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OZET

Bu calismada, organfosofath insektisit olan Acephate ve Mephosfolan’in insan
lenfositlerinde meydana getirdigi genotoksik etkiler kromozomal anormallikler
(KA), kardes kromatid degisimleri (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet test
yontemleri ile arastirilmistir. Ayrica, Acephate ve Mephosfolan’in mitotik
indeks (M), replikasyon indeksi (R) ve niikleer béliinme indeksi (NBI) iizerine
etkileri olup olmadig1 da incelenmistir. Acephate ve Mephosfolan’in farkh
dozlar1 (Acephate icin 12,5; 25; 50; 100 ve 200 pg/ml, Mephosfolan i¢in 0,125;
0,25; 0,505 1,00 ve 2,00 ng/ml) 24 ve 48 saat siireyle insan periferal lenfostilerine
in vitro kosullarda uygulanmistir. Acephate ve Mephosfolan her iki uygulama
siiresinde kromozom anormallik frekansinda doza bagh bir artisa neden
olmustur. Her iki insektisitin en fazla meydana getirdigi kromozomal
anormallik kromatid ve kromozom kirigidir. Acephate ve Mephosfolan tiim
uygulama siireleri ve dozlarda KKD/hiicre ve MN frekanslarim da doza bagh
olarak artirmistir. Her iki kimyasal mitotik indeksi doza bagh olarak
diisiirmiistiir. Ancak replikasyon indeksi ve niikleer bdliinme indeksini
etkilememistir. Comet testinde ise comet kuyruk uzunlugu ve kuyruk
yogunlugunu kontrole gore oOnemli oranda artirdiklar1 gozlenmistir. Bu

calismada uygulama ve kontrol gruplar1 arasinda KA, KKD, MN ve Mi



frekanslarinda oOnemli diizeyde farkhhklar gozlenmesi, Acephate ve
Mephosfolamin Kkiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde klastojenik,
mutajenik, anojenik ve sitotoksik oldugunu, ayrica izole edilmis lenfositlerde
comet olusumu bu kimyasallarin primer DNA hasarina neden oldugunu

gostermistir.
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ABSTRACT

In this study, genotoxic effects of organophosphorus insecticides Acephate and
Mephospholan were investigated using chromosomal aberrations (CA), sister
chromatid exchanges (SCE), micronucleus (MN) and comet assay methods in
human peripheral lymphocytes. Effects of Acephate and Mephospholan on
mitotic index (MI), replication index (RI) and nucleer division index were also
investigated. Different concentrations of Acephate and Mephospholan (for
Acephate 12,5; 25; 50; 100 and 200 pg/ml, for Mephospholan 0,125; 0,25; 0,50;
1,00 and 2,00 pg/ml) were treated to human peripheral lymphocytes in vitro
both 24 and 48 h. Acephate and Mephospholan were significantly increased the
frequency of chromosome aberrations in all treatment times in a dose
dependent manner. The most common chromosomal aberration induced by
both insecticides were chromatid and chrosome breaks. Acephate and
Mephospholan increased SCE/cell and MN frequencies dose dependently in all
treatment times and doses. Both chemicals decreased mitotic index dose
dependently, however replication index and nucleer division indices were not
effected. In comet assay significant increase in tail lenght and tail intensity was
observed in treatment groups when compared with control groups. In this study

significant differences in CA, SCE, MN and MI frequencies between treatment
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and control groups indicated that Acephate and Mephospholan are clastogenic,
mutagenic, aneugenic and cytotoxic in cultured human peripheral lymphocytes,
and also formation of comet in isolated lymphocytes showed that these

chemicals caused primer DNA damage.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Ac¢iklama

°C Santigrat derece

pg/ml Mikrogram/ Mililitre
mg/kg Miligram/kilogram

pL Mikrolitre

mL Mililitre

LDs, Letal dozs

rpm Devir sayisi

Kisaltmalar Aciklama

Cyt-B Sitokalasin-B

DNA Deoksiribontikleikasit
KA Kromozomal anormallikler
KKD Kardes kromatid degigimi
Mi Mitotik indeks

MMC Mitomisin-C

MN Mikroniikleus

NBi Niikleer boliinme indeksi

RI Replikasyon indeksi



1. GIRIS

Bugiin insanlar “kimyasal maddelerin olusturdugu” bir okyanus iginde
yasamaktadirlar. Giiniimiizde bilinen kimyasal maddelerin sayisinin 5 milyonu astig1
ve bunlarin yaklasik 70,000 adedinin de kullanilmak {izere piyasada dolastigi tahmin
edilmektedir. Bu kimyasallarin belli bir grubunu olusturan pestisitler, insan ve
hayvan viicudunda, bitki iizerinde ya da cevresinde bulunan ve yasayan, besin
maddelerinin iretimi, hazirlanmasi, depolanmasi ve tiiketimi sirasinda besinlerin

degerini azaltan, hasara ugratan zararlilar1 yok etmek i¢in kullanilan bilesiklerdir.

1970’ten bu yana diinya genelinde yaklagik 28 milyon kg pestisit etken maddesi
piyasaya sunuldugu bilinmektedir. Pestisitler zirai uygulamalarla beraber halk sagligi
alaninda, temizlik islemlerinde, boya sanayisinde ve benzeri bir¢ok uygulamada
kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin kullanim1 sonucunda, uygulandiklar1 alanda
secici toksik Ozellik gosterip, ¢evresel sorunlara neden olmamasi gerekmektedir.
Hedef canlilar1 yok etmek amaciyla yogun ve yanlis olarak kullanilan bu bilesikler,
hedef dis1 canlilara yonelik toksik etkilere sebep olmakta ve bunun yansimasi olarak
da c¢evre sorunlarina yol agmaktadir. Hedef dist canlilar, bu kimyasallari
bulunduklar1 ortamdan almakta ve genetik materyal lizerinde degisimler ortaya
cikabilmektedir. Bu nedenle s6z konusu bilesiklerin farkli test sistemleri ile

genotoksik agidan degerlendirilmesi gerekmektedir.

Pestisitlerin yol agtigi genotoksik hasarin belirlenmesinde, in vivo ve in vitro test
sistemleri kullanilmaktadir. En yaygin olarak kullanilan in vitro test sistemleri;
kromozom anormalligi (KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN)

ve comet testleridir.

Calismamizda, tarim iriinlerine zarar veren bdcekleri 6ldiirmek amaciyla kullanilan
organofosfatli insektisitler olan Acephate ve Mephosfolan’in, insan lenfosit
kiltlirlerinde genotoksik etkilerinin kromozom anormalligi, kardes kromatid
degisimi, mikroniikleus ve comet test sistemleri kullanilarak belirlenmesi

amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Pestisitlerin Tarihge

Tarih boyunca insanlar, gida kaynagi1 olarak kullanilan bitkileri omurgali, omurgasiz
hayvanlardan ve ¢esitli zararli mikroorganizmalardan koruma ¢abasi icinde
olmuslardir. Thtiyaclarin sinirsiz, buna karsilik kaynaklarin sinirli olmasi nedeniyle
Onemi daha da artan tarim irilinlerinin tiretilmesi ve korunmasi asamalarinda
insanoglu birtakim arayislar igerisine girmistir. Kimi zaman rastlanti, kimi zaman ise
bilingli arayislar sonucunda elde ettikleri kimyasallar ile tarim iiriinlerinin zarar
verecek canlilardan korunmasi i¢in ¢aligmiglardir. Bu amagla bugiine kadar,
giiniimiizde pestisit olarak adlandirilan kimyasal maddeler kullanilmig ve
kullanilmaktadir. M.O. 1500 yillarma ait papiriiste ar1, bit ve pirelere kars1 pestisit
hazirlandigina ve kullanildigina dair kayitlar bulunmustur. Pestisit olarak kullanilan
ilk maddelerin kiikiirt ve arsenik oldugu tahmin edilmektedir. Cinliler tarafindan
M.O. 1000 yillarinda ise fuminant olarak kullamlan siilfiiriin, 1800’lLi yillarda
Avrupa’da fungisit olarak kullanildigi, gliniimiizde de Onemli bir pestisit olarak
kullanilmaya devam ettigi bilinmektedir. Onaltinc1 ylizyilda, Japonlar tarafindan
hazirlanan karisimlar, Cinliler tarafindan hazirlanan arsenik igceren bilesikler, daha
sonra da tiitliin yapraklarindan elde edilen s1vi, ayrica bakir siilfat, kire¢ gibi maddeler
de pestisit olarak kullanilmistir [Klassen ve ark., 2001; Daglioglu, 2004; Undeger,
2001].

1940’11 yillara kadar zararli boceklerin kontroliinde kullanilan dogal bilesikler daha
sonralar1 kararsiz olmalar1 ve iiretim maliyetinin yliksek olmasi nedeniyle yerini
yapay bilesiklere birakmistir [Uslu ve Tiirkman, 1987]. Organik insektisitlerin bir
kismi, Almanya’da Schrader 6nderliginde bir grup kimyager tarafindan sentezlenmis,
daha sonradan toksik oldugu anlasilmig, II. Diinya Savasi’nda, Naziler tarafindan
kimyasal silah olarak kullanilmistir. II. Diinya Savasi’ndan sonra da organik yapidaki
pestisitlerin {iretimi ve kullanimi biiytlik 6l¢iide artmistir. Savas kosullarinin ortadan

kalkmas1 organik yapidaki pestisitlerin silah endiistrisinden sivil endiistriye



kaymasina yol agmis buna bagli olarak iiretimi ve kullanimi biiyiik o6lciide

yayginlagsmistir [Klassen ve ark, 2001; Daglioglu, 2004].

Pestisitler daha sonraki yillarda sehir yasaminda da kullanilmaya baglanmis, cesitli
boceklerin uzaklastirilmasinda, ¢im alanlarindaki yabanci ot ve zararli hayvanlarin
kontroliinde, ylizme havuzlarindaki alglerin kontroliinde, fare ve sigcanlarin
oldiiriilmesinde, evcil hayvanlar i¢in pire tozu olarak, kamp alanlarinda sinek ve
sivrisinek ile miicadelede kullanilmaya baslanmigtir [Sezer, 2002; Helvaci, 2003].
Kullanim alanlarinin artmasi, baglangigta koruyucu etkileri oldugu diisiliniilen
pestisitlerin yararli yonleri yaninda baz1 zararlarinin da ortaya ¢ikmasina yol
acmustir. Sadece tirlinleri korumaya yonelik olarak kullanilan pestisitlerin farkinda

olmadan ortaya ¢ikardigi zararl etkiler 6nemli ¢evre sorunlarina yol agmaktadir.

2.2. Pestisitlerin Tanimi

Bitkilerde iiretimi ve verimi artirmak, hastalik, zararli ve yabanci ot yiiziinden
olusabilecek kayiplar1 engellemek igin “pestisit” adi verilen kimyasallar

kullanilmaktadir [Sezer, 2002; Helvaci, 2003].

Bitkisel iiretimde uygun toprak isleme, yiiksek verimli ve kaliteli tohum
kullanilmasi, uygun giibreleme ve sulama gibi verimi arttiran tiim uygulamalar
yapilmis olsa dahi; kaliteli ve bol mahsul almak ic¢in zararlilar, hastalik etmeni ve
yabanci otlar ile de etkili bir sekilde miicadele yapilmalidir. Bu miicadelede en
yaygin kullanilan yontem pestisit uygulanmasidir. Zararlilara karst kullanilan bu
kimyasallar, kullanilmadan Once daha ekonomik ve g¢evre sagligina etkisinin en
diisiik seviyede olmasi i¢in kat1 veya sivi bazi yardimci maddelerle karistirilabilir
hale getirilir. Bu fiziksel karisima “formulasyon”, i¢inde belli yiizdede bulunan
kimyasal maddeye “etkili/aktif madde” denilmektedir. Bu formulasyon icinde etkili
madde (belli yiizdede), yardimci maddeler, emiilgatorler ve dolgu maddeler

bulunmaktadir.



Bir formulasyonda olmas1 gereken 6zellikler;

1. Biyolojik olarak aktif olmali

Etkin olmali

Kararli bir yapida olmali

Kullanicilar, tiiketiciler ve iicilincii sahislar agisindan giivenilir olmali

Besi hayvanlari ve yaban hayatina zararli olmamali

S

Cevre i¢in kabul edilebilir olmalidir [Bulut ve Tamer, 1996].

Pestisitlerde istenen en onemli 6zellik, yok edilmesi istenen zararliya karsi segici ve
0zel toksisite gostermesi, diger canlilara en diisiik seviyede toksisite gostermesidir.
Ancak her pestisitin bir dereceye kadar toksisitesi vardir ve saglik acisindan “tam

giivenli” bir pestisit yoktur [Baris, 2007].

Bir pestisite karst organizmanin duyarhiligi azaldik¢a, o pestisitin etkinligi de
diismektedir. Baglangictaki etkinligi elde etmek icin siirekli doz yiikseltilmesi yoluna
gidilmektedir. BOylece artan dozlara paralel olarak g¢evrede pestisit miktar1 da
artmaktadir. Organizmanin bu direnci kazanmasi iki sekilde olusur; adaptasyon ve
dayaniklilik. Adaptasyon, organizmanin genetik materyalinde degisme olmaksizin,
bir kimyasal maddeye duyarhiligin azalmasidir. Ancak dayaniklilikta ise genetik
materyalde degisme olur ve daha sonra bu degisimin geri doniisiimii olmayabilir.
Buna karsilik adaptasyonda, s6z konusu kimyasalin (pestisitin) kullaniminin ortadan
kalkmasiyla organizma eski duyarliligini tekrar kazanabilir. Bilingsiz ve kontrolsiiz

kullanim, direncin daha hizli ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir [Delen ve Tosun,

1996].

2.3. Pestisitlerin Diinyadaki Kullanim

Insanoglunun ihtiyaclarindaki ¢esitliligin artisna bagli olarak, bu ihtiyaclari
karsilamaya yoOnelik kimyasal madde tiretim miktar1 artmaktadir. 1930’lu yillarda 1
milyon ton olan kimyasal madde iiretim degeri, 2000’11 yillara gelindiginde 400
milyon tona ulagmistir. Bu donem igerisinde diinya niifusu 4 kat artarken kimyasal

madde {iiretiminin geometrik bir artig gostererek 400 kata ulagsmas1 diisiindiirtictidiir.



Teknolojik gelisim, genisleyen tarim alanlar1 ve ekolojik dengede bozulmalar gibi
etmenler, bu artigin nedenleri olarak gosterilebilir. Uretilen kimyasal maddelerin
yaklastk 5 milyon tonunu pestisit grubu olusturmaktadir. Bu pestisit grubunun
%36’s1 herbisit, %251 insektisit, %10’u fungisit olup kalan %29’luk kismini diger
pestisit gruplar1 olusturmaktadir [Delen ve ark., 2005].

Pestisitlerin diinya genelinde bolgesel kullanim alanlari; %30 Kuzey Amerika, %25
Bat1 Avrupa, %16 Asya, %13 Latin Amerika, %12 Japonya, %2 Dogu Avrupa, %2
Afrika olarak dagilim gostermektedir. Goriildiigii gibi pestisitlerin %80 gibi biiyiik
bir oran1 gelismis llkelerde kullanilmaktadir. Ancak basta A.B.D. olmak {izere,
gelismis llkelerde “diisiik riskli pestisitler” ya da “doga dostu pestisitler”
kullanilmaya baslanilmig, bu yolla ¢evreye verilen zararlarin en aza indirilmesine
calisilmistir. Bu amagla, ruhsatlandirma kolaylig1 ve kullanim tesvikleri genis dlgiide

uygulamaya alinmistir [EPA, 1999 a,b].

Basta Avrupa Birligi (AB) tlkeleri olmak iizere tiim gelismis iilkelerde saglik ve
cevre acisindan zararli olabilecek kimyasal {irtinlere karsi Onlemler alinmustir.
Ornegin, AB iilkeleri Tarim Uriinleri Calisma Grubu, Avrupa Tarim Uygulamalari
(EUROGAP) Protokoliinii yiiriirliige koymuslar ve bu protokol ile de satisa sunulan
tirtinlerin kullanim1 sonunda herhangi bir zarar1 olmayacagi yoniinde garanti ve

giivence saglama yoluna gitmislerdir [Anonim, 2004].

Cevresel zararlar1 en aza indirmeyi amaclayan bu tesvik ve Onlemler diinya
lizerindeki {ilkelerde farkliliklar gdsterebilmektedir. Ornegin, gelismis iilkelerde
alternatif iiretim olanaklar ile {iriin ¢esitliligine gidilirken, gelismekte olan tilkelerde
bu slirecin yavas islemesi, hayata gecirilecek tedbir ve 6nlemlerin gecikmeli olarak

uygulanmasina yol agmaktadir [Delen ve Tosun, 1996].

2.4. Pestisitlerin Tiirkiye’deki Kullanimi

Tiirkiye ekonomisinde tarim sektoriiniin yeri toplam iiretim degeri igerisinde oldukca

onemlidir. Uretilen tarim {irinleri, bir yandan direkt tiiketime sunulurken diger



yandan tarima dayali sanayi i¢in girdi olusturmaktadir. Bu sekilde iki yonlii bir
etkiye sahip olan tarimsal iiretim, toplam ekilebilir alanin kisitli olmasi1 nedeniyle
mevcut liretim alanlarinda verimlilik artisi ile tatmin edilmeye ¢alisilmaktir. Kisith
tiretim alanlar1 igerisinde verimlilie dayali bir {iretim yapisinin olusturulmasi,
liretim agamasinda {iriine zarar veren etkilerden arindirilmasiyla olanakli olmaktadir.
Tarim iriinlerinden yiiksek verim alabilmek icin zararli miicadelesinde pestisitler
kullanilmaktadir. Bu amagla 2002-2008 doneminde toplam 2215 tarimsal ilaca
ruhsat verilmistir. Aynt donemde 565 ilag¢ ruhsati devir edilmis, 163 ilag¢ ruhsati ise
iptal edilmistir. Donem sonu itibariyle iilkemizde ruhsath aktif madde miktar1 ise
406’dir [Tarim ve K&y Isleri Bakanligi Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii
Istatistik Verileri, www. kkgm.gov.tr, 2008] .

Tarimsal ilag ithalatinin toplam kimyasal madde ithalatina oran1 2003-2004 yillar
icin yaklasik on binde 2 iken, bu oran 2005 yilinda on binde 6’ya yiikselmistir
[Tarim ve K&y Isleri Bakanligi Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii Istatistik

Verileri, www. kkgm.gov.tr, 2008].

1960—-1997 yillar1 arasinda pestisit teknik madde ve formulasyonu i¢in isletme izni
alan tesis sayis1 68, ithalat¢1 firma sayisi ise 81°dir [Gedikli, 2001]. Gerek ruhsat
sayisindaki artis gerekse iiretim ve ithalat yapan firma sayisindaki artig, tarimsal
iretim yapisi i¢inde verimliligi artirmaya yonelik olarak pestisit kullanimindaki artigi

gostermektedir.

ABD’de veya AB’de kullanimi yasaklanmis, kisitlanmis ya da geri c¢ekilmis
pestisitlerin, 2002 yil1 tiiketimi temel alindiginda, iilkemiz pestisit tiikketimindeki
paylarinin %6,47 oldugu goriilmektedir. Yine tilkemizde ruhsath pestisitlerden
Acephate’in, AB’deki kullanimlar1 2003’ de durdurulmustur [Delen ve ark., 2005]
Ayrica 01 Ocak 2009 tarihinden itibaren imalati ve ithalati yasaklanan aktif
maddelerin arasinda Mephosfolan insektistisi de bulunmaktadir. Avrupa
Birliginde’de “Out” olan ancak iilkemizde ruhsatli bulunan 135 bitki koruma {iriinii

aktif maddelerinden bdylece 75 adedi yasaklanmis ve 2009 yili sonunda 6 aktif



madde, 2010 yili sonunda ise geriye kalan 54 aktif madde de yasaklanacaktir
[http://www.zmo.org.tr/genel].

2.5. Pestisitlerin Cevreye Etkileri

2.5.1. Pestisitlerin yararlar

Pestisitlerin zirai miicadelede tarimsal alanda kullanimi ile ¢esitli canlilarin bu
tirlinlere verdigi zarar en aza indirilmeye calisilmaktadir. Bu kullanim sonucunda
elde edilen tarim iriinlerinin, hem miktar1 hem de kalitesinde bir artis
gozlenebilmektedir. Bu da dogal alanlarin tahribi sonucu olusturulan yeni tarim
arazilerine gerek duyulmayacagini diisiindiirmektedir. Pestisitler, insan ve hayvanlari
rahatsiz eden ve ¢esitli hastaliklarin tasinmasinda aracilik eden zararlilara kars: etkili
miicadeleyi saglamaktadir. Ayrica pestisitler {iretilen tarim {riinlerinde g¢esitli
asamalar1 Ozellikle de depolanmalar1 sirasinda bazi bakterilerin ve funguslarin
tiremesini  engelleyeceginden, bu canlilarin {iretti§i toksinlerin yayilmasini
engelleyici bir etkiye sahip oldugu sdylenebilir [Bulut ve Tamer, 1996; Giiler ve
Cobanoglu, 1997; Vural, 2005].

2.5.2. Pestisitlerin zararlar

Pestisitler, c¢evrede kalict olarak bulunmalar1 durumunda, yani cevreye zarar
vermeyecek ikincil metabolitlere parcalanmadan ortamda kalmalar1 ve bu miktarlarin
stirekli artis1 sonucu canlilar tizerinde akut, subakut ve kronik zehirlenmelere neden
olmaktadir. Bu zehirlenmelerin sonucunda mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
etkiler de gozlenebilir. Bunun yaninda ileriye yoOnelik kestirilemeyen olumsuz

sonuclarin dogacagi beklenilmektedir.

Pestisitlerin bilingsiz olarak kullanimi sonucunda, ilk kullanildigi andaki etkili
sonucu alabilmek i¢in daha sonraki uygulamalarda arttirilan kullanim miktar1 veya
daha etkin kimyasallarin kullanimina gerek duyulmasi beklenen faydanin tersi bir

sonu¢ ortaya koymaktadir. Ayrica pestisitlerin kullanimi ile cesitli canlilarin



ortamdan uzaklastirilmasiyla, bu canlilar ile beslenen diger canlilarinda olumsuz
etkilenmelerine yol agarak besin zincirinde kirilmalara neden olmaktadir
[Oztiirk,1997; Anonim, 2001; Delen ve ark., 2005; Vural, 2005; Soykan, 2007].

2.6. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Tarimsal alanda zirai miicadelede ve koruma amacgli kullanilan pestisitler cesitli

sekilde siniflandirilabilir;

Kullanmildiklar: zararlhh gruba gére

a) Insektisitler [Bocek oldiiriiciiler]

b) Fungisitler [Mantar oldiirtictiler]

c) Herbisitler [ Yabani ot oldiirticiiler]

d) Akarisitler [Oriimcekleri 6diirenler]

e) Bakterisitler [Bakterileri 6ldiirenler]

f) Afisitler [Yaprak bitlerini oldiirenler]

g) Rodentisitler [Kemirgenleri 6ldiirenler]

h) Nematisitler [Nematodlar1 6ldiirenler]

1) Mollusitler [Salyangoz 6ldiirenler]

j) Fungustatik [Mantar faaliyetini durduranlar]
k) Algisitler [Algleri 6ldiirenler]

1) Avisitler [Kuslar1 6ldiiren veya kagiranlar]
m) Repellent [Kagirma amagli]

n) Aktraktan [Zararli hayvanlar kendine ¢ekenler] [Giiler ve Cobanoglu, 1997].

Calismamizda genotoksik etkilerini incelemeyi amacladigimiz iki pestisit
insektisitler grubunda yer almaktadir. Bu nedenle insektisitler kapsamli olarak

anlatilmistir.



2.7. insektisitler

Insektisitler formiillerine gore birkag ana gruba ayrilmaktadirlar.

2.7.1. Klorlanmis hidrokarbonlar

Klorlanmis hidrokarbonlar, genellikle karbon-hidrojen igeren organik maddelerin
(alifatik veya aromatik) klorlanmasiyla elde edilir [Giindiiz, 1998]. Bu sekilde
formiile edilmis insektisitler, kimyasal stabiliteleri ve yagda ¢oziintirliiliikleri yiiksek,
biyotransformasyon ve yikimlar1 yavas, ugucu ozellikleri az olan insektisitlerdir.
Diklorodifeniltrikloreten (DDT) basta olmak iizere bazi klorlu hidrokarbonlar, tarim
ve saglik programlarinda uzun siireli kaliciliklar1 ve diger bilesiklere kiyasla daha az
akut toksisiteye neden olmalarindan dolay1 yaygin olarak kullanilmiglardir. Ancak
cevrede kaliciliklar1 sonucu besin zincirine karisip ¢evre sorunlarina yol agtiklari i¢in

kullanim alanlar1 sinirlanmistir [Echobichan, 1996; Marrs ve Dewhurst, 2000]

Kuslar basta olmak {izere birgok canlida yag dokusunda, karacigerde, bobreklerde,
sinir sistemi gibi yag birikimi yliksek diger dokularda da pestisit birikimi gbézlenmis
bunun sonucunda 8liime yol agtig1 belirlenmistir. Oliimle sonuglanmayan durumlarda
ise lireme sisteminde toksik etkiler meydana getirdikleri gdzlenmistir [European

Commission, 1990; Preziosi, 1998].

Bir¢ok zararli etkilerinden dolay1 organik klorlu pestisitlerin kullanimi T.C. Tarim
Koyisleri Bakanligi tarafindan yasaklanmistir. Bundan dolayr diger insektisit
gruplarindan karbamatlar ve organik fosfatli insektisitler daha yaygin bir sekilde

kullanilmaya baglamistir [Dikshith ve Raizada, 1990; Kaya ve ark., 1998].
2.7.2. Karbamat grubu insektisitler
Karbamat grubu pestisitler, karbomik asidin organik esterleri veya tuzlaridir.

Esterlesme hipotetik karbomik asit iizerindeki belli gruplar iizerinden yapilir.

Karbamatlar, baz1 6zelliklerinden dolay1 organofosfatlara benzerler fakat iki yoniiyle
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farklilik gostermektedirler. Birinci 6zellik asetil kolinesteraz enzimi ile kompleks
olusturabilen bazik o6zellikte bir azot grubu tasimalaridir. Organofosfath
insektisitlerde bu grup bazik pH’l1 olmamaktadir. Bu durumda iyonize olabilecekleri
icin boceklerin kutikulasina ve sinirlerin kilifina gecis yetenekleri 6nemli derecede
azalma gostermektedir. Ikinci 6nemli fark ise, kolinesteraz inhibisyonu esasina
dayanan etkilerinin hizli sekilde geri doniistimlii olmasidir [Yavuz ve Sanli, 1999].
Karbamat insektisitler, organik fosoforlu insektisitler gibi asetil kolinesterozin
inhibitorleridir. Asetilkolinesterazi inhibe ederek kolinerjik sinirlerde muskorinik ve
nikotinik stimulasyona neden olurlar. Karbamat insektisitlerinin asetilkolinesteroz
inhibisyonu kendiliginden ve hizli sekilde geri dondiirme etkisi oldugu i¢in toksik

etkisi kisa stirelidir [Johnson, 1970; Lima ve ark., 1991;Taylor ve ark., 1997].

2.7.3. Pyrethroit insektisitler

Bu gruptaki insektisitlerin kullanimi, 1880°1i yillarda Pyrethrum cinsine ait bazi
bitkilerin c¢iceklerinin ogiitiilmesi ile elde edilen piratrum ekstratindaki pirethrin
maddesinin insektisit olarak kullanilmasi ile baslamistir. Prethrum ekstratindaki
Pyrethrin I ve II bu ekstratin %73’nii olusturur. Dogal Pyrethrum’larin insektisit
olarak bir¢ok avantajlar1 bulunmaktadir. Bu avantajlari; genis spektrumlu olmalari,
memelilerde zehirliliklerinin ihmal edilebilir diizeyde olmasi ve dogal ortamda kisa
stirede pargalanmalaridir. Fakat iiretim maliyetinin yiiksek olmasi, {iretiminin stirekli
olmasindaki zorluklar dogal pyrethroitlerin kullanimin1 simirlamistir. Ticari olarak
pazarlanan tiim pyrethroit etkili maddeler lipofilik olup, suda coniiniirliikleri ve
buharlasma basinglart diistiktiir. Bu 6zelliginden dolay1 klorlanmig hidrakarbonlar
insektisit grubuna benzemektedirler. Ancak ester baglarinin hidrolizi veya
oksidasyonla oldukga kolay metabolize olmalarindan dolay1 benzer ¢evre sorunlarina

neden olmazlar [Unal ve Giirkan, 2001].

2.7.4. Organofosfat (Organikfosfor) grubu insektisitler

II. Diinya Savasi’ndan sonra tarimsal iiretimde zararlilarla savasta en Onemli

ilerlemeler organik fosforlu pestisitlerin iiretiminde ve kullaniminda olmustur. Bu
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pestisitlerin uygulanmasi kullanicilara pek ¢ok yarar saglamistir. Bu etkilerin ortaya
cikmasi ile birlikte zararlilarla miicadelede organik fosforlu insektisitler liretilmeye
ve kullanilmaya baslamis ve 1980’11 yillarin bagindan itibarende kullanimi biiyiik

Olciide artig gostermistir [Klassen ve ark., 2001; Daglioglu, 2004; Vural, 2005].

Organik fosforlu insektisitler, fosfor atomuna ¢ift bag ile bagli atomun oksijen ya da
silfir olmasina bagli olarak sirasiyla “fosfatlar” ya da “tiyofosfatlar” diye
adlandirilirlar [Ballantyne ve Marrs, 1992]. Organik fosforlu pestisitler bir grup
Alman kimyaci tarafindan sentezlenmislerdir. Giiniimiizde kullanilan organik
fosforlu bilesikler soman, sar1 ve tabun gibi toksik sinir gazlarinin en az 4. kusak

tiirevleridir [Echobichan, 1996].

Organik fosforlu pestisitler dogrudan ya da “okso”sekline metabolize olduktan sonra
aktivite kazanarak asetilkolin esterazi inhibe ederler. Bu etki boceklerde oliimle
sonuglanirken memelilerde temas diizeyine bagli degisen siddette zehirlenmelere ve
Olimlere yol acabilmektedir. Bocek ve memelilerde sinir uglarinda asetilkolin
birikimine yol agarlar [Plestina, 1984; Lima ve ark., 1991; Echobichan,1996; Marrs
ve Dewhurts; 2000].

Organofosfatli pestisitlerin alkilleyici ajanlar olduklar1 bilinmektedir. Protein
alkillenmesi yoluyla direkt veya indirekt olarak DNA bazlarinin alkillenmesi DNA
parcalanmasima sebep olmaktadir. [Rahman ve ark., 2002]. Wild (1975),
organofosfatlarin fosforlu yapisinin niikleofilik saldirilar i¢in 1iyi bir substrat
oldugunu gostermistir. Bu durum DNA hasarimin  gostergesi olan DNA

fosforilasyonunun belirteci olabilir [Wild, 1975].

2.8. Mutajenite testleri

Mutajen ve kanserojenlerin genotoksik risklerini belirlemede kullanilan en hassas

yontemler, periferal kan lenfositlerinde uygulanan kromozom anormalligi testi (KA),

kardes kromatid degisim testi (KKD), mikroniikleus testi (MN) ve comet testidir
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[Anderson, 1988; Carrano ve Natarajan, 1988; Heddle ve ark., 1991; Tucker ve ark.,
1993; Hagmar ve ark., 1994; Fenech, 2002].

Cok sayida in vivo ve in vitro galismalarindan elde edilen sonuglar sitogenetik
hasarlarin kimyasallara, iyonize ve non iyonize radyasyona maruziyet sonrasi
olustugunu gostermektedir. Kanser hiicrelerinin incelenmesi sonucunda bu
hiicrelerde de sayisal ve yapisal anormalliklerin meydana gelmis oldugu

belirlenmistir [Tucker ve Preston, 1996; Albertini ve ark., 2000].

Sitogenetik testler kimyasallarin toksisitesi sonucu olusan hasarlarin kromozomal
seviyede belirlenmesini saglamaktadir. Ayrica ekolojik ve c¢evresel izleme
degerlendirmede de kullanilmaktadir [Tucker ve Preston, 1996; Kirsch-Volders ve
Fenech, 2001]. Bu degerlendirmelerde genel olarak, in vitro testlerde insan
lenfositleri ve hiicre hatlari, in vivo testlerde ise rodent kemik iligi kullanilmaktadir

[Dean ve Danford, 1984; Mateuca ve ark., 2006].

2.8.1. Kromozomal anormallik (KA) testi

Kromozom anormallikleri genotoksik ajanlara maruz kalinmasindan sonra ortaya
¢ikan 6nemli biyolojik sonuglardan birisidir [Obe ve ark., 2002]. Kromozom sayisi
ve yapisindaki degisimlere kromozom anormallikleri denmektedir. Kromatid kirigi,
kromozom ki, fragment, disentrik kromozom, halka kromozom, kardes
kromatidlerde birlesme, translokasyon, inversiyon ve izokromozomlar yapisal
kromozom anormallikleridir. Poliploidi ise sayisal kromozom anormalligidir. Bazi
arastirmacilar tarafindan kromozom anormalligi olarak kabul edilmeyen gap ise
DNA’nin spiral ¢oziinmesi sonucu olusan ve boyanmayan kromozom bdlgeleridir

[Dean ve Danford, 1984; Natarajan, 2002; Mateuca ve ark., 2006].

Kromozom anormallik testi, memeli hiicre Kkiiltiirlerinde ¢evresel mutajenleri
belirlemede en kolay ve en hassas uygulanabilen yontemlerden biridir. Bu test hem
in vivo hem de in vitro olarak uygulanabilmektedir. Mesleki ya da gevresel olarak

maruz kalman genotoksik maddelerin biyolojik etkilerini degerlendirmede en fazla
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kullanilan yontemdir. Genetik hasarin boyutunu saptamaktadir. Yapisal degisimler,
mitotik metafaz kromozomlarinda degerlendirilmektedir [Cakmak, 2000]. Yapilan
epidomiyolojik c¢alismalara gore periferik kan hiicrelerinde meydana gelen
kromozomal anormallik frekanst yiiksek olanlarda kanser gelisim riski

bulunmaktadir [Bonassi ve ark., 1995; Hagmar ve ark., 1998].

Vries adli arastirmaci Oenothera’da ilk kez 1918 yilinda translokasyon tipi
anormalliklerin varligini saptayarak kromozom yapisinda olusabilecek degisimleri
kanitlamistir [Vries, 1918]. Morgan (1922) ve Bridges (1923) ise ilk kez
Drosophila’da translokasyon ve inversiyon tipi anormallikleri gozlemlemislerdir
[Morgan, 1922; Bridges, 1923]. Disentrik ve halka olusumu gibi kararsiz
anormalliklerin McClintock’un 1942°de musirda yaptigi calismalar sonucunda,
genetik materyalin kirilmasi, birlesmesi ve koprii olusumu sonucu meydana geldigi

saptanmigtir [Natarajan, 2002].

Yapisal kromozom anormalliklerinde eger kromozomun tek bir kolunda kopma
meydana gelirse kromatid kirgi, eger iki kromatidinde aymi bolgeden kirilmalar
olusuyorsa buna da kromozom kirig1 adi verilmektedir. Iyonize 1sinlar gibi ajanlar
hiicre G1 sathasinda iken etki ederse kromozom tip aberasyonlar, eger hiicre G2
sathasinda iken etki ederse kromatid tip aberasyonlar meydana gelebilir. Iyonize
1sinlar, S safhasinda iken etki ederse her 2 tip aberasyon da olusabilir [Natarajan ve
Obe, 1982]. Eger kromozomda terminal delesyon olusmussa kirilan parca ilk
mitozda asentrik fragment seklinde goriilmektedir. Kromozomun kromatid uglarinda
meydana gelen kirilmalar sonucu iki kromatidin birlegsmesi gerceklesebilmektedir.
Homolog olmayan kromozomlar arasinda ise karsilikli par¢a degisimi meydana
gelebilir. Bu degisime de translokasyon denir. Farkli kromozomlar arasinda simetrik
par¢a degisiminde bir sonraki mitozda goriilebilir bir degisiklik olmaz iken, asimetrik
par¢a degisiminde bir sonraki mitozda disentrik kromozom ve fragment goriilebilir

[Muranli, 2006].

Gap, kromozomlarda kromatid kalinligina esit ya da daha dar boyanmamis

(akromatik) bolgelere denmektedir. Kromozomdaki boyanmamis bolge kromatid
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kalinligindan fazla ise kromatid kirig1 olarak adlandirilmaktadir [Topaktas ve
Renciizogullari, 1995]. Elektron mikroskobi ¢alismalarinda, gap bdlgelerinde DNA
baglantisinin oldugu saptanmistir [Natarajan ve Obe, 1982]. Kromozomlarin olmasi
gerekenden cok fazla kisa boylu ve kalin olarak gozlenmesi ise kromozom
kontraksiyonu olarak adlandirilmaktadir. Bu olay kimyasal maddelerin histon

proteinlerine etkisi oldugunu diistindiirmektedir [Topaktas ve Renciizogullari, 1995].

2.8.2. Kardes kromatid degisimi (KKD) testi

Kardes kromatid degisimi, bir kromozomun kromatidleri arasinda olusan resiprokal
degisimdir. Kromozomun morfolojik yapisinda herhangi bir degisim
goriilmemektedir. Karsilikli  degisimler kromatidlerin homolog kisimlarinda

olusmaktadir [Rooney ve Czepulkowski, 1992].

KKD ilk kez 1958’de J.H. Taylor tarafindan otoradyografi kullanarak trityum isaretli
bitki kromozomlarinin incelenmesiyle gosterilmistir. Zakhorov ve Egolina, 1972
yilinda, 5-BromodeoxyUridin (5°-BrdU) yontemini gelistirmislerdir. Daha sonra Latt
adli arastirmaci ise floresan boya olan Hoechst 33258 ile kardes kromatidlerin farkli

boyandigini géstermistir [Mader, 1997].

Kimyasal maddelerin in vitro etkilerini ya da maruziyet sonucu olusan etkileri
belirlemede KKD testi yaygin olarak kullanilmaktadir. KKD, DNA kirilmalarin1 ve
yeniden birlesmelerini kapsayan homolog bolgelerdeki DNA’larin  karsilikli
degismelerini gostermektedir. Birgok calisma  mutajenlerin  birgogunun KKD
frekansini arttirdigini gostermistir [Topaktas ve ark., 1990; Soloneski ve ark., 2001;
Celik ve ark., 2004; Feng ve ark., 2005; Aksoy ve ark., 2006; Yiizbasioglu ve ark.,
2006].

BrdU, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazinin analogudur. KKD testinde kardes
kromatidleri belirlemede kullanilmaktadir. Kiiltiir ortamina ilave edilen BrdU yeni
sentezlenen DNA ipliginde timin bazinin yerine ge¢mektedir. Her sentezde yeni

iplikte timin yerini BrdU alacaktir. Daha sonra UV 1s1g1na maruz birakilip ardindan
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Giemsa ile boyandiginda DNA’nin  yapmis oldugu karsilikli  degisimler
gbzlenebilmektedir [Parlak, 2007]. Baz: alkilleyici ajanlar KKD’yi artirabilir fakat
hicbir etki de gozlenmeyebilir. Bu yiizden diger sitogenetik testler ile birlikte

degerlendirilmesi gerekmektedir.

2.8.3. Mikroniikleus (MN) testi

Mikrontikleuslar (MN), hiicrede mitoz boliinme sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, anafazda kutuplara c¢ekilememis kalgin kromozom veya
asentik kromozom fragmentlerinden kdken alan olusumlardir [Ford ve ark., 1988;
Vanderkerken ve ark., 1989; Vanparys ve ark., 1990; Zijno ve ark. 1994]. MN testi,
cesitli kimyasallarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin  dolayli  gostergesi olarak degerlendirilmektedir. MN’ler
klastojenlerin etkisiyle olusan kromozom kirig1 sonucu ayr1 kalan asentik
fragmentlerden ya da andjenlerin neden oldugu sentromer boliinme hatalar1 ve ig
ipligi fonksiyon bozuklugu sonucu anafaz sirasinda geri kalan tam bir kromozomdan

olusmaktadirlar [Fenech ve Morley, 1985b].

Mikroniikleus ilk kez Howell tarafindan eritrosit sitoplazmasinda gézlenmistir. Bu
yapilara “niikleer materyal fragmenti” denmistir. 1900°1i yillarin basinda ise
“Howell-Jolly” olarak bilinmistir. Benzer yapilar 1937°de Brenneke adli arastirmaci
tarafindan fare ve sican embriyolarinda, 1951 yilinda ise Thoday tarafindan Vicia
faba’da gosterilmistir [Kirsch-Volders ve ark., 2003]. Evans ve arkadaslar1 1959
yilinda radyasyona maruz birakilan Vicia faba kok uclarinda goézlemledikleri
MN’leri asentrik fragmentlerden kdken aldiklarini ve mitozun son asamasinda iki
yavru ¢ekirdekten ayrilarak olustuklarini belirtmislerdir [Evans ve ark., 1959]. Boller
ve Schmid 1970’te ve Heddle 1973 te kimyasal maddelerin genotoksitesini 6l¢gmede
kemik iligi eritrositlerinde MN olusumlarini degerlendirmislerdir [Boller ve Schmid
1970; Heddle, 1973]. Countryman ve Heddle 1976 yilinda yaptiklart ¢aligmada
kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir

test olarak kullanmaya baslamislardir [Countryman ve Heddle, 1976].



16

Daha sonra modifiye edilen metotlarla andploidiye neden olan kimyasallar ile
klastojeniteye neden olan kimyasallar1 ayirt etmek i¢in MN biiyiiklik farkindan
yararlanmislardir. Klastojenlerce uyarilan MN’lerin asentrik kromozom fragmenti
icerdiklerinden dolay1 kii¢iik, anojenlerce uyarilan MN’lerin tam kromozom
icerdiklerinden daha biiylik oldugunu belirtmislerdir [Von Leederbur ve ark., 1973;
Countryman ve Heddle, 1976; Hogstedt ve Karlsson, 1985]. Richard ve arkadaslar
(1994) tarafindan floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi ile MN’leri olusturan

kromozomlarin her birinin belirlenmesi saglanmistir [Richard ve ark., 1994].

Sitokinezi Durdurulan Mikroniikleus Metodu (Cytokinesis-Blok)’'nu Fenech ve
Morley gelistirmistir. Bu metot ile Cytochalosin-B (Cyt-B) hiicre kiiltiir ortamina
ilave edilerek cekirdek boliinmesini tamamlamig, ancak sitoplazmik boliinmesini
gerceklestirememis ¢ift ¢ekirdekli hiicreler elde edilmistir [Fenech ve Morley 1985a
ve 1986]. Cyt-B, sitokinez esnasinda ayrilmamis ¢ekirdekler arasindaki sitoplazmayi
daraltan mikroflament halkanin olugmasi i¢in gerekli olan aktin polimerizasyonun bir
inhibitéridiir [Carter, 1967]. Mikroniikleuslar sadece bu sitokinezi durdurulmus
biniikleer hiicrelerde sayilmaktadir. Boylece hiicre boliinme kinetiginde farkliliklar
olan hiicre populasyonlar1 arasinda kromozom hasarinin karsilagtirilmasinda

giivenilir bir metot olarak kullanilmaktadir [Fenech ve Morley, 1985 a,b].

Mikroniikleuslarin degerlendirilmesinde kullanilan dlgiitler sunlardir:

a) MN esas cekirdek ile ayn1 yapida olmalidir

b) MN esas cekirdekten kiiclik olmali ana ¢ekirdegin 1/16°s1 ile 1/3’{i arasinda bir
biiyiikliige sahip olmalidir.

¢) Ana gekirdege niikleoplazmik koprii ile bagli olmamalidir.

d) Biniikleer hiicre sitoplazmasi i¢inde yer almalidir

e) MN esas cekirdekten ayri, yuvarlak veya yaklasik yuvarlak sekilde goriilmelidir.

f) Niikleer olmayan partikiillerden farkli olarak 15181 yansitmamalidir ve niikleer

kisimla ayni renkte gozlenmelidir [Fenech, 1993].
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2.8.4. Comet Testi

Genlerde DNA molekiilleri ile toksik ajanlarin (genotoksin) etkilesmesi sonucu

olusan genotoksisiteyi belirlemede kullanilan diger bir yontem Comet teknigidir.

Tek hiicre jel elektroforezi (Single cell gel electrophoresis, SCGE) veya Comet
teknigi, memeli hiicrelerindeki DNA hasarin1 6lgmek ve analiz etmek amaciyla
kullanilan hizli, basit ve duyarli bir tekniktir. Comet teknigi, genetik toksikolojide
bircok alanda kullanilmaktadir [McKelvey-Martin ve ark., 1993].

DNA kiriklarinin belirlenmesi ilk olarak 1978 yilinda hiicrelerin lam iizerinde agara
gomiilmesi ve DNA ag¢ilimini saglamak i¢in hafif alkali sartlarda liziz edilmesi ile
olmustur. Daha sonra 1984°te Ostling ve Johnson agarozda gomiilen hiicreleri lam
lizerine yayarak yiiksek tuz ve deterjanla liziz etmisler ve ardindan elektroforeze tabi
tutmuglardir. Akridin oranj gibi DNA baglayic1 floresan boyasiyla boyamiglardir.
Elektroforez islemi sonunda hasarli DNA c¢ekirdekten anoda dogru goé¢ ederek
kuyruklu yildiz (comet) goriintiisiiniin olusmasina neden olmustur. Bu nedenle
hasarl hiicrelere “comet” ad1 verilmistir [Ostling ve Johnson, 1984; Kassie ve ark.,

2000].

Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilen bu yontem noétral pH’daki lizing sartlar
uygulanarak DNA c¢ift sarmal kiriklarini tayin edilebilmekteydi [Kassie ve ark.,
2000]. Bu nedenle bu teknik daha sonra 1988’de Singh ve arkadaslar1 tarafindan
alkali kosullarda yapilarak degistirilmis ve sadece DNA tek sarmal kiriklarinin
belirlenmesini saglayan teknik gelistirilmistir. Bu teknik ayrica DNA c¢apraz
baglarinin ve tamamlanamamis ekzisyon tamir bolgelerinin tespitinde de

kullanilmaktadir [Singh ve ark., 1988].

Toksik ajanlarin meydana getirdigi DNA tek sarmal kiriklariin belirlenmesi i¢in ¢ift
sarmalin agilmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in de denatlirasyon, ¢ift sarmalin
¢oziilmesi ve tek sarmal kiriklarinin yaninda sadece alkali ortamda agiga c¢ikan

kiriklarin (alkali labile sites) tespiti i¢in yiiksek pH’dan yararlanilmaktadir [Fairbairn
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ve ark., 1995]. Notral sartlarda kuyruk kisminda sadece gevsek iplikcikler varken
DNA pargaciklarinin alkali ortamda goézlendigi belirtilmistir [Lima ve ark., 1991;
Klaude ve ark., 1996; Collins ve ark., 1997; Marrs ve Dewhurst, 2000].

Singh ve arkadaglarinin modifiye ettikleri comet tekniginde de hiicreler agara
gémiiliir ve DNA’nin denatiire olmasi ve hiicrelerin lize edilmesi i¢in en az bir saat
kadar alkali ¢ozeltide bekletilir. Daha sonradan DNA’nin negatif yiiklii olan kirik
uclar pozitif yiikke dogru elektroforez islemi boyunca gog¢ ederler. Bunun sonucunda
da kuyruklu yildiz goriinlimii goézlenir. DNA’da olusan diisiik hasarlar seviyesinde
gbcten cok yayilma gozlenirken, hasar artmasi ile DNA parcalar1 kuyruga dogru goc
etmeye baglar ve ¢ok hasarli hiicrelerde (apoptotik) bas ve kuyruk tamamen ayri

gbzlenir [Fairbairn ve ark. 1995].

Comet tekniginde hasarli hiicrelerde ¢ekirdek parlaktir ve floresan siddeti bas tarafta
yogundur ancak DNA’da kiriklar meydana geldiginde floresan siddeti ¢ekirdekten
kuyruga dogru siddetlenir. Bu test sisteminde hasarli hiicrelerde bas kismindan
kuyruga gecis oldugundan dolayi, DNA hasarinin kantitatif olarak tayin edilmesinde
kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu 6nemli parametrelerdir [McKelvey-Martin ve

ark., 1993].

Comet teknigi diger sitogenetik analiz yontemlerine gore bir takim avantajlara

sahiptir:

—

Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir.
Hassas ve giivenilir bir yontemdir.

Hizl1 sonug elde edilebilen bir tekniktir.

el

Hiicrelerdeki DNA kiriklariin gorsel olarak belirlenmesini saglamaktadir [Olive

ve ark., 1990; Fairbain ve ark., 1995].

Comet tekniginde DNA hasar1 gozle degerlendirilebildigi gibi goriintii analiz

sistemleri de kullanilmaktadir.
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2.9. Acephate’in Canhlar Uzerindeki Etkisi
Acephate tiitlinde yaprak bitine, pamukta ise pamuk yaprak piresine, lepidopterus

larvasina kars1 kullanilan organofosfatl bir insektisittir [Tomlin, 2003].

Acephate kolin asterazi inhibe eden norotoksik bir ajandir [Farag ve ark., 2000a].
Ayrica kontak ve sistemik etkili bir insektisittir [Mahajna ve ark., 1997]. Acephate
biyoaktivasyona ugradiktan sonra Methamidophos adi verilen bir baska metabolite
parcalanmaktadir. Methamidophos da boceklere karsi kullanilan organofosfatli bir
insektisit olan asetilkolinesteraz inhibiitorii noérotoksik bir ajandir [Poovala ve ark.

1998].

Farag ve arkadaslarinin (2000a) yaptiklar1 ¢alismaya gore Acephate’in uygulandigi
erkek farelerde 28 mg/kg/giin dozda kolinerjik etkiler gozlenmistir. Sadece bu grupta
beyin ve kaslarda asetil kolinesteraz aktivitesi 6nemli derecede azalma gdstermistir

[Farag ve ark., 2000a].

Acephate’in  histolojik ve gelisim toksisitesi gosterdigine dair ¢alismalar
bulunmaktadir. Farag ve arkadaslar1 (2000b) Acephate’in erkek ratlarda sperm
morfolojisine ve dokulara etkisini aragtirmiglardir. Tiim uygulama dozlarinda (7, 14,
28 mg/kg/glin) Acephate sperm morfolojisinde herhangi anormallige neden olmaz
iken 14 ve 28 mg/kg/giin dozlarda sperm canliliginda ve sayisinda azalma
gozlenmistir. Doz artisina bagli olarak kas ipliklerinde de dejenerasyona neden

olmustur [Farag ve ark., 2000b].

Spassova ve arkadaglarinin (2000) yapmis olduklari bir bagka calismaya gore
Acephate ve Methamidophos enjekte edilen ratlarda 45 dakika sonra
asetilkolinesteraz inhibisyonu gozlenmis kan, karaciger, beyin ve adrenal bezlerde
ise histolojik hasara yol agmistir. Ayrica serumdaki aminoasit ve kan hormonlarinda

da degisiklige neden olmustur [Spassova ve ark., 2000].

Gelisim toksisitesini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada ise hamile farelere gavaj

yoluyla 7, 14 ve 28 mg/kg/giin dozlarinda Acephate verilmistir. Uygulanan bu
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dozlardan 28 mg/kg/giin dozunda gebeligin 6, 15 ve 17’inci gilinlerinde alinan
yavrularin organ agirliklarinda azalig, iskelet bozukluklari, fetal agirliklarinda ve
canli fetus sayisinda azalma gozlenmistir. Sonug olarakta Acephate’in 28 mg/kg/giin
dozunun maternal ve gelisim toksisitesine neden oldugu belirlenmistir [Farag ve ark.,

2000b].

Acephate ve metaboliti olan Methamidophos ile yapilmis genotoksisite ¢aligmalari
da bulunmaktadir. Carver ve arkadaglarinin (1985) yaptiklar1 ¢alismada, Acephate
insektisitinin teknik formunun in vivo fare kemik iliginde bulunan polikromatik
eritrositlerde KKD (10, 29, 96 mg/kg), MN (11,2, 37,3, 112 mg/kg), KA (75, 150,
300 mg/kg) olusumu iizerine etkileri incelenmistir. KKD artigina neden olmadigi
belirlenmig, MN ve KA olusumunda anlamli artiglar elde edilememistir. Ayrica 20
glin boyunca 2,5 mg/kg doza maruz birakilan maymunlarda periferal lenfositlerde
KA oranin istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermedigi belirlenmistir [Carver ve

ark, 1985].

Garrett ve arkadaglarinin (1986) yaptiklar1 ¢alismada Acephate’1 da igeren 65 tane
pestisitin cesitli testler ile genotoksik etkisine bakilmis olup, bu testler sonucunda
Acephate genotoksik etki bakimindan pozitif sonuglar vermistir [Garrett ve ark,

1986].

Organofosfatli bir insektisit olan Acephate’in in vivo etkisini incelemek i¢in fare
kemik iligi hiicrelerinde kromozomal anormallik testi kullanilmustir. intraperitonal
yolla farelerde 5 kez 50 mg/kg’lik dozlar 24 ve 120 saat boyunca uygulanmus, elde
edilen sonuglarda da fare kemik iliginde kromozomal anormallik miktarinda anlamli
bir artisa neden oldugu bildirilmistir. Tiim uygulamalarda doza bagl bir artis

gbzlenmistir [Behera ve Bhunya, 1989].

Rahman ve arkadaslarinin (2002) Acephate’n in vivo genotoksik etkisini incelemek
amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda comet testi kullanilmistir. 12,25; 24,5; 49; 98; 196
ve 392 ng/kg dozlar1 24, 48, 72 ve 96 saatlik siirelerle farelere oral olarak verilmistir.

Uygulamalardan sonra farelerden alinan 16kositlerin canlilik diizeylerine bakilmis ve
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hiicre canliliginin %92 ile %96 arasinda degistigi gozlenmistir. 24 ve 48 saatlik
siirelerde uygulanan tiim dozlarda comet kuyruk uzunlugunun onemli derecede
arttirdigr gézlenmistir. 72 ve 96 saatlik siirelerde comet kuyruk uzunlugundaki artis

diismektedir ve bu siireler boyunca hasarli olan DNA’nin onarildig: diisiiniilmektedir

[Rahman ve ark, 2002].

Wang ve arkadaglari (2003) Acephate’t iceren methoxyphosphinyl insektisitinin
genotoksik etkisini belirlemede Cin Hamster Ovaryum (CHO) hiicre hatlan
kullanmiglardir. Methoxyphosphinyl insektisitinin i¢inde ayrica organofosfath
insektisit olan Dichlorvos, Monocrotophos, Methamidophos ve Trichlorfon
bulunmaktadir. Bu insektisitlerin her birinin farkli dozlarinin CHO hiicrelerinde
KKD ve KA frekanslari incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére KKD olusumunu
en fazla artiran insektisitler sirasiyla Acephate, Trichlorfon, Monocrotophos,
Methamidophos ve Dichlorvosdur. KA testi sonuglari incelendiginde ise Dichlorvos
ve Methamidophos en fazla KA olusumuna neden olurken Monocrotophos ve
Acephate siipheli pozitif etki gostermis, Trichlorfon ise herhangi bir etki
gostermemistir [Wang ve ark., 2003].

Das ve arkadaslarinin (2007) Acephate insektisitinin de dahil oldugu 4 organofosfatl
insektisitin kiiltlire edilmis periferik insan lenfositlerinde genotoksisitesini belirlemek
icin yapmis olduklar1 ¢alismada comet test yontemi ile apoptosis ve nekroz olusumu
incelenmistir. 1 saat siireyle Acephate maruz birakilan insan lenfositlerinde doza
bagh olarak (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ve 1 uM) apoptoz ve nekroz artis1 gézlenmistir [Das
ve ark., 2007].

Kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde yapilan bir baska calismada Acephate’in
kromozomal anormallige ve comet olusumlar iizerine etkisi incelenmistir. Yapilan
bu calismada doza bagl olarak kromozom anormalligi frekansi artis gdstermistir.
Comet testi sonuglarina gore ise 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 um dozlarinda comet kuyruk
uzunlugu artis gostermis, 8, 9 ve 10 um dozlarinda ise nekroz olusumuna neden

oldugu gozlenmistir [Das ve ark., 2008].
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Vicia faba bitkisinin kok hiicrelerinde etkisi incelenen Acephate, bu bitkide

kromozomlarda klastojenik ve fizyolojik etkilere sebep olmustur [Kergommeaux ve

ark, 1983].

Acephate insektisitinin metaboliti olan methamidophosun genotoksik etkisini
arastirmak tizere rat kemik iligi hiicrelerinde KA ve MN testi uygulanmistir. Ratlar
2,5 ve 5 mg/kg Methamidophos’a 90 giin boyunca maruz birakilmistir. KA ve MN
olusumlari doza bagli olarak bir artis gdstermistir. Ayni ¢alismada Salmonenalla
TA98 ve TA100 suslari Methamidophos insektisiti ile muamele edilmis ve bu

suslarda doza bagli olarak geri mutasyonlar gozlenmistir [Karabay ve Oguz, 2005]

Acephate ile yapilan kromozomal anormallik, mikroniikleus ve dominant lethalite
testleri sonucunda CHO hiicrelerinde, fare kemik iligi hiicrelerinde, fare lenfoma
hiicrelerinde, maymun lenfoma hiicrelerinde, maymun l6kositlerinde pozitif sonuglar
elde edilmistir [Simmon ve ark., 1978; Jones ve ark., 1984; Jena ve Bhunya, 1994;
Hour ve ark., 1998].

2.10. Mephosfolan’in Canhlar Uzerindeki EtKisi

Mephosfolan pamukta pamuk yaprak kurdu ve pamuk yaprak biti, soyada thrips ve
yaprak kurdu; misirda kogan kurdu ve misir kurduna karsi kullanilan organofosfatli

bir insektisittir.

Ticari ad1 Cytrolone olan Mephosfolan’in ticari formu ile yapilan ¢aligmada arpa
(Hordeum vulgari L.) tohumlart 0,1; 0,01 ve 0,001 M dozlar1 ile 2 saat siireyle
1slatma yontemiyle muamele edilmistir. Sonucta, yiiksek dozlarin diisiik dozlara gore
arpa kok uclarinin biiylimesini engelledigi goézlenmistir. Ayrica kok uclarinda
yapilan incelemelerde doz artist sonucunda mitotik indeks degerlerinde diigme
gbzlendigi belirlenmistir. Bu diisiisiin sebebinin hiicresel ATP ve cAMP miktarinda

azalmaya bagli oldugu belirtilmistir [El-Sadek ve Amin, 1985].
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Mephosfolan insektisitinin canlilar {izerindeki etkisi ile ilgili baska bir ¢alismaya

rastlanmamustir.

2.11. Cesitli Materyal ve Deney Sistemleriyle Yapilan Genotoksik Arastirmalar

Pestisitlerin genotoksik etkilerinin incelendigi cesitli ¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalar sonucunda bir¢ok pestisitin in vivo ve in vitro sistemlerde mutajenik
oldugu gosterilmistir [Balaji ve Sasikala, 1993; Bhunya ve Jena, 1993; Giri ve ark.,
2002a; Bolognesi, 2003].

Organofosfatli insektisit olan Metil parationun 0,04; 0,05 ve 0,16 mg/ml ve
Kuinolfosan 0,1; 0,2 ve 0,4 ug/ml dozlar1 insan periferal lenfositlerine uygulanmistir.
24, 48 ve 72 saat sonra incelenen lenfosit kromozomlarinda sayisal ve yapisal
hasarlarda artis gozlenmistir [Rupa ve ark., 1990]. Ayni insektisitin fare kemik iligi
hiicrelerindeki kromozomlara etkileri incelenmis ve bu insektisitin kromozomal
hasar artirdig1 gozlenmistir [Kurinny, 1975]. Bir bagka ¢alismada ise fare kemik iligi

hiicrelerinde mikroniikleus olusumunu artirdigi belirtilmistir [Mathew ve ark., 1990].

Malathion insektisitinin insan lenfosit kiiltiirlindeki etkisini incelemek amaciyla
KKD ve KA testi uygulanmistir. Bu uygulama sonucunda bu organofosfath
insektisitin kromotit ve izokromatit gap ve yariklara ve KKD frekansinda da artiglara

neden oldugu belirlenmistir [Balaji ve Sasikala, 1993].

Organofosfatl insektisit olan Rotenone’un genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla
kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde KKD, KA ve MN testleri uygulanmustir.
Rotenone’in insan lenfositlerine in vitro kosullarda uygulanmasi sonucunda KKD ve
KA frekanslarinda kontrole gore anlamli bir artisa neden olmaz iken, MN frekansinin

kontrole gore anlaml diizeyde artisina neden olmustur [Guadaio ve ark., 1998].

Organofosfatl insektisitlerden Metil paration (PT), Metil paraxoan (PO) ve Dimefox
(DF) bilesiklerinin karaciger Hep G2 hiicrelerinde comet testi yapilmistir. HepG2

hiicrelerinin 4 ve 24 saatlik ilaclara maruz birakildiktan sonra yapilan comet testi
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sonuglara gore, PO’1n sadece 100 pug/mL’de DNA hasar1 olusturdugu gézlenmistir.
PT’na 4 saat maruz kalan hiicrelerde 100 pg/mL’lik dozda DNA hasar1 tesbit
edilirken 24 saatlik maruziyet de ise 1, 10 ve 100 pg/mL’lik dozlarda DNA hasari
belirlenmistir [Hreljac ve ark., 2008].

Metil paration insektisiti ile yapilan comet testi sonuglarina gdére bu insektisitin
yiiksek dozlarinin kiiltiire edilmis insan lenfostilerinde 6nemli derecede DNA

hasarma neden oldugu tespit edilmistir [Undeger ve Basaran, 2005].

Feng ve arkadaslarinin (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada Imidacloprid ve RH-5846
insektisitlerinin insan lenfositlerinde comet testi, KKD ve MN testleri yapilmistir.
KKD ve MN testlerinde en diisiik dozlarda (Imidacloprid i¢in 0,005 mg/L, RH-5846
icin 5 mg/L) negatif kontrole goére herhangi bir artis gostermezken, diger tiim
dozlarda (Imidacloprid icin 0,01 ve 0,5 mg/L, RH-5846 icin 25 ve 100 mg/L )
onemli diizeyde bir artis gdzlenmistir. Bu artis her iki pesitisit i¢in de doza baghdir.
Comet testi sonuglarinda ise DNA hasar1 artis1 gozlenmis ve bu artisinda yine doza

bagli oldugu belirlenmistir [Feng ve ark., 2005].

Malaria hastaligina kars1 ilaglamada 5 yil boyunca ¢alisan iscilerde organofosfath bir
insektisit olan Baytex-100 maruziyeti sonucu olusabilecek genotoksik hasar
arastirilmistir. KKD frekansinda artis, MI degerlerinde Onemli diizeyde disiis
gozlenmistir. KA testinde ise kromatid kirigi kromozom kirigi, halka kromozom,
asentrik fragment, disentrik kromozom, gap, translokasyon ve izokromatid degisimi

belirlenmistir [ Yadav ve Kaushik, 2002].

Dinocap fungisiti, insan lenfosit kiiltiiriine 24 ve 48 saat siireyle 5, 10, 15 ve 20
ppm’lik dozlarda uygulanmistir. Mitotik indeks biitiin uygulamalarda kontrole gore
onemli Olciide azalmistir fakat replikasyon indeksinde onemli bir degisime sebep
olmamigtir. Biitlin doz ve uygulama siireleri anormallik oranimmi 6nemli Slglide
artirmistir. En yaygin olarak gézlenen kromozomal anormallikler; kromatid kirigi,

fragmentler, halka kromozomlar, kardes kromatidlerde birlesme, disentrik
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kromozomlar, kromatidlerde degisme, poliploidi ve gaptir. KKD, 48 saatlik
uygulamalarda 6nemli 6l¢iide artmistir [Celik, 2003].

Yiizbasioglu ve arkadaslarinin (2006) yapmis olduklar1 g¢alismada Afugan’in
genotoksik etkilerinin insan lenfositlerinde belirlenmesi i¢in kromozomal anormallik,
kardes kromatilerde degisme ve mikroniikleus testleri uygulanmistir. Afugan
kromozom anormallik frekansini 5, 10 ve 20 pg/ml’lik dozlarda énemli diizeyde
artirmigtir.  Kardes kromatitlerde degisim testi ve mikroniikleus testlerinin
sonuglarina gore tiim uygulama siirelerinde (24 ve 48 saat) ve tiim dozlarda (2,5; 5;
10 ve 20 pg/ml) negatif kontrole gore artis oldugu belirlenmistir. Tiim testlerdeki
artislar doza baghdir. Bu nedenle Afugan’in insan lenfositlerinde klastojenik ve

sitotoksik bir etkisi olabilecegi vurgulanmistir [Yiizbasioglu ve ark, 2006].
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kromozom incelemesi icin materyal

Bu aragtirmada Acephate ve Mephosfolan tarafindan olusturulan genetik hasarlarin
incelenmesi amactyla insan periferal kanindan elde edilen lenfositler kullanilmustir.
Sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, herhangi bir saglik problemi olmayan ve herhangi
bir genotoksik ajana maruz kalma 6ykiisii bulunmayan 24-25 yaslarinda bir bayan ve

bir erkek bireyden kan temin edilmistir.
3.1.2. Test materyali

Bu arastirmada test materyali olarak kullanilan Acephate (Katalog No: 30560—-19-1)
ve Mephosfolan (Katalog No: 950-10-7) Dr. Ehranstorfer GmbH firmasindan temin

edilmistir.

Acephate

Acephate kat1 beyaz toz yapisinda bir maddedir. Molekiil formiili C4H;(NO;PS,
kimyasal ad1 O,S-dimethyl acetylphosphoramidothiolate, molekiiler agirligr 183,16
gr/mol (saflig1 %99,0)’diir. Yapisal formiilii asagidaki gibidir.

CH3S “) ﬁ)
>P—NCCH,
CH30 H

Sekil 3.1. Acephate’in yapisal formiilii
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Mephosfolan

Kimyasal Adi: Diethyl ((EZ]-4-methyl-1,3-dithiolan-2-ylidene) phosphoramidate ya
da (EZ)-2-(diethoxyphosphinylimino)-4-methyl-1,3-dithiolane. Molekiiler Formiilii:
CsH sNOsPS,’dir. Yapisal formiilii asagidaki gibidir.

ﬂ\ O0—CH,—CH,
\u—cu,—m,
3
CH,

Sekil 3.2. Mephosfolan’in yapisal formiili

Calismamizda kullanilan diger maddeler olan; Mitomisin-C (Katalog No: 200-008-
6), Kolkisin (Katalog No: 64-86-8), Sitokalasin-B (Katalog No: 14930-96-2),
Bromodeoksiuridin (Katalog No: 59-14-3), NaCl (Katalog No: 7647-14-5) Sigma,
EDTA (Katalog No: 6381-92-6), Tris (Katalog No: 77-86-1), NaOH (Katalog No:
1310-73-2), Triton X-100 (Katalog No: 9002-93-1), DMSO (Katalog No: 67-68-5),
Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA) (Katalog No: 9012-36-6], Yiiksek kaynama
dereceli agaroz (NMA) (Katalog No: 9012-36-6), EtBr (Katalog No: 1239-45-8),
KCI (Katalog No: 7447-40-7) Applichem, Kromozom Medium B (Katalog No: F
5023), PBS (Katalog No: L 1825), Trypan Blue (Katalog No: L 6323) Biochrom

firmasindan temin edilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. insan lenfosit kiiltiiriinde yapilan ¢calismalar

Kromozom Anormalligi ve Kardes Kromatid Degisimi Testi icin Preparatlarin

Hazirlanmasi

Bir bayan ve bir erkek bireyden alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis 0,2 ml
periferik kan, steril sartlarda 2,5 ml’lik besi ortamina ilave edilmistir. Kan ilave
edildikten sonra sartorius membran filtre ile steril edilerek hazirlanan BrdU (5-
Bromo-2deoksiuridin=Bromodeoksiliridin) sollisyonundan her tiipe 10pug/ml olacak
sekilde ilave edilmis ve tilipler alt iist edilerek karigmalart saglanmigtir. Ardindan
kiltiir tiipleri alliminyum folya ile sarilarak, egik pozisyonda, 37°C’ deki inkiibatorde
72 saat bekletilmistir.

Acephate i¢in 12,5; 25; 50;100 ve 200 pg/ml, Mephosfolan i¢in 0,125; 0,25; 0,50;
1,00 ve 2,00 pg/ml’lik belirlenen uygulama dozlar kiiltiir tiiplerine ilave edilmesi su
sekilde yapilmistir; bu maddelerin 24 saatlik etkisini incelemek amaciyla kiiltiir
sliresinin (72 saat) bitiminden 24 saat dnce her bir tiipe sirasiyla dozlar ilave edilmis,
kontrol grubu olan tiipe herhangi bir test maddesi ilave edilmemis, pozitif kontrol
grubu olan tlipe ise son konsantrasyonu 0,2 pg/ml olacak sekilde mitomycin-C
(MMC) eklenmistir. 48 saatlik etki arastirmasi icin kiiltiir stiresi bitiminden 48 saat
once ayni islemler gerceklestirilmistir. Daha sonra tiipler tekrar inkiibatore alinarak
72 saatlik toplam kiiltiir siliresinin tamamlanmasi beklenmistir. Kiiltiir siiresinin
bitiminden 2 saat Once (kiiltiirin 70. saatinde) her tiipe steril saf su icinde
hazirlanmis kolkisin soliisyonundan 50 pl (0,06 pl) eklenmis ve tiipler alt dist
edilerek karigmasi saglanmistir. Boylece hiicreler 2 saat boyunca 37°C’deki

inkiibatorde kolkisin ile 6n igleme tabi tutulmustur.

Kiiltiir siiresinin sonunda (72. saatin bitiminde) kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve iistte kalan sivi (siipernatant) atilmistir. Dipte kalan 0,5-0,7

ml’lik lenfostitleri iceren kisim iyice karistirildiktan sonra tiiplere, 0,075 M KCl
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hipotonik soliisyonundan, otomatik karistiricida damla damla ilave edilerek
karigsmas1 saglanmistir. Tiiplere 5 ml hipotonik soliisyonu ilave ettikten ve homojen
karigmas1 saglandiktan sonra tiiplerin agz1 kapatilarak, 37°C’de ki etiivde 30 dakika
hipotonik soliisyonunda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda tiipler 1200 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Daha sonra buzdolabinda
sogutulmus 3:1 metanol: asetik asitten olusan fiksatiften 5’er ml damla damla
karistiricida  tiiplere  eklenmistir. 1lk fiksatifin eklenmesiyle tiipler +4°C’de
buzdolabinda bir saat muamele edilmistir. Sonra tekrar 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatant atilmis, tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem {i¢
kere tekrar edilmistir. Son fiksatif isleminden sonra santrifiij edilmis ve dipte 0,5- 0,7
ml kalacak sekilde siipernatant atilmigtir. Tipilin dibinde kalan kisim pipetaj
yapilarak homojen hale getirilmistir. Pastor pipetine ¢ekilen bu siispansiyon, daha
onceden 1 N HNOs (nitrik asit)’te temizlenmis ve %70’lik etil alkolde buzdolabinda
bekletilmis olan nemli lamlar iistiine 15-20 cm yiikseklikten farkli alanlara
damlatilarak hiicrelerin patlamast ve kromozomlarin yayilmasi saglanmistir. Bu
sekilde hazirlanan preparatlar oda sicakliginda 151k almayan ortamda kurumaya

birakilmustir.

Mikroniikleus (MN) testi icin preparatlarin hazirlanmasi

Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmast igin steril kosullarinda bir
bayan ve bir erkek bireyden alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis periferik
kanin 0,2 ml’si, 2.5 ml’lik kromozom medyuma ekilerek 37°C’lik sicakliktaki etiivde
72 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiirdeki hiicreler, MN c¢alismas1 i¢in Acephate ve
Mephosfolan’in farkli dozlar1 ile 48 saat muamele edilmistir. Kiiltiir siiresi
baslangicindan 24 saat sonra farkli dozlardaki insektisitlerin ekimi yapilmistir.
Kontrol grubuna hi¢ bir madde eklenmemis ve pozitif kontrol i¢in 0,2 pg/ml MMC
ekimi yapilmistir. Kiiltiir siiresinin baslangicindan itibaren 44. saatte sitokinezi
engellemek amaciyla 7 pl Cytochalasin-B eklenmistir. Kiiltiir siiresi sonunda tiipler,
10 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmis, ardindan iistte kalan siv1 atilmistir. Geriye
kalan 0,5-0,7 ml’lik kisim karistiricida homojenize edildikten sonra, tliplere 4°

C’deki 0,075 KCI soliisyonundan damla damla vorteks yardimiyla 5 ml ilave edilmis
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ve ardindan buzdolabinda 5 dakika bekletilmistir. Tiipler buzdolabindan ¢ikarildiktan
sonra 10 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmis, ardindan tiistte kalan sivi atilmistir.
Daha sonra tiiplere 5’er ml daha dnceden buzdolabinda sogutulmus 3:1 metanol:
asetik asitten olusan fiksatiften eklenmistir. Sonra tiipler 15 dakika buzdolabinda
bekletilmistir. Fiksasyon islemi 3 kez uygulanmis ve tiipler her seferinde 5 dakika
buzdolabinda bekletilmistir. Son fiksatif isleminde fiksatife son konsantrasyonu %1

olacak sekilde formaldehit eklenmistir.

Son fiksatif igleminden sonra siipernatant atilmis ve tiiplin dibinde kalan 0,5-0,7
ml’lik kalan kisim pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Pastdr pipetine
cekilen bu silispansiyon, daha dnceden 1 N HNOs; (nitrik asit)’te temizlenmis ve
%70’lik etil alkolde buzdolabinda bekletilmis olan nemli lamlar {istiine 15-20 c¢cm
ylkseklikten farkli alanlara damlatilarak hiicrelerin patlatlamasi saglanmistir. Bu

sekilde hazirlanan preparatlar oda sicakliginda kurumaya birakilmstir.

Preparatlarin boyanmasi

Mitotik indeks, kromozomal anormallik ve mikroniikleus tespiti i¢in hazirlanan
preparatlar sorenson tamponu ile hazirlanan %5’lik Giemsa boyama teknigi ile
(pH=6,8) 15-20 dakika boyanmistir. KKD sayimi i¢in bir kromozoma ait kardes
kromotidlerin farkli boyanmasini saglamak amaciyla Speit ve Haupter (1985)’in
gelistirdikleri metot modifiye edilerek kullanilmistir [Speit ve Haupter, 1985]. Bu
metoda gore bir giin boyunca kurutulan preparatlar diiz bir tepsiye konarak iizeri ince
bir tabaka halinde 1sinlama soliisyonu (Sorensen tamponu), (pH=6,8) ile
kapatilmigtir. Bu preparatlar, 15 cm yiikseklikten, 254 nm dalga boyunda 151k
yayabilen UV lambasi ile karanlikta 13 dakika 1sinlanmustir. Isinlama sona erdikten
sonra preparatlar 60°C sicakliktaki 1xSSC (Sodyum kloriir + Tri-Sodyum sitrat)
soliisyonunda 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda preparatlar Sorenson

tamponu ile hazirlanan %5’lik Giemsa ile 20-25 dakika boyanmustir.

Her iki yontemde de boyadan ¢ikarilan preparatlar, fazla boyanin akmasi i¢in saf

sudan gegirilerek yikanmis ve dik sekilde kurumaya birakilmistir. Ertesi giin
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preparatlar DPX damlatilip lamelle kapatilarak daimi hale getirilmis ve bir giin

kurumaya birakildiktan sonra mikroskobik incelemeye alinmistir.

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin belirlenmesi

Kromozomal anormalliklerin saptanmasinda, her bir uygulama i¢in kadin ve erkek
bireye ait preparatlarda kromozomlar1 iyi dagilmig olan 100’er hiicre (toplam 200
hiicre) degerlendirilerek kromozom anormallikleri tespit edilmistir. Incelenen toplam
hiicre i¢indeki anormal hiicrelerin ylizdesi ve hiicre basina diisen kromozom

anormalligi (KA/Hiicre) sayis1 belirlenmistir.

Mitotik indeksin saptanmasinda, biitiin uygulamalar i¢in kadin ve erkek bireye ait
preparatlarin her birinden 1000’er hiicre olmak {tizere toplam 2000 hiicre
incelenmistir. Boliinen hiicre sayisinin toplam hiicreye orami yiizde cinsinden

hesaplanarak mitotik indeks belirlenmistir.

Kardes kromatid degisiminin ve replikasyon indeksinin belirlenmesi

Kardes kromatid degisimi sayisinin belirlenmesinde, kadin ve erkek bireye ait
preparatlarin her birisinde, kromozomlar1 iyi dagilmis ve ikinci mitoz bdliinme
geciren 25’er hiicre olmak iizere, her bir uygulama dozu i¢in toplam 50 hiicre
incelenmistir. Kardes kromatid degisimi sayisi, bir kromozomun agik boyanmis
kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki agik
boyanmis pargalarin sayilmasiyla, olusan kirilma sayisina gore birli, ikili, ti¢li ve

dortlii degisimler olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Birli, ikili, ti¢lii ve dortlii kardes kromatid degisimleri

Replikasyon indeksini hesaplamak i¢in kadin ve erkek bireyden hazirlanan
preparatlarin her birinden 100 hiicre olmak {izere her uygulama i¢in toplam 200
hiicre incelenmistir. Incelenen hiicreler arasinda birinci (M), ikinci (M,) ve iigiincii
(M3) metafaz evresindeki hiicreler sayilmis ve replikasyon indeksi (RI) = 1x(M;)+

2x(M)+ 3x(M3)/N (N= incelenen toplam hiicre sayisi) formiiliiyle hesaplanmistir.

Mikroniikleus frekansinin ve niikleer boliinme indeksinin belirlenmesi

Sitokinezi durdurulmus mikroniikleus yontemine gore incelenen biniikleat hiicre,
sitoplazma boliinmesi engellendiginden dolay1 ortak sitoplazmaya sahip iki yeni
cekirdekli hiicre olarak meydana gelir. Mikroniikleus tespiti bir kez boliinen ve iki
cekirdek tasiyan bu hiicrelerde (biniikleat hiicre) yapilmaktadir. Daha 6nceden
hazirlanip daimi hale getirilmis preparatlarda her bir doz ve siire i¢in erkek ve disi
dondrde toplam olarak 2000 biniikleat hiicrede mikroniikleus frekanslari

belirlenmistir.

Biniikleat hiicrelerde bir kez daha boliinme gecirilirse ayni sitoplazma igerisinde ii¢
cekirdek bulanacaktir. Biniikleat hiicrelerde ki iki ¢ekirdegin ikisi de ikinci mitozu
gecirirlerse ayn sitoplazma iginde dort ¢ekirdekli bulunacaktir. Niikleer boliinme

indeks sayimlar1 yapilirken hi¢ bdliinme gecirmeyen hiicreler Nj, iki cekirdekli
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hiicreler Ny, li¢ ¢ekirdekli hiicreler ise N3, dort ve daha fazla ¢ekirdege sahip hiicreler
ise Ny olarak sayilarak belirlenmistir. Niikleer boliinme indeksi belirlenirken her bir
donorde 500 hiicre sayilmis ve  1xN;+2xNp+3x(N3+Ny4)/N  formiiliinden
yararlanilarak 1, 2, 3 ve 4 c¢ekirdekli hiicrelerin sayisina gore niikleer bdliinme

indeksi tespit edilmistir.

3.2.2. izole edilmis insan lenfositlerindeki ¢alismalar

Comet testi

Comet testi Singh ve ark.’nin (1988) yaptig1 ¢alismalar dikkate alinarak ve bazi
modifikasyonlarla gerceklestirilmistir [Singh ve ark., 1988]. Comet test tekniginde
de her bir pestisitin etkinsini incelemek amaciyla bir bayan ve bir erkek bireyden
alman periferal kan lenfositleri kullanilmistir. Heparinli enjektorle alinan periferal
kan igerisinde 1’er mL PBS bulunan ependorflara 100’er pl eklenmis, alt {ist edilmis
ve 10 dak. buz dolu kapta bekletilmistir. Bekleme siiresinin sonunda her bir
ependorfun dip kismina 100’er pl lenfosit ayirici soliisyon (Biocoll) eklenmis ve 4
°C’de 1060 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 ependorflarin iist
kisminda gozlenen bulutsu kismin 100°er pl’si dikkatlice alinarak diger ependorf
tiipe aktarilmistir. Daha sonra stok haline getirilmis izole lenfositlerin 100’er pl’si

kullanilacak her bir doz i¢in ayr1 ependorflara alinmigtir.

Ayri ependorflara alinan lenfositler, Acephate ve Mephosfolan insektisitlerinin ¢esitli
dozlar1 (Acephate i¢in 12,5; 25; 50; 100 ve 200 pg/ml, Mephosfolan i¢in 0,125; 0,25;
0,50; 1,00 ve 2,00 pg/ml) ile muamele edilmistir. Ayrica pozitif kontrol ve herhangi
bir kimyasal uygulanmamis negatif kontrol olusturulmustur. 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona almmustir. Inkiibasyon sonrasinda ependorflar 3000 rpm’de 5 dak.
santrifiij edilmistir. Ust kisim atilmis ve her bir doz igin 100’er ul PBS ilave edilip
tiipler dikkatlice alt {ist edilmistir. Daha dnceden hazirlanan diisiik kaynama dereceli
agarm (%0,65°1ik) 75 pl’si ependorflardaki, 100 pl lenfositle karistirilip daha

onceden iizeri yiiksek kaynama dereceli agar (%0,65°1ik) ile kaplanan lamlarin
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tizerine damlatilmis ve lamlarin {izeri lamel ile kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar

15-20 dak. buzdolabinda bekletilmistir.

Siire sonunda lamlarin tizerindeki lameller dikkatlice kaldirilmig ve igerisinde liziz
¢ozeltisi (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris pH=10 iceren soliisyonun 89
ml’sine 10 % DMSO ve 1% Triton X-100 ilave edilmistir) bulunan saleler igerisine
konulmus ve 1 saat buzdolabinda (+4°C) bekletilmistir. Liziz ¢ozeltisinde
bekletildikten sonra lamlar dikkatlice alinmig ve igerisinde elektroforez tamponu
(300 mM NaOH, ImM EDTA pH>13) bulunan tanka yerlestirilmis ve 20 dakika
bekletilmistir. Bu bekleme siiresinin amaci DNA sarmalinin  ¢oziilmesini
saglamaktir. Siire sonunda 25 V 300 mA’da 20 dakika elektroforez yapilmistir.
Boylece hasarli DNA’nin anoda dogru gd¢mesi saglanmistir. Bu islemden sonra
lamlar dikkatlice elektroforez tankindan c¢ikarilarak nétralizasyon tamponu (0,4 M
Tris, pH=7,5) bulunan salelere konulmustur. Bu islem beser dakika arayla {i¢ kez
yapilmustir. Notralizasyon islemi sonucunda lamlara florans renk vermesi amaciyla
20 pg/ml’lik etidyum bromiirtin 50 pl’si damlatilarak lamel ile kapatilmistir.
Boyamaya alinan preparatlar +4 °C’de 10-15 dakika bekletilmistir. Yapilan tiim
islemler cevre kaynaklt DNA hasarim1 Onlemek amaciyla karanlik ortamda

gerceklestirilmistir.

Goruntl analizi ve comet sayimi

Etidyum bromiir ile boyanmis olan preparatlar Olympus marka flérasan mikroskop
(546 nm eksitasyon ve 590 nm bariyer filitreli) altinda 400X biiyiitmede
incelenmistir. Kullanilan her bir kimyasal i¢in her bir dondrden 100’er Comet olmak
tizere toplam 200 Comet “Comet Assay IV”, Perceptive Instruments Ltd., UK analiz
sistemi kullanilarak sayilmis ve sonuglar kuyruk yogunlugu (%) ve kuyruk uzunlugu

olarak belirlenmistir.
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Istatiksel analizler

Deney gruplarindaki mitotik indeks, replikasyon indeksi, niikleer boliinme indeksi,
kromozomal anormallikler ve mikroniikleus frekanslarinin kontrol gruplar ile
farklilik gosterip gostermediginin belirlenmesinde z-testi kullanilirken, kardes

kromatid degisimleri ve comet degerlendirilmesinde t-testi kullanilmistir.

Yapilan ¢alismada, mitotik indeks, replikasyon indeksi, KKD/Hiicre sayisi, anormal
hiicre frekansi, KA/Hiicre sayisi, MN/Hiicre sayisi, niikleer boliinme kuyruk
yogunlugu ve kuyruk uzunlugu indeksi i¢in doz-etki iligkisini ortaya koymak

amaciyla SPSS 13.0 bilgisayar programiyla regresyon analizi uygulanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Acephate Uygulamasi

Acephate’in farkli dozlarinin 24 ve 48 saat boyunca insan lenfositleri ile muamele
edilmesi sonucunda gozlenen KA tipleri ve sayisi ile hiicre basina diisen kromozom
anormalligi frekans1 ve anormal hiicre yiizdesi Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
Acephate insektisiti uygulanmasi ile insan lenfosit kiiltiirlerinde toplam 6 tip yapisal
ve tek tip sayisal anormalligin olustugu saptanmistir. Bunlardan yapisal
anormallikler kromatid (% 84) ve kromozom kiriklar1 (% 9,6), kardes kromatidlerde
birlesme (% 2,6), fragment (% 1,9) ve kromatid degisimi (% 0,6)’dir. Poliploidi (%
1,3) ise sayisal olarak meydana gelen anormalliktir (Resim 4.1.). Bu
anormalliklerden en sik rastlanilanlar kromatid ve kromozom kiriklaridir.
Kromozomal anormallik testinde anormal hiicre yilizdesinin ve hiicre basina diisen
anormalliklerin hesaplanmasi ile elde edilen sonuglara gore kullanilan kimyasalin
klastojenitesinin degerlendirilmesini saglamaktadir. Yapilan analizler anormal hiicre
ylizdesinin ve hiicre bagina diisen anormalliklerin frekansinin kontrole gore tiim doz
ve slirelerinde istatistiksel olarak 6nemli oranda (p<0,001) arttigin1 ve bu artisin doza
bagl oldugunu gostermistir (24 saatlik uygulamada r= 0,92, 48 saatlik uygulamada
= 0,95) (Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.) (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).



Cizelge 4.1. Acephate uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler ve frekanslari

Test maddesi Uygulama Anormallikler Anormal hiicre KA/Hiicre
Stire Dozlar ktk Kzk f kkb dis kd P + SH (%) +SH
(saat) (png/ml)

Kontrol 24 - 2 - - - - - - 1,00+0,703 0,010+0,007

MMC 24 0,20 23 9 1 6 - 6 - 22,50+2,953 0,255+0,031

Acephate 24 12,5 6 1 1 - - - 1 4,50+1,466* 0,045+0,015*
24 25 10 1 - - - - - 5,50+1,612* 0,055+0,016*
24 50 13 2 1 - - - - 8,00+1,918* 0,080+0,019*
24 100 15 1 - 1 - 1 1 9,50+2,073* 0,095+0,021°*
24 200 17 4 - 1 - - - 11,00£2,212* 0,110+0,022*

Kontrol 48 - 3 - - - - - - 1,50+0,860 0,015+0,008

MMC 48 0,20 45 13 13 4 2 19 - 35,50+3,384 0,470+0,353

Acephate 48 12,5 9 - 1 - - - - 4,50+1,466* 0,045+0,014*
48 25 10 - 1 - - - - 5,50+1,612* 0,055+0,016*
48 50 12 - - - - - - 6,00+1,679* 0,060+0,017*
48 100 18 3 - - - - - 10,00£2,121* 0,105+0,022*
48 200 21 3 - 2 - - - 11,50£2,212* 0,135+0,024*

Kromozomal %84 %9,6  %2,6 %1,9 %0,6 %1,3

anormallik

yiizdesi

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirig1, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, dis: disentrik, kd: kromatid degisimi, p: poliploidi
*Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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kromozomal anormallik frekansi
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(b)
Resim 4.1. Acephate ile muamele edilen insan lenfositlerinde gézlenen
kromozom anormallikleri
a) kromatid kirig1, b) kromozom kirig1
c¢) kardes kromatidlerde birlesme d) kromatid degisimi
e) fragment f) poliploidi
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(d)
Resim 4.1. (Devam) Acephate ile muamele edilen insan lenfositlerinde
gbzlenen kromozom anormallikleri
a) kromatid kir1g1, b) kromozom kirig1
¢) kardes kromatidlerde birlesme
d) kromatid degisimi e)fragment f) poliploidi
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Resim 4.1. (Devam)Acephate ile muamele edilen insan lenfositlerinde
gbzlenen kromozom anormallikleri
a) kromatid kirig1, b) kromozom kirig1
c) kardes kromatidlerde birlesme
d) kromatid degisimi e) fragment f) poliploidi
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Kardes kromatid degisimi test yonteminde kardes kromatidler arasinda kimyasalin
etkisi ile olusan karsilikli parca degisimlerinin miktar1 belirlenmektedir. Her bir doz
ve muamele siiresi i¢in ikinci mitoz gegiren iyi dagilmis 50 metafaz hiicresi
incelenerek kardes kromatidlerdeki parca degisimleri sayilmistir. Kardes kromatid
degisim frekans1 24 saatlik uygulamada 50, 100 ve 200 pg/ml dozlarda, 48 saatlik
uygulamada ise 12,5 pg/ml doz hari¢ diger dozlarda kontrole gore istatistiksel agidan
Onemli oranda bir artig gostermistir ve bu artis doza bagl olarak gerceklesmistir (24
saatlik uygulamada r=0,69, 48 saatlik uygulamada r=0,87) (Cizelge 4.2., Sekil 4.3.,
Resim 4.2.). Acephate’in neden oldugu kardes kromatidlerdeki minimum seviyedeki

par¢a degisim miktar1 2 iken maksimumum seviyedeki parca degisimi ise 22’dir.

Mitotik indeks 24 saatlik uygulamada 50, 100 ve 200 pg/ml dozlarinda, 48 saatlik
uygulamada ise 12,5 pg/ml doz hari¢ tiim dozlarda kontrole gore doza bagh diisiis
gostermistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4) (24 saatlik uygulama icin r=-0,94, 48 saatlik
uygulama i¢in r=-0,92). Yapilan ¢aligmalarda Acephate insektisitinin replikasyon

indeksi lizerine herhangi bir etkisi gdzlenmemistir (Cizelge 4.2.).



Cizelge 4.2. Acephate insektisitinin insan lenfositlerinde KKD, RI ve M1 frekanslari

uzerine etkisi

Test maddesi Uygulama
Siiresi  Dozlar Min.- KKD/hiicre M, M, M; Ri+SH Mi + SH
(saat) (ng/ml) maks. +SH
KKD
Kontrol 24 0,00 1-8 4,36+0,26 33 50 117 2.42+0,05 11,00+0,41
MMC 24 0,2 20-56 38,30+1.30 82 68 50 0,74+0,09 5,00+0,49
Acephate 24 12,5 6-13 4,64+0,27 41 41 118 1,77+0,07 10,35+0,68
24 25 4-19 5,60+0,32 40 48 112 2,36+0,05 9,75+0,66
24 50 5-17 10,38+0,56a 32 42 126 2,47+0,04 8,50+0,62**
24 100 6-18 11,60+0,50a 34 43 123 2,44+0,04 7,65+0,59***
24 200 8-19 12,00+0,39a 21 33 146 2,62+0,05 6,55+0,55%**
Kontrol 48 0,00 2-7 3,64+0,24 18 64 128 2,48+0,05 11,93+0,72
MMC 48 0,2 25-83 54,32+2.36 104 50 46 1,71£0,06 4,00+0,44
Acephate 48 12,5 2-19 4,90+0,29 45 52 103 2,30+0,05 10,35+0,68
48 25 2-13 7,424+0,37a 31 85 84 2,26+0,05 9,50+0,65*
48 50 7-14 9,74+0,34a 35 77 89 2,80+0,06 8,00+0,61%**
48 100 6-19 11,20+0,60a 25 47 128 2,51+0,03 7,15+0,58***
48 200 8-22 12,58+0,44a 32 49 119 2,68+0,04 6,15+0,54***
a  Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlaml (t testi)
*  Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**  Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*#%* Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.3. Acephate ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki kardes kromatid
degisim frekansi



Resim 4.2. Acephate ile muamele edilen insan lenfositlerinde gbzlenen
kardes kromatid degisimleri
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Sekil 4.4. Acephate ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki mitotik indeks

degerleri
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Bu ¢alismada uygulanan diger bir genotoksisite testi mikroniikleus testidir. Cizelge
4.3.te Acephate insektisitinin insan lenfositlerinde MN frekanslar1 ve niikleer
boliinme indeksi lizerine etkisi verilmistir. Bu testte MN bulunduran hiicrelerin
biniikleat hiicrelere yiizde cinsinden oranlar1 analiz edilmistir. Acephate insektisitinin
uygulamasiyla kiiltiire alinmis insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslari
kontrole gore tiim uygulamalarda doza bagl olarak 6nemli oranda (12,5 ve 25 pg/ml
dozlarda p<0,01; 50, 100 ve 200 pg/ml’lik dozlarda p<0,001) artis gostermistir
(r=0,87) (Cizelge 4.3., Sekil 4.5.). Acephate uygulanmasi sonucunda biniikleat
hiicreler igerisinde birli, ikili ve dortlii mikroniikleuslara rastlanmistir (Resim 4.3.).
Ayrica Acephate insektisitinin niikleer bolinme indeksi iizerine herhangi bir

etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Acephate insektisitinin insan lenfositlerinde gdzlenen mikroniikleus
frekanslar1 ve niikleer boliinme indeksi lizerine etkisi

Treatment Sayilan Biniikleat hiicreler iginde Niikleer boliinme
Test T Sire  Dozlar biniikleat mikroniikleus frekanslari MN + SH indeksi + SH
maddesi (saat)  (pg/ml) hiicre (%) (NBI)
sayist “n @ 6 @
Kontrol 48 0,00 2000 - - - - 0,00+0,00 2,02+0,314
MMC 48 0,20 2000 38 2 - - 2.00+0,31 0,71+0,188
Acephate 48 12,5 2000 10 - - - 0,50+0,16* 1,99+0,312
48 25 2000 13 - - - 0,65+0,18%* 1,91+0,306
48 50 2000 15 1 - 1 1,05+0,23** 1,74+0,292
48 100 2000 20 3 - - 1,30+0,25%* 1,87+0,302
48 200 2000 22 3 - - 1,40+0,26** 1,91+0,306

* Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)
** Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlaml1 (z-testi)



48 saat

MN (%)

Dozlar (ng/ml)

Sekil 4.5. Acephate ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki mikroniikleus
frekansi

Resim 4.3. Acephate ile muamele edilen insan lenfositlerinde gézlenen

mikroniikleuslu hiicreler
a) bir mikroniikleus b) iki mikroniikleus c) bes mikroniikleus
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Bu ¢alismada uygulanan diger bir genotoksisite testi comet testidir. Cizelge 4.4.’te
Acephate ile muamele sonucunda insan lenfositlerinde olusan DNA hasari
gosterilmektedir. Uygulama siiresinin sonunda her bir dozdan 100 hiicre sayilarak
DNA hasarint belirlemek iizere incelenmistir. Bu test sisteminde hiicrelerdeki DNA
hasarinin kantitatif olarak tayin edilmesinde kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu
parametreleri dikkate alinmistir. Acephate insektisiti comet kuyruk yogunlugunu ve
comet kuyruk uzunlugunu kontrole gore tiim dozlarda artirmistir. Bu artis kuyruk
yogunlugunda yalnizca en yiiksek doz olan 200 pg/ml’lik dozda anlamli bulunurken,
kuyruk uzunlugunda 100 ve 200 pg/ml’lik dozlarda anlamli bulunmustur. Kuyruk
uzunlugundaki artisin doza bagli oldugu belirlenmistir (r=0,94) (Cizelge 4.4., Sekil
4.6. ve Sekil 4.7.).

Cizelge 4.4. Acephate ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde olusan

DNA hasar1
Test Maddesi Doz Kuyruk uzunlugu  Kuyruk yogunlugu
(ng/ml) (um) (%)
Kontrol 0,00 50,83+0,90 5.81+0,67
Acephate 12,50 50,33+0,81 7,46+1,04
25,00 50,03+0,90 6,37+0,84
50,00 49,72+0,69 6,30+0,74
100,00 55,1241,20% 6,24+0,67
200,00 57,45+1,56* 11,30+1,48*
Pozitif Kontrol 0,30 68,65+1,97 14,45+1,64

*Kontrole gore p< 0,005 diizeyinde anlamli (t testi)
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Sekil 4.6. Acephate ile muamele edilmis insan lenfositlerinde olusan comet kuyruk
yogunlugu
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Sekil 4.7. Acephate ile muamele edilmis insan lenfositlerinde olusan comet kuyruk
uzunlugu

(a) (b)

(b) (d)

Resim 4.4. Acephate ile muamele edilen insan lenfositlerinde olusan DNA
hasarlarinin comet testi ile goriiniimii a) hasarsiz DNA b) az hasarli DNA
c) orta hasarli DNA d) ¢ok hasarli DNA
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4.2. Mephosfolan Uygulamasi

Mephosfolan’in neden oldugu kromozom anormallikleri, anormal hiicre frekanslari
ve KA/hiicre sayisi Cizelge 4.5.°de verilmistir. Mephosfolan insektisiti, insan
lenfositlerinde en ¢ok kromatid (%54,6) ve kromozom kirig1 (%21,7) olusmasina
neden olmustur. Bu anormallikler uygulanan biitiin konsantrasyon ve siirelerde
ortaya ¢ikmistir. Daha diisiik sayilarda olmakla beraber fragment (%12,7), kardes
kromatidlerde birlesme (%8,5), disentrik (%1,9) ve poliploidi (%]1,4) tipinde
anormalliklerine de neden olmustur. Yapilan analizler anormal hiicre yilizdesinin ve
hiicre basina diisen anormallikleri frekansinin kontrole gore tiim doz ve uygulamalar
stirelerinde istatistiksel olarak 6énemli oranda (0,125 i¢in p<0,01; diger dozlar i¢in
p<0,001) arttigin1 ve bu artisin doza baglh oldugunu gostermistir (24 saatlik
uygulamada r=0,80; 48 saatlik uygulamada r=0,88) (Cizelge 4.5., Sekil 4.8. ve 4.9.,
Resim 4.5.).



Cizelge 4.5 Mephosfolan uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler ve frekanslar

Test maddesi Uygulama Anormallikler Anormal hiicre KA/Hiicre
Siire Dozlar ktk kzk f Kkb  dis kd P + SH (%) + SH
(saat) (ug/ml)
Kontrol 24 - 5 - - - - - - 2,501,104 0,025+0,110
MMC 24 0,20 32 11 - 4 5 6 - 23,50+ 2,998 0,290+0,032
Mephosfolan
24 0,125 9 5 2 1 - - - 9,50+ 2,073* 0,008+0,019*
24 0,25 10 4 2 4 - - - 10,00+ 2,121 ** 0,008+0,019**
24 0,50 9 3 4 3 - - - 13,50+£2,416%* 0,115+0,022**
24 1,00 8 6 2 2 - - - 12,00+£2,978** 0,120+0,023**
24 2,00 8 5 2 1 - - - 15,50+£2,559** 0,140+0,025**
Kontrol 48 - 5 - - - - - - 2,50+1,104 0,025+0,011
MMC 48 0.20 47 15 13 6 - 9 - 4,50 £1,466 0,450+0,035
Mephosfolan
48 0,125 9 4 2 2 - - - 8,50+1,972* 0,085+0,0197*
48 0,25 13 3 1 - - - 2 11,50£2,250%** 0,115+0,022%**
48 0,50 15 7 4 2 2 - - 13,0042,378%* 0,11540,022%%*
48 1,00 16 3 4 1 1 - - 14,0042,453%* 0,13540,024%**
48 2,00 21 6 4 2 1 - 1 17,00£2,656** 0,145+0,025**
Kromozomal %546 %213 %125 %83 %19 %14
anormallik
yiizdesi

50

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirig1, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, dis: disentrik, kd: kromatid  degisimi, p: poliploidi; f: fragment
*Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.8. Mephosfolan ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki anormal hiicre
frekansi
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Sekil 4.9. Mephosfolan ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki hiicre basina
diisen kromozomal anormallik frekansi
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(b)
Resim 4.5. Mephosfolan ile muamele edilen insan lenfositlerinde gozlenen
kromozom anormallikleri

a) kromatid kir1g1, b) kromozom kirigi,
c) kardes kromatidlerde birlesme d) fragment e) poliploidi
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(d)

Resim 4.5. (Devam) Mephosfolan ile muamele edilen insan lenfositlerinde gozlenen
kromozom anormallikleri
a) kromatid kirig1, b) kromozom kirigi,
¢) kardes kromatidlerde birlesme d) fragment e) poliploidi
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(e)
Resim 4.5. (Devam) Mephosfolan ile muamele edilen insan lenfositlerinde gézlenen
kromozom anormallikleri
a) kromatid kirig1, b) kromozom kirigi,
c) kardes kromatidlerde birlesme d) fragment e) poliploidi

Mephosfolan insektisitinin 24 ve 48 saat muamele siiresi boyunca kiiltiire edilmis
insan lenfositlerindeki kromozomlarda kardes kromotit degisimleri incelenmistir.
Mephosfolan 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda tim dozlarda KKD miktarimni
istatistiksel olarak onemli diizeyde artirmistir. Doza bagli ancak kuvvetli olmayan bir
artis gozlenmistir (24 saat icin r=0,63; 48 saat i¢in 1=0,77) (Cizelge 4.6., Sekil 4.10.,
Resim 4.6.). KKD test sonuglarina gére Mephosfolan’in neden oldugu KKD
miktarlarinda minimum diizeydeki parca degisim miktar1 2 iken maksimum

seviyedeki par¢a degisim miktar1 20°dir (Cizelge 4.6.).

Mephosfolan’in hiicre boliinmesi iizerine etkisini incelemek amaciyla insan
lenfositlerinde MI degerleri belirlenmistir. Mitotik indeks 24 saatlik uygulamada
0,50; 1,00 ve 2,00 ng/ml dozlarda kontrole gére doza bagl bir diisiis gostermistir. 48
saatlik uygulamada ise 1,00 ve 2,00 pg/ml’lik dozlarda istatistiksel olarak 6nemli
diisiise neden olmustur (24 saat i¢in r=0,85; 48 saat i¢in r=0,90) (Cizelge 4.6., Sekil
4.11.). Replikasyon indeksindeki degisiklikler ise istatistiksel olarak anlamli degildir
(Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. Mephosfolan ile muamele edilmis insan lenfosit kiiltiiriinde KKD, Ri ve

MI frekanslari
Test maddesi Uygulama
Stiresi Dozlar Min,- KKD/hiicre+ M; M, M; RI+SH MI + SH
(saat) (ng/ml) maks, SH
KKD
Kontrol 24 - 2-18 6,28+0,420 20 44 136 2,58+0,047 5,00+0,49
Pozitif Kontrol 24 0,20 17-52 35,82+1,347 97 60 43 1,88+0,090 4,20+0,45
Mephosfolan 24 0,125 2-20 6,56+0,446* 16 56 128 2,50+0,045 4,35+0,46
0,250 5-18 7,98+0,382* 20 44 136 2,58+0,047 4,00+0,44
0,50 4-16 8,82+0,406* 36 50 114 2,39+0,055 3,25+0,40%*
1,00 4-20 9,46+£0,416* 32 48 120 2,44+0,053 3,00+0,38**
2,00 5-14 8,54+0,420% 33 41 126 2,48+0,054 2,70£0,36%**
Kontrol 48 - 2-12 5,46+0,290 20 42 138 2,19+0,060 4,25+0,45
Pozitif Kontrol 48 0,20 21-78 55,60+1,670 25 59 96 1,62+0,070 3,20+0,39
Mephosfolan 48 0,125 2-13 7,20+0,344* 23 31 146 2,62+0,048 3,75+0,42
0,250 3-14 8,70+0,389* 23 39 138 2,59+0,049 3,50+0,41
0,50 4-12 8,70+0,316% 29 31 140 2,55+0,052 3,10+0,39
1,00 5-14 8,92+0,319* 30 43 127 2,27+0,055 2,75+0,37%*
2,00 6-16 9,84+0,338* 32 51 130 2,44+0,054 2,45+0,35%*

*  Kontrole gére p< 0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
** Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
***Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)

'
o
!
S |
® |
D

Dozlar (ng/ml)

Sekil 4.10. Mephosfolan ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki KKD frekansi
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Resim 4.6. Mephosfolan ile muamele edilen insan lenfositlerinde gézlenen
kardes kromatid degisimi
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Sekil 4.11. Mephosfolan ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki mitotik indeks
frekansi

Mephosfolan insektisitinin uygulamasi sonucunda mikroniikleus frekanslari 0,50;
1,00 ve 2,00 pg/ml’lik dozlarinda kontrole goére anlamli artis gostermistir.
Mikroniikleus frekansindaki bu artis doza bagl olarak gerceklesmistir (r=0,85)
(Cizelge 4.7., Sekil 4.12., Resim 4.7.). Mephosfolan uygulanmasi sonucunda birli,
ikili ve Tg¢li mikroniikleuslu biniikleat hiicreler gdzlenmistir. Mephosfolan

insektisitinin niikleer boliinme indeksine bir etkisi olmadigi gézlenmistir.



Cizelge 4.7. Mephosfolan ile muamele edilmis insan lenfosit kiiltiiriinde
mikroniikleus frekansi

Test Uygulama Sayilan BN hiicreler i¢inde MN Niikleer
maddesi Siire Dozlar BN mikroniikleuslarin frekanslar (%) boliinme
(saat) (pg/ml) hiicreler indeksi
M @ 06 “ (NBI)
Kontrol 48 - 2000 4 - - - 0,20+0,09 1,88+0,429
MMC 48 0,20 2000 38 5 3 - 2,85+0,37 1,85+0,426
Mephosfola 48 0,125 2000 5 - - - 0,25+0,11 1,91+0,433
n 0,250 2000 6 2 - - 0,45+0,15 1,92+0,434
0,50 2000 11 2 - - 0,75+0,19* 1,94+0,436
1,00 2000 12 - - - 0,60+0,17* 1,8440,425
2,00 2000 16 1 - - 0,90+0,21* 1,90+0,432

* Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z-testi)

'\\(? N N q i 48 saat

Dozlar (ng/ml)

Sekil 4.12. Mephosfolan ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki mikroniikleus
frekansi

a) )
Resim 4.7. Mephosfolan ile muamele edilen insan lenfositlerinde gézlenen
mikroniikleuslu hiicreler a) bir mikroniikleus b) iki mikroniikleus
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Mephosfolan insektisiti ile maruz birakilan izole edilmis lenfosit DNA’larindaki
hasarin Ol¢iilmesinde comet test tekniginden yararlanilmistir. DNA hasar1 sonucu
olusan kuyruk uzunlugunun artis1 0,125; 0,50 ve 1,00 pg/ml’lik dozlarda, kuyruk
yogunlugunun artisi ise 0,50; 1,00 ve 2,00 ug/ml’lik dozlarda anlaml diizeydedir
(Cizelge 4.8., Sekil 4.13. ve 4.14., Resim 4.8.).

Cizelge 4.8. Mephosfolan ile 1 saat muamele sonucunda insan lenfositlerinde olugan

DNA hasar1
Test Maddesi Doz Kuyruk uzunlugu  Kuyruk yogunlugu
(ng/ml) (nm) (%)
Kontrol 0,00 45,31+0,58 3,10+ 0,39
Mephosfolan 0,125 49,12+1,11* 3,51 £0,55
0,25 47,74+1,21 4,50 + 0,80
0,50 48,73+1,27% 5,09 +0,71*
1,00 47,64+0,84* 6,16+ 0,87*
2,00 47,28+1,03 6,82 +0,87*
Pozitif Kontrol 0,30 95,82+3,96 13,5942,36

*Kontrole gére p< 0,05 diizeyinde anlaml1 (t testi)
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Sekil 4.13. Mephosfolan ile muamele edilmis insan lenfositlerinde olusan comet
kuyruk yogunlugu
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Sekil 4.14. Mephosfolan ile muamele edilmis insan lenfositlerinde olusan kuyruk
uzunlugu

(©) (d)
Resim 4.8. Mephosfolan ile muamele edilen insan lenfositlerinde olusan DNA
hasarlarinin comet testi ile gériinlimii a) hasarsiz DNA b) az hasarli DNA
c) orta hasarli DNA d) ¢ok hasarli DNA
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5. SONUC VE ONERILER

Pestisitler, tarim alaninda yaygin ve yiiksek miktarlarda kullanilan kimyasallardir.
Zararl kontroliinii saglamak amaciyla ¢evreye istemli olarak uygulanmalari ile diger
kimyasallardan farklilik gosterirler. Pestisitlerin birgogunun ¢ok zehirli kimyasallar
oldugu bilindiginden gerek iiretimleri gerekse kullanimlar1 sirasinda saglik igin son
derece ¢ok tehlikeli olabilecekleri g6z oniline alinmalidir. Gelismekte olan iilkelerde,
pestisitlerden kaynaklanan zehirlenmeler ve Oliimler, enfeksiyon hastaliklar

nedeniyle meydana gelen 6liimlerden daha fazladir [Eddleston ve ark. 2002].

Pestisitlerin tarimda yiliksek miktarlarda, genis Ol¢lide ve uzun yillar boyunca
kullanimlar1 birgok bdcek populasyonun bu kimyasallara karsi hassasiyetini
kaybederek direngli hale gelmesine neden olmustur [Kovganko ve Kashkan, 2004].
Ayrica pestisitlerin insanlarda 16semi (Brown ve ark. 1990; Blair ve Zahm, 1995),
mesane kanseri (Viel ve Chalier, 1995), non-Hodgkin’s lenfoma (Waddel ve ark.,
2001; Zheng ve ark., 2001; Chiu ve ark., 2004), pankreas kanseri (Ji ve ark., 2001)
ve Parkinson (Jenner, 2001) gibi genetik hastaliklara yol ac¢tig1 belirtilmistir [Brown
ve ark. 1990; Blair ve Zahm, 1995; Viel ve Chalier, 1995; Waddel ve ark., 2001;
Zheng ve ark., 2001; Ji ve ark., 2001; Jenner, 2001; Chiu ve ark., 2004;].

Son yillarda insanlarda mesleki ya da c¢evresel olarak pestisit maruziyetinin
genotoksik etkileri olabilecegine dair veriler artmig, bundan dolay pestisitlerin olasi
mutajenik ve karsinojenik 6zellikleri ile ilgili aragtirmalar yayginlagsmistir. Yasayan
tiim organizmalarda degisen diizeylerde istenmeyen etkilere ve ¢evrede kaliciliklari
sonucu kirliliklere neden olabildiklerinden toksisitelerinin tam olarak aydinlatiimasi
ve risk degerlendirilmelerinin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica her yil pek ¢ok yeni
pestisit bilesiginin sentez edilip kullanima girmesi bu bilesiklerin insan sagligi
tizerinde olas1 toksik etkilerinin ortaya cikarilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir

[Undeger, 2001].
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Kimyasallarin olas1 genotoksik etkilerinin arastirilmasinda; kiiltiirdeki insan periferal
kan lenfositlerinde uygulanan kromozomal anormallikler, kardes kromatid degisimi
analizleri ve mikroniikleus testi en sik kullanilan testlerdir. Kromozomal
aberasyonlar, insanlarin  genotoksik ajanlara maruziyetinin en Onemli
gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir [Obe ve ark., 2002]. Genotoksisite
calismalari, kromozomal anormalliklerin kanser olusumunun erken ve dikkat ¢ekici
bir habercisi olabilecegini gdstermektedir [Bonassi ve ark., 1995; Hagmar ve ark.
1998]. Kardes kromatid degisimi analizleri hizli ve hassas bir test olmasi bakimindan
tercih edilmektedir. Kardes kromatid degisim frekansinda artis olmasi, kalict DNA
hasarinin gostergesi olarak diisiiniilmektedir [Palitti ve ark., 1982]. Mikroniikleus
testi de genotoksik ya da genotoksik olmayan (aneujenik-turbojenik) kimyasallari
saptamada kullanilan metotlardandir. Mikroniikleuslar hiicre boliinmesi esnasinda
asentrik kromozom fragmentleri veya tiim bir kromozom kaybin1 géstermektedir. Bu
nedenle in vitro mikroniikleus testi, mutajenik etkilerin saptanmasinda hizli ve

giivenilir bir test olarak kabul gérmektedir [Fenech, 2000].

Pestisitlerin genotoksik etkilerini belirleyebilmek icin insan lenfosit kiiltlirlerinin
kullanildig1 calismalarda, etkisi arastirilacak kimyasalin uygulanma siiresi
belirlenirken, hiicre siklusu dikkate alinarak bu siireler 24 veya 48 saat olarak
secilmistir [Hrelia ve ark., 1996]. Genotoksisite arastirmalarinda kullanilan insan
lenfositlerinde hiicre siklusu yaklasik 24 saat oldugundan ikinci ve li¢iincii mitozlarin
gozlenebilmesi i¢in inkubasyon siiresi 72 saat olarak belirlenmistir [Celik, 2003].
Acephate ve Mephosfolan insektisitleri i¢in KA ve KKD testlerinin uygulama siiresi
72 saat belirlenmis olup bdylece kimyasallarin sirasiyla 24. ve 48. saatlerde verilmesi
ile 1 ve 2 hiicre siklusu boyunca kiiltiirde kalmasi saglanmistir. MN ¢alismasi igin ise
uygulama siiresi 48 saat olarak uygulanmis olup kimyasallarin 2 hiicre siklusu
boyunca kiiltiirde kalmas saglanmistir. Comet testi ile kiiltiir ortaminda incelenecek
kimyasal degerlendirilirken uzun maruziyet peryotlari tercih edilmemektedir. Ciinkii
birinci DNA hasarlar1 tamir edilebilmekte ve hasar yeniden olusmamaktadir. Bunun
nedeni kimyasalin aktivasyonunu yitirmesidir [Sekihashi ve ark., 2003]. Bundan

dolay1 comet testinde uygulama siiresi 1 saat olarak belirlenmistir.
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Kromozomlardaki kirilmanin ve yeniden diizenlenmenin en iyi gozlendigi asama
mitoz boliinmenin metafaz agamasidir. Kromozomal anormallik tekniginde hiicreler
kolsisin eklenmesi sonucu metafaz agsamasinda tutulur ve kromozomlar en iyi

goriildiikleri bu asamada incelenir.

Bu calismada Acephate ve Mephosfolan’in kiiltiire edilmis insan lenfositlerine
uygulanmasi sonucunda, tiim doz ve siirelerde KA frekansinin kontrole gore anlamli
oranda artirdig1 belirlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak da anlamlidir. Ayrica bu
insektisitlerin en fazla neden oldugu anormallikler ise kromatid ve kromozom
kiriklaridir. Tiim bu sonuglar Acephate ve Mephosfolan’in klastojenik oldugunu

gostermektedir.

Insanlarda genotoksik ajanlara maruziyetin énemli bir neticesi olan kromozomal
anormallikler, kromozomal DNA’ya hasar veren c¢esitli ajanlar tarafindan
olusturulabilmektedir [Antunes ve ark., 2005]. Kimyasallarin bir¢ogu tarafindan
indiiklenen yapisal aberasyonlar kromatid tipidir ve bunlar genellikle kimyasal
muamelenin ardindan, DNA sentezinden sonraki ilk metafazda belirlenir [Satoh ve
ark., 2002]. Kromatid tipi kirtk kromozomun iki kromatinden birinde kirik olmasi
durumudur. Aradaki bosluk kromatid kalinligindan daha genis ve dogrultusu da
genelde daha farklidir. Kromozom kirigi ise bir kromozomun her iki kromatidinde de
kirik olmasi durumudur. Kromozomlarda olusan kiriklar eger birbirlerine yakin
olursa, kirik uclar tekrar birleserek yeniden diizenlenmis kromozomlar
olusabilmektedir. Bu durum kromozomun onarilmasi seklinde ya da disentrik
kromozomlar, translokasyonlar ve ters donmeler (inversiyon) seklinde anormalliklere
neden olmaktadir. Disentrik kromozomda u¢ kisminda kromozom kirig1 seklinde bir
kirilma olmakta ve sentrik fragmentlerin kopuk uglarinin birbiriyle birlesmesi sonucu
meydana gelmektedir. Poliploidi ise sayisal bir anormallik tipi olup, bir hiicrenin
ikiden fazla kromozom takimini bulundurmasi olarak tanimlanmaktadir [Topaktas ve

Renciizogullari, 1995].

Kromozom anormalliklerinin ~ kimyasallarin alkilleyici ozelliklerinden

kaynaklandigin1 belirten arastirmacilar, alkilleyici ajanlarin DNA hasarina neden
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oldugunu agiklamiglardir. Kimyasallarin mutajenik aktivitesinin kimyasallarin
yapisindaki elektrofilik kismin DNA’daki niikleofilik kisma baglanabilme
kapasitesine bagli oldugu belirlenmistir [Searle, 1984; Celik, 2003]. DNA hasari
genel olarak hiicre dongiisiiniin G2 fazinda onarilir, bu nedenle kromozom
anormalliklerinin olusumunda bu asama Onemlidir. Kromozom anormalliklerin
artmast DNA onariminin yapilamadigini, yanlis yapildigini ya da onarimin
engellendigini gostermektedir [Natarajan, 2002]. Kromozom kiriklarinin DNA’nin

fosfodiester omurgasindaki kirilmalardan oldugu belirlenmistir [Celik, 2003].

Behera ve Bhunya (1989), Acephate’in ticari formu olan Asataf’in (%75 aktif
madde) genotoksik etkilerini fare kemik iligi hiicrelerinde in vivo kromozomal
anormallik testi ile incelemislerdir. Intraperitonal yolla farelere 24 saatlik siirede ve
120 saat boyunca 5 kez 50 mg/kg’lik dozlar uygulanmistir. Fare kemik iliginde KA
miktarinda anlamli bir artis oldugu belirtilmistir. Tiim sonuglarda doz etki iligkisi
gozlenmistir (r=0,95). Meydana gelen anormallikler ise kromatid gaplar1 ve kiriklar,
asentrik fragmentler ve kromatid degisimleridir. Kromozomal anormalliklerden en
fazla gozlenenin ise izokromatid gaplar ve kiriklar oldugu agiklanmistir [Behera ve

Bhunya, 1989].

Wang ve arkadaglart (2003), Acephate’in da bulundugu 5 farkli organofosfath
insektisiti Cin hamster hiicre hatlarina uygulamislardir. Uygulama sonucunda
Acephate en yiiksek dozda (5 mg/ml), Acephate’in metaboliti olan Methamidophos
ise en yliksek ili¢ dozda (0,2; 1 ve 5 mg/ml) KA frekansinda artisa neden olmustur.
Bu calismada en sik rastlanilan anormalliklerin kromatid ve kromozom kiriklari
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore bu insektisitin DNA alkilasyonu sonucu
DNA hasar1 olusturarak memelilerde genotoksisiteye neden olabilecegi belirtilmistir

[Wang ve ark., 2003].

Das ve arkadaglarinin (2008) yapmis olduklar1 ¢alismada, Acephate’in kromozom
anormalligi etkisinin incelenmesi amaciyla 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 uM dozlar1 insan
lenfosit kiiltiirii 48 saat siireyle muamele edilmistir. Bu siirenin sonunda Acephate

doza bagl olarak KA frekansini artirmistir. Yapilan bu g¢aligmada Acephate’in
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meydana getirdigi anormallikler ise fragment, gap, satellit birlesmesi, kromozom ve
kromatid kiriklaridir. Bu calismada Acephate’nin hedef hiicrelerde DNA hasarina
sebep olarak sitotoksik ve genotoksik etki gosterdigi belirtilmistir [Das ve ark.,
2008].

Organofosfatli bir insektisit olan Profenofos’un genotoksik etkisi kiiltiire edilmis
insan lenfositlerinde KA testi ile incelenmistir. Bu ¢alismada KA doza bagli olarak
artmistir ve incelen hiicrelerin  %44’iiniin  kromozomal anormallik igerdigi
belirlenmistir. En fazla goriilen anormallik ¢esidi ise kromatid kirigidir [Topaktas ve

Speit, 1989].

Profenofos ile yapilan bir bagka ¢alismada in vitro periferik kan lenfositlerinde
kromozom anormalligi testi ile bu insektisitin genotoksisitesi incelenmistir.
Uygulama sonucunda Profenofos insektisitinin insan lenfositlerindeki kromozomal
anormallik oranin1 uygulanan dozlara (0,25; 0,35 ve 0,45 uM) bagli olarak arttirdigi
belirlenmigstir.  Profenofos  insektsitisitin =~ meydana  getirdigi  kromozomal
anormallikler ise gap, fragment, kromatid ve kromozom kiriklaridir [Das ve ark.,

2006].

Lima ve arkadaglarinin (2005) yapmis olduklar1 calismaya gore Rotenone
insektisitinin 1; 1,5 ve 2 pg/ml dozlan kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde hiicre
dongiisiiniin G1, G1/S, S ve G2 fazlarinda uygulanmistir. Bu uygulama sonucunda 1
ve 1,5 pg/ml dozlart G1 fazinda poliploidi ve enderodublikasyona neden olmustur.
G1/S fazinda KA frekansin1 doza bagli (1; 1,5 ve 2 pg/ml) olarak artmigtir. Rotenone
insektisitinin S fazinda uygulanmasi sonucunda ise kromozom anormallikler 6nemli
derecede artis gostermistir (p<0,01). Ancak G2 fazinda KA frekansi 6nemli bir artis
gostermemistir. En fazla meydana gelen anormallikler ise gap ve kromatid
kiriklaridir. Bu c¢alismanin sonuglarina gére Rotenone hiicre dongiisiiniin tiim
safhalarinda sitotoksik etkiye, G1/S ve S fazlarinda yapilan tiim uygulamalardan elde
edilen sonuglara gore ise klastojenik etkiye neden oldugu belirtilmistir. G1 fazindaki
hiicrelerde poliploidi ve enderodublikasyona neden olmasi Rotenone’in mitotik ig

iplikleri tizerinde etkiligi oldugunu gostermistir [Lima ve ark., 2005].
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Methidathion ve Triadimenol pestisitlerinin genotoksik etkilerini KA testi ile
belirmek amaciyla insan periferal lenfositleri 4 farkli dozdaki Methidathion (3,75;
7,50; 15 ve 30 pg/ml) ve Triadimenol (2,50; 5; 10 ve 20 pg/ml) ile 24 ve 48 saat siire
muamele edilmislerdir. Elde edilen sonuglara gore anormal hiicre frekansini,
triadimenol biitiin uygulama dozlar1 ve siirelerinde kuvvetli derecede doza bagl
olarak artirmis iken Methidathion da 24 saatte daha kuvvetli olmakla birlikte anormal
hiicre frekansini her iki uygulama siiresinde doza bagli olarak artirdig1 belirlenmistir.
Her iki pestisit uygulamasinda en sik gozlenen kromozomal aberasyonlar kardes
kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom ve kromatid kirigidir. Bu sonuglara gére

bu iki pestisitin klastojenik etkiye neden oldugu belirtilmistir [Demir, 2005].

Bu calismada kullanilan diger bir test olan kardes kromatid degisimi (KKD) testi,
kisa siireli mutajenite ve kanserojenite testlerinden biri olup, en hassas ve en fazla
kabul edilen yontemlerden birisidir [Bolognesi, 2003; Bagci ve ark., 2005]. KKD
testinde her bir doz ve muamele siiresi icin ikinci mitoz gegiren iyi dagilmig 50
metafaz hiicresi incelenerek kardes kromatidlerdeki par¢a degisimleri sayilmustir.
Acephate 24 saatlik uygulama sonuglarinda en yiiksek ii¢ dozda (50, 100 ve 200
pg/ml), 48 saatlik uygulama sonucunda ise en diisiik doz hari¢ (12,5 pg/ml) diger
dozlarda kontrole gore istatistiksel agcidan 6nemli oranda ve doza bagli bir artis
gostermistir. Mephosfolan ise her iki uygulama siiresinde ve tiim dozlarda KKD
miktarin istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirmistir. KKD test sonuglarina gore
Acephate ve Mephosfolan insan lenfositlerinde DNA hasarina neden olarak

KKD/hiicre frekansini artirdigindan dolay1 genotoksiktir.

Kardes kromatid degisiminin yiiksek frekansa sahip hiicrelerin belirlenmesi
mutajenik ve karsinojenik bilesiklerin saptanmasi i¢in hassas bir gostergedir
[Bozkurt ve ark, 2004]. KKD siklig1 sadece test edilen genotoksik ajandan degil, ayni
zamanda DNA replikasyonunu etkileyen enzimler gibi endojen ajanlar, oksidatif
stres ve bireyler arasindaki genetik ¢esitlilik gibi faktorlerden de kaynaklanmaktadir.
KKD, yeni eslesmis kromatid ve bunun kardes kromatidi arasinda karsilikli
degisimlerle sonuglanan S faziyla iligkili bir tamir islemidir [Stanimirovic ve ark.,

2005]. KKD olusum mekanizmasi tam olarak bilinememesine ragmen DNA’daki
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hasarin ve yanlis onariminin KKD’ ye neden oldugu diisiiniilmektedir [Bozkurt ve
ark, 2004]. KKD olusumunda DNA’nin ¢ift ipligi kirilir, KKD olusumu da 6zdes
DNA molekiilleri arasindaki degisim seklinde gerceklesmektedir. DNA c¢ift zincir
kiriklarinda tamir homolog rekombinasyon ve homolog olmayan rekombinasyon
olmak iizere iki yolla yapilmaktadir. Homolog olmayan rekombinasyon; yiiksek
diizeyde sekans (DNA dizisi) homolojisi gerektirmeden kirik olan komsu DNA
uclarin1 tamir ederken (birbiriyle birlestirirken), homolog rekombinasyon
mekanizmasi, tamir islemi gergeklestirebilmek i¢in tam bir homolog diziye ihtiyag

gostermektedir [Bozkurt ve ark., 2004].

Gavaj yoluyla verilen Acephate’in fare kemik iligi hiicrelerindeki kromozomlarinda
KKD frekansi iizerine etkisi incelenmistir. Bu insektisit en yiiksek doz olan 96
mg/kg’da 6nemli diizeyde KKD artisina neden olmustur. Bu calismada elde edilen

verilere gore Acephate’in mutajenik oldugu belirtilmistir [Carver ve ark., 1985].

Methoxyphosphinyl karma bir pestisit olup iceriginde Acephate ve diger
organofosfath insektisitler olan Dichlorvos, Monocrotophos, Methamidophos ve
Trichlorfon’u igermektedir. Bu karma pestisitte bulanan her bir insektisit in vitro
olarak CHO hiicrelerine KKD testi uygulanmistir. Bu uygulama sonucunda elde
edilen verilere gore KKD olusumunu en fazla artiran insektisitler sirasiyla; Acephate,
Trichlorfon, Monocrotophos, Methamidophos ve Dichlorvos’dur [Wang ve ark.

2003].

Paraoxonase ve Methyl paration insektisiti ~ (Wofatox) siklikla kullanilan
organofosfatli insektisitlerdir. Bu insektisitler kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde
KKD testi ile incelenmistir. Bu uygulama sonucunda Paraoxonase dnemli bir etki

gostermez iken Methyl paration insektisiti doza bagli bir artisa neden olmustur

[Singh ve ark., 1984].

Dimethoate ve Omethoate, iki organofosfatli insektisit olup insan lenfositlerinde in
vitro kosullarda KKD frekansini doza bagli olarak yiikseltmistir (p<0,01) [Dolara ve
ark., 1992].
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Demir (2005)’in insan lenfosit kiiltiirlinde Methidathion ve Triadimenol insektsitleri
ile yapmis oldugu arastirmada KKD testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore
Methidathion hiicre basina diisen kardes kromatid degisimi sayisin1 (KKD/hiicre)
doza bagli olarak artirmistir. Buna goére bu pestisitlerin mutajenik etkiye neden

oldugu belirtilmistir [Demir, 2005].

Organofosfatli bir insektisit olan Malathion’un insan lenfositlerinde uygulanan
dozlarinda (0,02; 0,2; 2 ve 20 ug/ml) KKD frekansin1 doza bagli olarak artirdigi
gozlenmistir. Malation insektisitinin KKD degerlerini artirdigi igin klastojen oldugu
ve en yiiksek dozlarinin insanlar i¢in genotoksik olabilecegi agiklanmistir [Balaji ve

Sasikala, 1993].

Profenofos insektisitinin insan lenfosit kiiltiirinde KKD frekansini artirdigi
gbzlenmistir. Ancak bu artisin istatistiksel olarak 6nemli olmadigr bulunmustur

[Topaktas ve Speit, 1989].

Feng ve arkadaslarinin (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada ise Imidacloprid ve RH-
5846 insektisitleri kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde KKD frekansinda en diisiik
dozlarda (imidacloprid i¢in 0,005 mg/L, RH-5846 i¢in 5 mg/L) negatif kontrole gore
istatistiksel olarak onemli bir artig olusturmazken diger tiim dozlarda (imidacloprid
icin 0,01 ve 0,5 mg/L, RH5846 i¢in 25 ve 100 mg/L ) 6nemli diizeyde bir artiga
neden oldugu goézlenmistir. Bu artisin her iki pesitisit i¢cin de doza bagli oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak her iki pestisitin de kromozomlarda DNA hasarina yol

acarak genotoksisiteye neden oldugu belirtilmistir [Feng ve ark., 2005].

Fare dalak hiicre kiiltiiriinde Gardona ve Dursban insektisitlerinin toksisitesi KKD
yontemi ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore Gardona (0,25; 0,5; 1 ve 2
pg/ml) ve Dursban (0,5; 1; 2 ve 4 pug/ml) insektisitlerinin en yiliksek uygulama
dozlar1 KKD/hiicre frekansini artirmistir [Soheir ve ark., 1992].
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Ayrica organofosfatli bilesiklere maruz kalmanin, KKD gibi sitogenetik hasarla
sonuclandigi Padmavathi ve arkadaglari (2000) ile Yadav ve Kaushik (2002)
tarafindan da gosterilmistir [Padmavathi ve ark., 2000; Yadav ve Kaushik, 2002].

Topaktas ve Speit (1990) KKD ve kromozomal anormalliklerin birbirinden farkli
mekanizmalarla olusan farkli DNA hasarlar1 sonucunda meydana geldigini
bildirmistir [Topaktas ve Speit, 1990]. Organofosfatli insektisitler ile ilgili genel
olarak ifade edilen mekanizma ise, (“thion” adi verilen) P=S baglar1 i¢eren bu
insektisitler sitokrom P450 sisteminde rol oynayan mikrozomal karma-fonksiyon
oksidaz (MFO= microsomal mixed-function oxidase) enzimi tarafindan (“oxon” adi
verilen) P=O baglarina doniistiiriiliir [Perry ve ark., 1998]. Bu oksonlar son derece
toksik bilesiklerdir ve bu bilesikler organofosfatli insektisitlerin sitotoksik etkisinin
en etkili sebebidirler. Ornegin, Parathion ve Malathion pestisitlerinin metabolitleri
olan paraokson ve malaokson daha toksik etkiye sahiptirler [Vijayaraghavan ve

Nagarajan, 1994].

Organofosfatl bilesikler alkilasyon 6zelligi de gostermektedirler ve metil esterlerinin
etil esterlerinden daha fazla alkali potansiyeli bulunmaktadir [Wild, 1975; Garrett ve
ark., 1990]. Kromozomlarda meydana gelen hasarin kimyasal alkilleyici ajanlardan
kaynaklandig1 ve bu ajanlarin DNA hasarina neden oldugu bilinmektedir [Ferguson
ve Denny, 1995]. Bir¢ok genotoksik karsinojenler kritik makromolekiillere
elektrofilik baglanabilme ya da elekrofilik aracilarla baglanabilme 6zelligi oldugu
belirtilmistir [Searle, 1984]. Bu kimyasallarin ana molekiillerinde ya da olusan
metabolitlerinde olusabilecek elektrofilik bolgeler DNA’da niikleofilik bolgelere
baglanabilir. Organofosfatli bilesiklerin DNA’ya baglanabildigi daha dnce yapilan
caligmalarda belirlenmistir [Wild, 1975; Wauchope ve ark., 1992]. DNA’da olusan
bu baglantilarin da mutasyona neden oldugu belirtilmistir [Rehana ve ark., 1996;

Valkova ve ark., 1993].

Acephate ve Mephosfolan kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde replikasyon indeksi
(RI) tizerine herhangi bir etkisi gézlenmemistir. Bu durum c¢alismada kullanilan

insektisitlerin, hiicre donglisiiniin sentez sathasindan sonra etki gosterdiklerini
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disiindiirmektedir. Bir¢cok genotoksite calismasinda replikasyon indeksinde
degisiklik olmadig1 belirlenmistir [Celik, 2003; Demir, 2005; Aksoy ve ark., 2006;
Yiizbasioglu ve ark., 2006; Yilmaz ve ark., 2008; Yiizbasioglu ve ark., 2008].

Bu c¢alismada Acephate ve Mephosfolan insektisitlerinin hiicre boliinmesi iizerine
etkisinin incelenmesi amaciyla mitotik indeks degerleri belirlenmistir. Buna gore
mitotik indekste Acephate 24 saatlik uygulamada 50, 100 ve 200 pg/ml dozlarda, 48
saatlik uygulamada ise 12,5 pg/ml doz harig¢ tiim dozlarda kontrole goére doza baglh
diisiise neden olmustur. Mephosfolan ise 24 saatlik uygulamada en ytliksek {i¢ dozda
(0,50; 1,00 ve 2,00 pg/ml), 48 saatlik uygulamada ise 1,00 ve 2,00 pg/ml’lik

dozlarda istatistiksel olarak anlamli diisiise neden olmustur.

Mitotik indeksteki bu diisiis Acephate ve Mephosfolan’in hiicre boliinmesi iizerine
etkili oldugunu gostermektedir. Bu iki insektisit hiicre boliinmesini engelleyici yani
sitotoksik etkiye sahiptirler. Mitotik indeksteki azalma, hiicrelerin mitoza girmesini
saglayan G2 safhasinin engellenmesine ya da ATP seviyesinde azalma ve enerji
iiretim merkezindeki bozukluga baglanmaktadir [Epel, 1963; Jain ve Andsorbhoy,
1988]. Mitotik indeksteki diislisiin diger nedenleri arasinda DNA sentezinin
engellenmesi, DNA sentezi i¢in gerekli ve ig olusumundan sorumlu olan enzimlerin
baskilanmasi [Hidalgo ve ark.,1989] ve G2 periyodunun uzamasi da gosterilmektedir

[Van’t Hof, 1968].

Mitotik indeksin doza ve siireye bagli olarak azaldigi pestisitlerle ile ilgili bagka
calismalarda mevcuttur. Organofosfatli bir insektisit olan Methidathion 24 ve 48
saatlik uygulamalarin her ikisinde de, doz arttikca, mitotik indekste istatistiksel
acidan 6nemli bir azalma meydana getirmistir. MI’deki bu doza bagh diislis sonucu
Methidathion’un hiicre boliinmesini engelleyici yani sitotoksik etkili oldugu

belirtilmistir [Demir, 2005].

Rotenone insektisiti ile yapilan c¢alismada hiicre dongiisiiniin G1, GI1/S, S, G2
fazlarindan G1 fazinda uygulanan 0,1 pg/mL uygulama dozu hari¢ diger tiim

uygulama fazlar1 ve dozlarinda MI istatistiksel olarak énemli diizeyde diislise neden
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oldugu gozlenmistir. Bu diisiis Rotenone insektisitinin sitotoksik etkiye neden

oldugunu gostermektedir [Lima ve ark., 2005].

Ayrica Malathion (Balaji ve Sasikala,1993) insektisitinin mitotik indeksi diistirdiigii
belirlenmistir [Balaji ve Sasikala,1993].

Bu aragtirmada kullanilan bir bagka genotoksisite test yontemi ise mikroniikleus
testidir. Mikroniikleus hem klastojenik hem de anojenik mekanizmalar sonucu
olusabilmektedir. Acephate insektisitinin uygulamasiyla kiiltiire alinmis insan
lenfositlerinde mikroniikleus frekanslar1 kontrole gore tiim uygulamalarda doza bagh
olarak Onemli oranda artig gosterirken, Mephosfolan insektisitinin uygulamasi
sonucunda ise 0,50; 1,00 ve 2,00 ng/ml’lik dozlarinda kontrole gore anlamli ve doza
baglh bir artis goézlenmistir. Buna goére Acephate ve Mephosfolan insan
lenfositlerinde genotoksik etkiye sahiptir. Ancak bu insektisit niikleer boliinme

indeksinde kontrole gére anlamli olmayan bir artisa neden olmustur.

Mikrontikleuslar spontan olarak olusabilecegi gibi genotoksik ajanlara maruz
kalinma sonucu da olusabilmektedir. Mikroniikleuslar, asentrik kromatid veya
kromozom kiriklarindan ya da anafazda kutuplara ¢ekilemeyen kalgin
kromozomlardan olusur [Surrales ve ark., 1995]. Andjenik kimyasalarin birincil
mekanizmasi, sentromerik DNA’ya etki ederek, kromozomlarin mitotik ipliklerin
tutundugu yerde hasar meydana getirmesidir [Parry ve ark., 2002]. Diger bir
mekanizmas1 ise Opl8/stathmin aktivitesinin inhibisyonudur. Bu protein hiicre
dongiisii siirecinde mikrotiibiillerin diizenlenmesinde rol oynayan ana sistosolik
fosfoproteinidir.  Stathmin  fosfororilasyonla inaktivasyonu sonucu, tiibilin
polimerizasyonun ilerlemesine ve mitotik ipliklerin olusumunun baslamasina neden
olur [Larsson ve ark., 1997]. Mitozun ilerleyen safhalarinda stathmin
defosforilasyonu ile mitotik ipliklerin depolimerizasyonu gerceklesir, boylece
hiicrenin yeni bir dongiiye gecisini saglar [Le Hegarat ve ark., 2003]. Eger uygulanan
kimyasal Opl8/stathmin aktivitesine inhibe ederse mikrotiibiillerde yapisal bir
sabitlesme ortaya cikar. Mitotik iglerin organizasyonunda anormallikler olusabilir ve

mitozun tamamlamasi zorlasir [Song ve ark., 1990; Giri ve ark., 2002b]. Ayrica
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multipolar anafaz ve telofaz da MN olusumuna sebep olmaktadir [Topaktas ve

Renciizogullar1, 1995].

Behera ve Bhunya (1989) yapmis olduklar1 ¢aligmada fare kemik iligi hiicrelerinde
MN frekansini belirlemek amaciyla Acephate insektisitinin ii¢ farkli dozunu (2x150,
2x200, 2x250 mg/kg) farelere intraperitonal olarak verilmislerdir. Elde edilen
sonuglara gore polikromatik eritrositlerde MN olusumu sadece en yiiksek dozda
(2x250mg/kg) artis gostermistir. Acephate’mn in vivo olarak genotoksik etkiye neden

oldugu sonucuna varilmistir [Behera ve Bhunya, 1989].

Karabay ve Oguz (2005) tarafindan, Imidacloprid ve Acephate’in metaboliti olan
Methamidophos’un tek baslarina ve kombinasyon halinde meydana getirdikleri
sitogenetik ve genotoksik etkileri belirlemek i¢in sigan kemik iligi hiicrelerinde KA
ve MN testini kullanmiglardir. Wistar albino si¢anlarina 90 giin siireyle, giinliik
diyetleri i¢inde 50 ve 100 mg/kg dozlarda Imidacloprid, 2,5 ve 5 mg/kg dozlarda
Methamidophos veya 2,5 ve 5 mg/kg dozlarda Imidacloprid+Methamidophos
karistmi agiz yoluyla verilmistir. Insektisitlerin uygulandig1 tim doz ve gruplarda
kromozom aberasyonlar1 kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli derecede ve doza
bagl olarak artmistir. Buna gore bu iki insektisitin genotoksik olduklar1 belirtilmistir

[Karabay ve Oguz, 2005].

Methidathion insektisitinin 48 saatlik uygulamasi sonucunda biitiin uygulama
stirelerinde, mikroniikleuslu biniikleatlarin sayisinda artisa neden olmustur. Bu artis,
3,75 png/ml’lik dozda negatif kontrole kiyasla istatistiksel agidan 6nemli olmazken,
diger biitlin dozlarda anlam teskil etmistir. Triadimenol ise hiicre bagina diisen MN
sayilar1, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, biitiin dozlarin 6nemli diizeyde MN
olusturdugu goézlenmektedir. MN sayist1 doz artisina bagh olarak artirmastir.
Methidathion ve Triadimenol insektisitlerinin kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde

klastojenik ve anojenik etkiye neden oldugu belirtilmistir [Demir, 2005].

Titenko-Holland ve arkadaslar1 (1997) Malathion ile muamele ettikleri insan lenfosit

kiiltiirinde mikroniikleus olusumlarini incelemislerdir. Bu c¢alismada elde edilen
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sonuglara gore organofosfath bir insektisit olan Malathion’un MN frekansin1 artirdigi
ve en yiiksek dozlarda da sitotoksik bir etki gdsterdigi tespit edilmistir [Titenko-
Holland ve ark., 1997].

Kiiltiire edilmis Cin Hamster akciger hiicrelerine uygulanan 22 organofosfath
insektisit (Azinphos Ethyl, Chlorpyrifos, Ethion, Parathion, Phosaione, And
Quinaphos, Azinophos Methyl, Chlorpyrifos Methyl, Dichlorvos, Dimethoate,
Fenitrothion, Malathion, Parathion Methyl, Trimethyl phosphate, EIl Ve MIA) MN

frekansini kontrole gore artirmistir [Ni ve ark., 1993].

Insektisitlerle yapilan diger calismalarda ise Novacron (Peitl ve ark.,1996), Furadan
ve Carbofuran (Soloneski ve ark., 2008) Cin hamster ovaryum hiicrelerinde MN

frekansinda artisa neden olmuslardir.

Bu ¢alismada kullanilan diger bir test metodu olan comet testi tek hiicre alkali jel
elektroforezi olarak da bilimektedir. Giiniimiizde in vitro genotoksisite
caligmalarinda basit ve c¢ok hizli sonug¢ elde edilmesi nedeniyle siklikla
kullanilmaktadir. Lenfosit hiicresindeki DNA baglarinin kirilmast sonucunda,
elektroforez sonrasinda hiicreler kuyruklu yildiz (comet) goriiniimiinde oldugu icin
yontem Comet ismiyle de anilmaktadir. Arastirmacilar kuyruk olusturmanin altinda
yatan nedenin alkali sartlarda iplik¢iklerin gevsemesi oldugunu bulmuslar (Klaude ve
ark., 1996; Collins ve ark., 1997) ve yaptiklar1 ¢aligmalarda nétral sartlarda kuyruk
kisminda sadece gevsek iplikgikler varken DNA pargaciklarinin alkali ortamda
bulundugunu gdstermislerdir. Zira alkali ortamda baglarin ¢oziilmesi ve DNA
molekiillerinin denaturasyonu daha kolaydir. Bu DNA’da tek bag hasarina neden
olur [Klaude ve ark., 1996; Collins ve ark., 1997]. Bu nedenle son yillarda tercih
edilen yontem alkali ortamda DNA hasarin1 ¢alismak olmustur. Acephate ve
Mephosfolan insektisitlerinin insan periferal lenfosit DNA’larinda olusturduklari
hasar, comet kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu verileri kullanilarak

belirlenmistir.
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Acephate insektisiti comet testinde comet kuyruk yogunlugunu ve kuyruk
uzunlugunu kontrole gore tiim dozlarda artirmistir. Bu artis kuyruk yogunlugunda
yalnizca en yiiksek doz olan 200 pg/ml’lik dozda anlamli bulunurken, kuyruk
uzunlugunda 100 ve 200 pg/ml’lik dozlarda anlamli bulunmustur. Mephosfolan’in
neden oldugu DNA hasar1 sonucunda olusan kuyruk uzunlugunun artis1 0,125; 0,50
ve 1,00 pg/ml’lik dozlarda, kuyruk yogunlugunun artisi ise 0,50; 1,00 ve 2,00
ug/ml’lik dozlarinda anlamli diizeydedir. Bu sonuglara gdére Acephate ve
Mephosfolan insektisitleri periferal insan lenfosit kiiltiiriinde genotoksik etkiye

sahiptir.

Das ve arkadaslar1 (2008) yapmis olduklar1 calismada insan lenfosit kiiltiiriinde DNA
hasar1 belirlenmesi amaciyla comet testini uygulamiglardir. Acephate’in ¢esitli
dozlan (1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9 ve 10 uM ) ile insan lenfositleri 2 saat boyunca
muamele edilmistir. Elde edilen sonuclar bu insektisitin 1-7 pM dozlarinda comet
kuyruk uzunlugunda artisa neden oldugunu, 8, 9 ve 10 uM dozlarinda ise

lenfositlerde nekroza neden oldugunu gostermistir [Das ve ark., 2008].

Acephate ile yapilan bir baska ¢alismada ise insan periferal lenfosit kiiltiiriinde comet
test yontemi ile apoptoz ve nekroz etkisi incelenmistir. Kiiltiire edilen hiicreler 24
saat boyunca Acephate’in 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ve 1,0 uM’lik dozlar1 ile muamele
edilmigtir. Sonuglar Acephate’in tim uygulama dozlarinin apoptozis ve nekroz
olusumunu doza bagli olarak artirdiginmi gostermistir. [Das ve ark., 2006]. Genel
olarak diisiik konsantrasyonlardaki kimyasallar apoptotik hiicre 6liimiine neden olur
iken, yliksek konsantrasyonlardaki kimyasallar ise nekrotik hiicre 6liimiine neden
olmaktadir [Olive ve ark., 1993; Fairbairn ve ark., 1996; Tice ve ark., 2000].
Kimyasallarin etkisi ile DNA’da hasar olusmakta ve bu hasar ise apoptotik hiicre
Olimii ile elimine edilmektedir. Bu yiizden apoptozis hiicrelerde 6liim olarak
adlandirilsa bile DNA onarmmina paralellik gosteren bir kontrol yontemi oldugu

distiniilmektedir [Koester ve Bolten, 1999].

Monotocrotophos, Profenofos ve Chlorpyrifos organofosfatli insektisitlerin in vitro

ortamda periferal insan lenfostilerinde comet testi yontemi ile DNA {izerine etkileri



74

arastirilmis ve elde edilen sonuglara gore bu insektistler doza bagl olarak DNA’da

apoptozis ve nekroz olugsumunu artirmistir [Das ve ark., 2006].

Diger bir ¢calismada Acephate’in Swiss albino erkek farelerinden elde edilen periferal
kan lenfositlerde comet testi in vivo olarak gergeklestirilmistir. Acephate’in 12,25;
24,5; 49; 98; 196 ve 392 mg/kg’lik dozlart oral yollardan verilmistir. 24, 48, 72 ve 96
saat uygulama siirelerinin sonunda farelerden alinan kan 6rneklerinden yapilan comet
testi ile DNA hasar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore comet kuyruk
uzunlugu 24 ve 48 saatlik uygulama sonunda tiim dozlarda istatistiksel olarak
anlamli ve doza bagl artmis iken, 72 saatlik uygulama siiresi sonuglarina gore ise 98,
196 ve 392 mg/kg dozlarinda anlamlidir. En uzun uygulama siiresi olan 96 saatlik
stirede ise comet kuyruk uzunlugunun degerleri negatif kontrol degerlerine ¢ok yakin
oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada Acephate’in 24 ve 48 saatlik siirelerde

genotoksik etki gdsterdigi belirlenmistir [Rahman ve ark., 2002].

Organofosfatli bir insektsit olan Chlorpyriphos’un comet testi kullanilarak fare
periferal lenfositlerinde olusturdugu DNA hasar1 arastirilmistir. 24 ve 48 saat siireleri
boyunca oral yollarla verilen uygulama dozlar1 fare lenfositlerinde comet kuyruk
uzunlugunda artisa neden olmustur. Bu artisin doza bagli oldugu belirlenmistir

[Rahman ve ark., 2002].

Undeger ve Basaran’in (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada organofosfatli insektisit
olan metil paration ve dimethoate’in insan periferal lenfositlerinde comet testi
uygulanmis olup, DNA hasar1 incelenmistir. Dimethoate uygulanan tiim dozlarinda
(10, 50, 100 ve 200 pg/ml) kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu énemli diizeyde
ve doza bagh artirmistir. Metil paration ise 10, 50 ve 200 pg/ml’lik dozlarda kuyruk
uzunlugunda, 100 ve 200 pg/ml’lik dozlarda kuyruk yogunlugunda artisa neden
olmustur. Kuyruk yogunlugundaki artis doza baglhdir [Undeger ve Basaran, 2005].

Malation ve onun iki metaboliti olan malakson ve izomalation insektisitlerinin DNA

lizerine etkisi arastirilmistir. Comet testi sonuglarina goére malakson ve izomalation
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kuyruk uzunlugunda 6nemli diizeyde doza bagli bir artisa neden olmustur [Blasiak ve

ark., 1999].

Pestisitler cesitli zararlilar1 6ldiirmek ve tarimda iiretimin arttirilmasi i¢in kullaniliyor
olsa da asir1 kullanimi1 ¢evre kirliligine ve c¢esitli yollarla canlilara ulasarak sitolojik,
mutajenik, klastojenik, anojenik ve kanserojenik etkilere neden olmaktadir. Acephate
ve Mephosfolan insektisitlerinin KA, KKD, MN ve comet testleri kullanilarak
genotoksik etkileri arastirilmistir. Ayni zamanda bu insektisitlerin mitotik indeks,

replikasyon indeksi ve niikleer boliinme indeksi etkileri incelenmistir.

Sonug olarak Acephate ve Mephosfolan insektisitlerinin insan lenfosit kiiltlirtinde
uygulanan dozlarmmin kromozomal anormallik, kardes kromatid degisimi ve
mikroniikleus frekanslarinda istatistiksel olarak onemli artislara sebep oldugu ve
DNA hasarimi artirdig1 belirlenmistir. Buna gore her iki insektisit de klastojenik,
mutajenik, anojenik etkiye sahiptir. DNA’da hasar olarak ortaya ¢ikan bu genotoksik
etkiler kanser baslatict bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle bu
pestisitlerin kullanimda dikkatli davranilmali, hedef alinmayan canlilarin 6zellikle
insanlarin bu kimyasal bilesiklere maruz kalmasi miimkiin oldugunca azaltilmalidir.
Pestisitlerin tarim arazilerinde bilingsizce kullaniminin 6niine gegilebilmesi ig¢in
ciftciler bilinglendirilmeli ve pestisitlerin ¢evreye olan zararlari agiklanmalidir.
Ayrica toksisiteleri bu derece yiikksek olan sentetik pestisitlerin yerine dogal
pestisitler biyoinsektisitlerin kullanimi yayginlastirilmalidir.  Ornegin  Bacillus
thuringiensis halen kullanilmakta olan biyoinsektisitlerin en taninani ve énemlisidir.
Bakteriden fermantasyon yolu ile elde edilen toksik yapilar sadece hedeflenen
organizma lUzerinde etkili olmakta bunun disinda yakin akraba canlilara bile etki
gostermemektedir. Bu gilinlimiizde gelisen tarimsal savasta son derece onemli bir
ozelliktir. Bunun yaninda dogadan elde edilmis olan bu bakterinin insanlara bir
etkisinin olmamasi, uygulamadan sonra hasat i¢in bekleme siiresinin ve kalinti

probleminin olmamasi diger 6nemli avantajlaridir.

Ayrica organik tarimin tesvik edilmesi ve tiiketicinin organik {riinler hakkinda

bilgilendirilmesi  gerekmektedir. ~ Kimyasallarin  genotoksik  potansiyellerini
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belirlemede 6nemli bir 6n gosterge olarak kabul edilen in vitro galismalara ilave
olarak in vivo ¢alismalar da yapilmali ve kimyasallarin etki mekanizmalari daha

detayl1 olarak belirlenmelidir.
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