyasal 

maddeler ile muameleden 24 ve 48 saat sonra MN’li PCE’ler kemik iliğinde tespit 

edilebilirler (172).  Bu nedenle, bir kimyasal maddenin toksik etkisini tespit etmek 

için, farede in vivo MN testi, kimyasal madde canlıya uygulandıktan sonra, her biri 

12 ve 72 saat aralığında olmak üzere üç muamele süresi önerilmektedir (48, 113).  

Kemik iliği yöntemi: Canlıya kimyasal madde uygulanır, muamele süresinin 

sonunda hayvan servikal dislokasyon ile ötanazi edilir, fetal calf serum ile femurdan 

kemik iliği çıkarılır, santrifüj edilir, süpernatant atılır, pipetaj yapılır, yayma 

preparatlar hazırlanır, fiksasyon ve boyama işleminden sonra mikroskobik inceleme 

yapılır. Uygulama şekil 1.13’de özetlenerek verilmiştir. 
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                                 Şekil 1.13: MN testi yapılışı (66) 
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Sitokinezi Engellenmiş MN yöntemi 

 

Sitokinezi-blok MN (CBMN; Cytokinesis Block MicroNucleus) analizleri, 

Cyt-B’nin (Cytochalasin-B) hücre bölünmesini sitokinez evresinde durdurması 

özelliğine dayanmaktadır (60, 160, 179). Cyt-B, Helminthosporium dermatioideum 

türü mantardan elde edilen bir ekstraktır. Sitokinez evresinde Cyt-B, aktin 

filamentlerini etkileyerek hücre bölünmesini durdurmaktadır. Cyt-B, bu etkisini aktin 

filamentlerin ucuna bağlanıp, aktinin polimerize olmasını önleyerek gerçekleştirir 

(14, 99, 159, 162, 169). Yapılan bir çalışmada hücre kültürüne sitoplazma 

bölünmesini durduran bir aktin inhibitörü olan cytochalasin-B, mitoz esnasında ilave 

edildiğinde çekirdek bölünmesinin tamamlanmadığı belirlenmiştir (95). Sitoplazmik 

bölünmesini gerçekleştiremeyen çift çekirdekli hücreler kolaylıkla tanınarak 

sayılabilmekte ve MN bulunduran hücrelerin oranı saptanabilmektedir. Preparat 

üzerinde incelenen alanlarda, kültür süresi içinde ikinci bölünmesini tamamlayan 4 

çekirdekli hücrelere de rastlanabildiği tespit edilmiştir (95).  

 

Mikronukleus hesaplama kriterleri 

 

İnsan lenfositlerinin sitokinezinde bloklanan mikronükleusların hesaplanması 

için öncelikle hücre tiplerinin belirlenmesi gereklidir. Hücreler, mononükleus, 

binükleus, multinükleus, apoptotik veya nekrotik hücre tipinde olabilirler. 

Mononükleuslu hücrelerin küçük sitoplazmaları, büyük nükleusları vardır. 

Binükleuslu hücreler ise eş büyüklükteki iki hücre çekirdeği taşırlar. Bu tip 

hücrelerde iki nükleus nükleoplazmik köprüyle (NPB) birleşmiş olabilir. Nükleuslar 

birbirleri ile temas halinde veya üst üste olabilir. Multinükleuslu hücreler üç, dört 

veya daha fazla farklı büyüklükte nükleus taşırlar. Bu tip hücreler pek çok sayıda 

MN içerebilirler. Sitokinezde bloke edilmiş hücrelerin CBMN frekansı tespit 

edilirken aşağıdaki özellikleri göz önüne alınır. 

- MN sayımları BN’lu ( Binükleus) hücrelerde yapılır. 

- MN’ların çapı, ana nükleusun yarı çapının 1/16 ile 1/3’ü kadar olmalıdır. 

- MN’ın alanı ana nükleusun alanının 1/256 ile 1/9’u arasında olmalıdır. 

- MN’lar ana nükleusa bağlı olmamalıdır. 
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- MN’ların çoğu nükleusların arasındadır ama aynı zamanda hücrelerin kutuplarında 

da olabilir. 

- MN’ların yapıları küçük nükleuslara benzer. Fakat boya veya yanılmalara neden 

olabilecek kabarcıklar ve noktalar MN olarak kabul edilmemelidir (59). 

Değerlendirmede göz önüne alınacak kriterler Şekil 1.14’de gösterilmiştir. 

Klastojenlere maruz kalmış BN hücrelerde nükleoplazmik köprüler tespit 

edilebilir. Bu köprüler iki nükleusu birleştirmektedir. Köprülerin kalınlığı BN 

hücrelerdeki nukleus çapının 1/3 - 1/25’i arasında değişebilmektedir (59) 

 

 

                        
Şekil1.14: CBMN(Cytokinesis Block MicroNucleus) Dağılımı; 1.Binukleuslu 

hücre, 2. Bir MN‘lu BN hücre, 3. İki MN ‘lu BN hücre, 4. Üç MN ‘lu BN hücre, 5. 

Dört MN‘lu BN hücre, 6. NPB’li BN hücre, 7. Bir nükleoplazmik köprü ve bir 

MN‘lu BN hücre, 8. Bir nükleoplazmik köprü ve iki MN‘lu BN hücre, 9. İki 

nükleoplazmik köprü, 10.İki nükleoplazmik köprü ve bir MN ‘lu BN hücre, 11. İki 

nükleoplazmik köprü ve iki MN’lu BN hücre (56, 59). 

Hücre bölünme kinetiği temel alınarak, aşağıda belirtilen modifiye edilmiş  

yöntemle NDI (Nuclear Dıvısıon Index:Nükleer Bölünme Frekansı) ve NDCI 

(Nuclear Dıvısıon Cytotoxicity Index:Nükleer Bölünme Sitotoksite Frekansı) ile 

hesaplanabilmektedir. Bu şekilde 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 hücre 

Nec: Nekrotik hücre 

M1 : Bir nükleuslu hücre, 

M2 : İki nükleuslu hücre, 

M3 : Üç nükleuslu hücre, 

M4 : Dört nükleuslu hücre, 

N: Toplam yaşayan hücre, 

N* : Toplam hücre (Yaşayan hücre + Apoptotik hücre + Nekrotik hücre) 

NDI: Nüclear Division Index (Nükleer Bölünme Frekansı) 

NDCI: Nüclear Division Cytotoxicity Index (Nükleer Bölünme Sitotoksite Frekansı) 

            
Şekil 1. 15: Sitotoksik ajanın etkisindeki hücrelerin olası durumları (56). 

 

1.2.3.3. Kardeş Kromatid Değişimi 

 

Kardeş kromatid değişimi, kimyasal ve fiziksel ajanların mutajenite ve 

kanserojenite etkilerinin değerlendirilmesinde kullanılan bir yöntemdir. KKD 

(Kardeş kromatid değişimi), eş kromozom lokuslarında iki kromatid arasında 

meydana gelen ve kromozom morfolojisinde değişikliğe neden olmayan, karşılıklı 

segment değişimi olarak tanımlanmaktadır. KKD testi sitogenetik bir yöntemdir. 

KKD sıklığının tespit edilmesi, klastojenite, genotoksisite veya genetik instabilitenin 
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araştırılmasında kullanılmaktadır. KKD sıklığında artış, mutasyon ve kanser riskinde 

artışın bir göstergesi olarak kabul edilmektedir (51). 

KKD ilk defa 1957 yılında J.H. Taylor tarafından ortaya konmuştur. Yöntem 

çok zaman alıcı ve radyoaktivite içermesinden dolayı yaygın olarak 

kullanılmamaktadır. Zacharov ve Egolina 1972 yılında timidin analoğu olan 5-

bromodeoksiüridin’i (BrdU) kardeş kromatidleri göstermek amacıyla Çin hamster 

hücre kültürlerinde denemiştir. BrdU replikasyon sırasında yeni yapılan DNA 

molekülünün yapısına girmekte, bunun sonucunda Giemsa boyası ile iki kardeş 

kromatid farklı olarak boyanmaktadır. Preparat, Giemsa ile boyandığında BrdU 

içeren DNA daha açık boyanmakta ve floresan mikroskopta mavi yeşil renk 

vermektedir. KKD sıklığınının belirlenmesi, en çok periferik kanda lenfositler 

üzerinde gerçekleştirilmektedir. Lenfositlerin, bir antijen olan fitohemaglutinin ile 

stimule edilerek bölünmeleri sağlanmaktadır (51). KKD süresi boyunca, DNA’nın 

duplikasyonu sırasında kromatidler arasında parça değişimi ve DNA sarmalında 

kırıklar oluşmaktadır. Bu olay, hücre siklusunun S fazında normal olarak meydana 

gelebilmektedir. Ancak DNA replikasyonunu engelleyen mutajenlerin etkisi altında 

daha sık olmaktadır (51). 

KKD sıklığının belirlenmesi hassasiyet gerektiren bir yöntemdir.  Kültüre 

ilave edilen BrdU miktarının değişmesi, sonuçları önemli ölçüde etkilemektedir (51). 

KKD, bir kromozomun kardeş kromatidleri arasındaki değişimi ifade 

etmektedir. Kardeş kromatidler arasındaki parça değişimleri ışık mikroskobu altında 

kolaylıkla belirlenip, sayılabilmektedir. KKD sıklığı, sayılan kardeş kromatid 

değişimi sayısının incelenen metafaz sayısına bölünmesiyle elde edilmektedir. 

Sayılan metafaz en az 30, ideal olarakta 50 olarak bilinmektedir. Kardeş kromatid 

değişimi sıklığının artması, mutajenik etkinin varlığını göstermektedir. Viral 

enfeksiyonlar, malign hastalıklarda KKD sıklığı artmaktadır. Ayrıca kimyasal 

maddeler ve ultraviyole ışığına maruz kalmanın da KKD sıklığını artırdığı 

gösterilmiştir (51). KKD hücre bölünmesi esnasında kromozom morfolojisinde 

değişikliğe neden olmamaktadır. Hücre DNA’sı genotoksik ajanlar tarafından zarar 

gördüğünde KKD sıklığı artmaktadır (5).  
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                Resim 1.2: Kardeş kromatid değişimi örneği 
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2. MATERYAL ve METOT 

2.1. in-vivo çalışma  

2.1.1. Materyal 

2.1.1.1. Hayvan Materyali (Deney Hayvanları) 

*Kafkas Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 

20.01.2010/ 07 sayılı izni ile çalışma onayı alındı. 

Çalışmada ağırlıkları 20-30 g arasında değişen, 8 haftalık erkek, Mus 

musculus cinsi albino fareler kullanıldı. Çalışmada, mikronükleus sıklığı, mitotik 

aktivite ve kromozomal aberasyon analizinin belirlenmesi amacıyla toplam 136 adet 

fare kullanıldı. Fareler 121 ̊ C’ de otoklove edilebilen, polikarbon malzemeden 

yapılmış kafeslerde barındırıldı. Hayvanlar kafeslere 8’li gruplar halinde yerleştirildi. 

Fareler normal fare yemi ile beslenip, su olarak çeşme suyu kullanıldı. Yem ve 

sularının ad libitum olması sağlandı. Fareler,  20± 2  ̊ C sıcaklık, % 50 bağıl neme 

sahip, sabah 8’den akşam 8’e kadar olan 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık ışık 

periyotlu laboratuvar koşullarında barındırıldı. Uygulanacak maddelerin dozu 

farelerin günlük ağırlıklarına göre tespit edilmiş olup, maddeler distile suda 

çözülerek intraperinonal yol ile verildi.  

 

2.1.1.2. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Çözeltiler 

 

Akrilamid 

 

Çalışmada farelere uygulanan akrilamid (CAS no. 79-06-1) Sigma’dan temin 

edildi. Maddenin diğer adları Acrylic acid amide ya da 2-Propenamid’dir. Madde 

kimyasal olarak C3H5NO yapısında olup, 71,08 g/mol molekül ağırlığına sahiptir. 

 - Akrilamidden 7,5 mg alındı, hacmi 1,5 ml distile suya tamamlanarak 

çözdürüldü. Bu çözeltiden farelere 50 µl/10 g fare hesabıyla periton içi yolla verildi 

(25 mg/Kg). 
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 - Akrilamidden 15 mg alındı, hacmi 1,5 ml distile suya tamamlanarak 

çözdürüldü. Bu çözeltiden farelere 50 µl/10 g fare hesabıyla periton içi yolla verildi 

(50 mg/Kg). 

- Akrilamidden 30 mg alındı, hacmi 1,5 ml distile suya tamamlanarak 

çözdürüldü. Bu çözeltiden farelere 50 µl/10 g fare hesabıyla periton içi yolla verildi 

(100 mg/Kg). 

- Akrilamidden 45 mg alındı, hacmi 1,5 ml distile suya tamamlanarak 

çözdürüldü. Bu çözeltiden farelere 50 µl/10 g fare hesabıyla periton içi yolla verildi 

(150 mg/Kg) 

 

Pelargonidin 

 

Çalışmada farelere uygulanan pelargonidin (CAS no: 134-04-3) Aldrich’ ten 

temin edildi. Fenolik bileşiklerden antosiyanidin grubunda olup, antioksidan etkili bir 

maddedir. Diğer adı 3,4′,5,7-Tetrahydroxyflavylium chlorid olup, 306,7 g/mol 

molekül ağırlığına ve C15H11ClO5 formülüne sahiptir. 

Pelargonidinden 0,9 mg alındı ve distile suda çözdürülerek hacmi 1,5 ml’ye 

tamamlandı. Bu solüsyondan farelere 50 µl/10 g fare hesabıyla periton içi yolla 

verildi (3 mg/Kg). 

 

Gallik Asit 

 

Çalışmada farelere verilen gallik asit (CAS no:149-91-7) Sigma’dan temin 

edildi. Fenolik asit grubundadır. Güçlü antioksidan bir maddedir. Diğer adı: 3,4,5-

Trihydroxybenzoic acid, Formülü: C7H6O5, Molekül ağırlığı: 170,12 g/mol. 

 Gallik asitten 30 mg tartılarak alındı ve distile suda çözdürülerek hacmi 1,5 

ml’ye tamamlandı. Bu solüsyondan farelere 50 µl/10 g fare hesabıyla periton içi 

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

 

Mitomycin C bu çalışmada pozitif kontrol olarak kullanıldı (Sigma). Kapalı 

formülü: C15H18N4O5’dir. 

 Mitomisin C 0,6 mg alındı ve distile suda çözdürülerek hacmi 1,5 ml’ye 

tamamlandı. Bu solüsyondan farelere ip yolla 50 µl/10 g fare dozda enjekte edildi (2 

mg/Kg). 

 

Kolşisin (Colchicine) 

 

  Kromozom preparatlarının hazırlanmasında mitotik zehir olarak Colchicine 

(kolşisin) (Sigma cat. No. C9754) kullanıldı. Kolşisin çözeltisi steril saf su içerisinde 

hazırlandı. Kolşisin çözeltisinden 4 mg/kg dozda 2 saat önce hayvanların karın zarına 

(peritonuna) intraperitonal olarak enjekte edildi. Kolşisin’in bazı özellikleri 

aşağıdadır: Kapalı formülü: C22H25NO6, Molekül ağırlığı: 399.4 

 -Kolşisinden 1,2 mg alındı ve distile su ile çözdürüşerek hacmi 1,5 ml’ye 

tamamlandı. Bu solüsyondan farelere ip yolla 50 µl/10 g fare dozda enjekte edildi (4 

mg/Kg). 

 

Eter (Dietil Eter, Etoksietan) 

 

Dietil eter, kısaca eter ya da etoksietan olarak da bilinir (CAS No : [60-29-7]). 

Kaynama noktası düşük olup, karakteristik bir kokusu vardır. Çalışmada anestezik 

olarak farelerin servikal dislokasyonundan önce kullanıldı. Dietil eterin bazı 

özellikleri aşağıda verilmiştir. Diğer Adları, Etil Eter ve Etil Oksit, Etoksietan, 3-

Oksapentan, Kimyasal Formülü, C4H10O (C2H5OC2H5), Molekül ağırlığı, 74.12 

g/mol’dür. 

 

Glasiyal Asetik Asit 

 

KA testinin preparatlarının hazırlanması kullanılan fiksatif solüsyonunda ve 

ayrıca teratojenik çalışmalarda fetusların boyanması için kullanılan boyanın 
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hazırlanmasında da kullanılmıştır (Merck). Diğer Adları: Acetyl hydroxide (AcOH), 

Hydrogen acetate (HAc), Ethylic acid, Methanecarboxylic acid (CAS No : 64-19-7), 

Kapalı Formülü, C2H4O2, CH3COOH, Molekül Ağırlığı  60.05 g/mol’dür. 

 

Hipotonik Eriyik 

 

Hipotonik eriyik olarak % 0,4’lük KCl (Merck) kullanıldı. Eriyik bidistile su 

içinde stok halinde hazırlanıp, ağzı kapalı bir cam kapta buzdolabında (+4 ºC) 

saklandı. Her preparasyondan yaklaşık 2 saat önce yeterli miktarda alınıp, 37 ºC’deki 

inkübatörde ısıtıldıktan sonra kullanıldı. 

 

Fiksatif 

 

KA testi için kullanılan fiksatif, 1 kısım glasiyal asetik asit’in 3 kısım 

metanol ile karıştırılması sonucu hazırlandı. Fiksatif kullanılmadan 15 dakika önce 

hazırlanmış ve ağzı kapalı cam bir kapta buzdolabında (+4 ºC)’de saklandı. Her 

seferinde preparat yapım işleminden 15 dakika önce taze olarak hazırlanıp, 

kullanıldı. 

 

Sorensen Tampon (Sorensen Buffer) Çözeltisi 

 

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak üzere iki stok çözelti halinde 

hazırlanmış olup, çalışmanın amacına uygun olarak birbiriyle değişik miktarlarda 

karıştırılarak kullanıldı. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında kapalı kaplarda saklandı. 

Tampon A: 11. 34 g KH2PO4 250 ml saf su içinde çözdürüldü (pH=4.8). 

Tampon B: 14. 83 g Na2HPO4.12 H2O 250 ml saf su içinde çözdürüldü. (pH=9.3). 

 

Giemsa 

 

Giemsa boyası Merck firmasından (Cat. No. 9204) temin edilmiş olup, 

deneylerde Sorensen tamponu içinde hazırlanmış olan % 5’lik ve % 10’luk boya 
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eriyiği halinde preparatların boyanmasında kullanıldı. % 5’lik Giemsa boyasının 

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

 

Entellan 

 

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

getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapıştırılmasında kullanıldı. 

 

Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol) 

 

KA testinin preperatlarının hazırlanmasında kullanılan fiksatif solüsyonunda 

kullanıldı. Burada fiksatif, 1 hacim glasiyal asetik asit, 3 hacim metanol karışımı 

şeklinde hazırlanarak kullanıldı. 

 

2.1.1.3. Çalışmada Kullanılan Deney Ekipmanları 

 

Hassas Terazi 

 

Tartım işlemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECİSA XB 220 A marka 

terazi kimyasalların tartılmasında kullanıldı. 

 

Santrifüj 

 

Devir hızı 5000 rpm’e kadar yükselebilen, 15 dk.’lık zaman ayarlayıcı ve 8 

tüp kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifüj, çalışmalarda kullanıldı. 

 

Mikroskop 

 

Fotoğraf makinesi ve kamera monte edilebilen, koordinat cetveli ve 

immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binoküler ışık mikroskobu preparat 

incelemelerinde kullanıldı. 
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Etüv 

 

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

eriyiklerin 37 °C’ye ısıtılmasında kullanıldı. 

 

2.1.2. Metot 

 

 Kontrol A hariç bütün gruplara çözeltiler distile su dahil 50 µl/10 g fare 

dozunda aşağıda planlandığı şekilde ip yolla enjekte edildi. 

Grup 1. (Kontrol grubu, n=16). Bu grup, negatif grup olarak tutuldu. İlk 8 

fareye hiçbir madde verilmedi (Kontrol A). Diğer 8 fareye distile su i.p. yolla enjekte 

edildi (Kontrol B).  

Grup 2. Pozitif Kontrol grubu (n=8). Bu grup pozitif deney grubu olarak 

tasarlandı. Farelere intra-peritonal (i.p) yolla, 24 ve 48 saat önce 2 mg/kg dozda 

Mitomycin-C (MMC)  enjekte edilmiştir (4 hayvana 13. günün başlangıcında, diğer 

dört hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 

Grup 3. 25 mg/kg Akrilamid grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 25 mg/kg 

dozdaki akrilamid i.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün 

başlangıcında, diğer dört hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 

Grup 4. 25 mg/kg Akrilamid + 3mg/kg Pelargonidin grubu (n=8). Bu 

gruptaki 8 fareye 14 gün boyunca, günlük 3 mg/kg dozda pelargonidin intraperitonal 

yolla verildi. Ayrıca 13. ve 14. günde farelerin ağırlıklarına göre 25 mg/kg dozda 

akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün başlangıcında, diğer dört 

hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 

Grup 5. 25 mg/kg Akrilamid + 100 mg/kg Gallik Asit grubu (n=8). Bu 

gruptaki 8 fareye 14 gün boyunca, günlük 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal 

yolla verildi. Ayrıca 13. ve 14. günde farelerin ağırlıklarına göre 25 mg/kg dozda 

akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün başlangıcında, diğer dört 

hayvana da 14. günün başlangıcında verildi).  

Grup 6. 50 mg/kg Akrilamid grubu (n=8) Bu gruptaki 8 fareye 50 mg/kg 

dozdaki akrilamid i.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün 

başlangıcında, diğer dört hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 
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Grup 7. 50 mg/kg Akrilamid + 3mg/kg Pelargonidin grubu (n=8). Bu 

gruptaki 8 fareye 14 gün boyunca, günlük 3 mg/kg dozda pelargonidin intraperitonal 

yolla verildi. Ayrıca 13. ve 14. günde farelerin ağırlıklarına göre 50 mg/kg dozda 

akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün başlangıcında, diğer dört 

hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 

Grup 8. 50 mg/kg Akrilamid + 100 mg/kg Gallik Asit grubu (n=8). Bu 

gruptaki 8 fareye 14 gün boyunca, günlük 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal 

yolla verildi. Ayrıca 13. ve 14. günde farelerin ağırlıklarına göre 50 mg/kg dozda 

akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün başlangıcında, diğer dört 

hayvana da 14. günün başlangıcında 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. günün 

başlangıcında, diğer dört hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 

Grup 10. 100 mg/kg Akrilamid + 3mg/kg Pelargonidin grubu (n=8). Bu 

gruptaki 8 fareye 14 gün boyunca, günlük 3 mg/kg dozda pelargonidin intraperitonal 

yolla verildi. Ayrıca 13. ve 14. günde farelerin ağırlıklarına göre 100 mg/kg dozda 

akrilamit verilip 24-48 saatlik etkisine beklendi (4 hayvana 13. günün başlangıcında, 

diğer dört hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 

Grup 11. 100 mg/kg Akrilamid + 100 mg/kg Gallik Asit grubu (n=8). Bu 

gruptaki 8 fareye 14 gün boyunca, günlük 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal 

yolla verildi. Ayrıca 13. ve 14. günde farelerin ağırlıklarına göre 100 mg/kg dozda 

akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün başlangıcında, diğer dört 

hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 

Grup 12. 150 mg/kg Akrilamid grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 150 mg/kg 

dozdaki akrilamid i.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün 

başlangıcında, diğer dört hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 

Grup 13. 150 mg/kg Akrilamid + 3mg/kg Pelargonidin grubu (n=8). Bu 

gruptaki 8 fareye 14 gün boyunca, günlük 3 mg/kg dozda pelargonidin intraperitonal 

yolla verildi. Ayrıca 13. ve 14. günde farelerin ağırlıklarına göre 150 mg/kg dozda 

akrilamid verilip 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün başlangıcında, diğer dört 

hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 
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Grup 14. 150 mg/kg Akrilamid + 100 mg/kg Gallik Asit grubu (n=8). Bu 

gruptaki 8 fareye 14 gün boyunca, günlük 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal 

yolla verildi. Ayrıca 13. ve 14. günde farelerin ağırlıklarına göre 150 mg/kg dozda 

akrilamit verilip 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. günün başlangıcında, diğer dört 

hayvana da 14. günün başlangıcında verildi). 

Grup 15. 100 mg/kg Gallik asid grubu (n=8) Bu gruptaki 8 fareye 14 gün 

boyunca, günlük olarak 100 mg/kg dozda Gallik Asit intraperitonal yolla verildi. 

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

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

 

2.1.2.1. Kromozomal İnceleme ve Mitotik İndeksin Tespiti 

Mitotik aktivite, kromozomal incelemeler ve mikronükleus testi için her bir 

ayrı doz ve kontrol gruplarında 8 adet fare olmak üzere toplam 136 fare kullanıldı 

(Ağırlıkları 25-40 g, 8 haftalık, erkek Mus musculus cinsi albino fareler). Farelere 

intraperitonal enjeksiyon yapılmadan önce tartılıp, vücut ağırlıklarına göre 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 uygulandı. (Distile 

suda hazırlanmıştır).  

Bütün gruplardaki farelere 15. günün başlangıcında, ötanaziden 2 saat önce 4 

mg/kg dozunda kolşisin distile suda çözülerek intraperitonal olarak enjekte edildi. 

Hayvanlar eter ile anestezi edildi. Anestezi altındayken servikal dislokasyon yöntemi 

ile öldürülüp, femur kemikleri çıkartıldı. Kemikler kaslarından iyice temizlenerek 

görünür hale getirildi. Femur kemiklerinden biri kromozomal aberasyon ve mitotik 

indeksin tespitinde, diğeri ise mikronükleus testinde kullanıldı. Her iki femura ait 

kemik iliği enjektör yardımı ile santrifüj tüpüne aktarıldı (içerisinde 3 ml fötal dana 

serumu bulunan).  

Femur örneklerinden birine ait tüpler, 1100 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi 

ve süpernatant atıldı. Etüvde 0.075 M 5 ml KCI solüsyonu 37  ̊ C ve 30 dakika 

ısıtıldı. Isıtılan hipotonik çözeltide hücreler, 20-30 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyondan sonra hücreler 1100 rpm’de 10 dakika tekrar santrifüj edilerek, 

süpernatant atıldı. Hücreler taze olarak hazırlanmış 5 ml soğuk Carnoy’s 

(metanol:glasiyel asetik asit 3:1) içerisinde fikse edilerek, santrifüjlenip, tekrar 
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süpernatant kısmı atıldı. Bu fiksasyon işlemi 3 kez tekrarlanıp, santrifüjden sonra 

süpernatant kısım, tüpün dibinde 0,5 ml kalacak şekilde atıldı. Dipte kalan hücreler 

pastör pipeti yardımıyla süspanse edildi ve nemli temiz lamlara 3-4 cm yukarıdan 

damlatılarak yayıldı. Mitotik aktivite ve kromozomal aberasyon için metafaz 

preparatları Preston’a (1987) göre laboratuvar ve çalışma koşullarımız göz önünde 

bulundurularak yapılmıştır (121). 

 

Boyama İşlemi 

Yayma işlemi bittikten sonra preparatlar oda sıcaklığında kurutuldu ve 

önceden hazırlanan %10’luk giemsa ile 10 dakika boyandı. Olympus CX21 marka 

ışık mikroskobunda, mitotik aktivite için 1000’lik büyütmede her hayvan örneğinden 

rastgele 1000 hücre sayıldı. Sayılan hücrelerin içerisinde metafaz safhasında 

olanların adetleri tespit edilerek, yüzdeleri belirlendi. Kromozomal aberasyonu tespit 

etmek için 100 metefaz incelendi. 

 

2.1.2.2. Mikronükleus Testi 

Çalışmamızda mikronükleus tespitinde periferal kan yerine, kemik iliği 

kullanıldı. Çıkarılan femur kemikleinden birinin örneği kromozomal aberesyon 

tespitinde kullanılırken, diğer femur kemiği mikronükleus testi için kullanıldı. Femur 

kemiği iki ucundan kesilerek, kemik iliği enjektör yardımı ile içerisinde 3 ml dana 

serumu bulunan santrifüj tüpüne aktarıldı. İçerisinde kemik iliği numunesi bulunan 

tüpler 2000 rpm de 5 dakika santrifüj edildi ve süpernatantları atıldı. Tüpte kalan 

kısmın üzerine bir damla dana serumu konularak süspanse edildi. Bundan alınan bir 

damla örnek temiz lamlar üzerine yayıldı. Yayma işlemi tamamlanan lamlar havada 

kurutuldu ve metil alkolde 10 dakika fikse edildi. Kemik iligi preparatları ilk kez 

Schmid (1975) tarafından geliştirilip, laboratuvar ve çalışma koşullarımıza göre 

uyarlanan bir yöntem ile hazırlanmıştır (139). 
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Boyama İşlemi 

  Fikse edilmiş preparatlar ilk önce % 0,25’lik May Grunwald boyası ile 5 

dakika boyanarak saf su ile yıkandı. Daha sonra % 0,125’lik May Grunwald boyası 

ile 5 dakika tekrar boyanarak saf suda yıkandı. En son % 20’lik Giemsa boyası ile 30 

dakika boyanıp, yıkandı ve kurumaya bırakıldı. Preparatlar Olympus CX21 marka 

ışık mikroskobunda 1000 büyütmede, her preparattan rastgele 1000 adet PCE sayıldı. 

Bunların içerisinde MNPCE’lerin sayıları belirlenerek, yüzdeleri çıkartıldı.  

2.2. İn-vitro çalışma 

2.2.1. Materyal 

*Kafkas Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu tarafından 24.11.2011/ 08 

sayılı izni ile çalışma onayı alındı. 

Bu çalışmada test maddesi olarak Akrilamid, Pelargonidin, Gallik Asit ve 

Mitomisin-C, materyal olarak da sigara içmeyen, rutin ilaç kullanmayan, yaşları 

birbirine yakın sağlıklı 10 erkek (22-25 yaş) ve 10 bayandan (22-25 yaş) alınan 

periferik kan kullanıldı.  

2.2.1.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Solüsyonlar 

Akrilamid, Gallik Asit, Mitomisin C Sigma ve Pelargonidin Aldrich’ten 

temin edildi. Bu çalışmada pozitif kontrol maddesi olarak kullanılan, Mitomisin-C 

mavi-menekşe renkte, kristal şeklinde ve suda çözünebilen bir maddedir. MMC 

antineoplastik ve geniş spekturumlu bir sitostatik (hücre bölünmesini durduran) 

ajandır. Mitomisin-C 2 mg ve 10 mg‟lık şişelerde toz şeklinde bulunmaktadır. 

Aşağıda belirtildiği gibi çözeltisi hazırlandı ve kültür ortamına 0.3 μg MMC/ml besi 

yeri dozda ilave edildi. Bu çözelti (pH=6-9), ışıktan korunduğu ve 5 °C altındaki 

buzdolabında saklandığı zaman yedi gün özelliğini koruyabildiği bildirilmektedir.  

-Mitomisin C’den 0,3 mg tartılarak alındı distile suda çözdürülerek hacmi 10 

ml’ye tamamlandı. Bu solüsyondan hücre kültürüne 10 µl/ml besi yeri olacak şekilde 

ilave edildi (toplam 50 µl/ 5 ml besi yeri, 0.3 μg MMC/ml besi yeri). 

- Akrilamid’in 0,200 mg/ml besi yeri dozu için: Akrilamidden 20 mg alındı 

ve üzeri distile suda çözdürülerek 1 ml’ye tamamlandı. Bu solüsyondan hücre 
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kültürüne 10 µl/ml besi yeri olacak şekilde ilave edildi (toplam 50 µl/ 5 ml besi yeri, 

0.2 mg/ml besi yeri). 

Akrilamid’in 0,150 mg/ml besi yeri dozu için: Akrilamidden 15 mg alındı ve 

üzeri distile suda çözdürülerek 1 ml’ye tamamlandı. Bu solüsyondan hücre kültürüne 

10 µl/ml besi yeri olacak şekilde ilave edildi (toplam 50 µl/ 5 ml besi yeri, 0.150 

mg/ml besi yeri). 

Akrilamid’in 0,100 mg/ml besi yeri dozu için: Akrilamidden 10 mg alındı ve 

üzeri distile suda çözdürülerek 1 ml’ye tamamlandı. Bu solüsyondan hücre kültürüne 

10 µl/ml besi yeri olacak şekilde ilave edildi (toplam 50 µl/ 5 ml besi yeri, 0.100 

mg/ml besi yeri). 

Akrilamid’in 0,050 mg/ml besi yeri dozu için: Akrilamidden 5 mg alındı ve 

üzeri distile suda çözdürülerek 1 ml’ye tamamlandı. Bu solüsyondan hücre kültürüne 

10 µl/ml besi yeri olacak şekilde ilave edildi (toplam 50 µl/ 5 ml besi yeri, 0.05 

mg/ml besi yeri). 

-Pelergonidin’den 0,9 mg alındı ve çözdürülerek hacmi 12 ml’distile suya 

tamamlandı. Bu solüsyondan hücre kültürüne 10 µl/ml besi yeri olacak şekilde ilave 

edildi (toplam 50 µl/ 5 ml besi yeri, 0.000750 mg/ml besi yeri). 

- Gallik asitten 15 mg alındı distile suda çözdürülerek hacmi 3 ml’ye 

tamamlandı. Bu solüsyondan hücre kültürüne 10 µl/ml besi yeri olacak şekilde ilave 

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

 

Kolşisin 

 

Kromozom preparatlarının hazırlanmasında mitotik zehir olarak kolşisin 

(Sigma Cat. No. C9754) kullanıldı. Kolşisin çözeltisi saf su içerisinde hazırlanmış ve 

kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 µg olacak şekilde (0.06 µg/ml besi yeri, 

toplam 0,3 µg/ 5 ml besi yeri) 5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmiştir. 

- Kolşisinden 0,3 mg alındı ve distile suda çözdürülerek hacmi 40 ml’ye 

tamamlandı. Bu solüsyondan 8 µl/ml besi yeri hesabıyla kullanıldı (toplam 40  

µl/5ml besi yeri, 0.06 µg/ml besi yeri, toplam 0,3 µg/ 5 ml besi yeri). 
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-Sitokalasin B solüsyonu: Sitokalasin B’den 3 mg alındı distile suda 

çözdürülerek hacmi 3 ml’ye tamamlandı (30 µg/30 µl distile su). Bu solüsyondan 30 

µl/5ml besiyerine ilave edildi.  

 

Kromozom Medyumu (Besi Yeri) 

Bu çalışmada Biochrom firmasının ürettiği Chromosome Medium B (Cat. no. 

F5023), hücre kültürü olarak kullanılmıştır. Chromosome Medium B’nin her 

litresinde aşağıdaki maddeler bulunmaktadır: 

Non essential Amino Acids........................................850 ml 

Fetal Calf Serum ........................................................150 ml 

Heparin.......................................................................25.000 E 

Penicillin G, Sodium Salt...........................................75.000 E 

Streptomycin Sulphate...............................................50 mg 

Phytohemagglutinin M...............................................2.5 mg 

Bu medyum her tüpe 5 ml olacak şekilde paylaştırılmış ve bu miktarlarda 

kullanılmıştır. Kültür tüpleri steril olarak temin edilmiştir. 

 

Hipotonik Eriyik 

 

Hipotonik eriyik olarak % 0,4’lük KCl (Merck) kullanılmıştır. Eriyik bidistile 

su içinde stok halinde hazırlanıp, ağzı kapalı bir cam kapta buzdolabında (+4 ºC) 

saklandı. Her preparasyondan yaklaşık 2 saat önce yeteri kadar miktar alınıp, 37 

ºC’deki inkübatörde ısıtılarak kullanıldı. 

 

Fiksatif 

 

KKD, KA ve MN için kullanılan fiksatif, 1 kısım glasial asetik asit’in 3 kısım 

metanol ile karıştırılması sonucu hazırlandı.  
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5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) 

 

BrdU Sigma firmasından (Cat. No. B 5002) temin edildi. BrdU’dan 5 mg 

alınarak 10 ml Chromosome Medium B’de çözdürüldü (50 µg/100 µl medium). Bu 

solüsyondan SCE çalışmasında besi yerine 10 µg/ml gelecek şekilde ilave edildi (100 

µl). 

 

Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer) 

 

KKD’ni incelemek amacıyla hazırlanan preparat Sorensen tamponu içerisinde 

UV lambası ile ışınlandırıldı. Sorensen tamponu % 10’luk Giemsa boyasının 

hazırlanmasında da kullanıldı. Bu tampon çözelti tampon A ve tampon B olmak 

üzere iki stok çözelti halinde hazırlanmış olup, bu çözeltiler çalışmanın amacına 

uygun olarak birbirleriyle değişik miktarlarda karıştırılarak kullanıldı. 

 

Hazırlanışı: 

 

Tampon  A:11.34 gr KH2PO4 250 ml saf su içinde çözdürülmüştür (pH=4.8). 

Tampon B:14.83 gr Na2HPO4.12H2O 250 ml saf su içinde çözdürülmüştür 

(pH=9.3). 

 

Standart Saline Citrate (SSC) Çözeltisi 

 

Bu eriyik ışınlamadan sonra kardeş kromatidler arasındaki kontrast farkını 

artırmak amacıyla kullanılmıştır. SSC eriyiğini hazırlamak için 11.05 gr trisodyum 

sitrat (C6H5Na3O7.2H2O) ve 21.9 gr NaCl kullanıldı. Bu iki madde ayrı ayrı 

kaplarda bir miktar saf su içerisinde çözdürüldü, daha sonra aynı kaba aktarılarak 

birbirleriyle karıştırıldı. Karışımın üzerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi. 

Hazırlanan bu stok eriyik 5xSSC’dir. Çözelti buzdolabında saklandı. Deneyde, bu 

stoktan 20 ml alıp, üzeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlandı (elde edilen 1x 

SSC kullanıldı). 
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Giemsa 

 

Giemsa boyası Merck firmasından (Cat. No. 9204) temin edilmiş olup, 

deneyde Sorensen tamponu içinde hazırlanmış olan % 10’luk ve % 5’lik çözeltileri 

preparatların boyanmasında kullanıldı. 

 

Entellan 

 

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

hale getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapıştırılmasında kullanıldı. 

 

2.2.1.2. Çalışmada Kullanılan Deney Ekipmanları 

 

Hassas Terazi 

 

Hava akımlarına karşı özel cam paravanlarla korunan ve 0,0001 gr 

hassasiyetindeki PRECİSA XB 220 A marka terazi kimyasalların tartılmasında 

kullanıldı. 

 

Santrifüj 

 

Devir hızı 5000 rpm‟e kadar yükselebilen, 15 dk. zaman ayarlayıcı ve 8 tüp 

kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifüj çahşmalarda kullanıldı. 

 

Mikroskop 

 

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binoküler 

ışık mikroskobu preparat incelemeleri sırasında kullanıldı. Fotoğraflar yine Olympus 

marka mikroskopta dijital olarak çekilmiştir. 
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Etüv 

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

hücre kültürünün yapımında ve bazı eriyiklerin 37 °C‟ye ısıtılmasında kullanıldı. 

 

pH Metre 

 

Kimyasalların pH değerlerini saptamak için Selecta marka pH metre 

kullanıldı. 

 

Vorteks 

Deney tüplerinin karıştırılması için Yellowline marka vorteks kullanıldı. 

 

2.2.2. Metot 

2.2.2.1. Kromozom Anormallikleri (KA, Chromosomal Aberration, CA) 

Saptamak Amacıyla Hücre Kültürünün Yapılması, Preparatların Hazırlanması 

ve Boyanması 

Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması 

  Sağlıklı, sigara içmeyen ve rutin ilaç kullanmayan yaşları 22-25 olan 10 erkek 

ve 10 bayandan alınan periferik kan kullanıldı. Alınan 1/10 oranında heparinize 

edilmiş kan örnekleri kromozom medyumlarına (besi yeri, her tüpte 5 ml) steril 

şartlarda 12 damla miktarında ekildi. Hücre kültürü inkübatörde 37±1°C’de 72 saat 

inkübe edildi (bir tüp için, aşağıdaki deney grupları dikkate alınarak, toplam süre). 

Bu şekilde aşağıda belirtilen adette gruplar oluşturuldu. 

 Grup 1. Negatif kontrol grubu olarak tutuldu. Hazırlanan deney tüplerine 

distile su/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak şekilde olacak şekilde 

ilave edildi. Kültürün inkübasyon (72 saat) süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala 

(yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Grup 

A’ya bir şey ilave edilmezken, Grup B’ye distile su eklendi (10 μl/ml besi yeri, 

toplam 50 μl/5 ml besi yeri) . Biri 24, diğeri 48 saat kala olmak üzere iki adet deney 

tüpü için hazırlandı. Grup A ve B (distile su) olarak hazırlandı. 
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Grup 2. Pozitif kontrol grubu olarak tutuldu. Hazırlanan deney tüplerine 

Mitomisin-C (MMC) 0,3 µg/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak 

şekilde ilave edildi (50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) süresinin dolmasına 

24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra 

ilave edildi) MMC eklendi. Biri 24, diğeri 48 saat kala olmak üzere iki adet deney 

tüpü için hazırlandı.  

Grup 3. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,050 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) olacak şekilde olacak şekilde ilave edildi (50 µl/ 5 ml). 

Kültürün inkübasyon (72 saat) süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla 

inkübasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid eklendi. Biri 

24, diğeri 48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 4. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,100 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) olacak şekilde olacak şekilde ilave edildi (50 µl/ 5 ml). 

Kültürün inkübasyon (72 saat) süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla 

inkübasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid eklendi. Biri 

24, diğeri 48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 5. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,150 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) olacak şekilde olacak şekilde ilave edildi (50 µl/ 5 ml). 

Kültürün inkübasyon (72 saat) süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla 

inkübasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid eklendi. Biri 

24, diğeri 48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 6. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,200 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) olacak şekilde olacak şekilde ilave edildi (50 µl/ 5 ml). 

Kültürün inkübasyon (72 saat) süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla 

inkübasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid eklendi. Biri 

24, diğeri 48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 7. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,050 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) ve Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri olacak şekilde 

olacak şekilde sırasıyla ilave edildi (herbirinden 50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon 

(72 saat) süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla inkübasyona 

konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Pelargonidin eklendi. 

Biri 24, diğeri 48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 
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Grup 8. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,100 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri olacak şekilde 

olacak şekilde ilave edildi (herbirinden 50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) 

süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. 

saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Pelargonidin eklendi. Biri 24, diğeri 

48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 9. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,150 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri olacak şekilde 

olacak şekilde ilave edildi (herbirinden 50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) 

süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. 

saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Pelargonidin eklendi. Biri 24, diğeri 

48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 10. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,200 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri olacak şekilde 

olacak şekilde ilave edildi (herbirinden 50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) 

süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. 

saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Pelargonidin eklendi. Biri 24, diğeri 

48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 11. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,050 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) ve Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri olacak şekilde olacak 

şekilde sırasıyla ilave edildi (herbirinden 50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) 

süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. 

saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Gallik asit eklendi. Biri 24, diğeri 48 

saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 12. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,100 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri olacak şekilde olacak 

şekilde ilave edildi (herbirinden 50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) 

süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. 

saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Gallik asit eklendi. Biri 24, diğeri 48 

saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 13. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,150 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri olacak şekilde olacak 
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şekilde ilave edildi (herbirinden 50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) 

süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. 

saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Gallik asit eklendi. Biri 24, diğeri 48 

saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 14. Hazırlanan deney tüplerine Akrilamid 0,200 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri olacak şekilde olacak 

şekilde ilave edildi (herbirinden 50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) 

süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. 

saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Akrilamid ve Gallik asit eklendi. Biri 24, diğeri 48 

saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Grup 15. Hazırlanan deney tüplerine Pelargonidin 0,000750 mg/ml besi yeri 

(12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak şekilde olacak şekilde ilave edildi (herbirinden 

50 µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala 

(yani sırasıyla inkübasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) 

Pelargonidin eklendi. Biri 24, diğeri 48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için 

hazırlandı. 

Grup 16. Hazırlanan deney tüplerine Gallik asitin 0,05 mg/ml besi yeri (12 

damla kan+5 ml besi yeri) olacak şekilde olacak şekilde ilave edildi (herbirinden 50 

µl/ 5 ml). Kültürün inkübasyon (72 saat) süresinin dolmasına 24 ve 48 saat kala (yani 

sırasıyla inkübasyona konduktan 48. saat ve 24 saat sonra ilave edildi) Gallik asit 

eklendi. Biri 24, diğeri 48 saat kala olmak üzere iki adet deney tüpü için hazırlandı. 

Kültür süresinin bitiminden 2 saat önce (yani kültürün 70. saatinde) her tüpe 

hazırlanan kolşisin eriyiğinden 40 µl (0.06 µg kolşisin/ml besi yeri) ilave edildi (8 

µl/ml besi yeri, 40 µl/5 ml besi yeri) ve tüpler hafifçe sallanarak iyice karıştırıldı. 

Hücreler 2 saat süresince (37 °C’de) kolşisin ile muameleye tabi tutuldu. Kültür 

süresi sonunda (72. saat) kültür tüpleri, 2000 rpm’de 10 dk. santrifüj edildi ve 

süpernatant atıldı. Tüpün dibinde kalan ve hücreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik sıvı 

iyice karıştırıldıktan sonra üzerine etüvde 37 °C’de tutulan hipotonik eriyikten her 

tüpe 5 ml ilave edildi. Hipotonik çözelti damla damla ve karıştırılarak ilave edildi. 

Hücre süspansiyonu pipetaj yapılarak homojen hale getirildi. Aksi halde hücrelerde 

kümeleşme olmakta ve amaca uygun preparatlar hazırlanamamaktadır. Tüplerin ağzı 

kapatılarak ağzı etüve kondu. Hücreler 30 dk. hipotonik eriyikte 37 °C’de etüvde 
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bekletildi. Sürenin sonunda tüpler 10 dk. 2000 rpm’de santrifüj edilerek, süpernatant 

kısımları atıldı. Her tüpe hipotonik eriyik ilavesi gibi yavaş yavaş ve karıştırarak 5 

ml olacak şekilde soğuk fiksatif ilave edildi. Tüpler oda sıcaklığında 2000 rpm’de 10 

dk. santrifüj edildi ve süpernatant atıldı, sonra tüplere tekrar fiksatif ilave edildi. Bu 

işlem 3 kere tekrarlandı. Tekrarlanan bu işlemden (3. fiksatif) sonra tüpte kalan sıvı 

tamamen berraklaşmaktadır. Son santrifüjden sonra süpernant tüpün dibinde 0.5-0.7 

ml sıvı kalacak şekilde atıldı. Tüpün dibinde toplanan hücreler pasteur pipeti ile 

karıştırılarak homojenize edildi. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak şekilde bu hücre 

süspansiyonundan çekildi. Pasteur pipetinden sıvı lamın üzerine 50 cm yükseklikten 

farklı alanlara 1’er damla olmak üzere damlatıldı (her lama 3 damla). Bu şekilde 

hücrelerin ve dolayısıyla kromozomların lam üzerinde yayılması sağlanmıştır. Hücre 

süspansiyonunun lamlara damlatılması esnasında damlaların üst üste düşmemesine 

dikkat edildi. Bu şekilde hazırlanan preparatlar kurumak üzere 24 saat oda 

sıcaklığında bekletildi (68, 69). 

 

Preparatların Boyanması ve Daimi Preparatların Hazırlanması 

Oda sıcaklığında kuruyan preparatlar, 15 dk. önce hazırlanan % 10’luk 

Giemsa boya çözeltisi ile boyandı. % 10’luk Giemsa Çözeltisinin Hazırlanması: 5 ml 

tampon A, 5 ml tampon B ve 10 ml Giemsa karıştırılarak üzerleri 100 ml oluncaya 

kadar saf su ile tamamlandı (pH=6.72). Hazırlanan bu çözelti dik bir şale içine filtre 

kâğıtları ile süzüldü. Kuru preparatlar direkt olarak boya içerisine kondu ve yaklaşık 

olarak 10 dk. beklendi. Boyadan çıkarılan preparatlar, üç ayrı kaptaki saf su içinden 

geçirilerek preparatlar üzerindeki fazla boyanın akması sağlandı. Preparatlar dik 

vaziyette kurumaya bırakıldı. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatılarak daimi hale 

getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskop altında 

incelendi. 

Mikroskobik İnceleme 

Hazırlanmış olan daimi preparatlar binoküler ışık mikroskobunda immersiyon 

objektifi ile incelendi (10x100=1000 büyütmede). İyi dağılmış kromozomlara sahip 

preparatlardan, 100 tane metafaz sayılarak, kromozom, kromatid kırığı, kromatid 

birleşmesi, fragment vb. gibi olguları saptamak amacıyla incelendi. Bu hücreler 



52 
 

 
 

içinde anormallikler kaydedildi. İncelenen 100 hücre içerisinde anormal hücrelerin 

sayısı ve yüzdeleri hesaplandı. Gözlediğimiz kromozom yapı ve sayı anormallikleri 

Uluslararası İnsan Sitogenetik Adlandırma Sistemine (ISCN= International System 

for Human Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak değerlendirildi ve adlandırıldı 

(119). 

Mitotik İndeksin (MI) Saptanması 

Akrilamidin mitoz bölünme üzerindeki etkilerini saptamak için mitotik indeks 

bulundu. Gallik asit ve pelargonidinin mitotik indeks üzerine etkileri değerlendirildi. 

Her gruba ait preparatlardan toplam 3 bin hücre incelendi ve bunlar arasındaki 

metafaz devresinde olan hücreler saptanarak kaydedildi. 3 bin hücre içerisinde 

metafazların oranı yüzde olarak hesaplanarak mitotik indeks saptandı.  

2.2.2.2. Mikronükleus Oluşumunu Saptamak Amacıyla Hücre Kültürünün 

Yapılması, Test Maddelerinin Kültüre İlave Edilmesi, Preparatların 

Hazırlanması, Boyanması ve Mikroskobik İncelemeler 

 İn vitro mikronukleus testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nın geliştirdikleri 

yöntem modifiye edilerek kullanılmıştır (129). Mikronükleusun oluşumunu saptamak 

için alınan kanlar 2.2.2.1’de belirtildiği gibi gruplara ayrıldı Kültüre kan damlatıldı 

ve 37 0C’da 72 saat inkübasyona bırakıldı. Hücre kültürlerinde iki nukleuslu hücre 

oluşumunu sağlamak için inkübasyon süresinin bitimine 24 saat kala bütün tüplere 6 

μg/ml (besi yeri) olacak şekilde sitokalasin B (Cytochalasin B, Sigma cat. no. 

C6762) ilave edildi (30 µl/5 ml besi yeri). Kültür süresi olan 72. saatin bitiminde 

kültür tüpleri 1200 rpm’de 10 dk. santrifüj edildi, süpernatant kısmı atıldı. Dipte 

kalan ve hücreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik sıvı iyice karıştırıldıktan sonra tüplere, 

etüvde 37°C’de tutulan hipotonik eriyik ilave edildi. Hipotonik çözelti damla damla 

ve karıştırarak her tüpe 5 ml eklendi. Aksi halde hücrelerde kümeleşme olmakta ve 

amaca uygun preparatlar hazırlanamamaktadır. Tüplerin ağzı kapatıldı ve inkübatöre 

konuldu. İnkübatörde 20 dk.  37 °C’de bekletildi. Sürenin sonunda tüpler 10 dk. 

1200 rpm’de santrifüj edildi, süpernatant kısmı atıldı. Her tüpe hipotonik eriyikte 

olduğu gibi yavaş yavaş ve karıştırarak 5 ml olacak şekilde soğuk fiksatif ilave 

edildi. Fiksatif 1 kısım asetik asit 3 kısım metil alkol karışımı ile hazırlandı. Fiksatif 
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ile muamele edilen hücreler 1200 rpm’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. 

Fiksatif ilave ve santrifüj işlemi 3 kere tekrarlandı. Bu işlemden sonra (3 kez 

fiksatifle muamelenin sonunda) tüpte kalan sıvının tamamen berraklaştığı görüldü. 

Eğer sıvı berraklaşmamışsa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekmektedir. 

Her fiksatif ilavesinden sonra santrifüj edilerek üstteki sıvı atılmıştır. Son 

santrifüjden sonra tüpün dibinde 0.5-0.7 ml sıvı kalacak şekilde süpernatant atıldı. 

Tüpün dibinde toplanan hücreler pasteur pipeti ile karıştırılarak homojen hale 

getirildi. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak şekilde bu hücre süspansiyonundan 

çekildi. Daha önce temizlenmiş lamın üzerine farklı alanlara 1’er damla damlatıldı 

(her lama 4-5 damla ve yüksekten). Hücrelerin lam üzerinde yayılması sağlandı. 

Hücre süspansiyonunun lamlara damlatılması esnasında damlaların üst üste 

düşmemesine dikkat edildi. Hazırlanan preparatlar kurumak üzere 24 saat oda 

ısısında bekletildi. 

Preparatların Boyanması 

Preparatlar Sorensen tamponu ile hazırlanan  % 10’luk giemsa boyası ile 

boyandı. Kuru preparatlar direkt olarak boya içerisine kondu ve yaklaşık olarak 10 

dk. beklendi. Bu sürenin sonunda preparatlar boyadan çıkarılmış, üç ayrı kaptaki saf 

su içinden geçirilerek preparatlar üzerindeki fazla boyanın akması sağlandı. Bundan 

sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya bırakıldı. Kuruyan preparatlar 

entellan ile kapatılarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi 

preparatlarda mikroskop altında incelendi. 

Mikroskobik İnceleme 

Hazırlanmış olan daimi preparatlar binoküler ışık mikroskobunda 40’lık 

objektif ile incelendi (10x40=400 büyütmede). Her bir örnekten hazırlanan 

preparatlardan 1000 adet iki nukleuslu hücre sayıldı. Sayılan iki nukleuslu hücreler 

içerisinde mikronukleuslu olanlar saptandı. Mikronukleuslu iki nukleuslu hücrelerin 

yüzdeleri bulundu.  

2.2.2.3. Kardeş Kromatid Değişimini (KKD) Saptamak Amacıyla Hücre 

Kültürünün Yapılması, Test Maddelerinin Kültüre İlave Edilmesi ve 

Preparatların Hazırlanması ve Boyanması 
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 Bir kromozoma ait kardeş kromatidlerin farklı boyanmasını (sister chromatid 

differentiation=SCD) sağlamak amacıyla Speit ve Haupter (1985)’in geliştirdikleri 

metod modifiye edilerek kullanılmıştır (149). KKD saptamak için alınan kanlar 

2.2.2.1’de belirtildiği gibi gruplara ayrıldı Aynı şekilde sağlıklı ve sigara içmeyen 

yaşları birbirine yakın on erkek ve on bayandan alınan 1/10 oranında heparinize 

edilmiş kan örnekleri kromozom medyumlarına (5 ml) steril şartlarda 12 damla 

ekildi. Yine steril şartlarda ve daha önce hazırlanan BrdU eriyiğinden her tüpe 10 

µg/ml olacak şekilde (hazırlanan BrdU solüsyonundan 100 µl) ilave edilerek iyice 

karıştırıldı (50 µg BrdU/100 µl besi yeri) ve hücre kültürü inkübatörde 37 0C’de 72 

saat için inkübe edildi.  

 Kültür süresinin bitiminden 2 saat önce (yani kültürün 70. saatinde) her tüpe 

hazırlanan kolşisin eriyiğinden ilave edildi (0.06 µg/ml) ve tüpler hafifçe sallanarak 

iyice karıştırıldı. Hücreler 2 saat süresince (37  ̊C’de) kolşisin ile ön muameleye tabi 

tutulmuştur. Kültür süresi olan 72. saatin bitiminde kültür tüpleri 2000 rpm’de 10 dk. 

santrifüj edildi, süpernatant atıldı. Tüpün dibinde kalan ve hücreleri ihtiva eden 0.5-

0.7 ml’lik sıvı iyice karıştırıldıktan sonra tüplere, etüvde 37 ̊C’de tutulan hipotonik 

eriyik ilave edildi. Bu eriyik tüpe damla damla ve karıştırılarak yapıldı. Aksi halde 

hücrelerde kümeleşme olmaktadır. Her tüpe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten 

sonra ağızları kapatılarak etüve konuldu. Hipotonik ilave edilmiş tüpler 30 dk.37 

̊C’de etüvde bekletildi. Sürenin sonunda tüpler 10 dk. 2000 rpm’de santrifüj edildi ve 

süpernatant atıldı. Tüplere hipotonik eriyik ilavesindeki gibi yavaş yavaş ve 

karıştırarak, her tüpe 5 ml olacak şekilde soğuk fiksatif ilave edildi. Fiksatif ile 

muamele edilen hücreler 2000 rpm’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. 

Fiksatif ilavesi ve peşisıra yapılan santrifüj işlemi 3 kere tekrarlandı. İşlem sonrası 

tüpte kalan sıvının tamamen berraklaştığı görüldü. Son santrifüjden sonra dipte 0.5-

0.7 ml sıvı kalacak şekilde süpernatant atıldı. Tüpte kalan sıvıdan preparat hazırlandı. 

Tüpün dibinde toplanan hücreler pasteur pipeti ile karıştırılarak homojen hale 

getirildi. Pasteur pipetine 4-5 damla bu hücre süspansiyonundan çekildi. Pasteur 

pipetinden daha önce temizlenmiş lamların üzerine 50 cm yükseklikten farklı 

alanlara 1’er damla damlatıldı (her lama 3-4 damla). Hücrelerin ve dolayısıyla 

kromozomların lam üzerinde bu şekilde yayılmaları sağlandı. Hücre 
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süspansiyonunun lamlara damlatılması esnasında damlaların üst üste düşmemesine 

dikkat edildi. Preparatlar kurumak üzere 24 saat oda ısısında bekletildi. 

 

Preparatların Boyanması 

Bir kromozoma ait kardeş kromatidlerin farklı boyanmasını (sister chromatid 

differentiation=SCD) sağlamak amacıyla Speit ve Haupter (1985)’in geliştirdikleri 

metot modifiye edilerek kullanıldı (149). Bu amaçla bir günlük preparatlar ışınlama 

kabına konarak üzeri bir film gibi örtülecek şeklide Sorensen tamponu ile kapatıldı. 

Işınlama eriyiği, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alınıp bu karışımın destile su ile 

100 ml’ye tamamlanmasıyla hazırlandı (pH=6.8). Işınlama çözeltisinin fazla veya az 

olması kardeş kromatidler arasındaki kontrast farkını önemli derecede etkilediği 

görülmüştür. Bu nedenle preparatların üzeri ince bir tabaka halinde ışınlama çözeltisi 

ile örtülmüştür. Örtülmüş preparatlar, karanlıkta 15 cm yükseklikten 30W’lık 254 nm 

dalga boyunda ışık yayabilen tek ultraviyole lambası ile 30 dk. ışınlandı. Işınlama 

bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyiği içerisinde 58-60 ̊C arasındaki sıcaklıklarda 

60 dk. inkübe edildi. İnkübasyon süresi bitmeden 15 dk. önce % 5’lik Giemsa boya 

eriyiği hazırlandı. % 5’lik Giemsa boyası, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml 

Giemsa’nın karıştırılarak üzeri 85 ml saf su ile tamamlandı (pH=6.8). Sonra bu boya 

dik bir şale içine filtre kâğıdından süzüldü. İnkübasyon süresinin sonunda preparatlar 

1xSSC solüsyonundan alınarak direkt olarak boya içerisine kondu ve yaklaşık olarak 

20 dk. beklendi (kardeş kromatidler arasındaki en iyi kontrast farkı bu sürede 

sağlanmıştır). Bu sürenin sonunda preparatlar boyadan çıkarıldı, üç ayrı kaptaki saf 

su içinden geçirilerek preparatlar üzerindeki fazla boyanın akması sağlandı. Bundan 

sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya bırakıldı. Kuruyan preparatlar entellan ile 

kapatılarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlar 

mikroskop altında incelendi. 

KKD ve Replikasyon İndeksinin (RI) (Proliferasyon İndeksi=PI) Saptanması 

KKD Sayısının Saptanması 

 

KKD sayısı,  kan kültürüne ait preparatlardan iyi dağılmış ve ikinci mitozu 

geçiren 100 metefazda saptandı. KKD sayısı bir kromozomun açık boyanmış 
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kromatidindeki koyu boyanmış parçaların veya koyu boyanmış kromatidindeki açık 

boyanmış parçaların sayılmasıyla belirlendi (164). Ortadan bir parça değişimi olmuş 

ise bu iki KKD olarak değerlendirildi, eğer uçtan parça değişimi olmuş ise bu da bir 

KKD olarak sayıldı. Ancak bu incelemeler esnasında kromatidlerin primer boğum 

bölgelerinden dönüm yapıp yapmadıklarına dikkat etmek gerekmektedir. Bu 

durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Şekil 2.1). 

                               
Şekil 2. 1: Kardeş kromatid değişiminin olduğu ve olmadığı durumun şematik olarak 
gösterilmesi (164). 
 
 Replikasyon İndeksinin (RI) (Proliferasyon İndeksi=PI) Saptanması 

 

Akrilamid, Pelargonidin ve Gallik Asitin DNA replikasyonu üzerindeki 

etkilerini saptamak amacı ile RI hesaplanmıştır. Bunun için tesadüfen seçilmiş 100 

hücre incelendi. Bu incelemeler sırasında gözlenen birinci, ikinci ve üçüncü metafaz 

devresindeki hücreler sayıldı. Bu verilerden yola çıkarak RI aşağıdaki formülle 

hesaplandı. 

RI= (1xM1+2xM2+3xM3)/100 

M1: 1. Mitozdaki hücre sayısı 

M2: 2. Mitozdaki hücre sayısı 

M3: 3. Mitozdaki hücre sayısı 

Birinci, ikinci ve üçüncü metafazlar şu şekilde ayırt edilmiştir (164): BrdU, 

deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analoğu olan bileşiklerdir. 

BrdU, dT ve dU arasındaki tek fark taşıdıkları benzen halkasındaki 5.C atomuna 

dT’de CH3, BrdU’de Br ve dU’da H atomunun bağlı olmasından kaynaklanmaktadır. 
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Şekil 2.2:  Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdU) ve Deoxyuridin (dU)’in 

kimyasal yapıları. 

 

Kültür ortamına BrdU koyulduğunda, hücre DNA’sını replike ettiği sırada 

(1.S fazında) yeni sentezlenen DNA dallarından birinin (polinükleotid ipliği) içine 

dT’in yerine BrdU geçmektedir. Böyle hücreler 1. Mitoza uğradıklarında meydana 

gelen yeni hücrelere ait kromozomların her iki kromatidide koyu renkte 

boyanmaktadır. Bu hücreler S (2. S fazı) fazına girdiğinde DNA ipliğinin birisi BrdU 

diğeri dT taşıdığından, DNA replike olduğunda tekrar otamda bulunan BrdU’uyu 

yapılarına almaktadırlar. Bu hücreler 2. Mitoza uğradıklarında yavru hücrelerin 

kromozomlarının kromatidlerinden biri koyu boyanırken diğeri açık boyanmaktadır. 

Çünkü, kromatidlerden koyu boyananda DNA ipliğinin biri dT taşırken, diğeri BrdU 

taşımaktadır. Diğer kromatidi oluşturan DNA ipliğinin ikisi de BrdU taşımaktadır 

(açık boyanan). Böyle yavru hücreler tekrar BrdU bulunan ortamda S fazına (3. S 

fazı) girdiklerinde ortamdaki BrdU’yu yapılarına alırlar. Bu hücrelerin 

kromzomlarından birini oluşturan DNA ipliğinden biri BrdU’yu, diğeri dT’uyu 

taşıdığından 3. mitoza girdiğinde yavru hücrelerin kromatidlerinden biri koyu diğeri 

açık boyanmaktadır. Açık boyanan kromatidleri taşıyan hücreler ise 3. Mitoza 

uğradıklarında kromatidleri oluşturan DNA ipliklerinin her ikisi de BrdU 

taşıdığından yeni yavru hücrelerin kromozomlarını oluşturan kromatidlerin her ikisi 

de açık boyanmaktadır. Bu nedenle yeni yavru hücrelerin (3. Mitoz sonucu oluşan) 

bazılarının her iki kromatidi açık boyanırken, bazılarının kromatidlerinden biri açık 

diğeri koyu boyanmaktadır. Özetleyecek olursak, BrdU’lu ortamda bulunan 

hücrelerin kromozomlarını oluşturan kromatidlerin her ikisi, birinci mitoz sonucu 
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oluşan yavru hücrelerde koyu boyanır. İkinci mitoz sonucu oluşan yavru hücrelerde 

kromatidlerin biri koyu diğeri açık boyanır. Üçüncü mitoz sonucu oluşan hücrelerde 

ise hücrelerin bir kısmında kromatidlerin biri açık, diğeri koyu boyanırken, diğer bir 

kısmında ise kromatidlerin ikisi de açık boyanmaktadır. Şekil 2.3’de şematik olarak 

gösterilmiştir. Bu boyanma şeklinde hücrelerin kaçıncı mitozda olduğu 

anlaşılabilmektedir. İşte böyle hücrelerin metafaz devresinde preparat yapıldığında 

bazı kromozomların her iki kromatidi açık renkte, bazı kromozomların bir kromatidi 

açık, diğer kromatidi de koyu renkte boyanmaktadır. Bu hücrelerde 3. mitoz 

bölünmeyi geçiren hücrelerdir. Metafaz esnasında bulunan 100 hücre incelenerek 

kaçıncı mitoz evresinde oldukları belirlendi. Bu sonuca göre formülle replikasyon 

indeksi (RI) hesaplandı. 
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Şekil 2.3: BrdU’in DNA yapısına girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz bölünmeyi geçiren 

hücrelerin ayırt edilmesinin şematik olarak açıklanması (164). 
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           Resim 2.1:  Birinci mitoz bölünmeyi geçiren hücreye ait kromozomlar. 

              

         Resim 2.2:  İkinci mitoz bölünmeyi geçiren hücreye ait kromozomlar. 
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             Resim 2.3:  Üçüncü mitoz bölünmeyi geçiren hücreye ait kromozomlar. 

 

Mikroskopta Fotoğraf Çekme 

Fotoraflar Olympus marka mikroskopla 1000 büyütmede çekildi. Daha önce 

1., 2., ve 3. mitozu geçiren hücrelerin kromozomlarının, bazı ilginç KA’larına ait 

örneklerin, iki nukleuslu hücrelerden mikronukleusa sahip olanların ve bir, iki, üç ve 

dört nukleuslu hücrelerin birkaç örneğinin fotoğrafları çekildi. 

2.2.2.4. İstatistik Analiz ve Sonuçların Değerlendirilmesi 

Tüm istatistiksel analizler Windows 95 GraphPad Instat 3.05 (GraphPad 

Software, San Diego California USA) kullanılarak yapılmıştır. Kimyasallarla 

muameleli gruplar ve negatif kontroller arasında farklılığın tesbiti için Dunnett t testi 

kullanılmıştır. Doz-etki ilişkisini ortaya koymak amacıyla regresyon ve korelasyon 

analizleri yapıldı, regresyon denklemi ve korelasyon katsayısı (r) bulundu ve 

regresyon doğrusu çizildi. 

 



62 
 

 
 

3. BULGULAR 

3.1. İn vivo grubu 

3.1.1.Kontrol ve deney gruplarının fare kemik iliği hücrelerinde kromozomal 

aberasyon üzerindeki etkileri 

Farelere intraperitonal yolla Akrilamid (AA), Pelargonidin (PG), Gallik asit 

(GA) ve (MMC) enjeksiyon yapıldıktan sonra, her doz grubundan elde edilen 

preparatlardan metafaz safhasında olan toplam 100 hücre 24 saatlik etki süresi için, 

100 hücrede 48 saatlik etki süresi için sayıldı. Bu 100 hücre içerisinde gözlemlenen 

yapısal kromozom sayıları belirlenerek Tablo 3.1’de gösterilmiştir. 

Akrilamidin uygulanan dozları (25-50-100-150 mg/kg), 24-48 saatlik 

muamele süresinde kromozomal aberasyon yüzdesini negatif kontrole göre artırdığı 

tespit edildi. Bu artışın pozitif kontrol grubundaki sayı kadar olmadığı gözlendi. 

Gözlenen yapısal kromozom anormallikleri kromozom kırığı, kromatid kırığı, 

fragment, disentrik kromozom ve kardeş kromatid birleşimi şeklinde olduğu tespit 

edildi. Yapısal kromozom anormallikleri akrilamidin doz artışına bağlı olarak arttığı 

görüldü.  

Farelere uygulanan pelargonidin ve gallik asitin 24-48 saatlik muamele 

süresinde, negatif ve pozitif kontrolle kıyaslandığında yapısal kromozom 

anormalliklerine neden olmadığı, diğer bir değişle herhangi bir genotoksisitelerinin 

bulunmadığı saptandı. 

Akrilamid ile birlikte uygulanan pelargonidinin kromozomal aberasyon 

yüzdesini düşürmediği gözlendi. Fakat akrilamid ile birlikte uygulanan gallik asit 24-

48 saatlik etki süresince, kromozomal aberasyon yüzdesini düşürdüğü tesbit edildi. 

 Kromozomal anomaliler Resim 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6’da 

görülmektedir.     
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Tablo 3. 1: Kontrol ve Deney Gruplarında 24-48 Saat Sonra Fare Kemik İliği 

Hücrelerinde Rastlanan Kromozom Anormallik Çeşitleri (sayılan 100 hücrede) ve 

Yüzde Toplamları 

 

 

KK: Kromozom kırığı, Kk:Kromatid kırığı 

F: Fragment, DSK: disetrik kromozom  

KKB: kardeş kromatid birleşmesi  

*      : p< 0.01 kontrolle karşılaştırıldığında fark önemli. 

Gruplar 
Muamele 

Süresi 
(Saat) 

Muamele Dozu 
(mg/kg) KK Kk F DSK KKB Toplam 

(%)     

Toplam 
KA 

 (24-48 
saat) (%) 

 
±SEM(%) 

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 

68,5 

 
         68,4±0,14 

MMC 48 2 12 17 9 10 31 79  
          

 
24 25 2 1 1 1 6 11 

17 
 

48 25  4 4 3 2 10 23 16,95±0,06* 

 24 50 3 2 2 3 7 17 
28,5 

 

 48 50  5 7 4 6 18 40 28,52±0,06* 

 24 100 3 4 2 4 8 21 
32,5 

 

 48 100 4 9 9 7 16 44 32,65±0,13* 

AA 24 150  5 10 3 7 7 32 
49,5 

 

 48 150 7 10 7 18 25 67 49,57±0,04* 

 
 

     
AA+PG 

24 25AA+3PG 2 2 1 1 6 12 
18 

 

48 25 AA+3PG 4 5 2 2 11 24 18±0,40* 

24 50AA +3PG 2 1 3 5 7 18 
31 

 

48 50 AA+3PG 6 7 5 7 19 44 31,25±0,47* 

24 100 AA+3PG 3 3 3 5 8 22 
34,5 

 

48 100 AA+3PG 8 9 7 8 15 47 34,17±0,11* 

24 150 AA+3PG 5 6 5 6 10 32 
49 

 

48 150 AA+3PG 8 6 13 9 30 66 48,25±0,47* 

 
 

 

    AA+GA 

24 
25 AA+100GA 2 1 - - 3 6  

5,5 

 

48 
25 AA+100GA 1 1 - - 3 5 

5,4±0,04* 

24 50 AA+100GA 1 1 1 1 3 7 
13,5 

 

48 50 AA+100GA 2 1 1 4 12 20 13,57±0,04* 

24 100 AA+100GA 2 1 1 2 3 9 
16,5 

 

48 100 AA+100GA 5 3 3 3 10 24 16,5±0,07* 

24 150 AA+100GA 2 2 1 6 10 21 
25,5 

 

48 150 AA+100GA 2 1 2 3 22 30 25,32±0,08* 

PG 
24 3 - - - - - - 

0,5 
 

48 3 - - - - 1 1 0,82±0,16 

GA 
24 100 - - - - - - 

0,5 
 

48 100 - - - - - 1 0,42±0,04 
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                        Resim 3.1: Fareye ait normal metafaz örneği (n=40)(x1000) 

 

                 

Resim 3.2: Muamele görmüş fare kemik iliği hücrelerinde kardeş kromatid 

birleşmesi (x1000)  
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Resim 3.3: Muamele görmüş fare kemik iliği hücrelerinde disentrik kromozom 

(x1000). 

 

           
Resim 3.4: Muamele görmüş fare kemik iliği hücrelerinde kromozom kırığı (x1000). 
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Resim 3.5: Muamele görmüş fare kemik iliği hücrelerinde kromatid kırığı (x1000). 

 

 

 

         

                
Resim 3.6. Muamele görmüş fare kemik iliği hücrelerinde fragment (x1000)  
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Şekil: 3.1: Akrilamidin değişik dozları (25-50-100-150 mg/kg) ve kontrol gruplarının 

fare kemik iliği hücrelerinde, kromozom aberasyon oranları (A: N.Kontrol, B: 25AA, 

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

 

 
 

Şekil: 3.2: AA+ PG ve PG grupları arasında fare kemik iliği hücrelerinde, kromozom 

aberasyon oranları (A:Pelargonidin, B:25AA+P, C:50AA+P, D:100AA+P, E: 

150AA+P) 

 

Kromozal anomali in-vivo
Mean and Standard Deviation

Column
A B C D E F
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Şekil: 3.3: AA+GA ve GA grupları arasında fare kemik iliği hücrelerinde, kromozom 

aberasyon oranları (A: Gallik Asit, B: 25AA+GA, C:50AA+GA, D:100AA+GA, E: 

150AA+GA)  

 

 
Şekil: 3.4: Akrilamidin faklı konsantrasyonları ile kromozomal aberasyon arasındaki 

regresyon (r= 0,96) çizelgesi 

 

3.1.2. Kontrol ve Deney Gruplarının Fare Kemik İliği Hücrelerinde Mitotik 

Aktivite Oranları 

 

Farelere intraperitonal yolla AA, PG, GA ve MMC enjeksiyon yapıldıktan 

sonra, her doz grubundan elde edilen preparatlardan rasgele toplam 1000 hücre 24 

saatlik etki süresi için, 1000 hücre de 48 saatlik etki süresi için sayıldı. Bu 1000 

aa+ga invivo kromozomal anomali
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hücre içerisinde gözlemlenen metafaz sayıları belirlenerek Tablo 3.2’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.2: Kontrol ve Deney Gruplarında 24-48 Saat Sonra Fare Kemik İliği 

Hücrelerinde Mitotik Aktivite Oranları 
 

* p< 0.01 kontrolle karşılaştırıldığında fark önemli. 

 

 

 

Gruplar 
Muamele 

Süresi 
(Saat) 

 Top.Hüc 
Metafaz 

hücre 
sayısı 

Metafaz 
hüc. 
oranı 

ortalaması 
(%) 

Toplam 
Metefaz 

oranı 
(24-48 
saat)         
(%) 

±SEM(%) 

Negatif Kontrol A 
24  1000 80 8 8,1  
48  1000 82 8,2  8,1±0,04 

Negatif Kontrol B 
24  1000 83 8,3 

8,4 8,37±0,08 
48  1000 85 8,5 

P.Kontrol ( MMC) 2mg/kg 
24  1000 16 1,6 1,5 1,42±0,04 
48  1000 14 1,4   

PG 3mg/kg 
24  1000 78 7,8 7,75 7,73±0,01 
48  1000 77 7,7   

GA 100mg/kg 
24  1000 77 7,7 7,65 7,64±0,00 
48  1000 76 7,6   

25mg/kg AA 
24  1000 60 6 6,05 6,04±0,00* 
48  1000 61 6,1   

50mg/kgAA 
24  1000 40 4 4,05 4,02±0,01* 
48  1000 41 4,1   

100mg/kgAA 
24  1000 30 3 2,9 2,77±0,06* 
48  1000 28 2,8   

150mg/kgAA 
24  1000 26 2,6 2,45 2,44±0,00* 
48  1000 23 2,3   

25mg/kg AA+3mg/kgPG 
24  1000 61 6,1 6,15 6,13±0,00* 
48  1000 62 6,2   

50mg/kgAA+3mg/kgPG 
24  1000 41 4,1 4,05 4,07±0,00* 
48  1000 40 4   

100mg/kgAA+3mg/kgPG 
24  1000 33 3,3 3,25 3,25±0,00* 
48  1000 32 3,2   

150mg/kgAA+3mg/kgPG 
24  1000 23 2,3 2,4  
48  1000 25 2,5  2,6±0,10* 

25mg/kgAA+100mg/kgGA 
24  1000 72 7,2 7,15  
48  1000 71 7,1  7,12±0,00* 

50mg/kgAA+100mg/kgGA 
24  1000 52 5,2 5,25  
48  1000 53 5,3  5,23±0,01* 

100mg/kgAA+100mg/kgGA 
24  1000 42 4,2 4,5  
48  1000 48 4,8  4,3±0,09* 

150mg/kgAA+100mg/kgGA 
24  1000 36 3,6 3,55  
48  1000 35 3,5  3,52±0,01* 
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Şekil: 3.5: Akrilamidin değişik dozları (25-50-100-150 mg/kg) ve kontrol gruplarının 

fare kemik iliği hücrelerinde, mitotik indeks oranları (A:N.Kontrol, B:25AA, 

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

 

 
Şekil: 3.6: AA+ PG ve PG grupları arasında fare kemik iliği hücrelerinde, mitotik 

indeks oranları (A:Pelargonidin, B:25AA+PG, C:50AA+PG, D:100AA+PG, 

E:150AA+PG) 

 

AA Grupları Arasında MI
Mean and Standard Deviation

Column
A B C D E F
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Şekil: 3.7: AA+GA ve GA grupları arasında fare kemik iliği hücrelerinde, mitotik 

indeks oranları (A: Gallik Asit, B:25AA+GA, C:50AA+GA, D:100AA+GA, 

E:150AA+GA) 

 

 
Şekil: 3.8: Akrilamidin faklı konsantrasyonları ile mitotik indeks arasındaki 

regresyon (r= - 0,91) çizelgesi 

 

3.1.3. Kontrol ve deney gruplarının fare kemik iliği hücrelerinde mikronükleus 

sıklığı üzerindeki etkileri  

Farelere intraperitonal yolla AA, PG, GA ve MMC enjeksiyon yapıldıktan 

sonra, her doz grubundan elde edilen preparatlardan rastgele toplam 1000 PCE 

(polikromatik eritrosit) 24 saatlik etki süresi için, 1000 PCE (polikromatik eritrosit) 

48 saatlik etki süresi için sayıldı. Bu 1000 PCE içerisinde gözlemlenen MNPCE 

sayıları tespit edilerek Tablo 3.3’de gösterilmiştir. 
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Tablo 3.3: Kontrol ve Deney Gruplarının Fare Kemik İliği Hücrelerinde 

Mikronükleus Sıklığı   

 

PCE: Polikromatik eritrosit, MNPCE: Mikronükleuslu polikromatik eritrosit 

*      :p< 0.01 kontrolle karşılaştırıldığında fark önemli. 

 

Aşağıdaki resimlerde PCE, NCE ve MNPCE’ler gösterilmiştir (Resim 3.7, 3.8 ve 

3.9).  

Gruplar 
Muamele 

Süresi 
(Saat) 

 Toplam 
PCE MNPCE MNPCE  

oranı % 

Toplam 
MNPCE oranı 

(24-48 saat)         
(%) 

±SEM(%) 

Negatif kontrol A 24  1000 30 3 3 3,2±0,10 
48  1000 30 3  

Negatif Kontrol B 
24  1000 34 3,4 3,3 3,45±0,06 48  1000 32 3,2 

P.Kontrol ( MMC) 2mg/kg 24  1000 251 25,1 26,1 26,47±0,13 
48  1000 271 27,1  

PG 3mg/kg 24  1000 32 3,2 3,2 3,45±0,11 
48  1000 32 3,2  

GA 100mg/kg 24  1000 31 3,1 3,1 3,27±0,08 
48  1000 31 3,1  

25mg/kg AA 24  1000 40 4 4 4,25±0,10* 
48  1000 40 4  

50mg/kgAA 24  1000 58 5,8 5,9 5,67±0,08* 
48  1000 60 6  

100mg/kgAA 
24  1000 100 10 10,05 10,06±0,00* 
48  1000 101 10,1  

150mg/kgAA 24  1000 178 17,8 17,75 17,76±0,00* 
48  1000 177 17,7  

25mg/kg AA+3mg/kgPG 24  1000 40 4 4,05 4,06±0,00* 
48  1000 41 4,1  

50mg/kgAA+3mg/kgPG 24  1000 59 5,9 5,8 5,67±0,19* 
48  1000 57 5,7  

100mg/kgAA+3mg/kgPG 24  1000 102 10,2 10,1 10,35±0,11* 
48  1000 100 10  

150mg/kgAA+3mg/kgPG 
24  1000 175 17,5 17,5 17,67±0,08* 
48  1000 175 17,5  

25mg/kgAA+100mg/kgGA 
24  1000 38 3,8 3,8 3,65±0,18 
48  1000 38 3,8  

50mg/kgAA+100mg/kgGA 24  1000 42 4,2 4,15 4,16±0,00* 
48  1000 41 4,1  

100mg/kgAA+100mg/kgGA 24  1000 95 9,5 9,45 9,50±0,02* 
48  1000 94 9,4  

150mg/kgAA+100mg/kgGA 24  1000 160 16 16,2 16,37±0,08* 
48  1000 164 16,4  
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Resim 3.7: Muamele görmemiş fare kemik iliginde mikronükleuslu 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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Resim 3.9: Deney grubu farelerin kemik iliği hücrelerinde 3 mikronükleuslu PCE 

(x1000)  

 

Şekil: 3.9: Akrilamidin değişik dozları (25-50-100-150 mg/kg) ve kontrol gruplarının 

fare kemik iliği hücrelerinde, mikronükleus oranları (A:Nkontrol, B:25AA, C:50AA, 

D:100AA, E: 150AA, F:MMC 
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Şekil:3.10: AA+ PG ve PG grupları arasında fare kemik iliği hücrelerinde, 

mikronükleus oranları (A:Pelargonidin, B:25AA+PG, C:50AA+PG, D:100AA+PG, 

E: 150AA+PG) 

 

 

Şekil: 3.11: AA+GA ve GA grupları arasında fare kemik iliği hücrelerinde, mikro 

nükleus oranları (A:Gallik Asit, B:25AA+GA, C:50AA+GA, D:100AA+GA, 

E:150AA+GA) 
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Şekil: 3.12: Akrilamidin faklı konsantrasyonları ile mikro nükleus arasındaki 

regresyon (r=0,98) çizelgesi 

 

3.2. İnvitro grubu 

3.2.1. Kontrol ve Deney Gruplarının İnsan Lenfosit Kültürü Kromozomlarında 

Aberasyon Oranları 

Normal sağlıklı bir bireye ait kromozom görüntüsü, kromozom kırığı, 

kromatid kırığı, fragment ve kardeş kromatid birleşmesi resimlerde gösterilmiştir 

(Resim 3.10, 3.11, 3.12., 3.13, 3.14). Lenfosit hücre kültürüne AA, PG, GA ve MMC 

eklendi. Her doz grubundan elde edilen preparatlardan metafaz safhasında olan 

toplam 100 hücre 24 saatlik etki süresi için, 100 hücre de 48 saatlik etki süresi için 

sayıldı. Mikroskobik inceleme sonucunda gözlemlenen kromozom aberasyon sayıları 

Tablo 3.4’te gösterilmiştir.  

Akrilamid uygulanmış tüm deneme grupları, negatif kontrol gruplarından 

daha fazla sayıda kromozomal aberasyon sıklığına neden olmuştur. Bu artış pozitif 

kontrol grubundaki sayılardan az bulunmuştur.  

Akrilamid ve pelargonidinin birlikte uygulandığı tüm deneme gruplarında 

kromozomal aberasyon sayısında, akrilamid grubundaki aberasyon sayısına göre 

önemli bir değişime gözlenmedi. Akrilamid ile birlikte verilen gallik asit aberasyon 

sayısını verilmeyen gruba göre azalttığı tespit edildi. 

aa mn
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Tablo 3.4.: Kontrol ve Deney Gruplarının Değişik Dozları ile Etkileşime Sokulan 

İnsan Lenfosit Kültürü Kromozomlarında Aberasyon Oranları 

 

KK: Kromozom kırığı, Kk:Kromatid kırığı, F: Fragment, DSK: disetrik kromozom 

KKB: kardeş kromatid birleşmesi * p< 0.01 kontrolle karşılaştırıldığında fark önemli 

Gruplar 
Muamele 

Süresi 
(Saat) 

 
Doz 

 
KK Kk F DSK KKB 

 
Toplam 

(%) 

Toplam 
KA 

 (24-48 
saat) (%) 

 
 

±SEM(%) 

Negatif A 24 - - - - - - - 3 3,27±0,11 
48 - 1 1 1 - - 3 

Negatif B 24 - 1 - - - - 1 1,5 1,65±0,06 
48 - 2 - - - - 2 

 24 0,3 67 80 18 11 14 190 

194 

196,5±1,19 
          

MMC 
(µg/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 

34 35,75±0,62* 
 48 0,100 16 18 1 3 4 42  
 24 0,150 20 31 2 8 4 65 

70,5 70,67±0,08* 
 48 0,150 22 34 6 7 7 76  

AA 
(mg/ml) 24 0,200 48 65 4 9 11 137 

147,5 
147,65±0,06* 

 48 0,200 56 70 10 9 13 158  

 
 

AA+PG 

(mg/ml) 

24 0,050 
0,000750 5 2 - 2 3 12 

15 

16,25±0,47* 

48 0,050 
0,000750 10 4 1 2 1 18  

24 0,100 
0,000750 10 9 - 2 4 25 

31 

32,5±0,64* 

48 0,100 
0,000750 15 17 - 1 4 37  

24 0,150 
0,000750 18 30 2 7 5 62 

66,5 

66,67±0,08* 

48 0,150 
0,000750 20 32 5 8 6 71  

24 0,200 
0,000750 46 63 5 9 10 133 

141,5 

 

48 0,200 
0,000750 55 69 9 4 13 150 141,67±0,06* 

 
 

 

AA+GA 

(mg/ml) 

 

24 0,050 
0,05 3 1 - 1 1 

6 
8 
 

 

48 0,050 
0,05 8 1 - - 1 

10 8,12±0,04* 

24 0,100 
0,05 6 4 - 1 2 13 

17,5 

 

48 0,100 
0,05 9 9 1 - 3 22 17,65±0,06* 

24 0,150 
0,05 10 23 3 5 4 45 

49 

 

48 0,150 
0,05 15 25 3 5 5 53 49,27±0,12* 

24 0,200 
0,05 38 48 3 6 10 105 

107 

 

48 0,200 
0,05 40 50 6 3 10 109 107,2±0,10* 

PG 
(mg/ml) 

24 0,000750 1 - 2 1 1 5 
3 

 
48 0,000750 - - - - 1 1 3,27±0,11 

GA 
(mg/ml) 

24 0,05 - - - - - - 
1 

 
48 0,05 1 - 1 - - 2 1,2±0,09 
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Resim 3.10: Sağlıklı Bir Bireye Ait Kromozom Görüntüsü (x1000) 

 

      

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

              

                Resim 3.13: Kardeş Kromatid Birleşmesi (KKB)(x1000) 
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                Resim 3.14: A= Kromozom Kırığı (KK), B= Fragment (F)(x1000) 

 

Şekil: 3.13: Akrilamidin değişik dozları (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile 

etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe kromozomal aberasyon 

oranları(A:N.Kontrol, B:0.050AA, C:0.100AA, D:0.150AA, E:0.200AA, F:MMC) 
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Şekil:3.14:  AA+PG ve PG grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

kromozomal aberasyon oranları(A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG, 

D:0.150AA+PG, E: 0.200AA+PG) 

 

 

Şekil:3.15: AA+GA ve GA grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

kromozomal aberasyon oranları(A:Gallik Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA, 

D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA) 
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Şekil: 3.16: AA’nın farklı konsantrasyonları ile kromozomal aberasyon arasındaki 

regresyon (r=0.91) çizelgesi 

 İnsan lenfosit kültürlerinde deneyde kullanılan ilaçların mitotik aktivite 

üzerine etkileri Tablo 3.5’de, mikronükleus sayısı üzerine etkileri ise Tablo 3.6’da 

gösterilmiştir. Resim 3.15, 3.16, 3.17’de ise sırasıyla mikronükleus ve mono-bi-tri-

tetra-nükleuslu hücre resimleri verilmiştir.  
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Tablo 3.5: Kontrol ve Deney Gruplarının Değişik Dozları İle Etkileşime Sokulan 

İnsan Lenfosit Kültüründe Mitotik Aktivite Oranları 

 

* p< 0.01 kontrolle karşılaştırıldığında fark önemli. 

 

Gruplar 
Muamele 

Süresi 
(Saat) 

 Top.Hüc 
Metafaz 

hücre 
sayısı 

Metafaz 
hüc. 
oranı 

ortalaması 
(%) 

Toplam 
Metefaz 

oranı 
(24-48 
saat)         
(%) 

 
 

±SEM(%) 

Negatlf Kontrol A 
24  3000 213 7,1 7,11 7,13±0,01 
48  3000 214 7,13   

Negatif Kontrol B 
24  3000 200 6,66 

6,81 
6,83±0,01 

48  3000 209 6,96 

P.Kontrol MMC(0,3 µg/ml) 
24  3000 80 2,66 2,63 2,65±0,01 
48  3000 78 2,6   

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   

AA (0,050 mg/ml) 
24  3000 190 6,33 6,29 6,31±0,01* 
48  3000 188 6,26   

AA (0,100 mg/ml) 
24  3000 160 5,33 5,23 5,26±0,01* 
48  3000 154 5,13   

AA (0,150 mg/ml) 
24  3000 118 3,93 3,88 3,92±0,02* 
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) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  3000 187 6,23 6,26  
48  3000 189 6,3  6,29±0,01* 

AA (0,100 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  3000 163 5,43 5,38 5,4±0,00* 
48  3000 160 5,33   

AA (0,150 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  3000 119 3,96 3,91 4,83±0,01* 
48  3000 116 3,86   

AA (0,200 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  3000 103 3,43 3,49 4,36±0,01* 
48  3000 107 3,56   

AA (0,050 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  3000 198 6,6 6,53 6,55±0,01* 
48  3000 194 6,46   

AA (0,100 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  3000 159 5,3 5,36 5,37±0,00* 
48  3000 163 5,43   

AA (0,150 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  3000 145 4,83 4,81 4,84±0,01* 
48  3000 144 4,8   

AA (0,200 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 
 

24  3000 130 4,33 4,34 4,36±0,01* 

48  3000 131 4,36   



84 
 

 
 

 

Şekil: 3.17: Akrilamidin değişik dozları (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile 

etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe mitotik indeks oranları (A:N.Kontrol, 

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

 

 

Şekil: 3.18:  AA+PG ve PG grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

mitotik indeks oranları (A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG, 

D:0.150AA+PG, E:0.200AA+PG) 
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Şekil: 3.19: AA+GA ve GA grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

mitotik indeks oranları (A:Gallik Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA, 

D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA)  

 

 

Şekil: 3.20: AA in farklı konsantrasyonları ile mitotik indeks arasındaki regresyon 

(r= -0.99) çizelgesi 
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Tablo 3.6: Kontrol ve Deney Gruplarının İnsan Lenfosit Hücrelerinde Mikronükleus 

Sıklığı Üzerindeki Etkileri 

 

* p< 0.01 kontrolle karşılaştırıldığında fark önemli. 

 

 

 

 

Gruplar 
Muamele 

Süresi 
(Saat) 

 

Top.Hüc 
Binükleer 

hücre 
Sayısı 

MN 
sayısı 

MN 
ortalaması 

(%) 

Toplam 
MN 

oranı 
(24-48 
saat)         
(%) 

 
 
 

±SEM(%) 

Negatif Kontrol A 
24  2000 970 1 0,05   
48  2000 972 1 0,05 0,05 0,07±0,00 

Negatif Kontrol B 
24  2000 980 1 0,05 

0,075  
0,07±0,00 48  2000 984 2 0,1 

P.Kontrol MMC(0,3 µg/ml) 
24  2000 690 132 6,6  6,58±0,01 
48  2000 695 130 6,5 6,55  

PG (0,000750 mg/ml) 
24  2000 980 2 0,1  0,07±0,00 
48  2000 977 1 0,05 0,075  

GA (0,05 mg/ml) 
24  2000 968 1 0,05  0,031±0,00 
48  2000 960 - - 0,025  

AA (0,050 mg/ml) 
24  2000 800 11 0,55 0,5 0,7±0,09* 
48  2000 853 9 0,45   

AA (0,100 mg/ml) 
24  2000 895 15 0,75  0,85±0,06* 
48  2000 808 13 0,65 0,7  

AA (0,150 mg/ml) 
24  2000 959 67 3,35  3,72±0,08* 
48  2000 990 73 3,65 3,5  

AA (0,200 mg/ml) 
 

24  2000 930 92 4,6  4,69±0,00* 
48  2000 964 95 4,75 4,67  

AA (0,050 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  2000 803 10 0,5   
48  2000 805 8 0,4 0,45 0,48±0,02* 

AA (0,100 mg/ml) 
PG  (0,000750 mg/ml) 

24  2000 890 16 0,8   
48  2000 800 12 0,6 0,7 0,85±0,06* 

AA (0,150 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  2000 896 69 3,45   
48  2000 890 70 3,5 3,475 3,479±0,00* 

AA (0,200 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  2000 903 91 4,55   
48  2000 906 90 4,5 4,525 4,529±0,00* 

AA (0,050 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  2000 855 11 0,55  0,578±0,00* 
48  2000 874 12 0,6 0,575  

AA (0,100 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  2000 799 13 0,65  0,825±0,08* 
48  2000 869 11 0,55 0,6  

AA (0,150 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  2000 900 50 2,5  2,330±0,00* 
48  2000 780 43 2,15 2,325  

AA (0,200 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 
 

24  2000 950 57 2,85  2,976±0,00* 
48  2000 963 62 3,1 2,975  
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     Resim 3.15: İnsan Periferal Lenfositlerinde Bir Mikronükleus İçeren Binükleer 

Hücre (x1000) 

 

        

    Resim 3.16.: insan Periferal Lenfositlerinde 3 ve 4 Nükleus İçeren Hücre (x1000) 
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     Resim 3.17: İnsan Periferal Lenfositlerinde 1 ve 2 Nükleus İçeren Hücre (x1000) 

 

Şekil 3.21: Akrilamidin değişik dozları (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile 

etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe mikro nükleus oranları (A:N.Kontrol, 

B:0.050AA, C:0.100AA, D:0.150AA, E:0.200AA, F:MMC) 
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Şekil 3.22: AA+PG ve PG grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

mikronükleus oranları (A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG, 

D:0.150AA+PG, E:0.200AA+PG) 

 

 

Şekil 3.23: AA+GA ve GA grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

mikronükleus oranları (A:Gallik Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA, 

D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA) 

 

pg grupları arasında MN
Mean and Standard Deviation
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A B C D E
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Şekil 3.24: AA’nın farklı konsantrasyonları ile mikronükleus arasındaki regresyon 

(r=0.95) çizelgesi 

 İnsan lnefosit kültürlerinde kardeş kromatid değişimi (KKD) ve replikasyon 

oranları in vitro deney gruplarında sırasıyla Tablo 3.7 ve Tablo 3.8’de sunulmuştur. 

Deneyde tespit edilen kardeş kromatid değişimleri Resim 3.18 ve Resim 3.19’da 

gösterilmiştir.  
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Tablo 3.7: Kontrol ve Deney Gruplarının İnsan Lenfosit Hücrelerinde Kardeş 

Kromatid Değişimi (%) 

 

       * p< 0.01 kontrolle karşılaştırıldığında fark önemli. 

 

 

 

 

Gruplar 
Muamele 

Süresi 
(Saat) 

 

Top.Hüc KKD 
sayısı 

Toplam 
KKD 
oranı 
(24-48 
saat)         
(%) 

 
 

±SEM(%) 

Negatif Kontrol A 24  100 15 16 18,25±0,85 
48  100 17   

Negatif Kontrol B 24  100 18 17,5 
20,12±1,50 

48  100 17 

P.Kontrol MMC (0,3 µg/ml) 24  100 64  67,62±1,59 
48  100 63 63,5  

PG (0,000750 mg/ml) 24  100 18  20,37±1,02 
48  100 19 18,5  

GA (0,05 mg/ml) 24  100 17  18,5±1,04 
48  100 15 16  

AA (0,050 mg/ml) 24  100 19  22±1,08 
48  100 21 20  

AA (0,100 mg/ml) 24  100 17  20,87±0,77 
48  100 22 19,5  

AA (0,150 mg/ml) 24  100 47  54±1,47* 
48  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) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  100 22  22,62±0,55 
48  100 21 21,5  

AA (0,100 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  100 22  21,75±1,25 
48  100 16 19  

AA (0,150 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  100 46  53±0,91* 
48  100 56 51  

AA (0,200 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  100 55  55,75±0,85* 
48  100 53 54  

AA (0,050 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  100 22  24,25±0,66* 
48  100 23 22,5  

AA (0,100 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  100 17  21,5±1,04 
48  100 21 19  

AA (0,150 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  100 45  48,62±0,94* 
48  100 48 46,5  

AA (0,200 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 
 

24  100 55  58,75±0,85* 
48  100 59 57  
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Şekil 3.25: Akrilamidin değişik dozları (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile 

etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe kardeş kromatid değişim oranları 

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

 

 

 

Şekil 3.26: AA+PG ve PG grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

kardeş kromatid değişim oranları (A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG, 

D:0.150AA+PG, E:0.200AA+PG) 
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Şekil 3.27: AA+GA ve GA grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

kardeş kromatid değişim oranları (A:Gallik Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA, 

D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA) 

 

 

Şekil 3.28: AA in farklı konsantrasyonları ile kardeş kromatid değişimi arasındaki 

regresyon (r=0.91) çizelgesi 
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Tablo 3.8: Kontrol ve Deney Gruplarının İnsan Lenfosit Hücrelerinde Replikasyon 

İndeksi (%) 

 

* p< 0.01 kontrolle karşılaştırıldığında fark önemli. 

 

Gruplar 
Muamele 

Süresi 
(Saat) 

 Top.Hüc M1 M2 M3 RI 
sayısı 

Toplam 
RI 

oranı 
(24-48 
saat)         
(%) 

 
 

±SEM(%) 

Negatif Kontrol A 
24  100 5 5 90 2,85  2,88±0,00 
48  100 3 6 91 2,88 2,86  

Negatif Kontrol B  
24  100 3 5 92 2,89 

2,86 
2,88±0,00 

48  100 5 6 89 2,84 

P. Kontrol MMC (0,3 µg/ml) 
24  100 93 3 4 1,11   
48  100 89 10 1 1,12 1,11 1,12±0,00 

PG (0,000750 mg/ml) 
24  100 6 8 86 2,8  2,8±0,01 
48  100 7 9 84 2,77 2,78  

GA (0,05 mg/ml) 
24  100 8 7 85 2,77  2,85±0,01 
48  100 5 3 92 2,87 2,82  

AA (0,050 mg/ml) 
24  100 28 30 42 2,14  2,27±0,08* 
48  100 30 34 36 2,06 2,1  

AA (0,100 mg/ml) 
24  100 29 50 21 1,92  1,94±0,01* 
48  100 30 45 25 1,95 1,93  

AA (0,150 mg/ml) 
24  100 42 30 28 1,86  1,87±0,00* 
48  100 40 35 25 1,85 1,85  

AA (0,200 mg/ml) 
 

24  100 44 40 16 1,72  1,74±0,01* 
48  100 43 42 15 1,72 1,72  

AA (0,050 mg/ml) 
PG  (0,000750 mg/ml) 

24  100 29 29 42 2,13  2,15±0,01* 
48  100 28 30 42 2,14 2,13  

AA (0,100 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  100 30 49 21 1,91  1,97±0,01* 
48  100 30 44 26 1,96 1,93  

AA (0,150 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  100 41 31 28 1,87  1,88±0,01* 
48  100 42 30 28 1,86 1,86  

AA (0,200 mg/ml) 
PG (0,000750 mg/ml) 

24  100 44 39 17 1,73  1,76±0,01* 
48  100 44 40 16 1,72 1,72  

AA (0,050 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  100 25 25 50 2,25  2,35±0,01* 
48  100 20 21 59 2,39 2,32  

AA (0,100 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  100 29 21 50 2,21  2,26±0,01* 
48  100 27 22 51 2,24 2,22  

AA (0,150 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 

24  100 28 19 53 2,25  2,29±0,00* 
48  100 25 20 55 2,30 2,27  

AA (0,200 mg/ml) 
GA (0,05 mg/ml) 
 

24  100 31 18 51 2,20  2,23±0,01* 
48  100 30 17 53 2,23 2,21  
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Şekil 3.29: Akrilamidin değişik dozları (0.050-0.100-0.150-0.200 mg/ml) ile 

etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe replikasyon indeks oranları 

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

 

 

Şekil 3.30: AA+PG ve PG grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

replikasyon indeks oranları (A:Pelargonidin, B:0.050AA+PG, C:0.100AA+PG, 

D:0.150AA+PG, E:0.200AA+PG) 
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Şekil 3.31: AA+GA ve GA grupları ile etkileşime sokulan insan lenfosit kültüründe 

replikasyon indeks oranları (A:Gallik Asit, B:0.050AA+GA, C:0.100AA+GA, 

D:0.150AA+GA, E:0.200AA+GA) 

 

 

Şekil 3.32: AA in farklı konsantrasyonları ile replikasyon indeks arasındaki 

regresyon (r=-0.99) çizelgesi 
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0,20,1950,1890,1840,1790,1740,1690,1640,1590,1540,1480,1430,1380,1330,1280,1230,1180,1130,1080,1020,0970,0920,0870,0820,0770,0720,0670,0610,0560,051
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         Resim 3.18: Kontrol ve Deney Gruplarında Kardeş Kromatid Değişimi (x1000) 

 

 

               

         Resim 3.19: Kontrol ve Deney Gruplarında Kardeş Kromatid Değişimi (x1000) 
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4. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Hayvanlar üzerinde yapılan birçok çalışmada akrilamidin karsinojen ve 

mutajen etkilerinin olduğu belirlenmiştir. Akrilamid insanlar için ise muhtemel 

karsinojen ve mutajen olarak tanımlanmaktadır (16).  Zararlı etkileri gösterilen 

akrilamidin insanlarda nörolojik bozukluklara da neden olabileceği tartışılmaktadır. 

Ancak, normal şartlarda gıdalarda oluşan akrilamid miktarının sinir sistemini 

etkileyecek düzeyde olmadığı çeşitli çalışmalarla ortaya konulmuştur. Bu etkinin 

ortaya çıkması için çok daha yüksek dozlara gereksinim duyulmaktadır. Hayvanlar 

üzerinde yapılan çalışmalarda, sinir dokusu ve üremeyi etkileyen kronik toksisitenin 

görülebilmesi için günde 0.5-2 mg/Kg'dan daha fazla akrilamidin alınması gerektiği 

bildirilmektedir (100).  

Dünya Sağlık Örgütü günde 0.3-0.8 μg/kg dozda akrilamidin alınabileceğini 

açıklamaktadır. İsveç'te yapılan araştırmalarda, diğer faktörler de dikkate alındığında 

akrilamid alınımının bir günde 100 μg'a kadar çıkabileceği tespit edilmiştir. Gıdalar 

dışında da insanların akrilamide maruz kalabileceği bilinmektedir. Örneğin, ambalaj 

materyalinde ve kozmetik ürünlerinde de düşük miktarlarda akrilamid 

bulunmaktadır. Bir sigaranın 1-2 μg akrilamid oluşturduğu dikkate alındığında, 

sigaranın bu açıdan daha fazla önem arz ettiği söylenebilir (29, 176). 

 Akrilamidin gıdalarda bulunuşu ve birçok yolla bu maddeye maruz kalma 

riskinin saptanması, insanların akrilamide olan ilgilerini arttırmış olup, bu maddenin 

zararlı etkileri ile bu zararlara karşı alınabilecek önlemler üzerine ilgiyi artırmış ve 

bu konuda çalışmaların hızlanmasına neden olmuştur. Bu maddenin zararlı 

etkilerinin ortaya konulması amacıyla in vivo ve invitro deneylerin yapılması önem 

kazanmıştır. 

 Bu araştırmada, akrilamidin hem in vivo hem de in vitro genotoksisitesi 

ortaya konmuştur. Ayrıca bu genotoksisite üzerine fenolik antosiyanin 

bileşiklerinden olan pelargonidin ile fenolik asit türevi olan gallik asitin etkileri tespit 

edilmiştir. 

Farelere i.p yolla AA, PG, GA ve MMC enjeksiyon yapıldıktan sonra, her 

doz grubundan elde edilen preparatlardan metafaz safhasında olan toplam 100 hücre 

24 saatlik etki süresi, 100 hücre de 48 saatlik etki süresi için sayıldı. Bu 100 hücre 
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içerisinde gözlemlenen yapısal kromozom sayıları belirlendi. Kromozom kırığı, 

kromatid kırığı, fragment, disentrik kromozom ve kardeş kromatid birleşmesi 

gözlemlendi. 

Akrilamid farelere 25-50-100-150 mg/kg dozda, intraperitonal olarak 

uygulanmasından sonra fare kemik iliği hücrelerinde kromozomal aberasyon 

oranında doza bağlı olarak bir artış göstermiştir (r=0.96). Yani kromozomal 

aberasyon ve dozlar arasında pozitif bir korelasyon söz konusudur. Uygulanan 

akrilamidin dozu arttıkça, kromozomal aberasyon yüzdesi de artmaktadır.  

Akrilamidli gruplar negatif ve pozitif kontrollerle karşılaştırıldığı zaman gruplar 

arasındaki fark önemli bulunmuştur (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 oranında aberasyon artışına neden olmuştur. 

Çalışmada kullanılan fenolik bileşiklerin (Pelargonidin ve Gallik Asit) önce 

genotoksisitesi kontrol edildi.  Daha sonra akrilamidin genotoksisitesi üzerinde 

koruyucu etkisinin olup, olmadığı araştırıldı. Bu nedenle düzenlenen gruplara 

pelargonidin ve gallik asitin intraperitonal uygulamaları yapıldı. Bu gruplardaki 

farelerin fare kemik iliği hücrelerinde kromozomal aberasyon, mitotik indeks ve 

mikronükleus değerlerinde kontrollere oranla önemli bir değişiklik gözlenmedi. 

Akrilamid ile birlikte pelargonidin uygulanan gruplarda kromozomal 

aberasyon yüzdelerinde çok önemli bir düşüş saptanmazken, akrilamid ile birlikte 

uygulanan gallik asit gruplarının kromozomal aberasyon yüzdelerinde önemli bir 

düşüş belirlenmiştir. 

Akrilamidin 25 mg/kg doz grubunun kromozomal aberasyonu % 17 iken, 

gallik asit ile birlikte uygulandığında 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’e ve 150 mg/kg doz 

grubunda ise % 49.5 ‘ten % 25.5’e düştüğü belirlenmiştir. 

Aynı preparatlardan 1000 hücre 24 saatlik etki süresi için, 1000 hücrede 48 

saatlik etki süresi için sayılarak mitotik aktivite oranları belirlenmiştir. Değişik 

dozlarda uygulanan akrilamid ile mitotik aktivite arasında negatif bir korelasyon 

bulunmuştur (r= -0.91). Yani uygulanan akrilamid dozu arttıkça, mitotik aktivite 

oranları azalmıştır. Akrilamidin bütün dozları kontrollerle karşılaştırıldığında mitotik 
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aktiviteyi pozitif kontrol kadar düşürmediği, fakat negatif kontrole kıyasla önemli 

derecede düşürdüğü saptanmıştır (p<0.01). 

Akrilamidin 25 mg/kg doz grubunun mitotik aktivite oranı % 6.05’iken, 

gallik asid ile birlikte uygulandığında 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 yükseldiği belirlenmiştir. 

PCE (polikromatik eritrosit)’ler gelişimlerinin ara aşamasında olan ve olgun 

olmayan eritrositlerdir. Yapılarında ribozom bulundururlar Ribozomların boyanma 

özelliklerinden dolayı olgun olan NCE (normokromatik eritrosit)’lerden ayırt 

edilebilirler. NCE’ler ise gelişimlerini tamamlamış olgun olan eritrositlerdir. 

Yapılarında ribozom bulundurmazlar. Bunun için boyanma özelliklerinden dolayı 

olgun olmayan PCE’lerden ayırt edilebilmektedirler. Bu bilgiler ışığı altında; 

NCE’ler ışık mikroskobunda incelendikleri zaman sarımsı turuncu bir renkte 

görülürken, PCE’ler ışık mikroskobunda incelendikleri zaman, mavi-mor arası bir 

renkte görülmektedirler. Ayrıca genellikle PCE’ler yapı itibariyle, NCE’lerden daha 

büyüktürler. PCE’lerin içerisinde oluşan mikronükleuslar ise, ana çekirdegin üçte bir 

ya da daha az çapında, boyanma özelliği ana çekirdeğin boyanma özelliği ile aynı, 

yuvarlak şekilli, koyu mavi renkli olması nedeni ile kolaylıkla ayırt 

edilebilmektedirler (184). 

Yukarıda adı geçen maddeler i.p yolla farelere uygulandıktan sonra, her doz 

grubundan elde edilen preparatlardan rasgele toplam 1000 PCE (polikromatik 

eritrosit) 24 saatlik etki süresi, 1000 PCE’ de 48 saatlik etki süresi için sayıldı. Bu 

sayılan hücreler arasında mikronükleus içeren polikromatik eritsositler belirlendi. 

Değişik dozlarda uygulanan akrilamid grupları ile mikronükleus frekansı arasında 

pozitif bir korelasyon tespit edildi (r=0.98). Doz arttıkça mikronükleus oranı da 

artmaktadır. Akrilamidin bütün dozları kontrollerle karşılaştırıldığında mikronükleus 

oranını pozitif kontrol kadar yükseltmediği, fakat negatif kontrole kıyasla önemli 

derecede artırdığı saptanmıştır (p<0.01). 

Akrilamidin 25 mg/kg doz grubunun mikro nükleus oranı  % 4 iken, gallik 

asid ile birlikte uygulandığında 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 yükseldiği belirlenmiştir. 
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Araştırma bulgularına göre akrilamidin fare kemik iliği hücrelerinde 

genotoksik etkilerinin olduğu saptanmıştır. Sonuçlar kontrol grupları ile 

kıyaslandığında, akrilamidin dozunun artışına bağlı olarak kromozomal aberasyon 

sayısında ve mikro nükleus oranında yükselme, mitotik aktivitede ise düşme 

görülmektedir. Pelargonidin, akrilamidin genotoksik etkilerinin çok az önlerken, 

gallik asit yüksek oranda antigenotoksik etki gösterdiği çalışma sonucundan 

çıkarılabilir. Polifenollerin serbest radikal yakalayıcı bileşikler olduğu ve bu 

bileşiklerin antioksidan özellik gösterdikleri bildirilmektedir (44, 82, 97). Bu durum 

çok sayıda araştırmayla gösterilmiştir.  Fenolik bileşiklerin antioksidan etkiye sahip 

olduklarını bildirilmiş ve daha önce yapılan çalışmalar çeşitli araştırıcılar tarafından 

desteklenmişdir (75, 103). Bu araştırma sonucuna göre Akrilamidin kromozomlarda 

oluşturduğu hasarı fenolik bileşikler engelleyebilmektedir. Bu durumun ortaya 

çıkmasında serbest radikalleri engelleyici etkileri veya diğer mekanizmalar bir rol 

oynayabilir. Serbest radikal yakalayıcı maddelerin antioksidan enzimlerin sentezini 

artırdıkları, DNA iplikleri arasında çapraz bağ oluşumunu engellemek suretiyle 

mutasyon oluşumunu bloke ettikleri, DNA’ın tamir mekanizmasını uyardıkları ve 

sitokrom P-450 gibi birçok enzimin sentezini düzenledikleri bildirilmektedir (17,  92, 

148). 

Mutajenik ya da klastojenik etkiye sahip olan genotoksik ajanlarda doz-cevap 

ilişkisi arasında doğrusal bir bağlantı söz konusudur (belirli dozlar arasında). Böyle 

mutajenik ajanlardan biri de akrilamiddir. Bu çalışmada akrilamidin dozunun 

artışıyla birlikte genotoksik etkide de bir artma görülmüştür. Akrilamidin genotoksik 

etkisi bu çalışmanın dışında çok sayıda gerçekleştirilen diğer mikronükleus 

çalışmaları ile de ortaya konmuştur (36, 32, 118). Akrilamidin mutajenik etkilerinin 

gösterilmesinde diğer testlerden de yararlanılmıştır. İnsan lenfosit kültürü 

kromozomal aberasyon, mikronükleus testi, Ames testi, SCE testi gibi diğer test 

sistemlerinde akrilamidin açık bir şekilde klastojenik aktiviteye sahip olduğunu 

gösterilmiştir (1). Bu çalışmada kromozomal aberasyon, miktonükleus ve SCE 

testlerinden yararlanılmıştır.  

Mei ve ark.(105), fare lenfoma hücrelerinde glisidamid (GA) ve akrilamidin 

genotoksik etkilerini çalışmışlardır. Hücreleri 2-18 mM AA ve 0,125-4 mM GA ile 

muamele etmişlerdir. Kromozomal aberasyon gibi çeşitli genotoksisite testleri ile 
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sonuçları değerlendirmişler. Akrilamidin metaboliti olan glisidamid ve akrilamid 

arasında genotoksisite karşılaştırması yapmışlardır. Sonuçlarına göre, fare lenfoma 

hücrelerinde glisidamid, akrilamide göre daha mutajenik olduğunu tespit etmişlerdir.  

 Adler ve ark. (3), 50-150 mg/kg dozundaki akrilamidin intraperitonal olarak 

verilen farelerin, kemik iliği hücrelerindeki mikronükleus sıklığında uygulanan doza 

bağlı olarak artma gözlemiş ve 100 mg/kg akrilamid uygulamasından 24 saat sonra 

da en yüksek seviyeye ulaştığını bildirmişlerdir. Bu çalışma da benzer bulgular 

gözlenmiştir. 

Titenko-Holland ve ark. (161), 50 mg/kg dozundaki akrilamidi i.p. olarak 

farelere beş gün boyunca uygulamışlar. Akrilamidin morfolojik olarak normal ve 

anormal embriyolardaki mikronükleus içeren hücrelerin sıklığını negatif ve pozitif 

kontrolle kıyasladıklarında 10-20 kat artışa sebep olduğunu tespit etmişlerdir. 

Dobrzynska ve Gajewski (47), X ışını ve akrilamidi birlikte kullanarak 

mutajenik etkisini incelemişlerdir. Bu çalışmada fare kemik iliği mikronükleus testini 

kullanmışlardır. Çalışmanın sonucunda, akrilamidin X ışını ile birlikte 

uygulanmasının fare kemik iliği polikromatik eritrositlerinde mikronükleus 

oluşumunu önemli derecede arttırdığını tespit etmişlerdir. 

Paulsson ve ark. (118) yaptıkları çalışmalarında, 100 mg/kg akrilamidi fare ve 

Sprague Dawley cinsi sıçanlara i.p. olarak uyguladıktan sonra farelerin dolaşım 

kanında, sıçanların da kemik iliğinde mikronükleus oluşum sıklığını incelemişlerdir. 

Araştırma sonucunda farelerde mikronükleus sıklığında artış gözlerken, sıçanların 

kemik iliğinde akrilamidin mikronükleus sıklığını etkilemediğini tespit etmişlerdir.  

 Abramsson-Zetterberg (1), uygulanan akrilamidin bir seri düşük dozunun fare 

periferal kanında mikronükleus testi ile etkisini incelemiş ve deneylerde kontrole 

kıyasla uygulanan tüm dozlarda mikronükleuslu eritrositlerin sıklığında belirgin bir 

artış gözlemiştir.  

Yang ve ark. (180), farelere gavaj yolu ile uyguladıkları akrilamidin dolaşım 

kanında 72,5, 100 ve 145 mg/kg dozlarında mikronükleus sıklığında artış 

gözlemişlerdir. Bu artışın istatistiksel olarak önemli olduğunu tespit etmişlerdir. 

Yang ve ark. (180), sıçan testislerine akrilamidin toksik etkisini 

araştırmışlardır. Akrilamidin sperm kalitesini etkilediğini ve sperm 

konsantrasyonunu azalttığını görmüşlerdir. Akrilamidin histopatolojik doku 
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bozukluğuna neden olduğunu bulmuşlardır. Akrilamidin toksik etkisi nedeniyle 

Leyding hücresinin öldüğünü, sperm noksanlıklarının ve çeşitli histopatolojik 

anormalliklerin meydana geldiğini gözlemlemişlerdir. 

Roy ve ark.(130) streptozotocin ile diabet oluşturulan ratlarda hiperglisemi ve 

oksidatif hasara karşı pelargonidinin etkisini incelemişlerdir. Ratlara i.p yolla 3mg/kg 

dozda Pelargonidin verip oksidatif stres ve hiperglisemi yönünden araştırmışlardır. 

Çalışmanın sonucunda pelargonidin enjekte edilen ratlarda oksidatif stresin 

azaldığını ve hipergliseminin önlendiğini rapor etmişlerdir. 

 Siddique ve Afzal (145) fare kemik iliği hücreleri üzerinde mitomisin-c nin 

meydana getirdiği genotoksik hasarlara karşı apigeninin anti genotoksik etkisini 

araştırmışlardır. Parametre olarak kromozomal aberasyonlar ve SCE yi 

kullanmışlardır. Apigeninin (10, 20 ve 40 mg/kg) üç farklı dozda çalışıp ve bu üç 

dozun hiçbir genotoksik özelliğinin bulunmadığı tespit etmişlerdir. MMC 2 mg/kg 

olarak apigenin üç dozu ile birlikte i.p olarak verilmiştir. Fare kemik iliği 

hücrelerinde MMC’nin genotoksisitesine karşı apigeninin koruyucu bir rolünün 

olduğu, SCE ve kromozomal aberasyon oranlarında önemli bir azalmanın 

gözlemlendiği rapor edilmiştir.  

Yener ve Dikmenli (185), Sprague Dawley cinsi erkek ratlara akrilamitin 

125-150-175 mg/kg tek oral doz olarak uygulamışlardır. Uygulamadan 48 saat sonra 

kemik iliği örneklerinde MNPCE oranlarına bakmışlardır. Ratlara gavaj yolu ile tek 

doz olarak verilen akrilamid kemik iliği hücrelerinde MNPCE sayısını artırdığını 

rapor etmişlerdir. 

Seyed ve ark. (142), alıç meyve ekstraktının fare kemik iliği hücrelerinde 

siklofosfamidin yol açtığı genotoksisiteye karşı koruyucu etkisinin olup olmadığı 

araştırmışlardır. Farelere oral yolla 7 gün boyunca 5 farklı dozda (25-50-100-200 ve 

400 mg/kg)  hazırlanan alıç ekstraktı solüsyonu verilmiştir. 7. Gün 50 mg/kg 

siklofosfamid intraperitonal olarak enjekte edilmiştir. Kontrol grubuyla 

siklofosfamid uygulanan tüm gruplar karşılaştırıldığında MNPCE frekansında artış 

gözlenmiştir. Yalnızca siklofosfamid uygulananlarla hem siklofosfamid hem alıç 

ekstraktı uygulanan gruplar karşılaştırıldığında ise MNPCE sayısında azalma 

görülmüştür. Yedi günlük alıç ekstraktı muamelesi kemik iliği hücrelerinde 

siklofosfamidin neden olduğu MN oluşumunu inhibe etmiştir. Bu ekstrakt MNPCE 
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frekansını önemli derecede azaltmıştır. Antiklastojenik etki göstermiştir.  Ayrıca 

siklofosfamidin yan etkilerine karşı koruyucu olduğu tespit edilmiştir. Alıç yüksek 

konsantrasyonda fenolik bileşikler içeren bir bitkidir. Bu yüzden alıç ekstraktının 

siklofosfamidin yol açtığı genotoksisite ve oksidadif stresi azalttığını rapor 

etmişlerdir. Bu çalışmada da fenolik bileşiklerin antiklastojenik etkileri 

gösterilmiştir.   

 Padma ve ark. (117) lindan’ın neden olduğu hepatik ve renal toksisiteye karşı 

gallik asidin koruyucu etkisini araştırmışlardır.  Lindan çevrede kalıcı olan, besin 

zincirinde biriken ve insan sağlığı ve çevreye zararlı etkileri olma riski bulunan 

organik klorlu bir pestisiddir. Serbest radikaller ve reaktif oksijen türlerinin 

üretilmesiyle hücre hasarına neden olur. Karaciğer hasarı SGOT, SGPT ve ALP gibi 

hepatik serumun marker enzimleri ve histopatolojik gözlemlerle değerlendirilmiştir. 

Böbreklerdeki hasar histopatolojik incelemelerle ve kreatin ve üre gibi serum 

markerlarıyla gözlenmiştir. Lindan ile uygulama, lipid peroksidasyon seviyesini 

arttırmıştır. Lindan uygulamasıyla birlikte karaciğer ve böbrek dokularında da 

histolojik değişiklikler gözlenmiştir. Gallik asitin aynı anda uygulanması, lindanenin 

neden olduğu karaciğer ve böbrekteki değişiklikleri,  LPO’da, serumun marker 

enzim aktivitesindeki düşme ve antioksidan seviyelerinde önemli ölçüdeki artışla 

önlemiştir. Bu sonuçlar, gallik asidin rat karaciğer ve böbreğindeki lindanın neden 

olduğu oksidatif hasar üzerine koruyucu etkisi olduğunu göstermektedir. 

Ritesh ve Sanmati (125), farelerde oksidatif stres ve genotoksisiteye neden 

olan siklofosfamide B. lanzan’ın etanoldeki kabuk ekstraktının etkisini 

araştırmışlardır. Yedi gün boyunca 250, 500 ve 1000 mg/kg’lık B. lanzanla yapılan 

ilk uygulamada, antioksidan ve detoksifikasyon sistemlerinde değişiklik, 

kromozomal hasar ve lipid peroksidasyonunda önemli derecede azalma görülmüştür. 

Bu sonuçlar ham ekstrakttaki kemopreventif fitobileşenlerin varlığına bağlanmıştır. 

Bu nedenle farelerde siklofosfamide bağlı oksidatif stres ve genotoksisiteye karşı 

koruyucu bir etkinin ortaya çıktığı belirtilmektedir. Farelere farklı 

konsantrasyonlarda yalnızca B. lanzan’ın yanı sıra siklofosfamidle birlikte B. lanzan 

da uygulanmıştır.  Kontrol grubunda ve 1000 mg/kg B. lanzan uygulanan farelerin 

MNPCE frekansında önemli farklar gözlenmemiştir. Kontrol grubuyla, 75mg/kg 

siklofosfamid uygulanan farelerin MNPCE frekansı karşılaştırıldığında yüksek bir 
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artış saptanmıştır (siklofosfamidli grupta). Farklı konsantrasyonlarda eş zamanlı 

olarak gerçekleştirilen siklofosfamid ve B. lanzan uygulamalarından elde edilen 

sonuçlar yalnızca siklofosfamid uygulananan gruptan elde edilen sonuçlarla 

karşılaştırıldığında MNPCE frekansında azalmanın ortaya çıktığı görülmüştür. B. 

lanzan’ın 250, 500 ve 1000 mg/kg lık dozları ile birlikte siklofosfamid uygulaması 

MNPCE frekansında sırasıyla % 37,2, % 56,14 ve % 69,99’luk bir azalmaya neden 

olduğu belirlenmiştir. Bu sonuçlar bir doz-yanıt korelasyonunu ortaya çıkarmaktadır. 

B. lanzan konsantrasyonu arttıkça mutajenite azalmaktadır. Yine araştırmada 

Siklofosfamid’in 75mg/kg uygulaması ile kemik iliği hücrelerindeki MNPCE 

frekansında önemli derecede artış saptanmıştır. Bu sonuç siklofosfamidin genotoksik 

etkili olduğunu kanıtlamaktadır. Yedi günlük B. lanzan uygulaması kemik iliği 

hücrelerinde mikronükleus oluşumunu inhibe etmiştir.  Bu çalışmadan elde edilen 

sonuçlara göre B. lanzan MNPCE frekansını önemli derecede azaltmış ve 

siklofosfamide karşı antiklastojenik ve koruyucu etki göstermiştir. Yine yapılan diğer 

çalışmalarda siklofosfamidin fare ve ratların karaciğer, akciğer ve serumlarında lipid 

peroksidasyonunda artışa ve antioksidan enzimlerin aktivitelerinde ise azalmaya 

neden olduğunu ortaya konmuştur. Siklofosfamid prooksidan bir karaktere sahip ilaç 

olup, antitümöral olarak kullanılmaktadır. Oksidatif strese yol açar. B. lanzan 

farelerde siklofosfamidin yol açtığı genotoksisiteye karşı koruyucu bir etki 

göstermektedir. B.lanzan potansiyel bir antigenotoksik antioksidan ve kemopreventif 

ajandır. Antioksidan özellikteki enzimlerin düzeyini artırır. Bu nedenle bitki ve 

ekstraktları kemoterapötik uygulamalarda bir adjuvan ajan olarak kullanılabilir. 

Alzahrani (7), farelerin vücut ve eşey hücrelerinde akrilamidin meydana 

getirdiği DNA hasarına karşı L-carnitinin koruyucu etkisini araştırmıştır. Fare kemik 

iliği hücrelerinde, mikronükleus, kromozomal aberasyonuna ve sperm morfolojisi 

parametreleri incelenmiştir. Fareleri üç gruba ayırarak, oral yolla 10, 20 ve 30 mg/kg 

akrilamidi uygulamış ve 24 saat sonra fare kemik iliği numunesi alarak kromozomal 

aberasyon ve mikronükleus oranlarını rapor etmiştir. Diğer taraftan iki L-carnitin 

grubu oluşturarak 1-2 hafta boyunca oral olarak 100-200 mg/kg ‘lık L-carnitin 

uygulaması yapmıştır. Bu süreler sonunda 10 mg/kg akrilamid uygulamış ve 

mikronükleus, kromozomal aberasyon ve sperm anomalisi parametrelerine bakmıştır. 

Araştırıcı yalnızca 10, 20 ve 30 mg/kg akrilamid uyguladığı fare kemik iliği 
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hücrelerinde doza bağlı olarak hem mikronükleus hemde kromozomal 

aberasyonlarda artış saptamıştır. Diğer taraftan L-carnitin verilmiş gruplarda, 

akrilamidli ve kontrol gruplarına göre mikronükleus ve kromozomal aberasyon 

oranlarında bir azalma meydana geldiğini gözlemlemiştir. Ayrıca akrilamidli 

gruplarda, morfolojik olarak sperm anomalisi artarken, L-carnitin ile birlikte 

uygulanan akrilamid gruplarında sperm anomalilerinde azalma kaydedilmiştir. Bu 

çalışmadan elde edilen sonuçlar ışığı altında, akrilamidin mutajenitesine karşı L-

carnitinin koruyucu etkisinin olduğunu anlaşılmaktadır. Gelecekteki çalışmalarda L-

carnitinin, akrilamidin epoksidasyonunu engelleyip engellemediğininin tespit 

edilmesi önerilmektedir. Epoksit türevlerinin genetik yapıları bozduğu bilinmektedir. 

Akrilamidin genotoksisitesi çeşitli in vivo ve in vitro çalışmalarla 

desteklenirken, Pelargonidin ve Gallik asitin, kromozom hasarlarına karşı koruyucu 

etkisinin çalışılmadığı tespit edildi. Çalışma sonuçlarımız, önceki çalışma 

sonuçlarıyla benzerlik göstermektedir. 

Akrilamidin 0.050,0.100, 0.150 ve 0.200 mg/ml’lik dozları insan lenfosit 

kültüründe, 24 ve 48 saatlik muamele sürelerinde denenmiştir. Kromozomal 

aberasyonu belirlemek için rastgele seçilmiş 100 metafaz örneği incelenmiştir. 

Kromozomal aberasyon oranında doza bağlı olarak bir artış gözlemlenmiştir 

(r=0.91). Yani kromozomal aberasyon ve dozlar arasında pozitif bir korelasyon söz 

konusudur. Uygulanan akrilamidin dozu arttıkça, kromozomal aberasyon yüzdeside 

artmaktadır.  Akrilamidli gruplar negatif ve pozitif kontrollerle karşılaştırıldığı 

zaman gruplar arasındaki fark önemli bulunmuştur (p<0.01). Kültüre 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 oranında aberasyon artışına neden olmuştur. 

Çalışmada kullanılan fenolik bileşiklerin (pelargonidin ve gallik asit) önce 

genotoksisitesi kontrol edildi.  Daha sonra akrilamidin genotoksisitesi üzerinde 

koruyucu etkisinin olup, olmadığı araştırıldı. Bu nedenle düzenlenen gruplara 

pelargonidin ve gallik asitin uygulamaları yapıldı. Kontrollerle karşılaştırıldığında 

kromozomal aberasyon, mitotik indeks ve mikronükleus oranlarında önemli bir 

değişiklik gözlenmedi. 
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Akrilamid ile birlikte pelargonidin uygulanan gruplarda kromozomal 

aberasyon yüzdelerinde gallik aside oranla çok az bir değişme saptanırken, akrilamid 

ile birlikte uygulanan gallik asit gruplarının kromozomal aberasyon yüzdelerinde 

önemli bir düşüş belirlenmiştir. 

Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun kromozomal aberasyonu % 15.5 

iken, gallik asit ile birlikte uygulandığında bu oran % 8’ e, 0.100 mg/ml doz 

grubunda % 34’ten 17.5’e, 0.150 mg/ml doz grubunda % 70.5’ten % 49’a ve 0.200 

mg/ml doz grubunda ise % 147.5 ‘ten % 107’e düştüğü belirlenmiştir. 

Aynı preparatlardan 3000 hücre 24 saatlik etki süresi için, 3000 hücrede 48 

saatlik etki süresi için sayılarak mitotik aktivite oranları belirlenmiştir. Değişik 

dozlarda uygulanan akrilamid ile mitotik aktivite arasında negatif bir korelasyon 

bulunmuştur (r= -0.99). Yani uygulanan akrilamid dozu arttıkça, mitotik aktivite 

oranları azalmıştır. Akrilamidin bütün dozları kontrollerle karşılaştırıldığında mitotik 

aktiviteyi pozitif kontrol kadar düşürmediği, fakat negatif kontrole kıyasla önemli 

derecede düşürdüğü saptanmıştır (p<0.01). 

Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun mitotik aktivite oranı % 6.29’iken, 

gallik asid ile birlikte uygulandığında 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’e ve 0.200 

mg/ml doz grubunda ise % 3.23 ‘ten % 4.34’e yükseldiği belirlenmiştir. 

Mikronükleus, hücre bölünmesi sırasında serbest kalan kromozom fragmenti, 

kromozom parçasıdır. Bir nükleoplazma ile sarılarak sitoplazma içerisinde ana 

nükleusun yanında yer almaktadır Organizmanın çeşitli mutajenik, klastojenik ve 

karsinojenik ajanlara maruz kalması sonucu DNA harabiyetine bağlı olarak 

oluşmaktadır. Diğer bir değişle hücrelerde görülen MN, DNA hasarının bir 

göstergesidir. Genetik hasar tespitinde kullanılmaktadır (58). 

Mikronükleus frekansını belirlemek için, preparatlardan toplam 2000 iki 

nükleuslu hücre 24 saat, 2000 iki nükleuslu hücre ise 48 saatlik etki süresi için 

sayılmış, bu iki nükleuslu hücreler içerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmıştır. 

Bundan da mikronukleuslu iki nukleuslu hücrelerin yüzdeleri bulunmuştur. Değişik 

dozlarda uygulanan akrilamid grupları ile mikronükleus frekansı arasında pozitif bir 

korelasyon tespit edildi (r=0.95). Doz arttıkça mikronükleus oranı da artmaktadır. 

Akrilamidin bütün dozları kontrollerle karşılaştırıldığında mikronükleus oranını 
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pozitif kontrol kadar yükseltmediği, fakat negatif kontrole kıyasla önemli derecede 

artırdığı saptanmıştır (p<0.01). 

Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun mikronükleus oranı  % 0.5 iken, 

gallik asid ile birlikte uygulandığında bu oran % 0.575’e, 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 yükseldiği belirlenmiştir. 

Kardeş kromatid değişimi, kimyasal ve fiziksel ajanların mutajenite ve 

kanserojenite etkilerinin değerlendirilmesinde kullanılan bir yöntemdir. KKD 

(Kardeş kromatid değişimi), eş kromozom lokuslarında iki kromatid arasında 

meydana gelen ve kromozom morfolojisinde değişikliğe neden olmayan, karşılıklı 

segment değişimi olarak tanımlanmaktadır. KKD testi sitogenetik bir yöntemdir. 

KKD sıklığının tespit edilmesi, klastojenite, genotoksisite veya genetik instabilitenin 

araştırılmasında kullanılmaktadır. KKD sıklığında artış, mutasyon ve kanser riskinde 

artışın bir göstergesi olarak kabul edilmektedir (51). 

KKD sayısı ve kan kültürüne ait preparatlardan iyi dağılmış ve ikinci mitozu 

geçiren 100 metafazda saptanmıştır. Ayrıca replikasyon indeksini hesaplarkende 100 

hücre değerlendirilmiştir. Kromozomal aberasyon ve mikronükleus testlerinde 

olduğu gibi bu testlerde de 24 ve 48 saatlik etki süreleri için ayrı ayrı hücre 

sayılmıştır. Değişik dozlarda uygulanan akrilamid grupları ile KKD sayısı arasında 

pozitif bir korelasyon tespit edildi (r=0.91). Doz arttıkça KKD sayısı da artmaktadır. 

Akrilamidin bütün dozları kontrollerle karşılaştırıldığında KKD sayısını pozitif 

kontrol kadar yükseltmediği, fakat negatif kontrole kıyasla önemli derecede artırdığı 

saptanmıştır (p<0.01). Akrilamid uygulanan grupları ile replikasyon indeksi arasında 

negatif bir korelasyon vardır (r=-0.99). Doz arttıkça RI düşmektedir. Bütün dozlar 

kontrollerle karşılaştırıldığında RI’ni pozitif kontrol kadar düşürmediği fakat negatif 

kontrola kıyasla önemli derecede düşürdüğü tespit edilmiştir (p<0.01).  

Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun KKD sayısı  % 20 iken, gallik asid 

ile birlikte uygulandığında 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 düşürdüğü, akrilamidle birlikte pelargonidin 

uygulanan gruplarla karşılaştırıldığında önemli bir farkın olmadığı belirlenmiştir. 
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Akrilamidin 0.050 mg/ml doz grubunun RI’i  % 2.1 iken, gallik asid ile 

birlikte uygulandığında 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 yükselttiği, akrilamidle birlikte pelargonidin 

uygulanan gruplarla karşılaştırıldığında önemli bir farkın olmadığı belirlenmiştir. 

Genotoksisite üzerine çok sayıda in vitro araştırmalar yapılmaktadır.  

 Bitkisel polifenolik bileşikler ile ilgili birçok çalışma yapılmış ve bu 

bileşiklerin çok güçlü antioksidan aktiviteye sahip oldukları, vücutta oluşan serbest 

radikalleri nötralize ederek kalp-damar hastalıklarını engelledikleri ve hatta 

yaşlanmayı geciktirdikleri rapor edilmiştir. Polifenolik bileşiklerin, yüksek kimyasal 

aktiviteye sahip olmaları, ayrıca DNA, enzimler ve proteinlere bağlanabilme 

özelliği göstermeleri nedeniyle serbest radikallere karşı önemli bir savunma 

mekanizması oluşturdukları bilinmektedir (27). 

 İpek ve  ark. (88), carvacrol’ün metabolik aktivitenin yokluğunda önemli bir 

mutajenik aktivite gösterdiğini, her iki türde hem S9 bulunan hem de bulunmayan 

ortamlarda sırasıyla 4-nitro-o-phenylenediamine ve 2- aminofluorene tarafından 

meydana getirilen mutajenitenin güçlü bir şekilde inhibe edildiğini ve carvacrol’ün 

önemli bir şekilde antimutajenik aktiviteye sahip olduğunu saptamışlardır.  

 İpek ve ark. (87), insan lenfosit hücrelerinde MMC’nin varlığında 

carvacrol’ün bütün dozlarda SCE’nin oluşumunu artırmadığı, hatta MMC’nin neden 

olduğu SCE oranlarını inhibe ettiğini bildirmişlerdir. 

 Jiang ve ark. (90)  akrilamidin genotoksik/antigenotoksik bileşenleri 

belirlemede uygun hücreler olan  insan hepatoma G2 (HepG2) hücrelerinde, tek 

hücre jel elektroforez (SCGE) assay and mikronükleus testlerini kullanarak 

muhtemel genotoksik etkisini çalışmışlardır. Bu mekanizmanın nasıl çalıştığını açığa 

çıkarmak için reaktif oksijen türlerinin hücre içi üretimini ve oksidatif DNA hasarı 

seviyesini 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)ın immunositokimyasal analiziyle 

değerlendirmişlerdir. AA’nın neden olduğu oksidatif streste glutatyon (GSH) varlığı 

buthionine sulfoximine (BSO)uygulamasının GSH’ı azaltmasıyla (baskılamasıyla) 

incelenmiştir. Sonuçlar, AA’nın neden olduğu DNA zincir kırılmalarının ve HepG2 

hücrelerinde MN frekansı yükselmesinin doza bağlı olduğunu göstermiştir. Bu 

olaylardaki muhtemel mekanizma AA uygulanan HepG2 hücrelerinde artan ROS 
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seviyesi, GSH’ın azalması ve 8-OHdG oluşumudur.  AA’nın HepG2 hücrelerinde 

muhtemelen hücre içi ROS GSH deplesyonuyla (azalması, baskılaması) genotoksik 

etkisini gösterdiğini rapor etmişlerdir. 

Gasiorowski ve ark (63) Aronia melanocarpa’dan izole etikleri 

antosiyaninleri ames testi ve insan lenfosit kültürü kullanarak benzo (a) piren ve 2-

aminoflorene’in etkileri üzerine kullanmışlardır. İnvitro insan lenfosit kültüründe 

yapılan SCE testinde, antosiyanin varlığında benzo (a) pyrenenin neden olduğu SCE 

frekansında önemli bir düşüş saptandı. Ames testinde ise antosiyaninlerin çok güçlü 

antimutajenik özelliklerinin olduğunu rapor etmişlerdir. 

 Aydın ve ark. (11), yaptıkları çalışmada thyme yağının ana 

komponentlerinden olan carvacrol’ün 0.05 mM konsantrasyonlarda IQ ve MMC’nin 

neden olduğu genotoksik aktivitelere karşı koruyucu olduğu halde 0.1mM 

konsantrasyondaki carvacrol DNA’da zararlara neden olduğu, thymol’ün ise yaklaşık 

0.1mM konsantrasyonlarda DNA ipliklerinde kırılmaya neden olmazken 0.2mM 

konsantrasyonda DNA’da önemli zararlara neden olduğunu bildirmişlerdir. 

 Siddique ve ark. (146). Ocimum sanctum’dan elde edilen infüzyonun 

klormadinon asetat (CMA)’nın insan lenfositlerinde neden olduğu genotoksik 

hasarlar üzerindeki etkilerinin araştırmışlardır. Klormadinon asetat sentetik bir 

progesteron analoğudur. Genellikle oral olarak gebeliği önleyici olarak 

kullanılmaktadır. CMA 40 μM dozda insan periferal lenfositlerinde kromozom 

aberasyonlarını arttığı, fakat 40 μM dozda CMA, bitki infüzyonunun 1.075x10-4, 

2.125x10-4 ve 3.15x10-4 g/l bitki ayrı ayrı dozlarıyla birlikte lenfositlerle muamele 

edildiğinde  anormal metafaz sayısını sırasıyla % 2,67, % 2,0 ve % 1.67 oranlarına 

kadar düşürdüğü saptanmıştır. Kardeş kromatid değişimi de aynı şekilde 40 μM 

CMA ile muamele edilmiş hücrelerde % 6.43 iken, bitki infüzyonuyla ayrı ayrı 

1.075x10-4, 2.125x10-4 ve 3.15x10-4 g/l dozlarında l:1 oaranında muamele edilen 

hücrelerde sırasıyla % 3.76, 3.01 ve 2.94 oranlarında azalmıştır. Bitki infüzyonunun 

kullanılan dozlarında gözlenen kromozom aberasyonları ve kardeş kromatid 

değişimleri kontrol grubuna göre artırmadığı belirtilmiştir. Yapılan çalışma 

sonucunda bitki infüzyonunun genotoksik potansiyeli artırmadığı ve insan lenfosit 

hücrelerinde klormadinon asetatın neden olduğu genotoksisiteyi düzeltebileceği ileri 

sürülmüştür. 
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Kimyasalların hücre enerji üretim merkezlerinin fonksiyonlarını baskı altında 

tuttukları ve dolayısıyla ATP sentezinin azaltması sonucu hücre bölünmesinin 

yavaşladığı ve sitotoksik etkinin ortaya çıktığı bilinmektedir. Bazı araştırıcılar da 

kimyasal maddelerin KA’yı uyarma yoluyla sitotoksik etkiye sahip olabileceğini ileri 

sürmüşlerdir (10,  81,  62). Vock ve ark. (174) ile Kirkland ve Müller (93) bazı 

kimyasalların in vitro sitotoksik etkilerinin DNA çift iplik kırıklarının oluşmasına 

bağlı olarak ortaya çıktığını bildirmişlerdir. Ayrıca Madle (102), KA içeren 

hücrelerin mitotik seleksiyon yoluyla döngüden çıkartılacağını ve dolayısıyla MI’in 

düşürüleceğini bildirmiştir. Mitotik seleksiyon, bölünme yönünden aktif olan 

hücrelerde kromozom aberasyonlu hücrelerin eliminasyonu olarak tanımlanabilir. 

Yani mitotik seleksiyon tamir edilemeyecek kromozom aberasyonu içeren hücrelerin 

hücre döngüsünden uzaklaştırılması ve öldürülmesi olayıdır. Bu araştırıcılara göre 

mitotik seleksiyona, DNA fragmentasyonu ve bunun sonucunda oluşan köprü 

oluşumu, asentrik (kinetokorsuz) fragmentlerin kaybolması ile oluşan gen kaybı veya 

bunların sonucunda mikronükleus oluşumu dolayısıyla genetik materyalin kaybı gibi 

anormallikler sebep olmaktadır. 

Gül ve ark. (68) Urtica dioica (ısırgan otu)’nun insan periferal lenfosit 

kültüründe, sitotoksik ve genotoksik etkilerini araştırmışlardır. Araştırmada ısırgan 

otunun esansiyal yağının kimyasal kompozisyonu çıkarılmıştır. Araştırma sonucunda 

tıbbi bitki olarak geniş bir kullanım alanına sahip olan ısırgan otunun, kromozomal 

aberasyon ve mikronükleus oranında artışa neden olduğunu rapor etmişlerdir. 

Nefic (110), insan periferal lenfositlerinde in vitro KA test metodu ile 

sisplastin’e karşı askorbik asit’in koruyucu potansiyelini araştırmıştır. Araştırıcı 

askorbik asitin, sisplastin ile uyarılan anormal metafaz ve kromozomal anormali 

sayısında istatistik bakımdan önemli derecede azalma meydana geldiğini belirtmiştir. 

Ayrıca çalışmada askorbik asit’in antimutajen etkisinin ortaya çıkmasında 

konsantrasyonun önemli olduğunu açıklamıştır. Askorbik asit yüksek 

konsantrasyonlarda serbest radikal üreterek genetik hasara neden olduğu 

bildirilmiştir. 

 Blasiak ve ark.(19) normal insan lenfositlerinde akrilamidin potansiyel DNA 

hasarı yapma özelliğini comet testinin alkalin, nörtal ve 12.1 versiyonlarıyla ve 

pulsed-field gel elektroforeziyle araştırmışlardır. Akrilamidin normal hücre 
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DNAsında özellikle DNA baz modifikasyonları ve apoptosisi kapsayan bir çok 

zararlı etkiye neden olduğunu, ayrıca DNA onarımını bozduğunu rapor etmişlerdir. 

Aly ve Donya (6), tüberküloz tedavisinde kullanılan rifampisin’in genotoksik 

etkilerine karşı askorbik asit ve vit E’nin etkilerini araştırmışlardır. Farelere oral 

yoldan verilen 10, 50, 150, 300 mg/kg rifampisin’in kromozom anormalliklerini 

arttırdığı saptamışlardır. Bu artış farelere 10 mg/kg dozda 30 gün peşpeşe uygulanan 

rifamisin gruplarına göre daha az olduğu gösterilmiştir. Aynı araştırıcılar askorbik 

asitin 25, 50 ve 75 mg/kg dozlarının rifampisin’in yaptığı kromozom anomalilerini 

önemli derecede azalttığını belirlemişlerdir. Askorbik asitin uygulanan dozlarının 

artışı ile elde edilen sonuçlar arasında aynı yönde olumlu bir etki elde edilmiştir.  

Egel ve ark. (49), toksoplazma ve malarya tedavisinde kullanılan 

pirimetamin’e karşı askorbik ve folinik asit’in aktivitesini araştırmışlardır. İnsan 

lenfosit kültürüne 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 araştırıcılar, pirimetamin 

tarafından oluşturulan aberasyonların askorbik ve folinik asit tarafından doza bağlı 

olarak azaltıldığı sonucunu elde etmişlerdir. 

 Sonuç olarak değişik dozlarda akrilamid uygulanan farelerin, kemik iliği 

hücrelerinde kromozomal aberasyon sayısı ve mikronükleus oluşumunda artış,  

mitotik indekste ise düşüş saptanmıştır. Ayrıca bu araştırmanın in vitro safhasında 

akrilamidin doz artışına bağlı olarak kromozomal aberasyon, mikronükleus ve KKD 

oranında artışa neden olduğu belirlenmiştir. Replikasyon ve mitotik indeksi 

düşürdüğü gözlenmiştir. DNA molekülünün şeker fosfat omurgasındaki fosfodiester 

bağlarını koparması yoluyla yapısal kromozom anormalliklerine sebep olması 

genotoksik, replikasyon ve mitotik indeksi düşürmesi ile de sitotoksik risk 

taşıyabileceği söylenebilir.  Hem in vivo hem in vitro çalışmada uygulanan 

pelargonidin dozlarının akrilamidin genotoksisitesini fazla önlemezken, gallik asitin 

çalışılan dozunda bu toksisiteyi önlediği saptanmıştır. Daha önce yapılan in vivo ve 

in vitro çalışmalarda, bizim çalışmadan elde ettiğimiz sonuçları desteklemiş ve 

akrilamidin özellikle yüksek dozlarda DNA kırıklarına sebep olduğu tespit edilmiştir. 

Fenolik bileşiklerin, DNA, enzimler ve proteinlere bağlanabilme özelliği 

göstermeleri nedeniyle serbest radikallere karşı önemli bir savunma mekanizması 

oluşturdukları bilinmektedir. Çeşitli çalışmalarda fenolik bileşiklerin antioksidan, 
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antimutajenik ve antiklastojenik etki yarattığı gözlenmiştir. Çalışmamız, önceki 

çalışmalarla kıyaslandığında çalışılan gallik asit dozunun, akrilamidin 

genotoksisitesini düşürdüğü ve koruyucu bir rolünün olduğu söylenebilir. 
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5. ÖZET 

 

 Akrilamid (AA) genotoksik etkili olup, muhtemel karsinojenler arasında 

sınıflandırılmıştır. Akrilamid endüstride kullanım alanı bulunmaktadır. Ayrıca 

yüksek ısıda üretilen gıdalarda ortaya çıkmaktadır. DNA ile etkileşime girdiği 

kaydedilmiştir. Fakat bu etkileşimin mekanizması tam olarak açıklanmamıştır. AA 

insanlarda olduğu gibi deney hayvanlarında da nörotoksik ve mutajenik etkilidir. 

Bunun yanında karsinojenik etkili olduğu da gösterilmiştir.  

 Bu çalışmanın amacı, fare kemik iliği hücreleri ile insan lenfosit hücre 

kültüründe Akrilamidin genotoksik etkisine karşı Pelargonidin (PG) ve Gallik asit 

(GA)’in etkilerini ortaya çıkarmaktır. 

 Akrilamidin genotoksik etkilerini araştırmak için kardeş kromatid değişimi 

(SCE), kromozom aberasyonu (CA), mikronükleus (MN) testleri kullanılmıştır. 

Sitotoksisik etkilerini belirlemek için ise replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks 

(MI) değerlerinden yararlanılmıştır. Ayrıca AA’nın genotoksisitesine karşı PG ve 

GA’nın antigenotoksik etkisi araştırılmıştır.  

 Araştırma sonucunda AA’nın in vivo ve in vitro klastojenik etkisinin olduğu 

saptandı. AA’nın spesifik olan bu etkilerinin doza bağlı olduğu görüldü. Bu bulgular 

AA’nıngenotoksik ve sitotoksik bir bileşik olduğunu göstermektedir. İn vitro (insan 

kanı lenfosit lültürü) ve in vivo (kemik iliği hücreleri)  CA, MN, SCE, RI, MI 

testlerinde Gallik asitin AA’nın neden olduğu genotoksisite frekansında (sıklığında) 

önemli derecede düşüşe neden olduğu gözlendi. GA’nın, muhtemelen antioksidan 

aktivitesiyle hem fare kemik iliği hücrelerinde hem de insan lenfosit kültüründe 

AA’nın oluşturduğu genotoksisiteyi düşürdüğü görülmektedir. GA genotoksik ve 

sitotoksik etkili olmadığı belirlendi. AA’nın etkilerini azaltarak antigenotoksik etkiye 

sahip olduğu tespit edildi. PG’nin genotoksik ve sitotoksik etkileri bulunmadı. Bu 

araştırmada CA, MN, SCE, MI and RI frekansları sonucuna göre, GA’nın PG’den 

daha güçlü antimutajenik etkisi olduğu saptandı. 

 

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

Mikronükleus, Kardeş kromatid değişimi, 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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