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Dev kromozomlarinin organizasyonunda kanserojen mad-
delerin etkisini aragtirmak amaci ile Chironomus thummi X.'-
in tikriikk bezleri kullanilmigtir. XKromozom  organizas-
yonunun ig¢inde bulundugu ortama gore degigtigi bilinmek-
tedir. Radyoaktif bir atom ile igaretlenmis bazi kan-
serojen maddelerin kromozomlara baglandigi da tesbit edile

migtir,

Laboratuvarda yetigtirilen larvalaran tiikriik bezleri,
% 0,1 ile % 0,01 lik derigimlerde hazirlanan Ni(NO3)2,
N1012 ve tiyoilire ig¢inde 10 dakika tutulmugtur. Aseto-orcein
ile boyanarak ezme preparatlari hazirlanmigtir. Deneyler
sonucunda dev kromozomlarinda, kromozom turgorunun azal-
di1g1i, kromozomlarin yumugadigi, yapiskanlik ve DNA denatii=-
rasyonu gozlenmigtir. Kromozomlarin hangi bélgelerinin ve-
ya hangi bandlarinin daha ¢ok etkilendigini saptamak miim-
kin olamamigtir. Degigik derigimlerdeki kanserojen mad-
delerin etkilerinde biiyiik bir fark gozlenmemigtir. Kan-
serojen maddelerin dev kromozomlara etkisi ile ilgili
g¢aligmalar az oldugu ig¢in yeterli kargilagtirma yapilama=-
migtir,




SUMMARY

In order to evaluate the effects of cancerogenic:
substances on the organization of giant chromosomes the
salivary glands of Chironomus thummi K. is used. It is
known that the organization of chromosomes differ due to
their conditions. It is also known that some radioacti-
vely labeled cancerogenic substances incorporate to
chromosomes.

The salivary glands of larvae which were raised in
our laboratory were treated for 10 minutes by the solutions
prepared in 0,1 %-0,01 % concentrations of Ni(NO3)2,

N1012 and tiyourea medium. The squash preparation, were
then stained by aceto-orcein.

‘Our observations indicated increase of adhesiveness
and the softness of chromosomes, and decrease of chrom-
somal turgor. It could not possible to detect the most
affected areas or the bands of the chromosomes. A
considerable difference is not detected between the
different concentrations of these substances.

Since the number of studies concerning this area
is limited, it could not possible to make a satisfying
comparison of these results with other.
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1. GIRrig

Son yillarda, genetik éktivite ile ilgili sitolojik
ve sitokimyasal aragtirmalara konu olan dev (politen) kro-
mozomlar izerindeki ilgi gittikge artmaktadir. Dev kromo-
zomlar, bazi Dipter larvalarinin tiikriikk bezi, barsak,
trakea, yag dokusu ve malpighi organlarinin hiicrelerinde
bulunmaktadir (Sengiin ve Karpuzoglu, 1978; Alemdar, 1983;
Demirsoy, 1985). Dev kromozomlar, interfazda gozlenebil=~
diklerinden kromozom morfolojisi g¢aligmalarinda, pekgok
fiziksel kimyasal faktoriin kromozom morfolojisine etkileri-
nin aragtirilmasinda biiyiik kolayliklar saglamaktadir,

Yapilan bir galigmada Chironomus tentans larvalari-
nin izole edilen tiikriikk bezleri, ¢egitli slireler ig¢in nor-
malin lizerindeki farkli siacakliklarda inkiibe edilmig ve
BR2 de ve IV-5e bOlgesinin biiylikliiglinde deZigmeler gos-~
terilmigtir (Lezzi, 1984). Chironomus larvalari 24 saat
siireyle 4°C ve 25°C de inkiibe edildiginde, malpighi organ-
larindaki en kiigilkk kromozomun heterokromatik bdlgesinin
4°C de gok spirallii oldugu, 25°C de ise spirallerinin
ag1ldigy saptanmigtir (Sengiin, 1952). D.melanoganter'in
tikrik bezi dev kromozomlarinda kafein'in etkisi, pufflarin
biyiklik deéigimi geklinde gdzlenmigtir (Srivastava and
Bangia, 1985). C,thummi'lerde yapilan bir aragtirmada,
galaktoz ile beslenmenin pufflanmada degisiklikler olug-
turdugu bildirilmigtir (Santa-Cruz, et.al., 1978).
Chironomus larvalarina ZnClz'ﬁn etkisi, ektizon hormonunun,
belli bir kromozom yapisinda meydana getirdigi degigikliZe
benzer olmaktadir (Sengilin, 1982). Bir bagka galigmada,
Chironomus larvalarinin etanol ile muamelesinin, politen
kromozomlardaki pufflanmaya olan etkileri gtsterilmigtir
(Yagi, 1984). Kt ve Nat iyonlarinin, C.tentans'in politen
kromozom bandlari lzerinde belirgin bir farklilik olugtur-
dugu gézlenmigtir (Lezzi and Gilbert, 1970).




Birg¢ok kimyasal maddenin g¢egitli c¢evrelerde kullanil-
masl sonucdunda kanserlegmeye neden olduklari bilinmektedir,
Kanserlesmeye neden olan bu maddelerin kromozom yapisinda-
ki etkilerini ortaya koymak ig¢in degigik c¢aligmalar yapil-
maktadir: Kanserojen bir madde olan benze pyrene diol
epoxide'in politen kromozomlarda DNA'ya baglanmasi arag-
tirilmig ve DNA zincirine, kromatin yapisina ve gen loka~-
lizasyonuna etkileri gtsterilmistir (Kurth and Bustin,
1985); bir mikotoksin olan aflatoxin B1 ve aflatoxin
Bl 2,3-dichloride'in Drosophila X-kromozomunda mutajenik
ve kanserojenik etkiler yaptiZi saptanmigtir ( Fahmy, et.al,
1978); kanserojen 5zellife sahip olan nikel bilegikleriy-
le yapilan deneylerde, Chines Hamster ovaryum hiierelerinde
kromozomal bozukluklar (gap, kirilma, degigim) olusmakta-
dir (Sen and Costa, 1985)3 rat'lar iizerinde yapilan ca-
ligmalarda, nikel'in, btbrek ve karacifer DNA'sinda kiril-
malara neden oldugu gésterilmektedir (Ciccarelli and
Wetterhahn, 1984) ; kanserojen olarak bilinen diger bir
madde olan, tiyoure'nin Chrysomya megacephala (Fabricﬁus)
(Diptera)'ya etkisi incelenmig ve oosit DNA'sinda fark-
liliklar olugturdugu bildirilmigtir (Deepak and Chaudhry,
1979) 3 bazi bilim adamlarinin yapmig olduklari caligmalar-
da, tiyoiire'nin memeli kiiltiir hiicrelerinde zayif, ancak
belirgin genotoksit ve mutajenik etklsl oldugu blldlrll-
mektedir (Zeigler, et. al., 1985)

Bu ve bunlara benzer aragtirmalar bize kanserojen
maddelerin dev kromozom yapisinda ne gibi bir degigiklik-
lige neden oldugunu aragtirmaya sevketmigtir. Yaptigimiz
bu g¢aligmada, kanserojen madde olarak bilinen nikel bi-
lesikleri (Ni(NO3)2, NiClZ) ve tiyoiire'nin Chironomus
thummi K., dev kromozomlarinda morfolojik yapiyir etkileyip
etkilemeyecegini aragtirdik (Vural, 1984; Sunderman, 1984;
Sen and Costa, 1985; Ciccarelli and Wetterhahn, 1984;
Duknudt and Leonard, 1982; Deepak and Chaudhry, 1979;

Zeigler, et.al., 1985).



2, GENEL BILGILER

2¢1. Chironomusfarin' Bilimsel Aragtirmalarda ve Sitolojideki
Onemis

Son yillarda, kromozomlara dayali bircok bilimsel ca~
ligmalarda, genellikle Chironomid larvalarinin protoraks:
veya diger iki gogis segmentinde bulunan tikkrik bezinin
epitel hiicrelerine ait dev kromozomlar, tercih edilen bir
materyal olmaktadir (Sahin, 1984)(Sek.2.1).
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vekil 2,1. Chironomus'un larva anatomisi ve diseksiyon
bolgesi (B:beyin, TB:tilkriik bezleri, M:mide,
DB:orta barsak, AB:arka barsak, Ri:rektum)
l:diseksiyon bdlgesi (Yagi, 1984'den)

Dev kromozomlarin, ard arda gelen dublikasyonlari sonucu
¢aplari biylimektedir. Bu nedenle yapilari yalnizca kromo-
zomal seviyede degil gen seviyesinde de c¢aligmalara olanak
saglamaktadir (Kurth, et.al., 1978)(Sek.2.2.)

I1k kez Korschelt ve Carnoy 1880 yilinda Chironomus'-
larin tiikriik bezinde bulunan politen kromozomlarla calig-
tilar, Hans Bauver ve Emil Heitz'in 193%3'de dev kromozom-



lary tanimlamalariyla bilimsel ¢aligmalarda tnem kazandi.

asse
.....

Sekil 2.2. Gok sayida kromonemadan yapllml? dev kromozomun
bir boliimiinin gematik goriiniimii (Demirsoy, 1985'e
gore Kiihn'den).

Koller 1935'de bu kromozomlarin g¢ok sayida kromonemadan
olugtuklarini saptayarak "politen" kromozom adini verdi
(Alemdar, 19833 Sengiin, 1948, 1954, 1951). Bu bilgiler
1s1gainda, politen kromozomlar interfazda da kromatinin
incelenmesi agisindan kolaylik saglamaktadir (Sengiin, 1951).
Daha sonraki galigmalarla sitolojik ve genetik haritalari
¢ikartilmigtir ($ayli, 1974).

Dev kromozomlar, geligmelerinin baglangicinda, mitotik
kromozomlar gibi kiiciik ve spirallidirler (Sek.2.3.a-b).
Birbiri ardi sira her kromonema birgok defa boliindugii ig¢in
kromozom gittikge kalinlagir ve bu kalinlagma ile birlikte
bir despiralizasyon meydana gelir (Sek.2.3.c-d). Oyle go-
riliiyorki despiralizasyon derecesi ile kromonema b&linme
sayis1l arasinda bir iligki vardir. Ornegin; Drosophila
melanogaster kromozomlari, nukleus ig¢inde birkackere spiral
yapmig durumda goriilirler. Buna kargilik onlara nazaran
hi¢ olmazsa iki veya ii¢ defa kalin olan Chironomus kromo-
zomlari, prepupa devresinin baginda hig¢ spiral yapmamig
durumdadirlar (A.Sengiin, 1987, stzlii goriisme)(Sek.2.3.e).
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Qekil 2.3, Cegitli biiylikliikkteki larvalarin dordiincil tiikriik
bezi kromozomlari: a. 3,5 mm uzunlukta bir lar-
vadan ¢izilmig kromozom, b. 4-4,5 mm uzunluk-
ta bir larvanin kromozomu, c. 5-5,5 mm uzunluk-
ta bir larvanin kromozomu, d. 7-7,5 mm uzunluk-
ta bir larvanin kromozomu, e, 1ll-11l,5 mm uzun-
lukta bir larvanin biiyiik olan ddrdiincii kromozo-
mu (Sengiin, 1948'den),

Despiralizasyon, kromozomlarin uzamasina ve kalinlag-
ma, iUzerlerindeki. yapilarin daha iyi goriilmelerine neden
olur. Kromozomun iizerinde DNA'nin bulundugu bolgeler band,
DNA'nin bulunmadigl bolgeler interband olarak isaretlenir-
ler. Uzun seneler bandlarin goriinligliniin ve sayisinin sa-
bit oldugu diigiiniilmiigtiir. Daha sonra yapilan aragtirmalar,
bandlarin hig¢ olmaz ise fizyolojik bakimdan degigikliklere
ugradiklarini ve bu ylizden kromozom yapisinin,kromozomun
fizyolojik durumuna gore degigstiginin ortaya ¢ikmasina ne-
den oldular (Sengiin, 1954, 1963), Kromozomlarin aktif
bolgelerinde, yani mRNA iirettiklerii bolgelerde bandlar
goriilmez olur, onun yerini bir giglik isgal eder. Bu bol=-
gelere puff adi verilir. Bunlar yukarida da belirtildigi
gibi kromozomun fonksiyonel yapilaridir ve Gzellikle RNA
ve protein sentezinin yapildigi yerlerdir (Gavrila, 1982;
Yagi, 1984; Alemdar, 1983%; Demirsoy, 1985; A.Jenglin, 1987,

s6zlii goriisme).

Chironomus'un biitin dokulari poliploid nukleusa sa-



hiptir, ozellikle tiikkrilk bezleri ile malpighi tubul hiic~-
relerinin kromozomlari galismalar i¢in ¢ok uygundur (Hagele,
1975). Bu verilerden yola c¢ikarak yaptigimiz aragtirmala-
ra gbére agagidaki belirtilen nedenlerden dolayi g¢aligma-
mizda Chironomus thummi K. larvalarini kullandik:

1. Chironomus thummi K.'in yetistirilmesi kolaydar

ve ¢abuk biiyiir,
2. Kromozom bandlari belirgin olarak gtzlenebilmek-

tedir,

3. Kromozomlar kromasentrda birlegme gistermemekte-
dirler (0rn: Drosofila'da birlesme gostermektedir),

4. 4 adet olan kromozomlarain herbiri kolaylikla ana-
liz edilebilmektedir,

5. Ayraintili kromozom haritasi bulunmaktadir (Kurth,

1978).

2.2, Chironomus thummi K.'in Biyolojik Ozellikleri

Chironomus thummi X.'in dogal yagam alani gdl ve
akarsulardir. Daha ¢ok suyun kirli ve bulanik oldugu
kasimlarda, taglar altinda ve kum ig¢inde bulunmaktadar
(Sahin, 1984)., Bu tiiriin sivrisinege benzeyen, 1sirmayan

erginleri 6-8 mm boyunda ve grimsi-kahverengi renktedir.
Diginin basit antenine kargin exkek biiyiik tiiylii antene
sahiptir. Ag1z yapilarinda delici organlara olmadigindan
beslenme yapamazlar (Miall and Hammond, 1900: Hagele'den,
1975)(Sek.2.4.). Erginlerin yagam siireleri yaklasik 5
gundir. GCiftlegmeleri siiriiler halinde ugma sirasinda ger-
geklesir. Digiler yumurta paketlerini suyun ylizeyindeki
bir cisme jelatin iplerle baglayarak birakirlar., Yumurta
paketi, bir jelatin kilifin kugattiga 400-800 yumurtadan
olugur ve birakildiginda suya temas ettigi an jelatin
gigerek yumurtalarin suyun yizinde durmasini saglar (Hagele,
1979 (Sek.2.5.).
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gekil 2.4. Erkek Chironomus Sinegi (Sengiin ve Karpuzoglu,
1970'den).

Sekil 2.5. Chironomus thummi yumurta paketi (Thienemann,
1974'den).

Larvalarin geligebilmesi ig¢in optimal sicaklik 18°¢
dir. Bu sicaklik altinda larva, yumurtlamadan sonraki
2-3 gin iginde g¢ikar. Qikan larvalar suyun dibinde, tiik-
riik bezlerinin salgil iriiniinii, yiyecek parcalarini ve dip
¢amurunu kullanarak igine girebilecegi bilylikliikte tiipler
yaparlar. Bu tiipler iginde biiyliyerek pupaya doniigiirler
(Sengiin, 1970)., Larvalar geligimleri sirasinda 4 larval
donem gegirirler. Birinei, ikinci ve iiglincii larval donem=-



lerden her biri 2~3 giinliik bir siireye sahiptir. Dordinci
larval donem ise 8-9. giinde baglar ve 15-17 glin siirer.

Bu ddnemde larvanin hemolimfi koyu kirmizi olarak belir-
gin hale gelir. Geligimini tamamlayan larva 1.0-1.2 mm
geniglizinde, 12-15 mm uzunlugundadir (Higele, 1975).
Larva viicuduj bas; toraks ve abdomen olmak iizere lig kisim-
dan olusur. Bag kapsiiliinden sonra 3 toraks ve 10 abdo-
minal olmak iizere toplam 13 viicut segmentine sahiptir
(Sek.2.6.).

Sekil 2.6. Biiylik bir Chironomus thummi K. larvasi (T:kbrel-
mig on ayak taragi, PC:firca, AS:fircga killara,
TV:ventral solungag¢lar, TA:anal solungag¢lar,
PP:arka ayak, BK:bag kapsiilii)) (Sengiin ve
Karpuzoglu, 1970'den degistirilerek alinmigtir).

Larvalar birineci viicut segmentinde bir ¢ift kdrelmig on
ayak tagirlar. Onbirinci viicut segmentinde iki ¢ift
ventral solungag¢, onikineci viicut segmentinde, arka kena-
rin dorso-lateralinde firg¢a bulunmaktadir., Son abdominal
segmentte ise bir ¢ift arka ayak kancalari ile 2 ¢ift
anal solunga¢ yer almaktadir (Bkz.Sek.2.6.) (Sahin, 1984),
Larva yumurtadan ciktiktan 16 giin sonra prepupal donem
baglar. Prepupal donemi izleyen pupasyon devresi yakla-
g1k 2 giin devam eder. Pupa sinek ¢ikmadan hemen Once su-
yun yizeyine hareket eder ve sinek haline doniigiir. Erkek
sinekler digilerden daha tnce gelisirler (Bkz.Sek.2.4.).
Boylece Chironomus thummi X, 18°C. de hayat devresi yakla=-
sik 4 hafta kadar siirer (Hagele, 1975). SicakliZin




degigmesi bu siireyi etkiler. Larvalar 4°C de bir sene
kadar saklanabilmektedir.

2.3, Deneyde Kullanilan Kanserojen Maddelerin Ozellikleri

Kullandigimiz nikel bilesikleri (Ni(NOB)Z, NiClZ)
ve tiyoiire'nin (H2NCSNH2) kanserojen etkiye sahip oldugu
bildirilmektedir (Vural, 1984; Sunderman, 1984; Sen and
Costa, 1985 Ciccarelli and Wetterhahn, 19843 Deepak and
Chaudhry, 1979; Zeigler, et.al., 1985),

Nikel dogZada genellikle arsenik nikel (NiAs), nikel
galeni (NiS), arsenikli nikel galeni (NiAsS) wve ayrica de-
mir ve bakir igeren minerallerle birlikte bulunmaktadir
(Pauling, 1959; Vural, 1984). Nikel endiistride nikelle
kaplama sanayinde, elektronik sanayinde, madeni para,
pil ve besin endiistrisinde (kataliztr olarak) ve paslan-
maz ¢elik liretiminde, miknatis ve seramik yapiminda, cama
yesil renk vermek igin kullanilmaktadir (Weast, 1972-1973;
Vural, 1984)., Fosil kaynakli sivi yakitlarin yanmasi
ile havada da bulunabilir; Jelatin ve kabartma tozu gibi
besin maddelerinde, sigara dumaninda bulundugu gosteril-
migtir (Vural, 1984),

Endiistride, anorganik bilegiklerden nikel tozuna
maruz kalma ile akciger kanseri arasinda bir iligki sap-
tanmistir;s nikel bilegiklerine maruz kalmanin akciger
ve burun kanserlerine neden oldugu epidemiyolojik g¢alig-
malarla da gésterilmistir (Vural, 1984).

Tiyoiire sentetik bir madde olup bir karbonik asit
tiirevidir. Karbon silfir (CSZ)'ﬁn amonyak ile reaksiyonu
fizerinden tiyoiire elde edilir (ikizler, 1985):
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S NH4 THZ
l 1s1 o
S=C=—S8 2NH C— 38 = S
T2, R HS |
2
NH2 NH2
Karbon Siilfiir Amonyum di Tiyoiire
tiyokarbamat

Tiyolire hipertroidiizm tedavisinde bir antitroid madde ola-
rak kullanilmakta ve troid hormonunun salgisini inhibe
etmektedir (Biggs and Woodson, 1973).

Yukarida gegen ii¢ kanserojen maddenin bazil 5zellik-~
leri Tablo I de verilmektedir,

100 cc'de  goziimirliikleri .
Jiknstal formlari
sojuk su sicak sy alkol, asitler, vs.
20°C yesl.
NI(Noa) 938.5 oo alkol, NH40H monokiinik graniiller
_ 20°¢ 100°C yesil,
NiClp-6Hq0 254 599 engok alkolde monoklinik granilier
) s 13°C vaz eterde rombik,
Tiyoure . _ alkal.gokaz eter beyaz taneli

Tablo I. Deneyde kullanilan kanserojen maddelerin bazi
kimyasal 6zellikleri (Weast, 1972=-1973'den).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1l. Deney Hayvanlarinin Yetigtirilmesi

Deneylerde Diptera ordosundan Chironomidae
(Tenipedidae) familyasina ait Chironomus: thummi K. kulla-
nilmak Uzere yetigtirilmigtir. Boyutlari 110 cm x 45 cm
x 20 cm olan bir cam havuz hazirlanarak, iizerine sinekler
igin 110 cm x 45 ecm x 50 cm boyutlarinda, sik dokumali tel
ile kaplanmig bir kafes oturtulmugtur. Yumurta paketlerinin
ve larvalarin toplanabilecegi, kiiltiir ortamina besinin ek-
lenebilecegil uygun bir yere kapak yapilmigtir (Sek.3.l.).

Sekil 3.,1. Chironomus larvalarinin liretildikleri kafes,

Onemli bir kogsul olan, havalandirma hortumu igin telde bir
delik ag¢ilarak sulu ortamin havalandirilmasi saZlanmigstir.

Havuz suyu yerine gegecek olan, larvalara uygun sivi
agagidaki gekilde hazirlanmigtir: 0,35 gr NaCl, 0,30 gr
MgSO4, 0,27 gr GaClz, 0,05 gr NaHCOs, 0,02 gr KH2P04,
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% 1 lik sivi FeCl; 'den 0,1 mlt alinmig ve 100 mlt distile
suya eklenerek tuz solusyonu hazirlanmigtir. Bu 100 mlt
tuz solusyonu, 10 litre distile suyu karagtirilmig ve
havuz suyu olarak 6 cm ylikseklige kadar cam havuza doldu-
rulmugtur (Higele, 1975).

Anadolu Universitesi, Yunus Emre Kampus'unda bulunan
havuzlardan bir tek yumurta paketi (Bkz.Seke2.5.,) alina-
rak, hazirlanan kiiltiir ortamina birakilmigtir. ZLarvalara
beslenmesi ig¢in, toz haline getirilmig isirgan otu yaprafi
ile seliilozdan yapilmig bir karigim hazirlanmigtir. Bu
karigimdan larva saylsina uygun miktarda alinarak savi
ortama eklenmigtir (Sengiin ve Karpuzoglu, 1970; Higele,
1975). Ayrica bu besine ek olarak ¢ok az miktarda ticari
balik yemi ilave edilmigtir (Santa-Cruz, et.al., 19783
Yagi, 1984), Larvalar oda sicakliginda (18°C-22°C) gelis-
meye birakilmiglardir, Siirekli havusz 81vi seviyesinin
ayni kalmasina dikkat edilmis ve larvalarin saglikli yeti=-
gip yetigmedikleri kontrol edilmigtir. Aragtirmamizda
kullanilmak iizere yetigtirilen larvalaran tiir tayinlerii,
spesialisti olan Dog¢.Dr.Yal¢in $ahin tarafindan yapilmig-
tir.

342+ Sitolojik Calaigmalar

Chironomus thumnii X, larvalari, dordiincii larval do-

neme geldiklerinde (1,5 cm boyuna) deney ic¢in ayrildilar.
Larva, diseksiyon mikroskobu altinda, lam ilizerine konan

% 0,7 lik fizyolojik suyun bir damlasi igersine alinarak
tikrik bezleri c¢ikartilmistir (Alemdar, 1980) (Sek. 3.2.).
Diseksiyon sirasinda elektrolit etkisi olugturmamak amaciy=-
la cam igneler kullanilmigtir. ILarvanin bag kapsilinii
I,.toraks segmentinden ayirmak suretiyle tukriikk bezleri
digari alinmigtir (Yagi, 1984) (Bkz.Sek.2.l1.). Ayni lar-
vadan alinan tiikrilk bezlerinden bir tanesi kontrol (a)
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Sekil 3.2, Chironomus thummi K, larvasinin tilkkriik bezleri.

grubu olarak, digeri ise deney (b) grubu olarak muamele
edilmigtir (Lezzi and Gilbert, 1970). Kontrol grubu, he-
men 3:1 oraninda absolii etil alkol:glasial asetik asit
fiksatifi ile 5 dakika fikse edilmistir (Santa-Cruz, et.al.,
1978). Diger tiikriik bezi ise 10 dakika siireyle kanserojen
madde igerisinde tutulmugtur. Kanserojen maddeler,
de-iyonize su ig¢inde eritilerek hazirlanmig, % 0,1, % 0,01
1lik derisimlerdeki nikel nitrat (Ni(N02)3, nikel kloriir
(NiClZ) ve tiyoiire (HZNCSNHZ) dir., Kanserojen maddenin
boyanmaya herhangi bir etkisini Onlemek amaci ile tikrik
bezleri, 1-2 dakika % 0,7 1lik fizyolojik su ile yakanarak
ayni gekilde hazirlanan fiksatife alinmigtir., Fizyolojik
su ile kanserojen madde bir kurutma kagidi ile dikkatlice
emdirilmigtir. Fiksatife alinmadan once tiikrikk bezlerine
herhangi bir gekilde dokunulmamigtir. Her iki tilikkrik bezi
5 dakika fiksatifte tutulmug, sonra 15 dakika siireyle % 1
lik aseto-orcein ile boyanmigtir. Boyanan tiikriikk bezi
fizerine % 45 lik asetik asit damlatilarak lamel kapatil-
mlgtlr've ezme preparati hazirlanmigtair,
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Daha sonra bu preparatlar Krezot ytntemi ile daimi
hale getirilmiglerdir (Sengiin, 1948, 1954). Egik bir yere
yerlestirilen preparat tnce % 45 lik asetik asit ile bir-
kag kez yikanmig, sonra % 80 lik etil alkol ile birkag
kez yikanarak krezot damlatilmigtir. Alkoliin yerini krezot-
un tamamen alabilmesi ig¢in 3-4 gilin preparatlar diiz bir yer-
de bekletilmigtir. Daha sonra lamellerin etrafi Kanada
Balsami ile kapatilarak etiivde kurumaya birakilmiglardir.
Preparatlar Nikon HFX-II mikroskobu ile incelenerek fotog-
raflari ¢ekilmigtir,

Kromozom yapisinin degigmesine, deneyde kullanilan
sivilarin neden olup olmadigini anlamak ig¢in, larvalarin
bir kaismi % 0,7 lik fizyolojik suda, bir kismi distile suda,
bir kismi ise farkli derigimlerdeki kanserojen madde ige-
risinde ag¢ilarak 10 dakika tutulmugtur. Daha sonra 3:1
oraninda absolu etil alkol:glasial asetik asit ile 5 dakika
fikse edilerek % 1 lik aseto-orcein ile boyanmiglardair.
Gozlenen etkinin kullanilan kanserojen maddelerden mi olu-
sup olugmadigini anlamak ig¢in ikinei bir kontrol preparati
hazirlanmigtir. Bu amagla kanserojen etkisi olmadiZi bili-
nen demir kloriir (Fec12)'un % 0,01 lik derisiminde, tiikrik
bezleri 10 dakika muamele edilmigtir ve daha sonrada yu-
karida sozi edilen ayni yontemle preparatlari hazirlan-
migtir,
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4., BULGULAR

Bu galigmada kromozomlarin genel durumlari iizerinde
durulmugtur. $Soyle ki:

a) Kromozomlarin gerginliginin azalmig olup olmadiga,

b) Yapigkanlik derecelerii,

¢) DNA denatiirasyon derecesi,

d) Bilitiin bir kromozomun veya kromozom bdlgelerinin
¢ok fazla uzayip yada kisalma dereceleri,

e) Kromozom iizerindeki bandlara gire belli bslgeleri-
nin taninma derecesi incelenmigtir,

4,1, Kontrol Preparatlarinda Gordiklerimiz.

Kontrol preparatlarai:

a) Normal 3:1 oraninda glasial asetik asit:absolii
etil alkol fiksatifi ve aseto~orcein ile boyanan
preparatlar,

b) Cesme suyunda 10 dakika tutulduktan sonra a'daki
gibi boyanan preparatlar,

c) % 0,7 1lik fizyolojik suda 10 dakika tutulduktan
sonra a'daki gibi boyanan preparatlar,

a) % 0,01 1lik FeCl2 i¢inde 10 dakika tutulduktan
sonra a'daki gibi boyanan preparatlar,

Yukarida belirtildigi gibi hazairlanan kontrol pre-~
paratlarinin incelenmesi, aralarinda herhangi bir fark
bulunmadigini goéstermigtir.
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4.2. Kanserojen Madde Olarak Kullanilan Maddelerin Dev
Kromozomlar Uzerine Btkisi

Deney sonug¢lari Pablo II de gosterilmigtir. Nikel
nitrat (Ni(NO3)2)ve nikel klorﬁr'(NiClz) 'iin etkileri bir-
birine g¢ok benzemektedir. Ayrai bir madde olan tiyoiire'nin
etkisi ise bu iki maddenin gésterdigi etkiden biraz farkla
gdzlenmigtir. Buna kargilik kanserojen bir madde olmayan
demir kloriir (Fe012) hemen hemen kromozomlari hig¢ degig-
tirmemigtir ve kontrol serisindeki kromozomlara ¢ok ben-
zemektedir,

5. TARTISMA

Kanserojen maddelerin dewv kromozomlari lizerine etki-
sini aragtirdigimiz bu galigmada, 6l¢ii olarak kullandigi-
miz kriterlere gore, kanserojen maddelerin etkisi oldugu,
yani kromozom yapisini degigtirdigi gtzlenmigtir. Xontrol
preparatlarinin incelenmesii sonucu ise, kontrol olarak
kullanilan maddelerin, kullanilan derigimlerde, Chironomus

thummi K.'in dev kromozomlarini etkilemediklerini ortaya
koymugtur.

Diger taraftan yogunluk dereceleri ve belki bizim
kontrol edemedigimiz bazi faktsrler (larvanin yagi, fiz-
yolojik durumu, oda sicakliZi vb.) de kromozomun yapisinl
etkilemektedirler. Ornegin; sogukta tutulan larvalarin
kromozomlarl daha iyi boyanmakta ve iizerlerindeki bandlar
daha iyi belli olmaktadirlar. Hatta bunlar, ezme esnasinda,
sicakta tutulan larvalarin kromozomlarina nazaran daha
giizel bir gekilde yayilmaktadirlar (Sengiin, 1952). Onun
igin ayni seride goriilen farklarain, su anda kontrol ede-
medigimiz ve yukarida adl gecgen faktorlerden ileri geldigi
diigliniilebilir,



Tablo II. Deney Sonuglara

Ni(NO,),

Bu madde ig¢inde, kromozomlarin gerginligi azalmig ve bazilarainda kroma-
tin denatiirasyonu gok gize carpar bir hale gelmigtir. Xromozomlarain
bazl bSlgeleri veya tamami, diZer bir kromozoma yada ayni kromozomun
bagka bdlgelerine yapismig durumdadir. Kullanilan iki ayri yogunluk
arasinda biyik bir fark gdze garpmemaktadir (Sek.4.l.a-4.1.b.:kontrol
sekilleri, 4.2.a-4.2.b.:deney sekilleri).

NiCl

Bu maddenin etkisinde kalmig preparatlarin incelenmesii, degisikliklerin
nikel nitratta gozlenenlere g¢ok benzedifini gostermektedir. (Sek..
40303'4030170)0

Tiyolire

Bu madde sanki daha az DNA denatiirasyonuna neden oluyormug gibi go-
rimmektedir., QCilinkii kromozomlar iizerinde DNA bdlgeleri, yani bandlar
daha iyl belli olmaktadirlar. Bandlarain iyi belli olmadiklari yer-
lerde de boyanmig kitlelere daha ¢ok tesadiif edilmektedir (Sek.4.4.a~
4.4.b0)e

FeCl

Demirkloriir i¢inde tutulmug tilkrilkk bezi kromozomlari incelendiginde
degigikligin hemen hemen hig olmadigi, yani kromozomlarin turgor
derecesinde, DNA denatiirasyonunda ve yapigkanlikta bir 5zellik
bulunmadigi gbze garpar (Sek.4.5.a-4.5.b.),

LT
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Deneyde kullanilan kanserojen maddelerin, farkli de-
rigimlerinin muamelesi sonucunds, preparatlarda biliyik bir
fark goze cgarpmamaktadir., Nikel klorir (NiClZ) ile nikel
nitrat (Ni(NOS)z) serisindeki preparatlarda goriilen etki~-
nin birbirine cok benzemesi we buna kargilik demir kloriir
(FeClz) serisi arasinda farklilik bulunmasinin dogrudan
dogruya nikel'den ileriye geldigi stylenebilir. Nitekim
yukarida, girig kaisminda, tamamen bagka yontemlerle yapi-
lan deneylerde nikel'in kanserojen bir madde olduZu sap-
tanmigtir (Sunderman, 1984; Sen and Costa, 1985;
Ciccarelli and Wetterhahn, 1984; Deknudt and Leonard,
1982),

Diger bir kanserojen madde olan tiyoiire'nin etkisi,
Ni€l, ile Ni(NOB)z'a nazaran, bandlarin biraz daha iyi
belli olmasi nedeniyle daha az olmugtur, fakat onlarin
gosterdigi. etkiye benzemektedir. Girig kisminda, yine
farkli yontemlerle yapilan deneylerde, tiyolire'nin zayaf
etkisi oldugu bildirilmektedir (Zeigler, et.al., 1985;
Deepak and Chaudhry, 1979).

6. SONUG

Dev kromozomlar iizerine kanserojen maddelerin etkisi
konusunda yeterli ¢aligsma bulunamadigi ig¢in bu konuda sag~-
1lakli kargilagtirma yapilamamigtir. Deneylerimizde kromo-~
zom haritasi ile galigmak miimkiin olamadigindan, kromozomlarin
hangi bblgelerinin veya hangi bandlarinin daha ¢ok etkilen-
digini sdylememiz miimkin olamamigtair.

Kansero jen madde olarak bilinen nikel nitrat (Nﬁ(NO3)2,
nikel kloriir (NiClZ) ve tiyoiire (HéNCSNHZ)'nin Chironomus:
thummi K.'in dev kromozomlarinda yapiskanlik, kromozom
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gerginliginin azalmasi, DNA denatiirasyonu ve kromozom boyunda
uzama meydana getirdigi gozlenmigtir.

Bu nedenle yeni g¢aligmalarla, kromozomlarin hangii b8l-
gelerinin yada bandlarinin etkilendigil, kromozoma baglanip
baglanmadigi konusunda, daha degigik ytntemler kullanilarak
aragtirmalar yapilabilir. Ayni zamanda gesitli kanserojen
maddelerin kromozomlar iizerine etkileri aragtirmalara agik
bir konudur.
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Sekil 4.1.,a. Normal 3:1 oraninda absolii alkol: g.asetik
asit ve aseto-orcein ile hazirlanmigs olan
C.thummi K. kontrol kromozomlari (X400).

Jekil 4.1.b. Normal 3:1 oraninda absolii alkol: g.asetik
asit ve aseto-orcein ile hazirlanmig olan
C.thummi K. kontrol kromozomlari (X800).
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Sekil 4.2.,a. 10 dakika nikel nitrat ile muamele edilerek

aynl sekilde hazirlanan C. thummi K. kromo-
zomlari (X800).,

Sekil 4.2.b. 10 dakika nikel nitrat ile muamele edilerek
aynl gekilde hazirlanan ¢, thummii K. kromo-
zomlaria (X800),
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gekil 4.3.a. 10 dakika nikel kloriir ile muamele edilerek

ayni gekilde hazirlanan C.thummi K. kromo-
zomlari (X800).

gekil 4.3.b. 10 dakika nikel kloriir ile muamele edilerek

aynl gekilde hazirlanan C.thummi K. kromo-
zomlari (X800).
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Sekil 4.4.a. 10 dakika tiyoilire ile muamele edilmig ve ayni
ekil%e hazirlanmig C.thummi K, kromozomlari
X400).,

Sekil 4.4.b. 10 dakika tiyoiire ile muamele edilmis ve ayni
?ekil%e hazirlanmig C.thummi K, kromozomlari
X800) »
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2ekil 4.5.a. 10 dakika FeCl, ile muamele edilmig ve ayni
yontemle haz1r§anm1$ C.thummi XK. kromozomla-
r1 (X800).

Jekil 4.5.b. 10 dakika FeCl, ile muamele edilmis ve ayni
yontemle ha21r§anm1§ C.thummi K. kromozomla-
r1 (X800).
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