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Bu tez calmasinda, [ZnL](ClQ)2, [NiL](ClOy4)2, [CuL](ClOy),,
[CAL](CIOy)2, [CoL](ClO4), olarak isimlendirilen, ayni liganda sahip metal
kompleksi tuzlarinin (1, 0,50 ve 0,25 pg/ml) ingeriferal kan lenfositlerindeki
genotoksik etkileri, CBMN (sitokinez bloklama mikriakleus), SCE (karde
kromatit degisimi) ve CA (kromozom aberasyonu) yontemleri itevitro olarak
arggtinimistir. Test maddelerinin insan lenfositlerine 24 \& shat uygulanmasi
sonucunda hcreler; mikronikleus @lmu, karde kromatit de&isimi ve yapisal
kromozom anomalileri bakimindan incelegn@PI (hiicre proliferasyon indeksi),
RI (replikasyon indeksi) ve MI (mitotik indeks) ghrleri belirlenmgtir.
Uygulanan sitogenetik test yontemleri g6z onunendagiinda, [ZnL](CIQy),
maddesinin 24 ve 48 saatlik uygulamalarda; MN, SEECA testlerinde doza
bagli olarak 6nemli dlciide mutajenik etkili olgu ve [NiL](CIO4), maddesinin de
her ¢ testte buna benzer sonuglar rdaptanmgtir. [CuL](ClO4), maddesi,
MN ve SCE testlerinde mutajenik etkili olurken, GAusumu Uzerine etkili
olmamstir. [CoL](CIOy), ve [CdL](CIO,), maddelerinin ise MN testinde etkisiz,
CA testinde dgilk dozda etkili, SCE testinde ise bazi dozlardeotmksik etkili
olarak, test bilgenleri icinde daha dik bir genotoksisiteye sahip olduklari
gorulmistar. Ayrica tim test maddelerinin CPI, Rl ve Migdderinde negatif
kontrole gore dimeye sebep olarak, hiicre bélinme parametrelerimiluasuz
etkiledikleri sonucuna varilrgtir.

Anahtar kelimeler: Genotoksisite, CBMN, SCE, CAnsan lenfositleri
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In this study, the genotoxic effect of metal salinplexes (1, 0,50 ve 0,25
png/ml) which have the same ligands that are cdied](ClO4),, [NIL](CIO4)2,
[CUL](ClOy)2, [CdL](CIOq4)2, [CoL](ClO4), were investigated with CBMN
(cytokinesis-blocked micronucleus), SCE (sisteronmatid exchange) and CA
(chromosome aberration) techniques on human peegphgnphocytesin vitro.
Cells as a result of treatment time of test matetia human lymphocytes of 24
and 48 hours; were examined with regard to micrl@usc generation, sister
chromatid exchange and chromosomal aberrationsrated of CPI, Rl and Ml
were shown. Taking cognizance of practised cytogenéest methods,
[ZnL](ClO4), material with treatment time of 24 and 48 hours whown to have
a significantly mutagenic effect depending on MKIESand dose of CA tests and
it was found that [NiL](ClQ), material shows the same results with any three
tests. [CuL](ClQ), materials had a mutagenic effect on MN and SCEs tasd
not affective on CA generation. It was approvedt th@oL](ClO4), and
[CdL](CIO4), materials are not effective on MN test, have arpaftect on CA
test, has lower genotoxicity in test constituenttpavith a genotoxic effective
with some doses. Furthermore, entire test matendlsregard to decrease, so far
as negative control in the values of CPI, RI andwéle also negatively affected
on cell division parameters.

Key Words: Genotoxicity, CBMN, SCE, CA, Human Lymphocytes



TESEKKUR

Tez calsmam boyunca bilgi ve yardimlarini esirgemeyen va be
yonlendiren dagman hocam Dog. Dr. Berrin TUYLU'ye;

Her zaman yanimda olan tim gala arkadglarima,

Tesekkir ederim.

Tuba BUYUKCOBAN
Temmuz, 2010



ICINDEKILER
Sayfa
(@ )74 = E R [
AB ST R A C T e ————————— i
TESEKKUR ..ottt ettt ettt ettt ettt eve e veeennnas i
ICINDEKILER ....oviiiiieeeeeee ettt IV..
SEKILLER D IZINI ..ot vi
CIZELGELER DIZINI .....ocooiiiiiiece e, vii
SIMGELER VE KISALTMALAR D IZINI .....ccocooooviiiiiiciceee . Vi
1. GIRIS 1
I R Y 0 = 153 Vo] | T SR 4
1.1.1. Kromozom dizeyinde mutasyonlar ..........cccccceeeeeeeieeeeeeeeeeeenn. 5
1.1.1.1. Yapisal kromozom bozukluklari ve nedenler............ 5
1.1.1.2. Sayisal kromozom bozukluklari ve nedenler............ 9
1.1.2. Gen dizeyinde mutasyonlar.........cccceeveveeeeiniiiinnieeeeeeeeeeee, 12
1.2. Genotoksik etkili @janlar ..o 41
1.2.1. Fiziksel MULaJENIEr........cccoe e e e e 14
1.2.1.1.1yonize radyasyon ...........cccceceeeueeueeieeemeeeeee e eeeenns 14
1.2.1.2. Non iyonize radyasyOn.............eueeeeeeiaseeeeeeaeeeaenes 15
1.2.2. Kimyasal MULaJENIET ........ccooiiii e 15
1.2.2.1. Baz analoglart.........ccc.oovviivimmmmmmeeieeeeeeeee e 16
1.2.2.2. Alkileyici ajanlar...............uummmeeiiiiiiiiiiiiii e 16
1.2.2.3.Interkalasyon ajanlart ............cccccoeveeveeceeeeeeeeceeenenenn 17
1.2.2.4. Hidroksile edici @janlar .........coceeeeeeeviiveeeeiieniiiinnnn. 17
1.2.2.5. Dger kimyasal ajanlar ............ccccevvvvvvviceceeeeeeiieininns 17
1.2.2.6. Klastojenik ajanlar ...............coeeeiiinieneeeeeeiieeeeeeians 18
1.2.2.7. Metabolik aktivasyon ile aktive olan dgn................ 18
1.3. Genetik TOKSIKOIOji TESHEN ......cvveeeeeeeiicce e 18
1.3.1. Bakteriyal yONteMIET.........cccoiii e e e eeeeeeeeeeeeeeie e 19

1.3.1.1. Ames (salmonella/mikrozom) testi...cccce.cevvvvvvnnnnnn.. 19
1.3.1.2. SOS (UMU) TES c.eevrrrrrrrrnnnn s s e s e e e e e e e e eeeeeeeeeeeennnnnes 20



1.3.1.3. E.coli lac | mutasyon test SiSteMi...eeceeeeieeeeeeeeee.. 20

1.3.2. Sitogenetik yOntemler ............eueeiiiiiiieee 21
1.3.2.1. Yapisal kromozom bozulma (CA) teStimmm....cceee.... 26
1.3.2.2. Kardgkromatid dgisimi (SCE) teSti.......cccccceevveeeeeen... 27
1.3.2.3. MikronUkleus (MN) testi .........ccooccaeeeiiiiiiiiieiieiiiiiins 28
1.3.3. DNA'’ daki hasar saptayargdr yontemler...........ccccooeeeeeeenneeee. 30
1.3.3.1. Comet (single cell gel electrophoreges)i ................. 30
1.3.3.2. Mouse lymphoma testi.............ommmeeeeeeeeveennnnnnnnnnnn. 31
1.3.3.3. HPRT gen mutasyon testi ........cccceeeeeveiiiininneeeeeeeeenn. 32
1.3.3.4. Muta mouse / Big blue yontemi .....ccccceeceeeeeeeeneenn. 32
1.3.3.5. TCR Gen Mutasyon test sistemi ....cccceeeevvvveieenne.. 33
1.4. Sitogenetik yontemler ile ilgili caBmalar ...............ccccceevviiiiiniinnnnnnns 33
2. MATERYAL VE METOD 37
2.1 MALEIYaAl ...eueieii it ——— 37
2.1.1. Test maddeleri......coooeiiiiiii e 37.
2.1.2. Test maddelerinin genel kimyasal formulleri...............ccc....... 37
2.1.3. Test maddelerinin dozlari ve hazigani............c.cccooeeevvvvnnnnnn... 37
2. 2. METOQ ...ttt a e e 38
2.2.1. Kullanilan deney ekipmanlari ve kimyasallar........................ 38
2.2.2. Lenfosit KUIUIT . ........ieeeeeeeeeee e 39
2.2.3. CBMN MELOAU .....iiiiiiiiiiiiiiieiieeeesrceieseeeeer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s aennnns 39
2.2.4. SCE Ve CA MetOUU ......uuuiiiiiiiiiiieeeeees st 40
2.3.1StatistiKSEl ANANZ ........cuveeeieeeeeeeee et 41
2.4. CPI'nin (Hucre Proliferasyonindeksi) Saptanmasi ........................ 42
3. BULGULAR 43
4. TARTI SMA SONUC 71

KAYNAKLAR 79



SEKILLER D iziNi

1.1.Sentrik halka ve asentrik fragment........ coceeeeeiinnnneeeeen..
1.2.Disentrik ve trisentrik kromozom aberasyonlatit...................
1.3.Kromatid tipi aberasyonlar.................coeeeeniiiinnnneeeeeeeeee,
1.4.Kromozom tipi aberasyonlar.............cccoevveeiiiiiieeeeeeee
1.5.CBMN test proSedUril .........cceeeeeeeiiieeeeeeinnriiiisee e e e e e e e e e e e
1.6. Tek mikronukleuslu binukleat hiicre.........ccoeviiiiiiiiiiinnnnnnn.
2.1.[ML] (ClOg) 2 uveeerieeirieeciieeestee sttt eenee e enaa e
3.1.Bir mikronukleuslu iki ¢cekirdekli hlicre ...........oouvvvviiiciiinnnnn.
3.2.1Ki Gekirdekli NUCIE .......cceeeveeeieecee e
3.3.Ucg cekirdekli NUCIE ........ccecueeieiictieeeme e
3.4.D0rt gekirdekli hlicreler ...
3.5.2'li kardeg kromatit dgisimleri gbzlenen kromozomlar...........

3.6.3'li kardg kromatit dgisimleri gozlenen kromozomlar................. coeu.
3.7.6'lh karde kromatit dgisimleri gozlenen kromozomlar...........
3.8.7'li kardeg kromatit degisimleri gozlenen kromozomlar...........
3.9.9'lu kardeg kromatit dgisimleri gozlenen kromozomlar................. coeu.
3.10.Kromozom aberasyonu (SiSter union) .........cccceeeeeeeeeeeeeeennn.
3.11.Kromozom aberasyonu (kromatid BIL..............cccceeeeeeeeeen.
3.12.Kromozom aberasyonu (disentrik kromozom) ...................

3.13.Kromozom aberasyonu (kromozom EiJl...........ccccevevvvvnnnnnns

.................. 8

Vi

e 9..

............. 70



vii

CIZELGELER D iziNi

Sayfa

3.1. [ZnL](ClO4), CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN gerleri

VE CPI SONUGIANT ...ceveeeeee e e e e e e e e e nnnas 44
3.2. [NIL](CIO 4), CBMN teknigine gére 24 ve 48 saatlik MN gerleri

VE CPI SONUGIAIT ... 45
3.3. [CuL](ClO,4), CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN glerleri

VE CPI SONUGIANT ...ceeeeeeeie e e e e e e e e nnnes 46
3.4. [CdL](CIOg4), CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN giexleri

VE CPI SONUGIAIT ... a7
3.5. [CoL](ClO4), CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN giexleri

VE CPI SONUGIANT ...ceveeeeee et e e e e e e e e nnnas 48
3.6. [ZnL](ClOy).'in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozom

aberasyonlar) Uzering etkiSi .............ueeummmeeeremnnniinneee e e eeeeeeeeiiinennd 94
3.7. [NIL](CIO 4)2'in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozom

aberasyonlart) Uzering €tKISi ............. owmmmmreeervunnnniiineeeeeeeeeeeereeerennnnnnd 05
3.8. [CUuL](ClOy),'in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozom

aberasyonlari) Uzering etKiSi ............. owmmmmreeerrnnnnnniiineeseeeeeeeeeeeeerennnnnn 15
3.9. [CAL](ClOy),'in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozom

aberasyonlar) Uzering etkiSi ............. eeumemeerernmnninieeee e e e eeeeeeeiieeenn 25
3.10.[CoL](ClOy),'in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozom

aberasyonlart) Uzering etKiSi ............. owmmmmreeevrunnnnniiineeseeeeeeeerseeerennnnnnn 35
3.11.[ZnL](ClOy4),'in kardg kromatid dgisimi Gzerine etKiSi..............ceeeeenee. 54
3.12.[NiL](CIO 4); 'in karde kromatid dgisimi Uzerine etkisi .............cccccennn. 55
3.13.[CuL](CIOy),'in karde kromatid dgisimi Uzerine etkisi .............cccceunnn. 56
3.14.[CdL](CIO,), 'in karde kromatid dgisimi Uzerine etkisi ............cccccennn. 57
3.15.[CoL](ClOg),'in kardeg kromatid dgisimi Uzerine etkisi .............cccceennn. 58

3.16.[ZnL](CIO4),'in DNA replikasyonu ve mitoz bolinme uzerine eitkis 59
3.17.[NiL](CIO 4)2 'in DNA replikasyonu ve mitoz bélinme Uzerine eitkis 60
3.18.[CuL](ClOy).'in DNA replikasyonu ve mitoz bélinme Uzerine etkis 61
3.19.[CdL](CIOg),'in DNA replikasyonu ve mitoz bélinme Uzerine etkis 62
3.20.[CoL](ClOy),'in DNA replikasyonu ve mitoz bélinme Uzerine etkis 63



°C

Bn
BrdU
CA
CHO
cm
Cyt-B
CPI
DMSO
DNA
DS

ar
KCI
KH,PO,
LDso
Lt

mg
MI

ml
mm
MMC
MMS
MN

NaHPO,
NaCl
NADPH
Nm

RI

RNA

KISALTMALAR D iziNi

: Santigrad (Derece)

: Binliklead hiicre

: 5’-Bromo-2’-Deoxyuridine
: Kromozom aberasyonu

: Cin Hamster ovaryum

: Santimetre

: Sitokalasin B

: Cell Proliferasyoiindeksi

: Dimethyl Sulfoxide

: Deoksiribonukleik Asit

: Disentrik Kromozom

: Gram

: Potasyum Klortr

: Potasyum dihidrojen fosfat
: Bir kimyasalin deneklerin yarisini 6lduren tidkdozu
. Litre

: Miligram
: Mitotik Indeks

. Mililitre

. Milimetre

: Mitomisin C

: Methyl methanesulfonate
: Mikronukleus

: Normalite

: Disodyum hidrojen fosfat
: Sodyum Klorar

: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
: Nanometre

: Replikasyorindeksi
: Ribonukleik Asit

viii



Rpm
SC
SCE
SMART
SS

SuU

uv
WHO

: Round (Rotor) Per Minute (devir/dakika)

: Karde kromatid

. Kardg kromatid dgisimi
: Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

: Standart Hata

: Sister Union
. Ultraviyole

: Dunya Sglik Teskilati (World Health Organisation)
. Mikrolitre



1. GIRIS

Genotoksisite, genetik materyalde genotoksik etiiksel ya da kimyasal
ajanlar ile olgturulan hasarlar ifade eden bir terimdir. Genetiteryali tehdit
eden, son driin ojumunu etkileyen ve mutajen olarak bilinen bu ajgriaiksel
ya da kimyasal kaynakli, gal ya da yapay olabilen, DNA'nin yapisini ve
dizenini dgistiren, d@rudan ya da dolayli olarak DNA'yl hedefleyen,
proteinlere bglanan, sitoplazma etkiini, butunl(gind ve viskozitesini
degistiren ajanlardir [1, 2]. Genetik materyalde @n hasarlar, DNA onarim
mekanizmalari tarafindan dizeltilemgdde, kromozom ya da gen dizeyinde
olabilen mutasyonlara yol acarlar. Farkli mekanitamia, deisik bicimlerde
meydana gelerek, genetik yapida mikro ya da makizeytle hasara yol acan
mutasyonlar, genotoksisiteyi saptayabilen c¢ok sitice yontemler ile
belirlenebilmektedir. Genetik materyal Uzerinde rkozom ve gen dizeyinde
meydana gelen hasarlari tespit eden genotoksesstitetti, fiziksel ve kimyasal
ajanlara maruziyet, birey ya da populasyon duyarlirisk dezerlendirme, doz
yanit iliskisi ve tedavi rejimlerinin etkingi konularinin arstirlldigl ¢alsmalardir.
Bu nedenle de ¢ok sayida kullanim alanina ve araaahiptirler. Bunlar iginde;
cevresel kirleticilerden etkilenme, gida ve ilagacumindaki etkilenme, mesleki
maruziyet ile etkilenme olgulan ka gelmektedir. Genotoksisite ya da
mutajeniteyi belirlemeye yonelik catnalar, 1970’li yillardan gunimize dek
geliserek devam etmektedir. Bu sayedesaain her alaninda maruz kalinma
olasilgl bulunan tim genotoksinleri saptama ve bu ajamlaldili gerekli
onlemleri alma olanaklar1 geinektedir.

Genetik hasari, kromozom dizeyinde tespit edebit&itogenetik
Yontemler” ile gen ya da DNA dizeyinde belirleyergat yontemler, farkli
mutasyonel mekanizmalari belirlemek amaciylavivo ya dain vitro duzeyde
uygulanabilmektedir. Hicre kultart uygulamalarngelistiriimesinden sonrain
vitro testler daha yaygin ve etkin olarak kullaniimaysgldnmstir. Sitogenetik
yontemler icinde en 6nemlileri: yinm vivo ve in vitro olarak uygulanabilen;
kromozom aberasyon (CA), kagd&romatit dgisimi (SCE) ve mikronukleus
(MN) testidir.



Mutasyonlarin meydana getigli hiicresel glev bozukluklari pek c¢ok
hastalikla birlikte, kanserin de zeminini hazirlayédnemli bir olgudur. Cunku
deneysel olarak kansere neden gldkanitlanmy maddelerin neredeyse tamami
ayni zamanda mutajenik etkili birer genotoksindirl8u noktada kanserden
korunma stratejisinde, mutajenite gramalarinin temel bir yeri oldiunu
vurgulamak yerinde olacaktir. Karsinojen ve mutkgan tayini icin kullanilanin
vitro genotoksisite testleri, kultire edilgnicok caitli insan huicrelerindeki
genotoksik maruziyetin sonuclarini gorebilmek agan 6zel bir 6nem {a.
Bunun yani sira ayni cevreselskflarda ygayan, ayni mesleki ortami paysm
ve ayni akkanlik ya da ayni hastaliklara sahip olan, kisaggemotoksin
maruziyeti benzer olan insan gruplari icin yapilgadismalarda hicre kaltari
sartlarinin kullaniimasi kaginilmazdir.

Gunumuzde herhangi bir ilacin organ ve dokular iaeekanserojen,
mutajen, teratojen olma olagini argtirmak ve antikanser (terapotik) ilac
etkinligini belirlemek icin hayvan testlerine tercih edilehiicre kultiri
testlerinden elde edilen sonuclarin daha gercekcispesifik sonuclar vergli
Amerika Ulusal Kanser Enstitusii tarafindan da Glidiektedir [3]. insan
lenfositlerindeki kromozom c¢aimalari, kimyasallar ve radyasyonun genotoksik
etkilerini izlemek igin yapiimaktadir.

Terapotik kullanim amaci ile sentezlenen maddeldydklenen sonuc,
sazlikli hiicrelere en djilk zarari vermesidiidlag gelsimi ve tasarimi igin yapilan
calismalarda yeni sentezlenen maddeler icerisinde meetdi tuz, toz, bikgk
seklinde farkli tirevlerde kullaniimaktadir.

llag etken maddesi olarak tasarlanan ve test ediletan metallerin
seciminde; metabolizmalari, toksisite mekanizmalagida ve kozmetikte
kullanimi, ila¢ terapisi, cevresel ve mesleki mareize meydana gelen
toksikolojik etkileri ile ilgili var olanin vivo ve in vitro bilgiler gz 6ninde
tutulmaktadir [4-8].

Bazi metaller organizmanin biylime, g®le ve Uremesi icin 6nemli
elementlerdir. Bu metallerin diyetle alinan dozla&iicudun optimal biyolojik
fonksiyonlari icin gereklidir. Ojer yanda bu metallere yiuksek dozda maruziyet

insan sgligina zararh etkiler yapabilmektedir [5]. Bu durunetal toksisitesinin



temelini olyturan doza bai etki ile agiklanmaktadir (doz cevaprsi, Berthard,
1912).

Metal toksisitesinin arariimasinda etkili olan mesleki ve cevresel
maruziyetleri icine alan tarama testlerinin kapsagenitir. Hava kirliligiyle
olusan metal maruziyetinin,ga& metal kirliligi ile olusan metal maruziyetinin,
dental uygulamalarda kullanilan dokim satalarin genotoksik potansiyelinin,
metal aracili reaksiyonlarda @an serbest radikallerin genotoksisite stluma
potansiyellerinin, metal iyonlarinin gaidan ya da dolayli olarak doku igine
salinmasi ile olgan hicre hasarinin belirlenmesinde CA, SCE, MNlaest
kullaniimaktadir [9-13].

Metallerin de, mutajenlerin kompleks bir sinifi ad bilinmektedir.
Metallerin DNA'ya etkisi farkl yollarla olmaktadiBu bilesikler DNA'da iplik
kiriklari ile DNA parcaciklari olgumuna yol agmakta ve sonugta genetik
materyale zarar verebilmektedir [1].

Metal bazli ilaglarin genotoksisitesi cok énemliditinkt bunlar, ikincil
tumor formasyonlari Uretebilmektedir. Kanser tetiainde kullanilan metal bazli
ilaclarin, genetik materyalde meydana getirebiiecmutasyonlar, kromozom
kiriklari oluturarak kanserli hicre sayisinin artmasina sebepakaadir.
Kimyasal test maddeleri ve ilag oncil maddelerimsan kromozomlarinda
olusturdusu hasarlarda kisa sureli genotoksik testlerle tesgilebilmektedir.
SCE ve MN gibi sitogenetik testler karsinojenik kmsallarin insan hucreleri
tzerindeki genotoksik potansiyellerini ortaya ¢rkada siklikla kullaniimaktadir.
insan lenfositlerinde MN sayisi ve SCE frekansi, i ysantezlenen ilacin
mutajenik potansiyelinin ana ilag ile kdastirilmasina izin vermektedir [14].

Bu calsmada Yard. Doc¢. Dr. Guhergul Ulucam’in doktora tezi
kapsaminda sentezlenen ve Prof. Dr. Kadriye Beakdifindan analizleri yapilan,
ligandlari ayni olan befarkli metal kompleksi tuzunun Ldgnin ( % 50 mitoz
inhibisyonu yaratan doz, sitotoksik doz) altindalozlarinin, insan periferal
lenfositlerindeki genotoksik etkisijn vitro olarak kromozomal dizeydeki
mutasyonlari belirleyen, kromozom aberasyon (CAdidls kromatid dgisimi
(SCE) ve mikronuklelis (MN) testi olmak Uzere, Ugiasitogenetik yontem

kullanilarak argtiriimistir.



Sozi edilen yontemlerin timua s6zkonusu olasi maotajetkileri saptamak
amacityla, bamsiz ya da birkagi birlikte katastirmali olarak kullaniimaktadir.
Bir testte pozitif etkili olan bir ajan, gerinde negatif etkiye sahip olabilmekte ya
da her Uclinde de pozitif genotoksik aktivite gdastémektedir [13-16]. Bu
testlerin son yillardaki en 6nemli kullanim amagidan biri, genotoksik etkisi
bilinmeyen herhangi bir fiziksel ya da kimyasalrajamutajenik etkisinin gkl
hiicreler Uzerinde sinanmasi iken, birgadi de beslenme, gunlik gam
aktiviteleri ve ilag alimi yoluyla, ya da cevreseé mesleki olarak belirli
genotoksik ajanlara surekli maruz kalan bireylegenetik yapilarinin izlenmesi
ve hasar tipinin belirlenmesidir. Bu tez eaiasinda kullanilan, genotoksisite
testlerinin s6zU edilen ilk amaca hizmet edensga konular icinde, farkli
alanlarda kullanima sunulan ya da sunulacak oliamydsal bilgiklerin mutajenik
| karsinojenik potansiyellerinin  ya da antimutajeni/ antikarsinojenik
Ozelliklerinin calgilmasi gelmektedir. Bu ¢amada ila¢ geifitirme ve ilag 6ncul
maddesi tasarlama amaciyla sentezlgrotan ayni liganda sahip pé&arkli metal
kompleksi tuzunun, insan lenfosit hicrelerinde koaomal dizeyde

olusturabilecgi hasarlar, dier bir deysle klastojenik etkiler asduriimistir.

1.1. Mutasyonlar

Kanser olgumunun somatik mutasyon birikimi ile aciklanmaginen bir
dogrudur. Genotoksinler, kromozom ve genlerdegiglem ya da yeniden
dizenlenmeye sebep olan ajanlardir. Mutasyon isA Basarina yol acanleyis
mekanizmasi ile hiicre ya da organizma icin kal@lnassisimdir. Toksik madde
ve genetik materyal ikilisinin sonucu mutasyon dlabMutasyon, mutajen
denilen fiziksel veya kimyasal ajanlarla uyariintagcu [17] veya kendiiinden
olusan [18] genetik materyalde meydana gelen rastgeknv dgisikliklerdir [19,
20, 21]. Mutasyonlar populasyonda yeni allel meydgatirebildgi gibi var olan
allellerin frekansini dastirebilirler [22]. Mutasyonun kendginden meydana
gelme olasifii disik olmasina kam, mutajenlerin etkisiyle ortaya c¢ikan
mutasyon frekansi olduk¢ca yukselmektedir [18]. Mwytmlar, kromozom



duzeyindeki mutasyonlar ve gen dizeyindeki gen vejda mutasyonlari olmak
Uzere iki ana sinifta incelenebilmektedir [22-24].

1.1.1. Kromozom diizeyinde mutasyonlar

Kromozom aberasyonlari da denilen kromozom mutdaypnspontan
olarak veya cgtli kimyasal ajanlar ve radyasyon gibi mutajenteriadiklenen,
kromozomun yapi ve sayi gigimleridir. Okaryotik kromozomlarda meydana
gelen bu dgisiklikler sitolojik olarak mayoz ya da mitoz bolinmeasinda g#li
boyama teknikleri kullanilarak tespit edilebilmedite]24, 25].

1.1.1.1. Yapisal kromozom bozukluklari ve nedenleri

Kromozom kirgl ya da yeniden dizenlenmesindensofu Alkilleyici
ajanlarin olgturdusu kromozomda parca kaybi, ilavesi ya da ygrdemesi
olayidir. Kromozomdaki yapisal gigiklikler kromatid kollarindaki kirilmalardan
olusur. Kirllma tipi, sayisi, tekrar bigene 6zellgine goére farkli mutasyonlar
gOzlenehbilir.

a) Delesyon

Kromozomun bir segmentinin kaybiseklinde meydana gelen
mutasyonlardir. Delesyon, bir veya birka¢ gendeiklar sonucu olgan
kromozomdan kayipseklinde olmaktadir. Bu kiriklar; sicaklik, radyasyo
virisler, kimyasallar, transposibil elementler g#ganlarca olgabilmektedir.
Insanda 5. kromozomun kisa kolundaki delesyon soml@an “cri du chat”
sendromu, bireyde fiziksel kusur ve zekad ggnk sebep olmaktadir [18].
Terminal ve interkalar delesyonlar bulunmaktadktakilan tip mutasyonlardir.

b) Duplikasyon

Kromozom mutasyonu slreci bazen, bir kromozom segime ekstra bir
kopyasinin Uretilmesieklinde gelsir. Haploid organizmalarda tek set kromozom
yer aldgl icin duplikasyon bolgesini gbozlemlemek kolay obma rgmen,
diploid organizmalarda duplikasyon heterozigotlanging cift yapilan
gosterebilirler. Bunlar “tandem” (ABCBCD), ya daeVrers” (ABCCBD) denilen



sekillerde tanimlanabilir. Ozetle, bir kromozom semtinin kromozom iizerinde
¢ift halde bulunmasgeklindeki degisimlerdir. Aktarilan tip mutasyonlardir. [26].
c) Inversiyon

Bir kromozomda 2 bdlgede alan kirgin olusturdusu segmentin 180°
donerek tekrar kromozoma tekekilde yapgmasi seklinde meydana gelen
mutasyon tipine inversiyon mutasyon denilmekteDelesyon ve duplikasyonun
tersine genetik materyal miktarinda herhangi bigiglklik yoktur. Inversiyon
kromozomlarinin heterozigot ciftleri mayozda “loogénilen yapiyi olgturabilir.
Inversiyondaki segment sentromer iceriyorsa “petigdeimversiyon”, sentromer
icermiyorsa “parasentrik inversiyon” adini alir. r&sentrik inversiyon lobu
homolog sentromerler ile disentrik kopru glirurken ayni zamanda asentrik
fragment olgumuna da yol acar [17,26]. Perisentrik inversigonlyeni
karyotiplerin artmasini garlar [22]. inversiyon tipi mutasyonlar, homozigot
halde oldaruci iken, heterozigot durumlarda ferietiplegisime yol acarlar.
Homozigot inversiyonlu kromozomlu hicrelerde maysadormal kromozom
eslesmesi olur [18]. Aktarilan tip mutasyonlardir.
d) Translokasyon

Homolog olmayan iki kromozom arasinda, kromozomnsaginin veya
gen dizisinin pozisyonunda meydana gelen b#igldik olup, genetik materyalde
bir kazan¢ ya da kayip yoktur [24]. Homolog kromodar arasinda, bir
kromozomdaki segmentin @@r kromozomdaki kirik bélgeye ygamasiseklinde
“interkalar  (interkromozomal) translokasyon” veya ontolog olmayan
kromozomlar arasinda iki kromozomdan kopan pargalger deistirmesiyle
“karsilikli  translokasyon” (resiprokal translokasyonkeklinde meydana
gelebilmektedir [10, 21].interkromozomal translokasyonda iki kromozom
arasinda cros over olur ve mutasyongrau ise resiprokal translokasyon
sonucunda onkogenler akt§le Translokasyonda sonuclari daha fazla 6nem
tastyan tip, bir kromozomdaki bir kirikla beraber lasentrik fragmentin der
homolog olmayan kromozomdaki fragmentle yegiglrmesi esasina dayanan
resiprokal translokasyondur [20]. Resiprokal ttakasyonlar kromozom boyama
teknikleriyle gozlenebilir. Bir takim fluresans ladgrla saretlenen DNA, kendine



uygun kromozomu bulur ve ona @anir. Bu preparasyonlar acik mavi renkte
olup, pembe boyalar da farkli kromozomlari boyangak kullanilir.

Insanlarda Down sendromlu hastalarda isokromozome®h baka bir
ifadeyle “Robertsonion Translokasyon” (sentrik fdmy da denilen 6zel bir
translokasyon tipi bilinmektedir [23, 21]. Kronik ydlogenous leukemia ve
Burkitt's lymphoma gibi timdrlerde kromozomal tréolsasyonlarin goruldgii
bildirilmistir.  Burkitt's lymphoma, kromozom 8 ve 14'teki rpsbkal
translokasyon sonucu meydana gelmektedir [24].

Translokasyonlarin insanda go kez fenotipik anormallikler meydana
getirdigi, hamilelikte digiklere ya da dgumdan sonra O6lumlere yol agt
yasayanlarda da zihinsel kusurlara sebep gldhilinmektedir [18]. Aktarilan tip
mutasyonlardir.

e) Izokromozom

Sentromerdeki bir kiriktan meydana gelen yeni lnirkbomozomdur.iki
telosentrik kromozomun acilarak 6zdkollara sahip iki kromozom meydana
getirmesi ile izokromozomlar our. Sentromerin enlemesine anormyakilde
bolinmeskeklinde de ifade edilir. Aktarilmayan tipteki muyaslardir [18].

f) Ring (halka) kromozom

Aktarilmayan tipteki mutasyonlardir. Translokasyd@ baslantili olan
halka olgumu su sekilde gerceklgr. Kromozom glesmesi sirasinda
translokasyon noktasinda dik ac¢i yapacak bir bialen (translokasyon haci)
kromozomlar ancak busekilde orijinal kromozomlardaki homologlari ile
eslesebilirler. Ha¢ ya da kuadrivalenti gliwran dort kromozom, kiazmalarin
uclara kaymasi sonucu metafaz 1 de sadece uclarbidarlerine yapyik kalarak
bir halka yapisi meydana getirirler. Bu yapilar mada énemli bozukluklara yol
acabilirler, ¢unkd bu kromozomlaristgan htcreler kisir olabildikleri gibi farkl
gen urdnleri de okturabilirler [19].
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Sekil 1.1. Sentrik halka ve asentrik fragment [27]
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Sekil 1.2. Disentrik ve trisentrik kromozom aberasyonlari [27]

g) Sentrik flzyon ve fizyon (Sentrik kayyraa)

Iki akrosentrik kromozomun bigerek bir metasentrik kromozom
olusturmasi ve kromozom sayisinda da azalmaya yol d&paraberasyondur.
Robertsonian translokasyon olarak da bilinir [18].

h) Sister union (kardekromatid birlgmesi)

Aktarilmayan tipteki mutasyonlardir. Bircok aiiamaciya gore kirilmalar
rastgele yerlerde meydana gelmezler, buna gore d@omlar Uzerinde bazi
bdlgelerin kirllmaya kar duyarhliklari dger bolgelere gore daha fazladir. Ayrica
kromozomlar genellikle tek kromatid halinde olduktala yani metabolik evrede
daha kolay kirilirlar. Yeniden yagna olmamasi durumunda meydana gelen
sentromerli ve sentromersiz parcalar mitoz ilekerkizunlamasina yarilir ve her
biri iki kromatid meydana getirir. Daha sonra heargadaki kromatidin kirik
uclar birbiriyle birlgebilir. Bu olaya kardekromatidlerin birlemesi adi verilir
[19].

1) Disentrik kromozom

Aktarilmayan tipteki mutasyonlardir. Mayoz 1 anaf@a hicrenin
karsilikll kutuplarina go¢ ederlednversiyon lobundaki 2 gen arasindaki cross
over dan dolay! iki sentromer anafaza birlikte giigeye bglayaca icin bir
rekombinant kromatid disentrik koprii formasyonutusturur. Iki sentromerli bu

kromozom disentrik kromozom adini alir [25].
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Sekil 1.4. Kromozom tipi aberasyonlar [28].

1.1.1.2. Sayisal kromozom bozukluklari ve nedenleri

Hucre bolinmesi kusurlarindan elw. Caitli tipleri olan ve her birine
farkl adlar verilen kromozom sayisigigmeleri balica iki grup altinda toplanir.
a) Oploidi

Haploid kromozom sayisinin katlari kadar artmaskémdini gdsteren
Oploidi, bir takimdaki
kromozomlarin hepsinin sayisinin birden tam kattalinde artmasi veya

kromozom takimi sayisindaki ggimler olup,

organizmada tek takim kromozom bulunmasidir [19]plofdide bireyler
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monoploid, diploid, triploid, tetraploid ve polipth seklinde artan kromozom
takimlarina sahiptir [10]. Normalde diploid olanylsan ve bitki turlerinde ender
olarak bazi bireylerin hicrelerinde sadece birtakiani n sayida kromozom
bulunmasi olayina monoploidi denir. Bir monoploahg oldigu tim genler igin
hemizigottur ve resesif genler fenotipte ifade iddi. Poliploidi genomdaki
kromozom sayisinin hepsinin birden ikiden fazlaakaikselmesidir. [18-20, 25].
Poliploidi genelde memelilerde, mayoz sirasindakiniata sonucu okmaktadir.
Poliploid memeliler ¢gunlukla d@umdan ©nce diik yapmaktadirlar. Cok
nadiren dgum gerceklgmesi halinde bu yavrular gamdan kisa bir siire sonra
Oltrler [20]. Bir poliploidin sahip oldgu kromozom takimlarinin hepsi ayni tire
aitse bu olaya otoploidi, birden fazla tire aitéepdoidi adini alir [19, 21].

Poliploidi bazen bir bireyin somatik hicrelerinde dheydana gelir ve
endoploidi olarak adlandirilir. Endomitoz sonucu ydena gelen bu olay,
farklilasmis ve bolinme vyeterge kaybolmuy bazi hicrelerde nukleus zari
kaybolmadgl halde kromozomlarin mitozda boyuna bélinereklaay iki veya
daha fazla kata yikseltmeleri sonucusalu Endomitoz, anafaz ve telofazin
gerceklsmemesi ve kromozom sayisinin her bélinmede 2 kgtkmasini ifade
eder [18].

Endoreduplikasyon ise kromozom sayisinin artmaspmbatidlerin
bolinmesi ama hicrenin boélinmemesi durumudur. Eitdada oldgu gibi
kromozomlar kati kadar artar, ancak hiicre bdlinmgesgceklsmez ve bdylece
sentromerlerinden birbirine tutunmugok sayida kromatidden glmus olan
kromozomlar meydana gelir [20].

b) Andploidi

Normal kromozom setinde bir ya da birden fazla ksaom takiminin
kazanilmasi ya da kaybedilmgsklindeki mutasyonlardir.

Mayoz veya mitozda hiicre bolinmesi ve mitotik ipl#paratusunu
etkileyen anojenik ajanlar tarafindan kromozom kayh da ilavesinin olmasi
seklindeki mutasyonlara anéploidi denilmektedir. Afdidi, somatik ve Ureme
hicrelerinde hicre bdélinmesi sirasinda spontanalolgla da kimyasallarin
induiksiyonu ile meydana gelebilmektedir [29].
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Anoploidi hayvanlarda genellikle 6lumcul olup,iotigzan fetislerde
saptanabilmektedir [24, 25]. Anoploid birey, haplgiayidan bir eksik veya fazla
sayida kromozom gayan gey hicrelerinin déllenmeye katilmasiyla @lu [18].
Anormal sentromer yapisi, kinetokor hasarinin bomugu olan anafazda
kromozom kayiplari, anafazda kromozom duzensizlragal, mitotik kayma,
mikroflamentteki kusurlar sonucu sitokinez bolinmde olgan hata gibi
mekanizmalar sonucu meydana gelmektedir. Anoploidirkanserin  erken
asamalarinda ortaya cikabilen bir durum didutahmin edilmektedir. Yapilan
cogu calsmada solid tumdrlerde andploidiyle sKili olan sentromer
anormalliklerinin oldgu tespit edilmgtir [29].

Anopliodi iki ayri  senaryo icerebilir. Kromozom aynamasi
(nondisjunction) durumunda iki kromozom ayni kugh@er. Sonu¢ olarak kusurlu
gamet ile normal gamet bigieninden monozomik birey obumu gozlenirIkinci
durum ise, anafazda geri kalmadg.iplikleriyle baglantini n kopmasi sonucu bir
kromozomun yan$ilokalize olmasi durumu gercekie [20].

Diploid bir bireyde tek bir kromozomun eksik olmasiurumuna
monosomi denir. Bu bireyin gdumu, mayozda kromozomlarin ayrilmamasi
sonucu meydana gelen bir gamet ile normal bir genietiesmesi sonucu okur
ve kromozom sayisi (2n -1) oludinsanda otozomlara gkin monosomi
oldurucuduar, ancak monosomik poliploidlersggabilmektedir. Nullisomi ise bir
kromozomun organizmada homglo ile birlikte eksik olmasidir, (2n — 2) ile
gosterilirler.  Polisomi durumu, bir takimdaki krogomlardan birinin veya
birkaginin sayisinin artmasi olayidir. Trisomi, diploidde bir kromozomun fazla
bulunmasidir. (2n + 1) formult ile gosterilir. [125].

Otozomal trisomi (2n+1) durumuda erken 6lim gozlem, otozomal
monosomi durumunda (2n-1) goadan O6lum gercelde. Bunlar dsinda
nullisomi, polisomi gibi andploidi g&leri vardir. Down sendromlu bireylerin
otozomal kromozomlarindan 21. kromozomda trisomriliis ve pek azi
yetiskinlik cagina ulgir. Cok ender olarak cocuk sahibi olan Down sendinom
kadinlara da rastlanmaktadir. [10, 19, 20]. OtoZzomanosomi ise (2n-1),
insanlarda gejemeden 6len embriyolarda saptanabilmektedir [23krbmozom

trisomisi Patau, 18. kromozon trisomisi Edwardsdsemuna yol acan trisomiler
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de gozlenmektedir. Bu bireylerde c¢ok sayida yapisal mental kusur

bulunmaktadir.

1.1.2. Gen dizeyindeki mutasyonlar

Genellikle bir allel formdan gerine olan genetik materyalin kalitilabilir
degisimleridir. Gen mutasyonu, genom icerisinde bir gensayisi ve
kromozomdaki yeri d@asmeden yapisinin @emesi durumudur. DNA’'daki
nukleotid dizisinin, bu dizideki bazlarin sirasinya da oraninin dgsmesi
seklinde meydana gelen ve nokta mutasyonu olarabildeen mutasyonlardir.
Spontan (kendifiinden) ve indtklenmgi/ uyariimsg (bir ajan tarafindan) mutasyon
olarak siniflandirilir [4, 24]. Spontan mutasyordeeleri icinde DNA replikasyon
hatalari, tautomerik dggsim, metilasyon, gen kirilmasi, transposibil eler@nt
sayilabilir.

Bir gendeki dgisim sonucu yeni bir allelin olimasi ile bu alleli tayan
organizma ya da hicre mutant adini alir. Bu mutalidgl geri mutasyona
ugrayarak tekrar eski haline donebilir [18, 19, 22lutasyonun bireyin
fenotipinde kendini belli etmesansi dgiskendir. Deisikligin genotipte
gozlenmemesi ya da canliyl dldirmesklinde ifade edilen iki u¢ nokta arasinda
mutasyonlarin blyuk @unlugu bireyin fenotipinde ¢gtli degisikliklere yol acar
ve onun ortama uyumunu, bunun sonucunda dganya yetengni cesitli
Olcilerde etkiyebilir.

Gen yapisindaki bir mutasyon her zaman fenotipeiyagyabilir, 0 genin
ardndnd, arandndn yapisini ve aktivitesingdarmeyebilir. Béyle bir durumda
bu gendeki bir mutasyon sessiz (silentytasyon olarak adlandiriir [30, 31].
Ornesin; UAC tripletinin UAU’ya donigmesi bir nokta mutasyonu olmasina
karsin, her iki triplet de ayni aminoasiti (tirozin) #ladgindan protein triiniinde
bir dezsisme olmaz. Ber tripletlerin yapisinin dgsimi yeni bir amino asitin
olusumuna sebep olursa bu nokta mutasyonuna “Yaahlamli (missense)
mutasyon”denir. UAU tripleti tirozini kodlarken, bu UCU’ ydonistrse serin
aminoasiti meydana gelir. Bunlarinsghda higbir aminoasitsifrelemeyen bir
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kodon olgursa, dur anlamina gelen UAA, UAG, UGA gibi tripéturetilir ve bu
tip mutasyon da “anlamsiz (nonsense) mutasyon™ aiim[30, 32].

Gen mutasyonlarini iki ana grupta toplayabiliriz:
a) Baz dgisim mutasyonlar (Transisyon, Transversiyon)

Bir gen bdlgesi icindeki bir bazin farkli bir bde yer degistirmesi sonucu
meydana gelen mutasyonlardigde bir purin bazi bga bir purin baziyla veya
bir pirimidin bazi dger bir pirimidin baziyla yer dgstirirse bu tip mutasyona
transisyon (kanlikli gecis) mutasyonu adi verilir. Hicre siklusunda her zaman
gerceklgebilir. Diger bir durum, bir pirimidin bazinin bir plrin balayyer
degistirmesidir. Bu tir mutasyona ise transversiyon (gapgeg) mutasyon
denilmektedir [20, 30]. Transversiyon sadece DN#Alikasyonu safhasinda
gozlenir. AT» GC, GC- AT, TA—CG, CG-TA seklinde transisyon ve
AT—-TA, GC—CG, AT—-CG, GC- TA seklinde de transversiyon mutasyonlari
meydana gelebilmektedir [24, 31]. Yapilan bir galada GCG>TA ve GC-CG
tipi transversiyon mutasyonun oksidatifskitlarda ortaya ¢ikgn goraimistr [2].

b) Cerceve kaymasi (Frame-Shift ) mutasyonlari

Polindromik bolgelerde bir ya da birkag bazin ekbesi ve cikariimasi
seklindeki mutasyonlardir. Orga insan mitokondriyal DNA’sinda ilk stop
kodonunda olgan nokta mutasyon Cyt ¢ oksidaz sentezini engelBazi
durumlarda DNA’daki nikleotid dizisine 3 veya 3’ lati olmayansekilde baz
eklenmesi ve cikarilmasieklinde mutasyon meydana gelebilir. Bu durumda
tripletlerin yeri dgisecesinden sentezlenecek proteinin fonksiyonu dgigde Bu
tur mutasyonlar ¢cerceve kaymasi (Frame-Shift) nyatalari adini alir. Proflavin
gibi interkale edici ajanlarin vaginda bu tip mutasyonun agtibilinmektedir
[32].

Insanlarda Duchenne Miskuler Distrofi (DMD), pihgmea faktorii 1X
eksikligi nedeniyle gelien hemofili B vep Talesemi gibi hastaliklarda cerceve

kaymasi mutasyonlarinin rol oyngdbelirlenmitir [30].



14

1.2. Genotoksik Etkili Ajanlar

Genotoksik etkiye sahip ajanlar iki ana grupta @aophaktadir. Bunlar
iyonize ve iyonize olmayan radyasyonun svikiyle meydana gelen
mutasyonlardan sorumlu fiziksel ajanlar ve alkiibey hidroksile edici, ¢apraz
baglayici, klastojenik ajanlar, psoralenler, nitr6zidgsbaz analoglari olarak

siniflandirilan kimyasal ajanlardir.

1.2.1. Fiziksel mutajenler

Muller ve Stadler tarafindan Xinlari gibi ¢aitli radyasyonlarin fiziksel
mutajen olduklari tespit edilgtir. Iyonize ve iyonize olmayan radyasyon
seklinde bir siniflandirma yapilmaktadir [17, 32].Ukimizde ve gelecekte
kullanimi kacginilmaz olan radyasyonun zararli etikilden korunmanin ve
biyomonitoring cakmalarinin 6neminin ele alingli biyolojik dozimetride

kromozom aberasyonlarinin yerinin tanimlandialsmalar yapilmgtir [27].

1.2.1.1.iyonize radyasyon

X, gama, betasinlar ve nétronlar mutasyona yol agtbilinen iyonize
radyasyonlardir. lyonize radyasyon suyun serbest radikallerini stoitarak
organizma ve hucrelerde bir dizi hasara yol acnuhakteberbest radikaller ¢ok
aktif olan elektronlar ile DNA'ya, proteinlere veltre lipidlerine bglanarak
bunlarda hasar ofturabilirler. Hucre bdlinmesini bloke ederek hidnen
olumiune sebep olabilirler [32]iyonize radyasyonda dimegtee olyur ve
replikasyon, transkripsiyon hatalari sonucunda gleneateryalde kirllma ve
kopmalar gozlenir. Sonucta baz yapisi boz@aaain cift zincirde kagilikl
gelmesi gereken bazlar arasindag bgapilamaz ve iplik kirlir, hatta
kromozomlarda da kirllma ve kopma gozlenebilir. 8jenik etki doza ki artis

gosterebilir. Ayrica huicrenin bulungu siklus evresinin de 6nemi vardir.
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1.2.1.2. Non iyonize (iyonize olmayan) radyasyon

Iyonize olmayan radyasyona ornek olarak verilecekigMari potansiyel
mutajenik 6zellikteki fiziksel mutajenlerdir. U\sInlari Greme hicrelerine etki
edemez ancak deri hiicrelerinde hasara yol agmak&sj: UV isinlari pirimidin
dimerlerini etkileyerek ¢ift sarmal yapisini bozarl

1.2.2. Kimyasal mutajenler

Kimyasal maddelerin mutajenik etkileriyle ilgilkilcalsma 1. ve 2. diinya
savaginda kullanilan ve hiicrelerde mutasyona yolgagorilen nitrojen mustard
gazidir [32]. Daha sonra yapilan galalarda gidalarda katki maddesi olarak 2500
kimyasal maddenin bulungu ve bunlarin mutajenik etki yapabilgcecesitli
testlerle tespit edilngtir [23].

Bitki ekstrelerinde bulunan gal zehirli bilesikler, sentetik besin katki
maddeleri, genotoksik etkili olan endustriyel kirmgdar vb. ajanlar DNA'yi
farkli sekillerde etkileyerek vyapisini gagtirmek yoluyla mutasyona yol
acabilmektedirler [34]. Bunlardan bazilar baz gidi&ligine, yanls baz
eslesmelerine, baz eksilme veya anmia sebep oldiu gibi, bazilari da DNA’nIn
yapisindaki bglar kirarak DNA’da hasara yol acarlar. Bunlar bitemyasal
mutajen olarak mutasyonlari indiklemektedirler [30]Yapilan cakmalarda
karsinojenlerin ¢gunun mutajen oldgu ama tum mutajenlerin karsinojenik etki
gostermeyebilegg anlagiimistir [21].

Gunluk ygamda kag1 kariya kalinan kimyasal iceie sahip maddelerin
blyluk bir ¢g@unlugunun mutajenik oldgu, bu mutajenlerin de % 90’dan
fazlasinin karsinojenik oldw bilinmektedir. Bunlari g6z 6ntine afgnizda, bu
maddelerin karsinojenik potansiyelleri acisindast sdilmesinin genel ghk ve
surddrdlebilir yiksek yam kalitesi acisindan 6nemi ve garanlasiimaktadir
[34, 35].
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1.2.2.1. Baz analoglari

Bu maddeler standart bazlara benzerler ancak gdegrelerini tam olarak
yapamazlar. Replikasyon sirasinda bazlara uygurstsular bazlarin yerine
replikasyona katilir. Bu kimyasallar DNA'nin yamdeki parin ve pirimidin
bazlarina benzeyen, DNA replikasyonu sirasinda RIER’ bu bazlarin yerine
gecebilen ve mutasyonu tetikleyen molekdllerdir.lifidn en 6nemli baz
analoglari 5-bromo urasil (5-BU) ve 2-aminopurirAR)dir. 5-BU, timin baz
analgu olup, yapisinda metil grubu yerine brom atonwnaktadir. Sonugta bu
baz analoglari DNA replikasyonuna katillarak mutasysebep olmaktadir. Baz
analoglarinin, transisyon ve spontan tautomerizat@gtiklari bilinmektedir [24,
31, 35].

1.2.2.2. Alkilleyici ajanlar

Bazlara alkil gruplarini eklerler ve boylece bagegmelerinin dgru
yapilmasina engel olurlar. Organik makromolekitienukleofilik merkezlerine
afinite gosteren elektrofilik bikgkleridir. Fosfodiester banda oksijenin
alkilasyonu ile fosfotriester ofur. Alkillenen bazda N-glikozidik Gazayiflar ve
depurinasyon ya da depirimidasyon spiu Nokta mutasyonlarin her (g tipini de
indukler. Yapisinda bir ya da fazla sayida reagtiibu taiyan, bu gruba gore
mono, bi veya polifonksiyonel alkilleyici ajan oék adlandirilan kimyasallardir.
Ornesin, epoksid ve etilen amin, monofonksiyonel alkilé ajan sinifina
dahilken, sulfat ve suilfonatlarin go bifonksiyonel alkilleyici ajan sinifina
girmektedir [10, 32].

Bu ajanlarin elektrofilik yapilarinin karsinojeniletki gdsterdikleri
bilinmektedir. DNA'nin ntkleofilik merkezine lganarakseker fosfat bglarinin
kopmasina sebep olur ve gernlezyonlar olgtururlar. Terapotik antikanser
ilaclarinin potansiyel DNA alkilleyici 6zelie sahip oldgu ve karsinojenik etki
gosterebildgi bilinmektedir [4, 24, 32]. Etilmetan silfanat (BY] hardal gazi,
dimetilsilfonat (DMS), nitrozoguanin (NG) alkilleyi ajanlar arasinda olup, bu
ajanlar cgunlukla tautomerik kayma sonucu yagnhaz glesmesi ile transisyon

tipi mutasyona yol agcmaktadirlar [30].
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1.2.2.3.Interkalasyon ajanlari

Temelde DNA moleklline eklemeler yaparak onun yapidozan
acroline boyalari, proflavin, akridin, ethidyum brm gibi DNA'daki baz
ciftlerine benzeyen ve bazlar arasina sskak giren ajanlardir. g&r bu
interkalasyon, DNA replikasyonu sirasinda olurseeisiyon ve delesyon tipi
mutasyonlar meydana gelebilmekte; DNA’ nin sarmegdiginin geglemesi, baz
eklenmesi veya ¢ikmasi sonucunda ise frame-shifasyona yol agmaktadir [20,
30, 32]. Birer alkilleyici ajan olan genotoksik anterin, amino florinlerin frame-
shift mutasyonuna sebep ofluyapilan cakmalarla gosterilnstir. interkale edici
ajanlarin insanlar icin ciddi bir potansiyel mutajeve karsinojen oldiu
belirtilmistir [36].

1.2.2.4. Hidroksile edici ajanlar

Nukleotid bazlarina hidroksil grubu eklerler. Yanbaz glesmesine sebep
olurlar. En iyi bilinen hidroksile edici ajan hidesilamin’dir. Aflotoksin B ise,

guanin bazina saldiran ve nikleotidden bu bazramkgulcli bir mutajendir [20].

1.2.2.5. Dger kimyasal ajanlar

Nitr6z asitin (HNQ), DNA’nin yapisindaki adenin ve sitozin bazlarikida
amino gruplarini, keto gruplarina dg@tiirerek deaminasyona sebep @dwe
replikasyon sirasinda bazlesme 6zellginin degismesine yol agan bir mutajen
oldugu bilinmektedir. Sonucgta adenin deaminasyonu igasl hipoksantin sitozin
ile eslesirken, sitozinin demainasyonu ile @an urasil de adenin ilglesmektedir
[10].

Hidrojen peroksit (HO,), hidroksi radikaller .OH) ve superoksit(&) gibi
reaktif oksijen tirlerinin de DNA’da mutasyona spldan dger 6nemli kimyasal
ajanlar oldgu bilinmektedir [30].

MMC, aflatoksin B, streptomisin gibi ajanlar da krozom Kkiriklari

olusturma 0Ozellginde olup mutajenik etkiye yol agcmaktadirlar [10].
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1.2.2.6. Klastojenik ajanlar

Kromozomlarda kiriklara sebep olan fiziksel veyankasal ajanlardan
olan klastojenler, tumér promotorlari olup DNA'dargs delesyonlar olgtururlar.
Bleomisin, kampotesin, mM-AMSA, 0-AMSA, akridin, akbmisin D,
methotrexate, metil akrilat, fluodeoksitridin, UNAdyasyon, benzen, benzo(a)
pren, MMS (metil metano sulfanat)’in klastojenitbdinmektedir. [37, 38].

Pestisitler ve metilleyici ajanlar da mutajenitesi klastojenitesi ¢alilan
maddelerdendir. [4, 26, 39].

1.2.2.7. Metabolik aktivasyon ile aktive olan ajardr

Normalde toksik olmayan bir kimyasalin, metabdiktivasyon surecine
girdikten sonra, metabolizma enzimleriyle parcatakameydana gelen Urin
formunun aktif 6zellik gosterebilege bilinmektedir. Parcalanma sonucu ifade
bulan Uriin, DNA'ya elektrofilik veya nukleofilik rmkezlerden bganarak
etkisini goOstermektedir. Yani bir bigsin biyoaktivasyon sonucu toksisitesi,
makromolekillere  bdanmasiyla ortaya c¢ikmaktadir. Opm  3-
hidroksiasetonilid toksik olmasa da, 4-hidroksiasdide ba&lanarak tepkimeye
girebilmektedir. Aflotoksin B1 de, kara@@r P-450 enzim sistemince metabolize
olmakta, sonucta ofan metabolizma Uriini exo epoksit DNA'ya interkale b

ajan olarak bglanarak aktivasyon gostermektedir [40].

1.3. Genotoksisite Calmalari

Genetik toksikoloji cakmalariyla belirlenen potansiyel genotoksik etkiler,
kanser gibi hastaliklarin nedenlerinin belirlenmdsi kullanilabilmektedirler
[41]. Bu testler, canlilarin maruz kagdipotansiyel riskin hizli bigekilde tayin
edilmesi, gektiriimekte olan ilaclarin insanlarda neden olaka@c riskin
Olcilmesi ve yapilabilecek ek testlerin belirlenmes yardimci olmak igin
kullaniimaktadir. Toksik olan materyallenim vitro daki genetik etkilerini 6lgmek

icin kullanilanin vitro genetik toksikoloji testleri, gder timin vitro toksikoloji
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testlerinin onculadir [42]. Cevresel koruma prograoian EPA mesleki ve
cevresel maruziyet risklerini belirleyen pek ¢cokdeatuar tarafindan kabul goren
sitotoksisite testlerinden elde edilen verileriley@arak veri tabani ofturmaktadir
[4].

In vivo olarak balayan genotoksisite test gahalar daha sonraki S9
aktivasyonunun gediiriimesiyle in vitroya kaymstir [42].

Mesleki ve cevresel maruziyetten kanser sgeine, katki maddelerinden
dental dolgu maddelerine, bitki ekstrelerinden ysemtezlenen ilaclara insan ve
saligl ile kagllasacak tim madde ve etkenlerin etkilerinde standsttdr haline
gelen mutajenite ve genotoksisite gadalari;in vitro olarak yapilabilmesi, pratik,
guvenilir, standartlara uygun, kriterleri belli, meca yonelik capmalar olmasi

sebebiyle dinya Gizerinde etkin kakilde calgiimaktadir. [42-49].

1.3.1. Bakteriyal yontemler

Besiyerlerinde Uretilebilen bakteriler ile kolayizh ve digik maliyetle
yapilan testler sonuca odakli ve zaman kazandnitelikleri sebebiyle tercih
edilmektedirler. Kisa zamanl test sistemleri ig@nein yaygin olarak kullanilan
testlerden birisi de bakteriyel testlerdir. Mutabir genin yabani tipe geri
donmesini sglayan mutasyonlara geri mutasyon, yabani tiptgasiumutasyonlar
sonucu mutant formlari tespit etmede kullanilanasybnlara da ileri mutasyon

adi verilir.

1.3.1.1. Ames (Salmonella/mikrozom) testi

Basit, hizli, ekonomik, kisa zamanl bir geri mytas testidir. Uygulama
kolayligl, hassalii sebebiyle tercih edilen, Salmonella thiphimiriumtest
maddesi olarak kullanan (6zellikle TA 98 ve 10Glauni) ve bakterinin histidin
geninde farkh mutasyonlarla ggiiek icin histidine ihtiya¢ duyan gsik tipte
oksotrofik mutantlara domturdimistir. Ortamdaki histidin tikendikten sonra
geri donigen (his-revertant) bakterilerin ayni kolonikgklinde buylimesi esasina

dayanir. 1970 lerin Benda Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan gellen
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Salmonella/mikrozom testi; detaylart en iyi bilinegecerlilgi, uygulanma
kolayligl ve hassasti nedeniyle en fazla kabul goren ve gunumuzde aledsirt
olarak siklikla kullanilan bir yontemdif24]. Mutajenik potansiyeli belirlemede
en cok kullanilan testlerden birisi olup, kimyaaakh bu testte pozitif sonuc
verirken, in vivo testlerde negatif sonu¢ verdikleri de olasi socamug@larak
bildirilmi stir [26].

1.3.1.2. SOS (umu) testi

SOS (umu) testi, bakterilerdeki mutasyonlarin gé&net molekiler
dizeyde analizinde kullanilan, kisa zamanli birri ilenutasyon sistemidir.
Mutagenesisle ilgili oldgu disintlen umu operonunun ifade edilme dizeyini
saptamaya dayanir. Umu operonunun ifade edilmeyitiiz@-galaktosidaz enzim
aktivitesinin 6lctlmesiyle saptanan, kompleks, ka®gl ajanlarin genotoksik
etkilerini saptamada kullanilan, kolonimetrik bakgal bir ileri mutasyon
yontemidir. 3-galaktosidaz enzim aktivitesi kontrol gubuna gikiekat fazla ise
kimyasal mutajenite acgisindan pozitiftir. Umu tedg hicrelerin canl olarak
kalmasi zorunlu deldir ve Ames testinde miktar olarak toksik olaloidk

kimyasallar test etmeye olanalkgka. Ames’e yakin bir duyarlga sahiptir.

1.3.1.3.E.coli lac | mutasyon test sistemi

Bakterilerde meydana gelen mutasyonlarin genetik melekuler
analizinde kullanilan bir ileri mutasyon testidi983'te Miller ve ark. tarafindan
E.colide gelstiriimistir. Bu sistemde laktaz operonundaki reseptori &yth
lacl geninde okan mutasyonun fenotip Uzerindeki yansimasi bekrek
deserlendirilmektedir. Lac | mutasyonlarini iceren deigesi bakteriden alinarak
bir plazmite ya da M13 faji klonlama vektérine alsaak, vektorler ¢galtilip,
¢cok sayida mutant DNA kopyasi elde edilerek ve amalizi yapilmaktadir [50].



21

1.3.2. Sitogenetik yontemler

Yeni sentezlenen maddelerin genotoksik etki yondndegtiriimasinda
mikrontkleus testinin siklikla kullaniliyor olmasalismada ilk yontem olarak
MN tekniginin secilmesi konusunda destekleyici oktwr. Bu kapsamda, test
maddelerinin olasi genotoksik etkilerinin, Feneah arkadglarinin uyguladii
yontemden modifiye edilen CBMN tekii ile aratiriimasi ve elde edilen
bulgularin tirevler arasinda kdastiriimasiyla, klastojenik etkiye yonelik bir
degerlendirme yapilmasi amaglarytni.

ilk deney seti CBMN tekii kullanilarak kurulmgtur. CBMN denemesi,
kiltire edilen insan hicrelerinde MN sayimi icimcie edilen bir metoddur.
Cunkud, sayim ilk bolinmesini geciren hicrelerlariohr. Kromozom diizeyinde
meydana gelen DNA hasarlarinin gnalmasinda guvenilir sonuglar veren
CBMN (Sitokinez Bloklama Mikroniukleus) tekii temel prensip olarak
sitoplazma bélinmesinin  Sitokalasin-B  (Cyt-B) ilengellendgi  kaltar
kosullarinda c¢ekirdek bolinmesini tamamlanve bir test maddesi ile muamele
edilmis hdcrelerin icerdii mikrontkleus (MN) miktarinin belirlenmesine
dayanmaktadir. Sayim icin sitoplazmalari korugroian 1000 bintkleat hicre/
doz kullantlir.

Bu hucreler; bir kif mantari olarlelminthosporium dematioidelan
izole edilen bir kalip metabolit olan sitokalasin(Byt B)'nin birinci bélinme
dongusuni takiben ilave edilmesiyle sitokinezinehedilmesinden sonra beliren
cift cekirdekleriyle ayirt edilir. Cyt-B ile, kultidleki hiicrelerden bolinen hicreler
sitoplazma bolinmesi inhibe edilerek ayirt edillr. mitoz geciren bintkleat
hiicrelerdeki MNIler sayilir. Kromozom/kromatid K kromozom rearanjmant,
apoptotik hiicre, nekrotik hiicre saptanabilir. Brolteknikte kullaniimaz, ¢tnkl
boluinen ve bolinmeyen cekirdeklerin ayrimi iginldamiktarda BrdU kullanimi
klastojenik etki yapar. Boyama tekniolarak Giemsa ile birlikte akridin orange
kullanildiginda DNA yail-sari, RNA ise kirmizi renkte gozlenir.

*sitotoksik (hticre Gzerine etkili olan) ajanlar NRKZ'a,
*genotoksik (DNA, kromozom, iplik tizerine etkili @h) ajanlar APOPTOB’e

yol acar.
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Ayrica radyasyon sebebiyle hicredeQy HO,, OH, H gibi kdkler
olusmasi durumunda protoplazma enzimleri tahrip olurseaucta hicre olurse
buna apoptosis,ger hiicre dlmez, bélinmez hale gelir ve besleneniexz fiiicre)
ise doku oOlumi gercekde ki bu duruma da nekroz adi verilir. Binukleat
hicrelerdeki sl MN  sayimi; bu denemenin en Ukliydesiskeni olan
suboptimal hicre bdlinme kinetiklerinin ¢lurdusu sasirtict etkileri 6nler.
CBMN denemesi son yillarda, kromozom kirilmasi, lkozom kaybi, non-
disjunction, nekroz, apoptozis ve sitostazis 6l@imte kullanilan en yaygin
metoddur. [51,52]

44, zaat fikzasyon
1
Cyt B aktin inTb'rtu'jr[] l @
@ . 2453 Af =8 L2538 monanukleat

72 saat

hinuklest

Sekil 1.5. CBMN test prosediri
Yontemde test maddesinin 24 ve 48 saatlik muamelkesmin nedeni ise,

test maddesinin §&da verilmesi durumunda olasi PHA'ya direng veyaomi
gecikmesi ya da test ajani kisa omdurli ise hidrelsadece @/ G; fazinda
gozukmelerine kar alinan bir 6nlem olmasindandir. MN, gercek niukleu
disinda sitoplazmada bulunan niklear orijinli yuvarlalsimlerdir. ig ipligi
kinetokor fonksiyon kaybi, kromozom alt birim hasahucresel fizyolojik
degisim, mekanik parcalanmayla glan kromozom fragmentleri ve anafazda gec¢
kalarak her 2 kardenukleusada gidemeyen kromozomlardarswuSekil, yapi
ve boyanma Ozellikleriyle nukleusa benzerler ve ggitli blyukluklerde
olabilirler. MN, kromozom kiriklarindan ya da nuéte bolinme boyunca
anafazda geri kalan kromozomlardan orijinleninsan hcrelerindeki MN
indeksi; genetik toksikoloji testleri icin standasttogenetik testlerden birini
olusturmaktadir.

CBMN tekniginde kullanilan sitokinez inhibitord, aktin filamggrinin

ucuna bdlanarak aktin polimerizasyonunu oOnler ve hicrelaafaz evresine
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gecemez. Boylece bdlinen ve bélinmeyen hiicre ayretigir. Test sonunda

MN tanimlanmasinda Fenech ve ark. (2003) tarafindaman Micronucleus

Project (HUMN) kapsaminda belirlenen sayim kriterl&ullaniimaktadir.

Bunlardan bglicalari gagida verilmétir:

a.

b
C.
d

Sadece sitoplazmasi iyi korungnibinukleat hticreler sayilmali

. Hucre gruplari arasindaki bireysel hicre sinidgriimal

MN gercek nukleus ile ayni boyanma 6zellikleri \apwa sahip olmall

. MN gercek nikleustan gorilebilir yuvarlak bir cisiolarak ayrilmg

olmali

MN cap! gercek nikleusun yarisindan fazla olmamali

mikrondikleus

Sekil 1.6. Tek mikrontkleuslu binukleat hiicre

Kromozom eldesinde kullanilan hicreler arasindaikeahgi, trofoblast,

testisteki spontan bélinen hicreler dirakt\ivo) kullanilir iken, kan hicresi ve

amniyotik sivi isein vitro olarak kiltire edilerek kullaniimaktadir. Tum dami

hicrelerin bélinme doneminde olmasi gerekmektddirvivo yontemlerde ya

dogrudan kromozom elde edilir ya da kisa sireli kidtikullanilir. In vitro

uygulamalarda ise yapay uyarici ile mitozgvile edilerek periferik kan kulttrt
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gibi kisa ya da fibroblast deri kulttrt gibi uzuireli kilttrler elde edilir. Kisa
donem periferik lenfosit kdltart ile yapilan sitoggik testlerin hizli, ucuz,
hassas, insan biyolojisine uygun olmasi,sgain dozlarin kiiciik miktarlarda etkili
olmasi, kolay elde edilen cekirdekli hicrelerle igahya olanak vermesi
avantajlar arasinda sayilmaktadir.

Kromozomal aberasyonlar ise, spontan olarak yaiohgydsal/radyasyon
gibi mutajenlerin etkisiyle ortaya cikan, kromozamwyapisi ve sayisinda
meydana gelen @eimlerdir. Kromozom aberasyon testi, kromozomda naeyd
gelen bu klastojenezisin belirlenmesini amaclantdhkteBu test, insan periferal
lenfositlerinin in vitro’da 6nce fitohemoglutinin (PHA) ile bélinmeyeswik
edilmesi, inkibasyonun 70. saatinde si@h veya kolsemid gibi inhibitdrlerce
hiicrelerin metafazda tutulmasi esasina dayanilmakta

Antifungal bir ila¢ olan flukunazol ile insan lerditlerinde yapilan
calsmada; bu ilacin kromatid, kromozom kiriklari, pddipli, disentrik
kromozomlar, kromatid dgsimleri, yapisal veya sayisal kromozom
aberasyonlarina yol agti tespit edilmgtir. Insan lenfositlerinde bu ilacin
klastojenik ve anojenik etkili oldiw sonucuna varilmtir [53].

Yapisal Kromozom Bozunma Testi (CA) ile andploidiiploidi gibi
sayisal kromozom bozukluklari, kromozom/kromatig@i tkirilmalar, anormal
birlesmeler saptanabilir. Klastojenik etkinin anailmasinda kullanilir. Genelde
kisa sureli lenfosit klttrleri tercih edilir. Bugie icin gerekli aminoasit, mineral,
kontaminasyon engelleyici antibiyotik, hicreyi ggdmaya tgvik eden madde
olan PHA (normal lenfositler viicuttap&&; fazinda uyur durumdadir, béltinmeye
tesvik edilerek blast hiicre haline gelirler) bulunamama alinan lenfositler 8¢
de 72 saat inkibe edilir. Bu surecte farkll zamalslakimyasallar eklenir. 70.
saatte kalisin eklenir (anafaz inhibitord, gi ipliklerini pargalar, htcreleri
metafazda tutar). Sire sonunda santrifllj edileesitasyona bdanir, KCL ile
hiicre sisirilerek sitoplazma tahrip edilir. Fiksasyon yapil(hicrenin canlilik
Ozelliklerini bozmadan o6ldurilmesi). Preparasyorpiya Fosfat tamponuyla
hazirlanan Giemsa ile boyanir. Oda sigakbla kurutularak preparat yapilir.
Disentrik/asentrik kromozom, kromozom/kromatid giriring olusumu, karde

kromatid birlemesi bakilir. En az 3 doz kimyasal test maddestajanitesi kesin
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olarak bilinen bir pozitif (+) kontrol, ¢oziict, span mutlaka uygulamada olmasi
gereken elemanlardiin vivo CA tekniginde hicreler metafaz 1 de ikan,vitro
da ise metafaz 1 sonrasinda sayilir.

Bir kromozomda, kardekromatidler arasinda parca g@g@mi olmasina
kardeg kromatid dgisimi denir. SCE, karde kromatidlerin homolog
lokuslarindaki resiprokal geimdir ve replikasyona [ghdir. SCE testi, bu parca
degisimi sonucu DNA'da meydana gelen ve sonra tekrdegan kiriklarin tespit
edilmesini sglamaktadir. SCE testinde hucreler, bir timin agalowlan Brd-U
(bromodeoksiuridin) ile mitoz sirasinda muameldirede Brd-U’ nun floresan bir
parlaklik vermesiyle kargekromatid dgisimlerinin tespit edilmesi s@anir.
BrdU bglanan DNA dg@al ve vyapay sikta degrade oldiundan ik
maruziyetinden kacinilir. Kanser gibi hastaliklgr8&€E frekansinda agtoldugu
bilindigi icin, mutajenlere maruziyet sonucu gdbilecek hasarlarin
belirlenmesinde siklikla tercih edilen bir tekniktiSCE sikigini etkileyen
faktorler ve sebeplesunlardir.

BrdU: Kendisi de SCE oklturaca& icin minimum konsantrasyonda kullanilir.
Ekim zamani: Yavwahticre dongust ile SCE sigliartar.

Medyum bilgenleri ve sicaklik: Hiicre dongt zamanina etki dddodayli olarak
SCE siklgini etkiler.

Soma hicresi kromozomlari genelde kimez ve sinapsis ajturmaz.
Ajan etkisiyle; profaz/metafazda glus olan karde kromatid cross-overa
benzer bir resiprokal ges tokus gecirir. Bu durum genler gesmedsgi icin yeni
allel kombinasyonu okiurmaz.

Ornesin; BLM genindeki mutasyon replikasyon hatasina walar ve
Bloom sendromu okwr. DNA ile kovalent bglanan ve onarima engel olan
maddeler SCE'yi indukler. Sadece iplik kirilmasi BBf2 sebep olmaz. Baz
alkilleyici ajanlar ve capraz lgiyici ajanlar (=bifonksiyonel alkilleyici ajan yan
DNA'da 2 farkh nukleofilik merkezle reaksiyona gim muhtemel karsinojen
bilesikler) iplik ayrimini engelleyerek replikasyonu ko eder ve SCE'yi artirir.
Bir timin bazi analogu olan BrdU’dan faydalanilBubaz analogu replikasyonun
degil, eklenen bazlarin hatali olmasina yol acar).Brarligindaki 1. metafazda
CA, 2. metafazda SCE gozlenir. Preparasyona kadgdeknler CA'nin aynisidir.
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Sonrasindasinlama tamponu icindeki preparatlar UV’'ye birakiBrdU’yu alan
DNA dogal ve yapaysikta degrade olur. 8C de 1saat inkiibasyon yapilir. Amag
BrdU nun yapisini bozmak ve Giemsay! alabilmesaglasnaktir. Hazirlanan
preparatlar boyanir ve kurutulur. Floresans boygamldginda, BrdU + DNA
kompleksi boyayla hlanamaz ve soluk gozlenir.
MI = metafaz hicresi/ total hiicre sayisi
Rl =(1xM1) + (2 x M2) + (3 x M3)

100

Bir anti kanser ilag olan gemsitabinin belirli daahin lenfositlerde CA ve

SCE frekansinda agta yol actgl bir calsmada belirlennstir. Bu ilacinin vitro’da
doza bl olarak hem sitotoksik, hem genotoksik giduisdylenebilmektedir [54].

Genotoksisite testlerinin kullanim alanlari arasinagevresel ajanlara
surekli maruz kalan bireylerin biyoizleme gatialari, cevresel ajanlardan izole
edilen yapay ya da kirletici ajanin etki stramalari, sentezlenerek gida,gbl,
temizlik, sanayi gibi alanlarda kullanilan ya da ll&nilacak bilgiklerin
mutajenik, karsinojenik, anti mutajenik, anti kawgenik etkilerinin tespiti,
hastaliklarin genetik hasarla skilendirilmesi, biyoteknoloji Urtnlerin  risk
degerlendirmeleri, biyolojik doz belirleme sayilmaktafill, 32, 55, 56].

Sitogenetik testlersik mikroskobu kullanilarak kesin olarak kromozomal
degisikliklerin tespit edilmesini temel alir. Sitogeriettalsmalarda kimyasallarin
meydana getirgg hasarin ve etkinin belirlenmesinde kardeomatid dgisimi
(SCE), yapisal kromozom bozuklu (CA) ve mikrontkleus testi (MN) kullanilan
en yaygin sitogenetik yontemlerdir [57-59].

1.3.2.1. Yapisal kromozom bozulma (CA) testi

Andploidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom bomlari ile kromozom/
kromatid tipi kinlmalar, anormal bigeneler CA test sistemi ile
saptanabilmetedir. Bu test yontemi klastogenik netkiargtiriimasinda 70’li
yillardan bu yana uygulanmaktadir. Kromozom ve latd tipi kirilmalar
sininflandinimgtir [28, 60].



27

Bu test, insan periferal lenfositlerinin vitro’ da 6nce fitohemoglutinin
ile bolinmeye tgvik edilmesi, belirli zamanda kgkin ve kolsemid gibi iplik
inhibitérlerince hicrelerin metafazda tutulmasisesa dayanmaktadiin vitro
CA testinde genellikle memeli somatik hucreleri,sanda ise lenfositler
kullaniimaktadir [25, 59].

Antifungal bir ila¢ olan flukunazol ile insan lerditlerinde yapilan
calsmada; bu ilacin kromatid, kromozom kiriklari, pddipli, disentrik
kromozomlar, kromatid dgsimleri, yapisal veya sayisal kromozom
aberasyonlarina yol agti tespit edilmgtir. Insan lenfositlerinde bu ilacin
klastojenik ve anojenik etkili oldiw sonucuna varilmtir [53].

Laboratuvarda cajan kkilerde kimyasallara maruziyete #a olarak
lenfositlerdeki CA seviyesinde etkili denilebilecdkr arts olmaktadir [61].
Pestisitlere maruz kalinan bir bélgedeki insanlgdpilan bir caymada, CA, SCE
ve MN testi birlikte uygulanmgi ve bu ¢ testte de kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda CA, SCE ve MN frekansinda belirgin orandasaoldugu
gozlenmitir [12, 56].

1.3.2.2. Kardg kromatid degisimi (SCE) testi

SCE testi, karde kromatidler arasinda parca g@mi sonucu DNA’'da
meydana gelen ve sonra tekrar el kiriklarin tespit edilmesini gamaktadir.
SCE testinde hucreler, bir timin anglo olan Brd-U (bromodeoksiuridin) ile
mitoz sirasinda muamele edilir ve Brd-U’ nun fl@esir parlaklik vermesiyle
karde kromatid dgisimlerinin tespit edilmesini $ganir. Kanser gibi
hastaliklarda, SCE frekansinda axildugu bilindigi icin, mutajenlere maruziyet
sonucu olgabilecek hasarlarin belirlenmesinde siklikla teemlien bir tekniktir.
Cssitli mutajenik maddeler alkilleyici 6zellikleri ile(mitomisin C, nitrojen
mustard gibi) kromatid kiriklarini ve gigimlerini indtiklemektedirler [17].

Benzin istasyonunda c¢ghn ve sigara kullananlarla yapilan bir galada,
benzen maruziyeti ve sigara iciminin kontrol gruplea kasilastirildiginda,
mitotik indeks ve replikasyon indeksini azalticing@ birlikte etkili olduklar

gorulurken; sigaranin ve benzenin CA frekansi tmeri beraber bir etkisinin
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olmadgi anlgilmistir. Sigara ve benzene maruziyette ise 6nemli @éeleSCE
frekansi arti oldugu kontrol gruplariyla katlastirilarak anlailmistir [12].

Bir antikanser ilac olan gemsitabinin lenfositledA ve SCE frekansinda
artisa yol actgl, in vitro'da doza bgh olarak hem sitotoksik, hem genotoksik
oldugu bir calsmada belirlennsiir [54].

Karacger kist hidatik tedavisinde kullanilan albendozuengtoksik
etkisinin aratinldigi bir calsmada, tedavi ©ncesi ve sonrasi bu ilacin
kromozomlar Gzerindeki etkisi incelergtii. Sonucta, bu ilacin periferik kan
kultirinde SCE frekansinda 6nemli derecede bigaasebep oldiu ve muhtemel

bir mutajen olabileg@ sonucuna varilmtir [62].

1.3.2.3. Mikronukleus (MN) testi

Mikronukleus hucre ¢ekirggnin disinda sitoplazmada yer alan ¢ekirdek
orijinli  kiicuk kiresel bir olgumdur. Mitotik hicrelerde kromozom
fragmentlerinden ya da anafazda ge¢ kalarak herkakde cekirdeze dahil
olmayan kromozomlardan veya tam ya da asentrik &mmm fragmentlerinden
koken alir. [62, 63].

Mikronukleusun igerdii kromozomal fragmentler oOncelikleg iipligi,
kinetokor ya da gier mitotik aparatlarin fonksiyon kaybindan, kromozalt
birimlerinde olgan hasarlardan hiicresel fizyolojidekigdgmlerden ve mekanik
parcalanmadan kaynaklanmaktadir. MN iceren hicsessmaki arty, maruz
kalinan klastojenik ya da anojenik ajanlarin geksito etkilerini yansitan bir
biyomarkirdir [29, 65].

MN ilk olarak 1891'de Howell ve Jolly tarafindansen eritrositlerinde
tanimlanmgtir. Bu yizden “Howell-Jolly cisim@” olarak adlandirilmgtir [1].

MN sikligi cok yaygin olarak phytoheamagglutinin ile stim@dilmis
periferal kan lenfositlerinde belirlenmektedir. Brk kullanilan metod mitojenle
stimile edildikten sonra hucrelerin bolinmesini @lgyen bir uygulamanin
yapildgi “Sitokinez Bloklama Mikronikleus” (CBMN) tekpidir. [24, 25, 51, 64,
66-68]. Cyt-B, aktin polimerizasyonunu inhibe edehlelminthosporium

dematiadeurdan elde edilen bir ekstredir. Hicre bolinmesisitokinez
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evresinde aktin filamentlerinin ucunagenarak ve aktinin polimerize olmasini
engelleyerek durdurur. CBMN tekginde, her 6rnek igin 1000 iki ¢ekirdekli
hicredeki mikronukleuslar sayilir [64].

MN olusumu, klastojenik ve anéjenik mekanizmalarin hersijke de
uyariimakta olup, @&z ve burun mukozasi, idrardaki dokulen epitel blerinde
ya da periferal kandaki tek ¢ekirdekli lenfositler@éspit edilebilmektedir.

Karsinojenlere maruz kalmibireylerde, artan kanser riskini gostermek
amaclyla bu dokulardaki morfoloji bozulgunu, kromozom kiriklarini, premalign
degisikliklerini belirlemek icin MN testi yapilabilmektér [69]. Fakat ¢gunlukla,
farkli genetik hasar tiplerini belirlemek amaciyesa zamanh lenfosit kalttra
tercih edilmektedir [1, 11, 66, 68, 70-72].

CBMN testi mikronikleuslarin belirlenmesi yaninda;

* Nukleoplazmik kdprulerin (NPB)

* Gen amplifikasyon belirteclerinin (NBUD)

* Hucre bolinmesi inhibisyonunun

* Nuklear bolinme indeksinin (NPI)

* Nekrozis ve apoptozisin de belirlenmesinglamaktadir [25]

CBMN teknigi, ilk olarak insan lenfosit hiicrelerinde MN’ninsiati icin
gelistiriimesine r&men, gunimuizde tumdr, kemik gili hicresi gibi birgok
hiicrede de uygulanmaktadir [67].

Insan Mikroniikleus Projesi (HUMN) adiyla bilinensam lenfositlerinde
CBMN sonuglarinin toplangh ve kasilastirildig uluslararasi bir veri bankasi
vardir. [70, 71, 73, 74].

MN (mikronikleus) sayim kriterleri:

MN’ler morfolojik olarak tek tip olup, nukleustanada kucuktir. MN
asagidaki ozelliklerle karakterize edilebilmektedir:

* MN capi gercek nikleusun yarisindan fazla olmanmahfositlerdeki MN
cap! ana cekirdek capinin 1/16’ siile 1/3’ U ardaiolmali

* MN’ler ana nikleusa [ olmamali, belirgin olarak ayirdedilebilmeli

» Sadece sitoplazmasi iyi korungioinukleat hicreler sayilimall

* Hucre gruplari arasindaki bireysel hiicre sinidgrilmali

* MN gercgek nukleus ile ayni boyanma 6zellikleri \agpwa sahip olmall
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* MN gercek nukleustan gorilebilir yuvarlak bir cisotarak ayrilmg olmall

BinUkleat (iki ¢cekirdekli) hiicre sayim kriterleri:

CBMN tekniginde iki cekirdekli (bintklead) hicreleri hesaplankaiterleri

sunlardir:

* Hucrelerde iki ana gekirdekli olmali

» Cekirdek sinirlari bozulmamolmal

* Ana cekirdekler ayni boyutlarda olmali

* Ana cekirdeklerin boyanma diuzeylesiteolmall

« Iki cekirdekli huicredeki cekirdekler nukleoplazmilogki ile baglanms
olabilir. Bu képri cekirdek capinin ¥4 ‘tnden datigitk olmamali

e Komsu hicrenin sitoplazmik sinirindan acikca ayrilakedichir [51, 70, 71,
74).

1.3.3. DNA'’ daki hasari saptayan dier yontemler

1.3.3.1. Comet (single cell gel electrophoresis ESE) testi

The Comet test veya tek hiicre jel elektroforez (E&Lsti olarak bilinen
test hicre seviyesinde DNA hasar tespiti icin kulla Comet testinin alkali
versiyonu ilk defa 1988'de Singh tarafindan bulugmu Bu yontem ylksek
hassasiyetli 6lcim yapmak amaciyla geiimisti. DNA’daki tek iplik
kinlmalarinin, kararsiz alkali bolgelerin, DNA-DNBNA-protein ¢apraz
baglanmalarinin ve onarim boélgelerindeki hatalarin iregimesini sglayan
sitogenetik bir testtir [38, 75-78]. Uygun laboratukasullarinda bitki hiicrelerinde
de uygulannytir. Diger test sistemlerinde bolinen hicreye ihtiya¢ durjain bu
testte bu durum bir 6nkal degildir. Hizh, gozlenebilir, duyarh, ucuz olan ve
karsinojeniteyi modifiye eden faktorlerin galmasinda gucli bir ara¢ olarak
karsimiza cikan test sistemi icin kicuk miktarlarda eknyeterli olmaktadir.
Testin en Onemli avantajlari; tek hicre dizeyindgi toplanmasina olanak
sglamasi, her Ornek icin az sayida hucreye ihtiyagnthsi, DNA hasarinin
tespitindeki hassasiyeti, okaryot tek hiicre popuakrindain vivo ve in vitro

calismalara olanak ggamasi, maruziyet durumundaki insan populasyordarwe
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cevresel monitoring ¢aimalarinda kullaniimasi, ekogenotoksisite gahlarinda
yarar sglamasidir. Oksidatif DNA hasari, farkli beslenmkt@alerinin koruyucu
etkisi bu yontem ile calilmistir [9, 15, 75-77, 79-82].

Tamor radyoduyarlilk ve kimyasal duyarlilik gerlendirmede, kanser
terapilerinde hasta yonetimini bireysgtiemek igin bu testten yararlanilmaktadir.

Hucrelerin bir lam Uzerine agaroz ile kamlarak tutunmasi ganan
yontemde, deterjan ve ylksek konsantrasyonlu tuzlgsi ile hicreler lizis
edilir. Elde edilen DNA'ya alkali ortamda ve ylksgbH'da elektroforez
uygulanir. DNA bu ortamda katodtan anod&motasinir [77]. DNA'daki hasara
gore jel Gzerinde yayllmiDNA parcaciklari kuyrukseklinde floresans ya da
nonfloresans mikroskopta uygun bir boyama yapilg@enebilir. Bu kuyrgun
Olcilmesiyle incelenen kimyasal maddenin DNA'da oeeya getirdii hasarin
boyutuyla ilgili tahmin yapilabilmektedir [83]. @uet testinde elektroforez
ortaminin pH dgeri desistirilerek farkli hasarlar saptanabilir. Notral pr&dNA
gocunde cift iplik kirilmalari, alkali pH'da (12-13hem tek hem cift iplik
kirilmalari, 13'den daha yiksek pH’'da ise tek ijdiklmalar gozlenebilmektedir.

Akciger kanserli hastalar ve kontrol gruplarinda DNA'daksidatif hasari
Olcmek icin Comet testi uygulangnve kemoterapi 6ncesi ve sonrasi hastalar ve
kontrol gruplarindaki DNA hasari arasinda bir faknadgl gorulmgtir [6].
Comet testinin capraz Payici ajanlarin olgturdugu hasari belirlemede negatif

sonug verdii bir calismayla tespit edilnstir [82, 84].

1.3.3.2. Mouse lymphoma (fare lenfoma) testi

Timidinkinaz (tk) lokusunda baz cifti @simleri, cerceve kaymasi ve
kicuk delesyonlarin sebep ofslumutasyonlari saptayan testtir.

Timidin kinaz geninin kullanil@ fare lymphoma testi, cok ggnoranda
kullanilan, tk lokusundaki gen ve kromozomal mutadgri belirleyenin vitro
memeli gen mutasyon testidir. Deoksiribonukleotidimfosfatiarin  (dNMP)
kaynaklarindan olan timidinmonofosfat (TMP) buylktlile dger nukleotidlere
donsmez. Eer diger letal TMP analoglari ile gesirse hiicre 6limu gercekle.

Bu analoglarin fosforilasyonu, memeli hicresinadeidini TMP’ye fosforile eden



32

tk tarafindan sganir. Tk enzimi olmayan hicreler ise letal anadogl sitotoksik
etkisine direnclidir [99]. Kimyasallarca indiklengen mutasyonu, kromozomal
hasari belirlemede faydall ama pahali bir tesBu. testte kullanilan hcreler

timidin kinaz lokusu heterozigot olan hiicrelerd6] 87].

1.3.3.3. HPRT gen mutasyon testi

Testin vitro ortamda uygulanan bir memeli geri mutasyon testidprt
geni, buyidk ya da kiuguk orandaki delesyonlar, DNa&z kxifti desisimleri,
heterolog kromozom rekombinasyonlari gibi genetikgigmleri belirtme
Ozelligine sahiptirSoyleki; HPRT geni 6 TG gibi prin analoglarinin dgadntni
katalizler. Normal hicrelerde 6TG baz analoglaubursa hiicrede sitotoksik
etki yapar. Ama mutant hucrelerde purin sentezinderumlu enzim inaktif
oldugu icin 6TG rekabeti kazanir ve purinlerin yerinegggek hicrelerin hayatta
kalmasini sgar.

Sonuc¢ olarak gr 6TGli ortamda hicreler ygorlarsa mutasyona
ugradiklarinin kanitidir ve test maddesi mutajenikbnucuna varilir. DNA’daki
baz cifti deisimlerini, biylk ya da kiguk orandaki delesyonldngterolog
kromozom rekombinasyonlari ve inversiyon gibi génehateryalde meydana
gelen dgisimleri buylk oranda yansitan, ¢cok gemranda kullanilan bir test
sistemidir. [83].

1.3.3.4. Muta mouse / Big blue yéntemi

Temelde transgenik (TG) mouse sistemleri big blmetamouse ve gpt
deltadir.A fajina dayanan sistemler mutamouse testinde lduigZplue testinde
lac | sistemidir. Bakteriyal lac | ya da lac Z gemlreporter genlerdir. Bu genler
vektorin parcasi olarak fare kromozomona entegile &d in vitro paketleme
reaksiyonlariyla fare genomik DNA’sindan faj paiflik olarak kolayca geri
alinabilir. Bu sistemler ileri mutasyon sisteml@ridTG denemelerinde rodent
dokularindan transgenler elde edilir ve mutasyasmnyaa genler petri icerisinde
koloni rengine gore secilir. Transgenler memeli relerinde ifade edilemez
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cunku genetik olarak notraldirlem vivo selektif baskinin etkisinden kaginirlar
[88].

1.3.3.5. TCR gen mutasyon test sistemi

TCR gen mutasyon metodu, Ishioka ve Deng tarafirydg@mnan metoddan
modifiye edilmitir. Ficoll/ Hypaque kullanilarak tim kandan lenttes izole
edilir ve rekombinant interlokin 2 ve %10 FCS igef®PMI 1640 medyumu ile
suspande edildikten sonra, test maddesiyle 24 rsa@mele edilir. Mitojenik
sitimilasyon icin, her mide 2 x 1thiicre iceren PHA-M eklenir ve %5 lik
karbondioksit ortaminda inktbe edilir. Hiicreler Réyucuklu plastik petrilerde 7
gun kudltare edilir ve medyum ginsia desistirilir. Becton Dickinson
imunositometri sistemi ile 30 dakika buz iizerindeamele edilen 1 x f£thiicre
Anti CD-3 MoAD ile isaretlenen fitoeritrin ve Anti CD-4 MoAb ilesaretlenen
floresans isotiyosiyonat ile boyanir. Hicreler y#etan sonra, 6li huicreleri
ortamdan uzakkiirmak icin son konsantrasyon 10 pg/ml olagekilde hicre
suispansiyonuna propidyum iyodid eklenir. Hiicre atisgyonlari, FACScan flow
sitometri ile analiz edilir. Lenfosit parcalariiiere s& acili sikla uzaklatirilir ve
2 x 10 hiicreden fazla olan sonuglar cift parametre it eddilir. Normal CD4+
hicrelerinin 1/25 lik dilimine ukan CD3 seviyesine mutant pencere ygiridr.
Mutant pencere igcin CD4 sol ve gsdloresans limitleri, normal CD3+ 4+
hiicrelerinin FITC floresangddetinin 0.5 ve 2 kati olacajekilde kurulur. Flow
sitogramdaki CD4+ T hicrelerinin toplam sayisiniatamt hiicre penceresine
bolinmesiyle elde edilen sonucglar TCR gen mutaslyekansi dgeri olarak
Olcalur [89].

1.4. Sitogenetik Yontemler ilellgili Cali smalar
CBMN teknigi standart bir genotoksisite testi olup dinya tmbeki pek

cok laboratuar tarafindan kabul edilen bir metoddifapilan bazi ¢caimalara

gore kanser galimi ile dstrojenler arasinda birgki varligl ortaya konulmsgtur.
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Medroksiprogesteron asetatin genotoksik potansiyels ve 10uM lik
dozlarla insan lenfositlerinde uygulargniCA ve SCE testleri yapilmive S9
metabolik aktivasyonu vaginda toksik etki gostergi saptanmytir [90].

Akciger kanserli hastalar ve @&l kisilerle yapilan cabmada DNA
hasari ile oksidatif stres parametrelerinde lemtifrgie comet testi ile herhangi bir
ili ski bulunamamytir [85].
kullaniimis ancak Metasystems Metafer 4 version 2.12 go6rintaliza
kullaniimistir ve diagnostik test olarak kullanimi uygun gamigtir [91]. G@us
kanserinde kullanilan o6strojenin genotoksisitesiangtirldigi calsmada MN
sayisinin artgl, SCE de ise zayif genotoksik etki gozlemdiielirtilmistir [92].

Ayrica iyonize a partikdl ile uyarilan CA larin bélgesel yeniden
dizenlenmelerin kimulatif (birikimli) Grdnleri olgu M-FISH analizleri ile
gosterilmitir [93].

Piyasada satilan antibiyotik, antifungal ve antdmsidin iceren ilaclarin
genotoksisitesi ile ilgili 467 ilacin incelergli calismada bakteriyal,n vitro
sitogenetik ve fare lenfoma testleri yapgmve buyuk bir kismi toksik
bulunmuytur [6]. Artan MN miktari ile insanlardaki kanseiskinin tahmin
edilebilir kilindgi belirtiimektedir [94].

Baska bir calma da CBMN nin ak@er kanser riski belirlemede cok
glcli bir biyomarkir olagani, MN, nukleoplazmik kopriler ve niklear
budlardaki arya bali olarak aciklar [7].

Apitol isimli madde ile yapilan ¢gimada, bu maddenin mitotik indeksi ve
SCE miktarini artirngive genotoksik potansiyele sahip gidubelirtilmistir [95].
Antimikrobiyal bir ila¢ olan sulfamethoxozole gahasinda 10 — 500 pug/ml lik
dozlar kullanilmg ve zayif bir genotoksik etkiye sahip ofglugorulmitir [96].
Apigeninle yapilan ¢cajmada CBMN testi uygulanmive MN artgi oldugu
belirtilmistir [97].

Antimikrobiyal bir ila¢ olan trimetoprim ile yapitacalsmada comet ve
MN sayilarinda argl goruldigu belirtilmistir [98]. Sigara icen radyoloji
teknisyenlerinde trimetoprimin kromozom Uzerine igtk her doz slre

kombinasyonu icin her bireyden 50 metafaz sayilataka bgli kromozomal
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dizensizlgin arttigl, uygulama siresi agtndan etkilenmegs belirtilmistir [99].
1-100 pg/ml lik trimetoprim konsantrasyonlarindaES®N frekanslarinin arg
ve ilacin sitotoksik ve 1limli genotoksik etkisinahdugu bildirilmistir [100].

Nitroimidazol turevi olan tiridozole (TNZ) mitotikndeksi didrtrken,
SCE sayisini artirmiancak replikasyon indeksine etki etmgtini In vitro insan
lenfositlerinde potansiyel genotoksik ve sitotoksikisi vardir [101].

Karacger kist hidatgi hastalarinda kullanilan albendazolun muhtemel
genotoksik etkisi SCE ile agtarilmis ve kontrol grubuna oranla SCE frekansinin
arttigi  saptanmgtir  [102]. 45 sghkh dontér ile yapilan bleomysin etki
argtirmasinda CBMN testi ile MN sayisinda gartiespit edilmgtir [103].
Antikanser ila¢ olarak kullanilan doksorubisininzddogli olarak MN frekansini
artirdgl gézlenmgtir. Ayrica nekrotik hiicre sayisinin da gittancak apoptotik
hiicre sayisinin ayni kafgdisaptanny, boylece, doksorubisinin hem klastojenik
hem de andjenik oldiw belirlenmgtir [104].

Antimikrobiyal ila¢ olan fansidar, kultire edilennsan lenfosit
hicrelerinde argturiilmis ve SCE ve MN frekanslarini artigg gbzlenmgtir.
Ayrica hamilelerde kullaniimamasi gergktile belirtilmistir [105].

Cevresel etki belirlemeddzmir korfezi ic, d§ ve orta sedimentlerindeki
ornekler AMES testi ile incelenmive i¢ kisimdaki mutajenik aktivitenin fazla
oldugu saptannstir [106].

Cevresel biyoizleme camalarina bir bgka 6rnek ise Bosna Hersek'te
uranyuma maruz kalan sderle yapilan CBMN denemeleridir. Bu ¢gghada
kontrol gruba oranla MN sayisinda belirgin bir gagdzlenmgtir [107].

Porsuk cayl suyunun tarim bitkileri Uzerine ekotkdtjik etkileri, agir
metal birikimi ile aratiriimis ve Porsuk ¢ayi suyu ile sulanan bazi 6érneklerde MN
olusumunun uyarildii tespit edilmgtir [108].

Bir calismada ise mononukleat (tek c¢ekirdekli) hicrelerirereukaltirt
baslamadan ©6ncekin vivo hasari gosterdikleri icin CBMN testinde ele alisma
gerektgi onerilmektedir [109].

MN sayimlarinin sadece binukleat hicrelerde yaniniklear bolinme
geciren hicrelerde yapilmasi tavsiye edilmekteddazi andjenlerin MN

frekansini hem mononukleat hem de binukleat hiateleartirdgl, ancak
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klastojenlerin (mitomisin C gibi) sadece binuklda@icrelerde artirgh bilgisi
verilmektedir [110]. Ayrica binukleat insan lenftsrindeki MN sayimi bir
kontrol calsmasi ile dgiskenlik katsayisi % 5,5 — 9,5 olarak bulugdu
belirtilmistir [111].

Kimyasal karsinojenlerin DNA Rganma kapasitesini 6lgmek icin insan
periferal kan lenfositlerinin kullanimi adl gghada®P yaklgimi ile daha hassas
sonuclar elde edilege belirtiimistir [112]. Ayni zamanda insan lenfositleri
genetik polimorfizmler ile genotoksisite arasindakgkinin de aciklanmasinda
kullaniimaktadir [113].

Ayrica sitogenetik biyomarkirlar ve genetik poliriiom iliskisinde CA
testinin kanser riski ile gkisinin SCE ve MN den daha iyi olgdu belirtiimektedir
[114]. N-Nitrosoprolidinin genotoksik etkisn vivo fare kromozomlari ve MN
induksiyonu acisindan gerlendirilmis ve kromozom kigii ve gap sayisinda afii
mikrontkleuslu polikromatik eritrositlerde (MPCE)sel doza h#i artis
bulunmutur. Kromozom kirgl ve MPCE sayisindaki agtn paralellgi iki yontem
arasindaki igkinin de varlgini gostermytir [115]. In vivo olarak Big blue
transgenik fare karagerinde MelOx mutajenitesi aftarilmis ve mutasyon

frekansini artirdy belirlenmitir [116].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Test maddeleri

Bu calsmada genotoksik aktivitesi sinanmak Uzere, Yrd. .DDg.
Guhergul Ulucam’in doktora tezi kapsaminda sentezieve Prof. Dr. Kadriye
Benkli tarafindan kimyasal analizleri yapilan metampleksi tuzlarindan
ligantlari ayni olan, 5 tanesi test maddesi olaedimitr.

2.1.2. Test maddelerinin genel kimyasal formulleri

Deneyde kullanggmiz test maddelerinin adlari ve ac¢ik formillefag@ada
verilmistir.

=
|
N
S S
@( M2+ j@ (CIO,),
N N
N N—
/_\ ®

Sekil 2.1.[ML] (CIO.) »

2.1.3. Test maddelerinin dozlari ve hazirlagi

Tez calgmasi icin kullanilacak olan [ZnL](CI», [NIL](CIO ).,
[CUL](CIOy)2, [CAL](CIOq)z, [FEL](NOs)2, [CUL](NO3)2, [COL](CIO4)2, [CdL]CI,
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kodlu metal kompleksi tuzlarindan deney kriterlerkarsilayacak olan ayni
liganda sahip 5 tanesi secilerek galalara bganmstir. Bunlar; [ZnL](CIQy),,
[NIL](CIO 4)2, [CUL](CIOy)2, [CAL](CIO4)2, [COL](CIOy), dir.

Test maddelerinin sitotoksik dozlarini ve 4¢gDdeserlerini belirlemek
amaci ile literattir cajmalari baz alinarak 20 pg/ml ve 10 pg/ml konsaptnalsir
denenmgtir. Ancak elde edilen sonuclarda hiucrelsdimi elde edilemerngive
maddeler lenfositler icin oldukc¢a toksik bulungtur. Kullanilan maddelerin yeni
sentez olmasi ve literatirdeki dozlarin kullanilamal metal, metal tozu ve metal
kompleksi toksisitelerinin lenfositler Uzerindekitkigerinin  birbirlerinden
bagimsiz oldgu sonucunu dfiindirmektedir.

Tam test maddelerinin 20 pug/ml, 10 pg/ml, 5 pgkntlozlar iki donérde
de denenmive oldukca toksik bulunnstur. Elde edilen sayim sonuclarina gére
2.5 pg/ml LDy degeri olarak saptanmstir. iki ayri donér kullanimini gerektiren
calismada elde edilen sonugclar tablolarda belirgtmi

Daha sonraki samada, s#ikli, sigara ve ila¢ kullanimi olmayan birinci
dondrden alinan periferal kan 2,5 pg/ml — 1 pgknitiozlar ile muamele
edilmistir. Cd(CIQy),, Co(CIlQy), maddelerinin 2,5 pg/mllik dozlari ve Ni(Cl}2,
Cu(ClQy),, Cd(CIQ), maddelerinin 1 pg/mllik dozlarinin 48 saatlik
uygulamalarinda ilk denemelerde sonu¢ algmi Ancak ikinci tekrar
deneylerinde tim maddeler icin her iki dondrde d&soLdeserinin 2.5 pg/mi
oldugu saptanngl ve tablolara slenmistir. Ayrica spontan mikrontikleus, pozitif
kontrol ve negatif kontrol dgrleri saptanngtir.

Deney sirasinda icinde besiyeri ve kan bulunaretégher bir dozdan 50l

ilave edilmitir.

2.2. Metod

2.2.1. Kullanilan deney ekipmanlari ve kimyasallar

Santriflij, mikroskop, inktbatdr, pHmetre, flowkabibuzdolabi, hassas
terazi, falcon ttp, mikropipet, enjektor, lam, ldpezlen, behersale.
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Kromozom medyumu, Sitokalasin B, Sorensen tampfbksatif, Giemsa,

hipotonik soltisyon, nitrik asit, entellan, BrdU.

2.2.2. Lenfosit kalttrd

Sigara icmeyen, ilag kullanmayan, 20 -3@lga arasinda ghkl iki erkek
bireyden steril kgullar altinda alinan kan, 2,5 ml Kromozom MedyuniiBunan
tuplere, 6%ar damla (0.2 ml) olacakekilde ilave edilm§ ve % 5 lik CQ
inktibatoriinde 37C de, toplam 72 saat inkiibasyona algimi Bu inkiibasyon
sureci boyunca test maddelerinin hicrelere uyguéenmsirasinda herhangi bir
kontaminasyona imkan vermemek icin Blemler hiicre kaltirl laboratuvarinda

steril kabinde yapilngtir.

2.2.3. CBMN Metodu

Periferal lenfosit vericisi olarak sigara ve ildgllanmayan, bilinen
mutajenlere maruz kalmasgniki donor secilerek, steril enjektdrle damar ydk:
alinan kan beklemeden 2.5 ml'lik kromozom medyum(Bochrom) iceren
besiyerine ekilmi ve 37°C’'de 72 saatlik inkibasyona aligtm 44. saatte
sitokinez durdurucu (anafaz bloke edici) olarak-8ytklenmitir.

Lenfositler test maddeleriyle 24 ve 48 saatlik algri muameleye maruz
birakilmg ve 72. saatin sonunda tupler hafifce calkalanara®0 rpm’de 15
dakika santrifij edilmi ve siUpernatan atigtir. Dipte kalan 1ml'lik sivi
homojenize edilngi ve 6nceden hazirlanarak 37°C’lik etivde beklethgrotonik
solusyon (KCL 9%0,4’lik) damla damla 7 ml ilave edigtir. Damlatarak
uygulama yapilmasinin nedeni hiicrelerde kiigmeéeolmamasini ggamaktir.

Sure sonunda tupler 1200 rpm’de 15 dakika santediilmis ve stipernatan
atilmstir. Fiksatif ile 3 kez muamele goren tuplerde santrifijden sonra kalan
0.7 ml’lik sivinin bir kismi pasteur pipetiyle hassbirsekilde cekilerek her lamin
farkli alanlarina 6 damla gelecekeklide 20 cm uzakliktan damlatilarak

preparasyon tamamlangtir. Preparasyonda kullanilan lamlar 2 gin 6nce 1N
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HNOs ile 24 saat muamele edilgniardindan 30 dk musluk suyu altinda yikanarak
3 kez distile sudan gecirilerek Y@ de kapali bigekilde muhafaza edilrgir.

Her doz icin 3 etiketli lam hazirlanmve 24 saat oda sicakinda tzeri
kapali olarak kurumaya birakilgtir. Boyama glemi 12 dk %5 lik Giemsa ile
Oonceden nitrik asitle temizlengniolan saleler igcinde yapilngi ve kurumaya
birakilmstir. Kuruyan lamlar entellan ile daimi hale ge@ritk mikroskobik

incelemeye hazir hale getirilerek sayimlargldoamstir.

2.2.4. SCE ve CA Metodu

Salikli donérlerden temin edilen kan hicrelerinin il ortamina
aktariimasinda ve tumslem basamaklarinda toksik ve enfekte edici ajanlara
maruziyetini engellemek amaci ile deneyler hijyeyaklarda gercekkgirilmi stir.

Kan hacrelerinin vericilerden alinmasinin hemen raddn karanlik
ortamda saklanan BrdU soliisyonu her tipe 10 pg/iata& sekilde ilave
edilmistir. Hazirlanan hicre kiltiri GOinkubatoriinde 37°C de 72 saatlik
inkiibasyona bganmstir. BrdU iceren DNA d@al ve yapaysikta bozuldgu icgin
test sonuclarini etkilememesi acgisindan hicre Kétiideney suresincesiktan
korunmutur.

Periferal lenfositler test maddelerinin tim tabtdbelirtilen 1 pg/ml, 0,5
png/ml ve 0,25 pg/mllik konsantrasyonlarina 24 vesd8t maruz birakilrglardir.
Kaltar sdresinin bitiminden 2 saat 6nce (70. sdalter tipe sterilsartlarda
kolsisin ilave edilmj ve homojenize edilrgiir. On muamelenin ardindan 72.
saatte tUpler 1750 rpm’de 5dk santrifij eddmvie sipernatan atilgtir. Dipte
kalan 1ml'lik sivi homojenize edilmive dnceden hazirlanarak 37 °C’lik etiivde
bekletilen hipotonik soltisyon (KCL %0,4’lik) dandamla 7 ml ilave edilnstir.

Damlatarak uygulama yapilmasinin nedeni hucreletdenelgme
olmamasini gdamaktir. Sire sonunda tupler 1200 rpm’de 15 dalsatrifij
edilmis ve stpernatan atilgtir. Fiksatif ile 3 kez muamele goren tuplerde son
santrifijden sonra kalan 0.7 ml'lik sivinin bir ks pasteur pipetiyle hassas bir
sekilde cekilerek her lamin farkl alanlarina 6 dangelecekseklide 60 cm

uzaklhktan damlatilarak preparasyon tamamlahmiPreparasyonda kullanilan
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lamlar 2 giin 6nce 1N HNQIle 24 saat muamele edilgniardindan 30 dk musluk
suyu alinda yikanarak 3 kez distile sudan gecailer4°C de kapali bisekilde
muhafaza edilngtir.

Her doz icin 3 etiketli lam hazirlanmve 24 saat oda sicaiinda Uzeri
kapali olarak kurumaya birakilgtir. CA denemesi icin boyamglémi 26 dk %5
lik Giemsa ile dnceden nitrik asitle temizlegnalan saleler icinde yapilngi ve
kurumaya birakilngtir. Kuruyan lamlar entellan ile daimi hale getik ve
mikroskobik incelemeye hazir hale getirilerek sdgna balanmstir.

SCE denemesinde ise Once preparafiemlanmg ardindan boyanryiir.

Bir gunluk kurumaya alinan preparatlaginlama kabina konarak Uzeri film
tabakasiseklinde Sorensen tamponu ile kaplagpme 30 dk UV lambasi iceren
0zel duzenek altindginlanmstir. Isinlamanin ardindan lamlar 60 °Cde 1XSSC
soliisyonu ile 1 saat muamele ediftini Onceden hazirlanan ve suziknoian
Giemsa boyasi ile 26 dk boyunca boyanan preparddar kurutma aparatina
alinarak 1 giun kurumasi beklesmve entellan ile kaplanarak daimi hale
getirilmistir.

Hazirlanan preparatlardan her doz icin ikinci mibi#tinmeyi geciren 50
hicre SCE igin, birinci ve ikinci bolinme gegirel® Hitcre CA igin 100X
biylutmede SCE, CA, MI, Rl sayimlari yapmak tzergn@plus CH40 markagik
mikroskobunda incelenstir. 1000 hicre icindeki metafaz evresinde olan

hiicrelerin orani hesaplanarak mitotik indeks bulugtar.

2.3.istatistiksel Analiz

Calismamizda her iki donérin lenfosit kdltirinde meydageden iki
cekirdekli 1000’er hiicredeki mikrontkleuslar saygncozicu kontrol ile ger
maddelerin kontrole gore olan etkiililiteratirde mevcut olan Dunnett-t ve
Student-t testi kullanilarak analiz ediktii [14, 40, 95]. Analiz sonuglarina gore
pozitif kontrol, ¢oztcl kontrol ve kullanilan tinozlarin anlamlilik derecesi “*”
isareti ile ifade edilmtir [45, 90, 96, 98, 110].
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2.4. CPI’ nin (Hiicre Proliferasyonindeksi) Saptanmasi

Test maddelerinin hiicre proliferasyon indeksi (QiRdgrindeki sitotoksik
etkisini incelemek amaciyla her bir madde ve daz preparatlarda herhangi bir
yerden bglanarak 1000 hucre icindeki tek cekirdekli, iki gelekli ve coklu
cekirdekli hucreler sayillmi ve CPl dgerleri gagidaki formile gore
hesaplanmgtir. Ayrica kontrol ve deney grubu CPI gbzleri ANOVA
programinda karlastirilarak, istatistiksel anlamlgi da test edilnsiir.

CPI =B+2P / M+B+P

B= iki ¢cekirdekli hticre

M= tek cekirdekli hiicre

P= ¢ veya daha cok cekirdekli hiicre

M+B+P=Toplam 1000 hicre
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3. BULGULAR

Calismamizda tercih edilen dondrlerin ilac ve sigardduimi olmamasina
dikkat edilmitir. Ilag ve sigara kullanmayan @il iki kisiden alinan kan
ornekleri Uzerinde test maddelerinin genotoksiksatk incelemek icin CBMN,
SCE ve CA tekrgi kullaniimistir. Uygun kultar kgullar altinda, 24 ve 48 saatlik
surelerde test maddelerinin farkli iki dozu uygaeak; kan lenfositleri Gzerinde
bu maddelerin genotoksik etkisi tespit edilmeyesdatistir. Test maddeleri 1
pag/ml birinci doz, 0,5 pg/ml ikinci doz ve 0,25 pd/iciinct doz olmak Uzere 24.
ve 48. saatlerde uygulangpozitif mutajen olarak MMC (Mitomisin-c), negatif
kontrol olarak DMSO kullaniimtir. Deney sonucu elde edilen preparatlardaki
1000 binuklead (iki ¢cekirdekli) hiicre icindeki MMyasI hesaplanrtir.

Standart istatistiksel veriler Dunnet T ¢oklu dkstirma testi ile analiz
edilmistir. Her iki dondrle yapilan deneyler sonucu her ¢boz ve madde igin
1000 BN (iki cekirdekli) hticredeki MN frekansi, ¢iizi kontrolle kagilastirilarak
24 ve 48 saatlik surelerdeki MN anlamlilik géeleri standart sapmalara gha
olarak cizelgeler halinde gjturulmustur.

CPI' nin (hiicre proliferasyon indeksi) istatistiketarak dgerlendirilmesi
sonucu elde edilen verilerin ANOVA’ ya gore anlandonuglar verdi
gozlenmgtir. Bu sonuglara b#i olarak test maddelerinin hiicre proliferasyonu
Uzerinde [CoL](ClIQ), maddesi haric olmak Uzere sitotoksik etkili gidu
gorulmugtar.

Tum doz ve maddelerde SCE ve CA oranlari saptamaielde edilen
veriler tablolara yerlgirilmi stir. SCE ve CA oranlari tim maddelerde spontan ve

negatif kontrole gére agtgdstermektedir.



Cizelge 3. 1[ZnL](ClO,4), CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN gerleri

Sayilan
Sire Madde Doz MN sayisi £SS CPI
hticre
Negatif kontrol 8.0+ 0.00 0.06
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 16.5+ 6.36 0.05
0,3pg/ml 1000
(MMC)
13.0+1.41 0.14
24 saat 1 pg/mi 1000
17.0+ 7.07 0.12
[ZNnL](ClOy4)2 | 0,5 pg/ml 1000
12.0+0.00 0.08
0,25 pg/ml 1000
Negatif kontrol 6.0+ 0.00 0.08
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 25.5+6.36* | 0.04
0,3pg/mi 1000
(MMC)
8.0+£1.41 0.03
48 saat] 1 pg/mi 1000
8.5+ 4.94 0.05
[ZnL](C|O4)2 0,5 pg/ml 1000
9.5+2.12 0.08
0,25 pg/ml 1000
Spontan - 1000 6.5+ 0.70 0.55

MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri
* e kP < (0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[ZnL](ClOy,). ile yapilan ¢camada pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile 48
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saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler ifegantrol verilerine gore

anlamh bulunmstur (p<0,05). 24 saatlik muamelede doz azalirken CRéderi

dismis, 48 saatte ise doz amtihiicre c¢@almasi Uzerinde belirgin bir etki

yapmstir. 24 saatlik uygulamada negatif kontrole gére Migkansinda agi

vardir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmgimi
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Cizelge 3. 2]NiL](ClO4), CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN gerleri

Sayilan
Sire Madde Doz MN sayisi £SS CPI
hiicre
Negatif kontrol 8.0+ 0.00 0.06
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 16.5+ 6.36 0.05
0,3pg/ml 1000
(MMC)
7.5+£0.70 0.03
24 saat 1 pg/mi 1000

, 17.5+0.70 0.24
[NIL](CIO 4)2 | 0,5 pg/ml 1000

0,25 27.0+ 2.82** 0.07
1000
pg/mi
Negatif kontrol 6.0+ 0.00 0.07
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 25.56.36* 0.04
0,3pg/mi 1000
(MMC)
20.0+ 5.65* 0.09
48 saat| 1 pg/mi 1000

) 15.0£1.41 0.06
[NIL](CIO 4)2 | 0,5 pg/ml 1000

0,25 8.0+ 0.00 0.05
1000
pg/mi

Spontan - 1000 6.5+ 0.70 0.55

MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri
*, e p < 0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[NIL](CIO 4)2'in 24 saatlik 0,25 pg/ml'lik dozundaki anlamhligp<0,01), 48
saatlik pozitif kontrol ve 48 saatlik 1 pg/mllik gandaki anlamhliktan (0,05)
daha yuksektir. 48 saatlik madde uygulamasindaai@imasina paralel olarak
CPI degerlerinde azalma olnstur.
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Cizelge 3. 3]CuL](ClO,4), CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN gerleri

Sayilan
Sire Madde Doz MN sayisiI £SS CPI
hucre
Negatif kontrol 8.0 +£0.00 0.06
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 16.5+6.36 0.05
0,3pg/ml 1000
(MMC)
16.5+4.94 0.06
24 saat 1 pg/ml 1000
16 +2.82 0.07
[CuL](CIOy)2 | 0,5 pg/ml 1000
0,25 12.0+0.00 0.10
1000
pa/mi
Negatif kontrol 6.0 £ 0.00 0.08
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 255+6.36* | 0.04
0,3ug/ml 1000
(MMC)
12.0+0.00 0.11
48 saat| 1 pg/mi 1000

13.5+£4.94 0.16
[CUL](C|O4)2 0,5 pg/ml 1000

0,25 11.0+£2.82 0.16
1000
pa/mi

Spontan - 1000 6.5+ 0.70 0.55

MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri
* e kP < (0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[CUL](ClOy) ile yapilan cakmada pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile 48
saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler Dunnestine goére anlamli
bulunmutur (p<0,05).

24 saatlik uygulamada doz artiile CPl deerlerinde azalma, 48 saatlik

uygulamada ise doz azaha bl bir artma saptanrgtir.



Cizelge 3. 4]CdL](ClO,4), CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN gerleri

Sayilan
Sire Madde Doz MN sayisi +SS CPI
hucre
Negatif kontrol 8.0+ 0.00 0.06
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 16.5+6.36 0.05
0,3pg/ml 1000
(MMC)
7.5+0.70 0.04
24 saat 1 pg/mi 1000
9.0+£1.41 0.07
[CAL](CIOy)2 | 0,5 pg/ml 1000
0,25 10.5+2.12 0.12
1000
pa/mi
Negatif kontrol 6.0+ 0.00 0.08
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 25.5+6.36™ | 0.04
0,3ug/ml 1000
(MMC)
18.0 + 1.41* 0.07
48 saat| 1 pg/mi 1000
10.0 + 1.41* 0.05
[CdL](C|O4)2 0,5 ug/ml 1000
0,25 17.5+0.70* 0.41
1000
pa/mi
Spontan - 1000 6.5+ 0.70 0.55

MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri

a7

* e kP < (0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[CAL](CIOy). ile yapilan cakmada 48 saatlik muamele sonucunda, 1 pg/ml - 0,5
png/ml - 0,25 pg/mllik dozlarda elde edilen MN sawilistatistiksel olarak anlamli
ancak dozdan Igamsiz dgisim gostermektedir.
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Cizelge 3. 5]CoL](CIO4), CBMN teknigine gbre 24 ve 48 saatlik MN gerleri

Sayilan
Sire Madde Doz MN sayisi +SS CPI
hucre
Negatif kontrol 8.0 +£0.00 0.06
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 16.5+6.36 0.05
0,3pg/ml 1000
(MMC)
13.0+1.41 0.24
24 saat 1 pg/mi 1000

12.5+2.12 0.25
[CoL](CIOy)2 | 0,5 pg/mi 1000

0,25 15.0+4.24 0.20
1000
pa/mi
Negatif kontrol 6.0 £ 0.00 0.08
50ul 1000
(DMSO)
Pozitif kontrol 25.5+6.36* | 0.04
0,3ug/ml 1000
(MMC)
6.0+1.41 0.08
48 saat| 1 pg/mi 1000

7.5+0.70 0.07
[COL](C|O4)2 0,5 pg/ml 1000

0,25 9.0 £0.00 0.67
1000
pa/mi

Spontan - 1000 6.5+ 0.70 0.55

MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri
* e kP < (0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[CoL](ClOy).ile yapilan caimada 24 saatlik muamelede 0,25 pg/ml’lik et
dozda en yiksek MN deri saptanngtir. Bu deser pozitif kontrol sayisina
yakindir. 48 saatlik muamelede de doz azalirken Mayilarinda argi

gozlenmitir.
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Cizelge 3. 6]ZnL](ClO,),‘in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozoneedsyonlar)

Uzerine etkisi

Aberasyonlar
Sayilan
Sire Madde Doz CA/Hucre sayisi
hucre | K |K” |SU |DS | R
50 1] 2 - - -
- Spontan - % 6
50 1] 2 - - -
Negatif kontrol 50 1 2 | 10| 2 -
50ul % 37
(DMSO) 50 4 | 4 | 12| - 2
Pozitif kontrol 50 3143| 3| 3| -
0,3pg/mi % 109
(MMC) 50 8 | 47| 1 1 -
24 L ualm 50 -l s | 1] 1] -
saat Hgm 50 11 3 ; - - % 11
0,5 50 1| 8 1 - -
ZnL C|O4 2 ’ 0
[ZnL](CIO,) wgm T T T % 17
0,25 50 2 10| 1 - 3
0,
wg/ml [ 80 | 3| 12| - | -] - %31
Negatif kontrol Soul 50 1 2 6 1 -
0,
(DMSO) AR % 23
Pozitif kontrol 0300/ 50 S| 741100 2| -
) m 0
(MMC) H9 50 71 43| 5 - - % 146
48 - 50 2| 5 2 1 -
1 m
saat Ho 50 1] 3] -] 2|1 % 17
| 0,5 50 1] 2 2 1 -
ZnL](CIO 9
[ZnL](CIO4)2 wgm T B T T % 8
0,25 50 1] 1 2 1 -
0,
pg/ml 50 1 - 1 - - %7

DMSO, Dimetilslfoksit;MMC , Mitomisin C;K’, Kromozom kirgl; K” , Kromatid kirgi,; SU,
Sister unionPS, Disentrik kromozomR, Ring olgumu

[ZnL](ClOy): ile yapilan 24 saatlik muamelede 0,25 pg/ml’likdigik dozda en
yuksek CA dgeri saptanngtir. 48 saatlik muamelede ise doz azaldikgged(CA
degerleri elde edilmytir.
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Cizelge 3. 7]NiL](CIO 4),in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozormeedsyonlar)

Uzerine etkisi

Aberasyonlar
Sayilan
Sire Madde Doz CA/Hucre sayisi
hicre | K" |K” [SU |DS
50 1 2 - -
- Spontan - % 6
50 1 2 - -
Negatif kontrol 50 1| 2| 10| 2
50ul % 37
(DMSO) 50 41 4] 12] -
Pozitif kontrol 50 3143 3| 3
0,3ug/ml % 109
(MMC) 50 8 47| 1] 1
24 50 3| 3 3 -
1 pg/ml % 13
saat 50 - 4 - -
. 0,5 50 4 2 - -
[NIL](CIO 4)2 % 16
pg/mi 50 5 5 - -
0,25 50 5 1 - -
% 23
pg/ml 50 7 5 2 -
Negatif kontrol Soul 50 1 2 6 1
0,
(DMSO) ! 50 | 3| 3] 7 - %23
Pozitif kontrol 03U 50 5| 74| 10 2
,oHg/m Y
(MMC) 50 | 7| 43| 5| - % 146
48 50 1 1 - -
1 pg/ml % 8
saat 50 - 2 3 -
| 0,5 50 - 1 2 -
NiL](CIO % 8
INILI(CIO )2 ugm [ 50 | 1| 2| 2] -
0,25 50 1 - - -
%5
pg/ml 50 2 2 - -

DMSO, Dimetilsulfoksit;MMC , Mitomisin C;K’, Kromozom kirgl; K” , Kromatid kirgl,; SU,
Sister unionDS, Disentrik kromozomR, Ring olgumu

[NIL](CIO 4); ile yapilan 24 saatlik muamelede 0,25 pg/ml’likdBik dozda en
yuksek CA dgerine ulailmistir. 48 saatlik muamelelerde dozdangimasiz ve
negatif kontrole gére diik CA dezerleri elde edilmitir.
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Cizelge 3. 8]CuL](CIlO,),‘in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozomneedsyonlari)

Uzerine etkisi

Aberasyonlar
Sayilan
Sire Madde Doz CA/Hucre sayisi
hicre | K |K” |SU |DS
50 1 2 - -
- Spontan - % 6
50 1 2 - -
Negatif kontrol 50 1 2 | 10| 2
50pl % 37
(DMSO) 50 4l 4] 12] -
Pozitif kontrol 50 3143| 3| 3
0,3ug/ml % 109
(MMC) 50 8|47 1] 1
24 i 50 7 1 - -
saat 1pg/m 50 2] 5 N - % 25
0,5 50 1 3 - -
CuL C|O4 2 ' 0
[ I( ) pg/ml 50 3 3 - - % 10
0,25 50 3| 3 1 -
0,
wgm | 50 |83 - - %18
Negatif kontrol Soul 50 1 2 6 1
0,
(DMSO) ! 50 | 3| 3| 7] - %23
Pozitif kontrol 03U/ 50 5| 74| 10 2
,oHg/m Y
(MMC) 50 |7 |43 5] - % 146
48 1 ua/mi 50 2| 2 - 1
m
saat HO 50 4 2 . 1 % 12
| 0,5 50 2| 3 - -
CuL](CIO 0
[CUL](CIOy)2 wgm 50 (0] 5T 1= % 20
0,25 50 al a1 -
0,
wgiml [ 50 |9 7| 1] 2 %28

DMSO, Dimetilsulfoksit;MMC , Mitomisin C;K’, Kromozom kirgl; K” , Kromatid kirgl,; SU,
Sister unionDS, Disentrik kromozomR, Ring olgumu

[CuL](ClQy)ile yapilan 48 saatlik muamelede 0,25 pg/ml'likdiglik dozda en
yuksek CA degeri saptanngtir. Saptanan der negatif kontrolden daha yuksektir.
Bu durum maddenin kromozom Uzerinde uzun muamelessitle ve dilk

dozda etkili oldgunu gdsternsiir.
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Cizelge 3. 9]CdL](CIO,),‘in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozomneedsyonlari)

Uzerine etkisi

Aberasyonlar

Sayilan
Sire Madde Doz CA/Hucre sayisi
hicre | K |K” |SU |DS
50 1] 2 - -
- Spontan - % 6
50 1] 2 - -
Negatif kontrol 50 1 2 | 10| 2
50ul % 37
(DMSO) 50 4 | 4| 12] -
Pozitif kontrol 50 3143| 3| 3
0,3ug/ml % 109
(MMC) 50 8| 47| 1 1
24 o 50 4 - - -
saat 1pg/m 50 . 2 2 - % 8
0,5 50 6 1 - -
CdL](ClOy)2 ' 9
[ I( ) pg/ml 50 11| 1 2 - %21
0,25 50 8| 2 - -
0,
pg/mi 50 10| 7 - - %21
Negatif kontrol Soul 50 1 2 6 1
0,
(DMSO) ! 50 | 3| 3| 7] - %23
Pozitif kontrol 03U/ 50 5| 74| 10 2
,oHg/m Y
(MMC) 50 | 7| 43| 5 - %o 146
48 L ua/ml 50 1| 4 4 1
m
saat H9 50 3| 5 N - % 18
d | 0,5 50 2| 4 - -
CdL](CIO 0
[CdL](CIOy)2 wgml 50 719 11— % 23
0,25 50 51 9 - -
0,
pg/mi 50 4 | 13| 1 1 %33

DMSO, Dimetilsulfoksit;MMC , Mitomisin C;K’, Kromozom kirgl; K” , Kromatid kirgl,; SU,
Sister unionDS, Disentrik kromozomR, Ring olgumu

[CAL](CIQy); ile yapilan 24 saatlik muamelede doz agah paralel CA ar§i

gozlenmigtir. 48 saatlik muamelede 0,25 pg/ml’lik ensidld dozda en yiksek CA

degeri saptanmtir. Saptanan der negatif kontrolden daha yuksektir.
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Cizelge 3. 10[CoL](ClOy),‘in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin CA (kromozomeedsyonlar)

Uzerine etkisi

Aberasyonlar
Sayilan
Sire Madde Doz CA/Hucre sayisi
hicre | K |K” |SU |DS
50 1 2 - -
- Spontan - % 6
50 1 2 - -
Negatif kontrol 50 1 2 | 10| 2
50pl % 37
(DMSO) 50 4l 4] 12] -
Pozitif kontrol 50 3143| 3| 3
0,3ug/ml % 109
(MMC) 50 8 | 47 1 1
24 ol 50 1] 2 - -
saat 1pg/m 50 . 3 . - % 6
0,5 50 2 4 - 1
CoL C|O4 2 ' 0
[ I( ) pg/ml 50 1 8 1 1 % 18
0,25 50 4 4 - -
0,
pg/mi 50 5| 11 1 - % 25
Negatif kontrol Soul 50 1 2 6 1
0,
(DMSO) ! 50 | 3| 3| 7 - %23
Pozitif kontrol 03U/ 50 5| 74| 10 2
,oHg/m Y
(MMC) 50 | 7| 43| 5 - % 146
48 * uami 50 4 | -1 -
m
saat H9 50 1 2 . . % 7
| 0,5 50 - 6 - 1
CoL](CIO 0
[COLI(CIO); ugiml | 50 | 1| 8| 1] 2 %19
0,25 50 1] 7] -1 -
0,
wgml [ 50 | 3|13 - | 4 %28

DMSO, Dimetilsulfoksit;MMC , Mitomisin C;K’, Kromozom kirgl; K” , Kromatid kirgl,; SU,
Sister unionDS, Disentrik kromozomR, Ring olgumu

[CoL](ClQy).ile yapilan 48 saatlik muamelede 0,25 pg/ml'likdiglik dozda en
yuksek CA dgeri saptanmtir. 24 ve 48 saatlik muamelelerde doz azaldikca CA

sayllar artmaktadir.
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Cizelge 3. 11[ZnL](CIO,), ‘in kardes kromatid dgisimi Uzerine etkisi

Hucre Min/Max SCE / Hucre + SS
Sire Madde Doz
saysl SCE
Negatif kontrol
50ul 50 1-3 1.76 £ 0.56
(DMSO)
Pozitif kontrol 0.3ua/ml 6.12 1160 + 2.65
, m - .60 + 2.65*
(MMC) Hg 50
24 saat 1 pg/mi 50 1-7 3.78 +2.63
[ZnL](ClOy4)2 | 0,5 pg/ml 50 1-5 3.54 £ 0.02
0,25
50 1-5 3.42+£0.98
pa/mi
Negatif kontrol
50ul 50 1-5 1.51+£0.12
(DMSO)
Pozitif kontrol 0,3ug/ml 10-22 1557 +2.17
, m - ST £2.17*
(MMC) Hg 50
48 saat 1 pg/ml 50 2-9 6.02 + 2.06*
[ZNL](CIOy),2 | 0,5 pg/ml 50 1-5 3.60 £ 0.33*
0,25
50 2-5 4.44 + 0.39*
pg/mi
Spontan - 50 1-2 1.62+0.19

MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri
* & v P <0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[ZnL](ClOy); ile yapilan 24 saatlik muamelede 1, 0,5 ve 0,25k dozlarda
negatif kontrolden yuksek ve birbirine yakin SCHEwgari elde edilnstir. Doza
paralel SCE arlari gbzlenmgtir. 48 saatlik muamelede 1 pg/ml’lik en yiksek

dozda istatistiksel olarak anlamli en yiksek SCEssagaptanmstir.



Cizelge 3. 12[NiL](ClO ,),‘in kardes kromatid dgisimi Gizerine etkisi

Hucre Min/Max SCE / Hucre + SS
Sire Madde Doz
saysl SCE
Negatif kontrol 1-3
50ul 50 1.76 £ 0.56
(DMSO)
Pozitif kontrol 0.3ua/ml 6-12 11,60 + 2,65+
) m .00 £ 2.
(MMC) Hg 50
1-3
24 saat 1 pg/ml 50 2.08+0.73
. 1-5
[NIL](CIO 4)2 | 0,5 pg/ml 50 3.78+1.44
0,25 1-6
50 444 +1.18
pg/mi
Negatif kontrol 1-5
50ul 50 1.51+0.12
(DMSO)
Pozitif kontrol A 10-22 15,57 4 2 17+
) m of 2.
(MMC) Hg 50
1-8
48 saat| 1 pg/mi 50 6.34 £ 1.49*
) 1-8
[NIL](CIO 4)2 | 0,5 ug/mi 50 5.54 + 0.59*
0,25 1-6
50 5.00 + 0.62*
pg/mi
1-2
Spontan - 50 1.62+£0.19
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MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri
* e ke P < (0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[NIL](CIO g)2’nin 24 saatlik muamelesinde 0,25 pg/ml'lik ensdk dozda en
yuksek SCE sayisi saptargtm. 48 saatlik muamelede 1 ve 0,5 pg/ml’lik dodkar
istatistiksel olarak anlamli ve dozaghabir SCE artgl vardir.



Cizelge 3. 13[CuL](ClQy), ‘in kardes kromatid dgisimi tGzerine etkisi

Hucre Min/Max SCE / Hucre £ SS
Sire Madde Doz
saysl SCE
Negatif kontrol 1-3
50ul 50 1.76 £ 0.56
(DMSO)
Pozitif kontrol 0.3ua/ml 6-12 11,60 + 2,65+
) m .60 * 2.
(MMC) Hg 50
1-11
24 saat 1 pg/mi 50 8.70 £ 0.93*
1-9
[CuL](CIOy)2 | 0,5 pg/ml 50 8.08 £ 0.33*
0,25 1-8
50 5.18 £0.93
pg/mi
Negatif kontrol 1-5
50ul 50 1.51+0.12
(DMSO)
Pozitif kontrol A 10-22 15,57 4 2 17+
) m ol 2.
(MMC) Hg 50
2-12
48 saat| 1 pg/mi 50 7.26 £ 0.82*
1-9
[CuL](ClOg), | 0,5 pg/ml 50 7.16 +0.39*
0,25 1-6
50 2.84 £ 1.41*
pa/mi
1-2
Spontan - 50 1.62+£0.19
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MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri
* ke p < (0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[CUL](ClOy)2'nin 24 ve 48 saatlik muamelesinde 1 ve 0,5 pgiknidozlarda
negatif kontrolden ytksek, pozitif kontrole yakie istatistiksel olarak anlamli
SCE dgerleri elde edilmitir.



Cizelge 3. 14[CdL](ClQy), ‘in kardes kromatid dgisimi Gzerine etkisi

Hucre Min/Max SCE / Hucre £ SS
Sire Madde Doz
saysl SCE
Negatif kontrol 1-3
50ul 50 1.76 £ 0.56
(DMSO)
Pozitif kontrol 0.3ua/ml 6-12 11,60 + 2,65+
) m .60 * 2.
(MMC) Hg 50
1-11
24 saat 1 pg/mi 50 7.08 +3.33
1-9
[CAL](CIOy)2 | 0,5 pug/ml 50 6.78 £2.34
0,25 1-4
50 3.08 £ 0.50
pg/mi
Negatif kontrol 1-5
50ul 50 1.51+0.12
(DMSO)
Pozitif kontrol A 10-22 15,57 4 2 17+
) m ol 2.
(MMC) Hg 50
3-9
48 saat| 1 pg/mi 50 6.86 £ 0.87*
2-9
[CdL](CIOg), | 0,5 pg/ml 50 6.10 + 2.68*
0,25 1-9
50 6.24 + 0.50*
pa/mi
1-2
Spontan - 50 1.62+£0.19
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MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri
* ke p < (0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[CAL](CIOy)2’nin 24 saatlik muamelesinde doza paralel SCEsiaxtardir. 48
saatlik muamelede 1 pg/mllik en yiksek dozda erksgfh SCE sayisi
saptanmnytir.



Cizelge 3. 15[CoL](ClQy), ‘in kardes kromatid dgisimi tGzerine etkisi

Hucre Min/Max SCE / Hucre £ SS
Sire Madde Doz
saysl SCE
Negatif kontrol 1-3
50ul 50 1.76 £ 0.56
(DMSO)
Pozitif kontrol 0.3ua/ml 6-12 11,60 + 2,65+
) m .60 * 2.
(MMC) Hg 50
1-11
24 saat 1 pg/mi 50 6.74 +2.23
1-10
[CoL](CIOy)2 | 0,5 pg/ml 50 6.82+1.29
0,25 2-9
50 4.40 £ 0.96
pg/mi
Negatif kontrol 1-5
50ul 50 1.51+0.12
(DMSO)
Pozitif kontrol A 10-22 15,57 4 2 17+
) m ol 2.
(MMC) Hg 50
1-6
48 saat| 1 pg/mi 50 3.60 + 1.92*
3-9
[CoL](CIOg), | 0,5 pg/ml 50 6.20 + 0.45*
0,25 1-8
50 3.72 +1.75*%
pa/mi
1-2
Spontan - 50 1.62+£0.19
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MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapmageeleri
* ke p < (0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[CoL](ClOy)2'nin 24 saatlik muamelesinde dozdargimasiz SCE ar§1 vardir. 48
saatlik muamelede 0,5 pg/ml’lik dozda en yiksek S@¥si saptanmtir.
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Cizelge 3. 16[ZnL](ClO,), ‘in DNA replikasyonu ve mitoz bélinme zerine eikis

Sire Madde Doz M1 M2 M3 Rl £ SS MI = SS

Negatif kontrol

50pl 42| 55| 3| 1.62+014  7.08+0.04
(DMSO)

Pozitif kontrol (MMC) | 0,3pug/ml | 20| 66 14 1.94+0231 449 +053*

24 saat 1 pg/ml 30| 52| 18| 1.88%0.11 298+ 0.04*

[ZNnL](ClO.), 0,5ug/ml | 32| 52| 16 1,84+0.16 201 +0.70*

0,25 pg/ml| 24| 60/ 16 1,92+0.11 108 + (. 22%

Negatif kontrol

50ul 20| 66| 14| 1.94+0.21
(DMSO) H 5.96 + 0.06

Pozitif kontrol (MMC) | 0,3ug/ml | 46| 43 11 1.66*0%31 379 +0.04**

48 saat lug/ml | 24| 16| 60| 2.36+0.163 52 +0 71

[ZnL](CIOy), 0,5ug/ml | 34| 20| 46 2.12+0.00 g gg + 0.03*

0,25 ug/ml| 38| 18/ 44 2.06+0.08 138 + 0.04*

Spontan - 24/ 42 14 182%0.02 597+0.07

MMC: Mitomisin-c, DMSO: Dimetilsilfoksit, M1: Metafz 1, M2: Metafaz 2, M3: Metafaz 3, RI:
Replikasyon indeksi, MI: Mitotik indeks+ SS: Standsapma dgerleri
* |k ke D < (.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[ZnL](ClOyg)2’nin 24 saatlik muamelesinde doza paralel azgdosteren Ml
degerleri saptanmtir. 48 saatlik muamelede dozdangimasiz MI deerleri

bulunmutur.
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Cizelge 3. 17[NiL](ClO 4), ‘in DNA replikasyonu ve mitoz béliinme Uzerine etkis

Sire Madde Doz M1 M2 M3 Rl £ SS MI = SS

Negatif kontrol

50pl 42| 55| 3| 1.62+0.14 7.08+0.04%
(DMSO)

Pozitif kontrol (MMC) | 0,3pug/ml | 20| 66 14 1.94+0231 449 +053*

24 saat 1 pg/ml 36| 38| 26| 1.90%0.19 312 +0.86*

[NIL](CIO 4) 0,5ug/ml | 38| 50| 12 1.74+0.02 496 + 0.06*

0,25 ug/ml| 22| 68 10 1.88+0.11 11 + 0 14**

Negatif kontrol

50ul 20| 66| 14| 1.94+0.21
(DMSO) H 5.96 + 0.06

Pozitif kontrol (MMC) | 0,3ug/ml | 46| 43 11 1.66*0%31 379 +0.04**

48 saat 1 pg/ml 28| 18| 54| 2.26+0.14 371 +0.99*

[NIL](CIO 4)2 0,5ug/ml | 24| 16| 60 2.36+0.111 22 + 0 21

0,25 ug/ml| 30| 16| 54 1.86+0.19 2 70+ 0.92*

Spontan - 24/ 42 14 182%0.02 597+0.07

MMC: Mitomisin-c, DMSO: Dimetilsilfoksit, M1: Metafz 1, M2: Metafaz 2, M3: Metafaz 3, RI:
Replikasyon indeksi, MI: Mitotik indeks+ SS: Standsapma dgerleri
* |k ke D < (.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[NIL](CIO 4)2'nin 48 saatlik muamelesinde dozdargimasiz dgisim gosteren M
degerleri her ¢ dozun da pozitif kontrolden daha daaiitotik inhibitor etkisi

oldugunu gostermektedir.



61

Cizelge 3. 18[CuL](ClQy), ‘in DNA replikasyonu ve mitoz bolinme Uzerine etkis

Sire Madde Doz M1 M2 M3 Rl +SS Ml + SS
Negatif kontrol
50ul 42| 55| 3| 1.62+0.14 7.08+0.0
(DMSO)
Pozitif kontrol (MMC) | 0,3pug/ml| 20| 66 14 1.94+0%31 449 +053*
24 saat 1 pg/mi 30| 40| 30| 2.00%£0.111 75+ 067*
[CUL](ClOy)2 0,5pg/mli | 20| 70| 10 1.90+0.022 11 + 0.50*
0,25 ug/ml| 22| 42| 3§ 2.14+0.19*1 93 + 0.05*
Negatif kontrol 50ul 20| 66| 14| 1.94+0.21
.94 +0.21
(DMSO) H 5.96 + 0.06
Pozitif kontrol (MMC) | 0,3ug/ml | 46| 43 11 1.66+0!31379+0.04*
48 saat 1 pg/ml 24| 18| 58 2.34+0.31231+0.14*
[CUL](ClOy)2 0,5pug/ml | 22| 14| 64 2.42+0.021 49 +0.12%
0,25 ug/ml| 24| 16| 60 2.36+0.051 71 + 0.08*
Spontan - 24 42 14 1.82%0.02 g97+0.07

MMC: Mitomisin-c, DMSO: Dimetilstlfoksit, M1: Metaz 1, M2: Metafaz 2, M3: Metafaz 3, RI:

Replikasyon indeksi, MI: Mitotik indeks+ SS: Standsapma dgerleri
* e P < 0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[CUL](ClOy)2'nin 24 ve 48 saatlik muamelesinde dozdagiilesiz MI degerleri

bulunmutur. Deserler test maddesinin hem negatif hem de pozitiitiadden

daha fazla mitotik inhibitor etkisi olgunu gostermektedir.
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Cizelge 3. 19]CdL](ClQg), ‘in DNA replikasyonu ve mitoz bolinme lzerine etkis

Sire Madde Doz M1 M2 M3 Rl +SS Ml £ SS
Negatif kontrol
50ul 42| 55| 3 1.62+0.14 7.08 + 0.04
(DMSO)
Pozitif kontrol (MMC) | 0,3pug/ml| 20| 66 14 1.94+031 449 +053*
24 saat 1 pg/ml 12| 22| 66| 2.54+0.14% 3 g9 + (0.02**
[CAL](CIOy)2 05ug/ml| 26| 22| 52 2.26%0.14f 2 76 + 0.12*
0,25 ug/ml| 22| 26| 52 2.30%0.14 113 +0.01*
Negatif kontrol 50ul 20| 66| 14| 1.94+0.25
.94 +0.
(DMSO) H 5.96 + 0.06
Pozitif kontrol (MMC) | 0,3ug/ml | 46| 43 11 1.66+0:31 379 +0.04*
48 saat 1 pg/mi 26| 10| 64 2.42+0.08 176 +0.12*
[CAL](CIOy): 0,5ug/ml | 26| 12| 62 2.36+0.058 1 76 + 0.34*
0,25 ug/ml| 24 16 60 2.36 £ 0.11 1.75 + 0.31**
Spontan - 24 42 14 182+0.02 697+0.07

MMC: Mitomisin-c, DMSO: Dimetilsilfoksit, M1: Metafz 1, M2: Metafaz 2, M3: Metafaz 3, RI:
Replikasyon indeksi, MI: Mitotik indeks+ SS: Standsapma dgerleri
* %% kD < (.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[CAL](CIO4)2'nin 24 saatlik muamelesinde doza paralel Mgelberi saptannstir.

48 saatlik muamelede her doz icin birbirine yakihdegerleri bulunmuytur.
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Cizelge 3. 20[CoL](ClQy), ‘in DNA replikasyonu ve mitoz bolinme utzerine etkis

Sire Madde Doz M1 M2 M3 Rl £ SS MI = SS

Negatif kontrol

50pl 42| 55| 3| 1.62+014  7.08+0.04
(DMSO)

Pozitif kontrol (MMC) | 0,3pug/ml | 20| 66 14 1.94+0231 449 +053*

24 saat 1 pg/ml 42| 42| 16 1.74 £0.14 3 60 + 0.82***

[CoL](ClOy)2 0,5ug/ml| 40| 34| 26/ 1.86+0.08 390 +0.46*

0,25 pug/ml| 36| 36| 28 1.92+0.11 1 95+ 42

Negatif kontrol

50ul 20| 66| 14| 1.94+0.21
(DMSO) H 5.96 + 0.06

Pozitif kontrol (MMC) | 0,3ug/ml| 46| 43 11 1.66+0!31 379+ 0.04*

48 saat 1 pg/ml 52| 28| 20| 1.68+0.05 114 +0.24*

[CoL](ClOy)2 0,5ug/ml | 66| 18/ 16 1.50+0.02 1 12 +0.07*

0,25 ug/ml| 54| 16| 30 1.46+0.14 13+ 2.25*

Spontan - 24/ 42 14 182%0.02 597+0.07

MMC: Mitomisin-c, DMSO: Dimetilsilfoksit, M1: Metafz 1, M2: Metafaz 2, M3: Metafaz 3, RI:
Replikasyon indeksi, MI: Mitotik indeks+ SS: Standsapma dgerleri
* |k ke D < (.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

[CoL](ClOy)2nin 24 saatlik muamelesinde dozdan gimasiz M| degerleri
bulunmutur. 0,25 pg/mllik dozda en ik MI degeri saptanmgtir. 48 saatlik
muamelede doz azaldikca azalan  paralel sgzgbisteren MI dgerleri

saptanmgtir.



$ekil 3. 1. Bir mikronukleuslu iki ¢ekirdekli hiicre (400x)

Sekil 3. 2. Iki ¢ekirdekli hiicre (400x)
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Sekil 3. 3. Ug cekirdekli hiicre (400x)

Sekil 3. 4. Dort ¢ekirdekli hiicreler (400x)
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Sekil 3. 5. 2°li kardes kromatit degisimleri gozlenen kromozomlar (1000x)

Sekil 3. 6. 3°li kardes kromatit degisimleri gézlenen kromozomlar (1000x)

66



67

Sekil 3. 7. 6’11 kardes kromatit degisimleri gozlenen kromozomlar (1000x)

Sekil 3. 8. 7’li kardes kromatit degisimleri gozlenen kromozomlar (1000x)



o

-

Sekil 3. 9. 9’lu kardes kromatit degisimleri gozlenen kromozomlar (1000x)

Sekil 3. 10. Kromozom aberasyonu (sister union) (1000x)
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Sekil 3. 11. Kromozom aberasyonu (kromatid kirig1) (1000x)

®:

Sekil 3. 12. Kromozom aberasyonu (disentrik kromozom) (1000x)
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Sekil 3. 13. Kromozom aberasyonu (kromozom kirig1r) (1000x)
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4. TARTISMA SONUC

Klastojenik ve anojenik etkiyi saptamaya yonelikarol biyoizleme
calismalarinda kullanilan sitogenetik testler, etki kayn ve maruziyet
sonuclarinin belirlenmesi icin 6nemlidir [117]. &jkenetik biyomarkirlarla
yapilan insan populasyon gahalari icinde en poptiler testlerin CA, MN offlu
belirtiimektedir. 1980-2003 arasi Medline/Pubmed t@baninda 833 populasyon
calsmasinda CA, 434 camada MN kullanildg saptannytir [118]. Bunun
sebeplerinden birisi hiicre olumi, mutasyon, kandigkisinin argtinldig
calismalarin  hiz kazanmi olmasidir. Cunki genetik materyalde cevresel
etmenlerle veya kendffinden meydana gelen hasarlar ya onarim
mekanizmalariyla onarilir, ya programli hicre 6limaiyol acar ya da kalici bir
mutasyon olgturur. Yapilan kanser camalarinda artnrgi DNA onarimi
kapasitesinin ¢gtli kanser turlerine yatkinlikla #kili oldugu diundlmigttr
[119].

Toksik maddeler ve hastalik kaydi ajansi (ATSDRaddelerin toksikolojik
profilleri ile ilgili ¢calismalarin ve verilerin toplangh bir kaynak olup bizim
calismamizda kullanilan metaller ile ilgili daha fazlariye ihtiya¢ duyuldgunun
altini cizmektedir [120].

Bu tez camasinda kullanilan test maddeleri, 6zgin ve yeniezdéenmg
olup, literatirde ayni metal komplekslerinin gerksi& aktivitelerini argtirmaya
yonelik baka calsmalar bulunmamaktadir. Bunun yani sira farkh metadtal
tuzu ve tarevleri ile yapilan ¢camalar mevcuttur.

Kadmiyum tuzu ile yapilan bir cainada, SCE frekansinin kontrole gére
yuksek anlamlilik derecesinde agttigozlenmgtir [15]. Tez calgmamizda,
[CAL](CIQy)2'in 24 saatlik muamelesinde SCE (zerinde doza pbhoddirak artan
bir etkisi olmutur. 48 saatlik uygulamada 1 - 0,5 ve 0,25 pg/fker ¢ dozda
da dozdan hamsiz ancak kontrole gore istatistiksel olarak ariasonuclar elde
edilmistir (Cizelge 3.14). [CdL](CIQ)2'in MN testindeki 48 saatlik muamelesinde
her U¢ dozda da yine dozdanghmsiz ancak yuksek anlamlilikta sonuclar elde
edilmistir (Cizelge 3.4). CA sonuglarina gére [CdL](G)in 0,25 pg/ml’lik en

disUk dozunda kontrole gore yuksek oranda aberasyoatardgl gozlenmstir
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(Cizelge 3.9). [CAL](CIQ),'in MI degerleri 24 saatlik muamelede doza paraleldir.
48 saatlik muamelede mitotik inhibisyon etkisi saphstir (Cizelge 3.19).
Kadmiyum ve cinkonun sitotoksisiteyi artigsha dair bgka calsmalar da
bulunmaktadir [17]. Tez camamizda, [ZnL](ClQ), 48 saatlik muamelede 1
pag/mllik en yiksek dozda CPI derini disirmds, 0,25 pg/ml’lik en dgiik dozda
en yuksek MN frekansini gostegti (Cizelge 3.2). [ZnL](ClQ), kromozom
aberasyonlarini 24 saatlik muamelede 0,25 pg/méhkdigik dozda, 48 saatlik
muamelede ise 1 pg/ml'lik en yiuksek dozda indukigm(Cizelge 3.7). SCE
testinde 48 saatlik muamelede dozdapitmgiz ancak istatistiksel olarak anlaml
artiglar yapan [ZnL](ClQ), MI degerlerini hem 24 hem de 48 saatlik muamelede
pozitif kontrolden daha fazla gliiirerek etkisini gosterrtir (Cizelge 3.12 ve
3.17).

Yeni sentezlenen platin (Il) kompleksinin periferaisan lenfositleri
Uzerinde cisplatinden daha az genotoksik etkiygsaldugu bulunmugtur [14].

Tez calgmamizda, [CuL](ClQ). 24 ve 48 saatlik muamelelerde Ml
degerlerini anlamlh olarak diiirmis, SCE frekansini anlaml olarak artigim
(Cizelge 3.13 ve 3.18). 48 saatlik muamelede 0,8bnlllik en disik dozda
kromozom aberasyonlarini kontrole gore artgtmi(Cizelge 3.8). MN frekansini
ise her iki muamelede de kontroliin 2 kati kadatikhelyerek genotoksik etkisini
gostermgtir (Cizelge 3.3). Demir ve bakir genotoksisitegngortakal suyunun
etkisi fare kan hicrelerinde vivo olarak comet testi ile ag@ariimis ve portakal
suyunun demir etkisine karonleyici oldigu ancak iyilgtirici olmadgl tespit
edilmistir [121].

Krom ve kadmiyumun genotoksik etkisi ile ilgili bgalsmada isein situ
labelling (EM-ISEL) tekngini kullaniimis ve yeni bilgilere gik tutmutur. EM-
ISEL tekngiyle yapilan DNA tek zincir kigii olgumleri, her iki bilgiginde
sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda genotokskidiebldugunu gosternsiir
[8].

CBMN teknigi ile 10% — 10° M lik kadmiyum klorid konsantrasyonlari
insan lenfositlerinde denengnive yuksek dozun MN frekansini artgdi
bulunmutur [122]. Tez cabmasinda elde eflimiz verilere gore, [CdL](CIG)-

24 saatlik muamelede 0,25 pg/ml’lik enstlk dozda, 48 saatlik muamelede ise
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lpg/mllik en yiuksek dozda MN frekansini artigtm. CPI deerleri 24 saatlik

muamelede 1 pg/ml'lik en yiksek dozda, 48 saatlikamelede ise 1 ve
0,5ug/ml’lik dozlarda negatif kontroliin altindagaelere sahiptir (Cizelge 3.4).
10* M kadmiyum klorit ile yapilan bir b&a calsma bu dozu letal doz olarak
vermistir, calisma sonucuna goOre proliferatif indeks stiis, SCE frekansi

artmstir [123]. Tez caymamizda da [CdL](CIg).'in kullanilan her ¢ dozda
SCE frekansini artirici etkisi literatire paralailummutur (Cizelge 3.14).

Sicanlarin bazi dokularinda gasidi bilgimlerindeki dgisimde kadmiyumun

etkili oldugunu One siren bir caima yapilmgtir [124].

Altr farkh metal tozu ile muamele edilen iki gersggara kullanmayan
dondrden alinan insan lenfositlerinde yapilan MNRISH analizlerine gore Al,
Cd, Hg, Sb, Te, Tl tuzlarindan, ;8O, hari¢c hepsinde MN sayilarinin art
gosterdgi, KSbO; ve CHHQCI nin ise yuksek genotoksik etkiye sahip @du
bulunmutur [13]. Bu sonug, [CdL](CIG).'in tez calsmamizda saptagimiz MN
frekansini artirici etkisi ile paraleldir (Cizel@et).

Kromozom hasari ve onarimi Uzerine nikel ve radgasy genotoksik
ili skisini inceleyen bir cajmada zaten zayif mutajen ofglubilinen nikel asetatin
SCE ve CA sayilarini artirmag sadece mitotik inhibisyona sebep aidu
belirtilmistir [125]. Literatur bilgisine kant olarak, [NiL](ClOy)2'in MN testinde
24 saatlik uygulamada 0,25 pug/mllik ensdé dozda pozitif kontrolden daha
fazla MN frekansina sebep olurken 48 saatlik muadell pg/ml’lik en yiuksek
dozda yine pozitif kontrole yakin MN frekansi el@dilmistir (Cizelge 3.2).
[NIL](CIO 4)2'in kromozom aberasyonunu artirici yonde etkisi Ofjvemitir
(Cizelge 3.7). Ancak SCE frekansini Ozellikle 4&tkk uygulamada negatif
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bicimaetirmstir (Cizelge 3.12).
Literatir ile paralel bir sonug¢ olarak [NIiL](CH3'in 24 ve 48 saatlik muamelede
mitotik inhibisyon etkisi istatistiksel olarak ant&dir (Cizelge 3.17). Berilyumun
CA sayisini artirdy yoninde de kaynaklar mevcuttur [126].

Yapilan dger bir calgma da CBMN kinetokor boyama teknkullanilarak
kadmiyum, krom ve nikel tuzlarinin genotoksik etkil argtirilmasi sonucu;
CBMN tekniginde kinetokor boyamanin klastojen ve andjenlesiadaki ayrimi

yapmak ve anéploidiyi indikleyen cevresel kéerin tanimlanmasina izin
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vermesi acisindan 6nemli olglu belirtilmistir. Normal kromozom setinden
ayrilan parcalarin sentromer st@as! anoploidiye neden olurken, ayrilan
parcalarin sadece kromozom ve kromatidgkiseklinde olmasi ise klastojenik
etkiye sebep oldiunu aciklamaktadir [127]insan diploid fibroblastlarinda
yapilan c¢ajmada, tim bilgklerin MN sayisini artirdyi, nikelin zayif
mutajenitesinden dolay! gliik genotoksik etki yapi gorilmi ve metal
tuzlarinin anéploidiyi artirgg gozlenmgtir [127]. Tez cagmamizda [NiL](CIQ).

ile yapilan testler sonucunda MN’da oldukca etkilip genotoksik potansiyel
yuksektir (Cizelge 3.2). Kromozom aberasyonlarirtir@l etkisi saptanmami
olup, SCE frekanslarinda adisebep olmyiur (Cizelge 3.7 ve 3.12).

Nikel sulfat ve nikel karbonat hidroksitin (NiCHpzulebilir formlari, nikel
subsdulfit, nikel oksitin etkileri DNA tek iplik kiklarini etkiledgi ve artirdgi
yonundedir. Genotoksisiteleri ise en fazladan azauwNiCH, nikel oksit, nikel
subsdlfit, nikel sulfageklindedir [128].

Potasyum bromatin insan lenfositleri Gzerimeitro genotoksik etkisi SCE,
MN ve CA ile 400, 450, 500, 550 pg/ mllik dozlardesstiriimistir. Sadece 48
saatlik muamele sonucunda SCE gikida arty gozlenirken, 24 ve 48 saatlik
dozlarda CA artinin neredeyse mitomisin kadar etkili ofaiy 48 saatlik dozlarda
MN sayisinin da agigosterdgi belirtiimistir [129].

Mesleki kusun maruziyetinin genetik hasara neden olmasi ddi ibir
calismada, CBMN tekrgi ile incelenen iki nikleuslu hicrelerde, kontrgére
MN sayisinda dikkate gier bir arty gosterdgi belirtilmistir. Kursun bilesiklerinin
kromozom batunlgint bozarak, genotoksik etkili olduklari bulungtur.
Inorganik kugun tozlarinin genotoksisitesi V79 hiicrelerinde skar klorit ve
kursun asetat ile asairiimis ve MN sayisinin ari gozlenmgtir. Bu maddeler
hem klastojenik hem de andjenik etkili bulurytur [16]. Bu nedenle, kandaki
kursun seviyesinin de genetik hasar belirleme iginhyi indikator oldgu 6ne
suralmdtar [130].

So6zi edilen tim bu camalara rgmen, metallerin toksik etkileri ile ilgili
daha fazla metabolikn vivo ve in vitro calsmaya, deneysel veriye ve teorik
bilgiye ihtiyac¢ oldgu vurgulanmaktadir [5].
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Bu tez camasi da, antitimdr ve antikanser ila¢ etken maddkesak
kullanilabilecgi tasarlananan farkli metal kompleksi tuzlarinihigaolabilecgi
metal genotoksisitesini agarmay! amaclanstir.

Uygulanan sitogenetik yontemlerden ilki olan CBM&knigi ile yapilan
deneysel agtirma verilerine gore:

[ZnL](ClO4), maddesinde 48 saatlik uygulamada doz artarken ERIN
degerleri azalmgtir. 1 pg/mllik en yiuksek dozda CPI'nin en siit deserde
olmasi, hicre Gzerindeki sitotoksik etkiyi gostekiedir. 0,25 pg/ml’lik en dgiik
dozun 48 saatlik uygulamasinda ise, mikronukletisi aredeniyle genotoksik bir
aktivite oldwgu goralmigtar.

[NIL](CIO 4), maddesinin, 24 saatlik uygulamasinda, doz azalradsath
yuksek bir mikroniikleus asti olmustur. Soyle ki, uygulanan en dik doz (0,25
pag/ml) 24 saatlik siurecgte, pozitif kontrolden ddaala MN oliumuna neden
olarak etkili bir genotoksisite gostergtit. Buna kagin, 48 saatlik uygulamada
doz artgina b&li bir mikronikleus aryi olmus ve MN sayisi 1pg/ml’lik dozda en
yuksek dgere ulamistir. CPI degerleri ise her iki muamele sirecinde degrdé
gostermgtir. Bu durum bize, [NIL](ClQ), test maddesinin 24 saatlik muamelede
doz azalina, 48 saatlik muamelede ise doz sama ba&li olarak gelgen
genotoksik etkiye sahip olgunu gostermektedir.

[CuL](ClOy4), maddesinin 1 ve 0,50 pg/mllik dozlarinin 24 s&atli
uygulamasi ile MN ve CPI gerleri birbirine ve pozitif kontrole yakin anlamli
sonugclar verngtir. 48 saatlik uygulamada ise MN sayisi dozdagirnaiz dgisim
gosterirken, CPI deerinin 1 pg/ml’lik dozda oldukga dtugl dikkat cekmektedir.
MikronUkleus sayisinin dozdan gnsiz artgi ve hicre proliferasyonunun doz
artisina bl olarak digmesi, [CuL](ClIQ), maddesinin CBMN testinde pozitif
sonugclar verdii anlamini taimaktadir.

[CAL](CIO4), maddesinin 24 saatlik uygulanmasi sonucunda yine do
azalmasina k@ bir MN degeri artgl olmus, fakat bu arty istatistiksel olarak
anlamh bulunmamgtir. Ancak uygulamanin sitotoksisite acisindan &ucr
proliferasyonu Uzerine c¢ok etkili olmagi sdylenebilmektedir. 48 saatlik
uygulamada her uU¢ dozda da MN @almu kontrole gbére anlamli bir agti

gostermgtir.
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[CoL](ClOy4), maddesi 48 saatlik uygulamada doz azalirken MNsiarti
gozlenmgtir. Ancak hicre Uuzerinde genotoksik olarak herhabg etkisi
saptanmangtir.

MN olusma siklgi ve CPI (hicre proliferasyon indeksi) verilerinin
ANOVA programinda istatistiksel olarak ghkrlendiriimesi sonucunda, test
maddeleri CBMN tekr@inin saptadii genotoksik aktivite acisindan;
[NIL](CIO 4)2 =[ZNnL](ClOy4); > [CuL](ClO4), > [CdL](ClOy4),; > [CoL](ClOy),
seklinde siralanabilmektedir.

Calsmamizdaki kromozom aberasyonlari gdderine goére; 24 saatlik
uygulamada [CuL](CIG), maddesi hari¢ der test maddelerinde 0,25 pg/ml’lik
en diguk dozlarda kromozom, kromatid kiriklari ve DS kaxomlarda kontrole
gore anlamli bir ar§ig6zlenmigtir.

48 saatlik uygulamalarda ise, [ZnL](C)@ maddesinin 1 pg/ml’lik en
yuksek doz ile muamelesinde kromatid kiriklari agtm [NiL](CIO4)2
maddesinde saptanan geeler, dozdan kamsiz dgisim gostermektedir.
[CuL](ClO4), maddesi icin doz azaldikgca kromozom kiriklarinontkole gore
arttigl tespit edilmgtir. [CdL](ClO4), maddesinde doz azalmasina paralel olarak
kromatit kiriklari kontrole goére anlamli derecedetnmastir. [CoL](ClOy).
maddesinde en dik dozda kromatit kiriklari ve DS sayisinda anlaiantis
gozlenmitir.

Kromozom aberasyonu etkisine goére test maddelertikisi sOyle
Ozetlenebilir: [ZnL](ClIQ), maddesi 1 pg/mllik yiksek dozda 48 saatlik
uygulamada kontrole gore daha etkili bulugtou [NiL](ClO4), maddesi doza
bagli olmayan bir etki gostermektedir. [CuUL](Ci}2 [CAL](CIO4)2 [CoL](ClO4),
maddeleri ise 0,25 pg/ml’lik dik dozda kontrole gére, aberasyonlari artiran
etkilere sahiptir.

Test maddelerinin kardekromatid dgisimi Uzerine etkileri igin ise
asagidaki saptamalar yapilstir:

[NIL](CIO 4), maddesi hari¢ g@er test maddelerinde 24 saatlik uygulamada
doza paralel bir dgsim gosteren SCE sayilari icinde, [CuL](G)@maddesinin 1
pa/mllik en yiksek dozunda istatistiksel anlankltiespit edilmgtir. [NIiL](CIO 4),

maddesinde doz ile ters orantili bir SCEigieni vardir. 48 saatlik uygulamalarda
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tum test maddelerinin tim dozlarinda Dunnet t nesjore yiuksek anlamlilik

bulunmutur. [ZnL](ClO,),, [NIL](CIO4), ve [CoL](CIOy), maddelerinin yiksek

dozlarindaki SCE asfiari anlamh bulunmgtur. 48 saatlik uygulamada ise tim
maddelerin doza Iga olarak SCE sayilarini artirdiklari saptagim

Ikinci boliinmesini geciren hiicrelerin sayica faglaliespit edilm ve
birinci, ikinci ve Ugunclt mitoz boélunmelerini geerr hicreler sayilarak
replikasyon indeksi ve mitotik indeks saptasimi Buna goére; [ZnL](ClQ). ve
[NIL](CIO 4), maddelerinin her ¢ dozunda da 24 ve 48 saatlgulaynada Ml
degerlerindeki azal kontrole gore anlamli bulunngwr. Bu durum maddelerin
toksik etki ve mitotik inhibisyon etkisi gosterdédni belirtmektedir. Tum
maddelerin 48 saatlik uygulamalarinda Migdderi kontrole gére anlaml bir
disUs gostermektedir.

Ayni liganda sahip metal tuzlarinin genotoksik letlni argtirmayi
hedefleyen bu ¢alma sonucunda; test maddelerinin, her ¢ sitogenesite de
insan lenfosit kromozomlarinda eturdugu hasarlar bakimindan, 24 saatlik ve 48
saatlik uygulamada, 4,05 ve 0,01 deerleri icinde bir anlamlifja sahip
olduklari goralmigtir. Bu durum, kisa bir maruziyette dahi, metaldunin bazi
dozlarinin insan hucrelerinde genotoksik etkiyeisaitabilecegi, MN, SCE ve
CA frekansindaki argin da bunun bir biyomarkiri olgunu agiklamaktadir.

Ligandlari ayni olan test maddelerinin dozglbae dozdan bamsiz etki
gostermeleri ligandin g4 oldugu metal tuzlarinin farkli olmasi; mitotik
inhibisyon, genotoksisite ve hicre proliferasyonaerine etkilerinin farkl
olmasina sebep olarak gosterilebilir.

Tam test yontemleri g6z 6ndne aligohda, [ZnL](ClQy), maddesinin MN,
CA, SCE, mitotik indeks Gzerinde dozagbhablarak 24 ve 48 saatlik uygulamada
onemli Ol¢tde etkili oldgu soylenebilir.

[NIL](CIO 4), maddesi ise ¢aimadaki ikinci sirada 6nemli getoksisiteye
sahip test maddesidir. CA ve SCE'de doz ile teembh artslar gostermytir.

[CuL](ClO4), maddesi, MN ve SCE Uzerinde yiksek dozda etkilrkan,
CA sayilarini diik dozda daha fazla etkilegtir. Mitotik inhibisyonu azaltici
etkisi dozdan bamsizdir.
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[CoL](ClOy), ve [CAL](CIOy), maddeleri ise en az genotoksik etkiye sahip
maddeler olarak saptangtir. MN Uzerinde etkili olmadiklari, CA Gzerinde ik
dozda etkili olduklari, SCE'de doza glaolarak karde kromatid dgisimlerini
artirdiklari ancak mitotik indeks ve replikasyordeksi Uzerinde ger maddeler
kadar genotoksik etkiye sahip olmadiklar gorigtiii

Sitogenetik testlerin 48 saatlik uygulamasindas@dte gbre daha anlaml
sonuclarin elde edilmesi, bu test maddelerinin) ggrda farkh hticreler Gzerinde,
daha uzun sireli uygulamalarin yapilakildifarkli in vitro ve in vivo testler ile
sinanmasi Onerisini getirmemize olanak tanimakta@unun yaninda, tez
calismasinda kullanilan yontemlerdeghkli insan periferal lenfositleri Gzerinde
disik genotoksik etkiye sahip olduklari belirlenen wbelér ile farkl
kaynaklardan elde edilen kanserli htcreler Uzekndsitotoksik etkilerin

belirlenmesi yararl olacaktir.
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