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Bu ¢alismanin ilk boliimiinde alti tane tekstil boyasi (astrazon sar1 GL-E, astrazon
siyah FDL, chrocion kirmizi, chrocion sari, remazol mavi, remazol kirmizi RR) ve
tekstil fabrikasi atik suyunun mutajenik ve rekombinojenik aktivitesi Drosophila kanat
benek testi (somatik mutayon ve rekombinasyon testi, SMART) ile arastirilmistir. Bu
amagcla standart capraz (ST) ve promutajen ve prokarsinojenler icin yiiksek duyarlilikla
karakterize olan yiiksek bioaktivasyon (YB) caprazi kullanilmistir. mwh (3- 0.3) ve fr
(3-38.8) genleri i¢in transheterozigot olan ii¢ giinliik larvalar test bilesiklerinin farkl
konsantrasyonlardaki cozeltileri ile kronik olarak beslendi. Hayatta kalan larvalarin
pupaya gecisi ile beslenmeleri sonlandi ve kanat imaginal disklerinin somatik
hiicrelerinde indiiklenen genetik degisiklikler kanat yiizeyinde mutant kolonlarin
olusmasina neden oldu. ikili benekler mitotik rekombinasyon ile olusturulurken nokta
mutasyon, kromozom kirilmas: ve mitotik rekombinasyon tekli benekleri olusturdu.
Genel olarak bilinen mutajenler (etil metan siilfonat ve iiretan) pozitif kontrol olarak
kullanildi. Tekstil boyalarinin, tekstil atik sular1 ile EMS ve iiretanin biitiin
konsantrasyonlar1 hayatta kalis oranini azaltti. EMS ve iiretan ST ve YB c¢aprazlarin her
ikisinde de biitiin benek tiplerinin sayisinda artisa neden oldu. Uretan uygulanan YB
caprazdaki indiiklenen benek sayis1 ST caprazdaki ile karsilastirilinca oldukga yiiksekti.
Astrazon sar1t GL-E, astrozon siyah FDL, chrocion kirmizi, chrocion sari, remazol mavi,
remazol kirmizi RR ile ST ve YB caprazinin uygulamalar1 tekli benek ve ikili
beneklerin frekansindaki artis ile ortaya ¢ikan pozitif sonuclar verdi. Chrocion kirmizi
her iki caprazda da yetersiz olarak degerlendirilen sonuglar verdi. Tekstil atik suyu her
iki caprazda da tiim benek tiplerinin sayisini arttird1 ve YB caprazda ST ¢apraza kiyasla
daha genotoksikti. Calismanin ikinci kisminda Drosophila melanogaster’in rediikte
glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (Cat) ve glutatyon rediiktaz (GR)
ile glutatyon-S-transferaz (GST), aktivitelerinden olusan antioksidan savunma
sisteminin tekstil boyalarinin maruziyetine karsi oldukc¢a duyarli oldugu goriildii. Bu
parametrelerdeki degisiklikler oksidatif stresin varliimi ve Drosophila tarafindan
oksiradikallerin iiretiminde bir artisin oldugunu gostermektedir.

Elde edilen bu sonuglar boya iiriinlerinin mutajenik etkilerini in vivo testlerde
gostermek icin yeteri kadar test edilmeden pazarlandigini belirten diger calismalar ile
uyumludur. Ayrica tekstil boyalarinin toksik ve genotoksik etkilerini ortaya koyan bu
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calisma diger boyalar ve ekosisteme kontrolsiiz olarak verilen diger bazi genotoksik
kirleticilerin belirlenmesinde bir belirte¢ olarak Drosophila melanogaster kanat benek
testinin kullanilabilecegini 6ne stirmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: D.melanogaster, genotoksisite, SMART test, tekstil
boyalari, tekstil atik suyu, oksidatif stres, antioksidan savunma sistemi.

Ek: JPEG formatinda 6adet resim iceren JPEG dosyasi.
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In the first part of this study, six textile dyes namely Astrazon goldgelb GL-E,
Astrazon schwarz FDL, Chrocion scarlet, Chrocion yellow, Remazol turquoise blue,
remazol red RR and textile wastewater were evaluated for the mutagenic and
recombinagenic effects using the wing spot test of Drosophila melanogaster (somatic
mutation and recombination test, SMART). Two crosses were used, the standard cross
(ST) and the improved high-bioactivation cross (HB) were used, the latter cross is
characterised by a high sensitivity to promutagens and procarcinogens. Three-day-old
larvae, transheterozygous for the multiple wing hairs (mwh, 3-0.3) and flare (fIr°, 3—
38.8) genes, were chronically fed with different concentrations of test compounts.
Feeding ended with pupation of the surviving larvae and the genetic changes induced in
somatic cells of the wing’s imaginal discs lead to the formation of mutant clones on the
wing blade. Point mutation, chromosome breakage and mitotic recombination produce
single spots; while twin spots are produced only by mitotic recombination. Commonly
known mutagens (Ethyl methanesulfonate and urethane) were applied as positive
controls. All concentrations of textile dyes and textile wastewater, Ethyl methane
sulfonate (EMS) and urethane caused a decrease in survival proportional to
concentration used. EMS and urethane caused increase in the number of all types of
spots in both standard and high-bioactivation crosses. Compared to ST crosses, the
number of induced spots in the HB cross treated with urethane was considerably high.
Treatment of the standard and the high-bioactivation crosses with Astrazon goldgelb
GL-E, astrazon schwarz FDL, chrocion yellow, remazol turquoise blue and remazol red
RR gave positive results, apparent from increase in the frequency of the single spots or
tween spots. Chrocion scarlet gave inconsistent result in both crosses. Textile
wastewater increased the number of all spots type in both crosses and proved to be more
genotoxic in the HB cross than in the ST cross.

In the a second part of this study, it was shown that the antioxidant defens
parametres of D. melanogaster, including the contents of reduced glutathione (GSH)
and activities of superoxid dismutse (SOD), catalase (CAT) and glutatione reductase
(GR) with glutatione S-tranferase (GST), were higly sensitive to textile dyes exposure.
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Changes of these parameters indicated that there was an increase in the production of
oxyradicals by Drosophila and the presence of oxidative stress.

The results confirm previous findings testing for their mutagenic effects that dye
products are marketed without a sufficiently tested and that show mutagenic effects in
vivo tests. And this study proved the genotoxicity and toxicity of these textile dyes, and
suggested that further studies should be made on other dyes and some other toxic
industrial pollutant discharges in ecosystems, using Drosophila melanogaster wing spot
test as an indicator to monitor pollutant genotoxicity.

Keywords: Drosophila melanogaster, SMART test, genotoxicity, textile dye, textile
wastewater, antioxdant defenses, oksidative stress.
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1.GIRiS

Giiniimiizde endiistrilesmenin artmasit sonucunda endiistriel kaynakli atik sular
cevre kirliligini de beraberinde getirmistir. Hava, su ve toprak gibi kaynaklardaki
mevcut dogal dengenin fiziksel, kimyasal, biyolojik etkenlerle bozularak, ortamin
yasanmayacak hale doniismesine ¢evre kirliligi denir [1]. Kirleticiler ¢ok ¢esitli olup bir
cok kaynaktan meydana gelerek cevreyi kirletmekte ve dolayisiyla ekolojik dengeyi
olumsuz etkilemektedir. Bu sorunlardan biri de iilkemizde hizla gelisen tekstil
endiistrisinden kaynaklanmaktadir. Tekstil fabrikas1 atik sular1 yiiksek oranda boyar
maddeler, beyazlatic1 ajanlar, tuzlar ve agir metaller icermektedir [2]. ilave olarak
yiiksek pH ve sicaklik, atik suyun bosaltildigr su kaynaginda ekolojik dengeyi olumsuz
yonde etkilemektedir. Tekstil atik sularinin ortak Ozelliklerinden digeri ise yiiksek
Biyolojik Oksjen Istemi (BOI) degeridir. Organik madde miktarmin bir gostergesi olan
BOI, alict ortamda cesitli kimyasal ve biyolojik degismeler sonucunda ortamin
¢Oziinmiis oksijenini tiiketerek canlilarin 6lmesine, kotii kokularin olusmasina ve su
kalitesinin genel olarak bozulmasina neden olmaktadir [1].

Giintimiizde mevcut tekstil ve boya fabrikalarinin pek ¢ogunun aritim sistemleri
olmadigindan atik sular dogrudan alic1 ortamlara verilmektedir. Kullanim amaclarina
uygun olarak tekstil sanayisinde kullanilan boyalarin dogal bozunma siirecleri uzun
oldugundan dogadaki kaliciliklar1 da artmaktadir [3]. Bu da atik sularin olasi toksik ve
genotoksik etkilerini giindeme getirmektedir.

Herhangi bir etmenin ekosistem ya da organizma iizerine olumsuz etkilerini
belirlemek i¢in Oncelikle laboratuar ortaminda model organizmalar kullanilarak
kontrollii ¢aligsmalar yapilmaktadir. Farkli organizmalar ile elde edilecek benzer
sonuclar olasi riski ortaya koymak agisindan oldukca énemlidir.

Bu calismada iilkemizde de yaygin olarak kullanilan bazi tekstil boyalar1 (astrazon
siyah, astrazon sar1, remazol mavi, remazol kirmizi, chrocion kirmizi, chrocion sar1) ile
tekstil fabrikast1 atik suyunun toksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amag ile sagladigi bir ¢ok avantaj nedeni ile model organizma olarak
Drosophila melanogaster secilmistir. Calisma kapsaminda tekstil boyast ve tekstil
fabrikas1 atik sularinin genotoksik etkisini belirlemek i¢in Drosophila melanogaster’ in
kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi kullanilmistir. ilave olarak tekstil
boyasi ve tekstil fabrikasi atik sularinin antioksidan enzimler ve Glutatyon S-tranferaz

enzimi iizerine etkilerini belirlemek de amaclanmistir. Literatiir bilgilerimize gore
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Drosophila melanogaster’de test edilen boyar maddeler ile ilgili olas1 riskler ilk kez bu

calisma ile ortaya konulacaktir.

1.1. Tekstil ve Boya Fabrikas1 Atik Sulari

Tekstil atik sularinin kimyasal madde yiikiiniin yanm: sira boyar madde igerigindeki
zenginlik, alici ortama dogrudan verilmesini eko-toksikolojik a¢idan oldugu kadar
estetik acidan da sakincali hale getirmektedir. Kullanim amaglarina uygun olarak tekstil
sanayisinde kullanilan boyalarin dogal bozunma siirecleri uzun oldugundan dogadaki
kaliciliklar1 da artmaktadir. Bu da atik sularin toksik ve genotoksik etkilerinin daha da
artabilecegini giindeme getirmektedir. Calismalar, tekstil fabrikasi atik sularinin
mutajenik maddeler de icerdiklerini gostermistir [4].

Tekstil endiistrisinden ¢evreye yayilan atiklarin biyolojik ve kimyasal
transformasyona ugrayarak kompleks bir kimyasal karisim haline geldikleri
belirtilmektedir.  Giiniimiizde bu karisimlarin  kimyasal kompozisyonu ve
karakterizasyonunun belirlenmesi ile ilgili caligmalar olduk¢a sinirlidir ve bunlarin

olas1 genotoksik ve kanserojenik etkilerini belirlemede yeterli degildir [5].

1.2. Boyar Maddeler

Kumas elyaf, deri, plastik, baz1 gida maddeler vb.’ni renklendirmek i¢in uygulanan
maddelere “boyar madde” denir [6]. Boyar maddeler c¢oziiniirliikklerine, kimyasal
yapilarina, boyama oOzelliklerine ve kullanis yerlerine gore c¢esitli sekillerde
siniflandirilabilirler. Boya kimyasinda genelde kullanilan boyar maddeler; asit boyalari,
direkt boyalar, dispers boyalar, siilfiir boyalari, reaktif lif boyalari, bazik boyalar,
oksidasyon boyalari, keskin (krom) boyalari, gelistirme boyalari, vat boyalari,
pigmentler, optik/floresan  parlaticilar ve solvent boyalar olmak {izere
gruplandirilmiglardir [7].

Kimyasal yapilar ile iligkili olarak boyar maddelere baktigimizda ise farkli gruplar
ile karsilasiriz. Boyar madde icerisindeki en Onemli renklendiriciler azo (-N=N-),
kabonil (C=0), metil (-CH=) ve nitro (NO,) gruplaridir. Bazen boyalara uygulamay1
giiclendirmek icin metal iyonlar1 baglanmaktadir. Bu boyalara metal kompleks azo
boyasi ya da mordan boyalar denilmektedir [8]. Fitallosiyanin boyalar ise metal iciren

ya da icermeyen olmak iizere iki gruptur. Reaktif boyolar ise boya molekiiliiniin bir C
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atomu ile polimerdeki bir hidroksi amino ya da tiol grubunun bir oksijen, nitrojen ya da
stilfiir atomu arasinda kovalent bagla olusmaktadir.

Giiniimiizde artan miktarlarda (3000’den fazla) sentetik boya iiretilmektedir. Tekstil
endiistrisinde kullanilanlarin  ise Onemli bir kismini (%60-70) azo boyalar
olusturmaktadir [8,9,10]. Azo boyalarinin metabolizmas1 oldukc¢a karmasiktir [11,12].
Oral yoldan alindiklarinda azo boyalar1 bagirsak mikroflorast veya karaciger
azorediiktaz enzimleri tarafindan aromatik aminlere doniistiiriiliir. Bu aminler de daha
sonra memeli mikrozomal enzimleri aracilifiyla genotoksik bilesiklere doniisiirler

[13,14].

1.3. Calismada Kullamlan Organizma ile ilgili Genel Bilgiler

Bu calismada Drosophila melanogaster’in farkli mutant soylar1 kullanilmustir. i1k
kez 1911 yilinda Thomas Morgan tarafindan deneysel calismalarda kullanilmis olan
Drosophila melanogaster ¢ok sayida yavru dol vermesi, kisa omiirlii olmasi, ar1 dol
olarak saklanabilmesi, kullanis kolayliklar1 [15], erginlerin tiim somatik hiicrelerinin
postmitotik olmasi [16], kolayca taninabilen ve genetik olarak kontrol edilebilen ¢ok
cesitli morfolojik karakterlere ve ve mutant soylara sahip olmasi gibi nedenlerden
dolay1 giiniimiizde de tercih edilen bir organizmadir.

llave olarak memelilere genetik mekanizmalar bakimindan biiyiik benzerligi onu
genetik toksikoloji caligmalari i¢in ¢ok uygun bir organizma olmasini saglamistir [17].

Daha once bircok calismada gosterildigi gibi Drosophila birgok kimyasal ve
kimyasal karisimin metabolize edilmesi i¢in gerekli metabolik yollarin ¢cok biiyiik bir
boliimiine sahiptir. Ayrica insanlar i¢in kanserojenik olan pek ¢ok madde Drosophila
testlerinde de pozitif sonuglar vermistir [18,19,20]. Drosophila c¢alismalarinda
promutajen ve prokarsinojenleri test etmek i¢in ilave metabolik enzimlere gerek yoktur.
Oysa Kkiiltiire alinan mikro organizmalar ve memeli hiicreleri, bir memelinin metabolik
aktivasyon sistemlerinin bir ¢cogundan yoksundur. Bu nedenle mutajenite testlerinde
kiiltiir ortaminda mikroorganizmalar ve memeli hiicreler kullanilirken kiiltiir ortamina

alternatif metabolik aktivasyon sistemlerinin de eklenmesi gerekir [21,22,23].
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1.3.1. Drosophila melanogaster’in Sistematikteki Yeri

Hayvanlar aleminin Insecta sinifina dahil olan Diptera takiminin Drosophilidae
familyas1 icinde yer alir. Larvalari eksimis meyveler lizerinde gelistigi icin meyve
sinekleri de denilen bu familya, genetikte deney hayvani olarak kullanilan pek cok tiirii

kapsar. Bunlardan biri de Drosophila melanogaster tiiriidiir [24].

Alem :Animalia

Sube :Arthropoda

Altsube :Mandibulata- Antennata
Sinif :Insecta-Hexapoda

Alt sitmf  :Pterygota

Ust takim  :Mecopteroidea

Takim :Diptera

Alt takim :Brachycera

Aile :Drosophilidae
Cins :Drosophila
Tiir :Drosophila melanogaster

1.4.2. Drosophila melanogaster’ in Yasam Dongiisii

Drosophila melanogaster’in dollenme ve zigot olusumunu takiben ergine gelismesi
siire bakimindan ortam sicakligina bagimlilik gosterir. 25 °C’ de bu siire 7-8 giindiir. Bir
ergin disi yasami boyunca 300’ e kadar varan sayida yumurta birakabilir. Genelde
bunlarin %95’ i olgunlasip acilabilir. Optimum sartlarda bir genetik¢i yilda maksimum
30 generasyon elde edebilir. Yumurtay takiben holometabol oluslarindan dolay1 biitiin
dipterler i¢in aynm: olan larva, pupa ve ergin donemleri tiim hayat cemberini olusturur
[25]. Diger boceklerde oldugu gibi, Drosophila’ da da gelisme iki asamada olur.
Birincisi embriyonik donemdir. Bu donem, yumurtanin dollenmesi ile baslar ve genc
larvalarin yumurtadan c¢ikmasina kadar devam eder. Biitiin embriyonik gelismeler
yumurta zarlar icinde meydana gelir. Ikinci dénem ise post-embriyonik dénemdir ve
gen¢ larvanin yumurtadan c¢iktigi andan itibaren baslayarak, larvanin ergin hale
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gelinceye kadar gecirdigi biitiin degisiklikleri igerir. Drosophila’nin yagam dongiisii

Sekil 1.1.” de gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Drosophila melanogaster’ in yasam dongiisii
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Yumurtalar, yaklasik 0.5 mm uzunlugunda olup beyaz renklidir. Yumurtanin dis
tarafi korion adi verilen bir zarla kaplidir. Anterior ucunda dorsalden uzanan bir cift
filament, yamurtanin birakildigi yumusak besin ortamina batmamasini saglar [26]. Post-
embriyonal gelisme, larva, pupa ve ergin olmak iizere iic doneme ayrilir. Yumurta
acilmasini takiben ¢ikan larva, pupa olusumuna kadar iki defa deri degistirir ve bdylece
lic instar donemi gecirilmis olur. Larva ii¢iincii doneminde yaklasik 4-4.5 mm
uzunlugunda olabilir. Larvanin her deri degistirmesinde kutikula 6zel yapilar ile (agiz
dahil) birlikte degisir. I¢c organlarin biiyiimesi, deri degistirmelerine bagli olan tedrici ve
siirekli sekilde devam eder [27]. Ugiincii instar doneminin sonuna dogru larva iginde
bulundugu kabin duvarindaki kuru bir bolgeye kadar tirmanir ve burada koyu sari-kahve
renkte pupalara gelisir. Gelisimin tamamlanmasi ile ergin sinekler pupa kilifinin
anteriorunu delerek disar1 ¢ikarlar. Yeni ¢ikan ergin bireyler ilk 6nce agik renkli, uzun
viicutludur. Fakat hemen birka¢ saat icinde koyulasirlar. Baslangicta kirisik olan
kanatlar1 acilir ve normal ergin goriiniimiine ulasirlar. Tiirlere gore degismekle birlikte
bakire disiler, pupadan c¢iktiktan 3.5-4 saat sonra eseysel olgunluga erisebilir ve 12 saat
sonra ise yumurtlayabilirler. Erkekler ise pupadan ciktiktan birka¢c saat son ra

ciftlesebilirler [28].

1.5.Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Giintimiizde genetik calismalarin 6nemli bir boliimii genetik tosikoloji alanindadir.
Bu baglamda gen mutasyonlan ile kromozomlarin sayisinda ve yapisinda meydana
gelen degisimler baslica ilgi odaklarini olusturmaktadir. Bu mutasyonlarin herhangi
birini belirlemek amac1 ile ¢ok cesitli in vivo ve in vitro test sistemleri gelistirilmistir
[29]. Siklikla kullanilan genotoksisite testleri arasinda allium testi [30], salmonella testi
[31], mikroniikleus testi [32], kardes kromatid degisimi testi (SCE) [33], tek hiicre jel
elektroforezi (SCGE) [34] ile cesitli Drosophila testlerini [35,36] sayabiliriz. Model
organizma olarak Drosophila’y1 kullanan testler arasinda son yillarda olduk¢a popiiler

olan testlerden bir de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)’ dir [37].

SMART iireme hiicrelerindeki mutasyonlar1 hedef alan testlerle karsilastirildiginda
cok sayida avantaj sunar [38]. Bu test sistemleri i¢in sadece bir generasyon siiresi
yeterlidir. Bu amagla kullanilan kanat ve gozlerdeki genetik isaretleri fark etmek
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olduk¢a kolaydir ve tek bir bireyde cok sayida hiicrenin analizine olanak saglar.
Calisma siiresi kisa olup olduk¢a ekonomiktir ve yapilan ¢ok sayidaki calisma ile
giivenilirligi kanitlanmistir. Bu testlerle nokta mutasyon, delesyonlar, kromozom

bozukluklar1 ve mitotik rekombinasyonlar belirlenebilmektedir [38].

SMART, goz benek testi ve kanat benek testi olmak iizere iki cesittir. Somatik test
yontemleri larvanin imaginal disklerinde mitotik olarak cogalan biiyiik hiicre gruplarini
hedef almaktadir. Imaginal diskler larval gelisim sirasinda mitozla cogalir ve
metamorfozla ergin bireyin farkli viicut yapilarini olusturur. Eger bu imaginal disk
hiicrelerinin herhangi birinde bir genetik degisiklik olursa bundan sonraki ogul
hiicrelere bu degisiklik aktarilarak mutant hiicre gruplar1 olusur. Bu genetik degisiklik
fenotipte gozlenebilen bir degisiklige neden olursa, mutant hiicre gruplar1 ergin sinegin
kanatlarinda ve gozlerinde mutant hiicre benekleri olarak ortaya ¢ikar. SMART, uygun
gen isaretlerinin heterozigotlugunun kaybini temel alinarak gelistirilmistir. Boylece
heterozigotlugun herhangi bir mutasyonla kaybedilmesi mutant fenotipin ortaya
cikmasina neden olur [39,40]. Bu calismada Drosophila melanogaster’ in kanat somatik

mutasyon ve rekombinasyon testi ya da diger adiyla kanat benek testi kullanilmistir.

1.4.1.Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Bu testte fenotipik etkisi kanat {izerinde gozlenebilen iki isaret gen kullanilmaktadir.
Bu genlerden ilki coklu kanat kil (mwh) genidir. Bu mutant gen tiglinci kromozomun
sol kolunun uca yakin bdliimiinde lokalize olmustur (3-0.3). Resesif bir gen olup
homozigot (mwh/mwh) olarak mwh stoklar1 olarak yasatilabilir. Homozigot olarak
bulundugu zaman hiicre basina bir kanat kili yerine ¢oklu kanat killarinin olusumuna
neden olur [41]. Diger isaret geni flare (fIr) ise kanat killarinin seklini etkileyen resesif
mutant bir gendir. Bu gen de yine liglinci kromozomun sol kolunda fakat sentromere
daha yakin (3-38.8) olarak yer alir. Flare geninin ii¢ mutant alleli bilinmektedir ve hepsi
de homozigot letaldir (flr i¢cin homozigot olan zigotlar ergine gelisemez). Fakat
heterozigot bir bireyin kanat imajinal disklerindeki homozigot hiicreler yasayabilir ve
mutant kanat hiicrelerine gelisir. Homozigot letalite nedeni ile fir allelleri bircok
inversiyonlar ve yine homozigot letal olan dominant isaret gen tasiyan dengeleyici bir
kromozomla birlikte ﬂr3 /TM3, Bd® stok olarak tutulur. Bu stokta kanat kenarlar1 testere

disi seklindedir [42].
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Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde farkli mutant soylar1 igeren iki
ayr1 caprazlama kullanilmaktadir. Bunlardan biri standart capraz (ST) ve digeri yiiksek
biyoaktivasyon (YB) caprazidir. Standart capraz icin fIr'/TM3, Bd® soyundan toplanan
bakire disiler mwh erkekleri ile caprazlanir. Yiiksek biyoaktivasyon caprazinda ise
ORR/ORR;ﬂrS/TMS,BdS soyunun bakire disileri ve NORR/NORR; mwh erkekleri
kullanilir.  Yiiksek bioaktivasyon caprazinda kullanilan bu soylar Drosophila
melanogaster’in DDT’ ye direncli Oregon-R soyundan gelistirilmistir. Diger mutant
soylara (fIr"/TM3, Bd' ve mwh) kiyasla daha yiiksek sitokrom P 450 seviyesine sahiptir.
Yiiksek biyoaktivasyon c¢aprazi ile bircok pro-mutajenin artan genotoksisitesi
gosterilmistir [42,43,44,48].

Her iki calismada da heterozigot larvalara olast mutajen uygulanir. Bu larvalardan
gelisen ergin bireyler kanatlarda beklenen somatik mutasyonu belirlemek amaci ile
analiz edilir. Erginler fenotipik olarak ayirt edilebilen iki farkli fenotipe sahiptir. (a)
Trans-heterozigot bireyler (mwh flr'/mwh* flr’; yabaml tip kanatlara sahiptir). (b)
Dengeleyici-heterozigot bireyler (mwh flrt/ TM3,Bd"; kanat kenarlar testere dislidir).
Dengeleyici-heterozigot  bireylerde ¢ok sayidaki inversiyonlar nedeni ile
rekombinasyonlar engellenmistir [45].

Kanat killarinda beklenen somatik mutasyonu belirlemek amaci ile kanatlar kesilerek
mikroskop altinda taranir. Boylece mutasyon ya da mitotik rekombinasyon sonucu
heterozigotlugun kaybedilmesi ile ortaya ¢ikan mutant hiicre klonlar1 arastirilir. Mutant
hiicre klonlar1 farkli benek gruplarina ayrilarak kaydedilir. Tekli benekler mwh veya flr
fenotipinde iken ikili benekler mwh ve flr fenotiplerini birlikte tasimaktadir. Tekli
benekler arasinda 1-2 hiicreli olanlar kiiciik tekli benek olarak isimlendirilirken 3 ve
daha fazla sayida hiicre gruplarindan olusan beneklere ise biiyiik tekli benekler denir.
Ayrica somatik hiicrelerde genetik degisikligin indiiksiyon zamani ve beneklerin
biiyiikliigii arasinda pozitif bir iligkinin oldugu belirtilmektedir. Eger mutasyon, hiicre
boliinmesinin yogun oldugu erken donemde olursa bu mutant hiicreden koken alan
benekler daha fazla hiicre icerecek ve daha biiyiik olacaktir [46,47].

Istatistik analizlerde kanat beneklerinin icerik ve biiyiikliigiine gore siniflandirilmasi
(kiiciik tekli benek, biiyiik tekli benek ve ikili benek) ile olusturulan veriler
kullanilmaktadir. Tekli benekler mwh veya flr fenotipindeki hiicrelerden olusurken ikili
benekler ise mwh ve flr fenotipini gosteren hiicre gruplarinin birlikte bulundugu
beneklerdir [48]. Beneklerin farkli tipleri farkli genetik mekanizmalar nedeniyle ortaya

cikmaktadir. Tekli benekler, nokta mutasyon, delesyon ve iki isaret gen (mwh ve fir)
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arasindaki mitotik rekombinasyonla olusurken ikili benekler 3. kromozomun sentromeri
ve flr geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olugsmaktadir (Sekil 1.2. A, B, C,
D).
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1.5.

Serbest radikaller veya reaktif oksijen tiirevleri yasamin onemli bir gercegidir.
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Sekil 1.2. Tekli ve ikili beneklerin olusumuna neden olan farkli genetik mekanizmalar
[46]. A: Normal kanat killarinin olusumu, B: Delesyon sonucu tekli benek olusumu, C:
Mitotik rekombinasyon sonucu ikili benek olusumu, D: Mitotik rekombinasyon sonucu
tekli benek olusumu

Serbest Oksijen Radikalleri ve Detoksifikasyon Sistemleri

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz,

molekiil agirhigr diisiik ve cok etkin molekiiller olarak tanimlanir. Molekiiler oksijenin

tek elektron ile kismi indirgenmesi sonucu olusan serbest oksijen radikallerinin




baslicalari; siiperoksit anyon radikali (02-'), hidroksil radikali (OH -'), hidrojen peroksit

(H,0,), hidroperoksit (HO,) ve peroksit (022-) radikalleridir. Normal metabolizma

sirasinda olusturuldugu gibi UV, X isinlari, ilaglar, kirleticiler, metal iyonlar1 ve
ksenobiyotikleri iceren cesitli ¢evresel etmenler nedeni ile de indiiklenmektedir [49].
Serbest radikaller protein inaktivasyonuna ve membranda lipid peroksidasyonuna
neden olarak hiicrenin yapisal ve fonksiyonel biitiinliglinii bozmaktadir. Ayrica DNA
ya baglanarak kardiovaskiiler hastaliklar ve ¢esitli kanser tiplerini de i¢ine alan bir cok
hastaliga ve yaslanmaya neden olmaktadir [50]. flave olarak cevresel kirleticilere uzun
sire maruz kalmalar, oksidatif strese neden olabilmektedir. Oksidatif stres basit bir
sekilde, viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin
peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki dengesizlik olarak
tamimlanabilir [52]. Oksidatif stres, toksisitenin olasi bir mekanizmasi olarak son
yillarda toksikolojik aragtirmalarin odagi haline gelmistir.

Organizma serbest radikallere karsi savunma mekanizmas: gelistirmistir. Bu
savunma mekanizmasi siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon rediiktaz (GR) ve
glutatyon peroksidaz (GPX) gibi enzim sistemleri ile glutatyon gibi enzim olmayan
bilesikleri icermektedir. Bu sistemlerin bircogunun saglikli calismasi askorbik asit, beta
karoten, vitamin E, ¢inko, demir, manganez ve selenyum gibi antioksidanlarin yeterli
diizeyde alinmasina bagimhidir [51]. Bununla iligkili olarak antioksidanlar, hem direkt,
hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaclarin, karsinojenlerin ve toksik radikal

reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine kars1 hiicreleri koruyan maddelerdir.

1.6. Detoksifikasyon Enzimleri ve Glutatyonun Genel Yapisi ve Islevleri

Biitiin aerobik organizmalarda makromolekiillere zararli olan serbest radikaller,
normal metabolizma boyunca siirekli olarak {iiretilmektedirler [53]. Antioksidan
enzimleri serbest radikal tiirevlerini temizleyen enzimlerdir. [56]. Bu enzimler giinliik
yasamdaki serbest radikal iiriinlerine kars1 koymak i¢in yeterlidirler. Stresli kosullar i¢in
giiclii bir savunma mekanizmast olusturduklarindan stres enzimleri olarak da
tamimlanirlar [57].

Drosophila melanogaster, sitozolik Cu/Zn ve mitokondrial Mn bagimh
mikokondrial SOD, katalaz, glutatyon (GSH) ve glutatyon rediiktaza (GR) sahiptir ama
glutatyon peroksidaza sahip degildir. Bu enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD),
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sliperoksit radikallerini hidrojen perokside doniistiiriirken, katalaz ve GSH peroksidaz,
hidrojen peroksidi suya doniistiiriir. GR rediiktaz ise okside glutatyonu rediikte forma

doniistiiriir.
1.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Antioksidatif savunmay1 saglayan enzimlerden biri olan SOD, biitiin aerobik
hiicrelerde oldukg¢a zararli olan oksijen redikaline (07 kars1 interseliiler savunma

yapmaktadir [58]. SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan iiriin, oksijenin toksik
tiriinlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi 6nlenmektedir. Bu yiizden katalaz ile
birlikte incelenmelidir [59]. SOD bir metalloenzimdir ve mikroorganizmalardan en
yiiksek yapili canlilara kadar, aerobik kosullarda yasayan canlilarin biitiin doku, hiicre
ve hiicre organelleri SOD icerirler [60].

SOD enzimi, kofaktor olarak igerdigi metal iyonuna gore, bakir ve ¢inko iceren,
mangan iceren demir iceren dismutazlar olmak iizere iice ayrilir. Cu ve Zn igeren
dismutazlar, bu iic grup icerisinde en yiiksek katalitik etkiye sahip olanlardir.
Dismutasyon bakir ile O™, radikali arasindaki etkilesimle yapilmaktadir. Bu enzim tiim
okaryotik hiicrelerin mitokondri matriksleri hari¢ biitiin organellerinde bulunur. Mangan
iceren dismutazlar, biitiin prokaryotik hiicrelerde bulunan, molekiil agirligr 40 000 olan
ve iki alt birimden olusan dismutazlardir. Bu alt birimlerin her biri birer atom mangan
icerir. Mitokondri dismutazi, 80 000 molekiil agirliginda ve tetramer yapiya sahiptir ve
diger prokaryotik hiicrelerdeki dismutazlarla benzerdir. Ayni tepkimeyi katalizlemeleri
disinda primer yapilar1 da birbirine cok benzemektedir. Mn-SOD ile Cu-Zn-SOD

yapisal 0zellik bakimindan birbirine benzemezler [61,62].
1.6.2. Katalaz

Katalaz biitiin memeli hiicrelerinde, bitkilerde ve aerobik mikroorganizmalarda
bulunan ve hiicreden serbest radikal tiirevlerini ve serbest oksijen radikallerini
uzaklastiran bir antioksidan sistem enzimidir. Hiicrede karaciger peroksizomlari, bobrek
veya beyin mikroperoksizomlar1 gibi subseliiler organellerin i¢ kisminda ve rat kalbi
mitokondri matriksinde yer almaktadir. Aktif merkezinde 4 tane “ferrihem” grubu

bulunmaktadir. Tetramerik bir yapiya sahip olup, molekiil agirligi 240 000’ dir [63].
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Katalaz hiicre icin toksik olan hidrojen peroksiti suya ve molekiiler oksijene
katalizler. Katalaz aktivitesini, hidrojen peroksitin katalitik reaksiyonuyla veya alifatik
alkollerin peroksidasyonu yoluyla gerceklestirir. Substrat olarak etanol, metanol, civa
buhar1 ve L- dopa, quaiacol, pyrogelol gibi aromatik bilesikleri kullanir [63].

Drosophila katalaz enziminin yapisal geni 3. kromozomun sol kolu iizerinde 75D1-
76A konumundadir. Katalaz aktivitesi, Drosophila gelisimi siiresince iki genis pik
yapar. Bu donemler {i¢iincli ge¢ instar larva ve pupa asamalaridir. Ergin bireyler
olustuktan sonra katalaz aktivitesi durgun hale gecmektedir [64].

Yapilan bir arastirmada, yaslanan Drosophila melanogaster erkeklerinde katalaz
enzim aktivitesinin azaldigi tesbit edilmistir. Deney ortamina dietle hidrojen peroksit
eklenen gruplarda ise yaslanan sineklerde Oliim artmistir. Bu sonu¢ bize yaslanan
sineklerde katalaz aktivite kaybina bagli olarak hidrojen peroksite duyarliligin arttigini

belirtmektedir [65].

1.6.3. Glutatyon Rediiktaz

Okside glutayonu (GSSG) rediikte glutatyona (GSH) NADPH’ya bagimli olarak
katalizleyen bir flavoproteindir. Elekronlar FAD’ e sadece NADPH’ dan transfer
edilirler. Sonra alt unitelerde iki sistein rezidiisii arasinda bir disiilfid kopriisii kurulur ve
sonucta okside glutatyon meydana gelir (GSSG). Her bir alt iinite bir FAD baglayici
domain, bir NAD baglayic1 domain ve bir interfeys domaini olmak iizere ii¢ yapisal
domain icermektedir. Okside glutatyon i¢in baglayici taraf, bir subiinitin FAD domaini
ve diger altunitin domainleri tarafindan sekillenmistir [66].

Bu reaksiyon glutatyon seviyesinin korunumu i¢in énemlidir. Glutatyon rediiktaz,
fotosentetik siyanobakteriler gibi ¢ok sayida farkli organizmalardan elde edilmektedir
[67].

GSSG olmadigr durumlarda NADPH’ 1n hiicre i¢i seviyesinin diigmesi glutatyon
rediiktaz1 inaktive etmektedir. Bu yiizden fizyolojik GSH-GSSG orami Onemlidir.
Oksidatif bir stres sonucu GSSG’nin hiicre i¢i seviyesi artinca glutatyon rediiktaz

yeniden aktive olmaktadir [68].
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1.6.4. Glutatyon S- Transferaz

Glutayon S- transferaz (GST) insanda bir ¢ok dokuda genis dagilima sahip, genis
islevli ve genis spektrumlu substrat 6zgiilliigii olan bir enzimdir. Sitozolik glutatyon S
transferaz (GST) pek cok kuvvetli cevresel karsinojeni detoksifiye eder ve bu ozelligi
ile GST, potansiyel toksik kimyasallara maruz kalan organizmalarda savunma goérevini
tistlenir. Bu gorevini, GSH’1in -SH grubuyla, ilgili bilesiklerin elektrofilik bolgelerini
notralize ederek gerceklestirir. Olusan iiriin merkaptiirik asittir ve viicuttan idrar ile
atilir.

Glutatyon S-transferaz tripeptid glutatyonun thiol grubu ile reaktif bir elektrofilik
merkeze sahip organik molekiillerin konjugasyonunu katalize eden bir enzim grubudur
[69].

Niikleofil glutatyon ile birlikte ksenobiotiklerin biyotransformasyonunda énemli rol
oynamaktadir. Ayrica sitokrom P-450 tarafindan iiretilen reaktif ara iiriinlerin
detoksifikasyonunda ve lipid peroksidasyonuna karsi hiicre membranlarinin
korunmasinda gorev almaktadir. Glutatyon S transferaz izoenzimleri ksenobiotik
metabolizmasindaki 6nemli enzimlerdendir [70].

Drosophila melanogaster’ de GST’ 1n baslica iki formu vardir. Bunlar GST D ve
GST 2’dir. Drosophila stimulans’ daise GST’ 1n ii¢lincii bir formu daha vardir [71].

GST D (Delta sinift), Drosophila’ da tigiincii form ile birlikte insektisitlere direnci
arttirmaktadir. GST 2 ise daha cok bocegin 0Ozellikle ugus kaslarinda bulundugu tesbit
edilmistir [72].

Herbisit olarak kullanilan oxadiazolone ile 1-chloro-2,4-dinitrobenzenin Drosophila
melanogaster’ de cesitli gelisimsel donemlerdeki GST aktivitesi lizerine etkileri
arastirilmistir.  Yapilan deneyler sonucunda enzim aktivitesinin ergin ve pupa

asamalarinda arttig1 gozlenmistir [73].

1.6.5. Glutatyon

Serbest radikallere ve ksenobiotik zarara karsi hiicresel savunmada onemli bir rol
oynayan glutatyon, dogada ¢ok yaygin olarak bulunan siilfiirlii bir bilesiktir.

1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedilmis ve daha sonra 1935 yilinda Harrington
ve Mead tarafindan §-L-glutamil-L-sistein-glisin halinde sentezlenmistir [74].
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Glutatyon aerobik yasamin zararli yan iiriinlerinden hidrojen peroksit ve organik
peroksitler ile reaksiyona girerek detoksifikasyonda anahtar bir rol oynar. Bir tripeptid
olan glutatyon, aminoasit tastyicisi ve siilfidril tamponu olarak gorev yapan, onemli bir
endojen antioksidanttir. Proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte halinde tutar ve boylece
bu gruplart oksidasyona karsi koruyarak fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. Ayrica oksidasyon-rediiksiyon islemlerinde Onemli bir
rediiktant role sahiptir [73].

Glutatyon proteolitik enzimlerin ¢ogundan etkilenmez. GSH olarak gosterilen
rediikte glutatyon, bitkilerde oksijenin alinmasinda onemli rol oynamaktadir. Oksijen
askorbik asitle birleserek dehidroaskorbik asit (DHA) olusur. DHA glutatyon ile
rediiklenerek askorbit asit meydana gelir ve iki glutatyon molekiilii disiilfit bag: ile

birbirine baglanir yani oksitlenir ve GSSG olusur.

Askorbik asit + 1/2 O, »  Dehidroaskorbik asit (DHA)

DHA + 2GSH GSSG + Askorbik asit

v

Glutatyon, kofaktorii NADPH olan glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan
indirgenerek GSH formunda alyuvarlarda tutulur ve alyuvarlari oksidatif zarardan

korur. Ayrica GSH methemoglobinin, tekrar hemoglobine indirgenmesinde gorev alir.

2 GSH + 2 met Hb » GSSG+2Hb+2H+

GSH cevredeki oksidant maddelerin etkisini {izerine ¢ekerek hiicrenin fonksiyonel
proteinlerinin oksidasyonunu engeller. Bunun i¢in kendisi oksitlenir ve iki glutatyon
molekiilii disiilfit bag1 ile birbirine baglanir (GSSG). Bu molekiiliin fonksiyonunu
yapabilmesi ancak, indirgenmis NADPH + H’ larin kullanilmasi ve glutatyon rediiktaz
(GSSG rediiktaz) enzimi aracilifiyla glutatyonun tekrar indirgenmesi gerekmektedir.

Ayrica GSH, rediikte durumda E ve C vitamini gibi antioksidantlar ve diger serbest
radikal siipiiriiciilerinin caligmasinda 6nemli bir role sahiptir [73].

GSH’ 1n diger bir fonksiyonu da oksidatif strese kars eritrositleri, l1okositleri ve goz

lenslerini korumaktir [74].
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2- KAYNAK OZETLERI

2.1. Tekstil Atik Sular1 ve Boyar Maddelerin Cesitli Organizmalardaki Toksik ve
Genotoksik Etkileri ile ilgili Calismalar

U.S. cevresel koruma ajanst (EPA) (TRI: toksik madde salinim kayitlar1) tarafindan
1994 yil1 boyunca kaydedilen verilere gore U.S’ de 2.26 milyar pound (pound= 454 gr)
toksik madde c¢evreye salinmistir. Bu toksik maddelerin salinim oranlarinin %68.8’1
havaya, %12.8° 1 topraga %15.4’ i yeraltina sizma ve %?2.9’ u yiizey sularia oldugu
tesbit edilmistir. Bu maddelerin ¢ogu kompleks karisim bilesenleri olarak, sivi atik
formunda ve kati atik formunda olmak iizere havaya ve suya yayilmaktadirlar. Bu
yayllim sonrasinda, kimyasal ve biyolojik transformasyon nedeniyle daha ©énceden
tanimlanmamis, yeni toksikantlar da meydana gelmektedir. Standart kimyasal analizler,
bu karisimlarin kimyasal kompozisyonunun ve karakterizasyonunun tesbit edilmesinde
yeterli degildir. Dolayisiyle cevre ve insan sagligini her gecen giin daha da fazla tehdit
eden bu maddelerin, kanserojenik ve genotoksik zararlarinin belirlenmesine iliskin
calismalara olan gereksinim her gecen giin artmaktadir [75].

Endiistriel atiklarin genotoksisitesi {izerine yapilan calismalar Houk (1992)
tarafindan derlenmistir. Buna gore calismalarin yaklasik olarak %60’inda Salmonella
testi, %22’ sinde diger gen mutasyon deneyleri, %10’ unda kromozomal deneyler, %7’
sinde DNA hasar deneyleri, %2,5’ inde in vivo hayvan deneyleri yapilmistir. Salmonella
testinin yiikksek oranda calisilmasinin sebebi, kolay ve ucuz olmasi, kompleks
karisimlarin degerlendirilmesi icin kullanish olmasi, genotoksik aktiviteyi kapsayan
kimyasal kisimlarin izolasyonu ve tanimlanmasina olanak saglamasidir [76].

Mc.George vd. (1985) Salmonella testini kullanarak, petrol rafinerisi, organik
bilesik endiistrisi, recine imalathanesi ve boya imalathanesi gibi 27 endiistriel alani
kapsayan bir calisma yapmuslardir. Ozellikle boya ve organik madde iiretiminden
salinan atiklarin genotoksik etkiye sahip olduklarini rapor etmislerdir [77].

White vd. (1996) genis bir endiistriel yerlesimden salinan 42 atifin genotoksisitesini
arastirmislardir. Calisma sonucunda, metal rafineri isletmelerinin, petrol rafinerilerinin,
kagit ve kagit hamuru imalathanelerinin atiklarinin mutajenik oldugunu belirlemislerdir
[78].

Sarma vd. (2000) Hindistan’ da yaygin olarak kullanilan, Sulphur Red Brown 360

(SRB), Jade Gren 2G (JG), Reactofix Turquoise Blue SGFL (RTB) ve Direct Scarlet
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4BS (DS) boyalariin, Bacillus subtilis tizerinde doz artisina bagh olarak biiylimeyi
inhibe ettigini gézlemislerdir [79].

Popiiler bir textil boyasi olan Omega Red ME’ nin, bir siyano bakteri olan Nostoc
calcicola tizerine etkileri arastirilmistir. N. calcicola’ nin biiyiimesi, kullanilan yiiksek
dozlarda (10-20 ppm) baskilanmistir [80].

Hali, yiin ve tekstil endiisrisinde c¢ok genis bir kullanim alam1 olan Metamega
chrome turuncu GL’nin, siyanobakteri olan Nostoc muscorum iizerine toksik etkileri
arastirilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda protein ile pigment igerigi ve fotosentetik
oksijen gelisimi iizerine etkisi énemsiz bulunurken, yiiksek konsantrasyonlarda c¢ok
onemli bir azalma gozlenmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda protein, klorofil a,
fikosiyanin ve karotenoid igeriginin sirasi ile % 72, 76, 54 ve 17 oraninda azaldigi
belirtilmistir [81].

Jager vd. (2004) farkli tekstil boyalariin mutajenik etkilerini belirlemek icin
yaptiklart calismada, farelerde fare lenfoma hiicre yontemi (MLA) testi ve Salmonella
typhimurium’ da Ames testini kullanmiglardir. Kullanilan dokuz boyanin, her iki deney
grubunda da mutajenik etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir [82].

Diger bir calismada pek c¢ok alanda yaygin olarak kullanilan azo boyalarinin
kimyasal yapis1 ile mutajenik aktivitesi arasinda bir iligki olup olmadig1 arastirilmistir.
Bu boyalarin agiz yoluyla alinmminmi takiben, bagirsak mikroflorasi ya da karaciger
azoreduktazlar1 ile aromatik aminlere, aromatik aminlerin ise memeli mikrozom
enzimleri tarafindan daha genotoksik bilesiklere metabolize edildikleri belirtilmektedir.
Bu aromatik aminlerin pek ¢cogunun Ames Salmonella/ mikrozom deney sistemlerinde
yapilan deneyler sonucunda mutajenik Ozellige sahip oldugu bulunmustur.
Karboksilasyon, deaminasyon ya da alkol veya asetil grubunun amino grubundaki
hidrojenle yer degistirmesinin mutajenik aktiviteyi azalttigt rapor edilmistir. Bu
calismalar sonucunda azo boyalarin kimyasal yapisi ile mutajenite arasinda bir iligki
oldugu tesbit edilmigtir [83].

Diger bir calismada, reaktif boya ortaminda biiyiime ve bioakiimiilasyon 6zelligine
sahip olan Saccharomyces cerevisiae, ile remazol mavi, remazol siyah B, remazol
kirmizi RB olmak iizere ii¢ diazo reaktif boya ile calisitlmistir. Tiim boyalarda,
bioakiimiilasyon i¢in optimum pH:3 olarak tanimlanmistir. Tim boyalarda
konsantrasyon diistiik¢ce bioakiimiilasyon yiizdesi artmistir. Boya konsantrasyonundaki
artisa bagh olarak, mayanin iiremesi inhibe edildigi icin lag safhasinda uzama rapor

edilmistir. Incelenen boyalar icinde en yiiksek bioakiimiilasyon remazol siyah B
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grubunda gozlenmistir. Bu ¢alisma, cesitli tipteki reaktif boyalarin uzaklastirilmasinda
kullanilabilir.  Fakat bir endiistriel alanda, uzun siireli bioakiimiilasyon

saglanamayacagindan dolay1 bu teknik {izerinde iyice ¢alisilarak gelistirilmelidir [84].

Khanna ve Saeville (2001) hava alan1 personelinde yaptiklar1 arastirmada, azo boyasi
olan disperse blue dyes 106 ve 124°tin mesleki kontak dermatite neden oldugu

bulunmustur [85].

Ayrica toplam 788 hasta iizerinde yapilan baska bir ¢alismada, disperse blue 106 ve
disperse blue 124 tekstil boyalarinin kontak dermatite neden oldugu bulunmustur [86].

Israil’de yapilan bir arastirmada, tekstil boyas1 olan disperse kirmizi, disperse mavi,
basic kirmizi boyalarinin degisik gruplar ¢alisilmistir. 36’ s1 kadin, 19’ u erkek olan 55
hasta lizerinde yapilan arastirmada bu boyalarin kontak dermatite neden oldugu

bulunmustur. En yiiksek alerjik etki diperse mavi 124 boyasinda gozlenmistir [88].

Diger bir ¢alismada, 1921-1951 yillar1 arasinda, mesane kanseri nedeniyle 6len 127
hastanin dordiiniin azo boyasi iiretim tesislerinde c¢alistifi saptanarak azo boyalarinin

mutajenik etkiye neden olabilecegi belirtilmistir [87].

Diger bir ¢alismada Suryavathi vd. (2005) tekstil fabrikas1 atik sularinin albino rat
ve farelerde erkek iireme sistemleri lizerine toksik etkilerini arastirmislardir. Bu
calismada atik su 15 giin siiresince oral yolla verilmistir. Bu uygulama sonucunda viicut
agirhginda %7-25; testis, prostat bezi gibi organlarin agirhiginda ise %1-48 azalma
gozlenmistir. Ayrica total protein (%14-70), kolesterol (%14-91) ve total lipid (%10-30)
diizeyleri de azalmistir. Bununla beraber prostattaki asit fosfastaz aktivitesinin ise %11-
44 oranlarinda arttig1 belirlenmistir. Bu hayvanlardaki histopatolojik ¢alisma sonucunda
sperm anormalliklerinde artis gézlenirken sperm sayisinda ise %10-59 oraninda azalma
gbzlenmistir [89].

Ayrica Przybojewska (1996), azo boyalarindan direkt mavi 74, direkt mavi 296,
direkt mavi 297 ve direkt yesil 98’ in genotoksik etkilerini BalbC farelerinde
mikronukleus testi ile arastirmistir. Calisilan boyalardan hi¢biri mikronukleus testinde
genotoksik aktivite gdstermemis ancak, direkt mavi 297’ nin her iki dozunun ve direkt
yesil 98’ in yiiksek dozunun farelerin kemik iligindeki kan hiicrelerinin ¢ogalmasini
etkiledigini saptamislardir [90].

Przybojewska vd. (1988), tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan direct siyah
19:1, direct kirmizi1 81 ve acid mavi 62 boyalarinin mutajenik etkilerini farelerde
microniikleus ve dominant letal testleri kullanarak arastirmislardir. Yapilan deneyler

32



sonucunda tiim boyalarin mikroniikleus sikligim arttirdig1 ancak erkek farelerin germ
hiicrelerinde dominant letal mutasyon meydana gelmedigi rapor edilmistir [91].

Azo grubu bir boya olan Orange II’ nin, sicanlar {izerindeki etkilerini belirlemek
icin yapilan arastirmalar sonucunda, dalakda biiylime, kirmizi kan hiicrelerinin
sayisinda ve hemoglobininde azalma goriilmiistiir. Ayrica enzim aktiviteleri lizerinde
onemli bir degisim olmadig: tesbit edilmistir [92].

Sumathi vd. (2001) tekstil boyas1 atiklarinin baliklar iizerindeki (Cyprinus carpio)
genotoksik etkilerini SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis) test sistemini kullanarak
arastirmislardir. Yapilan deneyler sonucunda, tekstil boyasi atiklarinin, baliklarin
eritrositlerinde ve karaciger hiicrelerinde DNA hasarini indiikleyici etkiye sahip
olduklar1 ve her iki dokuda da atik konsantrasyonun artisina paralel olarak DNA
kirilmalarinin da arttigini ortaya koymuslardir [93].

Tekstil atik sularimin baliklar {izerine yaptig1 histopatolojik ve histokimyasal
degisikliklerin arastirilldigt bir calismada ise oogenez baslangicinda oogonium
niikleuslarinin karyolizise ugradigi, cekirdekciklerinin kayboldugu, oositlerde RNA ve
protein miktarinin azaldig tesbit edilmistir [94].

Khan vd. (1995) yaptiklar1 arastirmalarda, tekstil atik sularmin Triticum aestivum
biiylimesini olumsuz yonde etkiledigini gérmiislerdir [95].

Cesitli atik sularin genotoksik etkilerinin sogan (Allium cepa) kok hiicrelerinde
arastirildig1 bir calismada, ozellikle kagit sanayi atik sularinin en ¢ok toksik etki
gosterdigi ancak tekstil atitk suyunun bu hiicreler iizerinde 6nemli bir genotoksik

etkisinin bulunmadig1 gdzlenmistir [96].

2.2. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinin (SMART)
Kullanildig1 Calismalar

Drosophila uzun yillardir genetik caligmalarda model organizma olarak
kullanilmaktadir. Bu siire¢ igerisinde herhangi bir etmenin genotoksik etkisini test
etmek {izere Drosophila’ nin kullanildig: cesitli testler de gelistirilmistir. Bunlardan biri
olan SMART bir¢ok arastirici tarafindan giivenilir standart bir test olarak
onerilmektedir. Bu calismalardan bazilarini burada 6zetleyebiliriz.

Amaral ve arkadaslar1 (2005), Brezilya’ daki kanalizasyon ve endiistriel atiklarin
biiyiik bir kisminin, hicbir uygulamaya maruz birakilmadan direk olarak bosaltildig

Cai nehrinden cesitli donemlerde aldiklar1 6rneklerin genotoksik etkisini SMART testi
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ile analiz etmislerdir. Calisma sonucunda atik sularda somatik hiicrelerde DNA ile
etkilesime girerek mitotik rekombinasyonu indiikleyen genotoksinlerin bulundugu
sonucuna varilmistir [97].

Brezilya’ daki bagka bir ¢calismada endiistri, sehir ve lagim sularinin etkisi altindaki
bir bolgeden alinan yiizey sularinin mutajenik ve rekombinajenik etkileri, Drosophila
melanogaster’ de SMART test kullanilarak arastirilmistir. Alinan 6rneklerin genotoksik
etkiye sahip oldugu ve mitotik rekombinasyonu indiikledigi kaydedilmistir [98].

Yesilada vd. (1999) zeytinyagr fabrikasi atik suyunun genotoksik etkisini
Drosophila kanat benek testi ile arastirmiglardir. Zeytinyag1 fabrikasi atik suyunun
kontrol grubu ile olan karsilastirmalar1 sonucunda yiiksek konsantrasyonlarda letaliteyi
artirdi@1 ve tiim dozlarda genotoksik etki gosterdigi saptanmistir [99].

Baska bir ¢alismada dort tane prokanserojenin (potasyum kromat, siklofosfamid, p-
dimetilaminoazobenzen ve 9,10-dimetilantrasen) genotoksik etkisi arastirilmistir.
Deneyde standart ¢aprazi ile promutajen ve prokanserojenlere daha duyarh olan yiiksek
bioaktivasyon ¢aprazi birlikte kurulmustur. Calismalar sonucunda bu dort bilesigin doz
artisina bagh olarak rekombinajenik aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur [100].

Insan meme kanserini 6nlemek icin antiostrojen olarak kullanilan fakat rahim
kanseriyle iliskisi olan Tamoxifen’ in genotoksik etkisi arastirilmis ve zayif genotoksik
etkili oldugu rapor edilmistir [101].

Diger bir ¢alismada 16semi tedavisinde kullanilan 1-D arabinofuranosilotozin (araC)
ve 5-azo 2 deoksistidin (5-azo-dC) ilaglarinin genotoksik etkisinin arastirildigi calisma
sonucunda ara-C’ nin %77 ve 5-azo-dC’ nin %81 oraninda rekombinasyona neden
oldugu belirlenmistir [102].

Frei ve Wiirgler (1997), kimya endiistrisinde bircok sentezde giris maddesi olarak
kullanilan 1,3-dikloro-2-propanol ve besin endiistrisinde cesitli soslar ve hazir
corbalarin tretiminde kullanilan 3-kloro-1,2-propandiol ile 2-kloro-1,3-propandiol
bilesiklerinin genotoksisitesini kanat benek testi ile arastirmiglardir. Sonugta her ii¢
maddenin de bu in vivo testte genotoksik etkiye neden olmadigini saptamislardir [103].

Herbisid olan bentazon, molinat, tiobencarb ve trifluralin’ in genotoksik etkilerinin
arastirlldigi baska bir calismada ise standart capraz ve yiiksek bioaktivasyon
caprazlarindan farkli sonuglar alinmistir. Buna gore bentazonun yalmizca yiiksek
bioaktivasyon ¢aprazinda, tiokarbamat ve tiobencarb’ 1n ise standart ¢aprazda ve yiiksek
dozlarinda pozitif sonug¢ verdigi belirtilirken molinatin hem yiiksek bioaktivasyon hem

de standart ¢aprazda pozitif sonug verdigi rapor edilmistir [104].
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Bakterilerde mutasyonlart indiikleyici olarak bilinen niikleosid analogu olan N4-
aminositidinin  Drosophila melanogaster’ de de wing spot test sonucunda somatic
mutasyonlart indiikledigi, hem ikili beneklerin hem de kiicliik tekli beneklerin
olusumunu artirdig1 gézlenmistir [105].

Ayrica reaktif oksijen tiirevlerinin toksik ve genotoksik etkisi somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile arastirllmistir. Bu amacla diquat, paraquat, menadione, juglone,
plumbagin, streptonigrin, tert-butyl hidroperoksit, 4-nitroquinoline 1-okside, isimli
sekiz reaktif oksijen tiirii kullanilmistir. Calisma sonucunda bu kimyasallarin toksik ve
genotoksik etkiye sahip olduklari bulunmustur [108].

SMART testi c¢esitli etmenlerin genotoksik etkilerini belirlemenin yaninda
antigenotoksik aktiviteyi belirlemek i¢in de kullanilmaktadir. Asagida bu kapsamda
yapilan bazi caligmalar 6zetlenmistir.

Lassmar vd. (2002) tarafindan yapilan bir calismada (Apis mellifera)’ nin
tomurcuklarindan elde edilen halk arasinda iltihap iyilestirici olarak kullanilan dogal
recineli bir maddenin (propolis) antigenotoksik aktivitesini arastirmiglardir. Standart ve
yiiksek bioaktivasyon ¢aprazlarinin her ikisinden de benzer sonuglar elde edilmis ve bu
maddenin anti-rekombinajenik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica
kullanilan dozlarin artisina bagli olarak bu anti-rekombinajenik etkinin arttig1 rapor
edilmistir [110].

Diger bir ¢alismada genisteinin antimutajenik etkileri Drosophila melanogaster’ de
wing spot test kullanilarak arastirilmistir. Deneyler sonucunda genisteinin antimutajenik
etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ozellikle Trp-P-2 ile indiiklenen mutajenite,
besiyerine eklenen genisteinin konsantrasyonunun arttirilmasi ile dikkate deger bir
oranda inhibe edilmistir [111].

Uretan bir promutajendir ve SMART ile yapilan antigenotoksisite calismalarinda
siklikla kullanilmaktadir. Bu calismalarda antigenotoksik oldugu diisiiniilen maddelerin
bu etkisi iiretan ile olusturulan mutasyona kars: kullanilmaktadir. Bu kapsamda yapilan
bir ¢alismada ii¢ tane esansiyel yagin antigenotoksik etkisi arastirilmistir. Sonug olarak
her {i¢ yagin da iiretandan kaynaklanan mutasyonlarin sayisimi azaltarak antigenotoksik
etki gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica bu ii¢ yagdan esit oranlarda olusturulan bir
karistmin antigenotoksik etkisinin en yiiksek oldugu da bulunmustur. Bu yaglarin
antigenotoksik etkisinin; bilesenlerinin sitokrom P-450 aktivasyon sistemi ile
etkileserek olusan aktif metabolitlerin sayisin1 azaltmasindan kaynaklanabilecegi

belirtilmektedir [112].
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Karekar vd. (2000) vitamin E, kafeik asit ve glutatyonun antimutajenik etkilerini
Drosophila melanogaster’ de wing spot test kullanarak arastirmiglardir. Bu amacla
mutajen olarak aflatoksin B; kullanmiglardir. E vitamininin herhangi bir antimutajenik
etkisi goriilmezken kafeik asit ve glutatyonun aflatoksin B, tarafindan indiiklenen

mutasyonlara antimutajenik etki gosterdikleri tesbit edilmistir [113].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Organizma

Bu calismada Drosophila melanogaster tirtine ait farkli mutant soylar
kullanilmistir. Bu stoklar ve 6zellikleri asagida 6zetlenmistir [39,43].
(1) fIr/ In (3LR) TM3, ri p” sep 1(3)89Aa bx’* ¢° Bd®: Bu mutant soy flare (fIr)
mutasyonunu tasimaktadir. fIr° kanat killarinin seklini etkileyen resesif bir mutasyondur
ve liglincii kromozomun sol kolunda fakat sentromere daha yakin olarak yer alir (3-
38.8). flIr’’ uin li¢ mutant alleli bilinmektedir ve hepsi de homozigot letaldir. Fakat kanat
imajinal disklerindeki homozigot hiicreler yasayabilir ve mutant kanat hiicrelerine
gelisir. Homozigot letalite nedeni ile kanat kenarlarinin testere disi seklinde olmasina
neden olan dominat bir mutasyon olan Bd® ile heterozigot olarak tutulur.
(2) NORR/NORR; flr’/ In (3LR) TM3, ri p¥ sep 1(3)89Aa bx’* % Bd®: Bu mutant soyun
genotipi yukardaki mutant soya benzerdir. Bu mutant soy yukaridakinden farkli olarak
DDT’ye direngli Oregon-R’ den gelistirilmistir ve daha yiiksek sitokrom P-450
seviyesine sahiptir.
(3) mwh/mwh: Bu mutant stok mwh (¢oklu kanat kil1) mutasyonunu tasimaktadir. mwh
mutasyonu {iciincii kromozomun sol kolunun uca yakin boliimiinde lokalize olmustur
(3-0.3). Homozigot mwh soyu olarak yasatilabilir ve bu durumda kanat hiicrelerinde
hiicre bagina bir kanat kil1 (trikom) olmasi gerekirken ¢ok sayida kanat kil1 olusur.
(4) NORR/NORR; mwh/mwh: Bu mutant soyun genotipi yukardaki mutant soya
mwh/mwh benzerdir. Ondan farkli olarak DDT’ye direncli Oregon-R’den gelistirilmistir
ve daha yiiksek sitokrom P-450 seviyesine sahiptir.

Bu stoklar iiniversitemize 1996 yilinda Ziirich Universitesinden Dr. Ulrich Graf
(Swiss Federal Institute of Technology) tarafindan gonderilmis ve Universitemize
getirildikleri tarihten itibaren kendilestirilerek genetik yonden homojen olarak

yasatilmaktadir.

3.2. Cahismada Kullamlan Caprazlamalar

Calismada biri standart capraz (ST) digeri yiiksek bioaktivasyon caprazi (YB)
olmak iizere farkli seviyelerde sitokrom-P450 aktivitesine sahip iki ayr1 ¢apraz kuruldu.

Standart caprazi kurmak icin mwh erkekleri ile ﬂr3/T M3, Bd ° soyunun bakire disileri
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kullanildi. Yiiksek bioaktivasyon caprazi icin ise NORR/NORR; mwh erkekleri ile
NORR/NORR; flr’/TM3, Bd* soyunun bakire disileri kullanildi.

3.3. Kullanilan Tekstil Boyar Maddeleri

Deneylerimizde tekstil sanayinde yaygin olarak kullanilan alt1 boya test edilmistir.
Secilen boya maddeleri astrazon sar1 GL-E, astrazon siyah FDL, chrocion sar1 H-E4G,
chrocion kirmizi H-E3G remazol turkuaz mavisi G-A ve remazol kirmizi RR,
boyalaridir. Ticari karakterdeki bu boyar maddeler IPAS Tekstil A.S. (Malatya)’ dan
temin edilmistir. Bu boyalardan astrazon sart GL-E, metil iceren bir boyadir. Astrazon
siyah FDL oxazin, azosiyanin, azo ve metil karistmindan olusan bir boyadir. Remazol
turquaz mavisi G-A bakir iceren %?2.3 reaktif fitallosiyanin bir boyadir. Remazol
kirmizis1 RR reaktif azo boyadir. Chrocion sart H-E4G ve chrocion kirmizi H- E3G
boyalar ise yine reaktif boyalaridir. Bu boyalardan iicii (remazol kirmizis1 RR, chrocion
sar1 H-E4G, chrocion kirmiz1 H-E3G) reaktif 6zelliktedir. Bu boyalar elyaf yapisindaki
fonksiyonel gruplar ile kovalent bag olusturabilen reaktif gruplar icerirler [114].
Astrazon sar1 ve astrazon siyah, azo grubu iceren boyalardir. Kimyasal yapisi esas
alinarak yapilan siniflandirmada astrazon boyar maddeleri, polimetil boyar maddeleri
sinifinda yer alir. Ayrica tekstil fabrikasi atik suyu Malatya Gap Tekstil Sanayinden

alinmustir.

3.4. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Agar agar, dietil eter, propionik asit, gliserol, kloral hidrat Merck’ ten; ortofosforik
asit Atabay Kimya Sanayi Ltd. sirketinden; arap zamki (gum arabic) Sigma’ dan;
tekstil boya maddeleri IPAS’ tan; hazir Drosophila besiyeri; Ward’ s Biology’den temin
edildi. Enzim calismalarinda kullanilan sitokrom-c, ksantin, ksantin oksidaz, GSSG
(okside glutatyon ), GSH (Rediikte glutatyon), DTNB{(5-5’ditiyobis (2-nitrobenzoik
asid)}, GSSG-rediiktaz, SOD (siiperoksid dismutaz), NADPH (B-Nikotinamid Adenin
diniikleotid (rediikte) Sigma Chemical Company’ den, NaOH, KH,PO4, K,HPOQOy,,
Na,HPO,, NaH,PO,, EDTA (Etilen diamin tetra asetik asid) H,O, Merck firmasindan

temin edildi.
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3.5. Deney Kosullar:

Deneyde kullanilan biitiin stok kiiltiirler ve kurulan deney sistemleri 25+1°C
sicaklik ve %40-60 bagil nem ve siirekli karanlik kosullarda Biyoloji Boliimii’ ndeki
kiiltiir odasinda tutuldu. Calismalar sirasinda sinekler sadece, eslestirme, aktarma, virjin

toplama, larva toplama ve preparat hazirlama islemleri i¢in aydinlik ortama alindilar.

3.5.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Laboratuarimizda stok kiiltiirler standart Drosophila besiyerinde tutulmaktadir
[115]. Standart Drosophila besiyerini hazirlamak i¢in gerekli maddeler; misir unu, toz
seker, bira mayasi, agar, asit karisimi ve distile sudur (Cizelge 3.1). Anti-fungal amacgh
olarak kullanilan asit karisimi ise ortofosforik asit, propionik asit ve distile sudan
olugmaktadir (Cizelge 3.2).

Besiyerini hazirlamak icin asit karisimi disindaki tiim maddeler, belirtilen oOlciilerde
karistirilarak kaynatilir ve kisik ateste 5-10 dakika pisirilir. Sonra bu karigim atesten
indirilip gerekli miktarda asit karisimu ilave edilerek iyice karigtirilir. Besiyeri heniiz
sicakken stok yapmak icin kullanilan ve 6nceden steril edilmis 250 ml’ lik siselere 1,5-2
cm kalinliginda dokiiliir. Daha sonra bu siselerin {izerleri temiz kurutma kagidi ile
kapatilarak kurumaya birakilir. Besiyeri yeteri kadar katilastifinda siselerin ya da
tiiplerin agizlar1 hidrofob pamuk ve gazli bezden yapilmis ve steril edilmis tampon ile
kapatilir. Hazirlanan besiyeri en fazla iki giin icinde kullamilmalidir, aksi takdirde
bozulur. Bu yilizden larva asamasina kadar yapilan deneyler i¢in, her seferinde taze besi
yerleri hazirlandi ve stok siselerine konuldu. Larva toplama asamasinda ise, hazir
besiyeri (Ward’ s Biology) kullanildi. Bunun i¢in 2.5 x 7.5 cm boyutlarinda, diiz tabanh
ve steril olarak hazirlanan tiiplere 0.5 er gram hazir besiyeri konuldu. Bu besiyeri daha

sonra disitile su ya da boya ¢ozeltileri eklenerek kullanildi.
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Cizelge 3.1. Drosophila besiyerinin icerigi (Bozcuk, 1976)

Kullanilan madde Miktar
Misir Unu 104 (gr)
Toz Seker 94 (gr)
Bira Mayasi 19 (gr)
Agar Agar 6 (gr)
Distile su 1020 ml
Asit Karisimi 6 ml*

*Asit karisiminin igerigi Cizelge 3.2° de verilmistir.

Cizelge 3.2. Drosophila besiyerinde kullanilan asit karistmi (Bozcuk 1976)

Kullanilan madde Miktar
(ml)
Ortophosphorik Asit 83
Propionik Asit 836
Distile su 1081

3.5.2. Bayiltma Yontemi

Deneyimiz sirasinda virjin toplama, esey ayrimi, ve kanatlarin kesilmesi gibi
asamalarda, sineklerin u¢gmasin1 6nlemek ve kolay calisabilmek i¢in sinekler bayiltildi.
Bu islem i¢in kolay uygulanabilir ve ucuz olmast nedeni ile eterizasyon yodntemi
kullanildi. Bayiltma islemi yapmak i¢in, bos bir stok sisesi i¢ine birka¢c damla eter
damlatilmis pamuk kondu. Sisenin agzina tiilbent bezi ile kapatilmis huni yerlestirerek
bayiltict ortam hazirlandi. Pamuk tamponu c¢ikartilan kiiltiir sisesi ani bir hareketle
bayilticinin agzina ters cevrilerek kapatildi ve hafifce vurularak igerisindeki sineklerin
huniye ge¢mesi saglandi. Sinekler siseye bosaltildiktan sonra huninin agzina bir kapak
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kapatildi. Damlatilan eter bir grup sinegi uzun siire baygin tutmaya yeterli oldugundan
kisa siirede eter buhari ile bayiltilan sinekler temiz bir cam levha ya da fayans ilizerine

alinarak gerekli islemler uygulandi.

3.5.3. Boya Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Besiyerine Eklenmesi

Calismamizda, tekstil fabrikalarinda kullanilan astrazon sari, astrazon siyah,
remazol mavi, remazol kirmizi, chrocion sar1 ve chrocion kirmizi boyalarinin 6n doz
tarama sonuglarina gore, uygulama dozlar belirlendi. Her doz icin gereken miktarlar,
elektronik, hassas terazide tartilarak uygun biiyiikliikteki erlenlere konuldu ve iizerlerine
saptanan hacimde distile su eklendi. Bu cozeltiler +4°C’ de ve 1siktan korunarak
saklandi. Ayrica tekstil fabrikasi atik suyunun genotoksik etkisini belirlemek icin
yapilan calismalarda atik suyu degisen oranlarda (0, 1/4, 1/2, 3/4, 1/1) igeren test
cozeltileri elde edildi. Diger taraftan onceden steril edilmis 2.5x7.5 cm boyutlarindaki
yeterli sayidaki deney tiiplerine 0.5 gr hazir besi yeri konuldu. Daha sonra farkli deney
gruplar (negatif kontrol, pozitif kontrol, atik su ve boya gruplar1) olusturmak amaci ile
her tiipe 2.5 ml olmak iizere gruplara 0zgii test ¢ozeltilerinden eklendi. Bu amacla
negatif kontrol grubunda yalnizca distile su kullanilirken, pozitif kontrol grubunda farkl
konsantrasyonlarda EMS (etil metan siilfonat) ve iiretan kullanildi. Boya gruplarinda ise

on ¢alismalarla belirlenmis olan, farkli dozlar kullanildi.

3.6. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinin Uygulanmasi

Secilen tekstil boyalarinin genotoksik etkilerini kanat benek testi ile aragtirmak i¢in,
standart (ST) ve yliksek biyoaktivasyon (YB) olmak iizere iki ayr1 ¢apraz kuruldu. Her
iki caprazin atasal soylar sekiz saat siireyle taze besiyerine alinarak yumurtlamalari
saglandi. Sekiz saatin sonunda atasoylar besiyerinden uzaklastirildi ve bu
yumurtalardan ¢ikan 72+4 saatlik larvalar toplanarak, onceden gruplara 0zgii olarak
hazirlanmis olan ve besiyeri igeren tiiplere sayilarak transfer edildi. Boylece negatif
kontrol, pozitif kontrol olarak EMS (etil metan siilfonat), iiretan, atik su ve boya
gruplar olusturuldu. Negatif kontrol grubu distile su ile hazirlanirken, pozitif kontrol
grubu farkli konsantrasyonlarda EMS ve iiretan iceren ¢ozeltiler ile hazirlandi. Boya
gruplarinda ise, boyalarin degisik konsantrasyonlarin1 igeren c¢ozeltiler besiyeri

hazirlamada kullanildi. Bu sekilde yeterli sayidaki larvalar gruplara ayrilarak ergine
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gelismeleri izlendi. Boylece calismalarimizin birinci boliimiinde larvalarin hayatta kalig
orani her grup i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere, larvadan ergine gelisen bireylerin orani olarak
hesaplandi.

Hazirlanan test tiiplerindeki larvalardan ergine gelisen bireylerden normal kanatl
olan trans-heterozigot (mwh flr* /mwh” fIr3) bireyler kanat benek testi i¢in kullanildi. Bu
sineklerin kanatlar1 kesilerek Faure solusyonunun ( 30 gr arap zamki, 20 ml gliserol, 50
gr kloralhidrat ve 50 ml distile su) damlatildigi lamlar iizerine yerlestirildi [39].
Kanatlarin dorsal ve ventral yiizeyleri tekli beneklerin ve ikili beneklerin varligini
arastirmak i¢in 151k mikroskobunda 400X biiyiitme ile tarandi.

Mikroskop incelemesinde gozlenen tekli benekler mwh ya da flr fenotipine sahip
hiicrelerden olusurken, ikili beneklerde her iki isaret genin fenotipleri yan yana olan
hiicrelerde bulunur [39]. Mikroskobik incelemeler sirasinda 1-2 hiicreli tekli benekler
kiiciik tekli benek ve ikiden daha fazla hiicreli benekler ise biiyiik tekli benekler olarak
kaydedildi.

3.7. SMART Testi Sonuclarmin Istatistiksel Analizi

Mikroskobik tarama sonucuna gore gozlenen kanat benekleri; kiiciik tekli benekler,
biiyiik tekli benekler ve ikili benekler olmak iizere siniflandirilarak kaydedildi. Olasi
genotoksik etkilerin degerlendirilmesi icin deney gruplarinin kanat basina diisen benek
sayilari, negatif kontrol gruplarinin degerleri ile karsilastirildi. Elde edilen sonucun
pozitif, kismen pozitif, yetersiz veya negatif olup olmadigina karar vermek icin ise
coklu karar verme prosediirii izlendi [116]. Bunun i¢in SPSS for Windows 10.0 paket
programi kullanilarak tek yonlii Kastenbaum-Bowman testi Frei ve Wiirgler 1988’ e

gore yapildi [117].
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3.8. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi ile lgili Calismalar

3.8.1. Homojenizasyon ve Santrifiigasyon

Enzim calismalar1 boyar madde gruplan i¢in yapildi. Bu amag ile her boya icin her
iki caprazdan (ST ve YB) da elde edilen 72+4 saatlik larvalarin boya iceren besi
yerlerinde ergine gelisimleri izlenerek her boya icin letal konsantrasyon taramasi
yapildi. Boylece her boya grubunda LD30 degeri belirlendi. Her boya i¢in ayr1 olan bu
degeri iceren besi yerlerinde hayatta kalarak ergine gelisebilen erkek bireyler pupadan
ciktiklart ilk 2-3 saat icerisinde toplanarak enzim caligmalar: icin kullanilmak iizere
derin dondurucuda -80°C’ de saklandi.

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in -80°C’ da saklanan bu ergin bireyler tartildi.
Tartilan sinekler 1/5 oraninda PBS (Na,HPO, 2,8834gr, NaH,PO, 0,6gr, NaCl 8.2gr,
pH:7) tamponuyla karistirilarak, cam- teflon homojenizatorde (2000 rpm devirde) 10-
15 vurus ile, 30 sn. araliklarla 2 kez homojenize edildi. Homojenat eppendorf tiiplerine
alinarak, 0°C’ de 20 000 rpm’de 10dk. santrifij (Dich Instrumant markers,
Microcentrifuge) edildi. Tim enzimatik ¢alismalar buz icinde yapilmistir. Elde edilen
siipernatant mikropipet yardimi ile temiz eppendorf tiiplerine alindiktan sonra -80°C’ de

derin dondurucuda enzim aktiviteleri 0l¢iilene kadar saklandi.

3.8.2. Enzim Aktivite Tayini

Calismalarimizda enzim kaynagi olarak Boliim 3.8.1° de anlatildig gibi hazirlanan
stipernatant kullanilmis olup enzim aktiviteleri spektrofotometrik yontem ile

Olctilmiistiir [118].

3.8.2.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini ve Hesaplanmasi

Antioksidatif savunma mekanizmasinin en Oonemli enzimi olan SOD, siiperoksit
radikallerinin dismutasyonunda gorev almaktadir. Ksantin-ksantin oksidaz sisteminde
tiretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom C’ yi indirgemesinin SOD tarafindan
inhibisyonu temeline dayanan enzim aktivite tayini McCord ve Fridovich 1969
yontemine gore yapildi [119].
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Enzim aktivite tayini i¢in pH: 7,8 lik 50 mM K,HPO, tamponu (0,1 mM EDTA
iceren fosfat tamponu), 0.2 U/ml ksantin oksidaz, 10 mM ksantin ve 1 mM sitokrom-c
cozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler kullanilarak A ve B cozeltileri hazirlandi.

A Cozeltisi icin 0,76 mg (5 mol) ksantin’in 10 ml 0,001 N NaOH’ daki c¢ozeltisi ve
24,8 mg (2 mol) sitokrom c¢’nin 100 ml 50 mM pH: 7.8 ve 0,1 mM EDTA igeren fosfat
tamponundaki ¢ozeltisi karistirildi. Bu ¢ozelti +4 °C” de 3 giin kararlidir.

B Cozeltisi i¢in taze olarak hazirlanan ksantin oksidazin (0,2 u/ml) 0,1 mM EDTA’
daki cozeltisi hazirlandi. 3 ml’ lik spektrofotometre kiivetine 2,9 ml A cozeltisi
konulup 50 pl 6rnek ilave edildi. Tepkime 50 pl B ¢ozeltisinin eklenmsiyle baglatildi.
Hizli bir sekilde karistirildiktan sonra 550 nm’ deki absorbans degisimi okundu. Kor
okumasi yapilirken 6rnek yerine 50 pl distile su kullanildi. Kalibrasyon grafigi ¢izmek
icin belli bir konsantrasyondaki (5.107 M) SOD ¢ézeltisinin 5 pl, 10 pl ve 15 pl’ deki
bilinen degerlerine karsilik elde edilen % inhibisyon degerleri grafige gecirildi. Bu
islem saf SOD enzimiyle yapildi. % inhibisyon asagidaki formiille hesaplandi.

% Inhibisyon = OD(6rnek) / OD(kor) x100

3.8.2.2. Katalaz Aktivitesinin Tayini

Katalaz enziminin aktivite tayini Luck (1963) yontemine gore yapildi [120]. Katalaz
aktivite tayini i¢cin pH 7° de 1/15 M’ lik Sodyum-Potasyum (KH,PO,—Na,HPO,)
tamponu hazirlandi ve daha sonra tamponun 100 mililitresine 160 pl H,O, eklendi.
Enzim aktivite tayininde kullanilacak kor i¢in sadece hazirlanan tampon-H»O, karigimi
kullanildi. Enzim aktivitesinin Olctimii i¢in ise yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan
tampon + H,0, ¢ozeltisine uygun miktarda siipernatant eklendi ve 240 nm’ de 1 dakika
boyunca absorbans degisimi (Shimadzu-UV-1601, UV/Visible) belirlendi. Absorbans
belirlendikten sonra mililitredeki enzim iinite sayis1 Luck 1963 yontemiyle hesaplandi.
Elde edilen degerler siipernatanin mililitresindeki miligram proteine boliinerek spesifik
aktivite hesaplandi.

C= OD x toplam hacim (ml) x1000 / 0,036 mM x pl siipernatan
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3.8.2.3. Glutatyon Rediiktaz Aktivite Tayini ve Hesaplamasi

Glutatyon Rediiktaz aktivite tayini Carlberg ve Mannervik (1985) yontemine gore
yapildi [121]. Bunun i¢in su ¢ozeltiler hazirlandi; PH:7.0’lik 0.2 M Potasyum fosfat
tamponu (K,;HPO4-KH,PO4 2 mM EDTA i¢inde), 2 mM NADPH/Tris HCL PH:7.0
(enzim aktivitesi Ol¢iiliirken taze olarak hazirlandr) ve distile su iginde 20 mM GSSG
(okside glutatyon).

Glutatyon rediiktaz icin 340 nm’ deki absorbans degerleri Olciildii. Bu amag ile bir
miktar potasyum-fosfat tamponu deney tiipiine alind1 ve 30°C’ de bir siire inkiibe edildi.
Inkiibe edilen bu tampondan I1ml’ lik kiivete 0,5 ml pipetlendi, iizerine 50 pl
NADPH/Tris HCL (2 mM, enzim aktivitesi Ol¢iiliirken taze olarak hazirlandi.) ve 50 pl
GSSG (20 mM distile su igerisinde hazirlandi) eklendikten sonra 1ml’ ye distile su ile
tamamlandi. Bu tiip kor olarak kullanildi. Absorbansi1 okunacak kiivete ise kor tiipten
farkli olarak uygun miktarda siipernatant konulup bir kez karistirdiktan sonra 340 nm’de
1 dakika siiresince absorbans okundu. Daha sonra ml’deki enzim tinite sayis1 I. Carlberg

ve B. Mannervik yontemi ile saptanmustir [121].

C= OD x toplam hacim (ml) x 1000 / 6,22 mM X pl siipernatan formiiliiyle mililitredeki
enzim tiinite sayisi hesaplandiktan sonra, iinite aktivite, Bradford Yontemi (1976) ile
milimetrede saptanan mg total proteine boliindii ve spesifik aktivite saptandi [122].

Spesifik aktivite = tinit aktivite / Bradford(umol / mg total protein) x SF

3.8.2.4. Glutatyon S-Transferaz Aktivite Tayini

Glutatyon S-transferaz aktivitesini Olgmek i¢in Habig ve arkadaslani (1974)
tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek kullanildi [123]. Oncelikle %96° lik
etanol icerisinde hazirlanmis (0,15 M) 1-kloro, 2-4 dinitrobenzen (CDNB) substrat
olarak hazirlandi. Enzim aktivitesinin Olciimii sirasinda potasyum fosfat tamponu ( pH:
6.5; 0,1 M) ve kofaktor olarak rediikte glutatyon (0,002 M) kullanildi. Enzim
aktivitesinin saptanmasi i¢in mikroplaka ¢ukurlarina sirasiyla 10 pl supernatant, 100 pl
fosfat tamponu + 100 ul GSH karisimi pipetlenerek 25 °C’ de 3 dak. inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi, cukurlara 10 ul CDNB pipetlenerek, karistm 15 sn siire ile
mikroplaka okuyucuda karistirildi. Absorbans degisimi 344 nm’ de ldak. siiresince
okunarak kaydedildi.
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C= OD x toplam hacim (220 1) x 1000 / 9,6. 10 > M x érnek hacim / 10 pl x 0,552 /

bradford x SF formiilii ile aktivite tayini hesaplandi.

3.8.2.5. Rediikte Glutatyon Miktar Tayini ve Hesaplanmasi

Glutatyon miktar tayini Theodorus P.M. Akerboom ve Helmut Sies (1981)
yontemine gore yapilmistir [124]. Bunun i¢in, 6.3 mM EDTA iceren 125 mM’ Ik
sodyum difosfat tamponu (Na,HPO4- NaH,PO,) hazirlandi. Tampon total glutatyon
tayininden hemen oOnce mililitresinde 0.248 mg NADPH olacak sekilde taze olarak
hazirland1 ( PH: 7.5). Ayrica 11,89 mg DTNB, 5 ml. tampon igerisinde hazirlandi.

Yontemde belirtilen miktarda taze olarak hazirlanan NADPH’ 11 tampondan deney
tiiplerine 700 ul ve DTNB’ den 100 pl konuldu. Kor tiip i¢in 200 pl, 6rnek tiipler i¢in
180 pl distile su deney tiiplerine eklenip vortex ile karismast saglandiktan sonra 10
dakika 30°C’ deki sicak su banyosunda bekletildi. Kor tiipe 5 pl GSH-rediiktaz
eklendikten sonra absorbansi 412 nm’ de sifirlandi. Orneklerin okunmas: su sekilde
yapildi. Deney tiiplerindeki karistm 1ml’lik spektrofotometre kiivetine alindiktan sonra,
kiivetin bir kenarina 5 pl glutatyon rediiktaz hemolten enjektorii ile konuldu. Kiivetin
diger tarafina da once 10 pl siipernatan eklendi. Karistirthip 412 nm’ de absorbans
okundu. Daha sonra total glutatyon tayini yapmak amaciyla bir standart garfik ¢izildi ve
412 nm’ de okunan absorbans degerine karsilik gelen degerler siipernatanin

milimetresindeki mg. proteine boliindii.

3.8.2.6. Total Protein Tayini

Enzim aktivite Olctimii amaciyla hazirlanan siipernatant 6rneklerinde total protein
miktar1 Bradford (1976) yontemine gore, mikroplaka okuyucu sistem i¢in modifiye
edilerek saptandi [122]. Bunun i¢in 5 pl 1/5 oraninda sulandirilmis siipernatant
orneklerine 250 ul bradford ¢ozeltisi eklenerek 15 dakika inkiibasyon i¢in karanlikta
bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii.
Elde edilen degerler mikroplaka okuyucu sisteminde 595 nm dalga boyunda okunarak
hazirlanmis olan Bovin Serum Albumin (BSA) standart egrisi degerleri ile
karsilagtirilarak, Ornekteki total protein degerleri, Slide programi ile hesaplandi.
Sulandirma faktoriine bagli olarak, daha sonra siipernatanttaki total protein degeri

saptandi.
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3.8.2.6. Enzim Aktivitesi Calismalarinda Istatistiksel Analiz

Doz tarama calismalarindan elde edilen bulgularin analizi i¢in SPSS programi
(SPSS INC., USA) kullanildi. LD30 degerlerinin saptanmasi i¢in probit regresyon
analiz yontemi uygulandi.

Enzim aktivitelerinin uygulama gruplarima bagh olarak test edilmesi amaciyla
varyans analizi (ANOVA) yontemi uygulandi. Gruplar arasi farklilik diizeyi en az %95
olasilik ile (p<0,05 i¢in) 6nemli olarak degerlendirildi. Buna bagli olarak, gruplar arasi
farkliligin 6nemli olup olmadig1 p<0,05 diizeyinde 6nemlilik derecesine gore saptandi.
Gruplar arast farkliligin onemli oldugu saptandiginda, ornekler ikili karsilastirma ile

Mann Whitney-U testine gore kontrol grubu verileri ile karsilastirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismamizda tekstil fabrikalarinda siklikla kullanilan astrazon sar1 GL-E, astrazon
siyah FDL, chrocion sar1 H-E4G, chrocion kirmizi H-E3G remazol turkuaz mavisi G-A
ve remazol kirmizi RR boyalar ile tekstil fabrikasi atik suyunun genotoksik etkileri ile
antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon S-

transferaz, ile rediikte glutatyon diizeyi lizerine etkileri arastirilmistir.

4.1. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinden Elde
Edilen Bulgular

Bu amacla Boliim 3’ te anlatilan deney sistemleri kurulmustur. Deneylerde negatif
kontrol grubu olarak distile su, pozitif kontrol grubu olarak da mutajenik etkisi bilinen
EMS ve bir promutajen olan iiretan kullanildi.

Calismalarin ilk asamasinda 72+4 saatlik larvalardan ergine gelisen bireylerin
hayatta kalis oranlar1 hesaplanmis ve trans—heterozigot ergin bireylerin kanatlar
beneklerin varligim belirlemek icin 151k mikroskobunda 400X biiyiitme ile taranmistir.
Calismalar sirasinda gozlenen kanat benekleri siniflandirilarak kayit edilmistir. Buna
gore yalnmizca mwh veya flr fenotipinde olan hiicreler tekli benek ve mwh ve flr
fenotipindeki hiicrelerin yan yana bulundugu ise ikili benek olarak siniflandirilmistir.
Ayrica tekli beneklerde kendi aralarinda kiigiik tekli benek (1-2 hiicreli) ve biiyiik tekli
benek (ili¢ ve daha fazla hiicreli) olmak {izere ayrilmistir.

Calismalarimiz sirasinda secilen bazi preparatlardaki beneklerin fotograflari

cekilmis ve Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5’ de verilmistir.
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Sekil 4.5. ikili Benek

4.1.1 Etil Metan Siilfonatin (EMS) Genotoksik EtKisinin Arastirilmasi

Calismamizda pozitif kontrol grubu olarak kullanilan EMS’ nin 5 mM, 10 mM ve 20
mM’ DIk cozeltilerin kullamldigr gruplarinda standart c¢apraz (ST) ve yiiksek
bioaktivasyon (YB) caprazlarindan elde edilen bulgular Cizelge 4.1’ de verilmisitir.
Kontrol gruplarinda larvalarin hayatta kalis orani standart capraz icin %97 yiiksek

bioaktivasyon ¢aprazinda ise buna benzer olup %98 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. EMS gruplarinda Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

bulgulan ve istatistik degerlendirmeler

Grup ad1 ve Hayatta ~ Kanat Kanat/Benek* Istatistiksel Bulgular**
Doz (mM) kalis (%)  sayisi
Kiiciik tekli ~ Biiyiik tekli Ikili benekler Toplam
benekler benekler benek sayisi
(1-2 hiicre) (>2 hiicre)
[m=2] [m=5] [m=5] [m=2]
ST
0 97 140 0.02 (3) 0.01(2) 0.007 (1) 0.04 (6)
5 70 50 034 (17)+ 0.86(43) + 0.20 (10) + 1.40 (70) +
10 58 30 0.87 (26) + 3.13(94) + 0.73(22) + 4.73(142) +
20 29 25 0.80 (20) + 4,52 (113) + 0.80 (20) + 6.12 (153) +
YB
0 98 160 0.01 (2) 0.02 (3) 0.006 (1) 0.04 (6)
5 68 45 0.22 (10) + 1.06 (48) + 0209 + 1.48 (67) +
10 43 24 0.71 (17) + 3.29(79) + 0.75 (18) + 4.73 (114) +
20 17 21 0.67 (14)+  5.33(112) + 0.81 (17) + 6.81 (143) +

ST: Standart ¢apraz, YB: Yiiksek biyoaktivasyon caprazi

*Parantez icinde verilenler benek sayisidir.
**Tek Yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i:yetersiz, m:¢ok
degiskenli faktor, Olasilik seviyeleri:a=p=0.05

Her iki caprazda da EMS uygulamasi ile larvalarin ergine gelisme (hayatta kalisi)
oranint doz artisina bagli olarak azaltmistir. Kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda
kullanilan tiim dozlarda yine doz artisi ile iliskili olarak kiiciik tekli benekler, biiyiik
tekli benekler, ikili benekler ve toplam benek sayilart bakimindan her iki caprazda da
pozitif sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.6 ve 4.7).

Kanat Bagina Benek sayisi

EMS ST

—e—KTB
—=—BTB
——IB

—eo—TB

Doz (mM)

Sekil 4.6. Standart caprazdan elde edilen ve EMS uygulanan (mwh flr* /mwh*fir)
larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagl olarak indiiksiyonu. KTB; kiiciik tekli
benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek
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—e—KTB
—=—BTB
—a—1IB
——TB

EMS YB

Kanat Basina Benek Sayis

Sekil 4.7. Yiiksek bioaktivasyon c¢aprazindan elde edilen ve EMS uygulanan (mwh fIr"
/mwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagl olarak indiiksiyonu. KTB;
kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek

EMS’ nin standart ve yiiksek bioaktivasyon ¢aprazlarinda doza bagh olarak kanat
basina diisen toplam benek sayilari karsilastirildiginda; EMS’ nin 10mM’ lik dozu harig
diger dozlarn yiiksek bioaktivasyon caprazinda daha fazla genotoksik bulunmustur
(Sekil 4.8).

OoSsT
EMS = VB
@ 7
£ 6 -
o
=8
w0
m 2 1
© 1
c
S 0
0 5 10 20
Doz (mM)

Sekil 4.8. EMS uygulamas1 sonucunda kanat basina diisen toplam benek sayisinin doza

bagli olarak ST ve YB caprazlarinda karsilastirilmasi.
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4.1.2. Uretan’m Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Calismamizda bir promutajen olarak bilinen iiretanin 5 mM, 10 mM, 20 mM
dozlarinin kullanildig1 gruplarindan elde edilen bulgular Cizelge 4.2° de goriilmektedir.
Kontrol gruplarinda hayatta kalis oram1 ST caprazinda % 97, YB caprazinda ise buna
benzer olark %96 olarak bulunmustur. Urethan, her iki ¢aprazda da doz artisina paralel
olarak tiim gruplarda larvalarin hayatta kalig oraninin azalmasina neden olustur. Her iki
caprazda da kontrol gruplariyla karsilastirildiginda kullanilan tiim dozlarda kiiciik tekli
benekler, biiyiik tekli benekler, iklili benekler ve toplam benek sayilar1 bakimindan

pozitif sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.2: Uretan gruplarinda Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi bulgular ve istatistik degerlendirmeler

Grup adi ve  Hayatta  Kanat Kanat/Benek* Istatistiksel Bulgular**
Doz kalis (%)  sayisi
(mM)
Kiigiik tekli Biiyiik tekli Ikili Toplam
benekler benekler benekler benek
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) say1sl
[m=2] [m=5] [m=5] [m=2]
ST
0 97 136 0.01 (2) 0.07 (1) 0.00(-) 0.02(3)
5 80 56 0.053) + 0.053) + 0.00(-) 1 0.11(6) +
10 56 52 0.10(5) + 0.13(7) + 0.02 (1) + 0.25 (13) +
20 46 56 0.32 (18) + 0.53 (30) + 0.07 4) + 0.93 (52) +
YB
0 96 155 0.01() 0.00 (-) 0.00 (-) 0.04 (20)
5 79 48 0.04 (20) + 0.03 (16) + 0.00(-) i 025(36) +
10 53 52 0.79 41) + 0.58 (30) + 0.02(1) + 0.75(13) +
20 42 54 1.48 (80) + 1.74 (94) + 0.65 (35)+ 3.87 (209)+

ST: Standart ¢apraz, YB: Yiiksek biyoaktivasyon caprazi

*Parantez i¢inde verilenler benek sayisidir.
**Tek Yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i:yetersiz, m:¢ok
degiskenli faktor, Olasilik seviyeleri:a=p=0.05.

Uretanin ¢esitli dozlara bagh olarak kanat basina diisen tekli benek, biiyiik tekli

benek, ikili benek ve toplam benek sayilarinin standart ¢apraz (ST) sonuglar1 Sekil 4.9’

de, yliksek bioaktivasyon (YB) caprazi sonuclari ise Sekil 4.10° de verilmistir.

54



—e—KTB
—=—BTB
——IB
@ TB

URETAN ST

Kanat Basina Benek Sayis

Doz (mM)

Sekil 4.9. Standart caprazdan elde edilen ve iiretan uygulanan (mwh flr* Imwh*fir)
larvalarda gesitli benek tiplerinin doza bagl olarak indiiksiyonu. KTB; kiiciik tekli
benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek
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Sekil 4.10. Yiiksek bioaktivasyon caprazindan elde edilen ve iiretan uygulanan (mwh
fIrt Imwhflr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagli olarak indiiksiyonu. KTB;
kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB: ikili benek, TP; toplam benek

Uretanin standart ve yiiksek bioaktivasyon caprazlarinda doza bagh olarak kanat
basina diisen toplam benek sayilar karsilastirildiginda; iiretanin genotoksik etkisi tiim
dozlarda yiiksek bioaktivasyon (YB) caprazinda standart c¢aprazina (ST) gore daha
fazladir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Uretan uygulamasi sonucunda kanat basina diisen toplam benek sayisinin
doza bagli olarak ST ve YB caprazlarinda karsilastirilmasi.

4.1.3 Astrazon Siyah FDL Boyasinin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Calismada astrazon siyah FDL boyasinin genotoksik aktivitesi 350 mg/l, 500 mg/I,
750 mg/1 ve 1000 mg/l olmak tizere dort farkli dozda arastirildi. Elde edilen sonuglar ve
istatistik degerlendirmeler Cizelge 5.3’ de verilmistir.

Elde edilen bulgulara gore her iki caprazda da larvalarin hayatta kalis oraninin boya
konsantrasyonunun artisina baglh olarak azaldigi gozlendi. Larvalarin ergine gelisme
orant kullanilan en diisiik (350 mg/I) ve en yiiksek (1000 mg/I) dozlarda sirasiyla
standart capraz i¢in %57 ve %26, yliksek bioaktivasyon caprazi i¢in %72 ve %18 olarak
bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Astrazon siyah boyasinda Drosophila kanat somatik mutasyon ve

rekombinasyon testi bulgulari ve istatistik degerlendirmeler

Grup ad1 Hayatta ~ Kanat Kanat/Benek* Istatistiksel Bulgular**
ve Doz kalis (%)  sayisi
(mg/l)
Kiictik tekli ~ Biiyiik tekli Ikili Toplam
benekler benekler benekler benek sayisi
(1-2 hiicre)  (>2 hiicre)
[m=2] [m=5] [m=5] [m=2]
ST
0 95 160  0.01 (1) 0.00 (-) 0.00 (-) 0.01 (1)
350 57 82 0.00() i 0.04(3) i 000(-) 1 0043 1
500 49 80 0043 1 0.06(5) + 0.03(2) + 0.13(10) +
750 29 79 0.08 (6) + 0.19 (15) + 0,05(4) i 03225+
1000 26 80 0,19 (15) + 0.23 (19 + 0.06(5) + 04939 +
YB
0 98 140  0.01(2) 0.01 (1) 0.00 (-) 0.02 (3)
350 72 79 0.10(8) + 0.14(ADi 0.01(1) i 0.25(20) +
500 48 75 0.16 (12) + 0.24 (18) + 0.01(1) i 04131+
750 21 74 0.20 (15) + 0.29 22) + 0.08 (6) + 0.60(43) +
1000 18 78 0.23 (18) + 0.32 (25 + 0.09(7) + 0.64 (50) +

ST: Standart ¢apraz, YB: Yiiksek biyoaktivasyon caprazi

*Parantez i¢inde verilenler benek sayisidir.

**Tek Yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i:yetersiz, m:¢ok
degiskenli faktor, Olasilik seviyeleri:a=p=0.05.

Kiiciik tekli benek ve biiyiik tekli benek ve toplam benek sayilar1 her iki ¢apraz i¢in
de kontrol gruplarina gore artmis (kullanilan en diisiik doz olan 350 mg/l grubu disinda)
ve bu artis her iki capraz da da Onemli oldugundan sonuclar pozitif olarak
degerlendirilmistir. ikili beneklerdeki artis ozellikle yiiksek dozlarda elde edilmistir.
Astrazon siyah boyasinin genotoksik aktivitesinin ST ve YB caprazlarindaki doza bagl

olarak artis1 Sekil 4.12 ve 4.13° de verilmistir.
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Sekil 4.12. Standart caprazdan elde edilen ve astrazon siyah uygulanan (mwh flr"
Imwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagh olarak indiiksiyonu. KTB;
kiigiik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek
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Sekil 4.13. Yiiksek bioaktivasyon caprazdan elde edilen ve astrazon siyah uygulanan
(mwh flr* Imwh*flr) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagh olarak indiiksiyonu.
KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek

Toplam benek sayist bakimindan her iki capraz (ST veYB) karsilastirildiginda
astrazon siyahin tiim dozlarinin yiiksek bioaktivasyon caprazinda daha genotoksik

oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.14. Astrazon siyah uygulamasi1 sonucunda kanat basina diisen toplam benek
sayisinin doza bagh olarak standart (ST) ve yiiksek bioaktivasyon (YB) c¢aprazlarinda
karsilastirilmasi.

4.1.4. Astrazon Sar1 GELB-GLE Boyasimin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Calismada astrazon sar1 boyasinin genotoksik aktivitesi on ¢alismalar ile belirlenen
350 mg/I, 500 mg/I, 750 mg/I ve 1000 mg/I olmak iizere dort farkli dozda arastirildi.
Elde edilen sonuglar ve istatistik degerlendirmeler Cizelge 5.3’ de verilmistir.

Elde edilen verilere gore her iki caprazda da hayatta kalis yiizdelerinin konsatrasyon
artisina bagli olarak azaldigi gozlendi. Kullanilan en diisiik (350 mg/I) ve en yiiksek
(1000 mg/I) dozlarda hayatta kalis yiizdesi sirasiyla standart ¢apraz i¢in %95 ve %14,

yiiksek bioaktivasyon ¢aprazi i¢in %98 ve %21 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.4. Astrazon sar1 boyasinda Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi bulgulari ve istatistik degerlendirmeler

Grup ad1 ve  Hayatta Kanat Kanat/Benek* Istatistiksel Bulgular**
Doz kalis sayis1
(mg/1) (%)
Kiiciik tekli Biiyiik tekli  kili Toplam
benekler benekler benekler benek
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) sayisi
[m=2] [m=5] [m=5] [m=2]
ST
0 95 170 0.01 (2) 0.01 (1) 0.00 (-) 0.01 (3)
350 63 80  0.00(-) i 0.06 (5) + 0.00(-) i 0.06 (5) +
500 49 84  0.01(1) i 0.08(7) + 0.01 (1) i 0.11(9) +
750 34 82 0.04(3) + 0.12 (10) + 0.02 (2) + 0.18 (15) +
1000 14 79 0.06(5) + 0.15 (12) + 0.04 (3) + 0.25 (20) +
YB
0 98 150  0.01(2) 0.01 (1) 0.00 (-) 0.02 (3)
350 66 76 0.07(5) + 0.13 (10) + 0.00 () i 0.20 (15) +
500 50 74 0.14 (10) + 0.22 (16) + 0.01 (1) i 0.40 (27) +
750 20 69  0.20(14) + 0.28 (19) + 0.03 (2) + 0.51 (35) +
1000 21 65 0,25 (16) + 0.35(23) + 0.06 (4) + 0.66 (43) +

ST: Standart ¢apraz, YB: Yiiksek biyoaktivasyon caprazi

*Parantez icinde verilenler benek sayisidir.

**Tek Yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i:yetersiz, m:¢ok
degiskenli faktor, Olasilik seviyeleri:a=p=0.05.

Kiiciik tekli benek ve toplam benek sayilari her iki capraz i¢in de kontrol gruplarina
gore artmistir. Standart ¢aprazda kiiciik tekli benek ve ikili benek sayilar1 350 mg/I ve
500 mg/I dozlarinda istatistiksel olarak yetersiz bulunmustur. Bu dozlarin disindaki tiim
gruplarda benek sayilarinda artis gozlenmis ve bu sonu¢ pozitif olarak
degerlendirilmistir.

Yiiksek bioaktivasyon caprazinda tekli benek sayilari1 bakimindan tiim gruplarda
kontrole kiyasla artis gozlenmis ve bu artis istatistiksel acgidan pozitif olarak
degerlendirilmisitr. Ikili benek sayilar1 bakimindan ise 350 mg/I ve 500 mg/I gruplari
hari¢ diger gruplarda pozitif sonuglar elde edilmistir.

Astrazon sarinin kullanilan dozlarina bagli olarak kanat basmna diisen kiiciik tekli
benek, biiyiik tekli benek, ikili benek ve toplam benek sayilarinin artist ST ve YB

caprazlar i¢in sirasi ile Sekil 4.15 ve 4.16° da verilmistir.
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Sekil 4.15. Standart ¢aprazdan elde edilen ve astrazon sari uygulanan (mwh flr"
/mwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagl olarak indiiksiyonu. KTB;
kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek
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Sekil 4.16. Yiiksek bioaktivasyon caprazdan elde edilen ve astrazon sar1 uygulanan
(mwh fIr* Imwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagli olarak indiiksiyonu.
KTB; kiiciik tekli benek,BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek

Toplam benek sayist bakimindan her iki ¢apraz (ST veYB) Kkarsilastinnldiginda
astrazon sarinin tim dozlarinin yiiksek bioaktivasyon c¢aprazinda daha genotoksik

oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Astrazon sari uygulamasi sonucunda kanat basina diisen toplam benek
sayisinin doza bagl olarak standart (ST) ve yiiksek bioaktivasyon (YB) caprazlarinda
karsilastirilmasi.

4.1.5. Chrocion kirmzi1 boyasinin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Calismada chrocion kirmizi boyasinin genotoksik aktivitesini arastirmak icin
750mg/1, 5000 mg/I, 7500 mg/lI, olmak iizere ii¢ farkli dozda calisildi. Elde edilen
sonuglar ve istatistik degerlendirmeler Cizelge 4.5’ da verilmistir.

Her iki ¢aprazda da larvalarin hayatta kalis oraninin konsatrasyon artisina bagh
olarak azaldig1 gozlendi. Kullanilan en diisiik (750 mg/I) ve en yiiksek (7500 mg/I)
dozlarda standart ¢apraz icin sirasi ile %73 ve %69, yiiksek bioaktivasyon caprazi i¢in

de yine sirasi ile %88 ve %62 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Chrocion kirmizi boyasinda Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi bulgulari ve istatistik degerlendirmeler

Grup ad1 ve Hayatta ~ Kanat Kanat/Benek* Istatistiksel Bulgular**
Doz kalis (%)  sayist
(mg/1)
Kiiciik tekli Biiyiik tekli Ikili Toplam
benekler benekler Benekler benek
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) sayisi
[m=2] [m=5] [m=5] [m=2]
ST
0 95 145 0.01 (1) 0.01 (1) 0.01 (1) 0.01 (3)
750 73 67 0.00 (0) i 0.00 (0) i 0.00 (0) 1 0.00 (0) 1
5000 69 78 0.01 ()i 0.01 ()i 0.00 (-) 1 0.03 (2) 1
7500 69 71 0.01 (1) i 0.03 (2)i 0.01 (1) i 0.06 (4) +
YB
0 99 130 0,1(1) 0.00 (0) 0.01 (1) 0.01 (2)
750 88 65 0.00 (0) i 0.00 (0) i 0.00 (0) 1 0.00 (0) 1
5000 65 75 0.04 3) 1 0.03 (2)1 0.01 (1) 1 0.08 (6) +
7500 62 69 0.04 (3)1 0.04(3)1 0.01 (1) 1 0.10 (7) +

ST: Standart ¢apraz, YB: Yiiksek biyoaktivasyon caprazi

*Parantez i¢inde verilenler benek sayisidir.

**Tek Yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i:yetersiz, m:¢ok
degiskenli faktor, Olasilik seviyeleri:a=p=0.05.

Her iki ¢apraz icin de tiim benek tipleri bakimindan kontrol gruba kiyasla 6nemli bir
artis gdozlenmemis ve bu sonug istatistiksel olarak yetersiz olarak degerlendirilmistir.
Toplam benek sayilar1 bakimindan ise ST ¢aprazinda en yiiksek doz olan 7500mg/I ve
YB caprazinda ise yine yiiksek dozlar olan 5000 mg/I ve 7500 mg/I gruplarinda pozitif
sonuclar elde edilmistir.

Chrocion kirmizinin cesitli dozlarina bagh olarak kanat basina diisen kiiciik tekli
benek, biiyiik tekli benek, ikili benek ve toplam benek sayilarinin ST ve YB caprazlari
icin doz bagh olarak artiglar1 Sekil 4.18 ve 4.19° de verilmistir.
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Sekil 4.18. Standart caprazdan elde edilen ve chrocion kirmizi uygulanan (mwh fIr"
/mwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagl olarak indiiksiyonu. KTB;
kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek
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Sekil 4.19.Yiiksek bioaktivasyon ¢aprazidan elde edilen ve chrocion kirmizi uygulanan
(mwh fIr* Imwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagli olarak indiiksiyonu.
KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB: ikili benek, TP; toplam benek

Kanat bagina diisen toplam benek sayilari bakimindan ST ve YB caprazlarinin
karsilagtirilmast  sonucunda Chrocion kirmizisinin  genotoksik etkisinin yiiksek

bioaktivasyon ¢aprazinda daha fazla oldugu goézlenmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Chrocion kirmizi uygulamasi sonucunda kanat basina diisen toplam benek
sayisinin doza bagl olarak standart (ST) ve yiiksek bioaktivasyon (YB) caprazlarinda
karsilastirilmasi.

4.1.6. Chrocion sar1 boyasinin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Calismada Chrocion sar1 boyasinin genotoksik aktivitesini arastirmak i¢in 1500
mg/I, 3500 mg/I, 5000 mg/I ve 7500 mg/I olmak iizere dort farkli dozu calisildi. Elde
edilen sonuclar ve istatistik degerlendirmeler Cizelge 4.6’ da verilmistir.

Her iki ¢aprazda da larvalarin hayatta kalis oraninin boya konsatrasyonunun artisina
bagh olarak azaldigi gozlendi. Larvalarin ergine gelisebilme oraninin kullanilan en
diisiik (1500 mg/T) ve en yiiksek (7500 mg/I) dozlarda sirasiyla standart capraz icin %79
ve %66, yiiksek bioaktivasyon ¢aprazi icin %70 ve %68 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.6. Chrocion sar1 boyasinin Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi bulgulari ve istatistik degerlendirmeler

Grup adi ve  Hayatta  Kanat Kanat/Benek* Istatistiksel Bulgular®*
Doz(mg/l)  kalis (%)  sayisi

Kiiciik tekli Biiyiik tekli Ikili Toplam
benekler benekler Benekler benek
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) say1sl
[m=2] [m=5] [m=5] [m=2]
ST
0 97 140 0.01 (2) 0.00 (-) 0.01 (1) 0.02 (3)
1500 79 60 0.02 (1) 1 0.05(3) + 0.00 (-) 1 0074 +
3500 70 60 0.07 4) + 0.07 4) + 0.02 (1)1 01509 +
5000 71 64 0.08 (5) + 0.06 (4) + 0.02 (1)1 0.16 (10) +
7500 66 62 0.05(3) + 0.08 (5) + 0.02 (1)1 01509 +
YB
0 99 140 0.01 (2) 0.01 (1) 0.01 (1) 0.02 (4)
1500 70 65 0.03(2) 1 0.06 4) + 0.00 (-) 1 0.09 (6) +
3500 70 62 0.053) 1 10.10 (6) + 0.02 (1)1 0.16 (10) +
5000 71 60 0.07 @) 1 0.12(7) + 0.02 (1)1 0.20 (12) +
7500 68 63 0.08 (5) + 0.10 (6) + 0.02 (1)1 0.19 (12) +

ST: Standart ¢apraz, YB: Yiiksek biyoaktivasyon caprazi

*Parantez i¢inde verilenler benek sayisidir.

**Tek Yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i:yetersiz, m:¢ok
degiskenli faktor, Olasilik seviyeleri:a=p=0.05.

Elde edilen sonuglara gore bu boya ST caprazda tekli beneklerin (1500 mg/I
konsantasyonda kiiciik tekli benek sayisi hari¢) sayisimi arttirirken ikili benek sayilari
bakimindan belirgin bir artis gdzlenmemistir ve bu sonug istatistiksel olarak yetersiz
olarak degerlendirilmistir. Yiiksek bioaktivasyon c¢aprazinda ise biiyiik tekli benek
sayilar1 tim boya gruplarinda artarken kiigiik tekli benek sayisi yalnizca en yiiksek
konsantrasyon olan 7500 ppm grubunda artmustir. ikili benek sayilarindaki artis da yine
istatistiksel olarak yetersiz olarak degerlendirilmisitr.

Chrocion sarinin ¢esitli dozlarina baglh olarak kanat basina diisen tekli benek, biiyiik
tekli benek, ikili benek ve toplam benek sayilarinin standart ¢apraz sonuglar1 Sekil
4.21’de ve YB capraz sonuclar ise Sekil 4.22° de verilmistir. Sekiller incelendiginde
biiyiik tekli benek ve toplam benek sayilarinin her iki ¢aprazda da doz artisina paralel
olarak arttig1, ikili benek sayilarinin ise kontrol grubuna gore Onemli bir artig

gostermedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.21. Standart caprazdan elde edilen ve chrocion sar1 uygulanan (mwh flr"
/mwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagl olarak indiiksiyonu. KTB;
kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB: ikili benek, TP; toplam benek
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Sekil 4.22. Yiiksek bioaktivasyon caprazindan elde edilen ve chrocion sar1 uygulanan
(mwh flr* Imwh*flr) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagli olarak indiiksiyonu.
KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek

Kanat basina diisen toplam benek sayilari1 bakimindan ST ve YB caprazlarinin
karsilagtirllmast ~ sonucunda chrocion sarisinin  genotoksik  etkisinin  yiiksek

bioaktivasyon ¢aprazinda daha fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Chrocion sar1 uygulamasi sonucunda kanat basina diisen toplam benek
sayisinin doza bagl olarak standart (ST) ve yiiksek bioaktivasyon (YB) caprazlarinda
karsilastirilmasi.

4 .1.7. Remazol mavi boyasinin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Calismada Remazol mavi boyasinin genotoksik aktivitesini aragtirmak ig¢in 1500
mg/I, 3500 mg/I, 5000 mg/I ve 7500 mg/I, olmak iizere dort farkli dozda calisildi. Elde
edilen sonuclar ve istatistik degerlendirmeler Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Her iki c¢aprazda da remazol mavi boyasinin larvalarin hayatta kalis oranini
konsatrasyon artisina bagl olarak azalttigi gozlendi. Kullanilan en diisiik (1500 mg/T)
ve en yiiksek (7500 mg/I) dozlarda sirasiyla standart capraz i¢in %72 ve %61, yiiksek
bioaktivasyon ¢aprazi i¢in %81 ve %351 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Remazol mavi boyasinda Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi bulgulari ve istatistik degerlendirmeler

Grup ad1 ve Hayatta ~ Kanat Kanat/Benek* Istatistiksel Bulgular**
Doz (mg/l) kalis (%)  sayisi

Kiiciik tekli Biiyiik tekli Ikili Toplam
benekler benekler Benekler benek
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) say1s1
[m=2] [m=5] [m=5] [m=2]
ST
0 95 155 0.01 (1) 0.01 (1) 0.00 (-) 0.01 (2)
1500 72 72 0.01 (1) 1 0.04 (3) + 0.00 (-) 1 0054 +
3500 62 65 0.08 (5) + 0.06 (4) + 0.02(1) 1 0.15 (10) +
5000 66 64 0.05(3) + 0.08 (5) + 0.03 (12 + 0.16 (10) +
7500 61 60 0.05(3) + 0.08 (5) + 0.02(1) 1 01509 +
YB
0 97 150 0.01 (1) 0.01 (1) 0.00 (-) 0.01 (2)
1500 81 73 0.01 (1) 1 0.07 (5) + 0.01 (1)1 0.10(7) +
3500 68 63 0.08 (5) + 0.10 (6) + 0.02 (1)1 0.19 (12) +
5000 70 62 0.06 (4) + 0.08 (5) + 0.02 (1)1 0.16 (10) +
7500 51 59 0.07 4) + 0.12(7) + 0.02 (1)1 0.20 (12) +

ST: Standart ¢apraz, YB: Yiiksek biyoaktivasyon caprazi

*Parantez icinde verilenler benek sayisidir.

**Tek Yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i:yetersiz, m:¢ok
degiskenli faktor, Olasilik seviyeleri:a=p=0.05.

Elde edilen sonuglara gére bu boya ST caprazda tekli beneklerin (1500 mg/I
konsantasyonda kiiciik tekli benek sayisi hari¢) sayisimi arttirirken ikili benek sayilari
bakimindan ise yalnizca bir grupda (500 mg/1) artis gézlenmistir. Yiiksek bioaktivasyon
caprazinda ise tekli benek sayilar1 bakimindan ST capraz ile benzer artislar gézlenirken
ikili benek sayilar1 bakimindan ise kontol grubuna kiyasla belirgin bir atig
gdzlenmemistir.

Remazol mavisinin ¢esitli dozlarina bagli olarak kanat basina diisen kiiciik tekli
benek, biiyiik tekli benek, ikili benek ve toplam benek sayilarina etkisi ile iliskili olarak
ST capraz1 sonuclar1 Sekil 4.24 ve YB caprazi sonuclar1 ise Sekil 4.25° de verilmistir.
Bu sekiller incelendiginde biiyiik tekli benek ve toplam benek sayilarimin her iki
caprazda da doz artisina paralel olarak arttii, ikili benek sayilarinin ise kontrol

gruplarina gore 6nemli bir artis gostermedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.24. Standart caprazdan elde edilen ve remazol mavi uygulanan (mwh flr®
/mwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagh olarak indiiksiyonu. KTB;
kiigiik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB: ikili benek, TP; toplam benek
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Sekil 4.25. Yiiksek bioaktivasyon caprazindan elde edilen ve remazol mavi uygulanan
(mwh flr* Imwh*flr) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagh olarak indiiksiyonu.
KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek

Remazol mavi boyasinin doza bagli olarak kanat basina diisen toplam benek sayilari

tizerine etkisi bakimindan ST ve YB caprazlar karsilastinnldiginda 5000 mg/1 hari¢ diger
dozlarda YB c¢aprazinda ST c¢aprazina gore daha fazladir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Remazol mavi uygulamasi sonucunda kanat basina diisen toplam benek
sayisinin doza bagh olarak standart (ST) ve yiiksek bioaktivasyon (YB) ¢aprazlarinda
karsilastirilmasi.

4.1.8. Remazol Kirmuzi boyasinin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Calismada remazol kirmizi1 boyasinin genotoksik aktivitesini arastirmak i¢in 1500 mg/I,
3500 mg/I, 5000 mg/I ve 7500 mg/I olmak iizere dort farkli dozu kullanmildi. Elde edilen
sonugclar ve istatistik degerlendirmeler Cizelge 4.8’ de verilmistir.

Remazol kirmizi boyasi her iki c¢aprazda da larvalarin hayatta kalis oranini
konsatrasyon artigina bagli olarak azalttigi gozlendi. Hayatta kalis oram1 kullanilan en
diisiik (1500 mg/1) ve en yiiksek (7500 mg/I) dozlarda sirasiyla standart capraz icin %64
ve %49, yiiksek bioaktivasyon ¢aprazi icin %61 ve %46 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.8. Remazol kirmiz1 boyasinda Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi bulgular1 ve istatistik degerlendirmeler

Grup adive  Hayatta  Kanat Kanat/Benek* [statistiksel Bulgular**
Doz kalis (%)  sayist
(mg/l)
Kiigiik tekli Biiyiik tekli kil Toplam
benekler benekler benekler benek
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) sayisi
[m=2] [m=5] [m=5] [m=2]
ST
0 97 140 0.01 (1) 0.01 (1) 0.00 (-) 0.01 (2)
1500 64 80 0.00(-) 1 0.01 (1)1 0.00 (-) 1 0.01 (1)1
3500 58 85 0.01 ()i 0.02(2)i 0.00 (-1 0.04(3)i
5000 54 79 0.01 (1)1 0.03(2)1 0.00 (-) 1 0.04(3)1
7500 49 72 0.01 (1)1 0.04 (3) + 0.01 (1)1 0.07(5) +
YB
0 98 130 0.02 (2) 0.01 (1) 0.00 (-) 0.00 (3)
1500 61 65 0.02 ()i 0.03(2) i 0.00 (-) i 0.05(3) i
3500 54 60 0.02 ()i 0.07@4) i 0.00(-) i 0.08 (5) +
5000 51 60 0.02 (1)1 0.08 (5) + 0.02(1) 1 0.12(7) +
7500 46 61 0.03(2)i 0.10 (6) + 0.02(1) i 0.1509) +

ST: Standart ¢apraz, YB: Yiiksek biyoaktivasyon caprazi

*Parantez icinde verilenler benek sayisidir.

**Tek Yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i:yetersiz, m:¢ok
degiskenli faktor, Olasilik seviyeleri:a=p=0.05.

Remazol kirmizi boyasinin ST c¢aprazinda yalnizca en yiiksek doz olan 7500 mg/T’
da biiyiik tekli beneklerin artmasina neden olmustur, diger calisma gruplarda ise
belirgin bir artis gozlenmemis ve istatistiksel bakimdan yetersiz olarak
degerlendirilmistir. Yiiksek bioaktivasyon caprazinda en yiiksek iki dozda (5000 mg/I
7500 mg/I) yine yalnizca biiyiik tekli benek sayis1 bakimindan artis gézlenmistir.

Remazol kirmizinin ¢esitli dozlarina baglh olarak kanat basina diisen kiiciik tekli
benek, biiyiik tekli benek, ikili benek ve toplam benek sayilarinin ST ve YB caprazlari
icin elde edilen bulgular siras1 ile Sekil 4.27 ve 4.28° de verilmistir. Bu sekiller
incelendiginde biiyiik tekli benek ve toplam benek sayilarinin her iki caprazda da doz
artisina paralel olarak artti81, ikili benek sayilarin ise kontrol gruplarina gore dnemli bir

artis gostermedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.27. Standart ¢aprazdan elde edilen ve remazol kirmizi uygulanan (mwh flr
/mwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagl olarak indiiksiyonu. KTB;
kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek
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Sekil 4.28. Yiiksek bioaktivasyon caprazindan elde edilen ve remazol kirmizi
uygulanan (mwh flr* /mwh*flr’) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagli olarak
indiiksiyonu. KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP;
toplam benek

Remazol kirmizi boyasinin standart ve yiiksek bioaktivasyon ¢aprazlarinda doza
baghh olarak kanat basina diisen toplam diisen benek sayilar1 karsilastirildiginda,
Remazol kirmizi boyasiin genotoksik etkisinin YB ¢aprazinda ST caprazina gore daha

fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Remazol kirmizi uygulamasi sonucunda kanat basina diisen toplam benek
sayisinin doza bagli olarak standart (ST) ve yiiksek bioaktivasyon (YB) caprazlarinda
karsilastirilmasi

4.1.8. Tekstil fabrikasi atik suyunun genotoksik etkisinin arastirilmasi

Calismada tekstil fabrikas1 atik suyunun genotoksik aktivitesini arastirmak icin,
tekstil fabrikasi atik suyunu degisen oranlarinda (1/4 v/v, 1/2 v/v, 3/4 vIv ve 1/1 v/v)
iceren test ¢ozeltileri distile su ile hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar ve istatistik
degerlendirmeler Cizelge 4.9’ da verilmistir. Tekstil fabrikasi atik suyu her iki caprazda
da larvalarin hayatta kalis oranin1 konsantrasyon artisina bagli olarak azalttigi gozlendi.
Tekstil fabrikasi atik suyuna maruz kalan larvalar kullanilan en diisiik (1/4 v/v) ve en
yiiksek (1/1 v/v) oranlarinda sirasiyla ST caprazda %64 ve %49, YB caprazda ise %79

ve %35 oraninda hayatta kalarak ergine gelisebilmistir.
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Cizelge 4.9. Atik suda Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
bulgulari ve istatistik degerlendirmeler

Grup ad1 ve Hayatta Kanat Kanat/Benek* Istatistiksel Bulgular**
Sulandirim kalig sayis1
Oran (v/v) (%)
Kiiciik tekli Biiyiik tekli kil Toplam
benekler benekler benekler benek
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) say1st
[m=2] [m=5] [m=5] [m=2]
ST
0 99 140  0.01 (2) 0.01 (1) 0.01 (1) 0.02 (4)
1/4 64 85 0.01 (1) 1 0.02(2) i 0.00 (-) i 0.04 (3) i
1/2 63 82 0.04(3)+ 0.12 (10) + 0.02 (2) + 0.1815) +
3/4 59 40 01 @ + 0.15(6) + 0.03(1) i 03(11) +
1/1 49 38 0.24 9) + 0.29 (11) + 0.05(2) + 0.57 (22) +
YB
0 97 140 0.01 (2 0.00(-) 0.01.(D) 0.02 (3)
1/4 79 60 0.02(1) i 0.08 (5) + 0.02(1) i 0.12(7) +
1/2 72 69 0.20 (14) + 0.28 (19) + 0.03(2) + 0.51 (35) +
3/4 66 35 0.23(8) + 0.34 (12) + 0.11(4) i 0.70 24) +
1/1 35 40 04015+ 0.40 (15) + 0.13(5) + 0.88 (35) +

ST: Standart ¢apraz, YB: Yiiksek biyoaktivasyon caprazi

*Parantez i¢inde verilenler benek sayisidir.

**Tek Yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i:yetersiz, m:¢ok
degiskenli faktor, Olasilik seviyeleri:a=p=0.05.

Tekstil fabrikas1 atik suyu ST caprazda en diisiik konsantrasyon (1/4) hari¢ tiim
gruplarda pozitif sonuglar alinmistir. Yiiksek bioaktivasyon ¢aprazinda ise 1/4 dozunda
biiyiik tekli benek ve toplam benek gruplarinin disindaki diger gruplardan elde edilen
veriler yetersiz olarak degerlendirilmistir. ikili benek grubunun 1/4 ve 3/4 dozlarindan
elde edilen veriler yetersiz olarak bulunmustur. Yiiksek bioaktivasyon ¢aprazinda diger
biitiin gruplardaki dozlar istatistiksel acidan pozitif olarak degerlendirilmistir.

Atugin cesitli dozlarina bagl olarak kanat basina diisen kiiciik tekli benek, biiyiik
tekli benek, ikili benek ve toplam benek sayilarinin ST ve YB caprazlari icin elde edilen

bulgular sirasi ile Sekil 4.30 ve 4.31° de verilmistir.
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Sekil 4.30. Standart caprazdan elde edilen ve atik uygulanan (mwh flr* [mwh*fir’)
larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagh olarak indiiksiyonu. KTB; kiiciik tekli
benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB: ikili benek, TP; toplam benek
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Sekil 4.31. Yiiksek bioaktivasyon caprazdan elde edilen ve atik suyu uygulanan (mwh
frt /mwh+ﬂr3) larvalarda cesitli benek tiplerinin doza bagli olarak indiiksiyonu. KTB;
kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TP; toplam benek

Tekstil fabrikasi atik suyunun standart ve yiiksek bioaktivasyon caprazlarinda doza
baghh olarak kanat basina diisen toplam benek sayilarnt karsilastirildiginda, tekstil
fabrikas1 atik suyunun genotoksik etkisinin YB caprazinda ST ¢aprazina gore daha fazla

oldugu gozlenmistir. (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Atik su uygulamasi sonucunda kanat basina diisen toplam benek sayisinin
doza baglhh olarak standart (ST) ve yiiksek bioaktivasyon (YB) caprazlarinda

karsilastirilmasi.

4.2. Tekstil Boyar Maddelerine Maruz Kalan Drosophila Erginlerinde SOD,
Katalaz, GR ve GST Aktiviteleri ile Rediikte Glutatyon Miktar1 Bulgular

Calismalarin bu boliimiinde Oncelikle tiim boyar maddeler i¢in Bolim 3.8.1° de
anlatilan sekilde belirlenen konsantasyonlarda (LD30) boyar maddenin eklendigi besi
yerlerinde ergine gelistirilen erkek bireyler kullanildi. Bu konsantarsyonlar tiim boyalar

icin Cizelge 4.10’ da verilmigtir.
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Cizelge 4.10. 7214 saatlik larvalarin %30’nun Oliimiine neden olan boyar madde

konsantrasyonlar1
Boyar Maddeler Doz (mg/l)
ST YB
Astrazon siyah 745 726
Astrazon sar1 1222 657
Chrocion kirmizi 7703 7720
Chrocion sart 9776 65085
Remazol mavi 9866 7615
Remazol kirmizi 5882 5221

Astrazon sar1 GLE, astrazon siyah FDL, chrocion sar1 H-E4G, chrocion kirmiz1 H-
E3G remazol turkuaz mavisi G-A ve remazol kirmizi RR, boyalarinin belirlenen
dozlarinda hayatta kalarak ergine gelisebilen erkek bireylerinde SOD, katalaz, GR ve
GST aktiviteleri ile rediikte glutatyon miktar1 arastirildi. Calismalar sirasinda bazi
gruplarda yeterli miktada ergin elde edilemedigi i¢in calisma yapilamamistir. Elde

edilen tiim sonuglar Cizelge 4.11° de verilmistir.
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Enzim Aktivitesi
Grup
SOD KAT GR GST Red.Glutatyon
(ng/ mg tp)+ SH (umol/ mg tp)+ SH (umol/ mg tp/ml)+ SH | (umol/mg tp/ml)+ SH | (umol/mg tp/ml)+ SH
ST YB ST YB ST YB ST YB ST YB

Kontrol  1301,39+8,36 | 151,42+4,07 3369,45+28,43 2752,03£13,52 10,22+0,02 |0,27+0,01 7,74+1,91 2,7840,17 3,0+0,10 1,50+0,05
Astrozon | 378 74+20,01* | 173,21+1,15* 5995,67£193,45*% |2511,7£27,60 0,22+ 0,01 |0, 22+0,02 10,82+0,08 |4,38+0,09% |2,99+0,04 1,62+0,05
Siyah
Astrozon | . 861,38+19,82* |- 4566,2+110,76* | - 0,40+0,04* - 10,22+0,98* | -
Sari 7,52+0,34%
Chrocion | - 644,70+27,47* |- 7024,99+£218,6* |- 0,35+0,09 - 8,53+0,27* |- 5,71+0,02*
kirmizi
Remazol 152,67+1,95% | 189,92+0,53* 2726,07£11,82%  |2073,46+44,25% 10,170,001 |0,12+0,04* ]4,59+0,08 |4,41+0,08* |[1,97+0,09* 1,85+0,07*
Mavi
Remazol  1298,02+0,92 | 112,34+0,27* 3435,88+30,25 - 0,21+0,02 | 0,18+0,005* | 8,84+1,85 3,98+0,30* |2,42+0,008* | 1,49+0,03
kirmizi

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda farklilik p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemlidir.

Cizelge 4.11.Kullanilan tekstil boyalarinin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon rediiktaz (GR), ve glutatyon S-transferaz (GST)
aktiviteleri ile rediikte glutatyon miktar1 tizerine etkileri
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SOD aktivitesi bakimindan tiim boya gruplarina bakildiginda ST ve YB
caprazlarinda tiim gruplar arasi farkiligin 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05). Kontrol
grubunun ST ve YB caprazlarindan elde edilen erginlerde SOD aktivitesi sirasi ile
301,3918,36 ve 151,42+4,07 ng/pg total proteindir. Boya gruplarina gore degisen
sonuglar alinmig olup enzim aktivitesinin YB c¢aprazda oOzellikle astrazon sar1 ve
chrocion kirmizi boyalarinda 6nemli diizeyde arttigi goriilmektedir. ST ¢aprazinda ise
enzim aktivite degerlerinin, remazol kirmizi boyasi ile degismedigi gozlenirken, diger
boyalar ile kontrol grubu arasinda ki farkin 6nemli oldugu gézlendi (P<0.05).

Katalaz aktivitesi bakimindan tiim boya gruplarina bakildiginda ST ve YB
caprazlarinda tiim gruplar arasi farkiligin 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05). Kontrol
grubunda ST ve YB caprazlarindan elde edilen erginlerde katalaz aktivitesi sirast ile
3369,45£28.43 ve 2752,03£13,52 pmol/mg total proteindir. ST c¢aprazinda astrazon
siyah enzim aktivitesini arttirirken remazol mavi boyasinin baskiladig1 gézlenmistir. YB
caprazinda ise astrazon sar1 ve chricon kirmizi enzim aktivitesini arttirmis ve remazol
mavi ise baskilamistir.

Glutatyon rediiktaz iizerine boyar maddelerin etkisine bakildiginda ise ST ¢aprazda
gruplar arasinda istatistiksel bakimdan Onemli fark goézlenmezken (P>0.05) YB
caprazda gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05). ST ve YB
caprazlarindan elde edilen erginlerde kontrol grubunda GR aktivitesi sirast ile 0,2210,02
ve 0,2710,01 pmol/mg total proteindir. YB c¢aprazinda asrazon sart GR aktivitesini
arttirirken remazol kirmizi baskilamistir.

GST aktivitesi ilizerine boyar maddelerin etkisine bakildiginda ise ST caprazda
gruplar arasinda fark gozlenmezken (P>0.05) YB caprazda gruplar arasindaki farkin
istatistiksel bakimdan 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05). ST ve YB caprazlarindan
elde edilen erginlerde kontrol grubunun GST aktivitesi sirasi ile 7,74+1,91 ve 2,78+0,17
pmol/mg total proteindir. YB ¢aprazinda tiim boya gruplar1 enzim aktivitesinin artigina
neden olmustur.

Rediikte gulutatyon (GSH) miktar1 {izerine boyar maddelerin etkisi bakimindan tiim
boya gruplarina bakildiginda hem ST ve hem de YB caprazlarinda tiim gruplar arasi
farkliligin istatistiksel olarak ©nemli oldugu bulunmustur (P<0.05). ST ve YB
caprazlarindan elde edilen erginlerde kontrol grubu glutatyon miktari sirasi ile 3%0,1 ve
1,50£0,05 pmol/mg total proteindir. ST caprazda remazol kirmizi glutatyon miktarini
baskilarken, diger boyalarin 6nemli bir etkisi gdozlenmemistir. YB caprazda ise astrazon
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sar1 ve chricon kirmizi1 uygulamas ile glutatyon diizeyinde 6nemli dl¢iide artisa neden
olmustur (P<0.05).
Bazi1 boyar maddelerin spesifik enzim aktiviteleri ile glutatyon diizeylerine etkisi

bakimindan ST ve YB caprazlarinin karsilastirilmasini iceren grafikler Sekil 4.33°de

verilmistir.
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Sekil 4.33. Baz1 boyar maddelerin spesifik enzim aktiviteleri (SOD, katalaz, GR ve

GST) ile GSH diizeylerine etkisi bakimindan ST ve YB caprazlarinin karsilagtiriimasi.
81



S. TARTISMA VE SONUC

Tekstil endiistrisinin hizla gelistigi iilkemizde cok sayidaki tekstil fabrikasinda her
gecen giin artan sayr ve cesitte sentetik boyar madde kullanilmaktadir. Cogu kez
dogrudan ya da yeteri kadar aritilmadan dogaya verilen s6z konusu boyar maddeler ve
tekstil atik sularinin olasi toksik ve genotoksik etkileri ise birgok calismaya konu
olmustur [75, 77,125,126].

Bu calismada, tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan bazi boyar maddeler
(astrazon sar1 GL-E, astrazon siyah FDL, chrocion sar1 H-E4G, chrocion kirmizi H-
E3G, remazol turkuaz mavisi G-A ve remazol kirmizi RR ) ile tekstil fabrikasi atik
sularinin olas1 genotoksik etkisi ile antioksidan sistem ve glutatyon S transferaz

sistemlerine olan etkileri arastirilmistir.

5.1. Tekstil Boyar Maddeleri ve Tekstil Fabrikas1 Atik Suyunun Genotoksik Etkisi

Genetik toksikolojide yaygin olarak kullanilan genotoksisite testlerinden biri de
Drosophila melanogaster’in kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART)’dir. Bu test cesitli avantajlar1 nedeniyle tercih edilen standart bir testtir [47].
Test farkli P-450 enzim seviyelerine sahip iki ayri sistem ile calisma olanagi da
saglamaktadir. Bununla iliskili olarak standart (ST) ve yiiksek biyoaktivasyon (YB)
caprazlar paralel olarak yapilmis ve bu ¢aprazlardan elde edilen larvalar esit kosullarda
calismaya alinmistir. Boya ya da tekstil atik suyunun degisik konsantrasyonlarina maruz
birakilan larvalarin ergine gelismeleri izlenmistir. Boylece ergine gelisme siireci
icerisinde boyalarin ve tekstil atik suyunun olasi genotoksik etkilerinin yaninda
larvalarin hayatta kalis1 (yasayabilirlik ylizdesi) (ergine gelisebilen larvalarin orani
olarak) iizerine etkisi de arastirillmistir. Herhangi bir etmenin olasi toksik etkileri ile
ilgili olarak, Drosophila’ da yasayabilirlik yiizdesi cesitli calismalarda kullanilmistir
[99, 127,128].

Boya gruplar1 ve tekstil atiklarinin yaninda pozitif kontrol gruplar1 da calismaya
dahil edilmistir. Pozitif kontrol gruplarinda EMS ve iiretanin cesitli dozlar1 (5 mM, 10
mM ve 20 mM) kullanilmistir. EMS’nin, DNA’ nin yapisina dogrudan etki edebilen
etilleyici iriinler drettigi ve bu yolla nokta mutasyonlar, kiiciik delesyonlar ve
kromozom kirilmalar1 ile rekombinajenik aktivitelere neden olduguna yonelik

calismalar vardir [129,130]. Bu ¢alismada EMS bilinen genotoksik etkileri nedeniyle
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kendi kosullarimizda SMART’ 1n calistigint gostermek amaci ile pozitif kontrol grubu
olarak secilmistir. EMS’ nin pozitif kontrol grubu olarak kullanildig:1 bir¢cok ¢alisma
rapor edilmistir [99,127,131]. Diger pozitif kontrol olan iiretan ise iyi bilinen bir
promutajendir ve sitokrom P-450 enzim sistemi ile metabolik olarak aktive
olabilmektedir. Uretanin c¢alisilan dozlar1 daha ©nce yiiksek biyoaktivasyon
caprazlamalarindan elde edilen sonuglar temel alinarak secilmistir [125]. Bu calismada
kullanilan tiim boyalar, tekstil atik suyu, EMS ve iiretanin tiim dozlar her iki caprazda
da uygulama dozuna bagli olarak larvalarin hayatta kalis oranin1 azaltmistir. ST ve YB
caprazlardan elde edilen larvalarin hayatta kalis oranlar1 arasinda belirgin bir farkliligin
olmadig1 gozlenmistir. Cizelge 4.1.5 ve 4.1.6° da goriildiigii gibi en az toksik olan boya
chrocion grubu (sar1 ve kirmizi) boyalardir. Bunlarin en yiisek dozu (7500 mg/l) dahi
her iki ¢aprazda larvalarin yalmizca %31-38’ nin 6liimiine neden olmustur. En toksik
boya ise astrazon grubu boyalar (sar1 ve siyah) olup (cizelge 4.3 ve 4.4.) kullanilan en
diisiik doz (350 mg/l) dahi her iki caprazda larvalarin % 28-43 iiniin 6liimiine neden
olmustur. Astrazonun toksik etkisi konsantrasyon artisina paralel olarak artmis ve
kullanilan en yiisek dozda (1000 mg/l) ise 6liim oran1 % 74-86 olarak bulunmustur.
Tekstil atik suyunu degisen oranlarda iceren besiyerinde gelisen larvalarda da 6liim
orant konsantrasyon artisina paralel olarak artmis olup 1/1 oraninda atik iceren besi
yerinde larvalarin %51-65" nin ergine gelisemedigi gozlenmistir (Cizelge 4.9.). Bu
toksisite ekosistem igin biiyiik bir problemdir [127,131].

Sonuglarimiza benzer sekilde tekstil boyalarimin ve tekstil atik sularmin toksik
oldugu bir cok test sisteminde yapilan caligmalar ile gosterilmistir [132,133]. Xenopus
embriyolar1 {izerine astrazon kirmizi, astrazon mavi, remazol kirmizi, remazol turkuaz
mavi, cibacron kirmizi ve cibacron mavinin toksik etkisi Birhanli ve Ozmen (2005)
tarafindan rapor edilmistir [134]. Ayrica, bu calismada test edilen tiim boyalarin
embriyo gelisimini baskiladigi ve Xenopus leavis iribaglarinda cesitli tipte yapisal
bozukluklarin ortaya c¢iktigi belirtilmistir. Moawad vd. (2003) ise bazi boyalarin
fitotoksik potansiyelini belirtmis ve yiiksek konsantasyonlardaki boyalarin cesitli
tiirdeki bitkilerde tohumlarin ¢cimlenmesini inhibe ettigini belirtmistir [135]. Sar1 G-
GELB-GLE, kirmizi FBL, mavi FGRL ve siyah FDL boyalarinin farkhi
konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan bir baska calismada fungus (F. trogii) ve
bakterilerin (S. aureus) iiremesinin bu boyalar tarafindan tiimiiyle inhibe edildigi
saptanmustir [114]. Ayrica reaktif boyalarin farkli ¢esitlerinin toksik etkileri Wang vd.

(2002) tarafindan ortaya konulmustur [136].
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SMART, somatik hiicrelerinde, heterozigotlugun kaybedilmesi ilkesine dayanan,
somatik mutasyon ve rekombinasyonlara duyarli, hizli, ekonomik ve giivenilir in vivo
bir testtir [48,137]. Olas1 mutajenlerin neden olacagi genotoksik etkiler mutant hiicre
klonlar1 olarak belirlenir. Mutant hiicre klonlari, ergin sinegin kanat hiicrelerinde
delesyonlar, nokta mutasyonlar ve mitotik rekombinasyon nedeni ile ortaya cikabilir.
mwh veya flr genetik isaretleri tasityan mutant hiicre klonlart 1-2 hiicrede bulunuyorsa
kiiciik tekli benek, 3 ve daha fazla hiicrede bulunuyorlarsa biiyiik tekli benek, mwh ve
flr genetik isaretlerin her ikisini yan yana bulunduran mutant hiicre klonlar ise ikili
benek olarak adlandirilir [40]. flr tekli benekleri nokta mutasyonlar veya delesyonlar
sonucu, mwh tekli benekleri delesyonlar veya mwh ve flr lokuslar1 arasindaki mitotik
rekombinasyon sonucu [138] olusurken, ikili benekler ise flr lokusu ve sentromer
arsindaki mitotik rekombinasyonla olusurlar. mwh ve flr lokuslar1 arasindaki uzaklik, fIr
lokusu ve sentromer arasindaki uzakliktan daha fazla oldugu icin mitotik
rekombinasyon sonucu olusan ve mwh tasiyan tekli beneklerin sayisi ikili beneklerin
sayisindan fazladir. Bir¢ok etmenin bu beneklerin biiyiikliigiinii ve sayisini etkiledigine
yonelik caligmalar vardir [47,48,139].

Calismamizda pozitif kontrol olarak aldigimiz EMS’ in ii¢ farkli dozu (5, 10 ve 20
mM) her iki capraz grubunda da tiim beneklerin sayisin1 kontrole kiyasla attirmistir. Bu
sonug, Onceki c¢alismalara [140, 40, 127, 141] uygun olarak EMS’nin mutajenik ve
rekombinojenik aktivitesini gostermektedir. Diger pozitif kontrol grubunu olusturan
iretan gruplarinda ise yine her iki ¢aprazda da konsantrasyon artisina bagl olarak benek
sayilarinin arttiglr gdzlenmistir. Bu arti liretanin bir promutajen olmasindan dolayr YB
caprazda ST capraza kiyasla oldukca belirgindir ve daha once yapilan ¢alismalar ile
uyumludur [112].Tekstil boyalarinin ¢esitli test sistemlerinde yapilan calismalarda
toksik, genotoksik ve mutajenik etkilerinin oldugu belirtilmektedir [91,142-146].
Yapilan ¢alismalar bazen celiskili sonuglar da vermektedir. Bunlardan birinde Moawad
vd. (2003), [135] azo boyalarinin giiclii mutajenik etkisinin oldugunu belirtirken
Przybojewska (1996), ise tekstil boyalarinin genotoksik olmadigini rapor etmistir [90].
Jager vd. (2004), Ames testi kullanarak yaptiklar1 calismada 53 tekstil boyasinin 15
tanesinin genotoksik oldugunu bulmuslardir. Ayni c¢alismanin ikinci boliimiinde ise
Ames testinde pozitif bulunan boyalar fare lenfoma hiicrelerinde test edilmistir ve iki
tanesi haric digerlerinin bu testte de genotoksik oldugu bulunmustur [82].

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore genotoksik etkisi en fazla olan boyanin

yine astrazon grubu boyalar oldugunu sdyleyebiliriz. Tiim benek cesitlerinde artisa
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neden olan bu boya azo boyalar arasindadir. Azo boyalarinin mutajenik, kanserojenik
ve toksik etkisi dogrudan veya biyotranformasyon sirasinda olusan aril amin tiirevleri
nedeni iledir. Bu aromatik aminlerin bazilar1 Ames testinde mutajenik bulunmustur
[145]. Bir cok sentetik boya 6zellikle siilfiirlii azo boyalar yine Ames testinde (direct
black 38, direct red 2, direct blue 15 vb.) [143,144], fare kemik iligi mikroniikleus
testinde [145,147] ve kurbaga iribagslarinin kan hiicrelerinde yapilan comet assay [146]’
de mutajenik bulunmustur.

Remazol turkuaz mavisi remazol kirmiziya kiyasla daha genotoksik bulunmustur.
Genotoksik etki 6zellikle tekli benek sayilarindaki artis ile iliskili bulunmustur. Bazi
arastiricilar mwh fenotipine sahip kiigiik tekli beneklerin kalitatif olarak biiyiik tekli
beneklerden farkli oldugunu belirtmektedir [40,148].

Choricon kirmizinin genotoksik etkisi sadece yiiksek dozda (7500 mg/l) YB
caprazinda gozlenirken, choricon sari ise her iki ¢aprazda da tekli beneklerin sayisinda
artisa neden olmustur.

Calismada kullandigimiz tekstil atik suyu ise tiim benek tiplerinin artisina neden
oldugundan genotoksik bulunmustur. Benzer sonuclar cesitli caligmalarda farkli tekstil
endiistrisi atiklar1 veya tekstil boyalarina maruz birakilan organizmalarda yapilan
calisgmalarda rapor edilmistir. Bu c¢alismalarda kromozom ya da kromozom
fragmentlerinden  olusan  mikroniikleuslu  eritrositlerin ~ frekansinin  arttigi
belirtilmektedir. [142, 145, 149]. Yine baska bir calismada Sumathi vd. (2001) tekstil
atiklarina maruz birakilan Cyprinus carpio’nun karaciger ve eritrositlerinde DNA
kiriklarinin olustugunu rapor etmistir [93]. Ikili beneler ﬂr3 geni ile 3. kromozomun
sentromeri arasinda olusan mitotik rekombinasyon ile olugsmaktadir [40]. Calismamizda
kanat basina diisen ikili benek sayilarina bakildiginda astrazon boyalar ile tekstil atik
suyunun yiiksek dozlari hari¢ diger boya gruplarinda elde edilen sonuglar kontrol
gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel anlamda yetersiz olarak degerlendirilmistir. Bu
sonu¢ boyalarin mitotik rekombinasyona neden olmadigimmi sdylemek icin yeterli
degildir. Genetik toksikoloji calismalarinda etkisiz demek pozitif etkili demekten cok
daha zor ve denek sayilarinin miimkiin oldugunca fazla ve esit olmasini
gerektirmektedir [116,117]. Kanat basma diisen toplam benek sayis1 goz Oniine
alindiginda remazol kirmizi boyasinin ST c¢aprazi hari¢ (bu gruplarda yalnizca c¢ok
yiiksek doz olan 7500 mg/lI’de pozitif sonu¢ vardir) tiim gruplarda pozitif sonuglar
almmistir. Ilave olarak toplam benek sayilar1 bakimindan standart ve yiiksek

biyoaktivasyon caprazlari karsilastirildiginda tiim boya ve tekstil atik suyu gruplarinda
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ST capraza gore YB caprazda artan genotoksisite gdzlenmistir. Bu artis yiikksek dozlarda
daha fazla gozlenmistir. Standart capraz simirli bir biyoaktivasyon kapasitesi ile
karakterize edilmistir. Artan sitokrom P-450’ye bagh enzim aktivitelerine sahip yiiksek
biyoaktivasyon caprazi promutajen ve prokarsinojenlerin tespiti i¢in daha duyarhdir

[160,45].

5.2. Tekstil Boyar Maddelerine Maruz Kalan Drosophila Erginlerinde SOD,
Katalaz, GR ve GST Aktiviteleri ile Rediikte Glutatyon Miktarna Etkisi

D. melanogaster radikal siipiiriicli enzimler olarak bilinen SOD, CAT ve GR’ a
sahipken glutatyon peroksidaza (GPX) sahip degildir [54]. SOD O™, yi H,O,'ye
doniistiirirken CAT ve GPX, H,0,’ yi H,O’ ya doniistiiriir. GR ise glutatyonu okside
formdan rediikte forma doniistiiriir.

Normal fizyolojik kosullarda reaktif oksijen tiirleri, antioksidan savunma sistemi
tarafindan kontrol edilmekte ve bir denge saglanmaktadir. Bu enzimlerin 6zelligi
oksidatif stres altinda indiiklenebilmeleridir. Bdoylece indiiksiyon yeni duruma
adaptasyon i¢in 6nemli bir rol oynar. Siddetli oksidatif stres ise onlarin aktivitesini
baskilayabilir. Bu enzimlerin aktivitesindeki azalma serbest oksijen radikallerinin
birikimine ve bu da cogu kez tamir edilemeyen ve biriken molekiiler bozulmalara neden
olmaktadir. Kirleticiler tarafindan olusturulan oksidatif stresi gdstermek icin antioksidan
savunma sistemindeki degisimleri temel alan calismalarin sayisi her gecen giin
artmaktadir [126,161-166]. Bu enzimlerin aktivitesinin bir¢ok nedenle azaldigi ya da

indiiklenebildigi cesitli caligmalarda belirtilmektedir [54,143,157,162].

Calismalarimiz sonucunda SOD ve katalaz aktivitelerindeki degisimin bazi boya
gruplarinda benzerlikler gosterdigi gozlenmistir (¢izelge 4.11 ). ST caprazlardan gelisen
gruplara baktigimizda astrazon siyah her iki enzimin aktivitesini de onemli diizeyde
arttirirken remazol mavi baskilamistir. YB ¢aprazdan gelisen erginlerde de yine her iki
enzim i¢in benzer sonuglar alinmistir. Buna gore astrazon sart ve chrocion kirmizi her
iki enzimin aktivitesini de arttirmistir. Katalaz aktivitesinin artig1 ise organizma igin
yararhidir ve belirleyicidir. Drosophila’ da katalazin artan aktivitesinin hidrojen peroksit
ile olusturulan oksidatif strese karst koruyucu oldugu ama bu durumun Omiir
uzunlugunu etkilemedigi belirtilmektedir [168]. Ksenobiyotiklerin SOD ve katalaz
aktivitelerini indiiklediklerine yonelik bir ¢ok calisma vardir. Bunlardan biri Anisimov
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vd. (1999) tarafindan rapor edilmistir. Buna gore epithalaminin Drosophila’ da SOD
ve katalaz aktivitesini arttirdigi belirlenmigtir [143]. Nicolosi vd. (2003) yaptig1 bir
caligmada ise bir herbisit olan 3-amino-1,24-triazole’iin Drosophila’ da Kkatalaz
aktivitesini arttirdigr belirtilmektedir [162]. Bunun yanminda Amstad vd. (1991)
paraquatin E.coli’ de Fe-SOD ve MN-SOD’ 1n sentezini artirdig1 saptanmustir [157].

Kullanilan tekstil boyalarinin siiperoksit radikallerinin {iretimine neden olarak
oksidatif strese yol actifin1 ve bu yilizden siiperoksit radikallerinin siipiiriilmesinde
onemli role sahip olan SOD ve katalaz aktivitesinin arttigin1 soyleyebiliriz.

Katalaz aktivitesinin az ya da hi¢ olmadigi mutant Drosophila melanogaster’ in
H,0;’ ye ¢ok duyarh oldugu ve yasayabilirligi ve 6miir uzunlugunun kontrol grubuna
kiyasla azaldig belirtilmektedir [143].

S6z konusu enzim aktivitelerinin ksenobiotikler nedeni ile inhibe edildigini belirten
caligmalar da vardir. Bu ¢alismalarin birinde bir herbisit olan 3-amino-1,2,4-triazole
uygulamasinin katalazin %95 oraninda indirgenmesine neden oldugu belirtilmektedir

[167]. SOD aktivitesinin inhibe edildigi mutant sineklerin ise kontrol grubuna kiyasla

]

%80 daha kisa yasadigi ve O, mn olusumuna neden olan paraquata kars: daha hassas

oldugu belirtilmektedir [169].

Glutatyon (GSH) bir radikal siipiiriiciidiir ve antioksidan savunmada onemli bir
yeri vardir. Boylece GSH diizeyindeki bir degisiklik bir organizmanin detoksifikasyon
yeteneginin Onemli bir gostergesi olabilir. GSH siklikla oksidatif strese karsi
savunmanin ilk basamagini olusturur. Laboratuar kosullarinda bir ¢ok etmene karsi
GSH diizeylerindeki degisim cesitli organizmalarda ¢alisilmistir. Bunlardan birinde 2,4-
dichlorophenol uygulamasinin Carasssius auratus’ da GSH diizeyini azalttig
belirtilmektedir [170]. Bunun tersine olark bazi organik bilesiklerin ise GSH diizeyini
attirdig1 rapor edilmektedir [171,172].

Bu calismada ise ST caprazdan elde edilen erginlerde GR aktivitesi bakimindan
gruplar arasinda gozlenen farkliliklar istatistiksel olarak onemli degilken (P>0.05) GSH
diizeyleri bakimindan remazol mavi ve remazol kirmizi boyalarinda kontrol grubuna
kiyasla azalma gozlenmistir (P<0.05). YB ¢aprazdan elde edilen erginlerde ise astrazon
sart hem GR aktivitesinin ve hem de GSH miktarinin artmasina neden olmustur
(P<0.05).

Glutayon S-transferaz, potansiyel alkileyici ajanlar ve diger ksenobiyotiklerin
detoksifikayonunda ve biyotransformayonunda ©6nemli rol oynayan sitozolik cok
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fonksiyonlu ve ¢ok bilesenli bir enzimdir [159,173,174]. GST’ nin en Onemli gorevi
oksidatif bozukluklar ve peroksidatif iiriinlere karst DNA ve lipitleri korumaktir. [175].
GST aktivitesinin kimyasal karsinojenezisi modiile ettigine dair veriler vardir [176].
Drosophila’da GST 1n genetidi ile iliskili bircok ¢alisma vardir [177,178,173]. Durusoy
ve arkadaslar tarafinan yapilan bir calismada GST aktivitesinin Drosophila Oregon R
soyu ile ebony ve bu iki soyun caprazi ile olusan F,’melezlerinde yasa bagl olarak
degistigi gozlenmistir. Buna bagli olarak detoksifiye edici enzim diizeyleri ile
antioksidan diizeyleri arasinda bir baglanti oldugu belirtilmistir [173].

Yapilan bir cok calismada bir ¢ok ksenobiyotigin GST aktivitesini arttirdigi
belirtilmektedir. Bu ¢alismalarin birinde tekstil boyar maddelerine maruz kalan Xenopus
iribasarinda GST aktivitesinin arttigi rapor edilmistir [126]. Yine baska bir calismada
ise insektisit uygulamasinin yine Xenopus embriyolarinda GST aktivitesini arttirdigi
belirtilmektedir [179]. Calismamizdan elde edilen bulgular yukaridaki sonuglart
destekler niteliktedir. Calismalarimizda ST c¢aprazdan gelisen bireylerin tekstil
boyalarina maruz kalmasi sonucu GST aktivitelerinde ortaya cikan degisiliklerin
istatistiksel olarak ©nemli olmadigi bulunurken YB caprazinda ise tiim gruplarda
kontrol grubuna kiyasla 6nemli artislar gozlenmistir (P<0.05). Bu sonu¢ YB caprazi ile
olusan erginlerin daha yiiksek sitokrom P450 seviyesine sahip olmasi ile agiklanabilir.
Sitokrom-P450 sistemi, yabanci bilesiklerin biotransformasyonunu katalizleyen
reaksiyonlarin birinci kademesinde (faz I) yer almaktadir. Bu faz I reaksiyonlari,
yabanci bilesigi tiirevleri haline doniistiirerek suda daha iyi ¢oziinebilmelerini saglarlar.
Daha sonra bu fonksiyonel gruplar Faz II reaksiyonlarina katilirlar. Faz II reaksiyonlari
ise Glutatyon S transferazlar, siilfotransferazlar gibi pek cok enzimatik reaksiyonu
icermektedir [159]. Bu yilizden yaptigimiz caligmada kullandigimiz toksik etkiye sahip
tekstil boyalari, once faz I de bilesik tiirevlerine ayrildiktan sonra faz II reaksiyonlarina
katildiklar1 i¢in faz II’deki antioksidan enzim aktiviteleri artmistir. YB caprazinda
sitokrom p-450 seviyesi standart ¢caprazdakinden ¢ok daha fazla oldugu i¢in Faz II’de
gorev alan antioksidan enzimlerin aktiviteleri de standart capraza gore daha fazladir.

Tiim enzimlere genel olarak bakildiginda bulgularimiza benzer bir sonu¢ Y. Sun vd.
(2005) tarafindan rapor edilmisir [161]. Bu calismada HC Orange No.1’ nin Carasssius
auratus’da CAT, SOD, GST aktivitesi ile ve GSH diizeyinin etkilendigini ve bunun da
oksidatif sitresin ortaya cikmasina bagli olarak artan oksiradikallerinin sitotoksik
etkisine karst savunma mekanizmasini giiclendirmek amacina yonelik oldugu

vurgulanmaktadir.
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Calismalarimiza benzer bir baska bulgu ise dispers kirmizi 11 ve dispers 3
boyalar1 ile yapilan c¢alismadan elde edilmistir. Bu calismada soz konusu boyar
maddelerin glikoz 6 fosfatdehidrogenez, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon S-transferaz ve sitokrom P-450 enzimlerini indiikledikleri rapor edilmistir
[154].

Genel bir degerlendirme ile astrazon boyalarin remazol ve chrocion boyalara
gore daha toksik ve genotoksik oldugunu soyleyebiliriz. Calisma gruplarimiz igerisinde
degerlendirilen boyalardan astrazon siyah ve remazol kirmizi, azo grubu igeren
boyalardandir. Bazi azo boyalarin insanlar ve hayvanlar icin potansiyel mutajen veya
karsinojen olduklar1 belirtilmektedir. Bu boyalarin mutajenik, karsinojenik ve toksik
etkileri; ya dogrudan mutajen olmalarindan ya da enzimlerle rediiktif
biotransformasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan aril amin tiirevlerinden kaynaklanabildigi
ileri siiriilmiistiir [151,152]. Insan ve hayvan barsak mikroflorasinin, azo reduktaz enzim
aktivitesinin baglica kaynagi oldugu, buradaki yikim iiriinlerinin karacigerde sitokrom
P-450 enzim sistemi tarafindan pargalandigi ve bu parcalanma iiriinlerinin organizmada
toksik ve genotoksik etkilere neden oldugu ifade edilmistir [145].

Sonug olarak tekstil boyar maddelerinin toksik ve genotoksik etkilerini gostermek
icin in vivo test sistemlerinde yeterli diizeyde arastirlmadan pazarlandigin1 ve
kullanildigin1 soyleyebiliriz. Tekstil endiistrisinde binlerce boya kullanildigini ve bu
boyalar1 iceren atiklara c¢evremizin her gecen giin daha fazla maruz kaldigim
diisiiniirsek olasi riskleri ortaya koymak i¢in cesitli test sistemleri ile yapilacak ayrintili
calismalara ihtiya¢ vardir. Sahip oldugu enzim sistemleri ve genetik mekanizmalari
nedeni ile en ¢ok tercih edilen model organizmalardan bir olan D. melanogaster ile
yapilan bu c¢alismanin insan ve cevre sagligi acgisindan gozoniine alinmasi gerektigi

kanisindayiz.

89



6. KAYNAKLAR

(1]

[10]

[11]
[12]

[13]
[14]

[15]
[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

A. Samsunlu, * Tiirkiye’de Cevresel Etki Degerlendirilmesi” , Cevre’ 85 Bildiri

Kitabi, Izmir, 1985.

N. Mathur, P. Bhatnagar, P, Nagar and M.K. Bijarnia, Mutagenicity assessment of

Sanganer, Jaipur (India): a case study. Ecotoxicology and Environmental

Safety, vol: 61, (2005), 105-113.

A. Mishra, M. Bajpai, Flocculation behavior of model textile a wastewater treated

with a food grade polysaccharide, Journal of hazardous Materials B, 118,

(2005), 213-217.

I. Jager, C.Hafner K.Schneider, Mutagenicity of different textile dye products in

Salmonella typhimurium and Mouse lymphoma cells, Mutation Research, 561,

(2004), 35-44.

L.D. Claxton, V.S. Houk, T.J. Hughes, Genotoxicity of industrial wastes and

effluents, Mutation Research, 410, (1998), 237-243)

I. Baser, Y. Inanic1, “ Boyar Madde Kimyas:i”, Istanbul, (1990), s.7.

U. G. Dogan, “Bazi Tekstil Boyalarimin Amfibi Irbaslarina Toksik Etkileri”,

Yiiksek lisans Tezi Malatya, 2002.

K. Al K. Al-SApti, Cholorotriazine reaktive azo red 120 texile dye induces

micronuclei in fish, Ecotox. Environ. Safety, (2000), 47: 149-155.

T-L. Hu, S.C. Wu, Assessment of effect of azo dye RP>;B on the growth of a

nitrojen fixing cyanobacterium-Anabaena sp., Biores., Technol., (2000), 77: 93-

95.

T. Robinson, G. Mc Mullan, R. Marchant, P. Nigam, Remediation of Dyes in

Textile Effluent: A Critical review on Current Treatment Technologies with a

Proposed Alternative, Bioresource Technology, 77, (2001), 247-255.

K.T. Chung ve C.E. Cerniglia, Mutagenicity of azo dyes: structure- activity

relationships, Mutation Research, 277: 3, (1992), 201-220.

A.R. Khatri, Reaktive dyes and dyeing process, Pakistan Textile Journal, (1996),

pp.22-25.

H.A.Lub, The Chemistry of Synthetic Dyes and pigments”, Florida, (1982) s. 144.

O.Yesilada, s. Cing ve D. Asma, Decolourasition of the textile dye Astrazon Red

FBL by Funalia trogii pellets, Bioresource Technology, 81, (2002), 155-157.

A.M. Clark, M.Rockstein, Aging in insect. Physiology of Insecta, (1964), 1. 227-

281.

A.N. Bozcuk, DNA Synthesis In The Absence of Somatic Cell Division Associated

With Agingin D. subobscura, (1972), Exp. Geront./: 147-156.

M. Tiburi, M.L. Reguly, G. Schwartsmann, G.Cunha, L.M.Rodrigues de Andrade,

Comparative genotoxic effect of vincristine, vinblastin and vinorelbine in somatic

cells of Drosophila melanogaster, Mutat.Res., (2002), 519(1-2):141-149.

M. Idaomar, R. El Hamss, F. Bakkali, N. Mezzoug, A. Zhiri, D. Baudoux, A.

Liemans, A. Alonso-Moraga, Genotoxicity and antigenotoxicity of some essentila

oils evaluated by wing spot test of Drosophila melanogaster, Mutat. Res., 513: 61-

68.

M. Lehmann, A. Franco de Souza Prudente Vilar, K.S.P. Reguly, M. L., Andrade,

H. H. R. Doxorubicin and two of its analogues are preferential inducers of

homologous recombination compared with mutation, Mutat.Res., (2003), 539,

167-175.

L.Osaba, M.J. Rey, A.Aguirre, , A. Alonso, U. Graf, Evaluation of genotoxicity of
90



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]
[30]

[31]

[32]

[33]
[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

captan, maneb and zineb in the wing spot test of Drosophila melanogaster: role of
nitrosation. (2002), Mutat. Res. 518:95-106.

F.E Wiirgler ve E.-W.Vogel, in vivo mutageticity testig using somatic cells of
Drosophila melanogaster Chemical mutagenes, Principles and methods for their
detection, Plenum Pres, New york, (1986), s.1-72.

U.Graf ve D. Singir, Genotoxicity testing of promutagens in the wing somatic
mutation and recombination test in Drosophila melanogaster, Revista
international de Contamination Ambiental, 8(1992) 15-27.

G.R. Hoffman, “Casarett and Doull’s Toxicology The Basic Science of Poisons” ,
Pergoman Pres , :New York , (1991), s.201-217.

M.R. Wheeler, The Drosophilidae : A Taxonocmic overview. In : The Genetics and
Biology of Drosophila, A. Ashburner, H.L. Carsen, J. Thompson, J.N.Academic
Pres INC.Ltd. London, (1981), Vol.3a, a 1-84.

W.W. Doane, Drosophila: Methods in Developmental Biology, Edited by F.H.
Wilt, N.K. Vessels, (1967) 214-219.

I. McMillan, M. Fitz-Earl veD.S. Rabson, Quantitative Genetics of Fertility !. Life
Time Egg Production of Drosophila melanogaster. Therotical. Genetics, 65,
(1970), 349-353.

A. Demirsoy, Yasamin Temel Kurallari: Omurgasizlar, cilt 11" , Hacettepe
Universitesi Yayini, Ankara, 1982, 41.

M. Ashburner, J.R. Thompson, The Laboratory Culture of Drosophila, In: The
genetics and Biology of Drosophila, M.Ashburmer, T.R.F. Wright, Academic Pres
IMC. Ltd. London,(1978), vol 2a., s,2-81.

V.S. Houk, The genotoxicity of indiistrial wastes and effluents, Mutataion
Research, 277 (1992) 91-139.

A. Levan, The effect of colchisine on root mitosis in allium, Hereditas 24 (1938),
471-486.

B.N. Ames, J. McCann and E. Yamasaki, Models for detecting carcinogens and
mutagens with hte Sallmonella/ mammalian-microsome mutagenicitiy test,
Mutation Research, 31 (1975) 347-364.

J.T. MacGregor, J.A. Heddle, M. Hite, B. H. Margolin, Guide lines fort he conduct
of micronucleus assay in bone marrow erythrocytes, Mutation Research, 189
(1987) 103-112.

S. Latt, J. Allen, S. Bloom vd., Sister-chromatid Exchange: A report of the Gene-
Tox program, Mutation Research, 57 (1981) 17-62.

D.W. Fairbairn, P.L. Olve, K.L. O’Neill, The Comet assay: A comprehensive
review, Mutation research, 339 (1995) 37-59.

N. K. Tripathy, R.K. Mishra, A. Anandkumar ve G.P. Sahu, Lack of genotoxicity
of saccharin studied in the Drosophila wing spot and sex-liked recessive lethal
tests, Revista International de Contamination Ambiental, 10 (1994) 89-98.

E.R. Munoz ve B.M. Barnett, The rodent carcinogens 1,4- dioxane and thiourea
induce meiotic non disjunction in Drosophila melanogaster females, Mutation
Research, 517 (2002), 231-238.

E.W. Vogel ve J.A. Zijlstra, Mechanistic and methodiolojical aspect of chemically
induced somatic mutation and recombination in Drosophila melanogaster,
Mutation Research, 182 (1987) 243-264.

U. Graf ve F.E.-Wiirgler, The somatic white ivory eye spot does not detect the some
spactrum of genotoxis events as the whing somatic mutation and recombinational
test in Drosophila melonagaster, Environmental and Moleciiler Mutaganesis,
27 (1996), 219_226

91



[39]

[40]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]
[50]

[51]

[52]
[53]
[54]

[55]

[56]

[57]

J.G.Rincon,U.Graf, Drosophila melanogaster somatic mutation and recombination
test as a biomonitor,biomonitors and biomarkers as indicators of environmantal
change edited by F.M. butter worth et.al, Plenum Pres, NEW YORK,1995,
S.169_179

U.Graf, F.E.Wiirgler, A.J.Kartz, H.Frei ve arksomatic mutation and
recombination test in Drosophila melanogaster, Environmantel and Moleciiler
Mutagenesis, G, (1984), 153-188

U.Graf ve D. Singer, Genotoxicity testing of promutagens in the wing somatic
mutation and recombination testi in Drosophila melanogaster, Revistan
internacional de Contamimation Ambiental, § (1992)15_27

D.L. Lindsley ve G.G. Zimm, The Genome of Drosophila melanogaster,
Academic Pres,, SAN DIEGO, (1992), s.1133

E.Yesilada, L. Ozata, E.E.Dogan, Evaluation of the genotoxicity of some textile
dyes and textile wastewater in two crosses of Drosophila melanogaster using wing
somatic mutation and recombination Test, Society of Environmental Toxicology
and Chemistry (SETAC) North America 26th Annual Meeting, Baltimore,
Maryland, USA, (2005).

U: Graf ve N.Van Schaik, Improved high bioaktivation cross for the wing somatic
mutation and recombiration test in Drosophila melanogaster, Mutation Research
271 (1992) 59-67.

J.G.Rincon, U. Graf, Drosophila melanogaster somatic mutation and
recombination test as a biomonitor,biomonitors and biomarkers as indicators of
environmantal change edited by F.M. butter worth et.al, Plenum Pres, NEW
YORK, (1995), S.169-179.

F.E Wiirgler ve E.-W.Vogel, in vivo mutageticity testig using somatic cells of
Drosophila melanogaster Chemical mutagenes, Principles and methods for their
detection, plenum pres, new york, (1986), s.1-72.

F.Marec and R. Socha, Dose- response analysis of data obtained in the Drosophila

wing spot test after ethyl methanesulfonate treatment, Acta. Entomol.

Bohemoslov, 84, (1987).

H Sies, Role of reactive oxigen species ib Biological Processes, Klin.

Wochenschr. (1991). 69, 965-968.

R. Ian, Record, Mary Jannes Iron, a-tocopherol, oxidative damage and

micronucleus formation in rat splenocytes, Cancer Letters 160 (2000), 125+131.

I.Reveillaud, A.Niedzwiecki, K.G., Bensch, J.E Fleming, Expression of Bovine

Siiperoxide Dismutase in Drosophila melanogaster. Augments Resistance to

Oxidative Stres,. Mol. And Cell. Biol., (1991), 632-640.

M. Abdollahi, A. Ranjbar, S Shadnia, S. Nikfar, A. Rezaie, Pesticides and

oxidative stress : areview. Med. Sci. Monit., 10, (2004), 141-147.

F.Missirlis, J.P. Phillips and H. Jackle, Cooperativ e actoion of antioksidant

defense systems in Drosophila, Current Biology, vol.11, (2001), 1272-1277.

E.L. Bourg, Oxidative stres, aging and longevity in Drosophila melanogaster,

FEBS letters, Vol.498, (2001), 183-186.

I.Reveillaud, A.Niedzwiecki, K.G. Bensch, J.E Fleming, Expression of Bovine

Siiperoxide Dismutase in Drosophila melanogaster. Augments Resistance to

Oxidative Stres. Mol. And Cell. Biol., (1991), 632-640.

R.J. Mockett, W.C.Orr, J.J. Rahmandar, B.H. Sohal, R. S. Sohal, Antioksidant

status and stres resistance in long and short-lived lines of Drosophila

melanogaster. Experimental Gerontoloji, 36, (2001), 441-463.

R.S.Sohal, L,Arnold, W.C. Orr, Effect of on superoxide dismutase, catalase,
92



[58]

[59]
[60]
[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]
[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

glutathione reductase, inorganic peroxides, TBA- reactive material, GSH/GSSG,
NADPH/NADP" and NADH/NAD" in Drosophila melanogaster, Mechanisms of
Ageing and Development, Vol.56, (1990), 223-235.
A. Breckta, C.L. Greenstock, M.Tamba, Advances on oxygen radicals and
radioprotectors Mavelli, 1. Rotilio, G. : Enzymatic Protection Against Introcellular
Oxidative Processes, (1984), 65-80.
G.F., Weber, H.P. Bruch, Die pharmakologie der superoxid dismutase, Pharmazie
47, H.3, (1992), 159-167.
Y. Sun, L.W. Oberley, Y.Li ,A simple method for clinical assay of superoxide
dismutase, Ecotoxicology and Environmental Safety, (1998), 34/3,497-500.
K.Kiling, Oksijen radikalleri, iiretimleri, fonksiyonlari ve toksik etkileri,
Biyokimya Dergisi (1985), say1 2 , 60-89D.1. 25.
D.D. Mruk, B. Silvestrini, M\M Mo, C.Y. Cheng, Antioxidant superoxide
dismutase a review: its function, regulation in the testis, and role in male fertility,
Contraception 65 (2002), 305-311.
W.C.Orr, L.A. Arnold, R.S. Sohal, Relationship between calalase activity, life
span and some parameters associated with antioxidant defenses in Drosophila
melanogaster, Mechanisms of Ageing and Development, Vol. 63, (1992), 287-
296.
H.V. Samis, B.J. Rubenstein, L.A. Zajac, S. M. Hargen. Experimental
Gerontoloji, Vol. 16, (1981) 109-117.
R.J. Nicolosi, M.B. Baird, H.r. Massie and H.V. Samis, Senescence in Drosophila-
Il. Reneval of catalase activity in flies of different ages, Experimental
Gerontoloji, Vol.8, (2003) 101-108.
A.L. Lehninger, Biochemistry New York. Worth Publisher, Inc. 1976 436-437.
Reveillaud, I.: Niedzwiecki, A.: Rensch, K.G.: Fleming, J.E.: Expression of Bovine
Superoxide Dismutase in Drosophila melanogaster Augments Resistance to
Oxidative stress. Molecular and Celluar Biology, (1991 ), 632-640.
R. Candas, S. Sohal, S.N. Radyuk, V.I. Klickhko, and W.C.Orr, Molecular
organization of the Glutathione Reductase Gene In Drosophila melanogaster,
Archives of Biochemistry and Biophysics, Vol. 339, (1997), 323-334.
G.L. Goff, J.M. Bride, A. Cuany, J.B. Berge, M. Amichot, The sibling species
Drosophila melanogaster and Drosophila simulans differ in the exprssion profile
of glutathione S- transferases, Comparative Biochemistry and Physicology Part
B 129 (2001), 837-841.
G.L. Goff, J.M. Bride, A. Cuany, J.B. Berge,M. Amichot, The sibling species
Drosophila melanogaster and Drosophila stimulans differ in the expression profile
of glutathione S-transferases, Comparative Biochemistry and Physicology Part
B 129, (2001), 837-841.
B. Agianian, P.A. Tucker, A. Schouten, K. Leonard, B. Bullard, P. Gros, Structure
of a Drosophila sigma class glutathione S- transferase reveals a novel active site
topography suited for lipid peroxidation products, J. Mol. Biol. (2003) 326, 151-
165.
A.a. Hunaiti, A.M. Elbeticha, m.A. Obeidat, W.M. Owais, Developmental studies
on Drosophila melanogaster “glutathione” s-transferase and its induction by
oxadiazolone, Insect Biochemistry and Molecular Biology, 25 (1995) 1115-
1119.
M.D. Scott, B.H. Lubin, L. Zuo, F.A Kuypers, Erythrocyte defense against.
hydrogen perovide preeminent importance of catalase, Lab. Clin Meal., (1991).
M.Tien, D:S: Aust, The involment of hidroxy radicel derived from hyroxgen
93



[75]
[76]

[77]

[78]

[79]
[80]

[81]

[82]

[83]

[84]
[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

peroxide in lignin deratation by the white rot fungus phanerochaete

chrysosporium. J. Biol. Chem., (1982), 257.19: 11455 — 11462

D. Larry Claxton, S.Houk, J. Thomas Hughes, Genotoxicity of industrial wastes

and effluents, Mutation Research, 410 (1998), 237-243.

V.S.Houk, The genotoxicity of industrial wastes and effluents, Mutat.Res. 277

(1992) 91-138.

L.J. McGeorge, J.B. Louis, T.B. Atherholt, G.J. McGarrity, Mutagenicity analyses

of industrial effluents: results ad considerations for integration into water

pollution control programs, (1985), 247-257.

P.A. White, J.B. Rasmussen, C.Blaise, Comparing the presence, potency,and

potential hazard of genotoxins extracted from a broad range of industrial effluents,

Environ.Mol. Mutagen., 27 (1996), 116-139.

M. Kaushal Sharma, R.C. Sobti, Rec effect of certain textile dyes in Bacillus

subtilis, Mutation Research, 465, (2000), 27-38.

S.p. Shukla, G.S. Gupta, Toxic effects of omega chrome red ME and its treatment

by adsorption, Ecotoxicologyand Environmental safety, 24, (1992), 155-163.

S. P. Shukla, A.Kumar, D.N. Tiwari, B.p. Mishra, G.S. Gupta, Assessment of the

effect of the yoxicity of a textile dye on Nostoc muscorum ISU, a diazotrophic

cyanobacterium, Environmental pollution, 84, (1994), 23-25.

IJager, C.Hafner, K.Schneider, Mutagenity of different textile dye Products In

Salmonella typhimurium and Mouse lymphoma cells, Mutation Research, 561

(2004), 35-44.

K.T. Chung, C. Cerniglia, Mutagenicity of azo dtes: Structure- activity

relationships, Mutation research / Rewiews in Genetic Toxicology, 27 (1992),

201-220.

Z. Aksu, Reactive dye bioaccumulation by Saccharomyces cerevisiae, Process

Biochemistry, 38 (2003), 1437-1444.

M. Khanna and D. Sasseville, Occupational Contact Dermatitis to Textile Dyes in

airline Personel, American journal of Contact Dermatitis, 12 (2001), 208-210.

M.Pratt, V. Taraksa, Disperse blueDyes 106 and 124 are Common Causes of

Textile Dermatitis and Should Serve as Screening Allergens for This Condition,

American journal of Contact Dermatitis, 11, (2000), 30, 41.

R.A. Cartwringht, Historical and modern epidemiological studies on populations

exposed to N- substituted aryl compounds, Environ.Health Perspective, 1983, 49:

13-19.

A.Lazarow, A. Trattner, M. David, A.Ingber, Textile dermatitis in Israel: A

Retrodpective Study, Americen Journal of Contact Dermatitis, 11, (2000), 26-

29.

V.Suryavathi, S. Sharma, P.Saxena, S.Pandey, R.Grover, S. Kumar, k.P.Sharma,

Acute toxicity of textile dye wastewaters ( untreated and treated) of Sanganer on

male reproductive systems of albino rats and mice, Reproductive Toxicology, 19

(2005), 547-556.

B. Przybojewska, An evaluation of the genotoxic properties of some chosen dyes

using the micronucleus test in vivo, Mutation Research, 367, (1996), 93-97.

B. Przybojewska, B. Baranski, E. Spiechhowicz, K. Sitarek, Mutagenik activity of

some Textile dyes in different test systems. Toxicology letters, (1988), 183-192.

R.L. Sing, S.K. Khanna, G.B. Singh, Acute and Short —Term Toxicity Studies on

Orange II, Vet. Hum. Toxicol., (1987), 29(4): 300-304.

M. Sumathi, K. Kalaiselvi,M. Palanivel, P.Rajaguru, Genotoxicity of Textile Dye

Effluent on Fish Cyprinus carpio Measured Using the Comet Assay, Bull.
94



[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

Environ. Contam. Toxicol. (2001), 66: 407-414.

A.G. Murugesan, M.A. Haniffa, Histopathological and histochemical changes in
the oocytes of the air-breathing fish Heteropneustes Fossilis (bloch) exposed to
textile- mill effluent, Bull.LEnviron. Contam.Toxicol., (1992), 48: 929-936.

T.I. Khan, N. Kaur and P.C. Vyas, Effects of industrial effluents on
physicochemical characteristics of Amani Shah Ka Nallah: acase study,
J.Environ. Pollut., 2 (1995), (3), pp. 147-150.

M.H. Nielsen, J. Rank, Screening of toxicity and genotoxicity in wastewater by the
use of the Allium test, Hereditas, (1994), 121: 249-254.

V.S. Amaral, R. M. Silva, M.L.Reguly and H.H. Rodriguese Andrade, Drosophila
wing —spot test for genotoxic assessment of pollutants in water samples from urban
and industrial origin, Mutation Research/ Genetic Toxicologyand
Environmental Mutagenesis, (2005), vol:583, 67-74.

V.S. Amaral, M.Sinigaglia, M.L. Reguly, H.H. Rodrigues de Andrade, Genetic
Toxicity in surface water from Guaiba Hydrographic Region under the influence of
industrial, urban and agriculyural sewage in the Drosphila Wing-Spot Test,
Environmental pollution, (2005).

E. Yesilada, M.Ozmen ve O. Yesilada, Studies on the toxic and genotoxic effect of
olive iol mill wastewater, Fresenius Environ. Bull., 8 (1999) 732-739.
M.A.Spano, H.Frei, F.E.-Wiirgler, and U.Graf, Recombinagenic activity of four
compounds in the standard and high bioactivation crosses of Drosophila
melanogaster in the wing spot test, Mutagenesis, (2004), Vol. 16, 385-394.

M.E. herePulido, I. Duenas-Garcia, L. Cataneda Partida, Antonio sanchez-Garcia,
M. Contreras- Sousa, A. Duran-Diaz and U.Graf, Genotoxicity of tamoxifen citate
and 4-nitroquinolin-1-oxide in the wing spot test of Drosophila melanogaster,
Mutagenesis, (2004), vol:19,187-193.

K.S.Cunha, M.L.Reguly, U.Graf ve H.H.R. Andrade, Somatic recombination: a
major genotoxic effect of two pyrimidine antimetabolic chemotherapeutic drugs in
Drospohila melanogaster, Mutation Research, 514, (2002), 95-103.

H. Frei ve F.E. Wiirgler, The vicinal chloroalcohols 1,3-dichloro-2-propanol
(DC2P), 3- chloro-1,2-propanediol (3CPD) and 2-chloro-1,3-Propanediol(2CPD)
are not genotoxic in vivo in the wing spot test of Drosophila melanogaster,
Mutation Research, 394 (1997) 59-68.

B. Kaya ve ark., Evaluation of the genotoxicity of four herbicides in the wing spot
test of Drosophila melanogaster using two different strains, in PubMed,
Department of Biology, Faculty of Arts and Sciences, Akdeniz University,
Antalya, 557 (1) 53-62, 2004.

N. Negishi, K.Negishi, H. Ryo, S. Kondo, H. Hayatsu, The genotoxicity of N4-
aminocytidine in the Drosophila wing spot test, Mutagenesis (1988), 3: 11-3.
Negishi vd., Somatic-cell mutation induced by UVA and monochromatic Uv
radiation in repair-proficient and deficient Drosophila melanogaster,
Photochemistry and Phoyobiology, (2001), 73,493-498.

M. Dolores, M. Bermudo, Animals and their organs grow to predetermined size.
But what governs this set point? In the fly wing, it seems to be competition for a
cell survival factor. And those cells surplus to requirements die by apoptosi,
(2002), ELS, 10..

I. Gaivao, L. M. Sierra, M.A. Comendador, The w/w+ SMART assay of
Drosophila melanogaster detect the genotoxic effect of reactine oxigen species
inducing compounds, Mutation Research/ Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis, Vol. 440, (1999), 139-145.

95



[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]
[119]
[120]
[121]
[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

U. Graf, A. Mario, J.G. Spano, S.K.Abraham H. Heloisa de Andrade, The wing
somatic mutation and Recombination Test (SMART) in Drosophila melanogaster:
An efficient tool fort he detection of the genotoxic activity of pure compounds or
complex mixtures as well as for studies on antigenotoxicity, Information, (1996).
B. Lassmar, B.Valadares, Antirecombinagenic activity of propolis against
recombinagenic activity of doxorubicin in Drosophila melanogaster, Genetics and
Molecular Biology, (2002), 25, 3-5.

H.,S. Yun, K.Y. Park and w.H.Lee, Antimutagenik Effect of genistein in
Drosophila somatic Mutation assays. Department of Biology 122-704.
M.Idaomar, R.El Hamss, F.Bakkali, N. Mezzoug, A. Zihiri, D. Baudouks, A.
Munoz- Serrano, V.Liemans and Alonso  Moraga, Genotoxicity
andantigenotoxicity of some essential oils evaluated by wing spot test of
Drosophila melanogaster, Mutation = Research/Genetics Toxicology and
Environmental Mutagenesis, 2002, 513:61-66.

V. Karekar, S. Joshi, S.L. Shinde, Antimutagenic profile of tree antioxidant in the
Ames assay and the Drosophila melanogaster wing spot test, Mutation Research,
468, (2000), 183-194.

E. Apohan, “Bioteknolojik islemden gecmis ve gecmemis tekstil fabrikasi
boyalarimin cesitli organizmalar iizerine toksik etkisinin arastirilmasi”, Yiksek
Lisans Tezi, Malatya, (2001).

AN. Bozcuk, Drosophila melanogaster Meig (Diptera: Drosophilidae)
yvaslanmasi ve Orgel hipotezi iizerinde arastirmalar, Docentlik Tezi, Ankara,
(1976).

H.Frei ve F.E. Wiirgler, Statictical methods to decide whether mutageni City test
data from Drosophila assays indicate a positive, negative or incondusive result,
Mutation Research, negativite or incondusive result, Mutation Research, 203
(1988), 297-308.

M.A. Kasten baum ve K.O. Bowman , Tables fo determining the statictical
significance of mutation frequencies, Mutation Research, (1970), 527-549.
E.Goziikara, Biyokimya, Inonii Universitesi Tip Fak. Biyokimya Anabilim Dali
Baskani,. Ankara (1989).

JM McCord, 1. Fridovich, Superoxide Dismutase: An Enzymic Function for
Erytroeuprein (Hemoeuprein) The Journal of Biological Chemistry, Vol. 244,
No. 22, 6049-6055, (1969), November 25.

H. Luck, Catalase. Methods of Enzymatic Analysis, (1963), 885-888.

I. Carlberk, B. Mannervik, Glutathione Reductase. Meth. Enzymol, (1985), 113,
484-490,

M.M. Bradford, A rapid sensitive metghod fort the quantification of microgram
quentities of protein, Anal. Biochem. 72 (1976), p. 248.

W.H. Habig, M.J. Pabst, W.B. Jakoby, The first Enzymatic Step in Mercapturic
Acid Formation Glutathion S- Transferases, J. Bio. Chem., (1974), 249: 7130-
71309.

Akerboom, T. P. M., Sies, H., Assay of glutathione, glutathione disiilfide and
glutathione mixed disiilfides in Biological sampels. Methods in Enzymology, 77,
(1981), 373-382.

E.E. Dogan, Bazi astrazon grubu tekstil boyalarimin genotoksik etkisinin
Drosophila melanogaster somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile
arastirtlmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Malatya, (2002).

A. Birhanl, Bazi tekstil boyar maddelerinin Xenopus leavis iizerinde toksik
etkilerinin arastirilmasi, DoktoraTezi, Malatya, (2003).

96



[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

E. Yesilada, Genotoxicity Testing of some Metals in the Drosophila Wing Somatic

Mutation and Recombination Test, Bull. Environ. Contam. Toxicol., 66, (2001),

464-469.

K.S. Cunha, M. L. Reguly, U. Graf ve H. H. R. Andrade, Taxannes: the genetic

toxicity of paclitaxel and docetaxel in somatic cells of Drosophila melanogaster,

Mutagenesis. 16: 1 (2001), 79-84.

F. Marec ve R. Socha, Dose- response analysis of data obtained in the Drosophila

wing spot test after ethyle methanesulfonate treatment, Acta Entomol.

Bohemoslov., 84 (1987), 401-407.

G.A. Sega, A review of the genetic effects ethyl methanesulfonate, Mutation

Research, 134, (1984), 113-142.

E.Yesilada, The effect of Kinetin, Gibberellic acid and Indole acetic acid on EMS-

Induced somatic mutation and recombination in Drosophila melanogaster, Tr. J.

Of Biology., 24 (2000), 279-284.

K.S. Rao, S.Shrivastava, S. Dhanobar, Acute toxicity of reactive textile dyes to

eggs and early life history stages of Cyprinus carpio, Geobios. (1988), 15 (2/ 3),

111-113.

M.K. Sharma, R.C. Sobti, Rec effect of certain textile dyes in Bacillus subtilis.

Mutat. Res. (2000), 465 (1-2), 27-38.

A. Birhanli, M. Ozmen, Evaluation of the toxicity and teratogenity of six

commercial textile dyes using the frog embryo teratogenesis assay-Xenopus, Drug

Chem. Toxicol. (2005), 28; (1),51-65.

H. Moawad, W.M. Abd El-Rahim, M.A. Khalafallah, Evaluation of biotoxicity of

textile dyes using two bioassay tests. J. Basic Microbiol. 2003, 43 (3), 218-229.

C. Wang, A.Yediler, D.Lienert, Z.Wang, A. Kettrup, Toxicity evaluation of

reactive dyestuffs, auxiliaries and selected effluents in textile finishing industry to

luminescent bacteria Vibrio fischeri. Chemosphere, (2002), 46, (2), 339-344.

E. Yesilada, Genotoxic activity of vinasse and its effect on fecundity and longevity

of Drosophila melanogester, Bull. Environ. Contam. Toxicol., 63 (1999), 560-

566.

A. Surjan, Z. Kocsis, M. Csik vd. Analysis of the genotoxic activity of four N-

nitroso compounds by the Drosophila mosaic test, Mutation Research, 144

(1985), 177-181.

A. Garcia- Bellido ve J. Dapena, Induction, detection and characterizatio of cell

differentiation mutants in Drosophila, Molec. Gen. Genet., 128, (1974), 117-130.

B Kaya, R. Markos, A.Yanikoglu, A.Creus, Evaluation of the genotoxicity of four

herbicides in the wing spot test of Drosophila melanogaster using two different

strains. Mutat. Res. (2004), 557, 53-66.

E.E. Dogan, E. Yesilada, L. Ozata, S. Yologlu, Genotoxicity testing of four textile

dye sintwocrossess of Drosophila using wing somatic mutation and recombination

test, Drug and Chemical Toxicology, (2005), 28: 289-301.

K. Al-Sabti, Chlorotriazine reactive azo red 120 textile dye induces micronuclei in

fish. Ecotox. Environ. Safety. (2000), 47, 149-155.

F.Joachim, A. Burrell, J.Andersen, Mutagenicity of azo dyes in the Salmonella

/microsome assay using in vitro and in vivo activation. Mutat. Res. (1985), 156,

131-138.

G. Krishna, J. Xu, J.Nath, Comparative mutagenicity studies of azo dyes and their

reduction products in Salmonella typhimurium, J. Toxicol. Environ. Health.

(1986), 18, 111-119.

P.Rajaguru, L.J. Fairbairn, J.Ashby, M.A.Willington, S.Turner, L.A.Woolford, N.
97



[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

Chinnasamy, J.A. Rafferty, J.A. Genotoxicity studies on the azo dye Direct Red 2

using the in vivo mouse bone marrow micronucleus test. Mutat. Res. (1999), 444,

175-180.

M. Sumathi, K.Kalaiselvi, M. Palanivel, P.Rajaguru, Genotoxicity of textile dye

effluent on fish (Cyprinus carpio) measured using the commet assay. Bull.

Environ. Contam. Toxicol. (2001), 66 (3), 407-414.

E. Westmoreland, D.G. Gatehouse, The differential clastogenecity of solvent

Yellow No. 14 and FD&C Yellow No. 6 in vivo in the rodent micronucleus test

(observations on species and tissue specificity). Carcinogenesis. (1991), 12, 1403—

1407.

A.J.Katz, T.A. Foley, Effect of temperature on frequencies of spots in Drosophila

Wing-Spot Assay. Environ. Mol. Mutagen. (1993), 22, 54-58.

T. Cavas, S. Ergene-Gozukara, Micronuclei, nuclear lesions and interphase silver-

stained nucleolar organizer regions (AgNORs) as cyto-genotoxicity indicators in

Oreochromis niloticus exposed to textile mill effluent. Mutat. Res. (2003), 538,

81-91.

W.J. Mackay, G.C. Bewley, The genetics of catalase in Drosophila melanogaster,

isolation and characterization of acatalasemic mutants. Genetics, (1989), 122:

643-652.

F.Rafii ve C.E. Cerniglia, Reduction of azo dyes and nitroaromatic compounds by

bacterial enzymes from the human intestinal trackt, Environ. Health. Perspect.,

103 (1995) 17-19.

K.T. Chung, S.E. Stevens ve C.E. Cerniglia, The reduction of azo dyes by the

intestinal microflora, Crit. Rev. Microbiol., 18 (1992) 175-190.

S. Ramchandani, M. Das, K. Khanna, Effect of metanil yellow, orange Il and their

blend on hepatic xenobiotic metabolizing enzymes in rats, Fd. Chem. Toxicol.,

326, (1994), 559-563.

R.H. Jaskot, D.L. Costa, Toxicity of an anthraquinone violet dye mixture following

inhalation exposure, intracheal instillation or gavage, Fundamental and Applied

Toxicology, 22 (1994), 103-112.

K.D. Miller, G.P.Irzyk, E.P. Fuerst, Benoxacor treatment increases glutathione S-

transferase Activity in Suspension cultures of Zea mays. Pesticide Biochemistry

and Physiology, (1994). 48, 123-134.

A.A. Hunaiti, A.M. Elbeticha, M.A. Obeidat, W.M. Qwais, Developmental studies

on Drosophila melanogaster glutathione s- transferase and its induction by

oxadiazolone, Insect Biochemistry and Molecular Biology, (1995), 25, 1115-

1119.

P.Amstad, A.Peskin, A.Shah,G.Mirault, M.E. Moret, R.Zbinden, and p. Cerutti:

The balance between Cu/Zn- Superoxide Dismutase and Catalase affect the

Sensitivity of Mouse Eoidermal Cells to Oxidative Stres. Biochemistry, (1991),30,

93059313.

Y.Sun, H.YU, J. Zhang, Y. Ying, H. Shen, H. Liu, X. Wang, Bioaccumulation and

antioxidant response in goldfish Carassius auratus under HC Orange No. 1

exposure, Ecotoxicology and Environmental Safety, (2005)

C.D. Klaassen (Ed.), Caserett and Doul’s Toxicology, The Basic Science of

Poisons, 6 th edition .McGraw-Hill, Medical pub. Division, 1236, 2001.

A. Frolich, F.E. Wiirgler, Drosophila wing spot test: improved detectability of

genotoxicity of polycyclic aromatic hydrocarbons, Mutation Research, 234,

(1990) 71-80.

Y.Sun, H.YU, J. Zhang, Y. Ying, H. Shen, H. Liu, X. Wang, Bioaccumulation and
98



[162]

[163]

[164]
[165]
[166]
[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

antioxidant response in goldfish Carassius auratus under HC Orange No. 1

exposure, Ecotoxicology and Environmental Safety, (2005).

R.J. Nicolosi, M.B. Baird, H.r. Massie and H.V. Samis, Senescence in Drosophila-II.

Reneval of catalase activity in flies of different ages, Experimental Gerontoloji, Vol.8,

(2003) 101-108.

D.R. Livingstone, L. George, S.G., Molecular biomarkers and toxic consequences

of impact by organic pollution in aquqtic organisims. In: Sutcliffe, D.W. (E.D.),

Water quality and Stres Indicators in Marine and Freshwater Ecosystems: Linkind

Levels of organization (Individuals, Populations. Communities). Freshwater

Biological Association, (1994), U.K., pp. 154-171.

F. Regoli, M. Nigro, E. Orlando, Lysosomal and antioxidant responses to metals in

the Antarctic Scallop Adamussium colbecki, Aquat. Toxicol. 40, (1998), 375-392.

J.M.Mate’s, Effect of antioksidant enzymes in the molecular control of reactive

oxygen species toxicology. Toxicology, (2000), 153,83-104.

M. Kasapoglu, T. Ozben, Alterations of antioksidant enzymes and oxidative stres

markers in aging. Exp. Gerontol. 36, (2001), 209-220.

Nicolosi, R.J., Baird, M.B., Massie, H.R. and Samis, H.V. (1973) Exp. Gerontol.

8, 101-108.

W.C. Orr, R.S. Sohal, The effects of catalase gene overexpression on life spand

and resistance to oxidative stres in transgenic Drosophila melanogaster. Arch

Biochem. Biophys, (1992), 297:35-41.

J.P. Phillips, S.D. Campbell, D. Michaud, and M.Charbonneau, Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 86, (1989), 2761-2765.

J.F. Zhang, H.Shen, X.R.Wang, J.C. Wu, Y.Q.Xue, Effect of chronic exposure of

2,4-dichlorophenol on the antioksidant system in liver of freshwater goldfish

Carassius auratus, Chemosphere 55, (2004a), 167-174.

J.E. Stein, T.K., Collier, W.L. Reichert, E. Cassillas, E.,T. Hom, U. Varanasi,

Bioindicators of contaminant exposure and sublethal effects: studies with benthic

goldfish in puget Sound, Washington. Environ. Toxicol. Chem. 11, (1992), 701-

714.

D.M.E. Otto, T.W.Moon, 3,3’4,4’-tetrachlorobipphenyl effects on antioksidant

enzymes and glutathione status in different tissues of rainbow trout. Pharmacol.

Toxicol. 77, (1995), 281-287.

M. Durusoy, N. Diril, AN. Bozcuk, Age related activity of glutathione S

transferase in three different genotypes of Drosophila melanogaster Tr, J. Of

Biology, 19, (1995), 337-342.

M. Das, D.R. Bickers, D.R. Mukthatr, H. Plant phenols as in vitro inhibitors of

glutathione S- transferase(s). Biochem. Biophys. Res. Comm., (1984), 120: 427-

433.

S.G. George, Enzymology and molecular biology of phase Il xenobiotic-

conjugating enzymes in goldfish. In: Malins,D.<C. Ostrander, G.K. Eds) Aquatic

Toxicology; Molecular, Biochemical and Cellular perspectives, Lewis, C.R.C Pres

Boca Raton, F.L., (1994), pp. 37-85.

U. Varanasi, J.E. Stein, M. Nishimento, W.L. Reichert, T.K. Collier, Chemical

carcinogenesis in fera goldfish: uptake, activation, and detoxification of organic

xenobiotica. Environ. Health Perspect, (1987),71, 155-170.

J.A. Ottea, A. Harsman, L.G. Hammock, Patterns of epoxide metabolism by

epoxide hydrolase and glutathione S transferase associated with age and genotype

in Drosophila melanogaster, Mutantl. Res. (1987), 177 (2): 247-254.

C. Beall, C. Fyrberg, S. Song, E. Fyrberg, Isolation of a Drosophila gene encoding
99



glutathione S transferase, Biochem Genet., (1992), 30 (9-10): 515-527.
[179] O.L. Anguiano, A.C. Castro, A.M.P. D. Angelo, The role of glutathion conjugation

in the regulation of early toad embryos tolerance to pesticides, Comp. Biochem.
Physiol., Part C, (2001), 128: 35-43.

100



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler:

Adi ve Soyadu: Liitfiye OZATA

Dogum Yeri ve Tarihi: Malatya- 23.02.1972

Yaptig isi ve Unvami: Sinif Ogretmeni, Biyolog.

Egitim:

Ilkokul: Firat ilkokulu

Ortaokul: Kiz Meslek Lisesi

Lise: Kiz Meslek Lisesi

Lisans: inonii Universitesi Biyoloji Boliimii

Yiiksek Lisans: Inonii Universitesi Biyoloji Boliimii

Doktora: in6nii Universitesi Biyoloji Boliimii

Cahstign Kurumlar: Inonii Universitesi Kampiis Ilkokulu; Simif Ogretmeni, Inonii
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii; Arastirma Gorevlisi.

Bilimsel Faaliyetler:

1- Liitfiye Gelegen, Drosophila melanogaster’in Gelisim Biyolojisi Uzerine
Kadmiyumun Etkisi, In6nii Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi,
1997, Malatya.

2- E. Yesilada, L. Gelegen, Drosophila melanogaster’in Omiir Uzunlugu Uzerine
Kadmiyum Nitratin Etkisi, Tiirk Journal Bioloji, 24 (2000) 593-599.

3- E. Yesilada, E.E. Dogan, L. Ozata, Yiiksek Sicakligin Genotoksik Etkisi, Cukurova
Universitesi Biyoloji Kongresi, 2004, Adana.

4- E. Yesilada, E.E. Dogan, L. Ozata, Bazi Astrozon Grubu Tekstil Boyalarinin
Genotoksik Etkisinin Drosophila melanogaster Somatik Muasyon ve Rekombinasyon
Testi (SMART) Ile Arastirilmasi, XVI. Ulusal Biyoloji Kongresi, 4-7 Eyliil 2002,
Malatya.

5- E. Yesilada, L. Ozata, E.E. Dogan, Evaluation of the Genotoxicity of Some Textile
Dyes And Textile Wastewater in Two Crosses of Drosophila melanogaster Using
Wing Somatic Mutation and Recombination Test, Society of Environmental Toxicology
and Chemistry (SETAC) North America 26th Annual Meeting; November 13-17, 2005,
Baltimore, Maryland, USA.

6-E.E. Dogan, E. Yesilada, L.Ozata, Genotoxicity Testing of Four Textile Dyes In Two
Crosses Of Drosophila Using Wing Somatic Mutation And recombination Test, Drug

and Chemical Toxicology, 28: 289-301, 2005.
101



102



