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calismasi olarak kullanilabilir. Bu tez ¢alismasinda; benzo [a] piren, etil metan
stilfanat (EMS) ve mitomisin —C' nin( MMC) genotoksik etkileri insan periferal
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madde i¢in 24, 48 ve 72 saat muameleye tutulmustur ayrica karsilastirma yapmak
icin kontrol gruplart da olusturulmustur. Maddelere maruz birakilan ve
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profiles of exposed and non-exposed cells were compared. Differences like band
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1. GIRIS

Son zamanlarda kimya endiistrisi ve ilag yapiminin hizli gelisimi, tarim ve
evlerde kullanilan kimyasal maddelerin artmasi ve atom enerjisinin savasci ve
baris¢1 amaglarla uygulanmasi ile ortaya ¢ikan ¢evre sorunlari, endiistride goriilen
mesleki zehirlenmeler, medikal ilaglarla ortaya ¢ikan zehirlenmeler, tutku yapan
maddelerin izlenmesi, besin zehirlenmeleri, adli tibb1 ilgilendiren zehirlenmeler
(stipheli o6liimler, trafik ve sporda kullanilan yasal olmayan ilaglar) nedeni ile
kimyasal maddelerin 6nemi ve onlara olan ilgi giderek artmaktadir (Vural 1984).

Ilkel devirlerde savas, av, besin ya da tedavi araci olarak kullanilan
zehirlerden ileri gelen zehirlenmelerin yerini, yasadigimiz bilim ve teknoloji
caginda ¢evremize sorumsuzca sacilan zehirli atiklarin yol agtigi kitle Sliimleri
almigtir. Her biri potansiyel bir zehir olan kimyasal ve radyoaktif maddelerin
tiretiminin ve tiiketiminin ¢1g gibi biiylimesi bu alanda yapilan ¢aligsmalarin
Oonemini artirmaktadir (Dokmeci 2001).

Insan popiilasyonun ¢evredeki kanserojen ve mutajen maddelerin
etkisinden korunmasi igin bu oOzellige sahip bilesiklerin tespit edilmesi ve
etkilerinin degerlendirilmesi Oonemlidir (Maron ve ark.1983; Debnath ve ark.
1991).

Giinliik yasama 6nemli 6l¢iide giren X 1sinlari, gama 1ginlar1 ve radyasyon
kaynaklarmin (televizyon, telsiz telefon, radyoaktif atiklar, niikleer silahlar,
niikleer santraller vb) hatali ya da koti amaglarla kullaniminin biyolojik
sistemlere zarar verdigi kanitlanmistir (Vijayalaxami ve ark. 1992). Buna karsin
birgok arastirmaci mutajen kimyasallarin, radyasyondan daha zararli oldugunu
savunmaktadir. Cilinkii radyasyon kaynagini tespit etmek, korunma dnlemi almak
ve miktarin1 6lgmek miimkiin iken; birgcok kompleks kimyasal madde karigimina
maruz kalan bireylerin ugradigi zararin analizi ¢ok daha zor olmaktadir. Hatta
kimyasal maddenin mutajenik etkisi varsa bile maruz kalan kiside ve de
yavrusunda da goriilmeyebilir. Ancak resesif bir allelin, nesiller sonra ortaya
c¢itkma olasiligi vardir. Cok kiigiik dozlar1 mutasyona neden olabilecegi gibi
kanserojen de olabilir (Vural 1984; Dokmeci 1994). Diger taraftan da kimyasal

mutajen kaynaklarmin siirsiz olusu durumu daha da zor konuma sokmaktadir.



Kimyasal maddelerin mutajenik aktivitelerini arastiran ilk calismalar
Ikinci Diinya Savasi’ndan hemen sonra bir grup kimyasal iizerinde yapilmis ve ilk
olarak mustard gazinin etkili bir mutajen oldugu tespit edilmistir. Diinyanin
hemen her yerinde yapilan deneylerle, diger bazi kimyasallara dikkat ¢ekilmistir.
1972 yilinda yapilan bir arastirmada yiyecekleri renklendirme, koruma ve diger
amaclarla kullanilan 2500 kadar katki maddesi oldugu tespit edilmistir.
Yiyeceklerle bulasarak viicuda giren pestisitler ve cesitli amaglarla kullanilan
ilaclar iizerinde durulmustur. Bu sayede pek c¢ok mutajenite test sistemi
gelistirilmistir (Pai 1985).

Mutajenlerle yiiz yiize gelmenin gesitli yollar1 vardir. Bunlardan birincisi;
diyetimizde bulunan dogal kimyasallar1 almamiz, ikincisi; endiistriyel
kimyasallar, pestisidler, sa¢ boyalar1 kozmetik ve ilaglar gibi yapay kimyasallar
kullanmamiz, {igiinciisii ise; sigara dumani, su ve havadaki kirleticiler gibi
karmasik bilesiklerle yiiz yiize gelmemizdir (Bokesoy ve ark. 200).

Kimyasal maddelerin ya da ilaglarin doniisiimsiiz toksik etkilerinin
baslicalar1 mutajenik, karsinojenik ve teratojenik olarak ortaya cikmaktadir
(Dokmeci 2001).

Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri, hiicre c¢ekirdeginde DNA
molekiiliinii bozarak hiicresel fenotipi degistirmeleri olayidir. Mutasyonlar,
ksenobiyetiklere (mutajen) baghh olarak ya da spontan olarak meydana
gelebilmektedir. Mutajen etkenler, DNA ¢ift zincirinin yapisinda nokta mutasyon
ya da genis alanda degisiklik olusturabilir (D6kmeci2001).

Kimyasal maddelerin karsinojen etkileri degisik basamaklar icermektedir.
Kimyasal maddelerle temas siiresi, dozu ve sikligi 6nemlidir. Toksik maddeler
tarafindan kanser indiiksiyonunda bir baglatma siireci olusturmaktadir. Bu
baslatma doneminde normal hiicrelerin, DNA {izerinde meydana gelen bir etkiyle
neoplastik hiicrelere doniismesi s6z konusudur. Bununla birlikte ikincil baska
olaylar da hiicreleri kanser hiicreleri sekline doniistiirebilmektedir. Karsinojen
kimyasal maddeler genotoksik ya da epigenetiktirler. Genotoksik karsinojenler
genetik mutasyonlar olusturabilmek i¢in DNA ile kovalent bir sekilde etkilesirler.
Genotoksik maddelerin ¢cogu prokarsinojenlerdir (nitrosaminler). Epigenetik bir

madde genotoksik karsinojenlerin etkisini arttirir (D6kmeci2001).



Kimyasal maddelerin teratojen etkisi, embriyoner gelisim sirasinda
gebelerin disardan aldiklar1 bazi kimyasal maddelerin plesantadan fetal dolagima
gecerek fetiiste olusturduklar yapisal bozukluklardir.

Baz1 genotoksik ajanlar sadece genomun biitiinliigiine zarar vermez ayni
zamanda DNA' nin ifadesini dogrudan ya da dolayli olarak etkileyebilir. Bu
etkiler farkli tipteki tiimorlerin oraninda bir artisa neden olabilir. Uzun donemli
etkilesim sonucu ise maruz birakilan popiilasyonlarin genetik degiskenliginde bir
alterasyona sebep olabilir. Bu gegekler genotoksisiteyi incelemek icin hizli
goriintiileme testlerinin olusturulmasini zorunlu kilar (Zhiyi ve Haowen 2004).

Ideal bir test yontemi; hizli, ucuz, hassas, etik kurallara uygun (insancil),
insan biyolojisi ile ilgili olmali ve dogru sonuglar vermelidir. Ancak, tek basina
hicbir test yontemi bu kriterlerin tiimiinii saglayamamaktadir.

Genotoksik ya da mutajenik etkiyi arastiran test yontemleri; ¢cevresel ya da
mesleki olarak belirli ajanlara siirekli maruz kalan bireylerin genetik yapilarinin
izlenmesi ve hasar tipinin belirlenmesinde (Gomez-Arroyo ve ark. 2000), ¢cevresel
kaynaklardan izole edilen her ¢esit yapay madde ya da kirletici ajanin mutajenik
etkilerinin arastirilmasinda (Monarca ve ark. 2001), sentez edilerek, gida, saglik,
kozmatik, temizlik ve sanayi gibi farkli alanlarda kullanima sunulan ya da
sunulacak olan, kimyasal bilesiklerin mutajenik/karsinojenik potansiyellerinin ya
da antimutajenik / antikarsinojenik ozelliklerinin tespit edilmesinde (Laffon ve
ark. 2001), cesitli hastaliklarin, 6zellikle de kanser olgularinin genetik hasarla
iliskilendirilmesi ¢alismalarinda (Griffiths ve ark. 1996), son yillarda giderek
yasamin bir pargasi halini alan biyoteknolojik iiriinlerin risk degerlendirmelerinin
yapilmasinda kullanilabilmesi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Son birkag yilda, molekiiler alanda hiicresel ya da bireysel diizeyde ¢ok
sayida biomarker gelistirildi. Boylece karsilasilan bu problemleri ¢ézmek igin
yeni bir perspektif olusturuldu.

Bunlardan biri RAPD teknigidir. Rastgele kisa primerler kullanilarak PCR
ile genomun multip bdlgelerinin rastgele c¢ogaltilmasiyla olusan DNA
polimorfiziminin belirlenmesine izin verir. Amplifikasyon {iriinleri agaroz jelde
¢oziiliir ve polimorfizim ler genetik markir olarak hizmet ederler. RAPD teknigi

etkili, kolay, hizli, duyarli olmast ve 0&zellikle genom belirsizlikleri gibi



problemelere uygun olmasi sebebiyle ¢ok farkli alanlarda uygulanmaktadir.
Ornegin molekiiler ekolojide taksonomik benzerlikleri, tiir i¢i gen siralarmi ve

mutasyonlar belirlemek i¢in kullanilir ( Becerril ve ark. 2001).

1.1. GENOTOKSIK AJANLAR

Genomda, kromozomlarda ya da genlerde degisimlere ya da hasara yol
acan etkenlere, genotoksik ajan ya da mutajen adi1 verilmektedir. Mutajenler temel
olarak fiziksel ve kimyasal olmak {izere iki smifa ayrilabilir. Bir¢ok genetikei
kimyasal mutajenlerin fiziksel mutajenlerden c¢ok daha zararli olduguna
inanmaktadir. Cilinkii radyasyon kaynagii tespit etmek, miktarini 6lgmek ve
korunma 6nlemi almak olas1 iken, ayn1 anda uzun siireli olarak, bir¢ok kompleks
kimyasal madde karisimina maruz kalan bireylerin ugradigi zararin analizi ¢ok
daha zor olmaktadir. Diger yandan kimyasal mutajen kaynaklar1 sinirsizdir.
Ciinki farkl alanlarda, her ¢esit kimyasal madde liretilerek kullanima sunulmakta

ya da ¢evrenin bir pargasi halini almaktadir.

1.1.1. Fiziksel mutajenler

Bircok radyasyon formu mevcuttur ve bunlar genelde tamirati zor

mutasyonlara neden olurlar. Ikiye ayrilirlar:

1.1.1.1 iyonlu radyasyon

Iyonize 1sinlar; X 1s1n1, gama 1smi, kozmik isinlar iyonizasyona yol agan
radyasyonlar olup UV 'ye gore daha fazla etkili olmaktadirlar. Bu tiir 1sinlar
ozellikle su ve diger maddelerde iyonizasyon olusturarak serbest radikaller (or.
OH) olustururlar. Serbest radikaller hiicre icerisinde DNA, protein ve lipit gibi
makromolekiillerin yapisina baglanarak onlarin oksidasyonuna sebep olmaktadir.
Hedef molekiillerden ayrilan elektronlar DNA' da iplik koparma, baz ve seker
yikimi gibi genis ¢apta kimyasal degisimlere neden olabilir (Turner ve ark. 2004).



UV 1smlamasindan en 6nemli farklari, bunlarin sahip olduklar1 yiiksek enerji ile
dokularin derinliklerine niifuz etme kabiliyetlerinin ¢ok yiiksek olmasidir (Turner

ve ark. 2004; Dilsiz 2004 ).

Atom bombalarindan etrafa yayilan gama 1sinlarinin cam dahil bir ¢ok
maddeden gecis oranlar1 oldukca yiiksek ve etkindir. 1986'da gergeklesen
Cernobil facias1 sonucu ozellikle bati yoniinde Ingiltere iizerinden Kuzey
Amerika'ya ve kuzey yoniinde ise Isvec 'e kadar radyoaktif materyal ulasmis ve
etkisini gosterebilmistir. Facianin yasandigt 300 km 'lik bolgede yapilan
arastirmalar gore bugiin yasamakta olan kisilerin %50'sinde ¢esitli mutasyonlar

gozlenmektedir (Dilsiz 2004).

UV 1silart tek hiicre iizerinde etkili olmasina karsin iyonlu radyasyonlar canl
organizmanin tiimiinde kalitsal bozukluga yol acabilirler. Dolayisiyla

mikroorganizma deneylerinde bilhassa UV' den istifade edilir (Dilsiz 2004).

1.1.1.2 iyonsuz radyasyon

Iyonsuz radyosyonun en énemli tipi UV 1sinlaridir. DNA veya RNA'da yer
alan bazlar, 6zellikle 260 nm 'deki UV 1sinlarin1 oldukg¢a fazla absorbe ederler. Bu
durum aymi1 zamanda protein yapisina giren ve aromatik halka yapisina sahip
triptofan, fenilalanin ve trozin i¢inde s6z konusudur. Genel olarak kabul edilen
gorlis sudur ki; 260nm' den gelen UV 1sinlari canli hiicre lizerinde oldiiriicti
seviyede etki gosterebilirler (%95). UV 1sinlarinin diger bir etkisi ise dimer Timin
(TT) olusturmasi ve dolayisiyla aminoasit degismesine yol agmas1 seklinde ortaya
cikabilmektedir (Dilsiz 2004). Primidin dimerleri DNA replikasyon ve
transkripsiyonu engeller. Normalde primidin dimerleri hiicrede c¢esitli
mekanizmalarla tamir edilir. Primidin dimerleri hiicrenin normal mekanizmalarla
tamir edemeyecegi diizeyde ise SOS denilen tamir mekanizmas1 devreye girer.
SOS, tamir esnasinda hassas ¢aligmaz bu nedenle de mutasyonlara neden olan bir

sistemdir (Ates 2002).



1.1.2. Kimyasal mutajenler

Tarimda, tipta ve sanayide kullanilan bir kisim kimyasal maddenin birikimi
ile DNA 'da etkisini gosteren organik bilesimlere kimyasal mutajenler adi

verilmektedir (Dilsiz 2004).

1.1.2.1 Baz analoglan

Molekiiler yapilart niikleik asitlerin yapisindaki bazlara benzeyen molekiillere
baz analoglar1 denir. Sadece replikasyon sirasinda etkili olurlar (Temizkan 1996).
Baz analoglari, piirin ve primidin bazlarindan hangisine benziyorsa, replikasyon
esnasinda benzerinin yerine girebilir. Bunlar normal bazlara kiyasla daha yiiksek
oranda hatal1 baz ¢ifti yaptiklarindan mutasyon hizin1 arttirirlar. 5- bromourasil ve

2- aminopiirin baz analoglar1 6rneklerindendir (Ates 2002).

5-Bromourasil (BU): 5-Bromourasil yapi olarak timin bazina benzer.
Dolayisiyla replikasyon esnasinda timinin yerine gegen bir timin analogudur.
Timin bazinin 5. pozisyonundaki CHj; yerine 5 bromourasilde Br bulunur.

Timin kadar kararli bir molekiil olmayan 5-bromourasil, niikleik asit yapisinda
kolayca keto ve enol tautomerik doniisiimler gostererek mutasyona neden olur. 5 —
BU, keto formunda T gibi davranarak A ile baz ¢ifti yapar ve DNA’ da bir
degisme olmaz. Ancak enol formuna doniigiirse C gibi davranarak G ile eslesir.
Ve TA > CG transisyonu meydana gelir.

5-BU enol formunda iken, repikasyon esnasinda G ile baz ¢ifti yapar. Sonugta

GC > AT yonlii transisyon meydana gelir (Ates 2002).

Aminopiirin: Adenin yerine gecerek Timinle eslesir. Ancak normal tautomer
durumunda 2-aminopiirin sitozin ile eslesir ve sonucta AT->GC transisyonu

gerceklesir (Ates 2002).



1.1.2.2 Alkilleyici ajanlar

Alkilleyici ajanlar, DNA bazlarini alkilleyerek yanlis baz eslesmelerine neden
olur veya DNA’nin yapisini bozar (Ates 2002).

II. Diinya Savast 'nda kesfedilen kiikiirt iceren hardal gazlari, kimyasal savag
aragtirmalarinda tanimlanan ilk kimyasal gruplardan biriydi. Hardal gazlar
alkilleyici ajanlar, niikleotidlerdeki amino veya keto gruplarina bir alkil grubu
eklerler (Klug ve Cummings 2003).

Icerisinde karsinojenligi kanitlanmis ve ya siipheli olan ¢ok sayida kimyasal
cesidi bulunan alkilleyici ajanlar, organik makro molekiillerin niikleofilik
merkezlerine ilgi gosteren elektrofilik bilesiklerdir (Lawley 1989). Dimetil-
nitrosamin, N-metil-N-nitrosourea, 1,2-dimetilhidrazin, Metil metan-siilfonat,
Dietil-nitrosamin, N-etil-Nitrosurea gibi monofonksiyonel alkilleyici ajanlar,
deneylerde mutajen olarak siklikla kullanilirlar (Gollapudi ve ark. 1998).

Bu ajanlar monofonksiyonel veya bifonksiyoneldir. Monofonksiyonel olanlar
tek bir reaktif gruba sahiptir ve DNA’daki tek niikleofilik merkezle kovalent bag
yaparlar. Bifonksiyonel ajanlar ise 2 reaktif grup tasimakta ve DNA ile 2 ayri
bolgede reaksiyona girebilmektedir. Potansiyel alkilleme bdlgeleri 4 baz iginde
belirlenmis ve herbirinin farkl reaktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Genelde bazlarin halkasal nitrojenleri, oksijenlerinden daha niikleofiliktir.
Fosfodiester baglarindaki oksijenin alkilasyonu fosfotriesterlerin olusumu ile
sonuglanir (Roberts 1978). Diger yandan alkilasyonla degisime ugrayan bazlarda
N-glikosilik baglarin1 zayiflatmakta ve ¢ok sayida alkilleyici ajan bazlarda
depurinasyon-depirimidinasyona yol acarak, abazik bolgelerin olusumuna neden
olmaktadir (Loeb ve ark. 1986). Alkilleyici mutajenlerden etilmetan stilfonat
(=EMS) timin ile reaksiyona girerse O° —etil timin meydana gelir. O%- etil timin,
guanin ile baz ¢ifti yapar. Sonugta TA->CG transisyonu meydana gelir (Ates
2002).

Aym sekilde EMS, guaninle reaksiyona girerse O° —etil guanin meydana gelir.
O° —etil guanin ise T ile baz cifti yapar ve GCDAT taransisyonu olusur (Ates
2002).



Alkilleyici ajanlar tarafindan alkillenen bazi DNA bazlari, bu bazlara 6zgi
enzimlerin gorev aldig1 tamir mekanizmalariyla tamir edilir. Fakat bu tamir

sistemi de ¢alisirken mutasyona neden olabilmektedir (Ates 2002).

1.1.2.3 Hidroksile edici ajanlar

Hidroksilleme etkileri vardir. Yanlis baz eslesmelerine yol acgarlar. Ornek
olarak hidroksilamin (NH,OH) verilebilir. Hidroksilamin hemen hemen her
zaman sitozin ile reaksiyona girer. Sitozinin amino grubundaki hidrojen OH a
dontisiir. Reaksiyon sonucu meydana getirilen tiirev adenin ile eslesir. Sonugta tek

yonlii bir transisyon olusur (Ates 2002).

1.1.2.4 Capraz baglayici (Cross-Linking) ajanlar

Bifonksiyonel alkilleyici ajanlar DNA’da 2 farkli niikleofilik merkez ile
reaksiyona girebilirler. Eger bu 2 baglanma bolgesi zit poliniikleotit iplikleri
tizerindeyse DNA iplikleri arasinda ¢apraz baglanma meydana gelmektedir. Eger
aynm1 poliniikleotit zinciri iizerinde yer aliyorsa iplik¢i c¢apraz-baglanma
olusmaktadir.

DNA iplikleri arasindaki ¢apraz baglanma, DNA' daki kimyasallarin yol agtigi
hasarlarin 6nemli bir siifidir. Bu tip hasar DNA iplik ayrimini engelledigi i¢in
replikasyon ve transkripsiyonu bloke eder. Bu 06zelligi nedeniyle nitroz asit,
mitomisin C, nitrojen mustard, siilfiir mustard, cis platinum gibi ¢esitli platinyum
tirevleri ve 1sikla aktive olan psoralen gibi ajanlar kanser tedavisinde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Fram 1992).

1.1.2.5 Psoralenler

Psoralenler, temel kimyasal yapilarinda, UV varliginda DNA’nin pirimidin
bazlar1 ile bir ya da iki ugtan baglanarak reaksiyona giren 3 aromatik halka
bulunduran kimyasal yapilardir. Psoralenlerin DNA ile etkilesimi ve baglantis1 2

sekilde olabilir. Birinci sekli, uzun dalga boylu UV radyasyonunun etkisi ile DNA



ile tek noktadan (timin ile) ¢ift bag kurulmasi sonucu meydana gelebilir (Gasparro
ve Fresco 1986). ikinci sekli ise kimyasal yapinin her 2 reaktif grubunun da
bagimsiz bir sekilde UV’yi absorbe ederek, iki DNA ipligi tizerinde biri alt, digeri
ist konumda bulunan iki baz arasinda karsilikli ¢apraz baglanti kurmasi seklinde
gergeklestirebilir. Birinci baglanti tipi, capraz baglanmayi olusturan baglanti
seklinden 3 kat daha fazla meydana gelmektedir.

Fotoreaktivasyon ile DNA iplikleri arasinda capraz baglanmayi saglayan
psoralenler, muamele edildikleri bakteri, bakteriyofaj ve okaryotik hiicrelerin
biyolojik inaktivasyonuna sebep olmaktadir (Averbeck 1989). Bu nedenle,
psoralenin tesvik ettigi ¢apraz baglanma reaksiyonlari, ¢esitli biyolojik
sistemlerde meydana gelen iplikler arasi ¢apraz baglanmanin onarimi ¢alismalari

icin ideal bir model olmustur (Sage 1993).

1.1.2.6 Klastojenik ajanlar

Genetik materyale kromatit ve kromozom kiriklar1 ve dolayisiyla meydana
gelen yapisal kromozom anomalileri seklinde zarar veren ajanlardir (Emerit ve
ark. 1985).  lIyonize radyasyon, nitro furan, benzen, benzo (a) piren,
siklofosfamid, vinil klorit gibi ajanlar klastojenik etkilidir. Klastojenik etki bazen,
memelilerdeki hiicresel metabolizma sonucu da meydana gelmektedir. Diger
yandan in vitro kosullarda herhangi bir fiziksel ya da kimyasal etken ile muamele
edilen kan hiicrelerinde klastojenik etki meydana gelebilmektedir. Tiimor
promotorlart da klastojenik etkiyi uyarabilmektedir. Genel olarak siiperoksit
dismutas gibi radikal-koruyucu enzimlerin varligr klastojenik aktivitenin

olusumunu 6nlemektedir (Emerit ve ark. 1994)

1.1.2.7 Metabolik aktivasyon reaksiyonlar1 sonucu aktif olan kimyasallar

ajanlar

DNA’daki kimyasal hasarla ilgili caligmalarda, kimyasal olarak reaktif
olmayan, nonpolar gruplar tasiyan g¢esitli tipte kimyasal bilesigin canli
viicudundaki metabolik aktivasyon tepkimeleri ile daha reaktif formlara

dontiserek, tipkt alkilleyici ajanlar gibi, DNA’daki niifleofilik merkezle etkilesime
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girdigi tesbit edilmistir. Bu 6zellikte olan ¢ok sayida bilesik potansiyel mutajen ve
karsinojendir. Bu grupta bulunan karsinojenlerin metabolizmasi hassas tiirler
tizerinde calisilarak aydinlatilmistir. Bazi karsinojenik aromatik aminlerin tiimore
neden oldugu yillardir bilinmektedir. Ornegin N,N-dimetil-4-aminoazobenzen
sicanlarda (rat) etkili bir karaciger karsinojenidir, kendisi sican karaciger
proteinlerine baglanamazken, metaboliti baglanabilmektedir. Bu bilesiklerin ve
pek cok diger karsinojenin genotoksik aktivitesi metabolik enzimler tarafindan

gerceklestirilmektedir (Anders ve Dekant 1994).

N-2-Asetil-2-Aminofluorene (AAF), insanda kanser olgusunun artmasiyla
baglantili olan aromatik amin grubu bilesiklerin bir sinifidir. Baslangicta bir
insektisit olarak kullanilmis olan bu bilesigin metabolik aktivasyonundaki ilk
basamak, (sitokrom P-450 katalizorliigiinde) bir N-hidroksi tiirevinin olusumudur.
Bu iirlin proksimate karsinojen olarak adlandirilir ve niikleik asitlerle reaksiyona
girmez. Fakat ardindan sitosolik enzimlerin aktivasyonu sonucu olusan siilfat ya
da asetat ester gibi reaktif alkilleyici bir ajandir (Miller ve Surh 1994).

Bilinen en etkili karaciger karsinojenleri arasinda olan Aflotoksinler dogal bir
metabolizma iirlini olup, DNA hasarina yol agabilen ilging bir 6rnektir. Fungus
kaynakli aflotoksinler arasinda en kuvvetli hepatokarsinojen olan1 Aflotoksin
B1’dir. Aflotoksin B1, karaciger mikrozomal enzim ekstraktinda bulunan P-
450’nin, karigik fonksiyonlu oksijenaz enzimleriyle okside olarak, aflotoksin B1-

8,9-epoxide denilen bir ana {iriine doniismektedir (Groopman ve Cain 1990).

1.2. Toksik Bilesiklerin Metabolizmasi

Metabolizma, yasam igin gerekli olan ve organizmada meydana gelen
biitiin kimyasal reaksiyonlar1 tanimlamak i¢in kullanilir. Biyolojik sistemlere
giren yabanci maddeler, metabolize edilerek, orijinal bilesiklere oranla suda daha
cok ¢oziinen farkli {irlinlere doniisebilir. Organizmaya yabanci olan kimyasal

"

maddelere ksenobiyotik" adi verilir. Bunlarin organizmadaki kimyasal
degisimlerine de "metabolizma" denmektedir fakat "biyotransformasyon" bu

anlamda daha uygun bir terim olarak kullanilmaktadir (Kalkan 1991).
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Biyotransformasyon sonucu maddeler genellikle daha az etkili veya etkisiz
bilesikler haline getirilirler. Yani biyotransformasyon etkinlie yansimasi
bakimindan bir biyoinaktivasyon olayidir. Bunun icin biyotransformasyona
detoksifikasyon (zehirsizlenme) ad1 da verilir; fakat bu terimin ifade ettigi durum
her zaman meydana gelmez. Bazen maddeler biyotransformasyon sonucu daha
etkili bilesiklere doniisiirler yani biyoaktivasyon olur (6rnegin kodein'in morfine
ve difenoksilat 'm difenoksin 'e doniisiimiinde oldugu gibi) . Bu olay sonucu

maddeler fazla toksik bilesiklere de doniisebilirler (Kayaalp 1995).

Biyotransformasyon, ila¢ etkisinin ortadan kalkmasi, toksisitenin azalmasi
ve ilacin viicuttan daha kolay atilmasi olaylarimi gergeklestirir ( Watson 1997,

Bagc1 1985).

Ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonu, genellikle spesifik olan
enzimlerle gergeklesir. Bu enzimlerin 6nemli bir kismi karacigerde yerlesmistir.
Ayrica biyotransformasyon barsak, bobrek, akciger, beyin ve deride de olabilir.
Biyotransformasyon mekanizmalar1 iki fazda toplanabilir: Faz 1 reaksiyonlari
yiikseltgenme (oksidasyon), indirgenme (rediiksiyon) ve kopma olaylari, faz II
reaksiyonlar1 ise ¢esitli konjugasyon ve ya sentez olaylarini igerir. Birinci fazda
lipidde ¢dziinen ksenobiyotikler daha polar molekiiller haline gecerler. ikinci
fazda ise endojen maddelerle birlesen bu polar metabolitler inaktif olarak

eliminasyona ugrarlar (Vural 1984; Kayaalp 1995).

1.2.1. Faz I reaksiyonlar1

Faz I reaksiyonlari: Oksidasyon (yiikseltgenme), rediiksiyon ( indirgenme)

ve kopmadir.
1.2.1.1 Oksidasyon reaksiyonlar:
Yabanci kimyasal maddelerin biyotransformasyonunun faz I reaksiyonlarinin

onemli bir kismi, normal metabolizmanin spesifik enzimlerinden farkli

mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir.



12

Mikrozomal enzimler: Karisik fonksiyonlu oksidasyon reaksiyonlarini
kataliz eden nonspesifik multienzim sistemi, hiicrenin endoplazmik
retikulumundan elde edilen mikrozomlarda yerlesmislerdir. Bu enzimler baglica
karaciger mikrozomlarinda oldugu gibi baska dokularda da bulunmaktadir. Bu
enzim sisteminin baslica komponenti olan sitokrom P-450 bir hemoproteindir.
Bir¢ok oksidasyon reaksiyonlarinin en son basamaginda rol alir. Mikrozomal
enzim sistemi, ksenobiyotiklerin oksidasyonunda NADPH ( indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid), molekiiler oksijen (O, ), ve Mg™ kullanilr.
Yabanct bir kimyasal maddenin, yani subsratin (RH), bu enzim sistemi ile
oksidasyonunda, molekiiler oksijenin bir atomu subsrati oksitlerken (ROH), diger

oksijen atomu da suya indirgenir (Bokesoy ve ark. 2000; Vural 1984).

a) Mikrozomal karisik fonksiyonlu oksidazlarla olusan reaksiyonlar

Karnisik fonksiyonlu oksidazlar, birgok oksitlenme reaksiyonlarini kataliz
ederler. Memeli hiicrelerinin birden fazla sitokrom P—450 igerdigi gosterilmistir.
Cesitli sitokrom P-450'ler kromotografik davraniglari, immunolojik spesifiklik ve
subsrat spesifiklikleri agisindan oldugu gibi yapilarindaki polipeptid zincirinin
farkliligina gore ayrilmaktadirlar. Ancak genel olarak monooksijenazlarin
oksitleme reaksiyonlar1 aymi temele dayanmaktadir. Bu nedenle de birgok
kimyasal yapidaki maadelerin oksidasyonunda rol oynarlar. Aromatik
hidroksilasyon ve epoksit olusumu, dealkilasyon, oksidatif deaminasyon ornek

olarak verilebilir (Bokesoy ve ark. 2000; Vural 1984; Kayaalp 1995).

b) Mikrozomal olmayan (nonmikrozomal) oksidasyonlar

Yabanct maddelerin oksidasyonunda karisik fonksiyonlu oksidazlar yaninda,
birgok oksidorediiktazlar da rol oynarlar. Bu enzimler doku homojenatlarinin
mitokondriyal fraksiyonlarinda yerlesmislerdir (Bokesoy ve ark. 2000; Vural
1984).

Alkol dehidrojenazlar (AD; H) alkollerin aldehit ve ketonlara oksitlenmesini
kataliz eden enzimlerdir (Bokesoy ve ark. 2000; Vural 1984).
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1.2.1.2 Rediiksiyon reaksiyonlari

Oksidasyona oranla metabolizmada daha az meydana gelen bir olaydir.
NADPH ile birlekte FAD (flavin adenin diniikleotid) veya diger flavinlerin
yardimiyla olur. Aldehitlerin alkollere doniisiimii, azo (N=N) grubunun aminlere
doniisiimii ve nitro grubunun amin veya hidroksilamin grubuna doéniisiimii bu
reaksiyonlarin en Onemli 3 ornegidir. Ayrica ketonlarin primer ve sekonder
alkollere doniisiimii, ¢ift baglarin doyurulmasi da indirgenmeye ornektir (Bokesoy

ve ark. 2000; Vural 1984).

1.2.1.3 Kopma reaksiyonlari

Kimyasal madde molekiiliinden bir grubun koparilmasi ya da molekiiliin
kendini olusturan daha ufak iki molekiile ayrilmasi suretiyle olabilir. Bunun c¢esitli

sekilleri vardir (Kayaalp 1995).

a) Hidroliz: Kan, karaciger, bobrek, sinir sistemi ve diger yapilarda bulunan

cesitli esterazlar, esterleri hidroliz ederek inaktif hale getirirler (Kayaalp 1995).

b) Dekarboksillenme: Karboksil grubu igeren ilaclar (6rnegin, alfa-metil
dopa) veya endobiyotikler (6rnegin, histidin) ¢esitli dekoraboksilaz enzimleri

etkisi ile karboksil gruplarin1 kaybederler ve aminlere déniisiirler (Kayaalp 1995).

¢) Glikozidlerin hidrolizi: Dijital glikozidleri viicutta seker zincirini
olusturan monosakkaridlerin, f-glikozidaz tarafindan koparilmasi suretiyle

biyotransformasyona ugrarlar (Kayaalp 1995).

d) O-dealkilasyon, N- dealkilasyon ve S-dealkilasyon: Alkil gruplarimin
kopmasiyla gerceklesir (Kayaalp 1995).
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1.2.2. Faz II reaksiyonlari

Hidroksil, amino, karboksil, epoksit veya halojen grubu iceren
ksenobiyotikler; faz I reaksiyolari sonucu olusan metabolitler veya bircok dogal
maddeler sentez ( konjugasyon veya faz II ) reaksiyonlar1 sonucu daha polar
Ozellik kazanirlar. Boylece atilimlar1 daha kolaylasir ve toksisiteleri de azalir
(detoksifikasyon veya detoksikasyon) (Giiven 1999; Vural 1984).

Viicutta kimyasal maddelerin biyotransformasyonu, kimyasal maddenin
veya onun bir metabolitinin bir radikalin veya baska bir madde molekiiliiniin
kovalent baglarla baglanmasi1 suretiyle olabilir. Bu tip kimyasal olaylara
konjugasyon denilir. Konjugasyon 8 sekilde olur; bunlardan ilki hari¢ digerleri

mikrozomal olmayan enzimler tarafindan yapilir (Kayaalp 1995).

a) Glukuronik asidle birlesme: Fenoller, hidroksilli steroidler, alkoller ve
karboksilli asitler glukuronik asilde konjuge edilerek inaktive edilirler (Kayaalp
1995). Reaksiyon uridin difosfat glukuronil transferaz ( UDP- glukuronil
transferaz) enzimi tarafindan katalize edilir. Bu enzimler karaciger hiicrelerinin
mikrozomal fraksiyonunda bulunur (Bokesoy ve ark. 2000; Vural 1984; Kayaalp
1995).

b) N-metilasyon: N-metil transferaz enzimleri tarafindan yapilir. Bu
enzim metil dondrli olan aktiflesmis metioninden aldigi metil grubunu yabanci

maddenin azot atomuna baglar (Kayaalp 1995).

¢) O- metilasyon: O- metil transferaz enzimleri tarafindan yapilir. Metil

donorii, bu olayda da aktiflesmis metionindir (Kayaalp 1995).

d) N-asetilasyon: N- asetil transferaz enzimleri tarafindan katalize edilir.

Asetil grubu asetilkoenzim A'dan saglanir (Kayaalp 1995).

e) Siilfat ile konjugasyon: Primer, sekonder, tersiyer alkoller, fenoller ve

arilaminler endojen siilfat ile "siilfat esterlerini" olusturur. Bu konjugatlar iyonize
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ve suda coziindiikleri i¢in hizli bir sekilde organizmadan atilirlar (Bokesoy ve

ark. 2000; Vural 1984; Kayaalp 1995).

f) Glutation ile konjugasyon: Aromatik hidrokarbonlarin ve diger bazi
bilesiklerden olusan epoksidler, karacigerde indirgenmis glutation ile konjuge

edilerek inaktive edilirler (Kayaalp 1995).

g) Amino asidler ile konjugason: Bazi yabanci maddeler karacigerde glisin

veya glutamin ile konjuge edilirler (Kayaalp 1995).

h) Diger konjugasyon olaylari: Purin veye primidin anologu olan
maddeler, riboz ve riboz fosfatlarla konjuge edilebilirler ve bdylece riboniikleotid

ve riboniikleozid konjugantlarina doniisebilirler (Kayaalp 1995).

1.3. Genotoksik Ajanlarin Etki Mekanizmalari

DNA kalitsal materyal oldugu i¢in gelecek nesillere degismez bir formda
aktarilmasi gerekir (Erkan 1992). Her ne kadar, genler kararli ve yeni dollere
biitiin 6zelliklerini koruyarak gecseler de zaman zaman dogal ve yapay kosullar
altinda bazi degisikliklere ugrar. Bu degisiklere mutasyon denir. Mutasyon
kalitsal materyalin tiire 6zgii normal kombinasyonunu degistirmeyen, kalitsal
yapidaki herhangi bir degisikliktir (Akman 1983; Demirsoy 1992; Bagc1 1989;
Oraller 1990).

Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana gelebildigi gibi, mutajen ad1
verilen fiziksel ve kimyasal dis etkenler tarafindan da meydana gelebilir.
Mutasyonlarin normal kosullarda kendiliginden (=spontan) meydana gelme orani
10°-10" gibi ¢ok diisiikken mutajenlerin etkisi ile mutasyon frekansi oldukca
yiiksektir ( Bage1 1989; Oraller 1990).

Bir genin baz dizisindeki bir degisim bazen o gen tarafindan kodlanmis
olan tiriinde de degisime sebep olabilir. Boyle mutant bir genin mutant enzimi,
aminoasit dizisindeki meydana gelen degisme sebebiyle inaktif ya da daha az aktif

olabilmektedir. Eger hiicre mutasyon sonucu ihtiya¢ duydugu bir fenotipik
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ozelligi yitirirse genotipikteki bu degisiklik zararli ya da Oldiiriicii olabilir.
Bununla birlikte bir mutasyon faydali da olabilir. Ornegin mutant bir gen
tarafindan kodlanan enzim, hiicreye avantaj saglayan yeni bir aktiviteye sahip
olursa bu mutasyon ¢esidi nadir de olsa canliya dogal seleksiyonda avantaj
kazandirir (Saleh 1997; Cariello ve Piegorsch 1996).

Toksik maddelerin genetik materyal ile etkilesimi ve bunun sonucunda
meydana gelen mutasyon cesitleri, kromozom mutasyonlart ve gen
mutasyonlari(molekiiler diizeyde) olmak iizere iki farkli mekanizma ile

agiklanmaktadir.

1.3.1. Kromozom mutasyonlari:

Kromozom say1 degisimleri ve kromozom yap1 degisiklikleri olarak 2 ye

ayrilir.

1.3.1.1 Kromozom say1 degismeleri

Canlilarin kromozom sayilar1 cinsten cinse, hatta tiirden tiire degisiklik
gosterir ama her tiir i¢in sabittir. Mitoz ve mayoz boliinme sirasinda kromozomlar
bazen diizenli olarak ayrilamazlar ve kromozom sayis1 bakimindan farkli hiicreler
meydana gelir (Demirsoy 1992; Griffits ve ark. 1996).

Kromozom say1 degisimleri Andploidi ve Oploidi olmak iizere 2 ye ayrilir.

a) Anoploidi; normal kromozom setinde bir ya da birka¢ kromozomun
eksilmesine ya da eklenmesine denir. Organizma tam bir kromozom takimi degil,
bir ya da birden fazla kromozom kazanir ya da kaybeder. 3 'e ayrilir (Temizkan

1999; Demirsoy 1992; Sahin 1995). Monosomi, Nullosomi ve Polisomi' dir.

Monosomi; bir kromozom eksikligi olmasi durumudur (2n-1). Nullosomi; bir
takimda kromozomun homologu ile ile birlikte eksik olmasi yani bir kromozom
cesidinin - hi¢  bulunmamasi olayidir (2n-2). Polisomi; bir takimdaki

kromozomlarin birinin veya birkac¢inin artmasidir. Trisomik fertlerde kromozom
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sayis1 2n+1, tetrasomiklerde 2n+2, polisomiklerde 2n+3 diir (Klug ve Cummings

2003).

b) Oploidi; kromozom takimi sayisindaki degismedir. Bir takimdaki
kromzomlarin hepsinin birden sayisinin tam katlar halinde artmasi ya da
organizmada sadece tek takim kromozom bulunmasit seklinde olabilir.
Monoploidi, Poliploidi ve Endopoliploidi seklinde olusabilir (Klug ve Cummings
2003).

Monoploidi; normalde diploid olan bitki ve hayvan hiicrelerinde ender olarak
bazi bireylerin hiicrelerinde sadece bir takim yani n sayida kromozom bulunur. Bu
olaya monoploidi denir. Bdylece bireylere monoploid denir. Monoploidler
genellikle dolenmemis yumurtanin gelismesiyle olusurlar. Bir monoploidin germ
hiicreleri mayozu normal gegiremez, ¢iinkii kromozomlarinin eslenen ortaklari
yoktur. Boylece monoploidler karakteristik olarak kisirdirlar (Klug ve Cummings

2003).

Poliploidi; haploit kromozom takiminin ikiden fazla bulunmasina poliploidi
denir. Poiploidlerin adlandirilmasi kromozom takimi sayisina gore yapilmaktadir.
Triploit 3n, tetraploit 4n, pentaploit 5n, kromozomun bulundugu simgeler ve

isimlendirme bu sekilde devam eder. Poliploidi 3 gruba ayrilir:

Otopoliploidi; bir poliploidin sahip oldugu kromozom takimlarinin hepsi ayn1
tiire aitse meydana gelen duruma otopoliploidi (autopoliploidi) denir (Klug ve

Cummings 2003).

Alloploidi; bir poliploidin sahip oldugu genomlar birden fazla tiire ait ise

meydana gelen duruma alloploidi denir (Klug ve Cummings 2003).

Endopoliploidi; diploid olabilecek bazi hiicrelerin poliploit olma durumudur.

Bu tip hiicrelerde replikasyon ve kromozomlarin ayrilmasi, ¢ekirdek boliinmesi
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olmadan cereyan eder. Endopoloidi, endomitozis denilen islemin sonucudur

(Klug ve Cummings 2003).

1.3.1.2 Kromozom yap1 degismeleri (Kromozom mutasyonlari)

Bazen kromatidler, krossing over olmadan da par¢a degisimine (kazanilmasi
yada kaybedilmesi) ugrayabilirler (Demirsoy 1992). Kromozom kirilmalar1 ve
tekrar eslesmeleri sonucu kromozomlar yapisal olarak tekrar organize olurlar. Bu
degisimde kromozomun yapisinda farkliliga yol acar (Vural 1984; Sahin 1995;
Tatl1 1992).

Kalitsal bilgide degismelere yol agan olaylar kromozomlarin yapilarindaki
degismeler sonucunda da olusabilir. Bu olaylarda kromozom sayist ayni kalir.
Ancak kromozomlarda bazi parcalarin kaybolmasi, artmasi ya da yer degistirmesi
seklinde kalitsal madde degisiklige ugrayabilir (Demirsoy 1992; Griffits 1996).

Yap1 degismelerinin hepsinde o6nce kromozomda ya da kromozomlari
olusturan kromatidlerin birinde, bir ya da birden fazla kirilmalar olabilir.
Kirilmalar kendiliginden olabilecegi gibi; X 11, UV, Gamma(y) isinlart ve
kimyasal maddeler gibi dis etkenler tarafindan da olusabilir. Kromozom
kiriklarina neden olan etkenlere ‘Radiometrik etkenler’ adi verilir (Temizkan
1996).

Kromozom yap1 degisimindeki kirtlmalar iki sekilde meydana gelir. Bunlar
kromatid tipi kirilmalar ve kromozom tipi kirilmalardir. Kromatid tipi kirilma
kromozomun yalniz bir kromatidinde kirilma olmasidir. Kopan parga saglam olan
kardes kromatidin, yaninda ve ona c¢ok yakin olarak kalir. Bu tip kirilmalarin
cogunda kirik uglu pargalar yeniden birbirine yapisir. Kromozom tipi kirilmalarda
ise her iki kromatid aynmi noktadan kirilir, iki kirik u¢ meydana gelir ve
kromozomun biri sentromerli (sentrik), digeri sentromersiz (asentrik) olmak iizere
iki pargaya ayrilir. Kromozom yap1 degisiklikleri delesyon, dublikasyon,

inversiyon ve translokasyon gibi sekillerde meydana gelebilir (Temizkan 1996).

Delesyon; kromozomun parca kaybetmesi olayidir. Bazi arastirmacilar

kromozomun ucundan par¢a kopup kaybolmasina 'defisiyens', aradaki herhangi
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bir bolgeden bir parganin kopup kaybolmasina 'delesyon' olarak adlandirmislardir
(Temizkan 1996). Her iki sekilde de organizma bazi genlerini kaybetmis olur.
Kopan parga herhangi diger bir kromozoma baglanamaz, hiicre bdliinmesine de
katilamaz. Biiyiik bir olasilikla yeni olusacak ¢ekirdegin disinda kalir (Demirsoy
1992; Oraller 1990; Bozlan ve Bianchi 2000; Basaran 1983).

Delesyonda hiicre diploid ise, kaybolan genlerin alleleri kardes kromozom
lizerinde bulunacagindan oldiiriicii olmaz. Fakat gen dengesinin ve sonugta
fenotipin degismesine neden olur. Eger yitirilen parga ¢ok biiylik ise gen dengesi
tamamen bozulur ve 6liim meydana gelir. Erkeklerin X kromozomunda meydana
gelecek bu sekilde bir parga yitirilmesi, Y kromozomu iizerinde alleli olmadigi
icin 6liim gergeklesebilir. Parga yitirilmesi ile bazi canlilarin parazit ya da saprofit
yasama uyum gosterdikleri savunulmustur. Bu yolla bazi enzimler yitirilince,

zorunlu olarak parazitizim veya saprofitizm ortaya ¢ikar (Demirsoy 1992).

Dublikasyon; bir kromozom segmentinin kromozom iizerinde ¢ift olarak
tasinmasma dublikasyon denir. Dublikasyonda delesyonun tersine parga
cogalmasi vardir (Demirsoy 1992; Temizkan 1996; Sahin 1995).

Bu c¢ogunlukla, diizenli islemeyen bir krosing- overde meydana gelir. Normal
olarak ilk mayoz sirasinda es genler sinaps yaparlar. Ayrilirken normal bir
boliinme olmazsa kromotidlerden biri, o gen bakimindan diploit olur; digeri ise o
genden yoksun kalir (Klug ve Cummings 2003).

Dublikasyon, evrim bakimindan 6nemlidir. Ciinkii hiicreye ek DNA girmesini
ve bdylece orijinal gen kompleksini bozmadan mutasyonlarin meydana gelmesini
saglar. Genellikle zararl1 bir etkisi yoktur fakat bazen gen dengesini bozdugu i¢in

zararli sonuglar dogurabilir (Klug ve Cummings 2003; Demirsoy 1992).

Inversiyon; kromozomdan kopan bir parganin 180° ters ddnerek koptugu
bolgeye tekrar baglanmasidir. Inversiyonda genetik bilgi kaybi yoktur, sadece
dogrusal gen sirast yeniden diizenlenmistir. Kirilmadan o6nce, kromozomda
halkaya benzer bir yap1 olusur. Kirilmayla ortaya ¢ikan 'yapiskan ucglar' birbirine
yaklagir ve tekrar birlesir. Ters ¢evrilen parcga kisa ya da uzun olabilir, sentromeri

icerebilir ya da icermeyebilir. Ters cevrilen par¢a sentromeri igine almissa,
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inversiyon perisentrik olarak adlandirilir. Sentromer yeni diizenlenen kromozom
parcasinin igerisinde degilse bu tip inversiyona parasentrik denir. Parasentrik
inversiyonda, gen dizisi ters ¢evrildigi halde sentromerden uzanan kollarin boy
oran1 degismez. Bazi perisentrik inversiyonlarda, bunun tersine, kromozom
kollarmin uzunluklarinin birbirine orani inversiyondan sonra degisir (Klug ve
Cummings 2003).

Inversiyon gegirmis bir kromozom normal bir kromozomla sinaps yaptig
zaman, allel genler kars1 karsiya gelmedikleri i¢in diizensizlikler ortaya gikar.
Krosing- over meydana gelmez ve gen kombinasyonlarinda azalma ortaya ¢ikar.
Cok yakin tiirler ve alt tiirler arasinda meydena gelen melezlemelerden bazi uygun
olmayan sinapslarin ortaya ¢ikmasinin en biiyiikk nedeni, dogada kromozom
degisiminin en yaygin sekli olarak goriilen inversiyonlar oldugu saptanmistir

(Demirsoy 1992; Oraller 1990; Sahin 1995; Klug ve Cummings 2003).

Translokasyon; homolog olmayan kromozomlar arasinda kromozom
pargalarinin yer degistirmesine translokasyon adi verilir. Kromozom pargasinin,
homolog kromozoma tasinmasi halinde ise verici kromozom delesyona, alicida
dublikasyona ugramis olur.

Basit translokasyonda, bir kromozomda tek bir noktada kirilma olur ve
parcalardan biri bir bagka kromozomun ucuna yapisir. Kromozom uglarinin
yapigkan olamama 6zelligi nedeniyle basit translokasyon olduk¢a ender goriiliir.
Interkalar translokasyonda kromozomlarin birinde iki yerde, bir baskasinda ise tek
noktada kirilma olur ve aradan ¢ikan parga tek noktada kirilma olur ve aradan
cikan parca tek noktada kirigin oldugu kromozomun o bdlgesine eklenir.
Karsilikli translikasyon ise en fazla rastlanan ve en iyi arastirilmis olandir. Bu
tipte, iki ayr1 kromozomda birer kirilma olur ve kopan pargalar birbirinin yerine
gecer (Demirsoy 1992; Sahin 1995; Basaran 1983).

Translokasyonlar, yeni gen kombinasyonlarini ve hiicrede DNA miktarinin
degismesini sagladigi icin evrimsel olarak dnemlidir (Demirsoy 1992, Sahin 1995;
Klug ve Cummings 2003). Translokasyonlar insanda ¢ogu kez cesitli fenotipik
anormallikler meydana getirirler, diisiiklere veya dogumdan sonra birkag ay i¢inde

6lime yol agarlar ( Bagaran 1983; Klug ve Cummings 2003).
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1.3.2. Gen mutasyonlari

Bir tek gende meydana gelen mutasyonlara gen mutasyonlar1 denir.
Kromozom mutasyonlarinda birden fazla gen s6z konusu iken, gen
mutasyonlarinda degisiklik bir gen ile sinirhidir (Ates 2002).

Gen mutasyonlar1 kendi igerisinde degisik sekilde smiflandirilmaktadir.
Bunlardan biriside fenotip etkilerine ve genetik materyale etkilerine gore

siiflandirmaktir (Ates 2002).

1.3.2.1 Fenotipe etkilerine gore gen mutasyonlari: Somatik mutasyonlar,

morfolojik mutasyonlar ve besinsel mutasyonlardir.

a) Somatik mutasyonlar; gamet olmayan hiicrelerde meydana gelen
mutasyonlara denir. Somatik mutasyonlar nesilden nesile aktarilmaz, sadece
meydana geldigi bireyi etkiler. Gelismenin erken evrelerinde meydana gelen
somatik mutasyonlar ¢ok sayida hiicreyi etkilerken, olgunlagmis bireyde ortaya
¢ikan somatik mutasyon daha az hiicreyi etkiler. Gametlerde meydana gelen
mutasyonlar nesilden nesile aktarilir ve bunlar germ line mutasyonlar1 olarak ifade

edilir (Ates 2002).

b) Morfolojik mutasyonlar; bu cesit mutasyonlara goriilebilen mutasyonlar
da denir ve genlerde meydana gelen degisiklik morfolojik olarak fark edilebilir.
Ornek olarak memelilerde goriilen albino durumu verilebilir. Albino durumunda
sag, cilt ve gozlere koyu renk veren melanin pigmentinin liretilmesinde anahtar rol
oynayan tirozinaz enzimi kodlayan gen kusurludur. Bu nedenle melanin
tiretilmez.

Drosophila’da goriilebilen beyaz goéz (normalde kirmizi), kivrik kanat ve
yuvarlak olamayan(bar) gozlilik morfolojik mutasyonlardir.
Mikroorganizmalarda mutasyonlarin neden oldugu morfolojik degisiklik bir tek
organizmadan degil, koloniden fark edilebilir. Streptococcus pneumoniae R

tipinin diiz olmayan koloni olusturmasi, petite olarak isimlendirilen mutant
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mayanin normalden daha kiiciik koloni teskili 6rnek olarak verilebilir (Ates

2002).

¢) Besinsel mutasyon; bazi mikroorganizmalarin normal tipleri (yabani tip)
sadece tuzlar ve glukoz ihtiva eden minimal besi ortaminda yasamlarini
stirdiiriirken, bu organizmalarin bazi tipleri minimal ortamda yasamlarini devam
ettiremezler ve ilave maddelere gereksinim duyarlar. Ornek bio E.coli ve leu coli,
E. coli’ nin bu mutant tiplerinde séz konusu maddeleri sentezleyen enzimi

kodlayan gen kusurludur (Ates 2002).

1.3.2.2 Genetik materyale etkilerine gore gen mutasyonlari

Nokta mutasyonlar1 olarak da ifade edilen bu mutasyonlar DNA iizerine
etkilerine gore alt gruplara ayrilir. Bunlar bir gende bir veya birka¢ bazin
degismesi, ilavesi veya delesyonu seklinde ortaya ¢ikabilir. Nokta mutasyonlarina
da bir genin mutant alleli ile normal olan yabani tipi arasinda sadece bir baz ¢ifti
bakimindan farklilik olabilir. Genetik materyale etkilerine gére gen mutasyonlari;

(Klug ve Cummings 2003).

a) Yanhs anlamh (missense) mutasyonlar; gendeki bir baz degisikligi bir
kodonun anlamini bir amino asitten baska bir amino aside degistirir. Yanlis
anlamli mutasyona en iyi 6rnek orak hiicreli anemidir. Bu hastalikta eritrositlerde
bulunan ve oksijen tastyan bir protein olan hemoglobinde kusur vardir. Bu
nedenle eritrositler orak seklinde olur. Normal bireylerin hemoglobini HbA, orak
hiicreli bireylerin hemoglobini HbS olarak belirtilir. Her iki hemoglobin tipi de o
ve B zincirlerinden meydana gelir. Ancak B zincirinde HbA da 6. pozisyonda
glutamik asit bulunurken, ayni pozisyonda HbS valin amino asidine sahiptir. Bu
bir tek amino asit degisikligi HbS tasiyan eritrositlerin orak seklini almasina
neden olmaktadir. Amino asitlerdeki degisikligin nedeni ise P zincirini kodlayan

gendeki mutasyondur (Klug ve Cummings 2003; Ates 2002).
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Sekilde goriildiigi gibi HbA’ daki timinin adenine de§ismesi, glutamik asit

kodonunun valin kodonuna degismesine neden olmus ve HbS yapisina valin

girmistir.
Normal HbA geni CTC HbS geni CAC
! !
mRNA GAG GUG
! !
Glutamin valin

Orak hiicreli anemi Orta Afrika populasyonunda olduk¢a yaygindir.
Homozigot durumunda Oldiiriicii olan bu hastalik heterozigot durumda bireyi
sitma hastalig1 parazitinin eritrosit icerisinde ¢ogalmasini Onleyerek koruyucu

olmaktadir (Ates 2002).

b) Cerceve kaymasi mutasyonlari; DNA’nin yapisina yeni niikleotidlerin
ilavesi veya DNA’nin yapisindan birkag niikleotidin c¢ikmasiyla olusan
mutasyonlara ¢er¢ceve kaymasi mutasyonlar1 denir. Cerceve kaymasi
mutasyonlarinda bir veya birka¢ niikleotidin yapiya ilavesi veya c¢ikmasi
kodonlarin okunusunu degistirir (Klug ve Cummings 2003).

Cerceve kaymasi mutasyonlarinda, genin iirlinii protein insersiyon veya
delesyon bolgesinden itibaren normal proteinden farklilik gosterir. Insersiyon
veya delesyon genin 5’ ucuna yakin ise mutant genin {iriinii inaktif, 3’ ucuna

yakinlik durumunda ise {iriin kismen aktif olabilmektedir (Ates 2002).

¢) Transisyon; bir baz ¢iftinin baska bir baz ciftine degismesidir. En ¢ok
rastlanilan mutasyon tipidir. Bu degisimde, bir piirin bazi yerine bagka bir piirin
bazi, bir pirimidin baz1 yerine baska bir primidin bazi geger (Klug ve Cummings
2003).

Spontan olarak transisyonun meydana gelisinde DNA’nin yapisindaki 4 bazin
tautomerik form degisikligi etkilidir. Tautomerik form degisikligi, bazlarda

bulunan bazi H atomlarinin yerlerini degistirmesiyle ortaya ¢ikar (Ates 2002).
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-NH; , amino grubu > NH imino grubuna

-C=0, ketoformu > C-OH enol formuna degisebilir.

Gegici olarak meydana gelen tautomerizm baz eslesmelerini degistirir.
Ornegin Adenin —-NH, grubu tastyan formu normalde timinle eslesir. A-T

Ancak imino formuna doniismiis A,C ile eslesir. Bu durumda T,C ye
degismistir. Diizeltme olmazsa, bir sonraki replikasyonda, Adenin amino formuna
donerek karsisina T alabilir. A-T ile C ise G ile eslesir. Ve G-C meydana gelir.
Sonugta meydana gelen yeni DNA ¢ift sarmalinin birisi AT yerine G-C ihtiva eder
(Ates 2002).

d) Transversiyon; transversiyonda bir piirin bazi ile bir primidin bazi veya
bir primidin baz ile bir piirin baz1 birbirlerinin yerine geger (Klug ve Cummings
2003).

Normal hiicrelerde bulunan c-Ha-ras geni (proto-onkogen) ras proteini
denilen G-proteini kodlar. G —proteinleri gibi ras proteini GTP baglar ve hiicreyi
stimiile eder. Sonra da GTP’yi hidroliz ederek sinyali sonlandirir. Normal
fonksiyon yapan c-has-ras geninde G—T transversiyonu, ras proteininde glisin
yerine valin ge¢mesine neden olmakta ve bu durumda GTP hidroliz
edilememektedir. Hiicre bdliinme kontroliinii  kaybetmekte ve  siirekli
boliinmektedir (Ates 2002).

Bunlarm disinda birgok nokta mutasyon tipi vardir. Ornegin sessiz (silent)
mutasyonda bir amino asidi kodlayan kodon, yine ayni amino asidi kodlayan
baska bir kodona doniisebilir. Fakat bunun organizmaya zarar1 yoktur. UCA ve
UCG kodonlart serini kodlar. UCA — UCG ye degisimi proteinin yapisinda
degisiklige neden olmaz. Ayrica genler arasi bolgede ve intronlarda meydana
gelen mutasyonlarda genin {riiniinii etkilemediginden organizmaya zararsizdir
(Demirsoy 1992; Klug ve Cummings 2003).

Anlamli bir kodonunun stop kodonuna doniismesine neden olan mutasyona

anlamsiz (nonsense) mutasyon denir (Klug ve Cummings 2003).
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Bir mutasyonun neden oldugu degisiklik, ikinci bir mutasyon etkisiyle
diizeltiliyorsa, bu ikinci mutasyona baskilayict mutasyon denir. Baskilayici
mutasyon ile birinci mutasyon ayni gen ic¢inde olursa gen i¢i (intragenic), farkl
genlerde olursa gen dis1 (intergenic) baskilayict mutasyon olarak isimlendirilir

(Ates 2002).

1.4. DNA ONARIMI

DNA'nin nesilden nesile degismeden kalmasi, molekiiliin iki 6nemli
ozelliginden kaynaklanir. Birincisi; DNA molekiiliiniin dogru olarak kendini
replike etmesi, ikincisi; DNA molekiiliinde olusabilen hasarlarin cesitli tamir
mekanizmalariyla giderilmesidir. Verilere gore genler oldukca kararlidir ancak
cesitli nedenlerden dolayr DNA 'da bazi degisiklikler olabilmektedir. Aslinda
diisiik oranda mutasyon genetik cesitlie neden olmakta, genetik cesitlilikte tabi
seleksiyonun ham materyalini olusturmaktadir. Yapilan hesaplamalara gére 200
000 yi1lda bir ancak gende bir mutasyon olmaktadir. Mutajenler tarafindan DNA'
da hasarlar olusabilmektedir. Bu hasarlar tamir edilmezse mutasyonlar meydana

gelebilir (Ates 2002; Klug ve Cummings 2003).

1.4.1. Fotoreaktivasyon ile onarim

Sistem fotoreaktivasyon enzimi (PRE) olarak adlandirilan bir proteinin
aktivesine baglidir. Bu molekiil E. coli hiicrelerinin 6ziitlerinden elde edilir.
Enzimin aktivasyon sekli timin dimerleri arasindaki baglar1 kirmaktir. Boylece
UV radyasyonunun DNA iizerindeki etkisini tersine c¢evirir. Enzim bir dimere
karanlikta baglanabilirken, dimeri kirmak i¢in bir 151k fotonunu absorbe etmek
zorundadir. UV radyasyonunun etkilerini tersine cevirmek icin diger onarim

sistemleri olan insan ve diger dkaryotlarda bu onarim yoktur (Klug ve Cummings

2003).
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1.4.2. Alkilasyon hasarmin onarimi

Alkilleyici ajan olarak bilinen mutajenler, memeli hiicre DNA’sindaki
bazlarin ya da fosfatlarin reaktif bolgelerinde bulunan, N- ya da O- atomlarina
metil ya da etil gruplarimi aktarirlar (Calleja ve ark. 1999). Alkillenen bazlar
yanlis baz eslesmeleri yapar. DNA meydana gelen bu hasar, metil transferaz
enzimi ile 6zgiin bir sekilde onarilir. Bu enzim hatali bazlar1 degil, sadece onlara

bagli metil gruplarin1 kopararak uzaklagtirir (Russel 1998).

1.4.3. Kesme-¢ikarma onarim yolu

Tim prokaryotik ve Okaryotik organizmalarda bulunur. 3 asamada

gergeklesir.

1) Bozuk bdlge veya hata taninir ve enzimatik olarak bir niikleaz
tarafindan kesip-¢ikarilir.

2) DNA polimeraz I, saglam zincirdeki niikleotidlere uygun olarak
bosluklar1 doldurur.

3) DNA ligaz ile ¢entik yapistirilir ve bosluk tamamen kapanir (Klug ve
Cummings 2003).

Iki tip kesip-¢ikarma onarimi vardir.

1.4.3.1 Baz kesip-¢cikarma onarimi (BER)

Bu onarim DNA bazlarimin spontan hidrolizi ve onlar1 kimyasal yolla
degistiren etkenler nedeniyle olusan azotlu bazlarin hasarinin onarilmasiyla
ilgilidir. Onarimin ilk basamaginda kimyasal olarak degisen bazin DNA
glikozilazlar tarafindan taninmasi vardir. Enzim bazla seker arasindaki glikozidik
bag1 koparir ve aprimidinik (AP) bolge olusturur. Bazi olamayan bu tiir bir seker,
daha sonra AP endoniikleaz olarak adlandirilan bir enzim tarafindan taninir.
Endoniikleaz, AP bdlgesinin seker omurgasinda bir ¢entik olusturur. Bu durum

DNA sarmalinda kesip-¢ikarma onariminca taninan bir biikiilme yaratir, aktive
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edilen kesip-cikarma onarimi hasar1 diizeltir (Turner ve ark. 2004; Klug ve

Cummings 2003).

1.4.3.2 Nukleotit kesip-cikarma onarimi (NER)

Baz kesip-¢ikarma onarimi DNA'daki modifiye bazlar1 tanir ve degistirirken,
NER UV tarafindan uyarilan primidin dimerlerini ve DNA'daki biiyiik lezyonlar1
onarir. Nukleotit kesip-¢ikarma onarimi uvr gen iirlinleri, DNA'daki lezyonlarin
tanist ve kesip ¢ikarilmasiyla ilgilidir. Onarim daha sonra DNA polimeraz I ve
DNA ligaz tarafindan tamamlanir (Turner ve ark. 2004; Klug ve Cummings
2003).

Okaryotik NER 'de DNA hasarinin teshisi ve kesip ¢ikarimu,
transkripsiyon faktor TFIH' yi de kapsayan en az 18 polipeptid faktoriinii igine

alan karmagik bir islemdir (Turner ve ark. 2004).

1.4.4. DNA polimeraz proofreading ile onarim

DNA polimeraz III bir hata-okuma islevine sahiptir.  Polimerizasyon
esnasinda hatali bir niikleotid yerlestiginde enzim kompleksinin hatay1 tanima ve
hatali niikleotidi keserek degistirme ve onu geri dondiirme potansiyeli vardir

(Klug ve Cummings 2003).

1.4.5. Yanhs eslesme onarimi (Mismach Onarim = MER)

Kesip-¢ikarmanin 6zel bir formu olan yanlis eslesme onarimi, replikasyon
sirasinda ve hata-okumasindan kagmis olan herhangi bir yanlis baz eslesmesi ile
ilgilenir (Turner ve ark. 2004).

MER' de degisiklik veya yanlis eslesme taninmali, dogru olmayan
niikleotidler ~ uzaklastirilmali,  dogru  niikleotidlerle  yer  degistirme
gerceklesmelidir. Fakat yanlis eslesme diizeltilmesiyle ilgili olarak ozel bir
problem vardir. Onarim sistemi hangi zincirin dogru (replikasyonda kalip) ve

hangisinin yanlis eslesmis bazi (yeni sentezlenmis zincir) bulundurdugunu nasil
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tantyacaktir? Eger yanlis eslesme taninir fakat ayrimi yapilmazsa ve kesip-
cikarma rasgele yapilirsa, dogru bazi tasiyan zincirin kesip ¢ikarilmasi sansi esittir

(Klug ve Cummings 2003).

1.4.6. Rekombinasyonel onarim

Primidin dimeri gibi herhangi bir ¢esit lezyon bulunduran DNA replike
olurken, DNA polimeraz 6nce lezyonda duraklar ve sonra yeni sentezlenen zincir
boyunca bir bosluk birakarak onun {izerinden atlar. Buna bir yanit olarak RecA
proteini rekombinasyonel bir degis-tokus islemi yiiriiterek baslangicta hasarsiz
komplementer zincirde bulunan bir segmenti bu bosluga sokup onu tamamlar. Bu
islem "verici" zincirde bir bosluk birakir. Bu bosluk daha sonra, replikasyon

ilerlerken onarim sentezince doldurulur (Klug ve Cummings 2003).

1.4.7. SOS onarim mekanizmasi

E. coli 'de UV radyasyonu, alkilleyici ajanlar DNA' da bir hasar yaptiklarinda
SOS cevabi denilen karmagik bir sistemi uyarirlar. DNA sentezi esnasinda, bir
lezyonun {stliinden atlamak yerine sistem DNA polimerazin lezyon karsisinda
replikasyonunun  devamina olanak veren kosullari1 hazirlar.  Bosluk
olusturulmazken, replikasyon dogrulugundan fedakarlik edilerek uyum saglanir
bu nedenle sistem " hataya-meyilli" olarak tanimlanir (Klug ve Cummings 2003).

1.4.8. Cift zincir kiriklarinin onarimi

Iyonize radyasyona maruz kalan DNA sarmalinn her iki zincirinin kirilmasi
durumunda bu onarim mekanizmas1 devreye girer. Bakterilerde ve Okaryot
hiicrelerde meydana gelir. Bu sistem iki DNA parg¢asinin yeniden birlesmesinden
sorumludur. Bu onarim yolu bozukluklari, immiin yetmezlik ve X-1sm1 asirt
duyarliligina neden olur (Turner ve ark. 2004).

Replikasyon sonrasi onarima benzer sekilde, ¢ift zincir kirik onarimiyla
ilgili bir yola homolog rekombinasyonel onarim adi verilir. Ciinkii hasarli DNA

gercekten de hasarsiz homolog DNA ile degistirilir. Bu bir zorunluluktur. Ciinkii
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her iki zincirde kirildigindan onarim esnasinda komplementer DNA zinciri olarak
kullanilacak hasarsiz atasal bir zincir bulunmamaktadir. Bundan dolay1, homolog
bolgesinde mevcut olan genetik bilgi hasarli ¢ift zincir kirigin yerine gecmede
kullanilir. Hasarsiz homolog bolge rekombinasyonla fiilen hasarli DNA molekiilii
icine yerlestirilir. Siireg, genellikle hiicre dongiisiinii S/G2 faz1 sonlarinda
gergeklesir (Klug ve Cummings 2003).

Ayn1  onarim tipini basaran homolog olmayan; nonhomolog
rekombinasyonel onarim olarak adlandirilir. Onarim esnasinda mekanizma DNA

nin homolog bolgelerine gereksinim duymaz (Klug ve Cummings 2003).

1.5. Genetik Toksikoloji Testleri

1.5.1. Bakteriyal yontemler

Fiziksel ya da kimyasal ajanlarin DNA'da meydana getirdigi hasar, bakteriyal
mutasyonlart 6lgebilen kisa zamanli testlerle saptanmaktadir. Bakteriler gecelik
kiltiirlerinde ¢ok sayida gelisirler ve nadir mutasyonel olaylarin saptanmasina
olanak saglarlar. Ayrica bakteriyal genetik bilgi ve deneyimlerin artisi, cesitli
ajanlara karsi yabani tiplerden daha hassas olan 6zel bakteri mutantlarinin
olusturulmasina olanak saglamistir.

Mutajenite test sistemleri i¢inde, kisa zamanli bakteriyal testler daha basit,
hizli ve ekonomik olmalari nedeniyle genel kabul gérmektedir. Kisa zamanl

bakteriyal testler iginde en dnemli olanlar1 (Gatehouse ve ark. 1990):

1.5.1.1 Ames (Salmonella/Mikrozom) testi

Ames testi 1970' lerin basinda Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan
gelistirilen ve daha sonra yaygin olarak uygulanmaya baslayan bir mutajenite
testidir (Maron ve Ames 1983, Lee ve ark. 1994).

Salmonella/mikrozom testi, bakteriyal mutasyon testleri iginde detaylar1 en iyi
bilinen ve karakterize edilen, gegerliligi, uygulanma kolayligt ve hassasligi
nedeniyle en fazla kabul gorerek tercih edilen ve giiniimiizde de siklikla kullanilan

bir yontemdir (Gatehouse ve ark. 1990; Russell 1998; Friedberg ve ark. 1995).
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Test organizmasi olarak kullanilan Salmonella typhimurium, histidin geninde
olusturulan farkli mutasyonlarla (hisG, his C, ya da his D), gelismek igin histidin
gereksinimi duyan degisik tipte oksotrofik mutantlara doniistiiriilmiistiir. Ayrica
histidin mutantlarina ek olarak bu mutantlara baz1 diger mutasyonlar ilave edilir
(Erkan 1992).

Bu testin temeli, yapay Salmonella typhimurium' m histidin sentezleme
yeteneklerini kaybetmis (his=oksotrof) olan suslarin test bileseni ile muamele
edildikten sonra ikinci bir mutasyon gecirip his™ hale geri doniismesine dayanur.
Geri dontisen (revertant) bakteri kolonileri sayilarak degerlendirilir. Fakat
normalde de mutajenlere maruz kalmadan spontan olarak geri doniisebilen
bakteriler olmaktadir. Mutajenik etkiden bahsetmek icin spontan revertant koloni
say1lmasi gerekir (Maron ve Ames 1983; Erkan 1992).

Bir mutant sus, tek bir baz degisimi seklinde nokta mutasyona sahip iken,
kendiliginden ya da bir mutajen uyarisiyla yabani tipe doniistiigiinde, transisyon
ya da transversiyon seklinde mutasyon gecirmis olmaktadir. Ames yonteminde
pozitif sonu¢ veren bir ajan i¢in, insan ya da diger memelilerde mutajenik veya
karsinojeniktir denilemez. Bakteriyal mutasyonun pozitif olmasi, ajanin
potansiyel zarart konusunda bir On wuyar1 anlami tasir. Ayrica yiiksek
organizmalarda yapilacak daha kapsamli calismalari yonlendiren O6nemli bir
belirtectir. Ames testi bu sebeple diinya ¢apinda pek ¢ok laboratuvarda rutin
olarak uygulanmaktadir (Erkan 1992).

1.5.1.2 SOS (umu) testi

Umu test sistemi, kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini saptamak amaciyla
kullanilan kolorimetrik, bakteriyel bir test sistemidir (Quillardet ve Hofnurng
1985). SOS-cevap esas alinarak gelistirilmistir. Regiilator bir sistem olan SOS
sistemi, DNA hasar1 ile indiiklenebilen sistemler i¢inde ilk olarak karakterize
edilmis olan en kapsamli, en kompleks ve en iyi anlasilmis sistemdir (Oda ve ark.
1985). Umu test sistemi, diger SOS-cevap genlerinden ¢ok daha dolaysiz bir
sekilde mutagenesisle ilgili oldugu diisliniilen umu operonunun ifade edilme

diizeyini saptamaya dayanir. Umu operonunun ifade edilme diizeyi umuC-lacZ
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fiizyonu araciligiyla olusturulan B-galaktosidaz aktivitesinin ol¢lilmesiyle saptanir
(Oda ve ark. 1985). B-Galaktosidaz aktivitesinde kontrole gore en az 2 katlik bir
artisin gdzlenmesi, umu test sisteminde, kimyasalin mutajenite agisindan pozitif

olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (Quillardet ve Hofnurng 1985).

1.5.1.3 E.coli lac I mutasyon test sistemi

Bakterilerde meydana gelen mutasyonlarin genetik ve molekiiler analizinde
kullanilan bir ileri mutasyon yontemi olup ilk kez 1983'de Miller ve arkadaglari
tarafindan FE.'coli de gelistirilmistir (Friedberg ve Hanawalt 1995).

Bu sistemde laktoz operonundaki repressorii kodlayan lac I geninde olusan
mutasyon fenotip tizerindeki yansimasi belirlenerek degerlendirilmektedir. Lac I
mutasyonlarini i¢eren gen bolgesi bakteriden alinarak bir plazmite ya da M13 faji
klonlama vektoriine aktarilarak, vektorler ¢ogaltilarak ¢ok sayida mutant DNA
kopyasi elde edilerek, dizi analizi yapilmaktadir (Giliven 1999).

Bakteriyal testler, prokaryotik hiicrelerdeki 0zgiil mutasyonlar1 belirleme
Ozelligine sahip oldugu icin, genis c¢apli genetik hasarlar1 ve DNA’s1
kromozomlarda organize olmus daha yiiksek yapili organizmalardaki genetik
degismeleri belirlemede yetersiz olmaktadir. Ayrica diploit dkaryotlarin iireme
hiicrelerindeki kalitsal genetik riskleri saptamada da gilivenilir sayilmazlar. Bu
nedenle genellikle memeli hiicrelerinin kullanildig1 in vivo ve in vitro test

yontemleri gelistirilmistir.

1.5.2. Sitogenetik yontemler

Sitogenetik ¢aligmalar, cevresel olarak ya da ¢alisma ortaminda klastojenlere
ve radyasyona maruz kalan belirli populasyonlar i¢in (Barquinero ve ark. 1993)
bireysel olarak etkilenme dozunu saptamak i¢in kullanilabilmektedir (Fender ve
Wolf 1998). Bu testler in vivo olarak laboratuvar hayvanlarinda in vitro olarak da
insan kan l6kositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve sperm hiicreleri ile c¢esitli

kiiltiir hiicrelerinde uygulanabilmektedir. Cogunlukla da, farkli tipteki genetik
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hasarlarin gosterilmesinde siklikla tercih edilen, kisa zamanli lenfosit kiiltiirtinde

gerceklestirilmektedir. Bunlardan en 6nemlileri;

1.5.2.1 Yapisal kromozom bozulma testi (Kromozom Aberasyon Testi=

CA)

Andploidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom bozulmalari ile kromozom tipi,
kromatit tipi kopmalar ve anormal birlesme gibi yapisal bozulmalar ¢ok yaygin
olarak, boliinen hiicrelerin metafazda olanlarin1 kolsemid ya da kolsisin gibi bir
tiibilin polimerizasyon inhibitorii kullanarak tutuklama ile saptanmaktadir. Bu test
kisaca hiicreler metafaz sathasinda incelenerek kromozom hatalarinin ortaya

cikarildig sitogenetik bir yontemdir ( Akman 1983).

1.5.2.2 Mikronukleus testi (MN)

Mikroniikleus hiicre ¢ekirdegi disinda stoplazmada yer alan cekirdek orjinli
kiiciik kiiresel bir olusumdur. Mikroniikleus mitotik hiicrelerdeki kromozom
fragmentlerinden ya da anafazda gec¢ kalarak her 2 kardes cekirdege dahil
olamayan kromozomlardan kaynaklanir. Mikronukleusun igerdigi kromozomal
fragmentler; oncelikli ig ipligi kinetokor ya da diger mitotik aparatlarin fonksiyon
kaybindan, kromozom alt birimlerinde olusan hasarlardan, hiicresel fizyolojideki
degisimlerden ve mekanik pargalanmalardan kaynaklanmaktadir. Mikronukleus
iceren hiicre sayisindaki artis, maruz kalinan klastojenik (DNA’y1 hedefler,
kromozom kirilmalarina sebep olur ) veya andjenik (kromozom sayisinin
degisimine etkilidir, genellikle DNA’y1 hedef almaz ) ajanlarin genotoksik
etkilerini yansitan bir biomarkerdir (Fenech 2000).

Insan populasyon c¢alismalarinda MN  sikligi, c¢ok yaygin olarak
fitohemaglutinin (PHA) ile stimiile edilmis periferal kan lenfositlerinde
belirlenmektedir. En sik kullanilan metot ise mitojenle stimiile edildikten sonra
sitoplazma bdliinmesi engellenen hiicrelerin  sayiminin yapildig1 sitokinez-

engelleme mikronukleus (CBMN) teknigidir. Mikronukleus sikliginin
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belirlenmesinde her 6rnek i¢in her 1000 hiicredeki MN sayilarak hesaplama

yapilmaktadir (Fenech 2000).

1.5.2.3 Kardes kromatid degisimi (SCE) testi

SCE testi toksik madde - DNA etkilesimini agiga ¢ikarmadaki duyarliligi ve
genotoksik kimyasallarin kiiltiire edilmis ya da muamele edilmis hayvanlardan
alman hiicre Orneklerinde SCE sayisini 6nemli Olc¢lide arttirmasi sebebi ile
bireysel olarak maruz kalinan genotoksik karsinojenlerin kan lenfositlerinde
yarattig1t DNA hasarii belirleyen bir indikator olarak kullanilmaktadir (Albanesi
ve ark. 1998).

Replike olan bir kromozomun iki kardes kromatiti arasinda, DNA’nin
karsilikli degisimi seklinde olugan mutasyonun saptanmasi prensibine dayanir.
SCE’nin tesvik edilmesi DNA sentezinin basinda maksimum iken, S fazinin
sonunda tamamen biter. Degismeler homolog lokuslarda meydana gelir ve
kromozom morfolojisinde bir farklilik olusturmaz. SCE olusumunda DNA
ipliginin kirithip (kopup) tekrar birlestigi bilinmekle birlikte mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamistir. DNA ile kovalent baglanan ya da DNA
metabolizmasina ve onarimina engel olan maddeler ¢ok etkili sekilde SCE’yi
tesvik etmektedirler (Albanesi ve ark. 1998).

SCE yonteminin prensibi, kardes kromatidlerin birbirine kontrast saglayacak
sekilde boyanmasina dayanir. Kardes kromatidlerde meydana gelen parga
degisimi, boyanma farkliligindan hemen anlasilir. Bu ydntemle sadece
kromozomlarda olusan yapisal degisimler gézlemlendiginden dolay1 SCE yontemi

siirli amagclar i¢in kullanilir (Lee ve ark. 1994; Saleh 1997).

1.5.3. DNA hasar1 ya da gen mutasyonlarim saptayan yontemler

1.5.3.1 Comet (Single Cell Gel Elektrophoresis ) testi

Comet testi hiicre metafaz sathasinda incelenerek kromozom hatalarinin

ortaya ¢ikarildig: sitogenetik bir yontemdir. Bu yontem, DNA iplik kirilmalar1 ve
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capraz baglanma gibi DNA hasarlar1 ile DNA onarim bolgelerindeki hatalari, bir
mikrojel sistemi kullanarak belirleyebilmektedir (Ostling ve Johanson 1984;
Singh ve ark. 1988). Uygulamada, kan l6kositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve
sperm hiicrelerindeki DNA hasarin1 belirlemek amaciyla in vivo ya da in vitro
olarak kullanilmaktadir.

Son yillarda, 6zellikle endiistriyel tiriinlerde de kullanimi hizla artan bir test
sistemidir. Hiicreler erimis agarozda siispanse edilerek lam yiizeyine yayilarak,
yiiksek konsantrasyonlu tuz ¢ozeltisi ve deterjan ile lizis edilmektedir. Serbest
kalan DNA noétral ya da alkali kosullarda elektroforeze tabi tutulur. DNA’nin
elektroforez ortaminda anoda dogru olan gocii tasidig1 hasar dl¢giisiinde farklilik
gosterir. DNA’daki hasar biiyiik ise, zerrecikler seklinde yaygin bir go¢ sergiler.
DNA’nin jel iizerindeki konumu uygun bir boyama yapilarak, flouresan ya da 151k
mikroskobu kullanilarak goriintiilenmekte ve olusan DNA kuyruklarinin
Olclilmesi ile maruz kalinan ajanin genotoksik potansiyeli hakkinda fikir

edinilmektedir (Albertini ve ark. 2000).

1.5.3.2 Mouse lymphoma testi

Fare Lymphoma hiicresi ileri mutasyon testinde, Timidin kinaz (TK)
aktivitesine sahip, L5178Y (TK+/+ or TK+/-) hiicreler test ajanlar1 ile muamele
edilirler. Hiicrelerin kendini ifade ettigi secici kiiltiir ortaminda, sadece mutant
hiicreler (TK-/-) segici ortam kosullarinda hayatta kalirlar ve test bileseninin
mutajenitesi, mutantlarin sayisindaki artis ile ortaya ¢ikar. Bu test, fare lenfoma
hiicrelerindeki, gen mutasyonlarini saptayabilen bir in vitro mutasyon yontemidir

(Oberly ve ark. 1997).

1.5.3.3 Muta mouse / Big blue yontemi

Test ajanina maruz birakilan farelerden DNA izole edildikten sonra, bu

DNA’lara, rekombinant bakteriyofajlar ile bakteri geni eklenir. Fare

genomundaki, bakteri gen {riiniiniin mutasyonel degisimi, mikrobiyolojik
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yontemlerle tespit edilerek, olusan gen mutasyonlar1 saptanabilmektedir. Bu test,

son yillarda gelistirilmis in vivo bir yontemdir (Oberly ve ark. 1997).

1.5.3.4 HPRT gen mutasyon testi

HPRT yontemi, somatik gen mutasyonlarinin in vivo ortamlarda pozitip olarak
secilmesi prensibine dayanir. DNA baz cifti degisimleri, biiyilk ya da kiigiik
captaki delesyonlari, inversiyonlar1 ve heterolog kromozom rekombinasyonlari
gibi genetik degisimleri biiylik 6lciide yansitma 6zelligine sahiptir (Albertini ve

ark. 2000).

1.6. Genotoksisite Calismalarinda Yeni Yaklasimlar

1980 den beri 150 den fazla farkli genotoksisite testleri bilimsel
calismalara kaynak sagladi.

Genetik  toksikoljide kullanilan metodlarda belirlenen bosluklara
uygulanabilecegi gozlenen ¢esitli teknolojiler Tablo 1.1 listelenir. Spesifik testler
teknolojiyle gelistirildi. Bu yeni metodlar yaygin test dizilerinin yerine gegme ya
da ilave olarak kullanilmasi seklinde degerlendirilir. Bu yeni testlerin dncelikli
avantaj1 herhangi bir dokudan DNA nin in vivo olarak daha fazla test edilmesine

izin vermesidir (Hayes 2001).
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Method

Ozellikler

Invivo Test Gelisimi

Polimeraz Zincir
Reaksiyonu
(PCR)

isolasyona,gogalmava ve
spesifik

endojen memeli genlerinin
analine izin veren spesifik
gen ¢ogalmalari

Fare ve ratlardaki HGPRT
geninde gen mutasyonu

Shuttle vektorleri

Spesifik DNA ipliklerinde
evsahibi organizmanin
genomik DNAsiyla biitiinlesen
kurtarilabilir vektor

gen mutasyonu i¢in
Transgenik fare ve
rat modelleri

DNA jel Bilesimin biiytikligii ve DNA iplik kirilmalart igin
elektrophorezi temeline dayali DNA y1 Comet deneyi

ayirmak igin ¢esitli jel

tiplerinin kullanimi
Flouresan Florosen boyanin kullanimi Kiigiik delesyonlari ve
Immiinokimyasal gen konumlarini belirlemek i¢in | diizenlemeleri belirlemek

boyamayla birlesmis
In sitii hibridizasyon

spesifik niikleotid zincieleriyle
birlestirildi

icin spesifik kromozom
haritalama ve testler

Cizelge 1.1. Teknoloji dnderliginde yeni genetik test metotlarinin gelismesi
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1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Genetik 0Ozelliklerin ya da gen faaliyetlerinin molekiiler seviyede
calisilabilmesi, onemli dl¢giide DNA veya RNA molekiillerinin giincel metotlarla
analiz edilebilecek miktarda bulunmasina bagldir. Ornegin, genlerin klonlanmasi
i¢cin az sayida molekiil yeterli olmasina ragmen, analiz edilebilmeleri i¢in uygun
hiicrelerde ¢ogaltilarak sayilarinin artirilmasi gerekmektedir. Mevcut molekiiler
analiz metotlar1 i¢in tahminen 10°-10° DNA veya RNA molekiilii (gen kopyast)
gerekmekledir. Tek bir gen kopyasinin analizi ise ancak in situ hibridizasyon gibi
sadece bir kac¢ 0zel protokol ile miimkiin olmaktadir. Dolayisiyla yakin zamana
kadar temel molekiiler biyolojik arastirmada amag¢, mevcut metotlarin
duyarlhiligini1 artirmak veya daha az miktarda molekiiliin analizini saglayacak yeni
yontemler gelistirmek olmustur (Dilsiz 2004).

1985 yilinda Kary B. Mullis tarafindan, niikleik asit dizilerinin degisik bir
yontem olan ve mevcut yontemlerin duyarliliginin artirilmasindan ¢cok DNA veya
RNA dizilerinin sayisal olarak artirllmasina dayanan, dolayisiyla mevcut
yontemlerle analiz edilebilmelerini saglayan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
gelistirilmistir. Bu yontem orak hiicre anemisinin tanisinin konulmasinda
uygulamaya konulmus ve 1993 yilinda kendilerine Nobel 6diiliinii kazandirmistir.
Bir fosilden veya faili meghul sanik tespitinde bir kan lekesinden gen klonlanmasi
veya DNA analizi i¢in yeterli miktarda DNA bulunmaz. Az miktardaki doku hatta
tek bir hiicreden elde edilen DNA miktarini arttirabilmek icin PCR
kullanilmaktadir. Ayrica viriis tarafindan heniiz yeni enfekte olmus olan kan veya
lenf icerisindeki etmen PCR ile teshis edilebilir. PCR, genomik DNA 'da dizisi
bilinen veya dizisi heniiz tespit edilmemis olarak klonlanan yabanct DNA'nin
cogaltilmasmi( amplifikasyonu) ve bunun dizi analizini tespit etmeye yarayan
onemli bir tekniktir. Giiniimiizde olduk¢a dnem arz eden insan genom projesi bu
teknik sayesinde yapilmaktadir (Dilsiz 2004).

PCR'nin 6nemli bir yonii 6zel bir DNA dizisini segip cogaltarak
istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasini dnlemesidir. Bu 6zellik sadece dizinin ta-
ninmasini kolaylastirmakla kalmaz, ek olarak DNA'nin analiz edilmesini de saglar

(Saiki ve ark. 1985 ve Dilsiz 2004).
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PCR, DNA'nin 6nemli 6l¢iide saflagtirilmasini gerektirmedigi icin, niikleik
asitlerle caligmada harcanan zaman ve emegi azaltmakta ve hiicresiz klonlama
(cell-free molecular cloning) olarak da adlandirilmaktadir (Saiki ve ark. 1985).

Analitik bir arag olan PCR bugiin mevcut en hassas aragtirmayi saglar.
PCR, uzunlular 2 kb (kilobaz) 'a kadar olan DNA ve RNA dizilerinin secilerek in
vitro ¢ogaltilmasini saglar ( Saiki ve ark. 1988).

PCR’1in temeli; DNA denatiirasyonu, primerlerin birlesmesi ve DNA
polimerizasyonu ilkelerine dayanir. Cogaltilmasi istenen DNA bdolgesinin her iki
ucunda belli sayida diziyi taniyan ve DNA'nin her iki zincirini de tamamlayici
olan bir baslatici oligoniikleotid (primer) ¢ifti zit ve birbirleriyle ¢akisan yonlerde
ilerleyen DNA sentezinin ¢ok sayida dongiide gergeklestirilmesinde kullanilir.
Her dongiide cift sarmalli DNA, iki yeni ¢ift sarmalli molekiiliin yapilmasini
saglar. Bu da teorik olarak her dongiide DNA dizilerinin sayisal olarak ikiye
katlanmasina yol agar (Kumar 1989). Boylece bir sonraki PCR devri i¢in kalip
sayist da iki katina ¢cikmis olur. ilk devir sabit bir 5' ucu ve degisken bir 3 ' ucu
olan bir DNA sentezlenmesi ile sonuglanir. Daha sonra sentezlenen DNA' nin her
iki ucu da sabitlenir. Ciinkii bu uglar ya primer sekanslarindan elde edilir ya da
primerler tarafindan belirlenir. PCR ile orijinal kalibin her iki molekiiliinden 2"
sayida yeni DNA kopyasi liretilir( Boylece DNA kopyalarinin sayist her dongiide
eksponensiyel olarak artar). 30 dongii sonunda tek bir DNA molekiiliiniin yaklasik
2.10° kez amplifikasyonu saglamr. Her DNA molekiilii, 20 devirde yaklasik
olarak bir milyon DNA molekiilii olusturabilmektedir. Verim orani ise deney
basina her devirde yaklasik %85’dir. Bu durum 20 devirde genel verimin 10° ‘dan
yaklagik 2,2x105 (1,8520)’e diismesine neden olmaktadir. Enzimin tanimasi
gereken DNA molekiiliindeki artis ve tekrar tekrar 1sinma sonucu enzim
aktivitesindeki azalma nedeniyle devir sayis1 arttikca verimde azalmaktadir (Saiki
ve ark. 1985; Beceril ve ark. 2001).

PCR yoOnteminin uygulanmasi i¢in tam ve dogru bir baz dizisi bilgisine
ihtiyag duyulmaktadir. Yontem ¢ok duyarli oldugu i¢in ¢ok kiiciik miktardaki
kontaminasyon bile yanlis sonuglara neden olur. PCR ¢alismalarinda diger bir
dezavantaj ise her primer ciftinin kendine 6zgii birlesme ve uzama kosullarina

sahip olmasidir. Bu kosullar; 1s1, devir uzunlugu, primer yogunlugu, Mg
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konsantrasyonu, enzim ve DNA miktaridir. Uygun primer se¢imi PCR’in
basarisin1 etkileyen en onemli faktordiir. Genellikle 15-30 baz uzunlugunda
sentetik oligoniikleotidler kullanilir. Ideal bir primerde G-C oram1 % 50 olmals,
amplifiye edilecek kaliba 6zellikle 3> ucuna uymalidir. iki primer hemen hemen
ayni erime Ozelliklerine sahip olmali ve birbirinin tamamlayicist olmalidir. Ayrica
hedefteki tek olan dizilere hibridize olmamalidir (Kumar 1989; Mullis ve ark.
1987).

PCR caligmalarinda o6nceden insan genomik DNA’sindaki spesifik
bolgeleri amplifiye etmek i¢in Echerichia coli’'nin DNA polimeraziin Klenow
fragmenti kullanilmistir. Ancak zincirlerin birbirinden ayrilmasi i¢in gerekli
yiiksek sicaklikta bu enzim aktivitesi kaybettigi i¢in, her dongiiniin denatiirasyon
asamasindan sonra enzim eklenmesi gerekmektedir. Zor olan bu asama, Thermus
aquaticus adi verilen ve sicak sularda yasayan bakterilerden izole edilen sicakliga
dayaniklt Tag DNA Polimerazin kesfi ile ortadan kalkmistir. Taq DNA polimeraz
832 amino asite sahip bir proteindir. Taq DNA Polimerazin kullanilmaya
baslanmasiyla, gerekli olan maddeler tek bir tiip icerisine konularak, reaksiyon
termal cycler adi verilen cihazda kolayca gerceklestirilir. Klenow fragmenti ile
elde edilen amplifikasyon f{iriinlerinin uzunluklart 400bp iken, Taq DNA
polimeraz ile sentezlenen iirlinlerin uzunlugu yaklasik 10 kb dir (Erlich ve ark.
1991). Bu arada Taq DNA polimeraz enziminin aktivitesi i¢in ortamda serbest
magnezyum iyonlarina ihtiya¢ vardir (Dilsiz 2004).

PCR ile sag teli, sperm ve degisik dokulardan elde edilen az sayidaki
hiicreden DNA amplifikasyonu yapilabilmektedir. Ayrica parafinlenmis dokular
ve kan i¢inde bu yontem uygulanmaktadir (Mullis ve ark. 1987).

Parafinle fiske edilmis dokularin DNA kaynagi olarak kullanildigt
metotlarin gelismesiyle kliniksel ¢calismalarda PCR uygulanmasi artmistir (Kumar
1989).

Zarar gormis, kirilmis DNA kalibinin kullanimi bazen kaginilmazdir.
Boyle DNA’lar arkeolojide ve adli tipta kullanilmaktadir. Saiki ve ark. 1985
yilinda Brezilyada bulunan iskelet kalintilariin Hitler donemi Almanya'da

n

Yahudilerin tutuldugu Auschwitz Kampimin "Oliim Melegi " olarak bilinen Dr.

Josef Mengele' ye ait olup olmadigi DNA parmak izi analizi ile tespit edilmeye
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calistlmistir. Bu amacla eser miktarda ve parcalanmis haldeki DNA femurdan
izole edilmistir. Mengele'nin oglu ve karisinin da DNA 'lar1 elde edilmis ve bu
DNA'larin 10 farkli bélgesinde yapilan karsilastirma sonucu analiz edilen kemigin
Mengele' ye ait oldugu anlasilmistir (Dilsiz 2004).

PCR yontemi, niikleotid sirasi bilinen dizi bolgelerinin disinda kalan
bolgelerin ¢ogaltilmasinda da kullanilmaktadir. Ters donmiis PCR olarak
adlandirilan bu yontem; cogaltilacak olan diziler in vitro yuvarlatma ile ters
cevrilip, ayr1 bir bolgede yeniden agilir. Boylelikle niikleotid siras1 bilinmeyen bir
dizi, siras1 bilinen iki dizi arasinda kalmis olur. Niikleotid siras1 bilinen diziler
primer baglanmasi i¢in kullanilarak niikleotid siras1 bilinmeyen dizilerin
cogaltilmasini saglamaktadir (Triglia ve ark. 1988).

Amplifikasyon protokoliiniin kii¢liik modifikasyonlariyla PCR, dizi analizi
icin kalip gorevi gorecek tek iplik iriinlerinin olusturulmas: icin de
kullanilabilmektedir. Ayrica, PCR genetik haritalarin olusturulmasinda da
kullanilir (Erlich ve ark. 1991).

DNA daki niikleotid dizileri, tiirlerin oldugu kadar, organizmalarin veya
viriis flogenisinin evrimsel gegmisinin belirlenmesi yoniinden bir¢ok 6nemli bilgi
igerir. Farkli bireylerden almman genlerin niikleotid dizilerine dayali olarak
filogenetik agaclarin  olusturulmas1 i¢in ¢esitli  bilgisayar programlari
gelistirilmistir. PCR yontemi kullanilmadan 6nce bu kadar onemli bilgiler giin
1s181a ¢ikamiyordu (Erlich ve ark. 1991).

Her birey genetik olarak essizdir. Cogu DNA bireyler arasinda ¢ok az
degisir. Fakat var olan varyasyonlarin bazilar1 genetik hastalikla sonuclanabilir.
Ancak, kromozomlarin 'silent' kisimlar1 bireyde higbir etkiye sahip olmayan ¢ok
cesitli bolgeleri icerir. Kromozoma yayilmis bu bolgeler 'minisatellitler' olarak
adlandirilir. Bu minisatellitler belirlenme prosediirleri DNA parmakiziyle her
bireyin belirlenmesine izin verir. DNA probu kullanilarak birey, populasyon, ya
da tiir DNA parmak izleri olusturulabilir (Savva 1998).

DNA parmak izleri ¢esitli metodlar kullanilarak agiga ¢ikarilabilir. DNA
ya bagli DNA parmak izlerinin olusumu i¢in kullanilan metodlarin bazilari:
microsatellite probu ya da tek lokus probuyla DNA hibridizasyonu. Bdyle

metodlar Ornekten DNA izolasyonunu ve DNA yariklariyla restriksiyon
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enzimleriyle jel elektrophorezi ile olusan milyonlarca farkli fragmentleri
olusturmay1 igerir. Her bir DNA fragmentindeki duble helixin iki ipligin ayrilmasi
takip eder. Sauthern Blotting kullanilir. Bu yontemin fazla miktarda saf DNA ya
ihtiyac1 olmasindan ve dogru DNA probunun se¢ilmesi icin DNA iplik bilgisinin
bazi miktarlarina ihtiyag duyulmasindan dolayr dezavantaja sahiptir.  Bu
problemlerin ¢ogudan PCR a dayali parmak izi metotlarinin kullanilmasiyla
kacilabilir (Savva 1998).

Kalitsal hastaliklarin  birgogunun teshisi restriksiyon parga uzunlugu
polimorfizmine baglidir. Degigsken bir kesilme noktasinin varligi veya yoklugu
ailede mutasyonun hangi bireylerde oldugunu gostermektedir. Bu ydntemin
giivenirliligi ilgilenilen gen ile tanitici bolge arasindaki uzakliga baglidir. Bu iki
bdlge birbirine ne kadar yakin ise, mutasyon tastyan kisilerin tayini o kadar dogru
olmaktadir. Mutasyonlarin bu sekilde iki bolge arasindaki baghlik analizi ile
teshis edilmesi yeterli miktarda (yaklasitk 1-10 pg)  genomik DNA’nin
bulunmasina; restriksiyon enzimleri ile DNA’nin kesilmesi, jel elektroforezi,
Southern blot ve restriksiyon parca uzunlugu poliformizmi haplotiplerinin
radyoaktif DNA problar1 ile taninmasina baglidir. Bu zaman alict ve pahali
protokole karsi PCR, daha az miktarda DNA kullanilarak polimorfik bélgelerin
cogaltilmasimi saglamaktadir. Polimorfik veya diagnostik bdlge dogrudan c¢o-
galtilmis DNA'nin restriksiyon enzimi ile kesilmesi ve elektroforetik analizi ile
gozlenmektedir. Heterozigot durumlarda alellerin her ikisi de goriilmektedir.
Bilinmesi gereken polimorfik bdlgenin etrafindaki DNA dizisidir. Bu diziyi elde
etmek icin kosmid klonlama ve dizi analizi gerekmektedir. Her ne kadar bugiine
kadar dizi analizi yapilan polimorfik bdlgelerin sayist az ise de, yakin gelecekte
bu saymin artacagi tahmin edilmektedir. Bu metodun ilk basarili uygulamasi
faktor VIII genindeki polimorfik restriksiyon bélgelerin ¢ogaltilmasi ile hemofili
A tanisinda olmustur. Sistik fibrosizin dogum oncesi tanisinda da bu yontem
kullanilmaktadir. PCR ayrica Y kromozomuna ait bdlgelerin ¢ogaltilmasi ile
dogum Oncesi cinsiyet tayininde de kullanilmakladir ( Saiki ve ark. 1988).

Patojen organizmalarin DNA'larinin  teshisi de PCR'nin basariyla
uygulandigr diger bir alandir. Serviks kanserleri ile iligkisi oldugu gozlenen insan

papiloma virlis (HPV)'liniin hiicredeki varligi PCR ile gosterilmekledir. Ayrica, T
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hiicresi lenfoma viriisti tip I (HTLV-I) ve insan bagisiklik eksikligi virtisii
(HIV) gibi bazi insan retroviriisleri de bu  ydntemle cogaltilip
taninabilmektedir ( Saiki ve ark. 1988).

PCR'nin 6nemli uygulama alanlarindan birisi de hastaliklara duyarlilig1
saglayan genetik polimorfizmlerin incelenmesidir. Otoimmiin bozukluklar,
yuksek tansiyon, koroner kalp hastaliklar1 gibi karmasik c¢ok gene bagh
hastaliklarin mekanizmalarinin anlasilmasi ve bu hastaliklarin heniiz klinik 6ncesi
sathada iken taninmalari, belirli DNA ve protein isaretlerin (marker) bulunmasina
baglidir. PCR'nin 6nemi, bilinen veya hastaligin ortaya ¢ikmasinda rolii oldugu
diisiiniilen haplotip dizilerinin ¢ogaltilarak kolay incelenmesini saglamasindadir.
Bu diziler hastaliga yakalanma riskini gostermede veya hastaligin
mekanizmasinin anlagilmasinda 6nemli olabilir. Kolesterol metabolizmasi ile ilgili
olarak proteinlerin gen yapisinin erken arteriosikleroz ve koroner Kkalp
hastaliklarina yakalanmada farkli risk faktorlerini tayin ettigi gosterilmistir ( Saiki
ve ark. 1988).

PCR'nin diger bir uygulamasi da populasyon genetigi ve epidemiyoloji
alanindadir. Kisiler arasinda alkol, ilag vs. gibi ¢evre faktorlerine kars1 duyarlilik
farklari, eger bu duyarliliga neden olan genler biliniyorsa, DNA c¢ogaltilmasi ile
hizla analiz edilebilecektir. Bu alanda ilk uygulama farkli simif I alkol
dehidrogenaz (ADH) alellerinin taninmasi ve populasyonda ADH izoenzimin'in
dagilimmin incelenmesi olmustur ( Saiki ve ark. 1988).

Kanser arastirmalarinda PCR, onkogenlerin ve tiimor baskilayici
genlerdeki spesifik somatik mtasyonlarin ve kromozom anormalliklerinin
belirlenmesinde de rol oynamaktadir. Cesitli kanser tiirlerindeki ras
onkogenlerindeki bilinen mutasyonlarin belirlenmesi PCR ile gerceklestirilmigtir.
Philadelphia kromozomu olarak alandirilan spesifik bir genetik anormallik olan
kronik miyeloid 16semi(CML), belirlenen ilk kanser tiiridiir. Bu kromozomal
translokasyonda abl ve bar genleri birlesirler ve olusan fiizyon transkripti PCR ile
belirlenebilmektedir ( Saiki ve ark. 1988).

Adli tipta, zan altinda bulunan kisinin dogrulanmasinda; su¢ yerindeki bir
kil, birka¢ deri hiicresi veya bir damla kandan PCR ile amplifiye edilen 6zgiil

DNA segmentindeki baz siralamasi, zan altindaki kisinin DNA'sindaki baz
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dizilimi ile karsilagtirilmaktadir. Babalik tayininde ise; ¢ocuktaki babadan gelen
insan lokosit antijen (Human Leucocyte Antigen= HLA ) gen dizilimi ile
babaninki karsilastirilarak ¢ocugun babaya ait olup olmadig1 sdylenebilmektedir (

Dilsiz 2004).

1.7.1. PCR asamalan

PCR 3 asamada ger¢eklesmektedir.
1. DNA ipliklerinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon)
2. Primerlerin birlesmesi (annealing)

3. Primerlerin uzamasi (extension)

DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon) asamasinda, sicaklik
ile ¢cogaltilmak istenen DNA c¢ift iplikten tek iplige doniisiir. Genellikle kullanilan
denatiirasyon 1s1s1 94°C dir (Palumbi 1996). Boyle yliksek 1silarda sarmallar1 bir
arada tutan hidrojen baglarmin ayrilmasi i¢in DNA denatiire edilir ( Saiki ve ark.
1988).

Primerlerin birlesmesi (annealing) asamasinda DNA i¢in sesifik olan ve
primer adi verilen oligoniikleotid, ilk evrede elde edilen DNA tek sarmali
tizerinde kendisine tamamlayici olan niikleotid dizisi ile birlesir. Primerler hedef
DNA’nin amplifikasyonunu baslatmak i¢in kullanilir. Bu sebeple primer (6ncii)
olarak adlandirilir. Primerin baglanmasi sirasinda 1s1 40-60°C ye dustriiliir.
Pimerlerin baglanmasi icin gereken 1s1 ve siire amplifikasyon primerlerinin
konsantrasyon ve uzunluklarina baglhdir ( Saiki ve ark. 1988).

Primerlerin uzamasi (extension) asamasinda tamamlayict diziyle birlesen
primer hibritlestigi te sarmalin karsiligini1 sentezler. Bu sentez igin termostabil
ozelligi olan Thermus aquatis adli bakteriden elde edilen 7ag polimeraz enzimi
kullanilar. Primerlerin uzamasi asamasinda 2 kb uzunlugundaki bir amplifikasyon
tiriind i¢in yeterli kabul edilir ( Saiki ve ark. 1988).

PCR tekniginde bu ii¢ temel asama bir dongliyii olusturur ve bu dongii 25-35
kez tekrarlanir. Bu dongiiniin her tekrarlaniginda iki primer arasinda kalan 6zgiin

DNA pargasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmig olur. Bu dongiiler
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sonunda elde edilen PCR firiinlerinin tanimlanmasinda agaroz jel elektroforez
yontemi kullanilir. Elde edilen iirtinler agaroz jel kullanilarak elektroforezle
ayristirtlir ve DNA  zincirleri ethidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole 1sik
kaynaginda floresans vererek goriiniir hale getirilir. 100 baz ¢iftinden daha kii¢lik
molekiillerin ayriminda agaroz jel elektroforezi yetersiz kaldigi icin, bunlarin
ayriminda poliakrilamit jel elektroforezi yapilmasi gerekmektedir. Agaroz jel
elektroforezide, jel hazirhigindaki agaroz derisimi DNA molekiillerinin

yiirlimesini etkileyen en énemli bir faktordiir. (Tablo 1.2) (Maniatis 1989).

Jeldeki agaroz miktari Etkili ayirma yapilabilecek DNA molekiil
(g/100ml) Biiyiikliigii (bp)
0.3 5000-60000
0.6 1000-20000
0.7 800-10000
0.9 500-7000
1.2 400-6000
1.5 200-3000
2.0 100-2000

Cizelge 1. 2. Agaroz jel elektroforezinde jeldeki agaroz derisimi ve bu derigimlerde etkili ayirma

yapilabilecek DNA molekiil biiyiikliikleri
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1.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna Dayali Markerler

Ozellikle PCR temelli molekiiler markerler kompleks genomda DNA
analizi i¢in yararhidir (Beceril ve ark. 2001). DNA parmak izi c¢aligmalarinda
kullanilmak tizere ¢ok sayida molekiiler marker gelistirilmigtir. Bu markerlerden
baglicalar1 DAF, STS, SSR, AFLP, RAPD dir.

DAF, genomun ayrilmis pargalarinin ¢ogaltimina baslamak i¢in, ¢ok kisa
rasgele secilmis oligontikleotidler (yaklasik 5 niikleotid uzunlugunda) kullanilir ve
karakteristik parmak izi olusturur. RAPD ye gore diisiik primer konsantrasyonu,
minimum primer uzunlugu ve yiiksek baglanma derecelerinde reaksiyonu
gerceklestirir (Probhu ve ark. 1996).

DAF, birbiri ile ¢ok yakin olan organizmalarin parmak izi, adli tip,
taksonomik ve filogenetik g¢aligmalarda kullanilabilmektedir. Ancak bu teknikte
¢ogalam i¢in dizinin bilgisine ihtiya¢ duyulmaktadir (Caetano ve ark.1994).

STS (Dizi Etkili Bolgeler) markerleri, uygulamada radyoaktif problamaya
gerek duymaz. STS markerleri molekiiler haritalamada herhangi bir genin yerini
hizli bir sekilde belirleyebilir (Mclean 1994).

SRS=VNRT (Basit Dizi Tekrarlar1) markerleri, yiiksek miktarda
polimorfik olmalari, kodominant olmalari, PCR yoluyla hizli ¢ogaltmaya olanak
saglamalar1 ve bilinen primer dizileri sayesinde 6teki marker uygulamalarindan
daha kullanighdir ( Saghai ve ark. 1994).

AFLP (Amplifiye Fragment Uzunluk Polimorfizmi), genomik DNA' nin
restriksiyon enzimleriyle kesimi sonucu olusan parcalarin bir kisminin selektif

amplikasyonu esasina dayanir (Tautz 1994).

1.8.1. Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD-PCR)

PCR teknolojisinin kesfinden sonra DNA polimorfizmini meydana ¢ikarmak
icin gelistirilen molekiiler markerlerden biri olan Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA (RAPD) markerleri Williams ve arkadaglar1 (1990) tarafindan belirtilmistir
(Waugh ve Powel 1992).
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RAPD yo6nteminde, izole edilen DNA'nin ¢ok kii¢iik miktar1 (~25ng) PCR
yontemiyle cogaltilir. Sicaklik 95°C yiikseltilerek DNA denatiire edilir. DNA
cogaltiminda genomik DNA'nin belirli bolgelerine homolog olan primer dizileri
(tek iplikli diziler) DNA sentezini baslatmada rol oynar. Yiiksek sicaklikta aktif
olan Taq polimeraz enzimi ile iki primer arasinda kalan DNA bdlgesi ¢ogaltilir.
Elde edilen iirtinler ethidyum bromid ile boyanmis jelde yiiriitiillerek DNA
fragmentleri UV altinda incelenir (Maniatis 1989).

RAPD teknigi tek, rasgele, 10 bazlik DNA oligoniikleotid primerini PCR
yoluyla genom bdlgesini amplifiye etmek i¢in kullanilir. Primerin baglanma
bolgesinin genom iizerinde rasgele dagilmis oldugu diisliniiliir ve bu bolgedeki
polimorfizm amplifikasyon tirlinlerinin farkli olmasiyla sonuglanir ve bir tiir
parmak izi olusur. Bu da tiir i¢i ve tiirler arasi benzerlik Olgiimiiniin
hesaplanmasinda RAPD verilerinin kullanilmasina olanak saglar. Bu teknigin
metodolojisi basittir. Etkili, kolay, hizli, duyarli olmasi ve ozellikle genom
belirsizlikleri gibi problemlere uygun olmasi sebebiyle ¢ok farkli alanlarda
uygulanmaktadir (Becerril ve ark. 2001). Genetik cesitlilik, tiirler arasindaki
iligkiler, popiilasyon yapisi, soyagaci, genetik haritalama, pesti sitlere karsi
direngli geneler ve cinsiyet markerleri gibi pek ¢ok farkli konunun
arastiritlmasinda yaygin olarak kullanilabilir (Harris 1999; Atienzar ve Jha 2006).

RAPD markerleri biyo-gesitlilikle ilgili cogu ¢alismalarda kullanilmistir. Cok
sayida farkli kombinasyonlarda RAPD marker olusturabilme olasiligt ve bu
markerler kullanilarak yapilan PCR tekniginin basitligi bu tip ¢alismalarin tesvik
sebebidir (Harris 1999).

RAPD ve ilgili metodlar malignant hiicrelerde genomik degiskenligi
belirlemenin yararlt oldugunu kanitladi. Genomik degiskenlik nokta mutasyonlari,
kromozomlarin yeniden diizenlenmesi, delesyon ve insersiyon gibi molekiiler
olaylar icerir (Atienzar ve Jha 2006).

RAPD mutasyonlar kadar DNA hasarin1 (DNA adduct, DNA kirilma) genis
oranda belirlenme potansiyeline sahiptir. Kanser ¢alismalarinda RAPD ve ilgili
metotlar degismis bilginin Oncelikli bilgisine ihtiyagc duymadan es zamanh
belirlemeye ve genomik degisikliklerin klonlanmasina izin verir (Atienzar ve Jha.

2006).
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RAPD profilinde olusan ilgili bantlarin analizleri sadece genomik
degisiklikle ilgili olan molekiiler olaylarin bazilarin1 belirlemekle kalmaz ayni
zamanda genlerin Ozellikle malignansinin baslama ve gelismesinde oynadigi
anahtar rolii kesfeder. Yani, cevresel kirleticilerin potansiyel genetik etkilerini
aciklamak i¢in, gosterim metodu olarak RAPD deneyinin kullanimi ve DNA
adduct, gen mutasyonu ya da sitogegenetik etkilerin Olc¢lilmesi gibi ¢ok daha
spesifik metodlar1 uygulamak giiclii bir strateji olabilir. Biitiin gen seviyesindeki
etkileri yansitan bu deneyler (RAPD ve ilgili teknolojiler) ortaya g¢ikan
tekniklerin( bireysel genlerin ifadelerini 6l¢gmek amaciyla yapilan mikroarray)
kullaniminda tamamlayicisi olarak devam edecektir (Atienzar ve Jha. 2006).

Wolf ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada; bant yogunlugu, bant artis-
azalis ve bant sayisini temel alan RAPD parmak izinin 3 temel tipi ele alinir.
Ekotoksikolojik makale drnekleri siki standart sartlar altinda, RAPD tekniginden
toksikolojinin popiilasyona genetik etkilerinin baslangic degerlendirmeleri ic¢in
yararlanilabildigini gostermistir (Wolf 2004).

Primer tanima bdlgesinin varlik/yokluk durumu, primerin
tamamlanmasi/tamamlanmamasi1 ya da primer bolgeleri arasindaki uzakliga baglh
olarak DNA profillerinin sonuglar1 bireyler arasinda farklilasabilir. Bu nedenle
nokta mutasyonlari, inversiyon, delesyon, ilave ya da sekilsiz kromozomal
diizenlemelerin primer tanima bdlgesinin varlik/yokluklugunu etkilemesi
durumunda RAPD bantlar1 kaybolur ya da kazanilir (Wolf 2004).

Invitro hiicre sistemleri kullanilarak genotoksik etkilerin belirlenmesi risk
degerlendirme prosediirlerinde son derece yararli olabilir. Bu amagla Beceril ve
arkadaslar1 (2001) yaptig1 bir ¢alisma da, RTG-2 hiicre siralar1 ile ¢esitli balik
ciftliklerinden alinan gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss) bireyleri
arasindaki genetik benzerlik RAPD teknigi ile ¢alisilmistir. Her iki sistemin
sasirtict benzerligi genotoksik ajanlarin in vitro genetik degisiklikleri belirleyen
RAPD teknigi sayesinde kanitlanmistir ( Becerril 2001).

Theodorakis ve arkadaslarinin(1998) yaptig1 ¢aligmada genotoksikantlara
maruz birakilmis sivrisinek baliklarindaki genotip ve DNA iplik kiriklari

arasindaki iliski RAPD teknigi kullanilarak belirlenmistir. (Theodorakis 1998).
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1.8.1.1 RAPD markerlarinin avantajlari

RAPD ve ilgili metodlar hibridizasyon temelli geleneksel metodlara oranla
sayisiz avantaj sunar. Arastirilacak genomun Oncelik bilgisine ihtiya¢ duymaz. Bu
deney cok az materyal kaynagina ihtiya¢c duyar. Tek rasgele oligoniikleotid
primerleri kullanilir. Yiiksek oranda duyarliliga sahiptir, ucuzdur, genetoksik
etkilerin belirlenmesi i¢in sayisiz avantaj sunar (Atienzar ve Jha 2006).

RAPD mutasyonlar kadar DNA hasarini1 (DNA adduct, DNA kirilma) genis
oranda belirlenme potansiyeline sahiptir. Kanser ¢alismalarinda RAPD ve ilgili
metotlar degisen bilginin Oncelikli bilgisine ihtiyagc duymadan es zamanh
belirlemeye ve genomik degisikliklerin klonlanmasina izin verir (Atienzar ve Jha
2006).

Radyoaktif olamayan ve basit bir deneysel kuruluma gerek duyan bir tekniktir.
RAPD ' de kullanilacak uygun kisa primerler ticari olarak elde edilir. Bir termal
dongii cihazi, agaroz jel diizene§inden baska O6zel bir ekipman gerektirmez

(Rafalski ve Tingey 1993).

1.8.1.2 RAPD markerlarmin simirlari

RAPD markerlarinin en biiyiik dezavantajlarindan biri; bu markerlarla yapilan
PCR ' i ortam sartlarindaki ufak degisikliklerden ¢ok kolay etkilenmesidir.
MgCl,, DNA gibi reaksiyon bilesenlerine ve dongii sicakliklarina hassas
olmasidir. Bu hassaslik RAPD profillerinde bir probleme neden olabilir (Williams
ve ark. 1993; Wolf ve ark. 2004).

Elde edilen iirtin profilinin karsilagtirilan gruptaki genetik farkliliktan mi
yoksa ortam sartlarindan m1 kaynaklandigindan emin olmak zordur. Bu sebeple
her marker i¢in yapilan PCR ' in birka¢ kez tekrarlanmasi ve hepsinden ayni
sonucu elde ettikten sonra veri degerlendirmesi uygundur (Williams ve ark. 1993).

Ikinci bir smirlama RAPD bantlarimin dominant/resesif karakterlerinden
ortaya cikar. Sonug olarak heterozigotlar dominat allellerin homozigotlarindan

ayrilamazlar (Wolf ve ark. 2004).
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Ucgiincii olarak, olusan genomik cesitligin ¢esidi bilinmez. Dordiincii olarak,
RAPD beklendigi kadar rasgele genom gozlenmeyebilir. Cogu RAPD primeri
diisiik sicaklikta basarili bir annealing icin yliksek GC igerigine sahip oldugu goz
Online alinirsa, onlar genom karsisina dagitilamayan GC-zengin bolgelerini
gostermeye egilimli olabilir. Sonug¢ olarak ¢ogalmanin rasgele olmasi nedeniyle,
cekirdek ve organel DNA' s1 PCR siiresince ¢ogalabilir. Ornegin, Aagaard ve
arkadaslar1 Douglas fir (Pseudotsuga menziesii) i RAPD parmak izleri
bantlariin yaklasik %19 unun organel DNA si igerebilecegini gosterdi. Cekirdek
DNA' sindan olugan RAPD bantlarinin aksine, cogaltilmig organel fragmentleri
Mendel markerlar olarak kabul edilemez. Cilinkii onlar haploittir ve klonal olarak
kalitsaldir. Bu yiizden organel DNA ¢ogalimi RAPD parmak izlerinin yorumunu
giiclestirebilir (Wolf ve ark. 2004).

Biitiin bu problemlerin her bir PCR da blanklarin kullanimi, rekabet¢i PCR,
southern blot, ¢ogaltilmis iriinlerin zincir analizi gibi tekniksel yollarla ya da
elektropforetik ayrimin gelismesiyle ve bant boyama prosediirleriyle iistesinden
gelinebilir (Wolf ve ark. 2004).

Cogu uygulamalarda biiyiik kullanisliga sahip olmasina ragmen, RAPD nin
ayiric1 Ozelligini azaltan problemlerden biri de kalip DNA' y1 icermeyen negatif
kontrol reaksiyonlarda taklit (sahte) amplifikasyon {irlinlerinin ortaya ¢ikmasini
icerir. Cogalma problemlerini arastiran ¢ogu c¢alisma, sonuglarin artefact,
kontaminasyon ya da genomda mutasyon sebebiyle oldugunu 6nermistir. RAPD
profilleri ¢ogalamadigi zaman, arastirmacilar varyasyonun bdyle bir olaymn
olustugunu gosteren higbir delil olmamasina ragmen artefact sebebiyle olustugunu
talep etmislerdir (Atienzar ve Jha 2006).

RAPD profillerinde olusan degisikliklerin tam belirlenmesi ¢oziilememistir.
Gergektende, DNA lezyonlariin ve mutasyonlarinin farkli tipleri RAPD
profillerinde (6rnegin, bant yogunlugundaki degisim, bant varli ve yoklugu) ayni

tip degisimlere neden olabilir (Atienzar ve Jha 2006).



50

1.8.1.3 RAPD Optimizasyonu

a)Profillerin ¢cogalabilmesi; bazi calismalarda RAPD deneyinin ¢ogalabilme
azlig1 bazi arastirmacilarin bu deneyin giivenli olmadigini 6nermelerine yol
acmustir. Ancak, bdyle bir sonuca varilamadan Once c¢esitli parametrelerle
dogrulugu kanitlanmalidir. Ornegin, 6rnegin ekstrakte edilen DNA' nin kalitesi
temel rol oynar. Zayif kalitede genomik DNA c¢ogaltilamayan 6rneklere neden
olacaktir. Ayni sekilde DNA konsantrasyonunun degerlendirilmesi &nemlidir.
Cinkii DNA'nin farkli miktarlariyla yapilan RAPD deneyi farkli profillere
(6rnegin, iiretilen bantlarin ¢cogunlugu ve bant yogunlugundaki farkliliklar) neden
olacaktir. DNA konsantrasyonunun ¢ok azi (0.D<0.1) DNA konsantrasyonunun
oldugundan fazla degerlendirilmesine ve 260/280 nm oranin diisiik olarak
degerlendirilmesine sebep olabilir. Magnezyum, dNTPs, Tag enzimi vb.gibi diger
parametrelerde 6nemli rol oynar.

RAPD prosediiriiniin ¢ogu sartlarinin iyi olusturulmasi sonuglari etkileyebilir.
Ornegin, farkli termostabil DNA polimeraz ya da termal déngiiler gesitli RAPD
profilleri olusturabilir (Atienzar ve Jha 2006).

b)Profillerdeki annealing sicakh@nin etkisi; cogu uygulamalarda
kullanilmasina ragmen, RAPD metodunun rasgele dogasi rahat sartlar1 nedeniyle
elestirilir. Nispeten diisiik annealing sicakliklar1 (34-36°C) RAPD deneyinde
primer baglanma olaymin maksimum sayida ger¢eklesmesini garantilemek i¢in ve
analitik amagla ¢ogaltilmis DNA fragmentlerinin fazla sayida son jenerasyonlarini
elde etmek i¢in kullanilir. Ancak DNA hibridizasyonuna eslik eden siki sartlarin
azligr sahte c¢ogalma formlarina neden olabilir. Bu baglamda, annealing
sicakligimin ardisik olarak artirilmast ve /veya DMSO kullanilmast RAPD
sartlarinin giivenligini artirmada 6nemlidir.

Yiiksek annealing sicakliginda (48-52°C) , spesifik olmayan reaksiyonlar
azaltilir. Eger polimorfizmi belirleme duyarliligi tehlikeye girmeyecekse yiiksek

annealing sicaklig1 tercih edilebilir (Atienzar ve Jha 2006).
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c)Profillere her bir PCR kimyasalimin etksisi; DNA 'nin saflik etkisi PCR
reaksiyonunun basarili bir sekilde gerceklestirilmesinde etkilidir.

DNA kalip konsantrasyonu genomik profillerin yeniden ¢ogaltilmasinda
onemlidir (Atienzar ve ark. 2000).

Primer konsantrasyonu 0.1 ve 0.5uM arsinda optimaldir. Yiiksek primer
konsantrasyonlarinda istenen iiriinler elde edilemez. Primerler kendi aralarinda
birleserek primer-dimer yapilarini meydana getirebilirler (Innis ve Gelfand 1990).

Enzim konsantrasyonu; 7ag DNA polimeraz i¢in tavsiye edilen konsantrasyon
diger bilesiklerin optimum olmasit durumunda 100ul reaksiyonda 1-2.5 {inite
arasindadir (Innis ve Gelfand 1990).

Deoksiniikleotid Trifosfatlar; stok dNTP konsantrasyonlar1 pH 7.0 olmalidir.
5-10 mM dNTP iceren stok c¢alismalar Onerilir. Diisiik dNTP konsantrasyonu
hedef olmayan yerlerde yanlis primer se¢imini minumuma indirir ve yanlig
birlesim niikleotidlerin ¢ogaltma ihtimalini azaltir. Hedef dizinin konsantrasyonu
ve uzunlugu i¢in uygun olan diigiik ANTP konsantrasyonuna karar verilir (Innis ve
Gelfand 1990).

Magnezyum konsantrasyonu; primerlerin birlesmesinde, PCR f{irlinleri ve
kalip DNA ipliklerinin ayrilma sicakliginda yabanci primer-dimer olusumuna,
enzim aktivitesine ve dogruluguna etki eder. Mg® miktar1 toplam dNTP

konsantrasyonunun 0.5-2.5 mM {izerinde olmalidir (Innis ve Gelfand 1990).

1.9. Calismada Kullanilan Maddeler

Calismamizda Benzo [a] piren (B[[!]P), mitomisin-C (MMC) ve etil
methansulfonat (EMS) maddeleri kullanilmugtir.

1.9.1. Benzo [a] piren

Bazi cevresel kimyasal kirleticiler mutajenik ve karsinojeniktir. Bunlarin
onemli bir gurubu poli aromatik hidrokarbonlardir. Bir organizma tarafindan
maruz kalinan ya da alinan poli aromatik hidrokarbonlar DNA' ya yapisan bazi

elektrofilik metabolitlere enzimatik olarak donistiiriiliirler. Bunlar DNA'nin
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yapisinda degisiklige neden olurlar. Ornegin, monooksijenaz ve epoksid hidrolaz
enzimlerin kombine hareketi sayesinde, benzo[ a] piren benzo[a] piren-7,8-diol-
9,10-epokside ye doniistiiriiliir. Olusan bu iirlin DNA'nin ya guanin ya da alkali-
labile apiirinik bolgelerine stabil kovalent adductlar olusturan yiiksek reaktif
elektrofildir. Yiiksek dozlarda hatta algak dozlarda bile maruziyet devam ederse
organizma benzo [a] piren'nin bu reaktif metabolitlerini inaktif ya da viicut digina
atmada ya da DNA hasarin1 tamir etmede basarisiz olur. Bu durum ozelikle
dokularda iyilesmenin yavaslamasina ya da yetersiz kapasitesinin olusmasina
neden olabilir. (Savva 1998).

Cesitli endiistriyel triinlerde ve komiir katraninda bulunan benzo [a] piren
giiniimiizde c¢ok etkili karsinojenik bilesiklerden biri olarak bilinmektedir ve
cevresel olarak sigara dumani ve otomobil eksoz gazi gibi benzo [a] piren kaynagi
olan bilesiklerde ¢cok yaygin olarak bulunmaktadir. Benzo [a] piren metabolize
edilmemis dogal yapisiyla reaktif olmayan nonpolar bir bilesik olup, bu yapisi
nedeniyle DNA ¢ift ipligindeki bazlar arasina hidrojen baglarn kurarak
girmektedir. Bu durum DNA hasarina giden yolda bir baglangi¢ olusturur. Viicutta
P450 enzim sisteminin bilesiklerinden arilhidrokarbon hidroksilaz enzimi benzo
[a] piren ve diger polisiklik aromatik hidrokarbonlari, onlarin ester konjugatlar
olan fenollere ve dihidrodiolleri metabolize etmektedir (Hall ve Grover 1990).
Diger yandan benzo [a] pirenin bazi metabolizma iiriinleri olarak elektrofilik
epoksitler olugmaktadir ki bunlar ¢ok iyi bilinen karsinojenik formlardir ve anti
diol-epoksitler olarak adlandirilirlar (Friedberg ve ark. 1995).

Benzo[a] piren gibi genotoksik kirleticilerin etkileri DNA da cesitli yollarla
gozlenebilir. DNA adduct olusumu **P post labelling, DNA adductlarma kars:
olusturulan monoklonal ya da poliklonal antibody immunodeneylerle
kullanilmasiyla, fluoresan spectroskopisiyle birlesmis HPLC, ya da mass
spektroskopiyle birlesmis gas kromotografi kullanilarak gézlenebilir. DNA adduct
olusumunu takiben herhangi bir ikinci olay olusumu ya DNA hipometilasyon ya
da bozuk DNA sentezi 6l¢iilerek ve alkalin unwinding deneyi ya da comet deneyi
gibi DNA iplik kirilmalarin belirleyen metodlar kullanilarak degerlendirilebilir.
DNA'daki diizensiz etkiler sitogenetik degisikleri belirleyen ve mutasyonlar

belirleyen flow sitometri kullanilarak gozlenebilir. Molekiiler biyolojideki
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gelismeler DNA hasarint belirlemede yeni firsatlar sunar. Boyle degismeler
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm analizleri, DNA parmak izi, polimeraz
zincir reaksiyonu vasitasiyla gen amplifikasyonlarmi igerir. Son zamanlarda,
sadece bir tane oligoniikleotid primer kullanilarak PCR'!n bir modifikasyonu
DNA parmak izlerini olusturmak i¢in uygulanir. Boyle DNA parmak izleri tiirleri
ayirmada, aymi tlirlerin farkli isolatlarin1 ayirmada ve bireyleri ayirmada kullanilir

(Savva 1998).

1.9.2. Etil methansulfonat(EMS)

Etil methansulfonat (EMS) mutajenik, teratojenik ve karsinojenik organik
bilesiktir. Formiilii C3 Hg O3 S 'dir.

Etil methansulfonat (EMS) bir DNA alkilleyici ajandir ve nokta mutajeni
olarak calisilir (French 2006). Baskin bir sekilde G-A transisyonuna neden olur
(Sengstag ve ark. 1999).

EMS ana-telofaz evresinde kromozom aberasyonlar1 meydana getirir. Ayrica
DNA iplik kirilmalart ve depiirinasyonlarla lezyonlara sebep olur (Patra ve ark.

2005).

1.9.3. Mitomisin-C(MMC)

Mitomisin-C, 1yi bilinen klastojenik ve mutajenik bir ajandir. Baz
degisimleri, kardes kromatid degis tokusu, kromozom aberasyonlar1 ve
mikroniiklei gibi genetik etkilere neden olan bifonksiyonel alkali ajandir (Poersch
ve ark. 2007; Beceril ve ark. 1999).

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar hiicre proliferasyon mekanizmalarini
inhibe ettiklerinden hem tiimor hiicrelerinde hem de proliferasyon gdsteren
normal hiicrelere, 6zellikle kemik iligi, gastro-intestinal epitelyum ve kil folikiil
hiicreleri iizerine toksik etki gosterebilmektedir (Dokmeci 2001).

MMC siklikla kanser tedavisinde gii¢lii antikanser ajani olarak kullanilir ve
ikincil kanser olusturan mutajenik ve /veya karsinojenik 6zelliklere sahiptir ve bu

ciddi problemler olusturur (Niikawa ve ark. 2007).
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Hamile bayanlarda kullanilan ilaglar kategorilesmistir. Mitomisin, ‘D’
kategorisine girmektedir. Yani insanda fetotoksik etkileri gosterilmis ancak
zorunlu durumlarda kullanilir (Dékmeci 2001).

Poersch ve arkadaslar1 (2007) yaptiklart deneyde MMC 'min mikroniikleus ve
apoptozis deneyinden sonra CHO-KI1 hiicrelerinde ¢ok toksik oldugu tespit
etmislerdir (Poersch ve ark. 2007).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Test maddelerinin dozlar1 ve hazirlanisi

Bu calismada Benzo [a] piren (B[[/]P), mitomisin-C (MMC) ve etil
methansulfonat (EMS) maddelerinin DNA hasar ve mutasyonlarinin RAPD
teknigi kullanilarak aragtirilmigtir.

Test maddeleri DMSO (dimetilsiilfoksit) igcersinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

EMS 0.1 pl/ml, Mitomisin C 0.5 pg/ml, B[[]P 15 pg/ml seklinde hazirlanmustir.

2.1.2. Kimyasal maddeler

Lenfosit kiiltiirli icin Kromozom Medyum B (Biochrom’ dan), EMS (Ethil
Methan Sulfonat), B[[/]P, Mitomisin C, PBS' dir.

DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler Tris-HCI (10mM-Sigma),
NACI (100mM), EDTA (ImM), SDS (% 0.5M), fenol-kloroform-isoamil alkol,
isoamil-kloroform(24:1), Sodyum asetat(3M)' dir.

Polimeraz zincir reaksiyonunda 25mM dNTP(Fermantas), 25mM MgCl,
(Fermantas), 10 X Taq Polimeraz (Fermantas), Oligoniikeotid primerler (Biolegio,
Research Genetics) tampon ve ¢ozeltiler kullanilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasal maddeler Agaroz(Sigma),

TE Buffer, Ethidtum bromiir (Sigma)' diir.

2.1.3. Tampon ve cozeltiler

2.1.3.1 DNA izolasyonunda kullanilan ¢o6zeltiler

-Stok Tris Cozeltisi: S00mM Tris pH: 8.0 'e HCI ile ayarlanir.

- Stok EDTA Cozeltisi: 500mM EDTA (Etilendiamin —tetra asetik asit
disodyum tuzu), SM NaOH (Sodyum Hidroksit ) ile pH:8.0 'e ayarlanir.
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- TE Tamponu: 10 mM Tris pH : (8.09, ImM EDTA(pH:8.0) )stok ¢ozeltiler

kullanilarak hazirlanir.

2.1.3.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)'da kullanilan tampon ve

cozeltiler

-Niikleotid Karisimi: 25 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP )

-MgCl,: 25 mM

- 10 X Taq Polimeraz Tamponu : 100 mM Tris —HCI (pH : 8.3 ), 500 mM
KCI, Img/ml Jelatin

-Taq Polimeraz : Su/pl

-Primerler: Kullanilan primerler ve dizileri Tablo 2.1' de verilmistir.

Primerin ad1 Primerin dizisi %G+C icerigi
5'...... 3"
P1 GTGACGCCGC %80
P2 CCGGACACGA %70
P3 GAGGCGGCGA %80
P4 AGCGTCGACT %60
PS5 CTGCGACGGT %70
P8 AGACGCCGAC %70
P9 GGGAAGAGAG %60
P10 GGGTGTGGTT %60
P19 CCACGGGAAG %70
ID10 GAGAGCCAAC %60

Cizelge 2.1. Kullanilan oligoniikleotid primerlerin dizileri ve % G+C oranlar
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2.1.3.3 Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan ¢ozeltiler

- Agaroz: % 1.2 agaroz TBE tamponunda ¢6ziilerek hazirlanir.

-0.5 X TBE tamponu: 0.445 M Tris, 0.445 M Borik asit, 0.01 M EDTA
(pH:8.0) ile hazirlandi.

-Ethidyum bromiir: 10 mg/ ml derisimde hazirlandi ve koyu siselerde

muhafaza edildi( otoklavlanmadi).
2.2. Metod
2.2.1. Lenfosit kiiltiirii
20-30 yaslar1 arasinda sigara i¢gmeyen, ila¢ kullanmayan saglikli erkek
bireylerden steril sartlarda alinan kan, 5ml Kromozom Medyum-B bulunan
tiiplere, 12' ser damla (0,2 ml) ilave edilerek ve steril kosullara sahip, % 5 lik CO,
inkiibatoriinde 37 °C de, toplam 72 saat inkiibe edilmistir.
2.2.2. Test maddelerinin uygulanmasi
2.2.2.1 Deney 1 ( 24 saatlik uygulama )
Periferal kan, her bir doz i¢cin Kromozom Medyum-B igeren tiiplere ilave
edilmistir. Ardindan test maddeleri 48. saatte eklenerek tiipler toplam 72 saat 37
°C’de inkiibasyona birakilmugtir.

2.2.2.2 Deney 2 ( 48 saatlik uygulama)

Kan hiicreleri medyum igersindeyken, maddeler 24. saatte eklenerek tiipler

toplam 72 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmustir.



58

2.2.2.3 Deney 3 ( 72 saatlik uygulama)

Kan hiicreleri besi yerine konulurken ayni anda maddeler de ortama ilave

edilir. 37 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilir.

2.2.3. Lenfositlerin izolasyonu

Kiiltiir siiresi olan 72 saatin bitiminde her bir tiip 1200 rpm’de 15 dk santrifiij
edilip ve siipernatan atilmistir. Uzerine 1ml PBS ilave edilmistir. 1200 rpm’de 15
dk santrifiij edilip ve siipernatan atilmistir. Tekrar 300ul PBS ilave edilmistir.

2.2.4. DNA izolasyonu

Bu deneyde 3 farkli DNA izolasyon yontemi denenmistir.

2.2.4.1 Klasik yontem 1

Sharma ve arkadaglarinin yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. PBS' 1i
kan orneklerimizden 250ul alip iizerine 500 pl liziz buffer (10mM Tris-HCI,
100mM NaCl, ImM EDTA, 0.5 SDS, pH 8.0) ilave edilmistir. 3 pl Proteinaz
K(20 mg/ml) ve 4 ul RNase(10mg/ml) A ilave edilerek vortekslenip 37°C de bir
gece inkiibe ediilmistir. Uzerine esit miktarda fenol kloroform isoamilalkol,
kloroform isoamilalkol eklenerek DNA uzaklastirilmistir. 3M Sodyum asetatin
0.1 kat1 ve soguk etanol eklenerek DNA ¢okeltilmistir. Pellet %70 lik alkolle

yikanilarak kurutulmustur ve steril suda ¢oziilmiistiir.

2.2.4.2 Klasik yontem 2

Sharma ve arkadaglarinin yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Kiiltiirdeki
hiicreler 15 ml lik falkon tiiplere aktarilmistir. Santrifiij edilerek sulu kisim
uzaklagtinnlmistir. Pellet PBS ile c¢oziilerek santrifiij edilmistir. Bu islem 2 kez
tekrar edilmistir. Elde edilen hiicre pelleti DNA buffer (1M Tris pH 8.0, 0.5 M
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EDTA, dH,0) da ¢ozlilmiistiir. 10 dk buzda inkiibe edilmistir. Santrifiij edilerek
s1v1 kisim uzaklastirilir. Tekrar DNA buffer eklenerek ¢oziilmiistiir. Uzerine 50ul
Proteinaz K( 20 mg/ml) ve 400ul 10 % SDS ilave edilerek 45°C de su banyosunda
1 gece bekletilmistir. Her seferinde fenol, fenol+kloroform isoamil alkol,
kloroform isoamil alkol eklenerek santrifiij sonrasi silipernatant yeni tiipe
aktarilmistir. 3M 36ul NaAC ve sulu kismin hacminin 3 kati1 kadar 100% etanol
eklenerek DNA ¢okene kadar yavasca elde ¢alkalanmistir. Coken DNA cam pipet
kullanilarak 30 ml 70% etanol iceren 15 ml lik tiipe aktarimustir. Tiip 2 saat
calkalamali platformda yatik halde sallanmistir. Coken DNA cam pipet
kullanilarak bir miktar 70 % etanol ile ependorfa aktarilarak santrifiij edilmistir.
Coken pelletin biiytlikliigiine gore lizerine steril su konarak bir gece +4 de

bekletildikten sonra pellet ¢oziilmiistiir.

2.2.4.3 Kit kullamlarak yapilan yontem

PBS ile ¢6ziinmiis halde bulunan Orneklerin iizerine 400ul liziz buffer
eklenmistir. 65°C sicak su banyosunda 10 dk bekletilmistir. 600ul kloroform
eklenerek elde 1 dk karistirildiktan sonra santrifiij edilmistir. Siipernatant alinarak
tizerine 800ul presipitasyon sollisyonu eklenmistir. Santrifiijden sonra pelleti
dokmeden ependorf bosaltilmigtir. 1.2M 150p NaCI ve 300ul 100% etanol
konularak -20°C 'de 10 dk bekletilmistir. Santrifiij edilerek 70% alkolle yikanarak

kurutulmustur ve steril suda ¢6ziilmiistiir.
2.2.5. DNA Kkonsantrasyonu tayini
Motek NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre kullanilarak orneklerden elde

edilen DNA'lar 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunarak miktar ve saflik

dereceleri belirlenmistir. Olgiimlere gore gerekli oranda seyreltilmistir.
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2.2.6. Rartgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA zincir reaksiyonu (RAPD)

Cizelgede baz dizilimleri ve %G+C oranlar1 verilen rasgele secilmis
primerlerin her biri ile hedef DNA’nin herhangi bir boliimii rasgele ¢cogaltilmistir.
PCR reaksiyonu 0.5 ml propilen tiiplerde 25 pl’lik toplam reaksiyon

hacminde gergeklestirilmistir.

Uygulanan PCR Programi:

95°C Ssn

92°C 55sn 45 dongii
32-36°C 1dk

72°C 2dk

72°C 7dk 1 dongii
4°C

2.2.7. Agaroz jel elektroforezi

RAPD- PCR friinlerinin analizi ign %]1.2 ‘lik agaroz jel elektroforezi
gerceklestirilmistir. Yatay konumda elektroforez kullanilmigtir. Her bir PCR
orneginden 6yl yiiklenmistir.

PCR iiriinleri 40-90V arasinda serbest akimda yiiriitiilmustiir. Jeller UV
transliiminator lizerinde goriintiilenmistir. Jellerin fotograflar1 Uvitec Biolab UV

Photomer jel dokiimantasyon cihaziyla ¢ekilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Lenfosit Kiiltiirii

Benzo [a] piren, ve etil methansulfonat (EMS) ve mitomisin-C(MMC)
maddelerinin her biri i¢in 24, 48 ve 72 lik saatlik uygulama yapildi.

3.2. DNA izolasyonu

Lenfosit kiiltiiriinden DNA izolasyonu i¢in 3 metod ayr1 ayr1 denenmistir.
Ug yontemde de DNA izolasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir (Sekil
3.1.). Sonuglar degerlendirildiginde elde edilen DNA yogunlugunun biitiin
yontemlerde neredeyse ayni olmasi ve deneyin uygulama kolaylig1 nedeniyle daha

sonraki basamaklar Klasik Yontem 1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Sekil 3. 1. Klasik yontem 1, Klasik yontem 2
ve Kit yontemi kullanilarak elde edilen DNA
jel fotografi
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3. 3. RAPD Profillerinin Degerlendirilmesi

DNA' lar Klasik Yontem 1 ile izole edildikten sonra RAPD uygulanmistir.
DNA o6rnekleri jelde yiiriitiilerek fotojraflar1 ¢cekilmistir.
P1 Sonuclari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.2' de

ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 1' de gosterilmistir.

Sekil 3. 2. 24,48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis
lenfosit DNA'sinin P1 primeri ile olusturulmus RAPD bant profili.
( oklar bant yogunluklarini gésteriyor).

Marker
B.S | (1kb) S B24 |B48 |B72 |E24 E48 E72 M24 | M48 | M72
1 | 4000 | 1807 1807 | - 1807 | 1807 - 1807 | 1807 - 1807
2 | 3.000 | 1333 (1333 | - 1333 | 1333 - 1333 | 1333 - 1333
3 | 2500 | 1181 | 1181 | - 1181 | 1181 | 1181 | 1181 | 1181 - 1181
4 | 2.000 | 1046 | 1046|1046 | - 1046 | 1046 | 1046 | 1046 - 1046
5 1.500 845 | 845 - 845 | 845 - 845 845 - 845
6 1.000 704 | 704 - 704 | 704 704 704 704 704 704
7 750 624 | 624 | 624 | 624 | 624 - 624 624 624 624
8 500 - - 536 - - - - 536 - -
9 250 - - 339 - - - - 339 - -
10 - - | 258 - - - - 258 - -

Cizelge 3.1. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'sinin P1 primeri
ile olusturulmus RAPD bantlarinin Lablmage 1D 2006 1D Gel Analysis Software programu ile
saptanmis molekdiler agirliklar.
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Spontanda bulunan bantlar B[a] P 'nle 24 saatlik uygulamada ayni
kalmistir. 48 saatlik uygulamada 1807, 1333, 1181, 845 ve 704 molekiiler agirlikli
bantlar kaybolurken 536, 339 ve 258 molekiiler agirlikli yeni bantlar olustugu
tespit edilmistir. Ayrica 1046 ve 624 molekiiler agirlikli bantlar spontanla ayni
kalirken bant yogunlugunda belirgin bir azalma olmustur. 72 saatlik uygulamada
1046 molekiiler agirlikli bant kaybolurken diger bantlarin yogunluklar1 azalmstir.

EMS 'nin 24 ve 72 saatlik uygulamalarinda bant kaybi ya da kazanimi
meydana gelmemistir. 24 saatlik uygulamada 1807, 1181, 704 ve 624 molekiiler
agirliklt  bantlarda yogunluk artisi  saptanmistir.  EMS 'nin 48 saatlik
uygulamasinda 1807, 1333, 845 ve 624 molekiiler agirlikli bantlar kayboldugu ve
spontanla ortak kalan bantlarin yogunlularinda azalis meydana geldigi tespit
edilmistir.

MMC 'nin 24 saatlik uygulamasinda bant kayb1 gézlenmdigi 536, 339 ve
258 molekiiler agirlikli yeni bantlar olustugu belirlenmistir. Bu olusan yeni
bantlar B[a] P' nin 48 saatlik uygulamasinda olusan bantlarla aynmidir. 1181, 1046
ve 845 molekiiler agirlikli bantlarin yogunluklarinda artma saptanmistir. MMC
'nin 48 saatlik uygulamasinda spontanla sadece 704 ve 624 molekiiler agirlikli
bantlar ortak kalmigtir. Ayrica bu bantlarin yogunluklarinda azalis belirlenmistir.
MMC 'nin 72 saatlik uygulamasinda bant kayb1 gézlenmemistir. 1807, 1181, 704

ve 624 molekiiler agirlikli bantlarin yogunluklarinda artis belirlenmistir.
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P2 Sonuglari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.3' de

ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 2' de gosterilmistir.

Sekil 3. 3. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit
DNA'sinin P2 primeri ile olusturulmus RAPD bant profili
( oklar bant yogunluklarini gdsteriyor).

Marker
B.S. | (1kb) S B24 | B48 | B72 | E24 E48 E72 | M24 | M48 | M72
1 3.000 2017 | 2017 [2017 | 2017 - 2017 | 2017 | 2017 | 2017 | 2017
2 2.500 1800 | 1800 - 1800 - - 1800 | 1800 | 1800 | 1800
3 2.000 1570 | 1570 - 1570 - - 1570 | 1570 | 1570 | 1570
4 1.500 1339 | 1339 - 1339 - - 1339 | 1339 [ 1339 1339
5 1.000 1222 | 1222 | 1222 1222 | 1222 | 1222 | 1222 | 1222 | 1222 | 1222
6 750 1115 | 1115 - 1115 - - 1115 | 1115 | 1115 | 1115
7 500 951 951 | 951 | 951 - - 951 951 | 951 | 951
8 250 - - - - - 830 - - - -
9 660 660 | 660 | 660 660 660 660 660 | 660 | 660
10 - - - 576 - - 576 576 | 576 | 576
11 - 491 - - - - - - - -

Cizelge 3.2. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'sinin P2 primeri
ile olusturulmus RAPD bantlarinin Lablmage 1D 2006 1D Gel Analysis Software programu ile
saptanmis molekiiler agirliklar.
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Spontanda bulunan bantlar B[a] P 'nle 24 saatlik uygulamada ayni kalmis
ve 491 molekiiler agirhiginda yeni bir bant olustugu gozlenmistir. 48 saatlik
uygulamada 1800, 1570, 1339 ve 1115 molekiiler agirlikli bantlar kayboldugu ve
660 molekiiler agirlikli bant spontanla ortak olmasina ragmen yogunlugunun
azaldig1 belirlenmistir. 72 saatlik uygulamada bant kaybinin meydana gelmedigi
ve 576 molekiiler agirlikli yeni bandin olustugu saptanmustir.

EMS 'nin 24 saatlik uygulamasinda sadece 1222 ve 660 molekiiler agirlikli
bantlarin spontanla ortak kaldigi ve diger bantlarin kayboldugu belirlenmistir.
Ayrica bu ortak bantlarin yogunluklarinda belirgin bir azalma saptanmigtir. EMS
'nin 48 saatlik uygulamasinda 1800, 1570, 1339, 1115 ve 951 molekiiler agirlikli
bantlarin kayboldugu ve 830 molekiiler agirlikli yeni bant olusdugu goriilmiistiir.
Spontanla ortak kalan bantlarin yogunluklarinda da azalma saptanmustir.

EMS 'nin 72 saatlik ve MMC 'nin 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarinda ki
etkinin ayni oldugu, bant kaybinin olmadigi ve 576 molekiiler agirlikli yeni bir
bandin olustugu saptanmustir. Ayrica 2017, 1222 ve 660 molekiiler agirlikli

bantlarin yogunlugunda bir artis gézlenmistir.
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P3 Sonuglari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.4' de

ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 3' de gosterilmistir.

Sekil 3. 4. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit

ETd BdE BT

Er F4BETE

DNA'sinin P3 primeri ile olusturulmus RAPD bant profili

( oklar bant yogunluklarini gosteriyor).

Marker
B.S| (1kb) S B24 | B48 | B72 | E24 | E48 | E72 | M24 | M48 | M72
1 | 4000 | 2173 | 2173 - 2173 - - - - - -
2 | 3.000 | 1854 | 1854 - 1854 | 1854 - 1854 - 1854 -
3 12500 | 1653 | 1653 | 1653 | 1653 | 1653 - 1653 | 1653 | 1653 | 1653
4 | 2.000 | 1189 | 1189 - 1189 | 1189 - - 1189 | 1189 | 1189
5 | 1.500 | 983 | 983 983 - 983 - 983 | 983 | 983 | 983
6 | 1.000 | 839 | 839 - - 839 | 839 | 839 | 839 | 839 | 839
7 750 674 | 674 - - 674 - 674 | 674 | 674 | 674
8 500 590 - - - 590 | 590 | 590 | 590 | 590 -
9 250 - - - - - 550 - - - -
10 521 - - - 521 - - - - -
11 172 172 - - - - 172 172 172 172
12 125

Cizelge 3. 3. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'sinin P3
primeri ile olusturulmus RAPD bantlarinin LabImage 1D 2006 1D Gel Analysis Software
programi ile saptanmis molekiiler agirliklari.
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B[a] P' nin 24 saatlik uygulamasinda 590 ve 521 molekiiler agirlikl
bantlarin kayboldugu gozlenmistir. B[a] P' nin 48 saatlik uygulamasinda ise 2173,
1854, 1189, 839, 674, 590, 521 ve 172 molekiiler agirlikli 8 bandin kayboldugu,
125 molekiiler agirlikli yeni bir bandin olustugu ve spontanla orta kalan 2 bandin
yogunluklarinda azalma oldugu belirlenmistir. B[a] P' nin 72 saatlik
uygulamasinda 983, 839, 674, 590, 521 ve 172 molekiiler agirlikli bantlarin
kayboldugu saptanmustir.

EMS 'nin 24 saatlik uygulamasinda 2173 ve 172 molekiiler agirlikli
bantlarin kayboldugu ve 1854 molekiiler agirlikli bandin yogunlugunda artig
oldugu gézlenmistir. EMS 'nin 48 saatlik uygulamasinda 2173, 1854, 1653, 1189,
983, 674, 521 ve 172 molekiiler agirlikli bantlarin kayboldugu ve 550 molekiiler
agirlikli yeni bir bandin olustugu saptanmistir. EMS min 72 saatlik uygulamasinda
2173, 1189 ve 521 molekiiler agirlikli bantlarin kayboldugu belirlenmistir.

MMC 'nin 24 saatlik uygulamasinda 2173, 1854 ve 521 molekiiler agirlikli
bantlarin, 48 saatlik uygulamasinda 2173 ve 521 molekiiler agirlikli bantlarin, 72
saatlik uygulamasinda 2173, 1854, 590 ve 521 molekiiler agirlikli bantlarin
kayboldugu belirlenmistir.
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P4 Sonuglari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.5' de

ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 4' de gosterilmistir.

Sekil 3. 5. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis
lenfosit DNA'sinin P4 primeri ile olusturulmus RAPD bant profili
( oklar bant yogunluklarimi gosteriyor).

Marker
B.S| (i1kb) S B24 | B48 | B72 | E24 | E48 | E72 | M24 | M48 | M72
1 | 5.000 | 2972 | 2972 | 2972 [2972| 2972 | 2972 | 2972 | 2972 | 2972 | 2972
2 | 4.000 | 2695 | 2695 | 2695 [2695| 2695 | 2695 | 2695 - 2695 | 2695
3 | 3.000 | 2397 | 2397 | 2397 [2397| 2397 | 2397 | 2397 | 2397 | 2397 | 2397
4 | 2.500 | 2174 | 2174 - 2174 | 2174 | 2174 | 2174 | 2174 | 2174 | 2174
5 | 2.000 | 1823 - 1823 - - 1823 - - 1823 | 1823
6 | 1.500 | 1590 | 1590 | 1590 | 1590 | 1590 | 1590 | 1590 - 1590 | 1590
7 | 1.000 | 1471 | 1471 | 1471 | 1471 | 1471 | 1471 | 1471 - 1471 | 1471
8 750 1186 | 1186 | 1186 | 1186 | 1186 | 1186 | 1186 | 1186 | 1186 | 1186
9 500 - - - - 1141 - - 1141 - -
10 | 250 920 920 920 | 920 | 920 920 920 - 920 920
11 772 772 772 | 772 | 772 772 772 - 772 772
12 - - - - 576 - - - - -
13 - - 554 | 554 | 554 554 554 - 554 554
14 - - - - - 429 - - - -

Cizelge 3. 4. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'sinin P1 primeri
ile olusturulmus RAPD bantlarinin Lablmage 1D 2006 1D Gel Analysis Software programu ile

saptanmis molekiiler agirliklar.
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B[a] P' nin 24 saatlik uygulamasinda 1823 molekiiler agirlikli bandin
varligin1 koruyamadigi belirlenmistir. B[a] P' nin 48 saatlik uygulamasinda 2174
molekiiler agirlikli bandin kayboldugu ve 554 molekiiler agirlikli yeni bant
olustugu saptanmigtir. Ayrica 1186, 920 ve 772 molekiiler agirliklt bantlarin
yogunlugunda artig gézlenmistir.

B[a] P' nin 72 saatlik uygulamasinda 1823 molekiiler agirlikli bandin kayboldugu
ve 554 molekiiler agirlikli bandin olustugu saptanmaistir.

EMS 'nin 24 saatlik uygulamasinda 1823 molekiiler agirlikli bandin
kayboldugu ve 1141, 576 ve 554 molekiiler agirlikli yeni bantlarin olustugu
gozlenmistir. EMS 'nin 48 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan bantlara ek
olarak 554 ve 429 molekiiler agirlikli bantlarin olustugu, 920 ve 772 molekiiler
agirlikli bantlarin  yogunlugunun arttigi saptanmistir. EMS 'nin 72 saatlik
uygulamasinda 1823 molekiiler agirlikli bandin kayboldugu ve 554 molekiiler
agirlikli yeni bandin olustugu belirlenmistir.

MMC 'nin 24 saatlik uygulamasinda 2695, 1823, 1590, 1471, 920 ve 772
molekiiler agirlikli bantlarin kayboldugu ve 1141 molekiiler agirlikli yeni bandin
olustugu gozlenmistir. MMC 'nin 48 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan
bantlara ek olarak 554 molekiiler agirlikli yeni bandin olustugu ve 2972, 1471,
2174, 1186 ve 772 molekiiler agirlikli bantlarin  yogunluklarinin arttigi
belirlenmistir. MMC 'nin 72 saatlik uygulamasinda bant kaybi gozlenmeyip 554

molekiiler agirlikli yeni bandin olustugu saptanmustir.
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P5 Sonuglari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.6' de

ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 5' de gosterilmistir.

Sekil 3. 6. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'sinin

PS5 primeri ile olusturulmus RAPD bant profili

( oklar bant yogunluklarini gdsteriyor).

Marker

B.S| (Ikb) S B24 | B48 | B72 E24 | E48 | E72 | M24 | M48 | M72
1 4.000 - 2490 - - - - - 2490 - -
2 3.000 - 2250 - - - - - 2250 - -
3 2.500 - 1734 - - 1734 - - 1734 | 1734 -
4 | 2.000 - 1567 - - 1567 - - 1567 | 1567 -
5 1.500 - 1413 - - 1413 - - 1413 | 1413 -
6 1.000 - 1274 - - 1274 - | 1274 1274 | 1274 | 1274
7 750 - 1091 - - 1091 - | 1091 | 1091 | 1091 -
8 500 - - 984 - - - - - - -
9 250 - 887 - - - 887 | 887 | 887 - -
10 - - - - - 760 - - - -
11 741 - - 741 - - - - - -
12 - - - - - - 651 - - -
13 - - - - - - 572 - - -
14 516 - - - - - - - - -
15 442 442 - 442 - - - - - -
16 - 360 | 360 - 360 - 360 | 360 360 | 360
17 - - - - - 230 - - - -

Cizelge 3. 5. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'siin P5
primeri ile olusturulmus RAPD bantlarmin LabImage 1D 2006 1D Gel Analysis Software

programi ile saptanmis molekiiler agirliklari.
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B[a] P' nin 24 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan 741 ve 516
molekiiler agirlikli bantlar kaybolurken 2490, 2250, 1734, 1567, 1413, 1274,
1091, 887 ve 360 molekiiler agirlikli 9 tane yeni bant olustugu gézlenmistir. B[a]
P' nin 48 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan biitlin bantlarin kayboldugu ve
984 ve 360 molekiiler agirlikli yeni bantlarin olustugu belirlenmistir. B[a] P' nin
72 saatlik uygulamasinda 516 molekiiler agirlikli bandin kayboldugu saptanmastir.

B[a] P' nin 48 saatlik uygulamasinda, EMS 'min ve MMC 'nin biitiin
uygulamalarinda spontanda bulunan biitiin bantlar kayboldugu ve yeni bantlarin
olustugu belirlenmistir. EMS 'nin 24 saatlik uygulamasinda 1714, 1567, 1413,
1274, 1091 ve 360 molekiiler agirlikli, EMS 'nin 48 saatlik uygulamasinda 887,
760 ve 230 molekiiler agirlikli, EMS 'nin 72 saatlik uygulamasinda 1274, 1091,
887, 651, 572 ve 360 molekiiler agirlikli yeni bantlarin olustugu belirlenmistir.

MMC 'nin 24 saatlik uygulamasinda 2490, 2250, 1734, 1567, 1413, 1274,
1091, 887 ve 360 molekiiler agirlikli, MMC 'nin 48 saatlik uygulamasinda 1734,
1567, 1413, 1274, 1091 ve 360 molekiiler agirlikl, MMC 'nin 72 saatlik
uygulamasinda 1274 ve 360 molekiiler agirlikli yeni bantlarin olustugu

saptanmigtir.
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P8 Sonuclari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.7' da

ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 6' da gosterilmistir.

Sekil 3. 7. 24,48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit
DNA'sinin P8 primeri ile olusturulmus RAPD bant profili
( oklar bant yogunluklarini1 gdsteriyor).

Marker

B.S | (1kb) S B24 B48 | B72 | E24 | E48 | E72 | M24 | M48 | M72

1 3.000 | 1903 - - - 1903 | 1903 | 1903 | 1903 | 1903 -

2 | 2.500 - 1766 - - - - - - - -

3 2.000 | 1579 1579 | 1579 | 1579 | 1579 | 1579 [ 1579 | 1579 | 1579 -

4 1.500 | 1412 1412 | 1412 | 1412 | 1412 | 1412 | 1412 | 1412 | 1412 -

5 1.000 - 1286 | 1286 | 1286 | 1286 | 1286 | 1286 | 1286 | 1286 | 1286

6 750 1067 1067 |1067 | 1067 | 1067 | 1067 [1067 | 1067 | 1067 | 1067
7 500 - - - - 820 820 | 820 | 820 820 | 820

8 250 - - - - - 695 - 695 - -

9 - - - - - - - 621 621 | 621
10 - - - - - - - - 566 | 566
11 - - - - - - - 506 506 | 506
12 - - - - - - - - - 348
13 - - - - - 195 - - - -

Cizelge 3. 6. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'sinin P8

primeri ile olusturulmus RAPD bantlarinin LabImage 1D 2006 1D Gel Analysis Software

programu ile saptanmis molekiiler agirliklari.
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B[a]P' nin 24 saatlik uygulamasinda 1903 molekiiler agirlikli bandin
kayboldugu, 1766 ve 1286 molekiiler agirlikli bantlarin olustugu belirlenmistir.
B[a] P' nin 48 ve 72 saatlik uygulamalarinda 1903 molekiiler agirlikli bandin
kayboldugu ve 1286 molekiiler agirlikli yeni bir bandin olustugu saptanmaistir.

EMS 'nin 24 ve 72 saatlik uygulamalarinda 1286 ve 820 molekiiler
agirlikli bantlarin olustugu ve 1579 ve 1412 molekiiler agirlikli bantlarin
yogunluklarinin arttigi saptanmigtir. EMS 'nin 48 saatlik uygulamasinda 1286,
820, 695 ve 195 molekiiler agirlikli yeni bantlarin olustugu saptanmustir.

MMC 'nin 24 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan bantlara ek olarak
1286, 820, 695, 621 ve 506 molekiiler agirlikli, MMC 'nin 48 saatlik
uygulamasinda ise 1286, 820, 621, 566 ve 506 molekiiler agirliklt bantlarin
olustugu saptanmistir. Ayrica 24 ve 48 saatlik uygulamalarin her ikisinde de 1903,
1779 ve 1412 molekiiler agirlikli bantlarin yogunluklarinda artis belirlenmistir.
MMC 'nin 72 saatlik uygulamasinda 1286, 820, 621, 566, 506 ve 348 molekiiler
agirliklt yeni bantlarin olustugu ve 1067 molekiiler agirlikli bandin yogunlugunun

arttig1 gézlenmistir.
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P9 Sonuglari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.8' de

ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 7' de gosterilmistir.

Sekil 3. 8. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit
DNA'sinin P9 primeri ile olusturulmus RAPD bant profili
( oklar bant yogunluklarii gosteriyor).

Marker
B.S | (1kb) S B24 B48 B72 E24 E48 | E72 | M24 | M48 | M72
1 4.000 - - - - - - - - 2025 -
2 3.000 - 1604 | 1604 | 1604 | 1604 - - - 1604 | -
3 2.500 - 1358 | 1358 | 1358 | 1358 | 1358 - 1358 | 1358 | 1358
4 2.000 1149 | 1149 - 1149 | 1149 | 1149 | 1149 | 1149 | 1149 | 1149
5 1.500 957 957 957 - - - - - 957 -
6 1.000 851 851 851 851 851 851 - 851 | 851 | 851
7 750 783 - 783 783 783 783 - 783 | 783 | 783
8 500 - - - - - - 745 - - -
9 250 709 - 709 709 709 709 | 709 | 709 | 709 | 709
10 663 - 663 663 663 663 | 663 | 663 | 663 | 663
11 600 - - 600 600 600 | 600 | 600 | 600 | 600
12 430 - - - - - 430 - - -
13 335 - 335 335 335 335 - 335 | 335 | 335

Cizelge 3. 7. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'sinin P9 primeri
ile olusturulmus RAPD bantlarinin LabImage 1D 2006 1D Gel Analysis Software programu ile

saptanmis molekdiler agirliklari.
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B[a]P' nin 24 saatlik uygulamasinda 709, 663, 600, 430 ve 335 molekiiler
agirlikli bantlarin kayboldugu ve 1604, 1358 molekiiler agirlikli yeni bantlarin
olustugu belirlenmistir. Ayrica 1149 molekiiler agirlikli bandin yogunlugunda
azalma tespit edilmistir. B[a]P' nin 48 saatlik uygulamasinda 1149, 600 ve 430
molekiiler agirlikli bantlarin kayboldugu; 1604, 1358 molekiiler agirlikli yeni
bantlarin olustugu ve 663 molekiiler agirlikli bandin yogunlugunda azalma
gbzlenmistir. B[a]P' nin 72 saatlik uygulamasinda 957 ve 430 molekiiler agirlikli
bantlarin kayboldugu, 663 ve 600 molekiiler agirlikli bantlarin yogunlugunda bir
azalma oldugu saptanmustir.

EMS 'nin 24 saatlik uygulamasinda B[a]P' nin 72 saatlik uygulamasiyla
ayn etkilerin gergeklestigi gozlenmistir. EMS 'nin 48 saatlik uygulamasinda 957
ve 430 molekiiler agirlikli bantlarin kayboldugu, 1358 molekiiler agirlikli yeni
bandin olustugu ve 600 molekiiler agirlikli bandin yogunlugunun azaldigi
belirlenmistir. EMS 'nin 72 saatlik uygulamasinda 957, 851, 783 ve 335 molekiiler
agirlikli bantlarin kayboldugu ve 745 molekiiler agirlikli yeni bandin olustugu
saptanmistir.

MMC 'nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda 950 ve 430 molekiiler agirlikli
bantlarin kayboldugu, 1358 molekiiler agirhikli yeni bir bandin olusugu
belirlenmistir. Ayrica 1149 ve 600 molekiiler agirlikli bantlarin yogunlugunda
azalma gozlenmistir. MMC 'nin 72 saatlik uygulamasinda 430 molekiiler agirlikli
bandin kayboldugu ve 2025, 1604, 1358 molekiiler agirlikli yeni bantlarin

olustugu saptanmaistir.
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P10 Sonuglari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.9' da

ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 8' de gdsterilmistir.

Sekil 3. 9. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis
lenfosit DNA'sinin P10 primeri ile olusturulmus RAPD bant profili
( oklar bant yogunluklarini gdsteriyor).

Marker
B.S | (lkb) S B24 | B48 | B72 | E24 E48 E72 | M24 | M48 | M72
1 5.000 1692 - 1692 - 1692 - 1692 | 1692 | 1692 | 1692
2 4.000 - - - - - - 1573 - - -
3 3.000 1532 | 1532 | 1532 | - 1532 | 1532 | 1532 | 1532 | 1532 | 1532
4 2.500 1359 - 1359 | - - - - 1359 | 1359 | 1359
5 2.000 1049 | 1049 | 1049 1049 | 1049 | 1049 | 1049 | 1049 | 1049
6 1.500 827 - - - - 827 827 827 - -
7 1.000 705 | 705 | 705 - 705 705 705 705 705 -
8 750 613 | 613 | 613 | 613 | 613 613 613 613 613 | 613
9 500 464 | 464 | 464 | 464 | 464 464 464 464 464 | 464
10 250 358 - 358 - - 358 - 358 358 -
11 - - - - - - - 266 - -

Cizelge 3. 8. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'siin P10 primeri
ile olusturulmus RAPD bantlarinin Lablmage 1D 2006 1D Gel Analysis Software progranu ile
saptanmis molekdiler agirliklar
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B[a]P' nin 24 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan 1692, 1359, 827
ve 358 molekiiler agirlikli bantlarin kayboldugu ve 1359 molekiiler agirlikli
bandin yogunlugunun azaldigi saptanmistir. B[a]P' nin 48 saatlik uygulamasinda
827 molekiiler agirlikli bandin varligini koruyamadigi tespit edilmistir. B[a]P' nin
72 saatlik uygulamasinda 1692, 1532, 1359, 1049, 827, 705 ve 358 molekiiler
agirlikli bantlarin kayboldugu belirlenmistir.

EMS 'nin 24 saatlik uygulamasinda 1359, 827 ve 358 molekiiler agirlikli
bantlarin, EMS 'nin 48 saatlik uygulamasinda 1692, 1359 molekiiler agirlikli
bantlarin kayboldugu ve EMS 'nin 72 saatlik uygulamasinda 1359 ve 358
molekiiler agirlikli bantlarin kayboldugu ve 1573 molekiiler agirlikli yeni bir
bandin olustugu tespit edilmistir.

MMC 'nin 24 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan bantlara ek olarak
266 molekiiler agirlikli bant olusumu belirlenmisti. MMC 'nin 48 saatlik
uygulamasinda 827 molekiiler agirlikli bandin, 72 saatlik uygulamasinda ise 827,

705 ve 358 molekiiler agirlikli bantlarin kayboldugu saptanmustir.
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P19 Sonuclari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.10' da

ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 9' da gosterilmistir.

Sekil 3. 10. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit
DNA'sinin P19 primeri ile olugturulmus RAPD bant profili
( oklar bant yogunluklarini gosteriyor).

Marker
B.S. | (1kb) S B24 | B48 | B72 | E24 | E48 E72 | M24 | M48 | M72
1 6.000 - - 1800 - - - - - - -
2 5.000 | 1650 | 1650 - 1650 | 1650 | 1650 | 1650 | 1650 - 1650
3 4.000 | 1435 | 1435 | 1435 | 1435 | 1435 | 1435 | 1435 | 1435 | 1435 | 1435
4 3.000 | 1304 | 1304 | 1304 | 1304 | 1304 | 1304 | 1304 | 1304 | 1304 | 1304
5 2.500 | 1050 | 1050 | 1050 | 1050 | 1050 | 1050 | 1050 | 1050 | 1050 | 1050
6 2.000 - - 787 | 787 | 787 | 787 787 - - 787
7 1.500 - - 715 - - - - - - -
8 1.000 - - 634 - - - - - - -
9 750 - - 576 - - - - - - -
10 500 - - 356 - - - - - 356 -
11 250 - - - 331 | 331 | 331 - - - 331

Cizelge 3. 9. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'sinin P19 primeri
ile olusturulmus RAPD bantlarinin LabIlmage 1D 2006 1D Gel Analysis Software programi ile
saptanmis molekiiler agirliklart
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B[a]P' nin 24 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan bantlarin de§isme
olmadan korunmus oldugu goézlenmistir. B[a]P' nin 48 saatlik uygulamasinda
1650 molekiiler agirlikli bandin kayboldugu ve 1800, 787, 715, 634, 576 ve 356
molekiiler agirliklt yeni bantlarin olustugu tespit edilmistir. B[a]P' nin 72 saatlik
uygulamasinda 787 ve 331 molekiiler agirlikli yeni bantlarin olustugu
saptanmistir. B[a]P' nin 48 ve 72 saatlik uygulamalarinda 1435, 1304 ve 1050
molekiiler agirlikli bantlarin yogunluklarinin arttig1 saptanmustir.

EMS 'nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda 787 ve 331 molekiiler agirlikli
bantlarin olustugu tespit edilmistir. EMS 'nin 72 saatlik uygulamasinda sadece
787 molekiiler agirlikli bandin olustugu belirlenmistir. EMS 'nin 24 ve 72 saatlik
uygulamalarinda 1304 molekiiler agirhikli  bandin  yogunlugunda atma
gozlenmistir.

MMC 'nin 24 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan bantlarin degisme
olmadan korunmus oldugu belirlenmistir. MMC 'nin 48 saatlik uygulamasinda
1650 molekiiler agirlikli bandin kayboldugu, 356 molekiiler agirlikli yeni bir
bandin olustugu ve 1050 molekiiler agirliklt bandin yogunlugunda azalma oldugu
saptanmistir. MMC 'nin 72 saatlik uygulamasinda spontanda bulunan bantlara ek
olarak 787 ve 331 molekiiler agirlikli bantlarin olustugu belirlenmistir. MMC 'nin
24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarinda 1304 molekiiler agirlikli bandin

yogunlugunda atma gdzlenmistir.
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ID10 Sonuglari: RAPD islemini sonucu olusan bant profilleri Sekil 3.11'

de ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3. 10' da gosterilmistir.

Sekil 3. 11. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit
DNA'simnin ID10 primeri ile olusturulmus RAPD bant profili

Marker
B.S.| (lkb) S | B24 | B48 | B72 | E24 | E48 | E72 M24 | M48 | M72
1 4.000 - | 2454 | 2454 | 2454 | 2454 - 2454 | 2454 - 2454
2 3.000 - | 2254 | 2254 - - - - - - -
3 2.500 - - - - - - - - 1506 -
4 2.000 |1984 | 1984 | 1984 | 1984 | 1984 | 1984 | 1984 | 1984 | 1984 | 1984
5 1.500 |1326| 1326 | 1326 | 1326 | 1326 |1326| 1326 | 1326 | 1326 | 1326
6 1.000 |1218| 1218 | 1218 | 1218 | 1218 |1218| 1218 | 1218 | 1218 | 1218
7 750 1095 | 1095 | 1095 | 1095 | 1095 |1095| 1095 | 1095 | 1095 | 1095
8 500 985 | 985 | 985 985 985 | 985 985 985 985 985
9 250 796 | 796 | 796 796 796 | 796 796 796 796 796
10 630 | 630 | 630 630 630 | 630 630 630 630 630
11 555 | 555 | 555 555 555 | 555 555 555 555 555

Cizelge 3. 10. 24, 48 ve 72 saat B[a] P, EMS ve MMC uygulanmis lenfosit DNA'sinin PID10

primeri ile olusturulmus RAPD bantlarmin LabImage 1D 2006 1D Gel Analysis Software

programu ile saptanmis molekiiler agirliklari.

B[a]P' nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda spontanda bulunan bantlara ek

olarak 2454 ve 2254 molekiiler agirlikli bantlar olustugu gozlenmistir. B[a]P' nin

72, EMS 'nin 24, MMC 'nin 24 ve MMC 'nin 72 saatlik uygulamalarinda 2254

molekiiler agirliklt bandin olustugu tespit edilmistir. EMS 'nin 48 saatlik

uygulamasinda herhangi bir de§isme saptanmamistir. MMC 'nin 48 saatlik

uygulanmasinda 1506 molekiiler agirlikli bant olustugu belirlenmistir.
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4.TARTISMA VE SONUC

Teknolojinin gelismesiyle tiim canlilar giinliik yasamda sik sik dogal ya da
yapay kimyasal maddelerle yiiz yiize gelmektedir. Insan populasyonunu ¢evredeki
kanserojen ve mutajen maddelerin etkisinden korunmasi i¢in bu 6zellige sahip
bilesiklerin tespit edilmesi ve etkilerinin degerlendirilmesi gereklidir (Maron ve
ark.1983; Debnath ve ark.1991).

Bazi genotoksik ajanlar sadece genomun biitiinliigline zarar vermez ayni
zamanda DNA' nin ifadesini dogrudan ya da dolayli olarak etkileyebilir. Bu
etkiler farkli tipteki tiimorlerin oraninda bir artisa neden olabilir. Uzun donemli
etkilesim ise, maruz birakilan populasyonlarin genetik materyalinde degisimlere
sebep olabilir ( Zhiyi ve Haowen 2004).

Genotoksik ya da mutajenik etkiyi arastiran gesitli test yontemleri vardir.
Bilimsel alandaki gelismeler sayesinde son birkag yilda, molekiiler alanda
hiicresel ya da bireysel diizeyde ¢ok sayida biomarker gelistirildi. Bunlardan biri
RAPD teknigidir. Dolayisiyla bu alanda yapilan ¢aligmalara da yeni bir perspektif
olusturmustur.

RAPD yontemi nokta mutasyonlari, kromozomlarin yeniden
diizenlenmesi, delesyon ve insersiyon gibi molekiiler olaylari iceren genomik
degisiklikleri belirlemede kullanilabilir (Atienzar ve Jha 2006).

Zhiyi ve arkadaslar1 (2004) Zebra balig1 olan Danio rerio nun genetoksik
kimyasal olan siklofosfamid’e maruz birakilmasini igeren c¢alismalarinda RAPD
metodunu  kullanilarak  farkliliklar1  tesbit etmislerdir. Maddeye maruz
birakilmadan Once test gruplarinda 4 stabil bant gdsterilmigtir. Fakat
siklofosfamide maruziyetten sonra polimorfizm sonunda stabil bantlardan
bazilarmin kayboldugu tesbit edilmistir. Ayrica kontrol gruplar1 ve uygulama
gruplart karsilastirildiginda bant 6rneklerinde farkli uzakliklar gézlenmistir (Zhiyi
2004).

Cevresel kirleticiler yasayan organizmalarda zararli etkilere sebep
olabilirler. Conte ve arkadaslarinin (1998) yaptig1 calismada Arabidopsis thaliana
bitkisinde agir metallerin genotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in PCR temelli

“molekiiler parmakizi’ sistemi uygulanmistir. Agir metallere maruz birakilan
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bitkilerle birakilmayan bitkiler karsilastirildiginda, maruz birakilan bitkide maruz
birakilmayan bitkide gozlenemeyen polimorfik bantlarla karsilagilmistir. Maddeye
maruz birakilan ve birakilmayan bitki genomlarinin karsilastirilmasi, RAPD
analizinin ¢evresel Kkirleticilerin yasayan organizmalarin DNA larmi nasil
modifiye ettigini degerlendirmede kullanilabilecegini gostermistir (Conte ve
ark.1998).

Calismamizda Benzo [a] piren, mitomisin-C(MMC) ve etil methansulfonat
(EMS) maddelerinin insan periferal lenfositlerinde DNA hasar ve mutasyon
olusturup olusturmadigi, RAPD teknigi kullanilarak arastirilmistir. Literatiir
taramasi yapildiginda, RAPD tekniginin insan lenfosit hiicrelerinde genotoksisite
calismalarinda daha 6nce kullanilmadigr goriilmiistiir. Yapilan bu c¢alismanin,
daha sonra yapilacak arastirmalar i¢in baslangi¢ adimi oldugu diistiniilmektedir.

RAPD' ler baz1 "belirleyici" RAPD bantlarinin varlik/yokluk vasitasiyla
ayirict marker olarak yaygin olarak kullanilir. Ayrica, endokrin bozucular,
benzo[a]piren, mitomisin —C, Cu ve UV radyasyonunu iceren cesitli bilesiklerin
genotoksik tanisi i¢in ekotoksikolojide basarili bir sekilde kullanilir (Wolf ve ark.
2004).

Cesitli endiistriyel iirtinlerde ve komiir katraninda bulunan benzo [a] piren
giiniimiizde c¢ok etkili karsinojenik bilesiklerden biri olarak bilinmektedir ve
olarak sigara dumani ve otomobil eksoz gazi bilesiklerde ¢ok yaygin olarak
bulunmaktadir.

RAPD' nin potansiyelini degerlendirmek i¢in Atienzar ve arkadaslarinin
(2006) yaptig1 bir calismada Daphnia magna B[a]P 'e maruz birakilmistir. 25 ve
50 pgl™ B[a]P dozlar sirayla 6 ve 7 giin bireylere uygulanmistir. Oliim orani her
iki deney icin gilinliik olarak kaydedilmistir ve genomik DNA hergiin izole
edilerek RAPD deneyi gerceklestirilmistir. 25 ve 50 pgl” B[a]P ye maruz
birakilan Daphnia magna 'dan olusturulan RAPD profillerindeki baslica
degisikliklerin bant yogunlugundaki azalig/artis oldugu saptanmigtir. RAPD
orneklerinde meydana gelen degisikliklerin ¢ogu B[a]P kaynakli DNA hasar
(B[a]P DNA adductlar, DNA kiriklar1) ve mutasyonlar (nokta mutasyonlar1 ve
yeni diizenlemeler) dir. Kontrol 6rnekleriyle karsilastirildiginda 50 pgl™ B[a]P
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maruziyette bant yogunlugunun arttigi, 25 pgl™ B[a]P maruziyette bant
yogunlugunun azaldig1 kaydedilmistir (Atienzar ve Jha 2006).

Calismamizda B[a]P' i 15 pg/ml dozu i¢in insan periferal lenfositlerinde
24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar yapilmistir. Calisilan 10 primerden elde edilen
RAPD profillerinde B[a]P' nin bant kaybina neden oldugu, yeni bant olusturdugu
ve bant yogunlugunda artis/azalis meydana getirdigini tespit edilmistir.

Etil methansulfonat (EMS) mutajenik, teratojenik ve karsinojenik organik
bilesiktir. DNA iplik kirilamalar1 ve depiirinasyonlarla lezyonlara sebep olur
(Patra ve ark. 2005).

Ilaglar1 iceren genotoksik ajanlar genetik materyalin biitiinligiinii
etkileyebilir ve DNA ifadesini direk ya da indirek olarak bozabilir. Noel ve
arkadaslar1 (2006) aday ilacin genotoksisitesini degerlendirmek i¢in RAPD
teknigini kullanmiglardir. Calismada Swiss mice (Mus musculus) lar EMS' ye
maruz birakilmistir. RAPD pofillerine bakildiginda, genetik hasarlar EMS' ye
maruz birakilmis hayvanlarda belirlenmistir. RAPD aday ilaglarin genotoksik
etkilerini degerlendirmek icin biitliin genomu taramada kullanighdir. Profiller
genomik DNA kullanilarak olusturularak EMS uygulama Oncesi ve sonrasi
karacigerden izole edilmistir. Genetik hasarlar muamele dncesi ve sonrasi profiller
karsilastirildiginda gozlemlenmistir. Yapilan g¢alisma RAPD analizinin aday
ilaclarin klinik 6ncesi genotoksik etkilerini degerlendirmede yararli olabilecegini
gostermektedir (Noel 2006).

Noel ve arkadaglari EMS' nin genotoksik etkilerini degerlendirmek igin
yaptiklar1 ¢alismada RAPD profillerinde farkliliklar gozlemislerdir. Muamele
sonrasi karaciger, kan ve kemik iligi DNA o6rneklerinin RAPD pofillerinde bant
yogunlugunda artig/azalis ve yeni bantlarin varligi/yoklugu gibi farkliliklar tesbit
edilmistir.

Calismamizda EMS 0.1 pl/ml dozu i¢in insan periferal lenfositlerinde 24,
48 ve 72 saatlik uygulamalar yapilmistir. Calisilan 10 primerden elde ettigimiz
RAPD profillerinde EMS' nin bant kaybina neden oldugu, yeni bant olusturdugu

ve bant yogunlugunda artis/azalis meydana getirdigini tespit edilmistir.
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Mitomisin-C (MMC) siklikla kanser tedavisinde giiclii antikanser ajani
olarak kullanilir ve ikincil kanser olusturan mutajenik ve /veya karsinojenik
ozelliklere sahiptir (Niikawa ve ark. 2007).

Becerill ve arkadaslarinin (1999) yaptiklar1 bir calismada, balik hiicreleri
mitomisin-C (MMC)' ye maruz birakilmistir. Kontrol gruplar1 ve deney gruplari
arasindaki farklar RAPD teknigi kullanilarak gosterilmistir. MMC 'ye maruz
birakilan baliklarin RAPD profillerinde yeni bantlarin varligit ve kontrol
grubundaki bazi bantlarin yoklugu belirlenmistir (Becerill 1999).

Caligmamizda Mitomisin-C 0.5 pg/ml dozu i¢in insan periferal
lenfositlerinde 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar yapilmigtir. Calisilan 10
primerden elde ettigimiz RAPD profillerinde MMC' nin o6zellikle yeni bant
olusturdugu ve bant yogunlugunda artig/azalis meydana getirdigini ve daha az
bant kaybina neden oldugunu tespit edilmistir.

MMC 'nin RAPD profilleri incelendiginde EMS ve B[a]P 'ne gore daha
fazla etkili olup, yeni bant olugturma sayisinin fazla oldugu tespit edilmistir.

Deneysel calismalarimiz sonucu elde ettigimiz bulgulara goére, B[a]P,
EMS ve MMC' nin bant sayisindaki artig/azalis ve bant yogunlugundaki
artis/azalis gibi etkilerle, insan hiicrelerinde DNA hasar ve mutasyona sebep
olabildigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma mutajenik etkileri bilinen bu ii¢
madde i¢in basarili bir sekilde uygulanmistir. Dolayisiyla bu test yontemi insan

lenfositlerinde diger maddeler i¢in de etkin bir sekilde uygulanabilir.
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