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Cesitli faktorlerin mikroniikleus olusumu izerine olan klastojenik etkileri, farkh
organizmalarin gesitli hiicrelerinde arastirlmistir. Burada ilk olarak, Eskisehir ve Kiitahya
sehirlerinden gegen, sanayii ve zirai atiklarni tagiyan Porsuk ¢ayr suyunun, kurbaga Rana
ridibunda eritrosit hiicreleri tizerindeki klastojenik etkilerini incelenmistir. Porsuk suyunun azot,
siimerbank tekstil ve seker fabrikalarinin bulunduklar: yerlerden alinan kurbagalarinin incelenen
kanlari, Porsuk suyunun bu atiklarla kirlenmeyen kismindan alinan kurbagalarin incelenen
kanlarmm MN (Mikroniikleus) orami 5-6 kere daha fazla oldugu gésterilmistir. MN’deki bu
arttg, endiistriyel ve zirai atiklar, suda yasayan organizmalar ve belki suyun gevresinde yasayan
insan populasyonu iizerine klastojenik etki yapma potansiyaline sahip oldugu kanitlanmigtir.

ikinci olarak, ilag hammaddesi olarak kullanilan 2, 4, 5, trifenil imidazol’un memeli
hayvanlardaki klastojenik etkileri yoniinden aragtinlmustir. 2, 4, 5, trifenil imidazol’un 1 mg, 2
mg, 4 mg, 6 mg ve 8 mg dozlan Wistar cinsi ratlara intreperitoneal enjeksiyon ile uygulanmigtir.
1, 2,4, 6,8 mg 2, 4, 5 trifenil imidazol enjekte edilmis hayvanlarda kemik iligi yaymalarinin
incelenmesi sonucu, mikroniikleus olusumunun kontrol gruplarma gore 2-3 kat daha fazla
oldugunu saptanmustir. Mikroniikleusundaki bu artis 2, 4, 5 trifenil imidazol’un ratlar {izerine
klastojenik etkisi oldugunu ve bu ilag hammaddesini kullanan insanlar iizerinde benzer etkilere

sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kurbaga Kani, Mikroniikleus Test, Rat Kemik ilizi, Klastojenik Etki,
2, 4, 5, Trifenil Imidazol
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INVESTIGATION OF CLASTOGENIC EFFECTS CAUSED BY SOME
CHEMICALS AND ENVIRONMENTAL POLLUTION BY MICRONUCLEUS
TEST
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Clastogenic effects of various factors on the formation of micronucleus have been
investigated in a variety of cells of different organisms. Here, firstly clastogenic effects of
industrial and agricultural contaminants of Porsuk stream flowing through Kiitahya and
Eskisehir cities, on the erythrocytes in peripheral blood cells of Rana ridibunda were

investigated. Examination of blood smears showed that formation of micronuclei was 5-6 times

more abundant in frogs from industrial sites where Nitrogen, Textile and Sugar factory were
located than in animals from the least polluted sites of the stream. This increase in the formation
of micronucleus indicates that industrial and agricultural pollution exerts clastogenic effects on
organisms, may has similar effects on the human population located around the region.
Secondly, the influence of 2, 4, 5, tryphenyl imidazole, which is as medicine crude
substance, was investigated in terms of clastogenic effects on mammalian animals. 1 mg, 2 mg,

4 mg, 6 mg and 8 mg dose of 2, 4, 5, tryphenyl imidazole was injected into Wistar kind of rats

intraperitoneal. Examination of bone marrow smears showed that in animals injected with 4, 6
and 8 mg 2, 4, 5, tryphenyl imidazole the formation of micronuclei was 2-3 times more than the
control groups. This increase in the formation of MN indicates that 2, 4, 5, tryphenyl imidazole
exerts clastogenic effect on rats and may has similar effects on human population whom uses

this medicine crude.

Keywords: Frog Blood, Micronucleus Test, Rat Bone Marrow, Clastogenic
Effect, 2, 4, 5, Tryphenil Imidazole
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1. GIRiS

Guniimiizde, insan saghgina, biyolojik yapi, fiziksel ve kimyasal faktorlerin yamsira
gevresel faktorlerin de ¢ok 6nemli etkisi oldugu siddetle vurgulanmaktadir. Ciinkii bu
faktorlerden bazilan sagligimizi tehdit etme boyutuna ulagmustir. Ciddi defektlere neden
olan, hastaliklara zemin hazirlayan dig etkenlerin baginda, giinliik yasamda farkinda olarak
yada olmadan karst karstya kaldigimiz dogal veya sentetik kimyasal elemanlar
gelmektedir. Kanseri doguran nedenleri dis faktorlerde arama geregi ilk kez 18. yiizyil
sonlaninda Sir Pervical’in klinik gézlemleri ile baglanugtir. Ayrica kromozomlarn,
bozulmalarinin, daha sonra hiicrenin yaslanip 6lmesinin dig ve i¢ faktorlere bagh oldugu
Alexender tarafindan 1967°de ortaya atilmigtir [1]. Guinimiizde de cesitli faktorlerin

insan ve diger canlilar izerine etkilerini inceleyen galigmalar devam etmektedir [2-24].

Yukarida sozii edilen cesitli dig ve i¢ faktorlerin genotoksik yada mutajenik
etkilerinin arastirilmas: igin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. En o6nemlileri gesitli
sitogenetik yontemler olup bunlar, kardes kromatid degisimi yontemi (SCE=Sister
Chromatid Exchange), Ames testi, Mikroniikleus testi, kromozom bozulma testi
(CA=Chromosome aberration), Comet testi (Gen konversiyonu ve DNA kirilmalari) ve

E. coli testidir [11, 16-19, 23-33].

SCE yonteminin temel prensibi, kardes kromatidlerin birbirine kontrast saglayacak
sekilde boyanmasina dayanmaktadir. Bu sebepten dolayr kardes kromatidler arasinda
meydana gelen bir par¢a degisimini, boyama farkliligindan hemen anlamak miimkiindiir.
Bu yontem degisik amaglar i¢in giiniimiizde sik sik kullanilmaktadir [8, 11, 12, 22]. Bu
yontemle yalnizca kromozomlardaki yapisal diizensizlikler saptanabilmektedir. Bu yiizden

SCE yonteminin sinirli amaglar igin kullanilmast s6z konusudur.

Ames testi, mutant Salmonella strainlerini kullanarak uygulanan bir mutajenite test

yontemidir [31, 34]. Cesitli kimyasal, fiziksel ve ¢evresel faktorlerin mutajenik etkilerini



arastrmak i¢in genis bir sekilde kullamlan yontem olmasma ragmen, yiiksek

organizmalardaki etkiyi gostermesi bakimindan yetersiz olmaktadir [29, 32, 33].

Aym prensibe dayali olarak E. coli ve Sacharomycetes suslari ile de benzer
mutajenite testleri yaygin olarak yapilmaktadir [32]. CA ve Comet yontemi ise hiicrelerin
metafaz safhasinda incelenerek, kromozom hatalarinin ortaya cikanldigi sitogenetik

testlerdir [25, 28].

Mikroniikleus testi diger yontemler ile yapilamayan bazt mitoz anomalileri ve
kromozom kaybi gibi durumlarin ortaya g¢ikariimas: igin daha elverigli bir yéntem olup
yaygmn bir sekilde kullanilmaktadir [23, 35, 36]. Kisa zamanda, genis gapta genotoksik
etkilerin incelenmesi i¢in hem in vivo hemde in vitro olarak, farkli ortamlardaki ajanlarin
mutajenik etkisini degerlendirmek icin kullanilan sitogenetik bir testtir [19-21, 37-40]. Bu
testin yardim ile ¢ok sayidaki kimyasal, fiziksel, biyolojik faktérlerin, mitotik
inhibitorlerin, ¢evre kirlilii ajanlanimin, radyasyonun mutajenik aktiviteleri ve

yaglanmanin etkisi incelenmistir [7, 12-19, 22-24, 41-52].

Mikroniikleus, boliinme yetenegine sahip olan bitiin hiicre ve dokularda meydana
gelebilir [37]. Cesitli ¢galigmalarda, kemik iligi ve periferal kanin yanisira karaciger, fetis,
insan yanak mukoza hiicreleri, exfoliya olan agiz hiicreleri, exfoliya olan iiriner kesesi
hiicreleri, keratanositlerde, splenositlerde, spermatoid, solungag ve hepatoma
hiicrelerinde, degisik kimyasal ajanlarin genotoksik etkileri MN testi ile degerledirilmistir

[3, 4,6, 8-10, 12, 22, 26, 27, 30, 33, 52-64].

Degisik hiicrelerde oldugu gibi degisik organizma cesitlerinde de MN testi
uygulanmaktadir. Ornegin insan hiicrelerinin, kurbaga, balik, kus eritrositleri ve bazi bitki
hiicreleri de cevre kirleticisi olan kimyasal ajanlarin ya da diger gesitli faktorlerin
genotoksik etkileri bakimindan MN testi ile degerledirilmistir [6, 7, 13, 16-21, 23, 24, 50,
54]. Ayrica rastgele bir gekilde laboratuvar hayvanlarinda veya diger dogal canlilarda MIN

olusma olasilig1 yapilan bir ¢alisma ile saptanmistir [24, 65].



Gunimiizde canlilarin kimyasal ve diger faktorlere maruz kaldigi bir diinyada,
hiicre bolinmesi sirasinda olugan hatalar sonucu monosomi veya trisomi olan hiicrelerin
meydana geldigi, bu bolinme hatalarimin degisik metabolik yanlishklara ve genetik
hastaliklara hatta canlinin yaslanmasina yol agtig: bildirilmektedir [1, 39, 48, 66-70, 75].
Bu verileri géz ontine alacak olursak, her hangi bir faktére maruz kalan canlilarda mitotik
veya mayotik hatalarin olusma olasiligt artar ve bu artisa bagli olarak mikroniikleus

sikliginda bir artis s6z konusu olabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroniikleus Tanim

Ik kez mikroniikleus 1891°de, Howel ve arkadaglari tarafindan insan periferik
kan eritrositlerinde saptanmig, daha sonra bu ¢ahgmalar Jolly tarafindan tamimlanmgtir.
Iste bu yiizden bazi kaynaklarda “Howel-Jolly body” olarak da tammlanmaktadir [22,71-
74].

Mikroniikleuslar, hiicre boliinmesi sirasinda kutuplara gekilemeyen kromozom
veya kromozom fragmentlerinin daha sonra ana niikleus yaminda kiiciik kromatin
partikiillen halinde gorillen, yapt ve boyama bakimindan ana niikleusa benzeyen
yapilardir. Ancak buyiikliigi tartigmalara neden olmaktadir. Kimi kaynaklara goére ana
cekirdegin 1/5-1/20’si kadardir [75]. Kimilerine gore ise bu biiyiikliik ana gekirdegin 0.5-
0.8'1 kadar olabilmektedir [23]. Mikroniikleus degisik sekil yada sayilarda olabilir. Bir
hiicrede iki yada daha fazla mikroniikleus bulunabilir. Bazi durumlarda birbirine yapigik
durumda olabildigi gibi bazi durumlarda ise yiizey ¢ikintilar olusturan mikroniikleuslar
meydana gelebilir. Bu yapilar, ana gekirdege ince yada kalin bir bagla baglt olabilirler. Bir
ya da birden fazla damla seklinde ya da sekillenmemis niiklear materyal olarak kibrit ¢opii
seklinde de gozlenebilirler. Bunlar degisik yogunluklarda yuvarlak veya biraz basik

yumaklar olustururlar [23].
2.2. Mikroniikleus Olusumu

Hiicre béliinmesi sirasinda, meydana gelen kromozom anomalileri ya
uzunlamasina boliinen kromozomlarin aynilmayarak (Nondisjunction) bir kutba gitmesi ve
diger kutba kromozom gitmemesi seklinde ya da kromozomlarin anafazda geri kalmasi

(anafaz laggig) seklinde olmaktadir [66, 68, 76].

Bureaston
ileians AR



Kromozomlarin anafazda geri kalmalarimin nedeni, sentriollerden olusan
mikrotiibiillere sentromerlerinden baglanamamalanidir. Herhangi bir sebepten dolayt
kromozomlardaki bir kinlma sonucu olugan kromozom pargalar sentromerden yoksun
olabilirler ve bundan dolay: mikrotiibiillere baglanmalart miimkiin olmayabilir [22, 35, 55,
77, 78]. Kromozomlann anafazda geri kalmasinin diger bir nedeni de sentromerin 6zel bir
bolgesinde meydana gelen nokta mutasyonu sonucunda, kinetokorun fonksiyonunun
degismesidir. Bu degisiklik sonucunda kromozomlar mikrotubiillere baglanamaz.
Sentromer iginde yer alan bu bolgede CCG bazlarindan olusan zincir, 6zellikle kinetokor
fonksiyonu igin 6nemli bir bolgedir [77]. Antimitotik maddelerle yapilan bir galigmada,
hiicrelerin mikrotiibiilleri olusturamama nedeni ile kromozom sayisindaki artiglar ve
hiicrelerin endomitoz gegirmesi ayni zamanda mikroniikleus olusumuna neden olmugtur

[79-81].

Sozii edilen bu mekanizmalar sonucu kutuplara ¢ekilmeyip ortada kalan
kromozom veya kromozom pargalan daha sonra ¢ekirdek zan ile gergevelenip
MIKRONUKLEUS’u olustururlar. Mikronukleus olgiilerine bakilarak kromozomlarin
iizerinde ne tip degisiklikler oldugunu soylemek miimkiindir. Ornegin;, biyik
mikroniikleus olusmasi, genel olarak kromozomlan sentromerlerindenden tutan ve
kutuplara geken mikrotiibiillerin bozulmasina baghdir. Bu durumda mikroniikleus bir
biitiin veya bir ka¢ kromozomdan olugma olasiigi vardir. Kiigiik mikroniikleuslarin

olugmasi ise genel olarak kromozomun yapisal bozuklugu ile ilgilidir [23, 80].



I. BOLUM: MIKRONUKLEUS TESTi iLE CEVRE KiRLETICILERININ
MUTAJENIK ETKILERININ Rana ridibunda KAN HUCRELERINDE
ARASTIRILMASI

Cesitli calismalarda, degisik hiicrelerde oldugu gibi, degisik organizma
gesitlerinde de MN testi uygulanmaktadir. OrneZin; Insan, kurbaga, balik, kus
eritrositleri, midye ve bitkilerin gesitli hiicrelerinde de gevre kirleticisi olan kimyasal
ajanlarin genotoksik etkileri MN testi ile degerlendirilmistir. S6z konusu ¢alismalarda
elde edilen bulgulara gore, gevre kirleticilerinin ortamda bulunmasi o ortamda yasayan

canlilarin MN sayisi ile dogru orantihi olarak bulunmustur [7, 9, 13, 15-19, 23, 50, 60].

L.1. Su Kirliliginin Taninm

Yeryliziindeki sular giinesin sagladigi enerji ile siirekli bir doéngii i¢inde
bulunurlar. Bu déngiiye “hidrolik ¢evrim” adi verilir. Insanlar, yasamsal ve ekonomik
gereksinimleri i¢in, suyu bu dongtiden alir ve kullandiktan sonra tekrar ayni dongiiye iade
ederler. Bu siirecler arasinda suya karigan maddeler, sulann fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklerini degistirerek, “su kirliligi” olarak adlandirilan olguyu ortaya g¢ikanirlar. S6z
konusu ozellik degismeleri, aym zamanda sularda yasayan gesitli canli varliklan da
etkiler. Boylece su kirlenmesi, sucul ekosistemlerin etkilenmesine, dengelerinin
bozulmasina ve giderek dogadaki tiim sularin sahip olduklan, kendi kendini temizleme

kapasitesinin azalmasina veya yok olmasina neden olur [82].

Su kirliligi, evsel ve endistriyel atiklarin, su ortamlarina antilmaksizin
bosaltilmalar, tarimda verimi arttirma amact ile kullamlan dogal ve yapay maddelerin su
ortamina taginmalan gibi sebeplerle gerceklesir. Endustri atik sulari, ayrigmaz ya da gii¢
aynsabilir tiirden maddelerin yam sira toksik bilesenleri de igerdiklerinden, bu sularin

alict ortamlara bosaltmalaninin etkileri ¢ok daha olumsuz ve kalicidir [$2].



Tanmsal kirlenme, daha gok dagmik kaynak tiirinde olup pestisid olarak
isimlendirilen ve her tiirlii zirai miicadele ilacint kapsayan maddelerle, ayrica dogal ve

yapay giibre kullammindan kaynaklanmaktadir [82].

Eskigehir'de g¢evre kirliligine bakildiginda, kirliligin biyik boliminin devlet
kuruluglan tarafindan olusturuldugu gériilmektedir. Ulke ulasgim aginda birinci derecede
onemli olan karayollar: iizerinde yerlesen fabrikalarin pek ¢ok agidan gevreye olumsuz
etkileri olmaktadir. Yatiimlarn minimumda tutmak tek amag oldugu igin gevre kirliligini

Onleyecek yatinmlardan kaginilmaktadir [82].
1.2. Porsuk Suyu ve Onemli Kirleticileri
I.2.1. Porsuk ¢ay: hakkinda genel bilgiler

Porsuk cayr Kiitahya sehrine 17 Km uzaklikta bulunan Tokul kéyiinde, 1170
rakimlt Ahir Dagindan dogmaktadir. Kaynaktaki debisi 1250 It/sn dir. Kiitahya gehrinin
igme ve kullanma suyu bu g¢aydan temin edilmektedir. Yan derelerle beslenen Porsuk gayi
Agag koydeki DSI regiilatoriine, gelince yaz aylarinda Kiitahya ovasinin sulama ihtiyaci
i¢in 1200 1t/sn. su alinmaktadir. Geri kalan 500 1t/sn. su Porsuk yatagina verilmektedir.

[83].

Kutahya sehri evsel ve sanayi atik sularini aldiktan sonra bazi yan kollarla da
beslenerek Porsuk barajinda toplanan su, buradan sulama mevsiminde Karaca sehirdeki
DSI regiilatoriine gelmektedir. Burada Eskigehir'in igme ve kullanma suyu ile arazi
sulama suyu ihtiyacim kargilamakta ve geri kalan 300 It/sn. Porsuk yatagmna
verilmektedir. Sehir girisinde 100 It/sn. debili Sar1 su ile birlesen Porsuk suyu, Eskisehir'in
evsel ve sanayi atik sulanim alarak Alpu ve Beylikova ilgelerinden gegip 486 km yol kat
ederek, 600 rakimh Sazilar kdyiinde Sakarya nehri ile birlegmektedir [83].



1.2.2. Porsuk suyu kirliligi

Porsuk gaymnin, azot, tekstil, seker fabrikalar atiklarindan dolay: ¢ok yogun bir
sekilde kirlenmis oldugu bilinmektedir [84, 85]. Fakat bu ¢ayin mutajenitesi hakkinda hig

bir ¢alisma yapilmamustir.

Eskigehir i¢in bityilk 6nem tastyan Porsuk c¢ay: iki boliimde incelenmektedir. Bu,
kullanim amacina uygun kriterlerle kargilastirilarak degerlendirme yapilmugtir. Birincisi,
kaynagindan Porsuk baraji goliine kadar olan kisimdir ve Eskisehir'in igme ve kullanma
suyu buradan saglanmaktadir. Ikinci bolim ise Eskisehir’den sonraki akarsuyun atik
oziimseme kapasitesi olarak aragtinlmugtir. Buna gore Porsuk cayr ancak Yunus
Emre’den sonra kendi kendini temizlemege baslamakta olup Sakarya nehrine ulastiginda

icinde halen bir miktar kirlilik bulunmaktadir [81,82].

Sonugta biyokimyasal O, ihtiyact (BOI) yoniunden degerlendirilerek
siniflandirildiginda Porsuk ¢aymnin goriinimi su sekildedir:
Porsuk ¢ayin kirletici kaynaklar;
1-Kanalizasyon atiklar1.
2-Kiitahya ve Eskigehir Mezbahalarn.
3-Kiitahya ve Eskigehir Seker Fabrikalar.
4-Kutahya Azot Fabrikasi.
5-Siimerbank Basma fabrikast.
6-Havzadaki tanm alanlandir. Sulamadan donen sularla organik maddeler, giibre
kalintilari, pestisitler ve herbisitler akarsuya kangmaktadir [81,82].
Bu kuruluslarin yam sira bazi ufak kuruluslar da bulunmaktadir. Ornegin;
Seyitomer termik santrali, Kiitahya porselen ve seramik fabrikasi, Giiral porselen

fabrikalari, Tiilomsag fabrikast gibi.



1.2.3. Kirletici kuruluslar ve aldiklar: 6nlemler

L.2.3.1. Mezbahalar

Kitahya ve Eskigehir’de bulunan her iki mezbahada siv ve kat1 atiklar ile yikama
sularim gehir kanalizasyonuna ve oradan Porsuk suyuna vermektedir [82]. Bu isletmeler
Porsuk suyunu kirleten onemli faktorler arasindadir. BOI yiikii yaklagik 150 kg/giin
olarak tespit edilmigtir [81,82].

1.2.3.2. Seker fabrikalar:

Kiitahya seker fabrikasinin yillik tretimi 35.000 ton geker ve 12.000 ton kiispe
olup gesitli islemler sonucunda olugan BOI 630.000 kg/yil, toplam azot 25.000 kg/yil ve
toplam fosfor 900 kg/ yil olarak hesaplanmstir [82]. Porsuk ¢aymn ikinci boliimiine
bakildiginda ise giinlik toplam organik yiikii 87581 kg'dir. Bunun % 93.3'a Eskisehir
seker fabrikasindan ve ispirto fabrikasindan gelmektedir. Her iki seker fabrikasimn da

atiklar1 dogrudan Porsuk ¢ayina verilmektedir [82].

1.2.3.3. Siimerbank basma fabrikasi

Stimerbank basma fabrikasinin tretim kapasitesi 50.000-70.000 m/giin'diir. Yakit
olarak kalorisi dusik, kitktrt oram yitksek Seyitomer komiirleri kullaniimaktadir. Baca
emilsiyonlarint kontrol i¢in multi siklon toz tutuculan kullanilmaktadir [83]. Stimerbank
fabrikasinin tiriinlerini Porsuk gaymna bosaltmasi, s6z konusu tesisin akarsuyu kirlettigi
gorsel olarak da kamtlanmig ve halk arasinda yaygin bir goriis kazanmstir. Bu goriige
gore halk "Porsuk g¢ayimn rengine bakarak, bugiin Simerbankin ne renk boya kullandig:
anlagilir" demektedir [82].

Eskigehir girisinden itibaren kirletici kaynaklara bakildiginda ilk 6nce Eskisehir

basma fabrikasi gelmektedir. Porsuk ¢aymna pH 10-12 arasinda renkli atiklar veren bu



fabrikanin ortalama giinliik debisi 55 1t/sn = 3.500 ton/giin [83]. Giinde 1.600 Kg HCI
atilmasindan dolay1 suyun rengi degismektedir. Bu rengi gidermek amaciyla, 1.300 Kg
sodyum hipoklorid kullanilmaktadir. Sular kanstiricidan sonra 6x250 m’® kapasitedeki

¢okeltme havuzlarina gider. Cokeltme havuzlarindan sonra Porsuk ¢ayima verilir.

1.2.3.4. Kiitahya azot fabrikas:

Bu fabrika iki tiirlii sanayi atigi birakmaktadir. Koémiirden elde edilen su gazindan
artan curuflu stvi atiklar, bu atik DST'nin yaptigt depolama barajinda tutulmaktadir. Ikinci
tir atik, azotlu atiklardir. Yiiksek oranda azot bulunduran bu atik madde hi¢ anitilmadan
dogrudan Porsuk ¢aymna verilmektedir. Bir giinde ortalama 6454 Kg dokiilerek Porsuk
cay1 kimyasal yonden yogun bir gekilde kirletiimektedir. Bu fabrikanin atik sularindaki en
onemli kirletici unsurlar nitrat, nitrit, amonyak azotu, organik maddeler ve askidaki

partikiillerdir. Ortalama atik su debisi 220 It/sn dir [83].
1.3. Su Kirliliginin Insan ve Cevresine Etkileri

Porsuk ¢ayinin {izerinde kurulan fabrikalarnin atiklarinu ele aldigimiz zaman 6nemli
kirleticiler olarak karsimiza krom, fosfor, azot ve bilesenleri, amonyum, nitrat ve nitrit
¢ikmaktadir.
1.3.1 Kirleticilerin atiklarinda bulunan molekiiller ve toksisiteleri
1.3.1.1. Krom (Cr)

Endiistride kroma maruz kalma en ¢ok kromla elektroliz teknigi ile kaplamada
olur. Endiistride baslica absorbsiyon inhalasyon yoluyla olmaktadir. Suda ¢oziinenleri

deri ile absorba olabilir. Kromun Plasentadan gegerek fetiistc konsantre oldugu

gosterilmigtir. Krom deri, akciger ve kas dokusunda biriktigi gibi. RES (Retikilo
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Endotelial Sistem), karaciger, dalak, testis ve kemik iliginin kromite karsi affinitesi
oldugu bilinmektedir. Kromatlarin ise daha gok kirmizi kan hiicrelerine (Eritrosit)
baglandig1 gozlenmistir. Endiistride kronik kroma maruz kalma ile akciger kanserleri

sikligiin normale gore 14 kere ve zenci isgilerde ise 80 kere fazla oldugu gosterilmistir
[86].

1.3.1.2. Fosfor (P)

Cok toksik olan san fosfor oral olarak organizmaya girdiginde gastrointestinal
irritasyona yol agar. Bulanti, kusma (ekseri kanlt), dermansizlik, diyare ve kramp goriiliir.
Fosfor buharlarina kronik sekilde maruz kalma sonucu genede nitroz goriiliir. Hastalik,
kibrit iggilerinde %3 oramnda goriiliir. Ender olarak oldiriiciidir fakat goriiniiste cok
kotu etkiler birakir [87].

1.3.1.3. Azot ve azotun bilesenleri

Son 20 yildan beri yiiksek diizeyde nitrat yada nitrit tiiketiminin insan ve
hayvanlar agisindan tehlike olusturdugu ve bu tehlikenin insanlarda agir hastaliklardan
olume kadar vardigi, hayvancilikta ise verim dusikligi ve olim yoluyla ekonomik
zararlara yol agtigt stirekli vurgulanmaktadir. Bunun yam sira yiksek dozda giibre
kullammi; Avrupa toplulugu iilkelerinde nitrat tliketiminin insan ve hayvanlarda
olusturdugu rahatsizliklar hakkinda yogun bir tartismaya yol agmustir. Bu tartigmalarda

nitritin nitrata pargalanmasi ve sagliga olan zararlar 6n planda tutulmaktadir [88].

Normal olarak nitrat ¢ok yuksek dozajlarda toksik bir etki meydana getirirken
(LDso = 8-15 gr) nitrit ¢ok diisitk dozajlarda toksik olabilmektedir. WHO ve FAO'nun
verilerine gore guinliik 219 mg nitrit 60 Kg agirhigindaki bir insan igin tolere edilebilir
olarak gorilmektedir. Yiiksek dozda nitrat tiiketiminin tiroid bezini olumsuz ydnde
etkiledigi bilinmektedir. Nitritin kana gegmesi durumunda hemoglobin ile rcaksiyona

girerek metahemoglobin olugmakta bu da O, tasinmasini engellemektedir [88].



II. BOLUM : MiKRONUKLEUS TESTI ile 2, 4, 5 TRIFENIL IMiDAZOL'ON
GENOTOKSISITESININ Wistar RAT KEMIK iLIGINDE ARASTIRILMASI

IL1. Kemik Iligi

Kemik iligi organizmanin biuyiik dokularindan biri olup normal sartlarda kan
hiicrelerinin tretilmesini organizmamn fonksiyonlarina uygun olarak diizenler. Bu organ
viicudun gereksinim duyduu kadar hiicreyi kisa siirede uretebilir. Gerektiginde
kapasitesini bir kag kat arttirarak aktivitesini hizlandirabilir. Kemik iligi uzun kemiklerin
ortasinda, yass: kemiklerin ise ags: bosluklarinda bulunan yumusak ve ¢ok sayida hiicre
igeren bir dokudur. Goriinistine gore iki tip kemik iliginden s6z edilebilir [89].

A) Kan hiicreleri ve bunlar yapan kok hicreleri bakimindan zengin olan kirmizi
kemik iligi,

B) Yag hiicreleri bakimindan zengin olan sani kemik iligidir [89]..

Kan hicrelerinin Onciilleri, yag hiicreleri, makrofajlar, retikiiler hiicreler ve
retikiiler fibriller bulunur ve bunlarin oranlan yas ve hastalik etkenlerinde degisiklik
gosterir. Kemik iliginde kendi kendine boliinme ve farklilasabilme 6zelligine sahip kok

hiicreleri bulunur [89, 90].
IL.1.1. Eritrositlerin olgunlasmasi ( Eritropoezis)

Eritrositlerin olgunlagsmasi esnasinda ¢ok sayida onemli degisiklikler olur.
Hiicrelerin hacmi kiigiiliir, gekirdekgik azalarak i1gtk mikroskop duizeyinde goriilmeyecek
kiiciikliige ulasir. Cekirdegin kromatin materyali yoZunlasarak capi kiigiilir ve piknotik
(yogun) sekli alir. Sonunda c¢ekirdek hiicreden koparak aynlir. Sitoplazmada
poliribozomlarin saysi (bazofili) azalirken, hemoglobin miktart artmaktadir (asidofili).
Mitokondriler ise kademeli olarak kaybolurlar. Olgun eritrositler ile proeritroblast
arasinda arahkl olarak 3-5 hiicre boliinmesi gegirilir. Belirlenebilen ilk seri hiicreden,

kana verilen retikiilosit agamasina kadar yaklagik 7 giin geger. Eritrositlerin yapiminda
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eritropoetin hormonu ile demir, folik asid, ve vitamin By, gibi maddelere gereksinim
vardir [89].

Bir eritrositin olgunlagmas: sirasinda gegirdigi farklilagma safhalari sekil 1°de
sematize edildigi gibidir. Farklilagma ve olgunlasma asamalarinda ilk belirlenen hiicre
proeritroblasttir. Eritrosit serisinin bu en geng hiicresi igin bazen proeritroblast veya
megaloblast deyimleri de kullanilir. Proeritroblast, sirasiyla polikromatofilik eritroblast,
ortokromatofilik eritroblast (normoblast veya normokromatofilik eritroblast), retikiilosit

ve eritrosit agamalanindan gegerek olgun hale gelir (sekil 1.1).[89].
I1.1.1.1 Proeritroblast

Yalniz kemik iliginde bulunurlar bu hiicreler, gerek g¢aplar, gerekse boyanma
dzellikleri bakimindan beyaz serinin ana hiicreleri ile biyik benzerlik gosterirler. Soz

konusu hiicreler myeloblasttan biraz daha buytiktiir [89, 91-93].
I1.1.1.2. Polikromatofilik eritroblast

Gelismenin bir sonraki asamasinda poliribozom sayisi azalma gostererek
sitoplazma hemoglobin ile dolmaya baslar. Bu nedenle boyanmis preparatlarda

sitoplazma hem asidik hemde bazik boyanma ozelligi gosterir. Bu ¢ok renkli boyanma

nedeniyle farklilagan hiicreye polikromatofil eritroblast ad verilir [89, 91, 92].
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Sekil 2.1. Insan kemik iliginde eritrosit olgunlasmasimin sematik olarak gosterilmesi.
Grafik, eritrositlerin olgunlagsmasi sirasinda g¢ekirdegin hacminin kigiilmesine

paralel olarak hemoglobin ve RNA miktarlarinda meydana gelen degismeleri

gostermektedir (Juqueira et al., 1993)

14



11.1.1.3. Ortokromatofil eritroblast

Hiicrelerin farklilagmast esnasinda gekirdegin yogunlugu gittikge artar ve
sitoplazma bazofilik 6zelligini kaybederek asidofil hale gelir. Bu asamadaki hiicrelere de

ortokromatofil eritroblast denilir [89, 91, 92].

I1.1.1.4. Retikiilosit

Sonunda ¢ekirdek ince bir sitoplazma zar ile sarili olarak hiicreden atilir.
Cekirdeksiz kalan hiicrede hala bir miktar poliribozom bulunur. Bu hiicreler bryllant
cresyl blue (parlak krezil mavisi) gibi bazik boya ile supravital olarak boyandiklarinda
ribozomlar bir ag seklinde kiimelenme gosterir. O nedenle bu hiicrelere retikiilosit adi

verilir [89].

II.1.1.5. Eritrosit

Kisa bir siire sonra poliripozom yapilarm kaybederek olgun kirmit kan

hiicresine (eritrosit) dontsurler [89].

I1.2. Imidazollerin Yap1 ve Aktiviteleri

I1.2.1. Kimyasal yap1

Imidazol, en. 90 °C, k.n. 256 °C olan bir bilesiktir. Glioksal, formaldehit ve
amonyaktan elde edilic (sekil 2.2). Bu reaksiyonda glioksal yerine distbstitiie
tiirevlerinin yerine de bagka bir aldehidin kullanilmast ile gesitli imidazol tirevleri clde
edilir. Yani oc-dikarbonil bilesiklerinin anionyak ve bir aldchit ile muamelesi. imidazol

tirevlerinin clde edilmeleri igin bir metodtur [94]. Bunlu nispeten suda erimezler fakat



kloroform, polietilen glikol ve polietiloksilat, kastor yagi gibi organik coziciilerde
eriyebilirler [86].

0]'1 CHOH-NH-CH, Ol
H—C=0 H—C —NH, 1.0
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Sekil2.2. Imidazol’un sentez basamaklar:

Imidazollerin kolaylikla klorlandirilmasi, bromlandiriimast ve iyonlandiriimas
miimkiindiir. Imidazoller zayif asitler olarak hareket ederck NaNIl,, KNH; ya da RMgBr
ile halka NH nda deprotonasyona ugrayarak metal tuzlar olusturabilirler ve igerdikleri

anyon elektrofil reaktitlerle kolaylikla reaksion verebilirler [95].
I1.2.2. Biyolojik ve farmakolojik dzcllikleri
Imidazol yapisina vitaminlerde, homonlarda ve niikleikasit yapisina giren bazlarda

dogal olarak rastlandii gibi gogu bitkilerde alkoloit vapisma girerck bitkiyt olumsuz

kosullara karsi korumay: da saglamaktadir [96]. Onemli bir imidazol turevi. hayat igin
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gerekli bir amino asit olan histidindir ve yapist B-4-imidazolilanin’dir. Bunun
dekarboksilasyonu ile 3-imidazoletamin yani vucuttaki gesitli dokularda ve organlarda
bulunan histamin olusur. Biri etil grubunun ucunda ve digeri imidazol halkast icinde
olmak iizere iki amin grupu igerir. Histamin dogal olarak meydana gelen ve kuvvetli
farmakolojik etkiye sahip amin yapisinda bir maddedir. Cesitli hayvan ve bitki tiirleri
histamin sentez etme Ozelligine sahiptirler. Histaminin fizyolojik olaylar ile allerji gibi
patolojik olaylarda rol oynadifi gosterilmistir. Hazim yolu ile alinmayip viicuda enjekte
edildiginde son derece zehirlidir. Bundan dolay1 viicutta proteinlerle beraber kombine

halde olmasi gerekir [94, 97].

Imidazoller genis spektrumlu fungistatik ilaglardir. Antihelmantik olarak (ayrica
bazi bakterilere ve protozoalara karsi da ) uzun yillar kullanilmig; ama antifungal
etkilerinin saptanmasi yaklasik yirmibes yil almustir . Cilt ve mukozalann mantar
enfeksiyonlarinda diger ilaglara gore iistiinlik gosterirler. Imidazol tiirevi antifungal
ilaglar mantar hiicrelerinin stoplazma membraninda ana sterol bilesigi olan ergasterolun
sentezini, 14-metillanosterolun desmetildihidrol-anosterola doniisimii basamaginda
inhibe eder. Bu donigimi yapan 14 alfa-demetilase enzimi mikrozomal P-450
sitokromuna bagimlidir. Imidazol tiirevi ilaglar P-450 sitokromunu selektif olarak inhibe
eder. Mantarlarin P-450 sitokromu bu ilaglara memelilerin aym enzimle kiyasla en az
1000 kez daha duyarhidir. Adi gegen ilaglar belirtilen etkileri sonucu mantar hiicre

membramn permeabilitesini bozarlar.

Imidazol tirevi antifungal ilaglardan klotrimazol, izokonazol, ekonazol,
tiokonazol, ve bifonazol ile halen deneme déneminde bulunan terkonazol, sadece lokal
uygulanir. Ketokonazol ise agizdan uygulanan tek imidazol'dur [97, 98]. Tipta goz
damlas: olarak kullamlan Naphazoline, Vicine; sindzit tedavisinde kullamlan Tuamine;

adrenarjik olarak kullanilan Tramozolin de birer imidazol tiirevidirler [99].



11.2.3. 2, 4, 5 Trifenil Imidazol'un Ozellikleri ve sentezi.

Bu caligmada mutajenik etkisi in vivo olarak arastiriinug olan imidazol tirevi
Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Bolimiinde Istkdag ve
Ucgucu tarafindan, imidazol yapisina (2,4 ve 5 nolu konumlarina) fenil gruplar
yerlestirilerek sentez edilmistir.Sekil 2.3’te I, 1I ve III basamaklar halinde verilmigtir. Bu

bilesigin fiziko kimyasal parametreleri ile spektral analizleri de ayrica yapilmigtir [100].

2, 4, 5, Trifenil imidazol ve tiirevlerinin sentezinde aldchit tiirevlerinden benzoil
kondensasyon ile benzoin tiirevlerine, bu bilesiklerin oksitlenmesi ile benzin ttirevlerine
gegilmistir. Son (iriin olarak imidazol yapisini olusturmak tizere benzil ve aldehit tiirevleri

amonyum asetat ile reaksiyona sokulmugtur [100].
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Bakir II asetat Benzil

0 0
¥ [ R'CHO
it CH, COOH
@ @ CH, COONH , >_@\
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Benzil

2, , 5 tnn (substitiie) fenil imidazol

Sekil 2.3. 2, 4, 5, trifenil imidazol’un sentez basamaklar
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L. ve II. Calismanin Amaci

Bu galigmada, bir mitoz anomalisi olan mikroniikleus olusumu, gevre kirliliine
neden olan faktorlerin yada ilag hammaddesi olarak sentezlenmis bir kimyasal maddenin
genotoksik etkisinin bir indikatéri olarak kullamlmustir.

Mutajenite testleri iginde, en hizhi ve net sonuglart ylksck organizmalarin
hicrelerinin incelenmesi sonucunda verebilen bir test olan MN olusumu, bize yukarida

sozii edilen faktorlerin mutajenite etkileri hakkinda yeterli bilgileri vereccktir.
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3. MATERYAL ve METOD

I. BOLUM: KURBAGA KANINDA MN TESTI

I.1. Kurbagalarin toplanmasi

Kurbagalar 29-7-1996, 09-8-1996 tarihleri arasinda, Porsuk caymin farkli 4
bolgesinden toplanmustir. Birinci bolge, en az kirlenmis ve sanayiden uzak olan, Gelin
kayasi koytine 1 Km uzakliktaki bolge olup kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Tkinci
bolge, Kitahya azot fabrikasiun, iglincii bélge Siimerbank basma fabrikasmin ve
dordiinct bolge ise Eskigehir geker fabrikasinin bulundugu yerlerdir (Sekil 3.2). Sozi
edilen bitiin fabrikalarin atiklani antilmadan Porsuk gayma atilmaktadir [82, 83]. Son
olarak A.U. kampusiinde bulunan havuzlarda yasayan kurbagalar ikinci kontrol grubu

olarak toplanmugtir.

Her bolgeden yaklasik 10 tane kurbaga toplanmugtir. Laboratuvara canl olarak

getirilen hayvanlar en geg 24 saat sonra disseksiyon iglemine tabi tutulmuslardir.
I.2. Hayvanlardan kan alinmasi

Kurbagalarin periferik kamm toplamak amaciyla kafalari kesilmis ve steril
injektorler ile kan alinmistir. Heparin (Roche) igeren tiplerde toplanan periferik kan ya
hemen preparasyon islemine tabi tutulmustur, yada daha sonra preparat hazirlanmasi igin
+4°C saklanmustir.
L.2.1. Kan preparatiarimn hazirlanmasi

Toplanan periferik kan lam iizerine alinip froti yontemi ile yayildiktan sonra

havada 2-3 saat kurulmaya birakilmistir. Boyama islemi Clarck’a gore yapilmistir. Buna

gore havada kuruyan preparatlar (-20°C) %96 metanolde 1-2 dakika fikse edilmistir.
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Sekil 3.1: Porsuk gay1 ve incelenen drneklerin alindigi noktalar

A) Gelin kayasi

B) Azot fabrikasi

C) Sumerbank tekstil fabrikas:
D) Seker fabrikasi
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Fikse edilen preparatlar May-Griinwald (Sigma) boyasi igine almip, 1-3 dk.
bekletildikten sonra, boyanin yarisi alinarak preparatlann iizerine esit miktarda distile su
eklenmistir. 1-2 dakika sonra, Giemsa (Merck) boyas: iginde 8-10 dakika kadar
bekletilmistir [101].

Preparatlar musluk suyu ile yikanip havada iyice kurutulduktan sonra entellan ile
kapatilarak incelenmeye hazir daimi preparat haline getirilmistir. Her hayvandan iki
preparat hazirladiktan sonra, her iki preparattan toplam 2000 eritrosit hiicresi sayilmustir
[23].

II. BOLUM : RAT KEMIK iLIGINDE MN TESTi
IL.1. Kullanilan Hayvanlar

Caliymamizda, deney hayvam olarak, laboratuvar kosullarina iyi uyum saglamast,
kisa siirede fazla nesil vermesi, tiretiminin ucuz ve kolay olmasi, uygulanan kimyasal
maddelere kars1 kolaylikla reaksiyon vermesi nedeni ile rat kullanilmugtir. Bu ratlar, wistar
cinsi olup, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dali'ndan temin

edilmistir. Deney hayvanlan, Eskisehir yem sanayinin arettigi yemlerle beslenmistir.

Deneylerimizde ii¢ aylik ve ortalama agirhg: birbirine yakin 250-300gr olan 21
adet rat kullamilmigtir. Deneye alinan disi ve erkek hayvanlarin giftlesmesini engellemek

amaci ile ayr kafeslere alinmuglardir.
IL.2. Kullanilan madde

Ilag hammaddesi olarak kullanilan 2, 4, 5 #rifenil imidazol, Anadolu Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik bolimiinde Isikdag tarafindan sentezlenerek bize

verilmisti. Bu madde DAMSO (Dimetilsilfoksit) icinde ¢oziilerek ¢esitli

konsantrasyonlarda kullanilmustir. 2, 4, 5 trifenil imidazol’un verilen dozlardaki (1, 2, 4, 6
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ve 8 mg) etkisinin yamsira, DMSO"in de etkisinin olup olmadigim anlamak iin kontrol

grubu hayvanlara sadece paralel konsaﬁtrasyonlarda DMSQO verilmigtir.
I1.2.1. Dency hayvanlarina 2, 4, 5 Trifenil Imidazol'un uygulanmasi

Farmakoloji Anabilim dali'nda fare igin saptanan antibiyotikler dozuna (4 mg/ kg)
uyularak 1, 2, 4, 6 ve 8 mg dozlani DMSQO'da ¢6ziiniip, serum fizyolojik ilavesi ile 0.5 ml
olacak sekilde hayvanlara intraperitonal enjeksiyonla [21] her giin bir defa olmak iizere 7
glin verilmigtir. 8. giin ise hayvanlar kalplerine enjeksiyon ignesi ile hava verilmek sureti
ile oldiirilmuslerdir. Caliymamizda kullanilan 21 hayvanin, 10'u deney 11' kontrol grubu
olarak segilerek 6 gruba ayrilmugtir.

I1.2.2. Kemik iligi preparatlarinin hazirlanmasi

Femuru saran kas tabakas: bistiiri ucu ile kemikten aynlarak femur ortaya
¢tkanlmugtir. Femur kemiginin ekleme yakin kismu keskin bir makas yardimiyla kesilmig

ve kemik icinden transfer ignesi yardimyla femural kemik ilifi incelenmek {izere

alinmugtir [59].

Deney hayvanlarindan alinan kemik iligi 0.5ml. RPM 1640 medyumu (Sigma)
igine alimp once 1000 devir/ dakika’da 10 dakika santrifijj edilmistir. Stipernetant atilip
yerine 0.5ml. (fosfat buffer saline) PBS (137 mM NaCL, 2.7 mM KCL, 1.5 mM
KH;PO,, 8 mM Na,HPO,, pH 7.3) [102] ilave edilerek ikinci kez 1000 devir/ dakika’da
10 dakika santriftj edilmistir. Siipernetant tekrar atilip yerine (3:1) absolii metanol :
glasiyal asetikasit kangimindan 0.5ml. ilave edilerek santrifiij tekrarlanmistir. Siipernetant
atilip yerine absolii metanol : glasiyal asetikasit kangimindan (3:1) tekrar ilave edilerek
myeloid doku &meginin fiksasyonu saglanmustir [75]. Iginde fikse edilen ornegin
bulundugu tiip calkalanarak bir damla alinan myeloid doku temiz bir lam fizerinc froti

edilmistir.



Havada 20-30 dakika kurutulan preparatlar May-Griinwald (Sigma) ile 3-5
dakika siire ile boyannmstir. Boyanan 6reklerdeki boyamin yansi aliup kalan yarsina
distile su ilave edilerek 1-2 dakika daha boyanmasi saglanmistir. May-Griinwald ile
boyamamn ardindan distile su ile yikanan ornekler, Giemsa ile 5-10 dakika stire ile
boyanmugtir [101]. Preparatlar musluk suyu ile yikanip havada iyice kurutulduktan sonra
entellan ile kapatilarak incelenmeye hazir daimi preparat haline getirilmistir. Her
hayvandan iki preparat hazirlanarak toplam 2000 Polikromatofilik, Normokromatofilik
ve Polimorf hiicresi sayilmistir.

3.1. Mikroskopi ve Mikrofotografi

Yapilan preparatlar Olympus BX50 mikroskobu ile degisik biiylitmelerde
incelenerek Olympus PM-30 otomatik fotomikrografi ve Kodak film arac: ile fotograflar
cekilmisgtir.
3.2. Istatistiksel Degerlendirmeler

Bu caligmada her hayvandan 2000 hiicre sayilmig ve MN pozitif olanlar
belirlenmistir. Deney ve kontrol gruplan arasinda MN bakimindan farkliigm olup

olmadigimin degerlendirilmesinde, farkli dozlanin ve bolgelerin karsilagtinlmasi igin

Student t-testi kullamilmugtir.
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4. BULGULAR

I. BOLUM: PORSUK CAYINDAN TOPLANAN Rana ridibunda
ERITROSITLERINDE MiKRONUKLEUS OLUSUMU

Porsuk cay1 iizerindeki dort farkh bolge olan Gelin kayasi koyii, azot fabrikas,
simerbank tekstil fabrikas: ve seker fabrikasi yamindan ve ayrica Anadolu Universitesi
kampiisiindeki biiyiik havuzdan yakalanan kurbagalar gevre kirliliginin mutajenik etkisinin
aragtinlmast igin incelenmistir. Bunun igin her bir kurbagadan iki adet kan preparati
hazirlanmigtir ve her bir preparattan 1000 hiicre igindeki mikroniikleuslar sayilmistir.
Aynica mikroniikleuslar say1 ve sekillerine gore incelenerek fotograflarn gekilmistir.
Calismamuzda incelenen mikroniikleuslar sekil ve sayilarina gore 3 grupta toplanmustir.
Birincisi A tipi olarak belirledigimiz degisik biiyiikliikte, her bir eritrosit i¢inde bir tane
yuvarlak olarak gozlenmistir (Sekil 4.1). Ikincisi B tipi olarak her bir eritrosit iginde bir
tane olmak iizere sekilsiz yada ¢ubuksu niiklear mareyal seklinde gozlenmistir (Sekil 4.2).
Ugiinciisit ise C ve D olmak iizere bir eritrosit iginde birden fazla yuvarlak

mikroniikleuslar olarak gézlenmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Kontrol olarak incelenen Gelin kayast kdytunden aliman kurbagalarin kan hiicreleri
sekil 4.5°da gosterilmektedir. Gelin kayast koyiinden ve Anadolu Universitesi
havuzundan alinan kurbaga kan preparatlarin incelenme sonuglari Cizelge 4.1 de
verilmektedir. Gelin kayasi kéyu yakinlarindan toplanan kurbagalarin kam incelenmesi
sonucu toplam 12,000 hiicreden 70 hiicrenin mikroniikleus tasidig: tesbit edilmistir. Bu
mikroniikleuslarin 52 tanesi A tipinde ve 18 tanesi B tipinde oldugu bulunmustur. C ve D
tipinde ise hig mikroniikleusa rastlaniimamustir. Ikinci kontrol olarak kabul edilen
Anadolu Universitesi kampiisiinden toplanan kurbagalarinin kani incelenmesi sonucu ise
toplam 8.000 hiicreden 64 hiicrenin mikroniikleus tasidifi ve bunlarin 47 tanesinin A

tipinde 17



Sekil 4.1. Azot fabrikasi civarinda, Porsuk ¢ayindan yakalanan kurbagalarin
eritrositlerinde saptanan A tipindeki mikroniikleuslarin gériinimii (ok).
X330.

Sekil 4.2. Azot fabrikasi civarinda, Porsuk ¢ayindan yakalanan kurbagalarn
eritrositlerinde saptanan B tipindeki mikroniikleuslarin goriinimii (ok).
X330.
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. NN _
Sekil 4.3. Sumerbank tekstil fabrikasi civarinda, Porsuk ¢ayindan yakalanan
kurbagalarin eritrositlerinde saptanan C tipindeki mikronukleuslann

goriiniimii (ok). X 330.

Sekil 4.4. Siumerbank tekstil fabrikasi civarinda, Porsuk c¢ayindan yakalanan
kurbagalarin eritrositlerinde saptanan D tipindeki mikroniikleuslarin
goriiniimii (ok). X330.
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Sekil 4.5. Porsuk c¢aymmin Gelin kayasi bolgesinden ve Anadolu Universitesi
kampiisiinin buytk havuzundan alinan ve kontrol olarak kabul edilen
kurbagalarinin eritrosit hiicrelerinin goranami. X 330.
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tanesinin B tipinde oldugu bulunmustur. C ve D tipinde ise yine hi¢ mikroniikleusa

rastlamlmamustir (Cizelge 4.1).

Kiitahya azot fabrikasin yanindan toplanan 10 adet kurbagamin kan
preparatlarinin incelenmesi sonucu toplam 20.000 hiicreden 967 hiicrede mikroniikleus
bulunmustur. Bunlarin 569 tanesi A tipinde, 392 tanesi B tipinde, 6 tanesi C tipinde olup
D tipinde hi¢ mikroniikleus bulunmadii gozlenmistir (Cizelge 4.2).

Porsuk ¢ayr tizerindeki bir sonraki galigma alam olarak segilen siimerbank
fabrikasi civarindan toplanan kurbagalarin eritrositlerinin incelenmesi sonucu toplam
20.000 hiicreden 668 hiicrenin mikroniikleus tasidii tespit edilmistir. Bu
mikroniikleuslarn 480 tanesi A tipinde, 167 tanesi B tipinde 12 tanesi C tipinde ve 9

tanesi D tipinde gozlenmistir (Cizelge 4.3).

Son caligma alani olarak segilen seker fabrikasi yanindan toplanan kurbagalarin
eritrositlerinin incelenmesi sonucu toplam 20.000 hiicreden 638 hiicrenin mikroniikleus
tagidig1 tesbit edilmistir. Bu mikroniikleuslarin 398 tanesi A tipinde, 238 tanesi B tipinde,

2 tanesi C tipinde D tipinde ise hi¢ mikrontkleus bulunmadigi gézlenmistir (Cizelge 4.4).

Kan preparatlarn hazirlamadan 6nce, laboratuvara getirilen kurbagalarin agirliklar
ve boylan olgiilerek kayit edilmistir. Elde edilen mikronikleus sayilariun, agirlik ve
uzunluguna paralel olarak artiy gosterdigi bulunmustur. Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8,
Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da goruldugu gibi bu fark kontrollere gore azot, siimerbank ve
seker fabrikasmin bulundugu bolgeden toplanan kurbagalarda daha belirgin olarak

gOzlenmistir.



Béliim 1

Cizelge 4.1 . Azot fabrikas: civarinda yakalanan kurbagalarin agirliklarina
gore MN cesitleri ve orami.

Ku.H. | Uzunlugu | Agirhiz1 | MNE/ MN Cesitleri MNE/
No. (cm) (gr) [2000Eri| A B C D Eri.%
1 13,5 22,7 61 47 14 0 0 3,05
2 14 23,5 60 38 | 22 0 0 3
3 12,5 29,5 50 32 18 0 0 2,5
4 15,5 31 76 58 18 0 0 3,8
5 12 35,3 60 40 18 1x2 0 3
6 15 36,3 104 68 36 0 0 5.2
7 18 43,8 162 48 114 0 0 8,1
8 19 50,1 86 52 34 0 0 4,3
9 22 100,5 158 100 | 58 0 0 7,9
10 21 112,3 150 86 60 2x2 0 7,5

, WAzl
Azot fabrikas :
- ' — fabrikasi
160) M Gelin
1401 kayast
3 3]
g 60]
40
20

REssr g s & 89 1)

Kullanilan hayvan no.

Sekil 4.6. Porsuk ¢ay1 kirleticilerinin birinci bolgesi olan azot fabrikasi
civarinda yakalanan kurbagalarin ve bunlarin kontrol gruplarnmn
eritrosit hiicrelerindeki MN sayisi. Kurbagalar cizelge 4.2'de verildigi
gibi agirhiklarma gore kiigiikten biiytige gore siralanmigtir.
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Cizelge 4.2. Siimerbank tekstil fabrikasi civarinda yakalanan kurbagalarin
agirliklarina gére MN cesitleri ve oran.

KuH. |Uzunlugu| Agirhig | MNE/ MN Cesitleri MNE/
No. (cm) (gr) [2000Eri) A B C D Eri.%
1 21 64 57 45 12 0 0 2,85
2 19 70,1 58 52 4 1x2 0 2,9
3 20 72,8 65 51 12 1x2 0 3,25
4 18 73,4 53 34 19 0 0 2,65
5 18 73,5 53 36 17 0 0 2,65
6 18,5 754 66 36 | 28 | 1x2| o 3,3
7 17 75,8 57 46 8 0 1x3 2,85
8 18 82,3 76 52 24 0 0 3,8
9 215 123 1m2 | 70 | 30 | 3x2 | 2x3 56
10 23,5 130,5 71 58 13 0 0 3,55

Eri. : Eritrosit.
MNE. : Mikroniikleus tasiyan eritrosit hiicreleri.
MN. : Mikroniikleus.

= —
__ Siimerbank  [mSimerbank |

\ B Gelin kayast
[
!

O

MN savisi

Kullanilan hayvan no.

Sekil 4.7. Porsuk ¢ay: kirleticilerinin ikinci bolgesi olan siimerbank tekstil
fabrikas: civarinda yakalanan kurbagalarn ve bunlarin kontrol
gruplarinin eritrosit hiicrelerindeki MN sayisi. Kurbagalar ¢izelge 4.3'de
verildigi gibi agirliklarina gore kuigiikten bitylige gore siralanmugtir.
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Cizelge 4.3. Gelin kayasi kéyii civaninda ve Anadolu Universitesi
kampiisiinden kontrol grubu olarak yakalanan kurbaZalann agirligina
gore MN gesitleri ve orani.

Ku.H. | Uzunlu@u | Agirligi | MNE/ MN Cesitleri MNE/
No. (cm) (er) |2000Eri.| A B C D Eri.%
1 10,5 20 14 10 4 0 0 0,7*
2 10 20,5 10 6 4 0 0 0,5*
3 11,5 22,5 16 14 2 0 0 0,8%
4 12 23 24 17 8 0 0 1.2%
5 15 29:7 8 6 2 0 0 0,4%*
6 13,4 30,3 10 10 0 0 0 (5>
7 13 31,3 14 8 6 0 0 0,7%*
8 15 35 12 12 0 0 0 0,6**
9 18 41,8 8 6 2 0 0 0, 4*%*
10 19,2 45,6 18 10 8 0 0 0,9%*

* . Anadolu Universitesi kampiisiiniin biiyiik havuzundan alinan kurbagalar.

** . Gelin kayasi koyii civarindan alinan kurbagalar.

Eri. : Eritrosit.

MNE : Mikroniikleus tagiyan eritrositler.

Ku. H. : Kullanilan hayvan.

MN : Mikroniikleus.
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Cizelge 4.4. Seker fabrikasi civarinda yakalanan kurbagalarin agirligia

gore MN cesitleri ve orani.

KuH. |Uzuniugu| AZirhg | MNE/ MN Cesitleri MNE/ Eri.
No. (cm) (gr) [2000Eri| A B C D %o
1 12 20,6 48 40 6 | 1x2| o 24
2 13,1 23 52 36 16 0 0 2,6
3 14,3 27,2 50 34 | 16 0 0 25
4 13,5 32 62 44 18 0 0 3,1
5 15 33 76 32 44 0 0 3,35
6 18,5 40,3 60 36 | 24 0 0 3
7 16 43,2 68 44 24 0 0 34
8 17,5 45,8 62 42 | 20 0 0 3,1
9 18 55,7 60 26 34 0 0 3
10 20 105,3 100 64 | 36 0 0 5
KU. H : Kullamilan hayvan. A : Tek yuvarlak MN.
MNE : Mikroniikleuslu eritrosit. =~ B : Cubuk seklindeki MN
Eri.:  Eritrosit. C : Iki tane MN
MN:  Mikroniikleus. D : Ug tane MN
_ Sekerfabrikasi == B Scker
fabrikasi
& B Gelin
5- kayast
= O

Kullanilan hayvan no.

Sekil 4.8. Porsuk cay1 kirleticilerinin tigiincii bolgesi olan seker fabrikasi
civarindan alinan kurbagalarin ve bunlarin kontrol gruplarimin eritrosit
hiicrelerindeki MN sayisi. Kurbagalar cizelge 4.4'te verildigi gibi
agirhklarina goére kiigiikten buyiige gore siralanmustir.
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Cizelge 4.5 . Porsuk caymin degisik bolgelerinden toplanan kurbagalarin
eritrositlerinde tagidiklar toplam MN sayisi ve yiizdeleri.

Bolge Hayvan |Sayilan eri. MNE/eri. | MNE/eri.
sayisi sayisi Yo

Anadolu Universitesi 6 12000 70 0,6

kampiisii

Gelin Kayasi £ 8000 64 0,8

Azot fabrikasi 10 20000 967 4,6

Siimerbank tekstil fabrikasi| 10 20000 668 3,21%%

Seker fabrikasi 10 20000 638 3,19%*

Eri : Entrosit. e P<0,05

MNE : Mikroniikleus tagiyan eritrositler ~ * P<0,01

Istatistiksel hesaplamalar Studant t- test ile yapilmustir.

Toplam MN %

Anadolu Gelink. Azotf.

Bolgeler

Stmer f

Seker

Sekil 4.13 . Porsuk gay: kirleticilerinin degisik bolgelerinden yakalanan

kurbagalarin ve bunlarin kontrol gruplarimin eritrosit hiicrelerinde

sayilan MN oranlari.

Anadolu Universitesi kampiisii bityilk havuzundan alinan kurbagalar.

Gelin kayast koyii yakinlarindan alman kurbagalar.

Azot fabrikasi civarindan alinan kurbagalar.
Siimerbank tekstil fabrikasi civarindan alman kurbagalar.
Seker fabrikasi civarindan alinan kurbagalar.
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IL BOLUM : IMIDAZOL’A MARUZ KALAN RAT KEMIK IiLiGi
HUCRELERINDE MIKRONUKLEUS OLUSUMU

Bu caligmada bazi ilaglanin (klotrimazol, izokonazol, ekonazol, tiokonazol ve
ketokonazol) ham maddesi olarak kullamlan imidazol tiirevi olan 2, 4, 5 trifenil imidazol
maddesi MN kemik iliginde olusumu ile baglantih olup olmadigi degerlendirilmeye
caligilmistir. Bunun igin bu maddenin artan degisik dozlan her giin Wistar cinsindeki
ratlara enjekte edildikten 7 giin sonra kesilen hayvanlarinin polikromatofilik,
normokromatofilik ve polimorf hiicrelerinin elde edilmesi i¢in kemik ilikleri toplanmustir.
S6z konusu hiicrelerde, MN frekans: saptanarak pozitif kontrol, negatif kontrol ve
arastirma grubu bireyleri kendi aralarinda karsilagtinlnuglardir. Uygulanan 2, 4, 5, trifenil
imidazol maddesinin pozitif kontrol olarak uygulanan DMSO dozlan ¢izelge 4.6’da

gosterilmektedir.

Kimyasal maddenin doz artist ile birlikte MIN artigini saptayabilmek amaciyla
degisik dozlarla muamele edilen hayvan gruplarindan kemik iligi hticreleri alinarak her
hayvandan ikiser preparattan en azindan toplam 1000 hiicre igindeki MN sayist tespit
edilmistir (cizelge 4.7). cizelgede gorildugu gibi kimyasal madde ile enjekte edilen
hayvanlarda MN oranin dozun artist ile dogru orantili olarak arttifi ve ozellikle 6, 8,
dozlar ile enjekte edilen hayvanlarda bu artisin belirgin hale geldigi saptanmustir (Sekil
4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 13).

I1.1. Deney ve Kontrol Grubunun MN Oram

Aragtirma grubunu olusturan 10 rat ile kontrol grubunu olusturan 11 ratta
gozlenen MN oranlan karstlastiriidiginda, deney grubu MN oranlar toplamu 8.8 iken
pozitif kontrol grubu MN oranlar toplamt 3.12 negatif kontrol is¢ yalnizca 0.1 olarak
bulunmugtur. Gruplar arasinda goriilen bu farklilik istatistiksel olarak Student t-testi

kullansimastyla degerlendirilmistir. Bunun sonucunda gruplar arasindaki farkliligin pozitif



kontrol i¢in p<0.05 ve negatif kontrol igin p<0.01 olarak bulunmus ve anlamli olarak
kabul edilmistir. Ayrica gizelge 4.6’da verilen dozlara karsilik gelen yiizde degerleri,
farklilig1 daha iyi gozlemleyebilmek igin sekil 4.14, sekil 4.15, ve sekil 4.16, Sekil 17°de
grafik ile gosterilmistir.

Sekil 4.10 . Negatif kontrol olarak hi¢ bir madde uygulanmanug normal ratlarin kemik
iligi hiicrelerinin 1056 kez buyiitiilmiis goriinimi.



Sekil 4.11 . 8 mg 2, 4, 5 trifenil imidazol enjekte edilmis ratlarin kemik iligi
normokromatofil eritrosit hiicrelerinde mikronikleuslarin goriiniimii
(ok). X 330.

Sekil 4.12 . 8 mg 2, 4, 5 trifenil imidazol enjekte edilmis ratlarin kemik iligi
polikromatofil eritrosit hiicrelerinde gozlenen mikroniikleuslarin
gorinimii (ok). X 330.



Sekil 4.13 . 8 mg trifenil imidazol enjekte edilmis ratlarin kemik iligi polimorf
hiicrelerinde saptanan mikroniikleuslarin gorinimi (ok). X 330.
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Boliim 2.

Cizelge 4.6 . 2, 4, 5, trifenil imidazol enjekte edilmis ratlar ve bunlarin kontrol
gruplannin kemik iligi preparatlanindan elde edilen MN sonuglar.

DOZLAR

Sayilan Imidazol** Kont* Kontrol (DMSQ)**
C.H. 1. 2. 3. 4. 5. 1. 2. 3. 4, 5.

NE 508 | 423 | 397 | 467 | 429 | 563 | 453 | 603 | 492 | 512 | 519

MN/NE 10 9 13 17 16 0 2 3 2 5 10

PE 1362 | 1427 | 1480 | 1416 | 1429 | 1315]1432]1295|1410] 1302| 1323

MN/PE 13 11 15 17 30 2 4 ] 7 7 16

PM 130 | 150 | 123 | 117 142 | 122 | 115 102 | 98 | 186 | 158

MN/PM 0 6 5 3 5 0 0 0 0 0 0

MNtoplam| 23 26 33 37 51 2 6 8 9 12 26

MN% | 12| 13| 1,7 ] 19| 26 | 010304045 06| 1,3

X Hig bir sey uygulanmamig negatif kontrol. MN:  Mikronikleus
NE:  Normokromatofil Eritrosit. C.H.: Cekirdekli hiicreler
PE: Polikromatofil Eritrosit. PM: Polimorf hiicresi

MN/ NE ot
30- B 1.doz
Olpk
O

i H2.doz

. H2pk

pAVE n

H3.doz

15- H3pk
O

10+ . 4‘d.02
Hipk
O

H5.doz
E3pk

MN sayisi

R
0

Uygulanan dozlar (mg)

Sekil 4.14. 2,4,5 trifenil imidazol enjekte edilmis ratlarn ve bunlarn kontrol
gruplarinin kemik ilii preparatlarindaki NE hiicrelerinde sayilan MN sayilart.
MN : Mikroniikleus NE : Normokromatofil eritrosit
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MN/ PE -
= M 1.doz
30- Olpk
O
25 H2.doz
1 H2pk
= O i
-
:‘ZE 15- — pk
E 104 =2d02
pk
|
5+ H 5.doz
BS5pk
0 .
Uygulanan dozlar (mg)
Sekil 4.15 . 2,4,5 trifenil imidazol enjekte edilmis ratlarin ve bunlarin kontrol
gruplarimin kemik iligi preparatlarindaki PE hiicrelerinde sayilan MN
sayilari. PE : Polikromatofil eritrosit
p.k. : Pozitif kontrol n.k. : Negatif kontrol
MN/ PM ol
SRS —  |Oldoz
301 EI-P-k
o I | |E2do
5 2071 |2k
. M 3.doz
2 15¢] : | |m3pk
§ 104 . O
— w
517 . pk
== S = |
P —a— L L t B 5.doz
H5pk

Uvgulanan dozlar (mg)

Sekil 4.16 . 2,4,5 trifenil imidazol enjekte edilmis ratlarin ve bunlarin kontrol
gruplarinin hiicrelerinde kemik iligi preparatlarindaki polimorf hiicrelerinde

sayilan MN sayilan.
Kontrol : Negatif kontrol.

p-k. : Pozitif kontrol
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Cizelge 4.7. Deney ve kontrol gruplarina verilen farkh dozlar.

UYGULANAN DOZLAR
K. grup D. grup
1.Doz (0,028 mi DMSO + 1.Doz_ |1 mg im.+ 0,028 mi
0,472 ml S.F DMSO + 0,472 ml S.F
2.Doz |0,057 ml DMSO + 2.Doz__|2 mg im.+ 0,57 ml
0,443 mi S.F DMSO + 0,443 ml S.F
3.Doz__ 0,114 ml DMSO + 3.Doz__ |4 mg im.+ 0,114 ml
0,386 mi S.F DMSO + 0,386 ml S.F
4.Doz__|0,172 ml DMSO + 4.Doz__ |6 mg im.+ 0,172 ml
0,328 mi S.F DMSO + 0,328 ml S.F
5.Doz  |0,230 ml DMSO + 5.Doz |8 mg im.+ 0,230 ml
0,270 ml S.F DMSO + 0,270 ml S.F
D.: Deney.
K.: Kontrol.

S.F : Serum fizyoloji.
im. : 2, 4, 5, trifenil Imidazol.
DMSO : Dimetil siilfoksid.
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Biitiin sonuglar

Uygulanan doz (mg)

Sekil 4.17 . 2, 4, 5, trifenil imidazol enjekte edilmisg ratlarin ve
bunlarin kontrol gruplarinin kemik iligi preparatlarindan sayilan
toplam 2000 hiicredeki bunlarmn MN sayisinin yiizdeleri.

: Deney 5 I : Kontrol (DMSO) 5
: Deney 4 : Kontrol (DMSO) 4
: Deney 3 : Kontrol (DMSO) 3
" : Deney 2 I : Kontrol (DMSO) 2
: Deney 1 : Kontrol (DMSO) 1

: Kontrol 0 : Hig bir sey uygulanmamis negatif kontrol.
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmanin kapsamina dahil olan iki arastirma alani, bu tezin diger

kisimlarinda anlatildig: gibi iki boliimde de tartisilacaktir.

L BOLUM: PORSUK CAYINDAN TOPLANAN Rana ridibunda
ERITROSITLERINDE MiKRONUKLEUS OLUSUMU.

Bascomb (1982) [41] bildirdigine gore sucul ortamlarin kirlenmesi degisik
nedenlerden dolay: olmaktadir. Bu nedenlerin en onemlilerinden bir tanesi insan
populasyonunun neden oldugu teknolojik aktivitelerdir. Cok sayida kimyasal madde
ginlitk olarak denizlere, tath gol, goletler ve akarsulara atilmaktadir. Bu atiklarin
miktari, az da olsa bityiik ve yiiksek seviyeli toksik etkileri olabilmektedir [16-19]. Bu
da suyun ekosisteminin bozulmasina neden olmaktadir. Bu yiizden ekolojik ortamlarin
kirlenmesine neden olan ksenobiyotik, mutajenik veya karsenojenik ajanlari incelemek
amaci ile degisik testler ve degisik organizmalar kullanilmistir [7, 16-19, 47, 55].
Philips ve arkadaslarinin (1978) bildirdiklerine gore kirleticiler incelemek igin en uygun

indikator s6z konusu ortamda yasayan canlilardir [16, 51].

Bu c¢aligmanin amaci tath su kurbagasi olan Rana ridibunda’nin iginde yasadigi

Porsuk c¢ay: kirleticilerinin bir indikatorii olarak kullanilmasidir. Kurbagalar bu amag
igin ¢ok uygun bir 6rnek teskil etmekte olup, giiniin buyiik bir kismi su iginde
gecirdiginden dolay1 kirletici maddelere (agir metaller, pestisidler ve polisiklik aromatik

hidrokarbonlar) maruz kalma olasilig: yiiksektir .
Caligmamuzin iki kontrol hayvan grubu olmustur. Birinci grup kurbaZalar
negatif kontrol olup Porsuk ¢ayinin en temiz bolgelerinden, sayilan Gelin kayasi koyi

civari ve ikinci pozitif kontrol Anadolu Universitesi kampiisiinden toplanmugtir.

Diger ¢alismalarda kontrol grubu olarak kullanilan kurbaga kanu eritrositlerinin

MN oram % 0.45 olarak belirlenmistir [23]. Oysa bizim negatif kontrol grubunda MN
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orani % 0.51 olup pozitif kontrol grubunda ise % 0.6 oldugu tespit edilmistir. Bu elde
ettifimiz sonuglarda kurbagalarin eritrositlerindeki MN oranlarinin oldugu kabul
edilebilir. Ciinkii hayvanlarin sayilaninin paralellik gostermemesi, istatistiksel hata
paymi arttrmugtir. Bizim pozitif gruptan 6 tane ve negatif gruptan 4 tane kurbaga
toplandigi halde Zhuleva ve arkadaslart (1994) yaptiklari galismada toplam 10 tane

kurbaga kullamlmustir. Bu yiizden her iki ¢alijmamin arasindaki sayisal farklilik
istatistiksel hatay: biiytitmiistiir.

Porsuk ¢ay: tizerindeki bolgelerden alinan Azot fabrikas: civarindan alinan ilk
deney grubu 20.000 hirrede MN orani % 4.6 bu da kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak biiyiik fark tasimaktadir (P<0.001). Siimerbank fabrikas: civarindan alinan ikinci
deney grubu MN oran ise % 3.21 (P<0.001). Seker tigiincii deney grubu MN oram ise
% 3.2 (p<0.001). Oysa Zhuleva ve arkadaslari (1994) yaptiklari ¢alismada kurbaga
kanindaki MN oram bir deney grubu igin % 2.84 ve bunun elde ettii sonug “ Bu
bolgenin durumu gok kétii ve zararlidir  diye yorumu yapmustir. Bizim galismamizda
elde ettiimiz sonug¢ Zuhleva’nin elde ettigi sonucun nerede ise iki katina denk
gelmektedir. Durumu en iyi olan bolge Zuhleva ve arkadaslarinin (1994) sonuglarindan
daha fazla kéti olarak bulunmustur. Bu gekilde Porsuk suyu ne kadar kétii bir sekilde
kirlendigi ¢cok acik bir sekilde karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu g¢alismada Porsuk c¢aymnin durumu sadece elde edilen MN oranlar ile
degerlendirmek eksik olur. Cinkii MN ¢esitliligi de kirlilik tespitinde 6nemli yer
almaktadir. A seklindeki MN’lar genellikle dogal olarak her tiir i¢in kabul edilmistir
[85]. Fakat sayilarindaki artig bdlgenin asiri kirlenmesi durumunu igarct eder. Yalmz
MN’larda B, C ve D tiplerinin olugmasi kromozomlarin sitogenetik tahribat
gormesinden kaynaklanmaktadir ve bozulmanin ana nedeni gevre kirliligi ve igerdigi
mutajenlerdir [23]. Mikroniikleuslarin Olglilerine bakilarak kromozomlarin iizerinde
nasil degisiklik oldugu soylemek mimkiindir. Biyitk mikroniikleus olusmasi genel
olarak kromozomlar1 kutuplara g¢eken miktotiibillerin  bozulmasina, kigiik
mikroniikleuslarin olusumu ise kromozomlarin yapisal bozulma ve asentrik bir bolge

meydana gelmesi ve dolayisi ile mikrotiibiillere baglanamamasindan kaynaklanabilir.
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Buna dayanarak A, C ve D tipindeki MN’lar kromozomlarda olusan tahribatlarin
sonucu, B tipi MN olusumu ise kromozomlarin metafazda ve anafazda biraz

gecikmesine bagh oldugu soylenebilir [23].

Bu sonuglara gore azot fabrikasinin atiklari en tehlikeli atiklar olup, Porsuk
caymi onemli ve tehlikeli derecede kirletmektedir. Onun ardindan Stimerbank tekstil
fabrikas1 ve son olarakta seker fabrikasi yer almaktadir. Fakat gozden kagmayan bir
gergek var ki her ti¢ fabrikanin atiklar: ok toksik ve mutajenik oldugu ve gerek Porsuk

suyu ekolojik sistemini gerekse insan sagligini ¢ok ciddi bir sekilde tehdit etmektedir.

Degisik ortamlarda yasayan canlilar, laboratuvar kosullari altinda degisik
kimyasal maddelerin toksisitelerinin MN testi ile incelendiginde MN oranindaki artigin

dokudan dokuya farklilik gostermistir. Bir deneyde kullanilan Dreissena polynmorpha

dokularinda yapilan inceleme sonucu MN oranlar1 kan hiicrelerinde % 3.2 ve % 6.9
arasinda oldugu, diger dokularda ise MN oranm1 % 5.4 ve % 6.7 arasinda oldugu tespit
edilmigtir [16]. Bu arastirmada, elde edilen bu oranlarin kullanilan maddenin mutajenik
potansiyele sahip bir madde oldugunu sodyledigi bildirilmigtir. Bizim sonuglarimiz bu
oranlarin arasinda yer aldiklarina gore ¢ok rahat bir sekilde Porsuk g¢ayinin suyu

mutajenik potansiyele sahip oldugu soylenebilir.

Kurbagalarin eritrositlerindeki bu ciddi MN oranindaki artig su sebeplere
baglanabilir: Agir metallerin yiiksek diizeylerde bulunmalari ve hatta bazi agir
metallerin Porsuk ¢ayinin genelinde izin verilmeyen seviyelerde bulunmasi [85]. Agir
metallerin yam sira bitkileri ve zirai tirtinleri giibrelemek igin veya zararli parazitlerden
korumak igin kullanilan pestisidler ve insektisidler de yer almaktadir [82].
Pestisidlerden DDVP (Dichlorvos) Vicia faba kok ucu hiicrelerinde mitoz anomalilerine
neden oldugu tespit edilmigtir [101]. Diger taraftan DDPV intraperitonal olarak ratlara
enjekte edildiginde MN oranim arttirdigi da gozlenmistir [55]. Cypermethrin i.p.
enjeksyonu MN sayisinin kontrola gore 6nemli olglide artmasina neden olmugtur [54,
55]. Malathion’un yiiksek oranda klastojenik aktivite gosterdigi belirtilmektedir [55].

Deltamethrin hayvanlara enjekte edildigindc hem kromozom bozulmalarina ve hem de
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MN orammnin artmasina neden olmustur [4]. Ayrica deltamethrin Allium cepa kok
hucrelerinin  kromozomlarimin  bozulmalarina neden olmustur [4]. Pyrethroid

insektesidleri de in vivo MN oram kontrola gore yiiksek seyiyeye artmasina neden

olmustur [6].

Sonug olarak, Porsuk ¢ay1 boyunca biiyiik yerlesim merkezleri olan Kiitahya ve
Eskisehir illeri dahil bir ¢ok yerlesim merkezleri kullanma ve igme sularim1 buradan
kullanmaktadir. Bunun igin bu g¢alismada gozlenen etkiler burada yasayan insan
populasyonu iginde s6z konusu olabilir. Bu gibi etkilerin daha detayl olarak calisilacak,

Porsuk suyunun kirliliginin asgariye indirilmesi ¢ok ¢nem tagimaktdir.

11. BOLUM: 2, 4, 5, TRIFENIL IMIDAZOL ENJEKTE EDILMIS RAT KEMIK
ILIGINDE MN OLUSUMU

MN olusumu bir ¢ok ¢aligmada, ¢esitli maddelerin klastojenik etkisini
gostermek amaci ile incelenmistir. Balik ve koyun etinin ekstra edilmesi sonucu elde
edilen quercertin ve luteolin tuzlarinin yﬁk&k konsantrasyonunun hem hayvan hem
insan kromozomlar:t {izerine etkileri PCE hiicrelerinde olusan MN oram ile
belirlenmistir. Bu ¢aligmanin, tuzlarin etkisinin istatistikse Isonuca gore p<0.001 oldugu
gosterilmigtir [64]. Diger bazi ¢alismalarda ise ¢ok genis ¢apta fungusit olarak
kullamilan Metalaxil maddesi MN testi ile gerek insan ve gerekse hayvan
kromozomlarinda in vivo uygulandiginda bir etki olusturmadigi ve negatif sonuglar
verdigi ancak in vitro olarak uygulandiginda aymi sonuglar vermedigi tespit edilmigtir
[60]. Bu sonuca gore in vitro olarak uygulanan her madde in vivo olarak
uygulandiginda, veya in vivo olarak uygulanan her madde in vitro olarak
uygulandiginda aym sonug¢ vermeyebilir. Higgins, (1971)[46] Lave and Liskin (1970)
[49] bildirdiklerine gore gevre kirleticilerinin onemli unsurlarindan biri olan siilfiir
dioksid bir kag solunum hastalifina yol agtif1 belirlenmistir [12]. Daha sonra bu
maddenin etkisi iizerine yapilan galigmalarda insan kromozomlar: tizerinde klastojenik
bir etki yaptigi kamitlanmigtir [12]. Baska bir ¢aligmada, yaslanmanin bir etkisi olarak

spermatid ve lenfoid hiicrelerinde MN oraninin artting: kanitlanmugtir [5, 22]. Diger
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¢aliymalarda yeni sentezlenen kimyasal maddelerinin genotoksisiteleri yine MN testi ile
degerlendirilmis olup bazi kimyasal maddeler positif sonug verirken bazilari negatif
sonu¢ vermektedir. Bir ilag hammaddesi olan imidazol tirevi 2, 4, 5, trifenil
imidazol’tin farkli dozlarinin yedi giin enjekte edilmesinden sonra elde edilen kemik

iligi hiicrelerinde, bu maddenin klastojenik etkisi MN testi ile degerlendirilmistir.

Bu amag i¢in hazirlanan hayvanlarin kontrol grubunda tespit edilen MN oran1 %
0.3 olarak olduk¢a kiigitk bulunmustur. Bu oran diger galismalarda MN spontan
olusumu hakkinda ve kontrol gruplarinda verilen sonuglara benzerlik gostermektedir
[10, 24, 36, 45]. Bu oran sozii edilen galigmalarla uyum sagladifina gore bizim
¢alismamzda kullanilan hayvanlarinda deney amaci igin ne kadar elverisli oldugunu
gostermektedir. Cinki MN orammmin bazi hastaliklarda, yaslanma, bazi kimyasal
ajanlardan dolay1 ve gevre kirleticilerine maruz kalma gibi durumlarda arttig1 tesbit
edilmistir [16-19, 22, 36, 38, 47, 70]. Bu yiizden bizim kontrol grubunda elde edilen
oranin diger ¢alismalarda da mevcut olmasi, ¢aliymamizda kullanilan hayvanlarin gerek
beslenme yontemleri ve gerekse diger kosullart bakimindan olmas: gereken sartlarda
yasatildigi ve MN olusumunun deney amaci digindan gelen bir faktér nedeni ile

olmadig: kanitlanmugtir.

Imidazoliin pKa degeri 7 civarindadir. Bu onun igin degisik pH ortamlarinda
elektron alis verisini kolaylastinir. Imidazol, Nishie’ye (1969)[103] gore diisiik
toksisiteye sahip olan bir madde olup LDs, degeri 1.88 g / kg olarak raporlanmugtir [9].
Imidazol basit bir heterosiklik molekil olup degisik organik birlesikleri
olusturmaktadir. Bu molekiil su iginde g¢ozilir ve oral yolla alindigi taktirde
gastrointestinal yerden kolayca absorba edilebilir. Imidazol viicuda girdikten sonra
metabolik yollarla hidantoin, hidatoik asid ve N-asetil Imidazol’a gevrilmekte ve daha
sonra ire ile birlikte atilmaktadir [9]. Imidazol ve onun metabolik tiirevleri olan
hidantoin, hidatoik asid, N-asetil Imidazol ve histamin mutajenik ve karsenojenik
etkileri olmadig: in vivo ve in vitro da tespit edilmistir [9]. Ancak imidazol’iin baska

elementlerin (cobalt ve bakir) bulundugu taktirde imidazol’iin etkisini arttirdifi, ayrica
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bazi imidazol tiirevleri olan 2-mercaptoimidazol’iin ve burada sayamayacagimiz 48

imidazol’lin tirevi mutajenik etkisi oldugu kanitlanmistir [34, 53, 57].

Bizim galismamizda degisik miktarlarda (1, 2, 4, 6, 8) mg/ Kg i.p olarak enjekte
edilen 2, 4, 5 trifenil’ imidazol’in etkileri incelendiginde, MN oraninda doz artist ile
birlikte kontrol gruplarina gore nemli artig gozlenmistir. Bu artis yapilan istatistiksel
degerlendirmede positif kontrola gore p<0.05 ve negatif kontrol p<0.001 anlamli olarak
bulunmustur. Mikroniikleus ¢aligmalarinda gorillen doz farkliliklari, kullanilan
maddenin aktif madde konsantrasyonuna ve LDsq degerine gore degismektedir. Diger
taraftan PCE sayisini kontrola gore o6nemli olgiide arttirmadigi gozlenmistir.
Memelilerde, kemik iliginde PCE sayisinin artmasi, bir toksisite belirtisi olarak ele
alinmaktadir [91, 28]. Bizim deneyimizde PCE sayilar1 degerlendirildiginde kontrola
gore bir artig gdzlenmemistir. Bu sonuca gore 2, 4, 5 trifenil imidazol ratlara toksik
etkisi olmadig: fakat klastojenik etkisi oldugu bulunmustur. Bu artis Forster’in elde
ettigi sonuglara gore ters diigmektedir. Ancak 2, 4, 5 trifenil imidazol Ames testi ile
pozitif sonuglar verdigi gibi ratlara ip. yolla enjekte edildiginde degisik dokularin

hasarina ve defekt gormelerine neden oldugu saptanmistir [104, 105].

Imidazol ve metabolik tiirevleri olan hidantoin, hidantoik asid, N-asetil-imidazol
ve histaminin molekil agirliklart kigiktir. Fenil grubunun molekiil agirhigs, yaklagik
bir imidazol halkasinin molekill agirlifi kadardir. Bir fenil grupu imidazole
baglandiginda meydana gelen molekiiliin agirligs iki katina ¢ikmus olur. Iki fenil
baglandif: taktirde molekiil agilig1 3, G¢ fenil baglandiginda ise 4 katina ¢ikmig
olmaktadir. Ayrica kimyacilar arasinda bilinen bir gergek var ki; kimyasal maddede
karbon sayis: arttikga, karbonun artigina parallel olarak o maddenin. etkisi artmaktadir
[106]. Bu yiizden Froster ve arkadaslari tarafindan elde edilen sonuglar ile bizim elde
etmis oldugumuz sonuglar toksisite yoniinden birbirine uymamaktadir. 2, 4, 5 trifenil
imidazol ile metabolizma reaksiyonlar: arasinda molekiiler diizeyde nasil bir etkilegimin
oldugu hakkinda simdiye kadar hi¢ bir galisma yapilmamistir. Bu maddenin hangi
seviyelerde nasil bir etki mekanizmasina sahip oldugu degisik yOntemlerle de

gosterilecek, burada elde edilen bulgularin desteklenmesi gerekmektedir.
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