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OZET

Universitelerin kimya bélimiinde okuyan ogrenciler, laboratuar calismalar: esnasinda cesitli kimyasallara
maruz kalirlar. Bu kimyasallarin dgrencilerde genotoksik risk olusturup olusturmadigi, in vitro lenfosit
kiltirinde, kromozom aberasyonu (KA) testiyle belirlendi. Bu ¢alismada, Nigde Universitesi Fen Edebiyat
Fakiltesi Kimya Bolimi dgrencileri ile kimyasala maruz kalmayan 6grencilerden periferal kan ornekleri
alindi. Deney ve kontrol grubundan elde edilen preparatlarin incelenmesi ile kromozom anormallikleri ve
mitotik indeks belirlendi. Bu iki gruptan elde edilen veriler, t-testi ile karsilastirildi ve laboratuar
caligmalarmin dgrencilerde kromozom anormalliklerini kontrole gére arttirmadigi ve mitotik indeksi de
onemli derecede degistirmedigi saptandi (p>0.05).

Determination of chemically induced genotoxicity by chromosomal aberration test in
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ABSTRACT

University students studying chemistry at degree level are exposed to various chemicals during their
laboratory works. To determine if this exposure constitutes a genotoxic risk factor, lymphocytes from
exposed subjects were examined in vitro by employing the chromosomal aberration (CA) test. Peripheral
blood samples were taken from the subjects who were students at the Chemistry Division of the Faculty of
Literature and Sciences, University of Nigde. Controls consisted of unexposed students. Chromosomal
anomalies and mitotic index of peripheral blood cells from all subjects were determined. The results from
the two groups were compared by the t-test. There were no significant differences between the two groups in
terms of CA and mitotic index (p>0.05).
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1. Giris

Guniimiizde gelisen dinyada her gegen giin kimyasal madde
miktart ve kullammi artmaktadir. Kimyasal maddelerin
insanda neden oldugu mutajenezisi, kantitatif olarak
degerlendirmek cok giictir. Insanlarin mutajenlere maruz
kalmasi ile etkileri arasinda uzun bir siire vardir. Cevrede
bulunan ve mesleksel olarak maruz kalinan birgok kimyasal
maddenin mutajenik potansiyele sahip oldugu, hayvan ve
bakteri testleri ile gosterilmistir [1-5]. Kimyasal maddelerin
endustrideki kullaniminin insanda olusturdugu genotoksik
etkiler, genetik toksikolojide kullanilan tarama testleri ile
arastirilabilmektedir. Bu testler, kromozom diizeyinde
kromozom aberasyonu testi (KA), mikronukleus testi (MN)
ve kardes kromatid degisimi testi (KKD) ile gen diizeyinde
ames testi ve molekiiler diizeyde tek hiicre jel elektroforez
testidir (COMET Assay) [1]. Kimyasal maddelerin insanlar
lizerindeki mesleki maruziyetini belirlemek icin maden
iscileri ile boya sanayisinde calisan iscilerde kromozom
aberasyon testi yapilmis ve maruz kalma siresine bagl
olarak  bu iscilerde  kontrole gbre  kromozom
aberasyonlarimin  artigi  belirlenmistir  [6,7].  Pestisit
endustrisinde ¢alisan ve yogun bir sekilde pestisit karigimina
(atrozine, alakloaranazin, 2,4-diklorofenol asetik asit ve
malation) maruz kalan tarim iscilerinde, KA ile KKD
miktarinin arttigt ve MN sikhginin ¢ok yiiksek oldugu
bulunmustur [8]. Ayni sekilde kimyasallara en ¢ok maruz
kalan araba tamircileri, trafik polisleri, petrol istasyonunda
calisan isciler ve taksicilerden bukkal epitel hiicresi alinarak,
MN testi yapilmis ve is¢ilerde MN dizeyinin kontrole gore
yiksek oldugu tespit edilmistir [9-11]. Guibre (fosfat)
fabrikasinda calisan iscilerin lenfosit hiicrelerinde KA ile
MN testi yapilmig ve arastirma sonucunda 10 yildan fazla
calisan iscilerde, maruz kalmaya baglh olarak KA ve MN’nin
artigt - gézlenmistir  [12]. Ayrica polisiklik aromatik
hidrokarbonlarla (PAH) yapilan ¢alismalarda, bu maddelerin
insan ve hayvanlarda kanseri indikledigi belirlenmistir [13].

Kimyasal maddelerin  insan  (zerindeki  etkilerini
degerlendirirken, cevrede dogal olarak olusan fiziksel ve
kimyasal mutajenleri de degerlendirmek gerekir [1]. Fiziksel
mutajenlerden olan gines 15181 en Onemli radyasyon
kaynagidir. Yapilan bir calismada, insan sperm hicreleri
radyasyona tabi tutulmus wve radyasyon alan sperm
hicrelerinde kromozom aberasyonunu arttirdigi  rapor
edilmistir [14]. Ayni sekilde ozona maruz kalan saglikli
gen¢ bireylerin bukkal epitel ve periferal lenfositlerindeki
sitogenetik hasarlar toplam 126 (niversite &grencisinde
incelenmis ve Oz miktart yiksek bolgede bulunan
ogrencilerdeki MN miktarmin her iki hicre tipinde de
arttig1, ozellikle de bukkal epitelyum hiicrelerinde bu artigin
%39 oraninda gerceklestigi bildirilmistir [15]. Baz1 kimyasal
maddelerin (etilen oksid, etanol, nitric oksid, v.b) genotoksik
etkileri arastirilmis ve risk tasiyip tasimadiklarina dair
bilgiler rapor edilmistir [16-22]. Bu maddelerden &zellikle
etilen oksidin genotoksik oldugu [16], n-hekzan ve
formaldehid gibi organik ¢ozicilerin de, bukkal epitelyum
hicrelerinde hasarlar olusturdugu bildirilmistir [23].

Yapilan bircok arastirmada, pek ¢ok kimyasal maddenin
insanlar ~ Uzerinde  genotoksik  risk  olusturdugu
bildirilmektedir. Bu calismada da, Nigde Universitesi Fen
Edebiyat Fakiltesi Kimya boliminde okuyan 6grencilerin
maruz kaldiklari kimyasal maddelerin periferik kan lenfosit
hicrelerinde genotoksik etki olusturup olusturmadiginin
kromozom aberasyonu testi ile belirlenmesi amaglanmistir.

2. Materyal Metot
Deney ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi

Bu calismada Nigde Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi
Kimya bolimuinde 6grenim goéren ve yagslari 21-27 arasinda
degisen (yas ortalamasi+S.H; 24.64+0.33) 25 dgrenci deney
grubu olarak, sézel béltimlerde 6grenim goéren ve yaslar 21-
28 arasinda degisen (yas ortalamasizS.H; 25.32+0.34) 25
ogrenci de kontrol grubu olarak belirlendi. Bu sekilde
belirlenen toplam 50 kisiden, etik kurulu raporu
dogrultusunda, heparinize edilmis steril enjektérle periferal
kan drnekleri alindi.

Deney grubu Ogrencileri, birinci smifta, genel kimya
(haftada 4 saat) laboratuarinda daha ¢ok seyreltik anorganik
bazli kimyasallarla, ikinci sinifta, analitik (haftada 4 saat) ve
anorganik kimya (haftada 3 saat) laboratuarlarinda derisik
organik ve anorganik kimyasallarla yapilan deneylere
katilmislardi. Uglincii smifta, organik kimya (haftada 4 saat)
ve fiziko kimya (haftada 3 saat) laboratuarlarinda genellikle
organik kimyasallar, dérdiinci sinifta, biyokimya (haftada 3
saat) ve endistriyel kimya (haftada 4  saat)
laboratuarlarinda, derisik organik ve anorganik kimyasallara
temas edilmesi ve solunmasi seklinde maruz kalmaglardr.
Ogrenciler deneyler esnasinda koruyucu maske, gozlik,
eldiven, vs. kullanmayip, laboratuarlar dogal yollarla
havalandiriimaktadir.

Lenfosit  Kultirtnin
Hazirlanmas:

Yapiddmas: ve Preparatlarin

Kisilerden alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilen
periferal kan ornekleri, kromozom medyumlarina steril
sartlarda ekilerek, inkibatérde 37 °C’de 72 saat inkibe
edildi. Kultlir suresinin 70. saatinde, her tlipe hazirlanan
kolsisin eriyiginden 35 pl (0.06 pg kolsisin/ml ) ilave edildi
ve 72.saate kultlr tdpleri etivden alinarak, 1200 rpm’de
(170 x g) 15 dak. santrift)j edildi. Sonra stpernatant atild: ve
her tipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edilerek, 37 °C’de, 15
dak. bekletildi. Daha sonra 1200 rpm’de santriflij yapilarak,
tekrar sUpernatant atildi ve her tipe 5 ml soguk fiksatif
eklenerek, oda sicakhginda 20 dak. fiksatif ile muamele
edildi. Muamele sonunda tlpler, 1200 rpm’de 15 dak.
santrifij edilerek, slpernatant atildi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi. Son santrifiijde, dipte kalan 0.5-0.7 ml sividan
preparatlar yapildi. Bu sekilde hazirlanan preperatlar
kurutularak, %5’lik Giemsa eriyigi ile boyandi. Boyal
preperatlar entellan ile kapatilarak, mikroskobik incelemeler
yapildi.
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Kromozom Aberasyonu (KA) Degerlendirmesi

Deney ve kontrol grubu 6grencilerdeki kromozom yap: ve
sayr anormalliklerini (KA)’y1, belirlemek icin her kisiden
hazirlanan, iyi dagilmis kromozomlara sahip 100 hiicre (25°i
deney grubu, 25’i kontrol grubu olmak (zere toplam 50
kisiden 5000 hiicre) incelendi. Inceleme sirasinda, bu
hiicrelerde gozlenen kromatid kirigi, kromozom kirigt,
fragment, kromatid degisimi, disentrik kromozom, kardes
kromatid birlesmesi, halka kromozom gibi yapisal
(kromozom tipi ve kromatid tipi anormallikler) ve sayisal
kromozom anormallikleri Paz-y-Mifio ve ark.’na gore
kaydedildi [24]. Saptanmis olan kromozom
aberasyonlarindan hiicre basina diisen yapisal kromozom
anormalligi yiizdesi hesaplandi. Gap’lar anormallik olarak
degerlendirilmedi. Gap’lar ile kromatid ve kromozom tipi
kiriklar arasindaki farklar, Kauderer ve ark.’nin bildirdigine
gore Preston’a uygun olarak ayirt edildi [25].

Mitotik /ndeks (MF)Degerlendirmesi

MI hesaplamak igin her kisiden 3 bin hiicre incelendi ve
bunlar arasinda mitoz bélinme gegiren hicrelerin sayisi
kaydedilerek, 3 bin hicre icinde mitoz bolinme geciren
hiicrelerin oran1 yiizde (%) cinsinden hesaplandi.

Istatistiksel Degerlendirme

Mikroskobik inceleme sonucunda deney ve kontrol
gruplarindan elde edilen KA ve Mi degerleri arasindaki
farkin 6nemli olup olmadigi, SPSS 10.0 programindaki t-
testi metodu kullanilarak karsilagtirildi.

3. Bulgular

Kimya boéliminde laboratuar derslerine katilip, kimyasala
maruz kaldigi distinalen kisilerin, periferal lenfositlerindeki
kromozom anormallikleri, kontrol grubu Kkisilerinden elde
edilen  hucrelerdeki  kromozom  anormallikleri ile
karsilastirildi. Yapilan istatistiksel karsilastirmada, iki grup
arasinda yapisal kromozom anormallikleri bakimindan
onemli bir fark bulunamad: (p>0.05) (Tablo 1). incelenen
anormal hiicre yiizdesinin kontrole nazaran énemli derecede
yiksek olmadigi saptandi (Tablo 1). Ayrica yapilan
incelemelerde  sayisal kromozomal anormalligine
rastlanmad.

Tablo 1. Deney grubu ile kontrol grubunun periferal lenfosit
hicrelerinden elde edilen ortalama yapisal
kromozomal anormallik (KA) degerlerinin
istatistiksel karsilastirmas.

Yapisal KA /Hiicre

Grup N (%) Ortalama+SH
Kontrol grubu 25  0.033+0.002

0.731
Deney Grubu 25 0.035+0.003

SH: Standart hata, N: Birey sayisi, p>0.05

Mitoz bolinmede degisiklik olup olmadigini saptamak igin
deney ve kontrol grublarinda Mitotik indeks (MI) degerleri
belirlendi. Yapilan istatistiksel karsilastirma sonucunda,

deney grubu MIi degerleri ile kontrol grubu MI degerleri
arasinda énemli bir fark bulunamad: (p>0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Deney grubu ile kontrol grubundan elde edilen

ortalama % Mitotik Indeks (Mi) degerlerinin
istatistiksel karsilastirmas.
Mi (%)
Gruplar N Ortalama+SH P
+
Kontrol grubu 25 5.48+0.126 0.926
Deney grubu 25 5.50+0.182

SH: Standart hata, N: Birey sayisi, p>0.05
4. Tartisma ve sonug

Kimyasal maddelerin canhlar tzerindeki zararh etkilerinin
incelenmesi icin  ¢esitli testlerden yararlaniimaktadir.
Genotoksik hasarin belirlenmesinde, kromozom aberasyonu
(KA), mikronitikleus (MN), kardes kromatid degisimi
(KKD), AMES ve COMET olusumu gibi sitogenetik testler
kullanilir  [1]. Onceki cahismalarda, bu testlerle cesitli
kimyasallarin  genotoksik etkileri arastirilmis, fakat
Universitelerin  kimya bdéliminde okuyan ve laboratuar
caligmalar1 esnasinda kimyasala maruz kaldigi distnilen
ogrencilerin, maruz kalinan kimyasallardan etkilenip
etkilenmediklerine  dair her hangi bir c¢alismaya
rastlanilamamistir.  Biz  bu  calismamizda, kimya
ogrencilerinin, deneyler esnasinda maruz  kaldiklar
kimyasallardan etkilenip etkilenmediklerini, kromozom
aberasyonu testi ile belirleyerek, mitotik indeksi saptadik.

Laboratuarlarda kullanilan, asitler (Asetik asit, hidroklorik
asit, sulfirik asit, sitrik asit, H,S) ve organik ¢dziculerle
(Metanol, etanol, aseton, n-hekzan, dietil eter, kloroform,
v.b) ilgili ¢esitli calismalar yapilmis ve bu maddelerin
canlilar (zerindeki genotoksik etkileri degerlendirilmistir
[16-22]. Bu kimyasal maddeler, tarim, gida, boya sanayi ve
kozmetiklerde kullanilan ilaglarin  etken  maddesini
olusturarak, dogal cevre ve insan saghgmi tehdit etmektedir
[26-29]. Kimya ve biyoloji laboratuarinda goérev yapan
Kisilerle yapilan ¢alismada, bu Kkisilerin  cahstiklari
laboratuarlarda maruz kaldiklart kimyasal ve biyolojik
zararlardan  kisisel olarak etkilendikleri, kromozom
aberasyonu testi ile belirlenmistir [30]. Bu c¢alismada
Ozellikle  genetik laboratuarinda cahisan  bireylerde
genotoksik etkinin yiksek ¢ikmasinin sebebi, goriintiileme
sistemleri  (elektron mikroskobu gibi) ve kimyasal
maddelerle  (hidroklorik asit, metanol, asetik asit,
formaldehit, ethidiyum bromid vb.) yogun olarak
calisilmalaridir [30]. Ayni calismada kimya laboratuar:
calisanlarinda kimyasal maddelerin etkisinin az olmasinin
sebebi ise, kimya laboratuarlarnin fiziki sartlarinin iyi
olmas: ve calisan Kisilerin eldiven, gézlik, maske vb. gibi
koruyucu malzemeler kullanmaya 6zen gostermeleridir [30].
Benzer sekilde, ayakkabi imalathane ve tamirhaneleri ile
patoloji ve anotomi laboratuarinda cahsanlarla yapilan
calismada, bu kisilerin &zellikle n-hekzan ve formaldehid
gibi organik ¢oziicilere maruz kalmalart nedeniyle bukkal
epitelyum hiicrelerindeki hasarlarin kontrol grubuna gore
artis gosterdigi belirlenmistir [23]. Biz de calismamizda,
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kimya boliminde 6grenim goren ve 6grenimleri siiresince
kimya laboratuarlarinda deney yapan 0Ogrencilerin, bu
laboratuarlarda  kullanilan kimyasal maddelerden
etkilenmediklerini kromozom aberasyonu testi ile belirledik.
Yaptigimiz bu calismaya goére 6grencilerin kimyasallardan
etkilenmemelerinin en énemli sebebi, kimyasallara maruz
kalma sirelerinin az olmast ve maruz kalinan slrenin
zamana yayilmasidir. Ayrica, 0grencilerin = kimyasal
maddelerle temasinin azaltilmasi, deneyler esnasinda
laboratuarlarin iyi havalandirilmasi, ceker ocak kullaniimasi
gibi tedbirlerin alinmasi da 6nemlidir. Daha once de ifade
edildigi gibi, c¢alisma kosullari, c¢ahsilan yerin fiziki
Ozellikleri ve maruz kalinma siresi, maruziyetten etkilenme
derecesini 6nemli 6lciide degistirmektedir. Ogrencilerimizin
kimyasal tehditlerden en az etkilenmeleri icin gerekli
tedbirlerin alindigina ve gelecekte de alinacagina inaniyoruz.
Bu calisma kimya laboratuar dersine katilan Ogrenciler
lizerinde yapilan ilk deneysel calisma olmasi ve gelecekte
yapilacak c¢aligmalara kaynak olusturmasi bakimindan
onemlidir.
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