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Ozet: Mevcut calismada, Sprague-Dawley sicanlarinin kemik iligi hiicreleri iizerinde Bakir asetoarsenit (BAA) in genotoksik etkileri
arastirildi. Bu amagla, sicanlar rastgele alt1 gruba ayrildi ve her bir grupta yedi hayvan yer aldi. Kontrol grubu hari¢, BAA dozlar (5,
10, 15, 25 ve 30 mgkg') deney hayvanlarina bes giin boyunca intraperitonal (i.p) yolla verildi. BAA enjeksiyonlarindan sonra
sicanlar anestezi edildi ve bu siirenin sonunda kemik iligi hiicreleri alindi. Kromozom aberasyonlarin1 (KA) tespit etmek igin
preparatlar Giemsa ile boyand1 ve 151k mikroskobu ile incelendi. Bunun yani sira, mikrogekirdek (MC) frekans1t May-Griinwald ve
Giemsa ile boyanmis preparatlarda degerlendirildi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, BAA ile muameleden sonra yapisal KA
sayist ve MC frekanslan belirgin bir sekilde artti. Ayn1 zamanda, kemik iligi hiicrelerinde BAA in genotoksik etkilerinin doza bagl
olarak arttig1 tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Bakir Asetoarsenit, Kromozom Aberasyonlari, Mikrocekirdek, Genotoksisite.

The Evaluation of In Vivo Genotoxic Effects of Copper Acetoarsenite

In present study, the genotoxic efffects of Copper Acetoarsenite (CAA) were investigated on the bone marrow cells of Sprague-
Dawley rats. With this aim, rats were randomly separated into six groups and each group had seven animals. The doses of CAA (5,
10, 15, 25 and 30 of mgkg") were administered intraperitonally (i.p) to experimental animals except for control group. Rats were
anesthetized after CAA injections and the bone marrow cells were collected at the end of treatment periods. To establish the
chromosomal aberrations (CAs), preparations were stained by Giemsa and examined with light microscope. Besides, the frequency
of micronucleus (MN) was assessed in May-Griinwald and Giemsa stained slides. After treatment with BAA, the number of
structural CAs increased and the frequency of MN elevated in comparison with control group. Also, it was established that the
genotoxic effects of CAA increased as dose-dependent in the bone marrow.

Keywords: Copper Acetoarsenite, Chromosomal Aberrations, Micronucleus, Genotoxicity.

Giris

BAA tarim ve orman sektorlerine bagli gesitli alanlarda  (Sanl, 2002). Ayrica arsenik, fosil yakitlarin yanmasi

yaygin olarak kullanilan kimyasallardan birisidir. Bu
kimyasal genellikle, insektisid, fungusid, larvasid ve
bakterisid olarak kullanilmistir (Chatterjee vd., 1993).
Paris yesili olarak da bilinen BAA yakin zamana kadar
cesitli tlkelerde kursun arsenat ile birlikte pestisid
uygulamalarinda yer almis (Peryea, 1998), kursun ve
kalsiyum arsenat gibi 6zellikle tiitiin ve pamuk tariminda
insektisit olarak kullanilmistir (Yagmur ve Hanci, 2002).
Ulkemizde daha 6nceden ruhsatli olarak kullanilan, ancak
toksikolojik ve ekotoksikolojik riskleri sebebiyle arsenikli
bilesiklerin pestisid amag¢li kullanimlar1 yasaklanmigtir
(DPT, 2001). Ancak DDT gibi inorganik pestisidler
yasaklanmis olmasina ragmen gecen 20 y1l icerisinde hala
besinlerin icerisinde kalint1 diizeyinde bulunabilmistir
(Giiler ve Cobanoglu, 1994). Diger taraftan, BAA gibi
arsenik tiirevli bilesikler koyun banyolarinda ve agac
prezervatifi olarak da kullanilmistir.

Bununla birlikte Paris yesili gibi arsenikli boyalarla
boyanmis esyalarin ya da arsenikli prezervatiflerin
stiriildiigii ahsap kabuklarmin yalanmasi ya da eskimis
duvar kagitlarinin yenilmesine bagli olarak, ozellikle
hayvanlarda  zehirlenme olgular1  kaydedilmistir
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sonucu havaya yayilabildigi gibi madencilik ve atik
yakma islemlerinde havaya ve suya da karisabilmistir.
Nitekim, insanlarda en biiyiik maruziyet kaynaginin icme
suyu oldugu ve yer alt1 sulari ile kuyu sularinin topragin
yapisindaki arsenigin ¢oziinerek suya gecmesi ile yeriistii
sularina gore daha yliksek oranda arsenik icerdikleri tespit
edilmistir (Tekbas ve Ogur, 2008). Ayn1 zamanda ¢esitli
bulgular arsenik tiirevli bu iriinlerin uygulama
sikliklarina bagh olarak ¢evrede birikim yaptigini1 ve bu
yolla da yer alt1 sularina karistigini ortaya koymustur. Yer
alti sularinda arsenik varligi insan ve cevre sagligi
tizerinde ciddi olumsuzluklara neden olabilmistir
(Mazumder vd., 1992; D’Angelo vd., 1996).

Ayrica, bu agir metalin inorganik bilesiklerinin organik
bilesiklerinden daha fazla zararli oldugu diistiniilmiistiir
(Baldwin ve Marshall, 1999). Nitekim BAA gibi
inorganik yapidaki arsenik tiirevli bilesiklerin solunmasi
akciger kanserine, besinler yoluyla alinmasi da cilt,
mesane, bobrek, karaciger ve akciger kanserlerine neden
olmustur. Bunun yami sira, arsenik bilesikleri sinir
sistemi, mide ve barsak dokularina da hasar vermistir
(Rudel vd., 1996, Baldwin ve Marshall, 1999).
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Arsenik maruziyeti sonrasinda ¢esitli olumsuz sitogenetik
etkilerin meydana geldigi in vivo ve in vitro arastirmalar
ile ortaya konmustur (Dulout vd., 1996; Gebel, 2001;
Mabhata vd., 2003). Ancak BAA maruziyetinin muhtemel
genotoksik etkileri konusunda yayimlanmis herhangi bir
calismaya rastlanmamustir. Pek cok arsenikli bilesik gibi
BAA in de kanser olusumunda onemli bir risk faktorii
oldugunun ortaya konmast (De Ross vd., 2003) ve
icerisinde arsenigin yani sira yiiksek miktarda bakir
icermesi bu bilesigin cok daha titizlikle ele alinmasini
gerekli kilmistir. Bu nedenle mevcut calismada, BAA
genotoksisite  potansiyelinin in  vivo  kosullarda
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla,
genotoksisite aragtirmalarinda siklikla kullanilan, oldukca
hizli ve hassas tespitler yapabilen KA ve MC testleri
kullanilmustir.

Materyal ve Metot

Mevcut c¢aligmada, yaklasik 220 gr agirhiginda ve 8
haftalik Sprague-Dawley tipi eriskin erkek siganlar
kullanilmustir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan BAA
(CU3A5203CU(C2H302)2 ve Cas No. 12002-03-8)
¢ozeltileri 5, 10, 15, 25 ve 30 mgkg’1 olarak sicanlara bes
giin boyunca intraperitonal (i.p) yolla verilmistir (Patlolla
ve Tchounwou, 2005). Kontrol grubu hayvanlara (n=7)
ise distile su enjekte edilmistir. Arastirma igin Atatiirk
Universitesi, Fen Bilimleri Etik Kurulu Bagkanligindan
onay alinmistir.

KA Testi
Deney hayvanlarina sakrifiye edilmeden 1.5 saat once
kolsisin (2 mgkg’l) enjekte edilmis ve femur

kemiklerinden cikarilan kemik iligi hipotonik solusyon
(KCI: %0.56) icerisinde 18 dakika inkiibasyona (37°C)
birakilmigtir. Sonrasinda 30 dakika ara ile {i¢ kez santrifiij
edilerek (1.000 rpm) fiksasyon soliisyonu (asetik asit:
metanol, 1:3) ile yikanmistir. Hiicre pelleti 6nceden
sogutulmus lamlara yayilmiis ve oda sicakliginda ii¢ giin
kurumaya birakilmistir (Roy vd., 2008). Yaslandirma
sonras1 preparatlar Giemsa ile boyanmis, iyi dagilim
gosteren metafazlar (en az 25 metafaz plag)) 151k
mikroskobu altinda incelenmistir (x1000). Metafaz
plaklarinda kromozom ve kromatid diizeyinde gap ve
kiriklar degerlendirmeye alinarak her bir hayvan igin
ortalama yapisal KA degeri elde edilmistir.

MN Testi

Son BAA muamelesinden 30 saat sonra hayvanlar
sakrifiye edilmis ve kemik iligi hiicrelerinin yayma,
boyama islemleri Schmid (1976) tarafindan ortaya konan
protokol dogrultusunda yapilmistir. Bdylece, femur
kemiklerinden alinarak zenginlestirilmis besiyeri eklenen
ilik ornekleri 10 dakika kadar santrifiij edilmis ve
stipernatan atildiktan sonra yayma islemi yapilan
preparatlar  standart May-Griinwald ve  Giemsa
protokolleri dogrultusunda boyanmigtir. Kemik iliginde
MC sikligin1 degerlendirmek amaciyla 151k mikroskobu
altinda en az 1000 biniikleotid ilik hiicresi sayilmustir.

fstatistiksel Analiz
Istatistiksel hesaplamalarda ANOVA testi kullanilmis ve
p degeri LSD (Fisher’s least significant test) testi ile
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belirlenmistir. Hesaplanan p degerlerinden 0.05’ten kiiciik
olan degerler istatistiksel anlamli kabul edilmis ve
sonuglar + standart sapma olarak sunulmustur.

Bulgular

BAA maruziyeti sonrasinda kemik iligi hiicrelerinde
tespit edilen ortalama yapisal kromozom aberasyonlari
sayis1 Sekil 1’de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla 5
ve 10 mgkg" dozlarinda BAA muameleleri ortalama KA
degerinde istatistiksel onemi olmayan (p>0.05) artiglara
neden olmustur. Bununla birlikte BAA uygulamasi
yapilan diger gruplarda ortalama KA degeri doza bagh
olarak belirgin sekilde yiikselmistir (p<0.05).
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Sekil 1. BAA ile muamele edilmis sicanlarda KA oranlar
(*<0.05)

BAA maruziyeti sonrasinda kemik iligi hiicrelerinde
tespit edilen MC frekanslar1 Sekil 2’de gosterilmistir.
Sonuclarimiz, BAA uygulamalarinin (5 mg/kg harig)
kontrol grubuna kiyasla MC sikliginda doza bagh olarak
artislara neden oldugunu gostermistir.

24

]
12 T IIE
Ll

5 mglkg 10 mg/kg 15 mg/kg 25 mgkg 30 mgkg
Gruplar

MN/1000 hiicre

o

<

Kontrol

Sekil 2. BAA ile muamele edilmis sicanlarda MC siklig
(* <0.05)

Tartisma ve Sonuc¢

Bu calismada KA ve MC yontemleri kullanilarak BAA in
genotoksik etkileri arastirillmistir. Analiz sonuglarimiz
intraperitonal yolla verilen BAA in sican kemik iligi
hiicrelerinde uygulanan dozun artistna baghh olarak
genetik hasarlara neden oldugunu agikca ortaya
koymustur. BAA in neden oldugu bu genetik hasarin
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olusumu bilesik icerisinde yer alan arsenik ve bakirin
genotoksik etkileri ile aciklanabimistir. BAA in
genotoksistesi hakkinda bilinenlerin olduk¢a sinirl
olmasina ragmen genetik hasar olusturmada diger
inorganik  arsenik  bilesikleri  gibi = davrandig:
distintilmiistir.  Nitekim,  genotoksisite  potansiyeli
aragtirilan arsenik trioksid (Graham-Evans vd., 2004),
dimetilarsin, trimeilarsin (Andrewes vd., 2003) sodyum
arsenit and sodyum arsenat (Guillamet vd., 2004;
Colognato vd., 2007) gibi bilesiklerin in vivo kosullarda
ve Kkiiltiirleri yapilmis memeli hiicrelerinde genetik
hasarlara yol agtigi rapor edilmistir. Literatiirde
kaydedilmis olan bu bulgular mevcut sonug¢larimizi
destekler nitelikte goziikmiigtiir. Benzer sekilde, i¢me
sularina arsenik ve arsenik bilesiklerinin karismis oldugu
tespit edilen bolgelerdeki insanlarin lenfositlerinde
kromozom anormallikleri ile kardes kromatid degisimi
(KKD) frekanslarinda yiikselmeler oldugu tespit
edilmistir (Mahata vd., 2003). Ayrica, Gebel (2001),
arsenik  bilesiklerinin  DNA  sentez ve  tamir
mekanizmalarini  olumsuz etkiledigini rapor etmistir.
Boylece, KKD ler genom hasarinin bir gostergesi olmus,
MN ler ise hem kromozom kiriklar1 hem de kromozom
kayiplarini ortaya koymuslardir (Yiizbasioglu, vd., 2006;
Ergene vd., 2007). Ayn1 zamanda, KA lar kimyasallarin
giivenilirligini degerlendirebilmek agisindan onemli bir
genotoksisite testi olarak kabul edilmislerdir (Natarajan
vd., 2008).

Arsenikli bilesiklerin hangi mekanizmalar yoluyla
mutajenik yada kanserojenik etkilere yol agtiklar1 heniiz
tam olarak anlagilamamigtir. Fakat pek cok aragtirma
bulgusu arsenik maruziyetinin serbest radikallerin
olusumunu tetikleyerek hiicre haberlesmesinin
etkilenmesine, hiicre 6liimiine yada mutajeniteye neden
oldugunu ortaya koymustur (Kessel vd., 2002; Hei ve
Filipic, 2004). Nitekim, serbest radikal aktivitesiyle
niikleik asitler ve proteinler gibi biyolojik bakimdan
onemli makromolekiillerin geri doniistimsiiz
oksidasyonlar1 tespit edilmistir. Bu yilizden de kan
hiicreleri hasar gorebilmistir (Hooiveld vd., 1998). Diger
taraftan, arsenikli bilesiklerin daha c¢ok siilfidril
gruplartyla baglanmak suretiyle enzim inhibisyonuna
sebep olabilmislerdir (Shimizu vd., 1998). Lin vd. (2008)
arsenik maruziyetinin siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (KAT) gibi antioksidan enzim aktivitelerini
olumsuz bir sekilde etkiledigini rapor etmistir. Insan
eritrositleri iizerinde yapilmis bir diger calismada BAA
in artan dozlarda antioksidan enzim aktivitelerinde
degisimlere ve glutatyon (GSH) seviyesinde ise Onemli
bir azalmaya neden oldugu gozlenmistir (Tirkez vd.,
2006). Bu baglamda, GSH eritrositlerin 6nemli bir
bileseni olup arsenik detoksifikasyonunda onemli bir rol
oynayabilmistir (Lee ve Ho, 1994).

Boylece, mevcut bilgiler dogrultusunda, in vivo sartlarda
BAA in genotoksik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda
oksidatif degisimlerin oldukc¢a Onemli bir rolii oldugu
diisiiniilmiigtiir. Ciink{i, oksidatif stres hiicresel GSH da ki
azalma ve antioksidan enzim aktivitelerinin diismesi
sonucunda da gelisebilmistir (Rahman vd., 2005).
Arastirma kapsaminda test edilen BAA bilesiginin
yapisinda onemli bir oranda bakir (yaklasik %45) yer
almast bu bilesigin siganlar {izerinde olusturdugu
sitogenetik hasarda bakirin da etkisinin bulundugu fikrini

vermistir. Nitekim organizmalarda birikme egiliminde
olan bakirin hayvan karacigerindeki yogunlugu esik
degerlere ulaginca kan dolagimina verildigi ve buna bagh
olarak zehirlenme olgularinin meydana geldigi rapor
edilmistir (Sanli, 2002). Cesitli in vivo ve in vitro
aragtirmalar bakir maruziyetinin genetik hasarlara neden
olabilecegini ortaya koymustur. Agarwal vd. (1990),
fareler iizerinde yaptiklar1 deneylerinde bakir siilfat
bilesiginin doza bagli olarak kemik iligi hiicrelerinde
kromozom anormalliklerine yol actifim1 gormiislerdir.
Pilicler iizerinde yiiriitilen diger bir calismada ise bu
bilesigin  kromozom  anormalliklerine yol actigi
kaydedilmistir (Bhunya ve Jena, 1996). Ayrica, rahim igi
gebelik onleyici aletlerin (IUCD) muhtevasindaki bakirin
insan lenfositleri  {izerindeki  sitogenetik  etkileri
arastirilmis ve IUCD’lerin uzun siireli kullaniminin DNA
hasarlarina yol actig1 tespit edilmistir (Shubber vd., 1998).
Sonug olarak, mevcut arastirma bulgular1 BAA bilesiginin
sican kemik iligi hiicrelerinde yiiksek bir genotoksisite
potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
bilesigin basta pestisid, boyar madde ve ahsap koruyucu
olmak iizere ¢esitli amaglar icin kullanilmasinin insan ve
hayvan sagligi {iizerinde ciddi olumsuzluklara neden
olabilecegi kanaatindeyiz.
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