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Bu calismada organofosfath insektisitlerden Trichlorfon ve Phorate’in in vitro
genotoksik etkileri insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA),
kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleri
kullamlarak arastirilmistir. Ayrica Trichlorfon ve Phorate’mm mitotik indeks
(M), replikasyon indeksi (Ri) ve niikleer béliinme indeksi (NBI) iizerine
etkileri de incelenmistir. Trichlorfon’un 2,34; 4,69; 9,38; 18,75 ve 37,50
pg/ml’lik konsantrasyonlar1 ve Phorate’in 0,25; 0,50; 1,00; 1,50 ve 2,00
pg/ml’lik konsantrasyonlar: kullamlmistir. Her iki insektisit de hemen hemen
tiim uygulama siirelerinde ve konsantrasyonlarda KA frekansim doza bagh
olarak artirmastir. Trichlorfon ve Phorate KKD/hiicre frekansim tiim uygulama
siirelerinde (24 ve 48 saat) ve konsantrasyonlarda artirmustir. Trichlorfon
uygulamalarindaki bu artis doza baghdir. Her iki insektisit de mikroniikleus
frekansin1 hemen hemen tiim konsantrasyonlarda onemli diizeyde artirmmstir.
Trichlorfon’un 48 saatlik uygulamasinin en yiiksek konsantrasyonunun toksik
oldugu gozlenmistir. Trichlorfon ve Phorate uygulamalar1 Ri ve NBI iizerinde
onemli olmayan diisiise neden olmustur. Bununla birlikte Trichlorfon mitotik

indeksi 24 saatlik uygulamanin 9,38 ve 18,75 pg/ml’lik ve 48 saatlik



uygulamanin 18,75 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak onemli
sekilde diisiirmiistiir. Diger insektisit Phorate ise mitotik indekste hemen hemen
tiim konsantrasyonlarda onemli diisiise sebep olmustur. Comet testi sonuclari
her iki insektisitin de tiim uygulamalarda primer DNA hasarim artirdigim
gostermistir. Trichlorfon comet kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugunu tiim
uygulamalarda artirmistir. Phorate kuyruk yogunlugunu yalmz en yiiksek
konsantrasyonda onemli diizeyde artirirken, kuyruk wuzunlugunu tiim
konsantrasyonlarda anlamlh oranda artirmistir. Elde edilen bulgular, cahismada
kullanilan insektisitlerin kiiltiire alinms ve izole edilmis insan lenfositlerinde
klastojenik, mutajenik, andjenik ve DNA hasarim indiikleyici oldugunu

gostermistir.
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ABSTRACT

In this study, the in vitro genotoxic effects of organohosphorus insecticides
Trichlorfon and Phorate were investigated using chromosomal aberrations
(CAs), sister chromatid exchanges (SCEs), micronucleus (MN) and comet
methods in human peripheral lymphocytes. Effects of Trichlorfon and Phorate
on the mitotic index (MI), replication index (RI) and nucleer division index
(NDI) were also investigated. 2.34; 4.69; 9.38; 18.75 and 37.50 pg/ml
concentrations of Trichlorfon and 0.25; 0.50; 1.00; 1.50 and 2.00 pg/ml
concentrations of Phorate were used. Both insecticides significantly increased
the frequency of CAs almost all treatment times and concentrations in a dose-
dependent manner. Trichlorfon and Phorate increased SCEs/cell in all
treatment times (24 h and 48 h) and concentrations. This increase was dose-
dependent in Trichlorfon treatment. Both insecticides significantly increased the
micronuclei frequency at almost all concentrations. The highest concentrations
of Trichlorfon was found to be extremely toxic at 48 h treatment. Trichlorfon
and Phorate treatments unsignificantly decreased the RI and NDI. However,
Trichlorfon significantly decreased the MI at 9.38 and 18.75 upg/ml
concentrations for 24 h and at 18.75 pg/ml for 48 h. Other insecticide Phorate
significantly decreased the MI at almost all concentrations. According to the

comet assay results, primer DNA damage were significantly increased by all
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treatments of both insecticides. For Trichlorfon comet tail length and tail
intensity were increased by all treatments. Even though Phorate significantly
increased the tail intensity at only highest concentration, tail length was
significantly effected by all concentrations. The results of experiments showed
that the insecticides used in this study have clastogenic, mutagenic, aneugenic

and DNA damaging effects in cultured and isolated human lymphocytes.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalan ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

% Yiizde

°C Santigrat derece

LDs, Letal doz 50

pg/ml Mikrogram/ Mililitre
ul Mikrolitre

mA Miliamper

mg/kg Miligram/ Kilogram
mg/ml Miligram/ Mililitre

ml Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

M Molar

nm Nanometre

rpm Devir sayis1

v Volt

Kisaltmalar Aciklama

BrdU Bromodeoksiiiridin
CAs Chromosomal aberretions
CHO Chinese Hamster Ovary
Cyt-B Sitokalasin-B

DDT Diklorodifeniltrikloreten

DMSO Dimetil siilfoksit



Kisaltmalar

DNA
EDTA
H,0;
KA
KCL
KKD
Mi
MMC
MN
NaCl
NaOH
NBI
PBS
Ri
SCEs
SSC
S9

XVi

Aciklama

Deoksiriboniikleikasit
Etilendiaminotetra asetik asit
Hidrojen Peroksit
Kromozoamal anormallikler
Potasyum Kloriir

Kardes kromatid degisimi
Mitotik indeks

Mitomisin-C

Mikroniikleus

Sodyum Kloriir

Sodyum Hidroksit

Niikleer boliinme indeksi
Fosfat Tamponu
Replikasyon indeksi

Sister chromatid exchanges
Salin sitrat tamponu

Karaciger oziitii



1. GIRIS

Insanlar, kirsal yasamdan yerlesik hayata gecisleri ile baslayan tarimsal
calismalarinda mahsullerine zarar veren bocek, fare, kus ve mikroorganizmalara
savag agmislardir. Tarim iiriinlerini koruma ve iiretme asamasinda bazen rastlanti
sonucu bazen de bilin¢li yapilan denemelerde pestisit denilen kimyasallar
kullanmaya baglamiglardir. Giintimiizde bu amacla kullanilmaya baslayan pestisitler
sayesinde iirlin miktar1 ve kalitesi artirilmistir. Ayn1 zamanda pestisitlerin iiretilen
tarim iriinlerinin taginmasi, depolanmasi1 gibi asamalarinda da bazi fungus ve
bakterilerin tiremesini ve bunlarin olusturdugu toksinlerin de yayilmasini1 engelledigi
tahmin edilmektedir [Bulut ve Tamer, 1996; Giiler ve Cobanoglu, 1997; Vural,
2005]. Fakat giiniimiizde insan ve hayvan sagligimi tehdit ederek dogal dengeyi
etkileyen en onemli tehlikelerden biri olmuslardir. Her gegen giin artan diinya
niifusunun besin ihtiyacim karsilamak, gelisen endiistri ve daha uygar bir sekilde
yasama istegi pestisit kullanimini her gecen giin artirmistir. 19. yy. baglarinda tarim
rriinlerine zarar veren organizmalara karsi ilk olarak inorganik pestisitler
kullanilmigtir. 1940’lardan sonra inorganik pestisitlerin yerini organik kimyadan
faydalanilarak {iiretilenler almistir. Bunun sonucunda da DDT ve diger pestisitler
kesfedilmistir. Kimyasal pestisitlerden kullanilmak iizere iiretilen 6000 kadar sentetik
bilesigin patentli olmasia ragmen sadece 600 kadar1 ticari amagla kullanilmaya
baslanmistir. Ulkemizde yetistirilen kiiltiir bitkilerinden 1/3’ii; 200’den fazla tarim
zararlis1 ve hastalik etkenlerinden dolay1r kayba ugramaktadir. Bu kayiplarin
onlenebilmesi i¢in daha uzun yillar pestisitlerin kullaniminin artacagi kuskusuzdur

[http://www.zmo.org.tr/genel, 2008].

Pestisitlerin, ortamda birikerek miktarlarindaki siirekli artig, bunun yan sira kalici bir
etkiye sebep olmalar canlilar iizerinde akut, subakut ve kronik zehirlenmelere yol
acmaktadir. Bu zehirlenmeler sonucu pestisitlere maruz kalan hedef dis1 bircok

organizmada da mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkiler goriilebilmektedir.

Sarin, tabun, ve soman gibi baz1 pestisitlerin de kitle imha silah1 olarak

kullanildiklan tespit edilmistir. II. Diinya Savasi sirasinda ilk olarak kullanilmistir.



Ozellikle sinir gazi olarak kullanilan bu gazlarin organofosfat tiirevi oldugu

bilinmektedir.

Pestisitlerin bu gibi olumsuz yanlar1 olmasina ragmen boya sanayisinde, temizlik
malzemesi olarak ve benzeri bircok alanda kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin
uygulanmasi sirasinda secici toksik oOzellik gostererek hedef disi canlilara zarar

vermemesi gerekmektedir.

Pestisitlerin bilingsizce ve tiiziik dis1 kullanilmasi hedef organizmalarin disinda kalan
canlilara da zarar vermektedir. Pestisitler sagliga zarar vermeyecek dozda
kullanilsalar dahi zamanla viicutta birikerek dogrudan ya da dolayli yoldan insan
sagligini tehdit etmektedir. Pestisitlerin kanser, genetik degisim, sinir hastaliklar1 ve
O0lume yol actifni bircok arastirmaci tarafindan tespit edilmistir. Pestisitlerin
genotoksik etkilerinin belirlenmesinde in vivo testlerin yanisira in vitro test
yontemleri de kullanilmaktadir. insan lenfosit kiiltiirii kullanilarak in vitro olarak
uygulanan genotoksisite testleri arasinda kromozomal anormallik, kardes kromatit
degisimi ve mikroniikleus testleri en yaygin ve gecerli olanlardir. Ayrica
kimyasallarin primer DNA hasarin1 indiikleyip indiiklemedigi de, son yillarda

gelistirilen comet testi kullanilarak belirlenmektedir [ Y1lmaz ve ark., 2008].

Bu calismanin amaci, tarim iriinlerine zarar veren organizmalart yok etmek igin
kullanilan Trichlorfon ve Phorate insektisitlerinin genotoksik etkilerini insan
lenfositlerinde kromozom anormallikleri, kardes kromatid degisimi, mikroniikleus ve

comet teknikleri ile arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pestisitler

Pestisitler tarimsal miicadele sonucunda c¢evreye karisan ve ortamda giicliikle
parcalanan yapay maddelerdir. Pestisitlerin kullanilan etkin madde miktar1 geligmis
ilkelerde kisa siirede ton ile Ol¢iilmeye baslamistir. Pestisitler zararlilara karsi
veteriner hekimlik ve tarimsal miicadelede siklikla bagvurulan kimyasallardir. Cesitli
pestisitler gilinlimiizde i¢ ve dis bircok parazite karst1 koruyucu olarak
kullanilmaktadir. Tarimsal miicadelede fayda saglayan fakat dogada kimyasal
kirlenmeye sebep olan ve canlilar arasindaki besin zincirini veya direkt insan
sagligini tehdit eden maddelerdir [Ekebas ve ark., 2000]. Pestisitlerin kullaniminin
insan ve cevre iizerindeki etkisi kestirilemedigi i¢in denetleme diizenli bir sekilde
yaptlmamustir. Ancak 70’li yillardan sonra DDT nin hedef canlilar disindaki dogal
cevreye verdigi zararli etkinin tesbit edilmesiyle DDT ve bu maddeye benzer

kimyasallarin kullanim ve satis1 kurallara baglanmistir [Edwards, 1973].

Pestisit kullannminda pek cok hedef dist canli etkilenmektedir. Ozellikle de
insektisitlerin hedef organizmalar ile birlikte toplu kus, balik ve memeli 6liimlerine
sebep olduklar1 belirlenmistir [Coppage, 1971; Hill ve Fleming, 1982]. Besin
zincirine dahil olan pestisitlerin, biyotik ve abiyotik ¢evrede birikmeleri dnemli bir
cevresel sorun olusturmaktadir. Ne zaman, nerede, nasil etkilesime girdigi ve uzun
zaman silirecinde insanlara nasil etki edece8i bilinemediginden pestisitlerin

kullaniminda problemler ortaya ¢ikmaktadir [Klinkhardt, 1993].

Yapilan bir ¢ok calismada pestisitlerin serbest radikallere ve DNA hasarina neden
oldugu tespit edilmistir. Pestisitler, oksidatif stres, serbest radikal {iretimi,
antioksidanlarda degisim gibi olaylara yol acabilirler. Pestisitlerin 6nemli zehirlenme
mekanizmalarindan biri lipit peroksidasyondur [Kehrer, 1993]. Ciinkii lipit
peroksidasyonu sirasinda fazla miktarda reaktif oksijen grubunun acia cikmasi,
glutatyon tiikenmesi, selenyum (Se), bakir gibi bazi metallerin eksikligi veya

fazlaligt DNA, RNA ve hiicre zarlar1 gibi yapilarda hasara sebep olmaktadir. Bu



durum, pestisitlerin sinirler, kaslar, karaciger, bobrek ve benzeri yerlerde yol actiklar

hasarin baslica nedenleri arasindadir [Kaya ve ark., 1998].

Eger serbest radikallerin etkileri notralize edilemezse;

a) Hiicre membran proteinleri yikilarak hiicrenin 6lmesine sebep olur.

b) Membranda bulunan protein ve lipitlerin yok olmasini saglayarak hiicrenin
fonksiyonunu engellerler.

¢) Niikleer membranin yapisini bozarak; hiicrenin iiremesi ve biiyiimesini saglayan
genetik materyali kirilma ve mutasyonlara savunmasiz hale getirirler.

d) Bagisiklik sistemindeki hiicreleri etkileyerek bagisiklik sistemini zorlarlar.

e) Yaslanma ve kanser gibi olaylara sebep olabilirler [Akkus, 1995; Diindar ve
Aslan, 2000].

2.2. Pestisitlerin Kullanimm

Zirai ila¢ yapiminda aktif maddeler dogrudan kullanilmamaktadir. Aktif maddelere
bazi yardimci maddelerde eklenerek formiilasyon denilen karisimlar elde
edilmektedir. Bu sayede toksik olan aktif maddeler hem insanlar hem de ¢evre i¢in

daha az zararh hale getirilmeye ¢alisilmaktadir. {la¢ formiilasyonlarinda;

a) Aktif madde veya etken madde,

b) Yardimci madde,

¢) Dolgu maddesi,

d) Emilgatorler bulunmaktadir [T.C. Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanlig Is
Teftis Kurulu Bagkanligi, 2005].

Toksik etki gosteren maddelerin pestisit olarak kullanilabilmesi i¢in gereken sartlar

asagidaki gibi olmalidir:

a) Stabil (Kararli) olmali,
b) Tiiketiciler, kullanicilar ve diger {iciincii kisiler i¢in giivenilir olmali,
¢) Besi hayvanlarina zarar vermemeli,

d) Biyolojik agidan aktif olmali,



e) Yabani canlilara ve faydali organizmalara zarar vermemelidir [T.C. Caligsma ve

Sosyal Giivenlik Bakanlig1 Is Teftis Kurulu Bagkanligi, 2005].

Pestisit kullammi 6zellikle gelismis iilkelerde fazladir. Ancak bu iilkelerde son
donemlerde “diisiik riskli pestisitler-doga dostu pestisitler” kullanilmaktadir [EPA,
1999]. Ayrica Avrupa Birligi (AB) iilkeleri Tarim Uriinleri Calisma Grubu, Avrupa
Tarim Uygulamalar1 (EUROGAP) Protokoliinii yiiriirliige koymuslardir. Boylece
satisga sunulan iiriinler sonucu olusabilecek zararlarin Onlenmesi garanti ve

giivencesinin saglanmasi1 miimkiin olacaktir [Anonim, 2004].

Tiirkiye’de de tarimda verimi artirmak igin pestisit kullanimi her gecen giin
artmaktadir. Tiirkiye genelinde 2003-2004 yillarinda ilag ithalatinin toplam kimyasal
madde ithalatina oran1 yaklasik on binde 2 iken, bu oran 2005 yilinda on binde 6’ya

yiikselmistir [www.kkgm.gov.tr, 2008].

Kullanimdaki artisin yani sira bazi pestisitlerin olumsuz etkileri nedeniyle
kullantminin  yasaklandigi veya simrlandirildigi durumlarda mevcuttur. Ornegin
arastirmamizda genotoksik etkilerini inceledigimiz Phorate insektisitinin 2002
yilindan itibaren ABD’de kullanimi kisitlandigi halde aymi yil itibari ile Tiirkiye’de

kullanim sirasinda birinci sirada oldugu bilinmektedir [Delen ve ark., 2005].
2.3. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Tarim alaninda kullanilan pestisitler etkiledikleri canli grubuna gore smiflara

ayrilmaktadir:

a) Insektisitler [Bocek oldiiriiciiler]

b) Herbisitler [ Yabani ot oldiiriiciiler]

c¢) Fungisitler [Mantar oldiiriiciiler]

d) Akarisitler [Oriimcekleri 6ldiirenler]

e) Rodentisitler [Kemirgenleri 6ldiirenler]
f) Mollusitler [Salyangozlar1 6ldiirenler]
g) Nematisitler [Nematodlar1 6ldiirenler]

h) Afisitler [ Yaprak bitlerini oldiirenler]



i)  Avisitler [Kuslan 6ldiiren veya kagiranlar]

j)  Algisitler [Algleri 6ldiirenler]

k) Bakterisitler [Bakterileri oldiirenler]

I) Repellent [Kacirma amagli]

m) Fungustatik [Mantar faaliyetini durduranlar] [Giiler ve Cobanoglu, 1997].

Calismalarimizda kullandigimiz iki kimyasalda insektisitler sinifinda yer almaktadir.

2.4. insektisitler

Formiilasyonlarina gore insektisitler bes gruba ayrilmaktadir:

2.4.1. Organik fosforlular (Organofosfath insektisitler)

Fosforik asit tiirevleridirler. Stabil degildirler. Cabuk parcalanirlar ve toksisiteleri
yiiksektir. Organofosfatli insektisitlerin en ©nemli Ozellikleri asetil kolin gibi

davranarak asetilkolin esteraz ile etkilesime girmeleridir [ Yavuz ve Sanli, 1999].

II. Diinya Savas1 sirasinda Alman miittefikler silah yapmak amaciyla organofosfatl
bilesikleri kullanmiglardir. Sinir gazi olarak adlandirilan bu kimyasallar tanklarla
atilabilecek duruma getirilmistir. Sarin, Tabun ve Soman en iyi bilinen 6rnekleridir.
Sonraki yillarda ise Gerhard Schrader tarimda kullanilmak iizere organofosfath

bilesikler bulmustur [O’Brien, 1974].

Genel olarak triester olup fosforik asit (H,PO,) tiirevlidirler. Etken maddelerinin
icinde P (Fosfor) atomu bulunmaktadir. Cogunlukla alkoksil iceren iki ester grubuna
ragmen P atomuna ya metoksi (OCH3) ya da etoksi (OC;Hs) baglanmustir. Ugiincii
ester grubuna ise elektron ¢ekme Ozelligi olan ve P atomunun elektrofilikligini
artiran oldukca kompleks (alifatik, homosiklik veya heterosiklik) yapilar gelebilir.
Genelde iiclincii grup P atomuna ester (P-O-X) ya da tiyoester (P-S-X) baglariyla
baglanirken nadiren de olsa dogrudan C (Karbon) atomu da baglanabilir. Bu yapiya

ornek Trichlorfon verilebilir. Bu sayede P pozitif 6zellik kazanarak elektrofilik bir



yap1 olusur [T.C. Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanligi Is Teftis Kurulu Baskanligi,
2005].

Etki mekanizmasi su sekildedir:

Alman herhangi bir uyarmin sinir sistemine taginmasi gorevi asetilkoline aittir.
Asetilkolin tasiyicilik yaptiktan sonra asetik asit ve koline hidroliz olur. Bu sayede
sinir sistemi yeni bir uyariya hazir hale getirilmis olur. Bu hidroliz olaym ise
asetilkolin esteraz yapmaktadir. Deri, sindirim ve solunum gibi yollarla viicuda giren
organofosfatli insektisitler hedef enzim ozelligindeki asetilkolin esteraz ile yapisal
biitiinlesmeye yatkindirlar. Aslinda organofosfathi insektisitler asetilkolini taklit
ederek asetilkolin esterazin substrat1 gibi davranirlar. Boylece bu enzimi kendilerine
baglayarak enzimin faliyetini durdururlar. Asetilkolin parcalanamadigl igin
sinapslarda asetilkolin birikimi artar ve sinirsel iletim durur [Kogak ve ark., 2005;
T.C. Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanlig1 Is Teftis Kurulu Baskanligi, 2005].
Sonugta “asetilkolin zehirlenmesi” denilen olay goriiliir. Asetilkolin artig1 viicutta
bircok olumsuz sonuglar dogurur. Parasempatik sistemin asir1 calismasi, ¢izgili kas
kasilmasi, kaslarda hissizlik, felc ve kalbin uyarilmasina baglh kan basincinin artigt
gozlenir [T.C. Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanhig Is Teftis Kurulu Baskanligi,
2005].

Insan dokularinda bulunan iki gesit kolin esteraz enzimi farkli yerlerde farkli
gorevlerde kullanilmaktadir. Asetilkolin esteraz sinir iletimi ve/veya kas kasilmasi
icin asetilkolin yikimim gergeklestirirken, biitirilkolin esterazin ise gorevi tam
anlasilamasa da miyorelaksan olarak kullanilan siiksinil kolinin yikimindan sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica asetilkolin esteraz sinir hiicresi uclarinda, akcigerde,
dalakda, beyin gri maddesinde ve eritrositlerde bulunurken biitirilkolin esteraz
beynin ak maddesinde, pankreasta, karacigerde, kalpte ve plazmada bulunmaktadir.
Yapilan calismalarin organofosfatli bilesiklerin her iki enzimi de inhibe ettigi
gozlenmistir. Organofosfathi esterlerin ve karbamatlarin etkilerini belirlemek igin
kolinesteraz enzimleri Ol¢iiliir. Biitirilkolin esteraz, asetilkolin esteraza oranla

inhibitorlere daha hassastir [Lotti, 1995; Zeren ve ark., 1998].



2.4.2. Karbamatlilar

Karbamik asit esterleri olan bu grup organofosfatli insektisitlere oranla daha kiiciik
bir sinif olusturur. 1865 yilinda Calabar fasiilyesinden izole edilmistir. 1925 yilinda
yapisi tespit edilmis ve 1935 yilinda da sentezi yapilmistir [T.C. Calisma ve Sosyal
Giivenlik Bakanlig1 Is Teftis Kurulu Baskanligi, 2005].

Etki mekanizmalar1 organofosfatlilara benzer. Ikisi de asetilkolin esterazi
etkilemektedirler. Fakat organofosfath insektisitlerde P atomu enzim yapisina
katilirken, karbamath insektisitler inhibitor olarak davrandiklarindan bu asama
karbamatlama reaksiyonu olarak adlandirilir. Bu sayede organofosfath insektisitlere
diren¢ kazanan zararlilara karbamatl insektisitler etki edebilmektedir [T.C. Calisma

ve Sosyal Giivenlik Bakanlig1 Is Teftis Kurulu Bagkanlig, 2005].

Karbamatlar, baz1 6zellikleri yoniiyle organofosfatlilara benzerler. Fakat aralarinda
iki onemli farklilik bulunmaktadir. Aralarindaki ilk fark asetil kolinesteraz enziminin
anyonik kismi ile kompleks olusturabilen bazik 6zellikte bir azot grubu tagimalaridir.
Ancak organofosfatli insektisitler kesinlikle bazik pH’l1 olamamaktadir. Boyle bir
durumda iyonize olabilecekleri icin bdceklerin kutikulasina ve sinirlerin kilifina
gecis yetenekleri 6nemli derecede azalma gostermektedir. Ikinci onemli fark ise,
kolinesteraz inhibisyonu esasina dayanan etkilerinin hizli sekilde geri doniisiimlii

olmasidir [Yavuz ve Sanli, 1999].

2.4.3. Piretroitler

Pyrethrum cinsi ciceklerin ogiitiilmesiyle piretrum ekstrakti (% 1-2 piretrins tozu
icermektedir) elde edilmistir. Bu tozun insektisit etkisi ilk olarak 1880’li yillarda
tespit edilmistir. Lipofilik olup, suda coziiniirlikleri ve buharlagsma basinglar
diisiiktiir. Toksisiteleri yiiksektir [Unal ve Giirkan, 2001]. Piretrum ekstraktinin
icinde piretrin I (Tip I; insektisit 6zelligi yiiksek) ve piretrin II (Tip II; kisa siirede
bocegi sersemletme 6zelligi yiiksek) maddeleri %73’liikk kismi olusturmaktadir. Tip 1
piretroitleri sinirsel bosalimlarla kendini gosterir, 1s1yla ters iliskili olan sinirsel

uyarilara yol acarlar. Tip I piretroitler DDT’ye benzer bicimde etki olusturduklar



tesbit edilmistir. Tip II piretroitler sinirsel iletimi engelleyici etki gosterirler ve 1s1 ile
orantil1 olarak oldiiriicii etkileri vardir. Tip I piretroitler Ca—ATP’az1 Tip 1I
piretroitlerden daha etkin bir sekilde inhibe ederler [Yavuz ve Sanli, 1999; T.C.
Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanlig1 Is Teftis Kurulu Baskanligi, 2005].

Piretroit’lerin bir¢ok avantaji vardir. Bunlarin arasinda en 6nemlileri;
a) Genis spektrumludurlar.
b) Memelilere zehir etkileri cok azdir.

c) Kisa siirede dekompoze olmaktadirlar.

Dezavantajlar arasinda ise;
a) Kolay bozulurlar.
b) Uretim maliyeti yiiksektir.

¢) Uretimin siirekli olmasinda zorluklar vardir.

Bu dezavantajlardan dolay1 sentetik {iiretime yonelinilmistir. Organofosfatl
insektisitlere gore yapilarinda bircok asimetrik merkez bulunur. Yapilarinda bulunan
bu asimetrik merkezlerin insektisitlige etkilerinin  belirlenememesi  ve
stereoizomerizm  Ozelliklerinin  olmas1  sentetiklerinin  {iretilmesini  oldukca
zorlastirmaktadir [T.C. Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanligi is Teftis Kurulu
Bagkanligi, 2005].

Etki mekanizmalar su sekildedir;
Sinir sisteminde aksonlardaki iletime etki ederler. Sinir hiicrelerinin membranlarinda
bulunan Na (Sodyum) kanallarinin agik kalmasinm sagladiklar diisiiniilmektedir [T.C.

Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanlig1 Is Teftis Kurulu Baskanligi, 2005].
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2.4.4. Klorlanmms hidrokarbonlar

1940’11 yillarda bocek oldiiriicti olarak kullanirken su anda Onemini kaybetmistir.
Cyclodiene sinif1 iiyelerinden bazilan1 II. Diinya Savasi’ndan sonra kullanilmaya
baslanmustir. En  Onemli  ozellikleri  cesitli ~ doymamis  bilesiklerin
hexachlorocylopentadiene (hekzaklorosiklopentadien) ile reaksiyona girmesi sonucu
yogunlastirilmig Cl (Klor) halkalar icermeleridir [T.C. Calisma ve Sosyal Giivenlik
Bakanhg Is Teftis Kurulu Baskanligi, 2005].

Tiimi hidrojen, klor ve karbon igerir. Yagda ¢oziiniirliikleri ve kimyasal stabiliteleri
oldukca yiiksektir. Yikimlar1 yavastir. Ekonomik acidan diisiik fiyathh olmalari,
insanlara nispeten az toksik oluslar1 avantajli goriinmelerine sebep olmustur. Viicut
yag dokusunda birikme 6zelligindedirler. Bu tiir besin ile beslenen tiirlerde, 6liim
veya fizyolojik bozukluklar ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica pestisitin ikinci derecede
konsantre oldugu canliy1 yiyen diger tiirler de bundan etkilenmektedirler

[http://www.agri.ankara.edu.tr/irrigation, 2009]. Zararl1 etkilerinin sonucu T.C.

Tarim Koyisleri Bakanlig: tarafindan yasaklanmis bir gruptur [Kaya ve ark., 1998].

Etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir. Fakat GABA ( gamma-aminobutric
acid) reseptorlerinin islevini engellemektedirler. GABA’nin gorevi noronlardaki Cl
iyon gecirgenligini diizenlemektir. Dokularda organik klorlu bilesiklerin birikmesi
sinir sistemine zarar verir ve aritmi olugmasini saglar [T.C. Calisma ve Sosyal

Giivenlik Bakanlig1 Is Teftis Kurulu Baskanligi, 2005].

Kuslar basta olmak iizere bircok canlida bobrek, karaciger, sinir sistemi gibi
dokularda pestisit birikimine bagli 6liimlere sebep olduklari belirlenmistir. Oliimle
sonuclanmayan durumlarda ise iireme sisteminde toksik etki gostermislerdir

[Preziosi, 1998; European Commission, 1999].
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2.4.5. Diger kimyasal simiflar

Bocek gelisim engelleyicileri (IDI) ve bocek gelisim diizenleyicileri (IGR)
secicilikleri ve ©zel etki sekilleri ile son zamanlarda adindan soz ettirmektedir.
Boceklerin viicutlarindan salgiladiklar1 ve kendi gelisimlerini tamamlamak ig¢in
ihtiya¢c duyduklar1 bu bilegikler sayesinde boceklerin dogal hormon dengelerini
bozmak kosuluyla boceklerin, biiylime ve gelismeleri engellenerek verdikleri
zararlarin Oniine gecilmeye calisilmaktadir. Bocek biiylime diizenleyicilere en iyi iki
ornek juvenil hormon ve benzoylurea tiirevleridir [Dursun ve ark., 2008].
Benzoylurea tiirevlerinden olan ve boceklerde kitin olusumunu engelleyerek veya
larvalarin gomlek degistirmesini Onleyerek oliimlerine sebep olan diflubenzuran en
yaygin bilinenlerdendir [Zeki ve ark., 1999]. Ayni sekilde kitin olusumunu
engelleyen cyromazin’in hiicre turgor basincim artirdigi ve kutikuladaki keselerin su
ile dolmasimi saglayarak lezyon olusumunu tetikledigi diisiiniilmektedir [Unal ve

Giirkan, 2001].

Arastirmamizda organofosfathh  bilesikler smifinda bulunan iki insektisit

kullanilmustir.

2.5. Mutajenite Testleri

Giiniimiizde kimyasal madde kullaniminin her alanda hizla artmasi sonucunda bu
kimyasal maddelerin insan genomunda mutasyona sebep olup olmadiklar1 son derece
onem kazanmistir. Kimyasal maddelerin mutajenik, karsinojenik etkilerinin
belirlenmesi i¢cin deney hayvanlarindaki timor olusumlari tespit edilmektedir. Bu
testlerde deneyin baslamasi ile deneyin sonuclanmasi arasinda uzun bir siire gegtigi
icin bunlara uzun siireli testler denilmistir. Yalmz uzun siireli testler maliyet
acisindan oldukga pahali olmalarindan dolayi arastiricilar kisa zamanda sonug veren,

diisiik maliyetli testleri gelistirmislerdir [Akin, 1990; Sarikaya, 2005].

Yaygin olarak kullanilan kisa siireli mutajenite testlerinden biri Ames testidir. Ames

testi bakterilerde uygulanan ve en ¢ok bilinen mutajenite testlerindendir. Genotoksik
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ve kanserojenik etkinin arastirilmasinda Salmonella tyriphimirium kullanilarak
uygulanmaktadir. Hem fazla masrafli olmamasi hem de kimyasallarin farkli dozlar
icin uygulanabildiginden caziptir [Celik, 2003]. Deneyde histidin bagimhi Salmonella
suslar1 kullanilmaktadir. Bu metodda once bakterilerin onarim mekanizmasi etkisiz
hale getirilerek bir aminoasite bagimli hale getirilir. Daha sonra da bakteri bir
maddeye maruz birakilarak mutajenite etkileri incelenmektedir [Ames ve ark., 1975;
Giirsoy, 2001]. Salmonella mutasyon testi, ayrica potansiyel kimyasallarin
kanserojen olup olmadiklarin1 kisa siirede ortaya koyan bir metoddur [Moran ve

Ames, 1983; Johnson, 2003].

Kisa siireli genotoksik testlerden bir digeri de Allium testidir. Bitkilerde uygulanan
bu test hizli ve hassas bir testtir. Bitkilerin kullanilmasinin bir baska sebebi de
bitkilerin kolay elde edilebilmeleri, ucuz olmalari, kromozomlarinin az ve biiyiik
olmas1 ve koklerinin toprakta bulunan kimyasallarla dogrudan etkilesim halinde
olmalaridir. Aym1 zamanda bitkiler insan ve diger canlilarin besin kaynagidirlar.
Allium testinde Allium sativum, Allium cepa ve Vicia faba en cok kullanilan
bitkilerdendir [Duhova, 1993; Helvaci, 2003]. Allium testini ilk kez 1938 yilinda
Levan kullanmis daha sonra da Fiskesjo bu metodu degisik kimyasallarin
toksisitesinin belirlenmesinde standart bir metod olarak kullanmaya bagslamistir

[Fiskesjo, 1985; Rank ve Nielson, 1993].

In vivo testlerden biri olan ve Drosophila ile yapilan eseye bagh letalite testi de
tercih edilen testlerdendir. Bu test sayesinde esey hiicrelerindeki mutasyonlar ve
kromozomal anormallikler tespit edilmektedir [Kilbey ve ark., 1984; Sarikaya,
2005]. Drosophila ile yapilan Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)
ile de mutasyon etkileri fenotipte belirlenebilmektedir. Bu yontem ayrica ucuz ve

kolay bir yontemdir [Frolich ve Wiirgler, 1990; Falakali, 1990; Sarikaya, 2005].

Kisa siireli genotoksisite testlerinden olan ve en hassas yontemler arasinda kabul
edilen testler periferal kan lenfositlerinde uygulanan kromozom anormalligi testi
(KA), kardes kromatid degisimi testi (KKD), mikroniikleus testi (MN)’dir. Son

yillarda comet testi de giivenilir bir test metodu olarak kullanilmaktadir.
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1975 yilinda Perry ve Evans mutajen ve kanserojen etkileri bilinen maddelerin Cin
Hamsteri Ovaryum (CHO) hiicrelerinde KKD ve KA’y1 uyardigini saptamislardir
[Perry ve Evans, 1975]. 1978 yilinda ise Carrano ve arkadaslarn mutajen ve
karsinojenik ozellikleri olan kimyasallarin toksik dozlarinin olusturdugu genetik
hasarlarin KKD ve KA analizleri ile saptanabilecegini belirlemislerdir. Ayrica
kimyasallarin mutasyon meydana getirmesi ile KKD olusumu arasinda paralel bir
iliski oldugunu da belirtmislerdir. Ilerleyen yillarda da bu testler mutajenite ve

kanserojenlerin etkilerini belirlemede kullanilmaya devam edilmistir [Parlak, 2007].

MN testi de genotoksisite ¢alismalarinda sikca kullanilan testlerden biridir. Bu testte
hiicre boliinmesi sirasinda asentrik kromozom fragmentleri veya kalgin kromozomlar
mikroniikleus denilen ana cekirdekten ayr1 bir yap1 olustururlar. Bunun i¢in MN hem

hizli hem de giivenilir bir test olarak kabul edilmektedir [Fenech, 2000].

Son zamanlarda sik¢a kullanilan bir diger yontem de DNA hasarlarimi belirlemeye
yardimci olan Comet (Tek Hiicre Jel Elektroforezi= Single Cell Gel Electrophoresis=
SCGE) testidir. DNA’da kimyasallar sonucu olusan genotoksisiteyi hizli, basit ve
duyarh bir sekilde tespit etmek icin kullanilan bir metoddur [McKelvey-Martin ve
ark., 1993].

2.5.1. Kromozomal anormallik (KA) testi

In vitro mutajenite testlerinden sikca kullanilan bir metoddur. Bu metodda mitotik
metafaz safhasinda bulunan kromozomlardaki hasarlar degerlendirilmektedir.
Kiiltire alnmis periferal kan hiicrelerinde meydana gelen kromozomal
anormalliklerin frekansinin ayni1 zamanda da siiphelenilen ve kesin emin olunan
genotoksik maruziyet ve/veya bu maruziyetin sebep oldugu biyolojik etkilerin
belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Genetik hasarlarin boyutlarim saptamaktadir

[Cakmak, 2000].

Kromozom anormallikleri uzun siire genotoksik ajanlara maruz kalmis insanlarin bu

maddelerden nasil etkilendiklerini belirlemek icin kullanilan en iyi yontemlerdendir.
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Yapilan caligmalarla arastirmacilar insan periferal lenfositlerindeki kromozom
anormallikleri frekansi ile kanser olusumu arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
belirlemislerdir [Natarajan, 2002; Bolognesi, 2003; Ji ve ark., 2001; Shukla ve ark.,
2001].

Baz1 toksik ajanlar DNA’daki fosfodiester baglarim1 kopararak S safhasinda bu
hatanin devamimi yani yanlis DNA replikasyonu olusmasini saglamaktadir. Bu da
mutajenlerin kromozomlarda anormallik olusmasina sebep olmaktadir [Galloway ve

Wolff, 1979; Kimura ve ark., 1985].

Kromozomlarda gozlenen kromatid kiriklari, kromozom kiriklari, fragment
olusumlari, disentrik ve halka kromozomlar, kardes kromatidlerde birlesmeler,
translokasyon, inversiyon ve izokromozomlar yapisal anormalliklerdir. Poliploidi ise
sayisal anormalliktir. Gap bazi arastiricilar tarafindan anormallik olarak kabul
edilmemektedir. Bu bolgelerin DNA’daki spiral ¢oziilme sonucu olustugu ve bu
nedenle de boyanmayan kromozom bdlgeleri olduklart aciklanmistir [Dean ve

Danford, 1984; Brusick, 1987; Natarajan, 2002; Mateuca ve ark., 2006].

Kromatid kirigr kromozomun bir kolundaki DNA c¢ift zincirinin kirilmasi sonucu
olusmaktadir. Kromozom kiriginda ise kromozomun her iki kolunda DNA ¢ift
zincirinde kirilma vardir. Eger kimyasala maruziyet G1 safhasinda olursa kromozom
tipi anormallikler, G2 safhasinda olursa kromatid tipi anormallikler, eger S
safhasinda olursa da her iki tip anormallik ortaya cikmaktadir [Natarajan ve Obe,

1982].

Asentrik fragmentler kromozomda terminal delesyonlar sonucu olusabilmektedir.
Kromozomun iki kromatidinde de kirilma olursa kardes kromatidlerde birlesme
meydana gelebilmektedir. Ayrica yakin kromozomlardaki kiriklar farkli sekillerde
birlesebilmekte boylece translokasyonlar, disentrik kromozomlar veya inversiyonlar
ortaya cikmaktadir. Daha kompleks diizenlemeler ile halka kromozomlar da

olusabilmektedir [Cakmak, 2000; Muranli, 2006].
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2.5.2. Kardes kromatid degisimi (KKD) testi

Kimyasal mutajen ve kanserojenlerin etkilerinin belirlenmesinde kullanilan bir diger
in vitro sitogenetik metod ise kardes kromatid degisimi (KKD) metodudur. KKD bir
kromozoma ait kromatidlerin karsilikli bolgelerinin kopup yer degistirmesi daha
sonra da bu parcalarin tekrar birlesmesi sonucu olugsmaktadirlar [Sardas ve Karakaya,

1990].

Ik kez 1938’de McClintock tarafindan kesfedilmistir [Raposo ve ark., 2004]. Taylor
1958 yilinda bitki hiicrelerinde otoradyografik yontem ile yaptigi calismalarda
kromozomlarm replikasyon sirasinda kardes kromatidlerde degismelerin meydana
geldigini gozlemistir [Taylor, 1958]. Bunlarin arkalarinda biraktiklari isaretler ile
onlar saptayabilmenin miimkiin oldugunu gostermistir. Bu yontemde kromozomlar
isaretli timin varhiginda birinci mitozda bir defa kendilerini eslemelerine izin
verilmis, ikinci replikasyonda ise izotop bulunmayan ortamda kendini eglemeye
birakilmigtir. Daha sonra DNA’nin kendini yart korunumlu (semikonservatif)
eslemesi sonucu her kromozoma ait sadece bir kromatidin isaretlendigi goriilmiistiir.
Calismanin sonunda kardes kromatidler arasindaki simetrik degisime Taylor “kardes

kromatid degisimi” adin1 vermistir [Perry ve Thomson,1984].

Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda timin anologu gibi davranan 5-Bromo-
deoxyuridin (BrdU) kullanilmigtir. BrdU iki replikasyon dongiisiine girecek kiiltiir
ortamina eklenmistir [Natarajan, 2002]. BrdU, DNA replikasyonu sirasinda
semikonservatif sentez mekanizmasina gore yeni sentezlenen poliniikleotid
zincirinde timinin yerini alacaktir. Daha sonra bu hiicreler floresan 11k altinda
bekletilip, Giemsa ile boyanarak goriiniir hale gelmeleri saglanmistir [Natarajan,
2002]. BrdU bulunan bolgeler acik, bulunmayan bolgeler ise koyu boyanmaktadir.
Bu boyamadaki farkliliklar DNA’da kardes kromatidler arasinda homolog olan
parcalar arasindaki degisimleri gostermektedir. KKD yontemi de DNA hasarlarinin
belirlenmesinde kullanilan hassas testlerden biridir [Palitti ve ark., 1982; Aksoy ve

ark., 2006; Yiizbasioglu ve ark., 2008].
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2.5.3. Mikroniikleus (MN) testi

Cesitli kimyasallarin ve fiziksel ajanlarin, sebep olduklar andjenik ve klastojenik
etkileri belirlemede kullanilan yontemlerden biridir [Kirsch-Volders ve ark., 1997;
Cicchetti ve ark., 1999]. Mikroniikleuslar mitoz boliinme sirasinda hiicredeki asil
cekirdek disinda anafaz evresinde kutuplara cekilemeyen kalgin kromozomlar veya
asentrik kromozomlarin fragmentlerinden meydana gelen olusumlardir [Ford ve ark.,

1988; Vanderkerken ve ark., 1989; Vanparys ve ark., 1990; Zijno ve ark., 1994].

MN yonteminde hiicrelerde sitokinez durdurularak MN olusumu gézlemlenir. ilk
defa Howell tarafindan 1886 yilinda anemik kedilerin eritrositlerdeki gozlemleriyle
tespit edilmistir. Daha sonrada Jolly (1907) Howell’in calismalarini dogrulamistir.
MN’ler bunun i¢in hematolojide “Howell-Jolly Cisimleri” olarak adlandirilirlar
[Anwar ve ark., 1994; Cakmak, 2000]. Bu calismalardan sonra benzer yapilar
Brenneke (1937) tarafindan fare ve sican embriyolarinda, Thoday (1951) tarafindan
Vicia faba’ da gozlenmistir [Kirsch-Volders ve ark., 2003].

1959 yilinda Evans ve arkadaslar Vicia faba kok uglarinda gézlemledikleri MN’lerin
asentrik fragmentlerden meydana geldiklerini ve mitozun son evresinde yavru
cakirdeklerden ayrilarak olustuklarinmi belirlemislerdir [Evans ve ark., 1959]. Boller
ve Schmid 1970°de, Heddle 1973 de kimyasallarin genotoksik etkilerini belirlemede
kemik iligi eritrositlerinde MN olusumlarini degerlendirmislerdir [Boller ve Schmid,
1970; Heddle, 1973]. Daha sonraki yillarda Countryman ve Heddle bu yontemi
kiiltiire ettikleri insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirleme amaciyla

kullanmaya baglamislardir [Countryman ve Heddle, 1976].

MN’ler mitozun anafazinda sentrik elementler kutuplara cekilirken ig ipliklerine
baglanamayan kromozomlar ve asentrik elementlere yol acan klastojenik aktivite
sonucu ortaya cikarlar. Bu element ve kromozomlar hiicre boliinmesi sonunda bir
hiicre i¢inde (aym sitoplazmada) esas hiicre ¢ekirdeginden ayn bir yap1 olustururlar
[Falck ve ark., 1997; Fenech, 2000]. Fenech ve Morley 1985°te yaptiklar ¢calismada

hiicre boliinmesi sirasinda karyokinezin tamamlanmasim fakat sitokinezin sitokalasin
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B (CytB) ile durdurulmasini saglanmiglardir. CytB aktin polimeraz inhibitorii olan
bir maddedir. Bu 6zelligi nedeniyle niikleer boliinmeyi durdurup biniikleer hiicreler
olusmasim saglar [Fenech ve Morley, 1985; Falck ve ark., 1997; Cakmak, 2000].
Daha sonra bazi aragtirmacilar klastojeniteye sebep olan kimyasallar ile anoploidiye
sebep olan kimyasallarin ayirt edilmesi icin MN yonteminde bazi modifiye
islemlerden gecirmislerdir. Olusan MN biiyiikliigiine bakilarak klastojenler ve
andjenler tespit edilmistir. Kiigiitk MN’lerin asentrik kromozom fragmenti igerdikleri
ve klastojenlerce uyarildiklari; biiyilk MN’lerin ise tam kromozom icerdikleri ve
andjenlerce uyarildiklarini belirtmislerdir [Countryman ve Heddle, 1976; Hogstedt
ve Karlsson, 1985].

Mikroniikleus degerlendirilmesinde kullanilan dl¢iitler;

a) Esas cekirdek ile ayn1 yapiya sahip olmalidirlar,

b) Caplan esas ¢ekirdegin 1/3’1 ile 1/16’s1 arasinda bir biiyiikliikte olmalidir.

¢) Biniikleat hiicre icinde yer almalidir.

d) Hiicrenin sitoplazma sinirlar belirgin olmalidir.

e) Ana cekirdege niikleoplazmik koprii ile bagli olmamalidir.

f) Esas cekirdekten ayr1 oval veya yuvarlak olmalidir.

g) Niikleer olmayan partikiillerden farkli olarak 15181 yansitmamahdir. Asil

cekirdekle ayni renkte gbzlenmelidir [Fenech, 1993].

Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda baz1 genotoksik ve sitotoksik ajanlarin, kromozom
kirilmas1 ve kaybina, disentrik kromozom olusumuna, gen amplifikasyonlarina
(niikleoplazmik kopriiler), nekrosis ve apoptosise sebep olduklar1 tespit edilmistir.
Bu hasarlarin 6l¢iimlerinin yapilmasinda MN yontemi kullanilmaktadir (Sekil 2.1.)

[Fenech, 2006].
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Sekil 2.1.  Sitotoksik ve genotoksik ajanlarin etkisiyle mikroniikleus olusumu,
apoptozis ve nekroz [Fenech, 2006’dan]

2.5.4. Comet testi

Cesitli kimyasal ajanlarin DNA’daki klastojenik etkilerini belirlemek i¢in kolay ve
hizli uygulanabilen c¢esitli in vitro yontemler gelistirilmeye c¢alisilmistir. Bu
yontemlerden birisi de tek hiicre jel elektroforezi [Single Cell Gel electrophohoresis
(SCGE)=Microgel Electrophoresis Technique] veya comet [Comet=Kuyruklu
Yildiz] testidir. DNA hasar1 ve tamirini belirlemek ic¢in kullanilan bu yontem hassas
bir genotoksisite testidir [Singh ve ark., 1988; Fairbairn ve ark., 1995; Sasaki ve ark.,
2002; Poletta ve ark., 2008]. Bu teknik DNA’daki tek zincir kiriklarmi ve yine
DNA’da tamamlanmamig tamir bolgelerini gosteren genetik toksikoloji testi olarak

kabul edilmektedir [Ross ve ark.,1995; Tice ve ark., 2000; Sasaki ve ark., 2002].

1978 yilinda ilk kez Rygberg ve Johanson canli hiicrelerde DNA sarmalindaki
kirilmalan tespit etmiglerdir. Hafif alkali sartlarda DNA’nin ayrilmasina izin verip
lam iizerinde agaroza gOmiilii olan hiicreleri lize ederek proteinlerinden

ayirmiglardir. Daha sonra DNA nétralize edilmis ve akridin oranj kullanilarak DNA
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boyanmistir. Kirmiz1 (tek sarmal) ve yesil (¢ift sarmal) flérasanlarin oranlari tespit
edilmistir [Rydberg ve Johanson, 1978; Unal, 1998]. 1984 yilinda Ostling ve
Johanson noétral teknigi modifiye etmistir. Yaptiklar1 ¢alismada agarozda gomiilii
hiicreleri lam {iizerine yayarak yiiksek tuz ve deterjanla lize etmislerdir. Daha sonra
da bu hiicreleri elektroforeze tabii tutmuslardir. Bu basamaktan sonra akridin oranj
ila boyamislardir. Elektroforezde hasarli DNA’larin cekirdekten anoda dogru goc
etmesini saglamistir. Hiicreler bu go¢ sonunda kuyruklu yildiz goriimiiniin
olusumuna neden olmustur. Teknigin adi1 da bu goriintiiniin sonucunda verilmistir.
Notral pH’daki bu uygulama sayesinde DNA c¢ift zincir kiriklart belirlenebilmistir
[Ostling ve Johanson, 1984; Kassie ve ark., 2000].

DNA’da hasarlara sebep olan bir¢ok ajanin cift zincirden ¢ok DNA’min tek
zincirinde hasara sebep olmasi ve notral sartlarda proteinlerin tam olarak
uzaklastirlamamas1 nedeniyle teknik 1998 yilinda Singh ve arkadaglari tarafindan
alkali kosullarda yapilarak degistirilmistir [Unal, 1998]. Hiicreler agara gomiildiikten
sonra DNA sarmalinin acilmasi ve hiicrelerin lize olabilmesi ig¢in 1 saat
bekletilmistir. Elektroforez sirasinda hasarli DNA’lar anoda dogru gog¢ ederler.
Comet testi DNA’nin tek zincir kiriklarimin DNA c¢apraz baglarinin  ve
tamamlanmamis ekzisyon tamir bolgelerindeki hasarlarin da belirlenmesinde

kullanilmaktadir [Singh ve ark., 1988].

DNA hasarli olan apoptotik hiicrelerde bas ve kuyruk tamamen dagilmistir. Comet
teknigi sonuclarinin degerlendirilmesinde gelismis laboratuvarlarda goriintii analiz
programlari uygulanmaktadir. Ayrica comet; goz ile hasarli, orta dereceli hasarli, az
hasarli ve hasarsiz olarak degerlendirilebilmektedir. Goriintii analizi yapilan
laboratuvarlarda kuyruk momenti (kuyruk uzunlugunun kuyruk icindeki toplam
DNA miktarina orani), kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu dikkate alinarak

sonuclar degerlendirilmektedir [ Y1lmaz, 2008].

Comet tekniginin hassasiyetini elektroforez sartlar1 (voltaj, siire), lising soliisyonu
sartlar1 (pH, tuz konsantrasyonu, siire) etkileyebilmektedir. Bunun i¢in deneyde

sartlar sabit tutulmalidir [Y1lmaz ve ark., 2008].
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Comet teknigi diger sitogenetik tekniklerden daha avantajlidir. Bu avantajlar;

a) Daha az sayida hiicre gerektirmesi,

b) Degisik hiicre ve dokulara uygulanabilmesi (Sekil 2.2),

c) Hassas, hizli ve giivenilir olmasi,

d) Her tiirli 6karyotik hiicreye uygulanabilir olmas1 (Sekil 2.3),

e) Hiicredeki DNA kiriklariin gorsel olarak belirlenmesini saglamasidir [Singh ve
ark., 1988; Fairbairn ve ark., 1995; Unal, 1998; Kassie ve ark., 2000; Tice ve
ark., 2000].

Kiiltiir
Insan Hiicre Kiiltiirii Hayvan Hiicre Kiiltiirii
- Fibroblast - Fare (FO, L5178Y)
- Glioma - Hamster (CHO, HIT
- Kan T15, V-79)
- Karsinoma
- Melanoma

Meme keratinositleri

Sekil 2.2. Comet teknigi kullanilarak hazirlanan kiiltiir cesitleri [Unal, 1998 den]
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Doku

Insan Dokulari Hayvan Dokulari
- Adenokarsinoma - Akciger
- Epitelyum (Lens, mukoza) - Beyin
- Fibroblast (Deri) - Bobrek
- Kan (Lenfositler, Graniilositler, T Hiicreleri) - Embriyo
- Lenfoma - Idrar kesesi
- Spermatositler - Karaciger
- Kemik iligi
- Kolon
- Lenfositler
- Mide
- Mukoza epiteli
- Pankreas
- Splenositler
- Testis

- Timositlet

Sekil 2.3. Comet teknigi kullanilarak incelenebilecek hiicre tipleri [Unal, 1998 den]

2.6. Trichlorfon’un Canllar Uzerine Etkileri

Trichlorfon hafif alkali sartlarda bir klor atomu kaybederek kendisinden son derece
etkili Dichlorvosa (asetilkolin esteraz etkinligini 100 kez daha giiclii sekilde engeller)
cevrilen, fosfonat tiirevi bir maddedir. Bu durum bdoceklerin viicudunda da olusur;
Trichlorfon aslinda Dichlorvosun 6n maddesidir. DSO (Diinya Saglik Orgiitii)’ne
gore Dichlorvos Ib (Zehirli) sinifinda yer alirken Trichlorfon II. (orta-derecede

zehirli) sinifta yer almaktadir [Kaya, 2002].
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Trichlorfon cevrede hizla parcalanma Ozelligine sahiptir. Aerobik topraklarda
yarilanma omrii 3-27 giin arasinda degismektedir. Parcalanma iiriinlerinden biri
dichlorvostur. Suda kolay c¢oziiniir ve topraga baglanmasi zayiftir, bunun igin
cevrede kolaylikla yayilabilme 6zelligine sahiptir. Bunun sonucunda yer alti sularini

kirletme 6zelligine sahiptir. Alkali sularda hizl bir sekilde yikilir [Kaya, 2002].

Ayrica Trichlorfon’un; annenin bu kimyasala maruz kalmasi sonucunda teratojenik

etkisi olabilecegi belirlenmistir [Kaya, 2002].

Trichlorfon’un farkli yontemlerle bazi canlilarda gozlenen LDsy degerleri Cizelge

2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Trichlorfon’un ¢esitli canli gruplarinda bazi LDs, degerleri

Canli tirii | Uygulama Sekli | LDsg degeri
Sican(Rat) | Oral 390-630 mg/kg
Fare Oral 300-860 mg/kg
Tavsan Oral 160 mg/kg
Tavsan Dermal 2000 mg/kg
Sican(Rat) | Dermal 2000 mg/kg

Trichlorfon’un canlilara etkisi ve Ozellikle de genotoksik etkileri ile ilgili ¢esitli
calisgmalar mevcuttur. Bu ¢alismalarin  biiyiikk c¢ogunlugu genotoksik etkiyi
gostermektedir (Cizelge 2.2). Insan lenfositleri ile yapilan bir calismada
Trichlorfon’un 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/ml’lik dozlar1 24 saatlik siirede kullanilmistir.
KKD oraninda doza bagli olmayan bir artis ve Ri’de ©nemli oranda diisiis
gozlenmistir [Madrigal-Bujaidar ve ark., 1993]. Yine Trichlorfon’un da aralarinda
bulundugu yedi farkli insektisite maruz kalan insanlarin lenfositlerinde sayisal ve
yapisal kromozom anormalliklerinde Onemli artis belirlenmistir [Czeizel, 1994].
Wang ve arkadaslart (2003) yaptiklart calismada aralarinda Trichlorfon’un da
bulundugu bes farkli insektisitten olusan Methoxyphosphinyl’in bilesenlerinin

genotoksisitelerini  belirlemislerdir. KKD frekansinda istatistiksel olarak Onemli



23

artisa sebep olmustur. KA frekansinda ise Trichlorfon’un KA’da artisa sebep

olmadig belirlenmistir [Wang ve ark., 2003].
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2.7. Phorate’in Canlilar Uzerine Etkileri

Organik ¢oziiciilerde c¢oziinme 6zelligi olan Phorate normal sartlarda dayamikli (>2
yil) fosforodithioat tiirevi bir organofosfattir. Cevrede orta derecede kalic1 6zellige
sahiptir. Toprakta parcalanma yari-omrii ortalama 60 giindiir. Suda gii¢ ¢oziindiigii
icin ayrica topraga zayif baglandigi i¢in ¢evredeki hareketi kolaydir. Asidik sularda
yarilanma omrii birkac giin ile birka¢ hafta arasinda degisim gostermektedir. Alkali
sularda bu siire daha da kisadir. Bitkilerde kalici olmamasina ragmen son derece
etkin metabolitlere doniisebilmektedir. Bu metabolitler arasinda siilfoksit, siilfon gibi
maddeler bulunmaktadir. Bu metabolitler bitkiye kokii araciligiyla girer ve birkac
giin siireyle kalirlar. Phorate deri ve sindirim kanalindan cabuk emilir. Viicutta
kendisinden daha etkin olan metabolitlere cevrilebilir. Organofosfath insektisitler
arasinda memeliler icin ¢ok zehirli (Ia smifi) olan, sistemik etkili bir maddedir

[Kaya, 2002].

Phorate’in farkli yontemlerle bazi canlilarda gozlenen LDsy degerleri Cizelge 2.3’de

gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Phorate’1n cesitli canli gruplarinda baz1 LDs degerleri

Canli tiirii | Uygulama Sekli | LDsg degeri
Sican(Rat) | Oral 1-5 mg/kg
Fare Oral 2.25-6.5 mg/kg
Sican(Rat) | Dermal 2.5-6.2 mg/kg
Tavsan Dermal 5.2 mg/kg
Kobay Dermal 20-30 mg/kg
Sican(Rat) | inhalasyon 0.06 mg/kg

Phorate’in genotoksisitesi ile ilgili cesitli arastirmalar yapilmistir (Cizelge 2.4).
Bunlarin biiyiik bir kism1 negatif ¢ikmistir. Ancak pozitif olanlarda vardir. insan
lenfositleri ile yapilmis ¢alismalarda KKD oranini artirmadigi belirlenmistir [Pandita

ve Khoshoo, 1984; Wang ve ark., 1987].
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2.8. Cesitli Materyal ve Deney Sistemleriyle Yapilan Genotoksik Arastirmalar

Bir¢ok arastirici tarafindan pestisitlerle yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar

bulunmaktadir.

Madrigal-Bujaidar ve ark. (2001) yaptiklar bir ¢calismada 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid (2,4-D)’in fare kemik iligi hiicrelerinde ve fare spermatogonial hiicrelerinde
KKD frekansim artirip artirmadigini incelemistir. Oral olarak uygulanan 2,4-D’nin
tic grup fare iizerinde 50; 100 ve 200 mg/kg’lik dozlarimin genotoksik etkileri
aragtirilmigtir. Somatik hiicrelerde 100 ve 200 mg/kg’lik dozlar KKD frekansini doza
bagl olarak onemli oranda artirmistir. Mi ve hiicre ¢ogalma kinetiginde onemli bir

etki belirlenmemistir. [Madrigal-Bujaidar ve ark., 2001].

Grover ve ark. (2003) pestisit iiretiminde caligsarak pestisite maruz kalan iscilerin
Iokositlerindeki DNA hasarlarini comet testi ile aragtirmislardir. 54 pestisit iscisi ve
aym sayida kontrol grubu olusturmuslardir. iki grubunda yas ortalamasinin, sigara
icme egilimlerinin benzer olmasina dikkat edilmistir. Elde edilen sonuglara gore
kuyruk uzunlugu kontrol grubuna gore (8,938+-2,889) iscilerde Onemli bir artis
(19,17+-2,467; p<0,001) gostermistir [Grover ve ark., 2003].

239 tarim is¢isi ve 231 saghkli kisi ile periferal kan lenfositleri ve agiz mukoza
hiicrelerindeki sitogenetik etkilerinin arastinldigi bir calismada MN frekansi
degerlendirilmistir. Ayrica ila¢ maruziyeti yiiziinden lenfositlerin c¢ogalan
kinetiklerinde miimkiin degigmeleri belirlemek icin sitokinezi durdurulmus boliinme
indeksi (CBPI) hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar, hem lenfosit hem de agiz epitel
hiicreleri i¢in kontrollerle kiyaslandiginda MN frekanslarinda hicbir artis olmadigini
gostermistir. Fakat CBPI’da onemli bir azalma belirlenmistir. Farkli faktorlerin
(cinsiyet, sehir, sigara, vb.) etkisi goz Oniine alindiginda ise MN frekans1 6nemli bir

artig gostermistir [Pastor ve ark., 2003].



31

Naravaneni ve Jamil (2007) pestisite maruz kalan 210 is¢i ile pestisite maruz
kalmayan 160 kisilik kontrol grubundan genotoksisite ve AChE (asetilkolin esteraz)
diizeylerini belirlemislerdir. Kolorimetrik metod ile RBC (Red Blood Cell=Kirmizi
Kan Hiicresi) diizeyi ve AChE kontrole gore anlaml diigiis gostermistir. Ayrica
DNA hasar1 ve KA frekansinda da kontrole gore dnemli diizeyde artis gézlenmistir

[Naravaneni ve Jamil, 2007].

Dinocap fungisitinin Allium cepa kok ucu hiicrelerinde genotoksik etkileri KA testi
ile incelenmistir. Elde dilen sonuglar tiim uygulama siirelerinde (12, 24 ve 48 saat) ve
dozlarinda (6,25; 12,5; 25 ve 50 ppm: 100 ppm toksik etki gostermistir) KA
frekansinda artis belirlenmistir. Fragment, kromozom kirig1, kardes kromatidlerde
birlesme ve tetraploidi anormallikleri belirlenmistir. Aym c¢alismada insan
lenfositlerinde de genotoksisite arastirmasi yapilmistir. KA ve KKD frekanslarindaki
etkiler belirlenmistir. KA testi sonucunda en diisiik doz (5 ppm) tim uygulama
siirelerinde (24 ve 48 saat) 6nemli bir etki gostermezken, 10; 15 ve 20 ppm’lik
dozlarda her iki uygulama siiresinde de doza bagh artis gozlenmistir. KKD frekansi
ise kontrole gore 24 saatlik uygulamada en yiiksek dozda (20 ppm) ve 48 saatlik
uygulamanin tiim dozlarinda istatistiksel olarak onemli artisa sebep olmustur [Celik,

2003].

Dimitrov ve ark. (2006) yapmis olduklar1 calismada ii¢ farkli herbisit (Roundup,
Stomp ve Reglone)’in Crepis capillaris L. kok meristemlerinde ve fare kemik
iliginde KA ve MN testlerini ¢aligmiglardir. Roundup KA ve MN frekanslarinda
herhangi bir artisa sebep olmamistir. Reglone ise KKD frekansim etkilemezken MN
frekansim bitki ve fare kemik iligi polikromatik eritrositlerde (PCEs) artirmistir.
Stomp bitki hiicrelerinde KA frekansini etkilememistir fakat fare hiicrelerinde artiga
sebep olmustur. Ayrica Stomp her iki test materyalinde de MN frekansini artirmistir.
Bitki hiicrelerindeki MN artisinin  sebebi Stomp’un ig ipligi olusumunu
engellenmesinden, fare kemik iligindeki KA frekansinin artisinin sebebinin ise
genotoksik metabolitlerin biyosentezinden dolayr olabilecegi diistintilmiistiir

[Dimitrov ve ark., 2006].
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Yiizbasioglu ve ark. (2006) Afugan’in genotoksisitesini belirlemek icin insan
lenfositlerinde KKD, KA ve MN testlerini uygulamiglardir. KKD frekansinda tiim
uygulama siirelerinde (24 ve 48 saat) ve tiim dozlarda (2,5; 5,0; 10,0 ve 20,0 pg/ml)
kontrole gore doza bagh istatistiksel artis belirlenmistir. KA frekansi en diisiik doz
hari¢ (2,5 pg/ml) diger dozlarda kontrole gore doza baghh Onemli bir artis
gostermistir. Ayrica MN frekansinda tim dozlarda doza bagh istatistiksel artig

belirlenmistir [Yiizbasioglu ve ark., 2006].

Conan 5SFL (hexaconazole) fungisitinin fare kemik iligi hiicreleri ve insan
lenfositlerinde genotoksik etkilerini belirlemek icin KA ve KKD testleri
uygulanmigtir. Conan 5FL’nin ii¢ farkl1 dozu (insan lenfositlerinde: 17,50; 35,00 ve
70,00 pg/ml ve fare kemik iliginde: 17,50; 35,00 ve 70,00 mg/kg) calisilmistir. Her
iki test sisteminde de Conan SFL KA frekansini (fare kemik iligi i¢in 17,50 mg/kg
hari¢) onemli diizeyde artirmistir. Memeli hiicrelerinde bu fungisitlerin yapisal ve
sayisal anormalliklere sebep oldugu tespit edilmistir. Bu kromozom anormallikleri
kromatid ve kromozom kiriklari, fragment, kardes kromatidlerde birlesme, disentrik
kromozomlar, halka kromozom ve poliploidi’dir. KKD frekans1 ise tiim
uygulamalarda negatif kontrole gore 6nemli bir artis belirlenmistir [ Y1lmaz ve ark.,

2008].

Organofosfathl bir insektisit olan Acephate’in insan lenfositlerinde genotoksik
etkileri KA, KKD ve MN testleri ile incelenmistir. Ayrica DNA hasarlarini
belirlemek i¢in comet testi kullanilmistir. Acephate’m 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 ve
200,0 pg/ml’l’lik dozlar uygulanmistir. Tiim dozlarda KA ve MN frekanslar1 doza
bagh artis gostermistir. Ayrica KKD frekans1 24 saatlik uygulamanin 50,0; 100,0 ve
200,0 n g/ml'l’lik dozlarinda ve 48 saatlik uygulamanin tiim dozlarinda (en diisiik doz
hari¢) doza bagh artis gostermistir. Comet testi sonuglarinda kuyruk uzunlugu en
yiiksek iki dozda, doza bagh artis gostermistir. Kuyruk yogunlugunda ise yalniz en

yiiksek dozda anlaml1 bir artis belirlenmistir [Ozkan ve ark., 2009].

Kocaman ve Topaktag (2008) piretroit sinifinda yer alan a-cypermethrin’in in vitro

insan lenfositlerinde KKD, KA ve MN metodu ile genotoksisitesini aragtirmiglardir.
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24 ve 48 saatlik siirelerde Cypermethrin’in 5; 10; 15 ve 20 g/ml’lik dozlan
uygulanmistir. KKD ve KA tiim uygulama siirelerinde ve tiim dozlarda artig
gostermistir. MN frekans1t ise 5 ve 10 g/ml’lik dozlarda kontrole gore artig
gostermistir. Ayrica Cypermethrin tiim uygulama siirelerinde 10; 15 ve 20 g/ml’lik
dozlarda kontrole gére cogalma indeksini azaltmistir. Mi ve NBI'yi tiim uygulama
siirelerinde ve tim dozlarda azalttign da belirlenmistir. Bu etki doza bagli olarak

ortaya ¢cikmistir [Kocaman ve Topaktas, 2008].
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kromozom incelemesi icin materyal

Bu arastirmada Trichlorfon ve Phorate organofosfatli insektisitlerinin in vitro
genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla insan periferal kan kiiltiirii ve izole
lenfositler kullanilmigtir. Aragtirmada bir bayan ve bir erkek olmak iizere iki donor
kullanilmistir. Dondrlerin sigara, alkol ve ila¢c kullanmamasina, herhangi bir saglik
problemi ve genotoksik herhangi bir ajana maruz kalma oGykiileri bulunmamasina

dikkat edilmistir.
3.1.2. Test materyali

Arastirmada kullanilan test materyallerinden Trichlorfon (Katalog No:52-68-6) ve
Phorate (Katalog N0:298-02-2) Dr. Ehrenstorfer’den temin edilmistir.

Trichlorfon

Trichlorfon kimyasal ad1 dimethyl (2,2,2-trichloro-1-hydroxyethyl) phosphonate olan
organofosfathi bir bilesiktir. Molekiil formiilii CsHgCl;04P’dir. Molekiil agirhigi
257.4°dir. Renksiz veya soluk sar1 renkte, kristalize, ergime noktasi 93,3°C’dir. Suda
serbestce (120 mg/ml) ¢Oziiniir. Bu insektisitin yapisal formiilii Sekil 3.1°de

gosterilmistir.

C?l DH
CHE0 — F’ CH e
CHgID

Sekil 3.1. Trichlorfon insektisitinin yapisal formiilii
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Phorate

Phorate kimyasal adi O,0O-Diethyl S-[(ethylthio)methyl] phosphorodithioate olan
organofosfatli birlesiklerden biridir. Molekiil formiilii C;H;7;0,PSs’tiir. Molekiil
agirhignr 260.4°tiir. Renksiz, sivi, ergime noktasi -15 dereceden kiiciiktiir. Suda

¢oziiniirliigii 20°C” de 0.05 g/I’dir. Phorate insektisitinin yapisal formiilii Sekil 3.2’de

gosterildigi gibidir.
CH; —CHy — O =
N
P—5—-CH,—5—-CH; —CH,4
CHy—CH, -0

Sekil 3.2. Phorate insektisitinin yapisal formiilii

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

firmasindan emin edilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Kiiltiire alinms insan lenfositlerindeki calismalar

Kromozom Anormalligi ve Kardes Kromatid Degisimi Calismalari

Alman periferik kan 1/10 oraninda heparinize edilmistir. Bu kandan besi ortamina
(chromosome medium B) 0,2 ml ekilmistir. Kan besi ortamina ekildikten sonra bu
ortama daha Once sartorius membran filtre ile steril edilmis BrdU (5-Bromo-2-
deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) soliisyonundan her tiipe 10 pg/ml olacak sekilde
ilave edilmistir. Tiipler daha onceden 37°C’ye ayarlanmig inkiibatérde 72 saat

inkiibasyona birakilmistir.

Kiiltiir stiresinin baslangicindan 24 ve 48 saat sonra Trichlorfon’un (2,34; 4,69; 9,38;
18,75; 37,50 pg/ml’lik) ve Phorate’in (0,25; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00 pg/ml’lik) dozlan
kiiltiire ilave edilmistir. Pozitif kontrol tiipiine 0,20 pg/ml mitomisin C (MMC)
eklenmistir. Ekimler bittikten sonra tiipler inkiibatore alinmistir. Kiiltiir siiresinin
bitiminden 2 saat once (kiiltiiriin 70. saatinde ) her tiipe 0,06 pg/ml olacak sekilde
kolkisin soliisyonu eklenmistir. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra tiipler 1200
rpm’de (dakikadaki devir sayis1) 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
tiiplerdeki sitipernatant kisim atilmistir. Lenfosit hiicrelerini igeren 0,5-0,7 ml’lik
kismin vorteks yardimiyla karismasi saglanmistir. Daha sonra bu tiiplere hipotonik
soliisyondan (0,075 M KCl) vorteks iizerinde (5 ml) ilave edilerek karigmasi
saglanmistir. Hipotonik soliisyon eklenen tiipler 37°C’deki etiivde 30 dakika
bekletilmistir. Etiivden alinan tiipler tekrar 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Ustte olusan siipernatant atilarak, dnceden buzdolabinda sogutulan fiksatif
(3:1, metanol:asetik asit) vorteks iizerinde (5Sml) eklenmistir. Buzdolabinda tiipler
+4°C‘de 45 dakika beklemeye birakilmistir. Daha sonra tiipler 1200 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis ve siipernatant kismi atilmistir. Fiksatifle yikama islemi iki
kez daha tekrar edilmistir. Son fiksatif isleminden sonra tiipiin dibinde kalan 0,5-0,7
ml’lik beyaz kan hiicrelerini igeren ¢okelti pipetaj yapilarak homojenize edilmistir.

Pastor pipetine cekilen siispansiyon, 6nceden temizlenmis ve %70’lik etil alkolde
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buzdolabinda bekletilen lamlara 15-20 cm yiikseklikten damlatilarak hiicrelerin
patlatilmas1 ve kromozomlarin yayilmalari saglanmistir. Hazirlanan preperatlar 24

saat oda sicakliginda 151k almayan ortamda kurumaya birakilmistir.

Mikroniikleus Calismasi

Mikroniikleus c¢aligmasinda, 1/10 oraninda heparinize edilmis 0,2 ml periferik kan,
steril sartlar altinda 2,5 ml’lik chromosome medium B’ye ekilmistir. Kiiltiir tiipleri
daha sonra 37°C’de 72 saat inkiibasyona alimmustir. Kiiltiire alinmis lenfositler
insektisitlerle sadece 48 saat siireyle muamele edilmistir. Bu nedenle kiiltiir
siiresinden 24 saat sonra Trichlorfon ve Phorate’in dozlar ile, pozitif kontrol MMC
(0,20 pg/ml) tiiplere ekilmistir. Negatif kontrol grubuna aym1 miktarda steril su ilave
edilmistir. Inkiibasyonun 44. saatinde hiicrelerin sitoplazma boliinmesini durdurmak
icin ortama sitokalasin B (cytochalasin B) ilave edilmistir. Kiiltiir siiresi bitiminde
tiipler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatant atilmis ve
tipiin dibindeki hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 ml’lik kismi vortex {izerinde
karistirilarak homojenize edilmistir. Bu islemden sonra hipotonik soliisyondan (0,075
M KCI) vorteksde (5 ml) ilave edilmistir. Daha sonra 1000 rpm’de 10 dakika satrifiij
edilmis ve siipernatant kismi1 atilmistir. Tiiplere dnceden buzdolabinda sogutulan 3:1
metanol:asetik asitten olusan fiksatiften vortex iizerinde (5 ml) ilave edilmistir.
Fiksatif eklenen tiipler 10 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Fiksatifte yikama
islemi ikinci kez tekrarlandiktan sonra ligiincii fiksatife sitoplazmalarin korunmasi

amaciyla %1’lik formaldehit eklenmis ve son santrifiije tabii tutulmustur.

Son santrifiij isleminden sonra tiiplerin stipernatanti atilip tiipiin dibinde kalan 0,5-
0,7 ml’'lik ¢okelti pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Pipete cekilen
siispansiyon daha oOnceden temizlenmis ve %70’lik etil alkolde buzdolabinda
bekletilen lamlar iizerine 10-15 cm yiikseklikten yayilmistir. Hazirlanan preperatlar

kurumalar i¢in 24 saat oda sicakligina birakilmistir.
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Preparatlarin boyanmasi

Herbir uygulama icin hazirlanan preperatlarin bir kismi kromozom anormalligi,
mikroniikleus ve mitotik indeks olusumlarinin tespit edilmesi i¢cin homojen olarak
boyanmaya ayrilmistir. Bu amagla preperatlar tamamen kuruduktan sonra Sorensen
tamponu ile hazirlanan %5’lik Giemsa ile (pH=6,8) 15-20 dakika boyanmistir.
Kardes kromatid degisimlerinin belirlenmesi i¢in Speit ve Houpter’in (1985) bir
kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasim1 saglamak amaciyla
gelistirdikleri metod bir takim degisikliklerle kullanilmistir [Speit ve Houpter, 1985].
Bu yonteme gore tamamen kurutulan preperatlar diiz bir tepsiye konarak iizeri ince
bir tabaka halinde 1sinlama soliisyonu (Sorensen tamponu, pH=6,8) ile iyice
kapatilmistir. Bu sekilde ismnlama soliisyonu ile kapatilan preperatlar 15 cm
yiikseklikten 254 nm dalga boyunda 151k yayan UV lambasi ile karanlikta 1sinlamaya
maruz birakilmigtir. Isinlama sonunda preperatlar 60°C sicakliktaki 1xSSC (sodyum
kloriir + tri-sodyum sitrat) soliisyonunda 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra

Sorensen tamponu ile hazirlanan %5’lik Giemsa ile (pH=6,8) 20 dakika boyanmuistir.

Her iki yontemde de Giemsadan cikarilan preperatlar saf sudan gegcirilip, boyanin
fazlasinin akmasi saglanmistir. Biitiin bu islemlerden sonra oda sicakliginda
kurutulan preperatlar DPX ile daimi hale getirilmis ve mikroskopta incelemeye

alinmiglardir.

Kromozom Anarmalliklerinin Saptanmasi

Kromozomal anormalliklerin hesaplanmasinda ise her bir doz i¢in kromozomlan iyi
dagilmis, kadin ve erkek bireylere ait preperatlardan 100’er hiicre olmak iizere 200
hiicre sayilarak kromozom anormallikleri tespit edilmistir. Incelenen 200 hiicre
icinde anormal hiicre yiizdesi ve bir hiicreye diisen kromozom anormalligi sayisi

belirlenmistir.

Yapilan c¢alismada anormal hiicre frekansi ve hiicre basma diisen kromozom

anormalliginin istatistiksel hesaplanmalarinda doz etki iligkisini belirlemek igin
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SPSS 13.0 bilgisayar programu ile regresyon analizi yapilmistir. Deney gruplarindaki
kromozom anormalliklerinin kontrol grubu ile farklilik gosterip gostermediginin

belirlenmesi icin z-testi uygulanmistir.

Mitotik Indeksin Saptanmasi

Tiim uygulamalar icin hazirlanan preperatlarin herbirinden 1000’er hiicre olmak
lizere toplam 2000 hiicre sayilarak mitotik indeks (MI) saptanmistir. Metafaz
evresinde bulunan hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina oram yiizde olarak

hesaplanip mitotik indeks tesbiti yapilmistir.

Mitotik indeksin istatistik hesaplamalar icin doz etki iliskisini belirlemede SPSS
13.0 bilgisayar programi ile regresyon analizi yapilmistir. Ayrica deney gruplarinin
kontrol gruplar ile farklilik gosterip gdstermediginin belirlenmesi i¢in z dagilim testi

uygulanmastir.

Kardes Kromatid Degisiminin Saptanmasi

Kardes kromatid degisiminin hesaplanmasi icin kadin ve erkek bireylere ait
preperatlardan kromozomlar1 iyi dagilmis hiicreler segilerek, ikinci mitozu geciren
25’er hiicre olmak iizere herbir uygulama dozu i¢in toplam 50 hiicrenin incelenmesi

yapilmistir.

Kardes kromatid degisimi sayis1 bir kromozomun koyu boyanmis kromatidindeki
acik parcalarin ya da acik boyanmis kromatidindeki koyu pargalarin sayilmasiyla

meydana gelen degisimlerin degerlendirilmesidir (Sekil 3.3).

Herbir uygulama grubunda olusan degisimlerin negatif kontrole gore anlamlilik
degerleri t-testi ile tespit edilmistir. Doz etki iliskisini belirlemek icin SPSS 13.0

bilgisayar programi ile regresyon analizi yapilmistir.
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Sekil 3.3. Birli, ikili, ti¢lii ve dortlii kardes kromatid degisimleri

Replikasyon Indeksinin Saptanmasi

Her uygulama i¢in kadin ve erkek bireylere ait preperatlarin herbirinden 100’er hiicre
olmak tizere toplam 200 hiicre incelenmistir. Incelenen hiicrelerdeki birinci (M),
ikinci (My) ve ligiincii (M3) metafaz evresindeki hiicreler sayilmistir. Sonucda;
Replikasyon Indeksi= (1xM)+(2xM,)+(3xM;)/N

(N=Incelenen toplam hiicre) formiilii ile hesaplanmustir.

Yapilan calismanin sonunda replikasyon indeksi i¢in doz etki iliskisini belirlemek
icin SPSS 13.0 bilgisayar programi ile regresyon analizi yapilmistir. Deney
gruplarindaki replikasyon indeksinin kontrol gruplan ile farklilik gosterip

gostermediginin belirlenmesinde ise z-testi uygulanmistir.
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Niikleer Boliinme indeksi Ve Mikroniikleus Frekansinin Saptanmasi

Herbir doz ve siire icin erkek ve disi bireylerin preperatlarindan 1000’er olmak iizere

2000 hiicrede mikroniikleus frekanslar saptanmistir.

Niikleer boliinme indeksi (NBI) hesaplamalarinda hi¢ boliinme gecirmemis tek
cekirdek bulunan hiicreler Nj, iki ¢ekirdek bulunan hiicreler N, ii¢ ¢ekirdek bulunan
hiicreler N3, dort veya daha fazla cekirdek bulunan hiicreler ise Ny olarak
belirlenmislerdir. Niikleer boliinme indeksi saptanirken, her bir doz icin erkek ve disi
bireylerden 500’er hiicre olmak iizere toplam 1000 hiicre sayillmistir. Sonucta;
Niikleer Boliinme Indeksi= 1x(N;)+2x(N2)+3x(N3+N4)/N

(N=Incelenen toplam hiicre) formiilii ile hesaplanmustir.

Yapilan ¢alismada niikleer boliinme indeksi ve mikroniikleus frekansinin istatistiksel
analizinde doz etki iligkisini belirlemek icin SPSS 13.0 bilgisayar programi ile
regresyon analizi yapilmistir. Deney gruplarindaki niikleer bdéliinme indeksi ve
mikroniikleus frekanslarinin kontrol gruplan ile farklilik gosterip gostermediginin

belirlenmesinde z-testi uygulanmistir.

3.2.2. izole edilmis insan lenfositlerindeki ¢calismalar

Comet Testi

Bu teknik 1988 yilinda Singh ve arkadaslarinin yaptig1 calismalar dikkate alinip, bazi
modifikasyonlara tabii tutularak kullanmilmistir. Comet testinde de yine her bir
insektisit icin saglikli, sigara ve alkol kullanmayan, bir erkek bir disi dondrden alinan
periferal kan lenfositleri kullanilmistir. Dondrlerden heparinli enjektorle alinan taze
periferal kan ependorflara konulmustur. Daha sonra 1’er ml PBS ependorflara ilave
edilmistir. Kan ve PBS siispanse edilip, 100’er ul lenfosit ayiraci (Biocoll) soliisyon
ilave edilip +4 °C’de 1060 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi

ependorflarin iginde eritrositlerin iizerinde olusan bulutsu kismin 100’er pl’si
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almarak ayr1 ependorfa aktarilmistir. Daha sonra da stok haline gelmis olan izole

lenfositlerden 100’er pl’si her bir doz i¢in ayr ependorflar i¢ine alinmistir.

Alnan lenfositler, 100’er pl test maddesinin ¢esitli dozlarn ile (Trichlorfon icin 2,34;
4,69; 9,38; 18,75; 37,50 pg/ml’lik, Phorate icin 0,25; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00
pg/ml’lik, pozitif kontroliin (hidrojen peroksit=H,O,) 100 pM’lik dozlarn eklenip
37°C’de 1 saatlik inkiibasyona tabi tutulmustur. izole edilen lenfositlerde, trypan
blue ile hiicrelerin canhiliklarimin >%97 oldugu belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi
bitiminde ependorflar 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip
her bir doz 100’er ul PBS ile resiispanse edilmistir. Diisiik erime 1s1l1 agarin 75 pl’si
almarak 100 pl lenfositle karigtirilmis ve Onceden yiiksek erime 1sili agar ile
kaplanan lamlarin iizerine damlatilip yayilmistir. Sonra iizeri lamel ile kapatilmistir.
Kapatilan preperatlar 15-20 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
lamlar iizerinde bulunan lameller dikkatli bir sekilde kaldirilmis ve icinde lysing
soliisyonu bulunan (100 mM EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Tris pH=10 iceren
solisyonun 89 ml’sine 1% Triton X-100 ve 10 % DMSO ilave edilmistir) saleler
icerisine konulmustur. Bu sekilde buzdolabinda +4 °C’de en az 1 saat bekletilmistir.
Liziz isleminden sonra lamlar icerisinde elektroforez tamponu (pH>13, 300 mM
NaOH, 1mM EDTA) bulunan tanka yerlestirilip 20 dakika beklemeye birakilmistir.
Bu islemin amaci DNA sarmalinin ¢oziilmesini saglamaktir. 25 V, 300 mA’da 20
dakika elektroforez islemi uygulanmistir. Bu sayede hasarli DNA’larin gd¢mesi
saglanmistir. Elektroforezden sonra lamlar, nétralizasyon tamponu (pH=7,5; 0,4 M
Tris) ile 5’er dakika toplam ii¢ kez muamele edilmistir. Bu islemden sonra herbir
lamin iizerine 20 pg/ml’lik etidyum bromid yayilmis ve lamel ile kapatilmistir.
Boyamaya alinan preperatlar +4 °C’de 10-15 dakika bekletilmistir. Tiim bu islemler,

DNA hasarlarii 6nlemek i¢in karanlik ortamda yapilmistir.

Goriintii Analizi Ve Comet Sayimi

Boyanan preperatlar Olympus marka floéresan mikroskopta (546 nm eksitasyon ve
590 nm bariyer filtreli) 40x biiyiitmede incelenmistir. Kullanilan her insektisit her bir

dozu i¢in bir dondrden 100’er hiicre olmak iizere toplam 200 hiicre “Comet Assay [V



43

Perseptive Instruments Ltd., UK” kullanilarak incelenmistir. Sonuglar kuyruk

yogunlugu ve kuyruk uzunlugu cinsiden degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismalarda kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu i¢in doz etki iligkisini
belirlemek i¢in SPSS 13.0 bilgisayar programi ile regresyon analizi yapilmustir.

Deney gruplan ile kontrol grubunun karsilastirilmasinda t-testi kullanilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Trichlorfon’un KA Uzerine Etkileri

Trichlorfon’un uygulanmasi ile insan lenfosit kiiltiirlerinde bes tip yapisal kromozom
anormalligi tespit edilmistir. Bu anormallikler kromatid kirigi, kromozom kingi,
fragment, kardes kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozomlar’dir. Yapilan
calisma sonunda en fazla gézlenen anormallikler kromatid kirigi ve kromozom kirigi
olarak tespit edilmistir. Anormal hiicre yilizdesi ve hiicre basina diisen anormallik
oraninin 24 saatlik uygulamanin en diisitk dozu hari¢ diger tim doz ve siirelerde
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli ve doza bagli bir artisa sebep oldugu
gozlenmistir (24 saatlik uygulamada r=0,99 ve 48 saatlik uygulamada r=0,99)
(Cizelge 4.1, Sekil 4.1 ve Resim 4.1). Ayrica Trichlorfon’un 48 saatlik uygulamanin

en yliksek dozunda toksik etki gosterdigi belirlenmistir.
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N 24 saat

+ 48 saat

2,34 4,69 9,38

18,75
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Dozlar (ug/ml)

Sekil 4.1. Trichlorfon’un anormal hiicre frekansi iizerine etkisi

Resim 4.1.

Trichlorfon uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) kromatid kirgi
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Resim 4.1. (Devam). Trichlorfon uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler b) kromozom kirig1 c) fragment
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Resim 4.1. (Devam). Trichlorfon uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler d) kardes kromatidlerde birlesme
e) disentrik kromozom
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4.2. Trichlorfon’un KKD, Ri ve Mi Uzerine Etkileri

Kardes kromatid degisimi frekansi biitiin dozlarda istatistiksel olarak kontrol grubuna
gore onemli diizeyde artis gostermis ve bu artis doza bagli olarak gerceklesmistir (24
saatlik uygulamada r=0,92 ve 48 saatlik uygulamada r=0,74) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2
ve Resim 4.2). Trichlorfon’un replikasyon indeksini doza bagli olarak disiirdiigii
fakat bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (24 saatlik
uygulamada r=-0,96 ve 48 saatlik uygulamada r=-0,86) (Cizelge 4.2). Mitotik
indekste ise 24 saatlik ve 48 saatlik uygulamalarda kontrole gore tiim dozlarda diisiis
belirlenmistir. Bu disiisiin 24 saatlik uygulamanin 9,38 ve 18,75 pg/ml’lik
dozlarinda ve 48 saatlik uygulamanin 18,75 pg/ml’lik dozunda istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlenmistir. Ayrica 48 saatlik uygulamada bu diisiisiin doza bagh
oldugu da belirlenmistir (48 saatlik uygulamada r=-0,98). Trichlorfon’un 48 saatlik
uygulamasinda 37,50 pug/ml’lik dozu toksik etki gostermistir (Cizelge 4.2 ve Sekil
4.3).



Cizelge 4.2. Trichlorfon’un insan lenfosit kiiltiiriinde KKD, R ve MI frekanslari
iizerine etkileri

Test maddesi Uygulama
“Siiresi  Dozlar  Min.- KKD/hiice M, M, M; Ri + SH Mi + SH
(saat) (pg/ml) maks. +SH
KKD
Kontrol 24 0,00 1-5 2,64+0,15 21 43 136 2,575+0,048 7,400,585
MMC 24 0,20 19-50 36,42+1,19 66 72 62 1,980+0,057 3,700,422
Trichlorfon 24 2,34 2-8 4,04+0,22a 24 49 127  2,515+0,050 6,95+0,569
24 4,69 3-7 4,66+0,18a 37 52 111 2,370+0,055 6,40+0,547
24 9,38 49 5,66+0,21a 35 51 114 2,395+0,054 5,80+0,523*
24 18,75 3-10 5,86+0,27a 43 50 107 2,320+0,057 5,2040,496%*
24 37,50 3-14 6,82+0,34 a 49 93 58  2,045+0,052 6,30+0,543
Kontrol 48 0,00 1-5 2,64+0,15 21 43 136 2,575+0,048 7,40£0,585
MMC 48 0720 27-69 47442162 45 7T 78 2.165+0.054 3,350,402
Trichlorfon 48 2,34 2-12 5,44+0,34a 23 45 132 2545+0,049 7,250,580
48 4,69 4-17 774045 38 64 98 2300£0,054 6,900,567
48 938 4-15 7400392 41 62 97  2280+0.055 6,00+0,531
48 18,75 5-16 828+031a 47 75 78  2.155:0.055 5,150,494
48 375 - TOKSIK - - - TOKSIK TOKSIK
a Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlaml (t testi)
* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlaml1 (z testi)
**Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml (z testi)
Kardes Kromatid Degisimi Frekansi
o - S
:é _ T
3 —
> ——{ﬁ...__{ﬂ___ ¥ 24 saat

——’??____)72?1 ﬁ _%g »ﬂ 448 saat

9,38
18,75 355

Dozlar (ug/ml)

Sekil 4.2. Trichlorfon’un kardes kromatid degisimi frekansi iizerine etkisi
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Resim 4.2. Trichlorfon uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan kardes kromatid
degisimleri

Mitotik Indeks

W 24 saat

‘All!l‘x
vereryvyvrr M

il
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-
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-
-
-
-
2l
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% Mitotik indeks
on b O®

+# 48 saat

4,69
’ 9,38
18,75 37,5

Dozlar {(ug/ml)

Sekil 4.3. Trichlorfon’un mitotik indeks iizerine etkisi



4.3. Trichlorfon’un MN Olusumu ve NBi Uzerine Etkileri
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Trichlorfon uygulamasiyla mikroniikleus frekanslar1 kontrole gore en diisikk doz

hari¢ istatistiksel olarak anlamli ve doza bagli bir artis gostermistir (r=0,99).

Trichlorfon uygulamasi ile biniikleat hiicrelerde bir, iki ve ii¢c mikroniikleuslu

hiicreler tespit edilmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.4 ve Resim 4.3). Ayrica yapilan

calismalarda Trichlorfon uygulamasinin niikleer boliinme indeksinde istatistiksel

olarak bir degisiklige sebep olmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.3). En yiiksek doz

ise toksik etki gostermistir.

Cizelge 4.3. Trichlorfon’un insan lenfosit kiiltiirinde MN frekanslar1 ve NBI iizerine

etkileri
Uygulama Sayilan Biniikleat hiicreler iginde Niikleer boliinme
Test Sire  Dozlar  biniikleat  mikroniikleus frekanslart MN + SH indeksi + SH
maddesi (saat) (ug/ml) hiicre sayisi (%) (NBI)
@O @
Kontrol 48 0,00 2000 5 - 0,250,112 1,612+0,398
MMC 48 0,20 2000 126 37 11,500,713 1,307+0,359
Trichlorfon 48 2,34 2000 13 - 0,650,180 1,698+0,409
48 4,69 2000 20 3 1,300,253 1,672+0,405
48 9,38 2000 27 2 1,55+0,276%* 1,513+0,386
48 18,75 2000 34 9 2,90+0,375%#* 1,293+0,357
48 37,50 2000 - - TOKSIK TOKSIK

***Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlaml (z testi)



% Mikronukleus

Mikroniikleus Frekansi

Dozlar {ug/ml)

s 48 saat

Sekil 4.4. Trichlorfon’un mikroniikleus frekansi iizerine etkisi
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Resim 4.3. Trichlorfon uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan mikroniikleuslu
binukleat hiicreler a) bir mikroniikleus b) iki mikroniikleus c) ii¢

mikroniikleus
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4.4. Trichlorfon’un Primer DNA Hasari, Comet Kuyruk Yogunlugu ve Kuyruk

Uzunlugu Uzerine Etkileri

Comet testi ile Trichlorfon’un insan lenfositlerinde DNA hasarina sebep olup
olmadigi arastirilmigtir. Comet kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu tiim dozlarda
onemli oranda artmistir. Ayrica en yiiksek dozda Trichlorfon’un kuyruk uzunlugunda
sebep oldugu DNA hasarinin pozitif kontrole gére daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Trichlorfon’da kuyruk uzunlugundaki artis doza bagh (r=0,77) iken kuyruk
yogunlugunda meydana gelen artisin doza bagh olmadig: belirlenmistir (Cizelge 4.4,

Sekil 4.5 ve Resim 4.4).

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

DNA hasari
Test Maddesi Doz Kuyruk yogunlugu Kuyruk uzunlugu
(ng/ml) (%) (um)
Kontrol 0,00 2,25+0,36 27,59+0,63
H,0, 0,30 8,27+1,54 35,94+1,03
Trichlorfon 2,34 4,30+0,81* 30,22+0,43*
4,69 5,15+0,91* 33,78+0,56*
9,38 4,2540,83* 35,23+0,48*
18,75 4,20+0,66* 35,78+0,65*
37,50 5,0320,86* 36,7520,63*

*Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
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Comet Kuyruk Yogunlugu ve Uzunlugu

# Kuyruk Yogunlugu

# Kuyruk Uzunlugu

K+
2,34 4,69

9,38
18,75 375

Dozlar{pug/ml)

Sekil 4.5. Trichlorfon’un kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu iizerine etkisi

-
1

Resim 4.4. Trichlorfon ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan DNA

hasarlarinin comet testi ile goriiniimii a) hasarsiz DNA b) az hasarli
DNA c¢) orta hasarli DNA d) ¢cok hasarli DNA
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4.5. Phorate’in KA Uzerine Etkileri

Phorate uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde toplam yedi tip kromozom
anormalligine rastlanmistir. Bunlarin alt1 tipi yapisal kromozom anormalligi bir tipi
ise sayisal kromozom anormalligidir. Kromozomlarda yapisal olan degisiklikler
kromatid kirig1, kromozom kirigi, fragment, kardes kromatidlerde birlesme, disentrik
kromozomlar ve kromatid degisimidir. Kromozomlardaki sayisal degisiklik ise
poliploidi’dir. Bu anormalliklerden en sik rastlanan kromatid kirigr ve kromozom
kirigr olarak tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda anormal hiicre yiizdesinin
ve hiicre basina diisen anormallik oraninin istatistiksel olarak anlamli ve doza bagh
artis goOsterdigi belirlenmistir (24 saatlik uygulamada r=0,93 ve 48 saatlik
uygulamada r=0,91) (Cizelge 4.5, Sekil 4.6 ve Resim 4.5).
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Sekil 4.6. Phorate’1in anormal hiicre frekansi tizerine etkisi
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Resim 4.5. Phorate uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) kromatid kirig1
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Resim 4.5. (Devam). Phorate uygulamasi ile insan lenfositlerinde olugan
kromozomal anormallikler b) kromozom kirig1 c) fragment
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Resim 4.5. (Devam). Phorate uygulamasi ile insan lenfositlerinde olugan
kromozomal anormallikler d) kardes kromatidlerde birlesme
e) poliploidi



Resim 4.5. (Devam). Phorate uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler f) kromatid degisimi g) disentrik
kromozom
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4.6. Phorate’mn KKD, Ri ve Mi Uzerine Etkileri

Phorate uygulamasi sonucunda, kardes kromatid degisimi tiim dozlarda ve uygulama
siirelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir fakat bu etkinin doza
bagh olmadig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.7 ve Resim 4.6). Bu
uygulamada, mitotik indekste 24 saatlik uygulama siiresinde 1,00; 1,50 ve 2,00
pg/ml’lik dozlarda ve 48 saatlik uygulamalarda ise 0,50; 1,00; 1,50 ve 2,00 pg/ml’lik
dozlarda istatistiksel olarak anlamli ve doza bagl bir diisiis belirlenmistir (24 saatlik
uygulamada r=-0,99 ve 48 saatlik uygulamada r=-0,82) (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8).
Yapilan calismalarda Phorate’in replikasyon indeksini anlamli oranda etkilemedigi

tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Phorate’1n insan lenfosit kiiltiiriinde KKD, Ri ve MI frekanslari iizerine

etkileri
Test maddesi Uygulama
“Siresi  Dozlar  Min.- KKD/hiicre M, M, M; Ri+ SH Mi + SH
(saat) (ng/ml) maks. +SH
KKD
Kontrol 24 0,00 1-6 2,7240,20 17 39 144  2,6350,045 6,5540,553
MMC 24 020 10-36 20,5620,79 67 61 72 2,025+0,059 2,9540,378
Phorate 24 025 29 4,84+0,22a 20 38 142 2,610+0,047 5,7540,521
24 0,50 3-11 5,48+0,26a 20 39 141  2,605+0,047 5,2540,499
24 1,00 39 4,88+0,23a 19 39 142 2,615+0,046 4,1520,446% %
24 1,50 3-8 4,96+0,20a 20 30 150 2,650+0,046 3,7540,425%%
24 2,00 39 5,28+0,19a 21 38 141 2,600+0,048 3,0540,385%%
Kontrol 48 0,00 1-6 2,72+0,20 17 39 144  2,63520,045 6,5540,553
MMC 48 020 27-78 52,75¢1,86 96 58 46  1,750%0,057 2,7040,362
Phorate 48 025 29 46440222 21 41 138  2,585+0,048 5,2040,496
48 050 3-11 6,5240,30a 31 44 125  2,470%0,040 4,60+0,468%*
48 1,00 5-15 8,06+0,34a 15 37 148  2,6650,043 4,25+0,451%*
48 1,50 2-8 46440212 30 35 135 2,525+0,053 4,60+0,468%*
48 2,00 3-11 588+026a 22 43 135 2,565+0,048 3,850,430

a  Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlaml (t testi)
** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlaml1 (z testi)
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Kardes Kromatid Degisimi

W 24 saat

KKD/ Hiicre

+ 48 saat

Dozlar (ug/ml)

Sekil 4.7. Phorate’n kardes kromatid degisimi frekansi iizerine etkisi

Resim 4.6. Phorate uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan kardes kromatid
degisimleri
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Mitotik Indeks

W 24 saat

9% Mitotik indeks

+ 48 saat

Dozlar (pg/ml)

Sekil 4.8. Phorate’1n mitotik indeks iizerine etkisi
4.7. Phorate’mn MN Olusumu ve NBi Uzerine Etkileri

Phorate’in mikroniikleus frekansinda kontrole oranla en diisiik doz hari¢c tim
dozlarda istatistiksel olarak anlaml artisa sebep oldugu fakat bu artisin doza bagl
olmadig tespit edilmistir. En fazla artisa 1,00 pg/ml’lik dozda rastlanmistir (Cizelge
4.7, Sekil 4.9 ve Resim 4.7). En fazla bir mikroniikleuslu biniikleatlara rastlanmistir.
Dort ve daha fazla mikroniikleus gozlenmemistir. Niikleer boliinme indeksinde ise

herhangi bir degisiklige sebep olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.7).



Cizelge 4.7. Phorate’1n insan lenfosit kiiltiiriinde MN frekanslar1 ve NBI iizerine

etkileri
Uygulama Sayilan Biniikleat hiicreler icinde
Test " Sire  Dogzlar  Dinikleat mikroniikleus frekanslart ~ MN + SH Niikleer boliinme
maddesi (saat)  (ug/ml) hiicre sayist (%) indeksi + SH
-Hn @ 6 @ (NBD)

Kontrol 48 0,00 2000 10 - - - 0,50+0,158 1,725+0,411
MMC 48 0,20 2000 121 18 6 - 8,75+0,632 1,807+0,421
Phorate 48 0,25 2000 15 2 - - 0,95+0,217 1,801+0,420
48 0,50 2000 31 3 - - 1,850,301 #** 1,742+0,413
48 1,00 2000 36 3 - - 2,10£0,320%** 1,710+£0,410
48 1,50 2000 32 3 - - 1,90+0,305%** 1,823+0,423
48 2,00 2000 17 3 1 - 1,3040,253** 1,772+0,417

** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
***Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Mikroniikleus Frekansi

% Mikroniikleus

Dozlar {png/ml)

N 48 saat

Sekil 4.9. Phorate’1in mikroniikleus frekansi iizerine etkisi
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Resim 4.7. Phorate uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan mikroniikleuslu
binukleat hiicreler a) bir mikroniikleus b) iki mikroniikleus c) ii¢
mikroniikleus

4.8. Phorate’in Primer DNA Hasari, Comet Kuyruk Yogunlugu ve Kuyruk

Uzunlugu Uzerine Etkileri

Phorate’in neden oldugu DNA hasarim1 belirlemek i¢in comet testi uygulanmistir.
Comet kuyruk uzunlugu tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli bir artig
gostermistir. Kuyruk yogunlugunda ise en yiiksek dozda istatistiksel olarak artig
belirlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.10 ve Resim 4.8). Phorate’in kuyruk
yogunlugunda sebep oldugu artis doza bagh (r=0,80) iken kuyruk uzunlugunda sebep
oldugu artis doza bagl degildir.



Cizelge 4.8. Phorate ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde olusan

DNA hasari
Test Maddesi Doz Kuyruk yogunlugu Kuyruk uzunlugu
(ng/ml) (%) (um)
Kontrol 0,00 4,05+0,98 31,50+0,49
H,0, 0,30 12,89+1,78 38,19+1,00
Phorate 0,25 4,47+0,80 40,72+0,67*
0,50 3,16+0,78 32,85+0,45*
1,00 3,99+0,76 35,53+0,58*
1,50 5,2240,62 35,28+0,56*
2,00 13,72+1,46%* 39,03+1,03*

* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlaml (t testi)
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Comet Kuyruk Yogunlugu ve Uzunlugu

# Kuyruk Yogunlugu

# Kuyruk Uzunlugu

Dozlar (ng/ml)

Sekil 4.10. Phorate’1n kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu iizerine etkisi
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Resim 4.8. Phorate ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan DNA
hasarlarinin comet testi ile goriiniimii a) hasarsiz DNA b) az hasarl
DNA c¢) orta hasarli DNA d) cok hasarli DNA
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5. SONUC VE ONERILER

Pestisitler tiim diinyada sadece tarim amach degil giinlik hayatimizda sikca
kullandigimiz boya, tutkal, bocek oldiiriiciiler vb. kimyasal iiriinlerde de karsimiza
cikmaktadir. Bundan dolay1 yalniz tarimla ugrasan isciler degil diger insanlar icin de

genetik acidan risk olusturmaktadir [Pastor ve ark., 2001].

Pestisitlere maruz kalmaya bagli olarak non-Hodgkin’s lenfoma [Hardell ve
Eriksson, 1999; Zheng ve ark., 2001; Chiu ve ark., 2004], akciger sarkomasi [Blair
ve ark., 1983], yumusak doku sarkomas: [Kogevinas ve ark., 1995], multiple
miyolom [Khuder ve Mutgi, 1997], safra kesesi, mesane, mide, pankreas ve
karaciger kanserleri [Ji ve ark., 2001; Shukla ve ark., 2001], Alzheimer [Gauthier ve
ark., 2001], Parkinson [Jenner, 2001; Sherer ve ark., 2001] ve 16semi [Brown ve ark.,
1990; Blair ve Zham, 1995] gibi hastaliklarin sikliginda artis tespit edilmistir [Blair
ve ark., 1983; Brown ve ark., 1990; Blair ve Zham, 1995; Kogevinas ve ark., 1995;
Khuder ve Mutgi, 1997; Hardell ve Eriksson, 1999; Gauthier ve ark., 2001; Jenner,
2001; Ji ve ark., 2001; Sherer ve ark., 2001; Shukla ve ark., 2001; Zheng ve ark.,
2001; Chiu ve ark., 2004].

Genotoksik etki; DNA’da hasar olusturan etki olarak isimlendirilir. Genotoksik
etkiler kanser baslatic1 bir mekanizma olarak kabul edilmekte, bunun sonucu olarak
da gelistirilen cesitli yontemler sayesinde DNA’daki hasarin saptanmasi ile kanser

riskinin belirlenmesine yardimci olunabilmektedir [Salama ve ark., 1999].

Bundan dolay1 risk altindaki niifuslarin tespiti ¢ok ©Onemli bir konuyu teskil
etmektedir. KA, KKD, MN ve son zamanlarda DNA’ya hasar veren ajanlarin
erkenden biyolojik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan comet testi gibi
genotoksisite testlerine dikkat cekilmektedir. Pestisitlerin genotoksik etkilerinin
kanit1 olarak KA, KKD, MN ve comet sonuglarinda meydana gelen 6énemli artiglar
gosterilmektedir [De Ferrari ve ark., 1991; Amr, 1999; Au ve ark., 1999; Antonucci
ve de Styllos Colus, 2000; Garaj-Vrhovac ve Zeljezic, 2000; Garaj-Vrhovac ve
Zeljezic, 2001; Shaham ve ark., 2001; Zeljezic ve Garaj-Vrhovac, 2001].
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Bu calismada, pestisitlerin kullaniminda artis ve bazilarinin karsinojenik ve toksik
etki gostermeleri nedeniyle, giinliilk yasantimizda maruz kalma ihtimalimiz olan iki

insektisitin in vitro genotoksik etkileri incelenmistir.

Genotoksik etkileri arastirllacak olan kimyasallarin insan lenfosit kiiltiirlindeki
uygulama siireleri hiicre siklusu dikkate alinarak 24 veya 48 saat olarak belirlenmistir
[Hrelia ve ark., 1996]. Insan lenfositlerinde genotoksisite calismalarinda hiicre
siklusu yaklagik olarak 24 saat oldugundan 2. ve 3. mitozlarin gézlenebilmesi igin

inkiibasyon siiresi 72 saat olarak belirlenmistir [Celik, 2003].

Kromozomal anormallik testinde metafaz safhasindaki hiicreler incelenmistir. Ciinkii
kromozom anormalliklerinin belirlenmesi en kolay metafaz evresinde olmaktadir.
Cok miktarda metafaz elde edebilmek igin hiicre Kkiiltiiriine kolkisin ekimi

yapilmistir.

Trichlorfon insektisitinin 24 saatlik uygulamanin en diisiitk dozu hari¢ tiim siire ve
dozlarda kromozomal anormallik frekanstm anlamh bir sekilde artirdig:
belirlenmistir. Phorate insektisitinin ise Kiiltiire edilmis insan lenfositlerine
uygulanmasi sonucu tiim doz ve siirelerde kromozomal anormallik frekansinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir artis gosterdigi belirlenmistir. En
fazla sebep olduklar1 kromozomal anormallikler; kromatid kirig1 ve kromozom kirigi
olarak tespit edilmistir. Elde edilen tiim bu sonuclar Trichlorfon ve Phorate
insektisitlerinin ikisinin de insan lenfosit kiiltiiriinde klastojenik etkili oldugunu

gostermistir.

Kromatid kiriklar1 kromozomun bir kromatidinde goriilen yani DNA’nin cift
zincirinde olusan kirilmalar sonucu olusan kiriklardir. Kromatid kiriklarinin sebebi
uygulanan maddelerin ge¢ S veya G2 sathasinda etkili olmalaridir [Natarajan, 2002].
Sik karsilagilan ikinci anormallik ise kromozom kirigidir. Kromozom kiriklar
kromozomlarin her iki kromatidinde de meydana gelen ve tamir edilememis DNA
cift zincir kiriklandir [Savage, 1993]. Bu durum insektisitlerin G1 sathasinda da

etkili olduklarim1 gostermektedir [Natarajan ve Obe, 1982]. Her iki kromatitte



71

meydana gelen DNA c¢ift zincir kiriklan DNA’nmin fosfodiester baglarindaki
kirilmalar olarak tespit edilmistir [Topaktas ve ark., 1996]. Her iki insektisitin ayrica
kardes kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozom olusumunu da artirdigi
belirlenmistir. Kardes kromatidlerde birlesme genellikle kromozomun terminal
kisminda meydana gelen delesyonlardir [Kayraldiz ve Topaktas, 2001; Yiizbasioglu
ve ark., 2006]. Disentrik kromozom olusumunda ise homolog olmayan kromozomlar
arasinda ya da homolog kromozomlarin iki uzun veya iki kisa kolu arasindaki
birlesmeler etkilidir [Anderson ve Pedersen-Bjergaard, 2000]. Her iki insektisit
ayrica fragment olusumunu indiiklemistir. Fragmentlerin pestisitlerin etkisiyle olusan
subkromatid veya kromatid kiriklar oldugu diisiiniilmektedir [Kaur ve Grover, 1985;
Prakash ve ark., 1988]. Farkli ve aym pestisitler ile yapilan diger calismalarda da

benzer sonuglara rastlanmistir.

Yapilan arastirmalar sonucu bazi arastiricilar kromozomal anormalliklerinin
kimyasallardaki alkilleyici ajanlarn DNA’da sebep olduklart hasarlardan
kaynaklandigini ileri siirmiislerdir. Kimyasallarin ana molekiillerinde ya da onlara ait
metabolitlerin yapisinda bulunan alkil ve/veya fosforil gruplarin (elektrofilik kisim)
DNA’da bulunan niikleofilik kisma baglanarak mutajenik aktiviteyi etkiledigi
belirlenmistir [Wild, 1975; Searle, 1984; Wauchope ve ark., 1992; Giri ve ark., 2002;
Celik, 2003]. Hiicre siklusunun G2 sathasinda DNA’da olusan hasarlar tamir edildigi
icin bu saftha kromozomal anormalliklerin tespitinde onemlidir. Eger kromozomal
anormallikler artig gosteriyorsa bu safhada DNA tamirinin ya yanlis yapildigin1 ya da
hi¢ yapilmadigim1 gostermektedir [Rani ve Rao, 1991; Burim ve ark., 2001;
Natarajan, 2002].

Bes farkli insektisitten olusan Methoxyphosphinyl’in bilesenlerinin (Trichlorfon,
Acephate, Dichlorvos, Monocrotophos ve Methamidophos) genotoksisitesini
belirlemek icin Wang ve arkadaslari KA testini uygulamistir. Yapilan calismada
Trichlorfon’un 0,04; 0,2; 1,0 ve 5,0 mg/ml’lik dozlar1 24 saat siire CHO hiicrelerine
uygulanmistir. Insektisitlerin sebep oldugu kromozom anormalliklerinin sirasi ise:

Trichlorfon < Acephate < Monocrotophos < Methamidophos < Dichlorvos
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seklindedir. Bu pestisitin KA artisina sebep olmadigi agiklanmistirf Wang ve ark.,

2003]. Bizim sonuglarimizda ise Trichlorfon KA oranini 6nemli diizeyde artirmistir.

Czeizel (1994) yaptig1 calismada aralarinda Trichlorfon’unda bulundugu yedi farkli
insektisite (Trichlorfon, Malathion, Methylparation, Mevinphos, Dimethoate,
Dichlorvos, Diazinon) maruz kalan insanlarin lenfositlerindeki kromozomal
anormallikleri belirlemistir. U¢ farkli zamanda alinan (zehirlenmenin 3-6. giinii, 30.
giinii ve 180. giinii) kan numunelerindeki KA degisimlerini tespit etmistir. Elde
edilen sonuglara gore Trichlorfon tiim siirelerde istatistiksel olarak anlamli (p<0,001)
bir sekilde anoploidiyi artirmistir. Ayrica kromatid ve kromozom tipi
anormalliklerde 30. giin alinan numunede anlaml bir artis (p<0,05) belirlenmistir.
Kromozom tipi anormallikler asentrik, halka ve disentrik kromozomlar olarak tespit

edilmistir [Czeizel, 1994].

Organofosfatl Methidathion ve Triadimenol pestisitlerinin genotoksik etkilerini
belirlemek icin yapilan ¢alismada insan periferal lenfositlerine her iki pestisit i¢in de
dort farkli doz (Methidathion igin; 3,75; 7,50; 15,00 ve 30,00 pg/ml, Triadimenol
icin; 2,5; 5,0; 10,0 ve 20,0 ug/ml) uygulanmistir. KA testi sonuglar1t Methidathion ve
Triadimenol’iin tiim uygulamalarda anormal hiicre frekansim1 kuvvetli bir sekilde
artirmakla birlikte bu artisin doza bagh oldugunu gostermistir. En sik rastlanan
kromozom anormallikleri kromatid kirig1, kardes kromatidlerde birlesme ve disentrik
kromozomlar olarak belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda da her iki

pestisitinde klastojenik etkiye sebep oldugu belirtilmistir [Demir, 2005].

Ganguly ve Bhattacharya (2006) Metacid (Organofosfatli), Profenofos
(Organfosfatll) ve Nimbecide (Biyopestisit) pestisitlerinin genotoksisitelerini KA
yontemi ile belirlemislerdir. Saglikl fareler 15 giin boyunca bu ii¢ farkli insektisit ile
beslenmislerdir. Biitiin dozlar viicut agirligmin 1 ml/100 g oraninda oral olarak
uygulanmistir. Prefenofos tiim konsantrasyonlarda (% 0,1; % 0,2 ve % 0,3) fare
kemik iligi hiicrelerinde sentrik fiizyon, hiperploidi, somatik azalma, poliploidi,
anafazda kromatidlerde esit olmayan dagilma ve kromozomlarda gruplasmada artig

ortaya ¢ikarmistir. Metacid ise % 0,1 konsantrasyonunda hem kromozom fragmenti



73

olusumunu artirirken hem de biitiin konsantrasyonlarda (% 0,1; % 0,2 ve % 0,3)
asentrik kromozom olusumunu artirmistir. Nimbecide ise tiim konsantrasyonlarda (%
0,2; % 0,4 ve % 0,6) yalnizca kromozom fragment olusumunu artirmistir [Ganguly

ve Bhattacharya, 2006].

Sailaja ve ark. (2006) pestisite maruz kalan iscilerdeki genotoksisiteyi
belirlemislerdir. 54 pestisit iscisi ve esit sayida kontrol grubunun lenfositlerindeki
DNA hasarlarini belirlemek i¢in KA testi yapilmistir. Sonuclar kontrole gore pestisit
iscilerindeki kromozomal anormallik frekansinda artis oldugunu gostermistir
(p<0,05). Sonug olarak mesleki pestisit maruziyetinin somatik hiicrelerde genetik

hasara sebep olabildigi agciklanmistir [Sailaja ve ark., 2006].

Acephate ve Mephospholan organofosfathi insektisitler olup iki insektisitinde
genotoksik etkilerini belirlemek icin KA testi uygulanmustir. Insan lenfositlerinde
yapilan calismada tiim uygulama siireleri (24 ve 48 saat) ve dozlarinda (Acephate
icin 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 ve 200,0 pg/ml; Mephospholan i¢in 0,125; 0,25; 0,50;
0,10 ve 0,20 pg/ml) KA frekansinda negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir artisa sebep oldugu belirlenmistir. En sik karsilasilan anormallikler ise kromatid
kirigr ve kromozom kirigi olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar her iki insektisitin de

klastojenik etkiye sahip oldugunu gostermistir [Ozkan, 2009].

Bu calismada kullanilan bir diger test kisa siireli mutajenite ve kanserojenite
testlerinden olan kardes kromatid degisimi testidir. Bu metod hassas ve kabul géren

yontemlerdendir [Bolognesi, 2003; Bagc1 ve ark., 2005].

Bir¢ok kimyasal ajan kardes kromatid degisimi olusumunu farkli sekillerde
etkilemektedirler. Yapilan bazi calismalarda kimyasallarin DNA’y1 alkilleyerek
poliniikleotidlerde capraz baglar olusmasini sagladiklart belirlenmistir. Meydana
gelen bu baglanmalar DNA tamir mekanizmasi tarafindan tamir edilemedigi igin
KKD frekansinda artisa sebep olmaktadir [Tuna, 1992; Wilson III ve Thompson,
2007]. KKD olusumunda ayrica DNA tek zincir kiriklar da etkili olmaktadir. DNA
tek zincir kiriklarimin 6nlenmesinde gorev alan DNA LIG3, PARP-1 ve XRCCl1
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proteinlerde olusabilecek anormallikler de kardes kromatit degisimine neden

olabilmektedir [Wilson III ve Thompson, 2007].

Kardes kromatid degisimi testinde Trichlorfon ve Phorate icin her iki uygulama
siiresinde ve tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. Ayrica
Trichlorfon’un sebep oldugu artisin doza bagl oldugu da belirlenmistir. Her iki
insektisitinde insan lenfositlerinde DNA hasarina neden oldugu bundan dolay1

mutajenik ve klastojenik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Madrigal-Bujaidar ve ark. (1993) genis spektruma sahip bir pestisit olan Trichlorfon
ile aynt kimyasal olarak bilinen Metrifonate’in (Alzheimer hastaligi tedavisinde
kullanilan bir ilag) insan lenfositlerindeki genotoksisitesini arastirmak icin KKD
metodunu kullanmistir. Elde edilen sonuclara gore en diisiik doz hari¢ (10 pg/ml)
diger dozlarda (20, 30, 40, 50 ve 60 pg/ml) KKD frekansinin doza bagli olmayan bir
artis gosterdigini tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda Ri’de de en yiiksek ii¢ dozda
onemli bir azalig gozlenmistir. Fare kemik iligi hiicreleri ile yapilan caligmada ise
120 mg/kg’lik dozda KKD frekansinin artig gosterdigi belirlenmistir [Madrigal-
Bujaidar ve ark., 1993]. Bu sonu¢ bizim sonucumuzu desteklemektedir.

Caligmamizda Trichlorfon KKD oranini artirmistir.

Wang ve ark. (2003) yaptiklart calismada bes farkli insektisitten olusan
Methoxyphosphinyl’in  bilesenlerinin ~ (Trichlorfon, = Acephate, = Dichlorvos,
Monocrotophos ve Methamidophos) genotoksisitesini belirlemek i¢in KKD
yontemini uygulamistir. KKD frekansinin Trichlorfon’da en yiiksek ii¢ dozda (0,2;
1,0 ve 5,0 mg/kg) istatistiksel (p<0,005) olarak artis gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
KKD frekanst su sira ile artig gostermistir: Dichlorvos< Methamidophos<
Monocrotophos<Trichlorfon< Acephate [Wang ve ark., 2003]. Bizim ¢alismamizda

da KKD frekansi tiim dozlarda 6nemli diizeyde artig gostermistir.

Balaji ve Sasikala (1993) Malathion ile yaptiklarn calismada genotoksisiteyi

belirlemek i¢in insan lenfositlerinde KKD testini uygulamiglardir. KKD frekansinin



75

tim dozlarda (0,02; 0,2; 2,0 ve 20,0 pg/ml) doza bagh artig gosterdigi tespit
edilmistir [Balaji ve Sasikala, 1993].

Methidathion insektisitinin KKD frekansina etkisi aragtirllmistir. 24 saatlik uygulama
siiresinde en diisiik doz hari¢ (3,75 pg/ml) diger dozlarda istatistiksel olarak anlamli
ve doza bagh artis tespit edilmistir. 48 saatlik uygulamanin ise tiim dozlarinda (3,75;
7,50; 15,00 ve 30,00 pg/ml) doza bagl ve onemli artisa neden oldugu gozlenmistir.
Triadimenol uygulamasinda ise tiim doz (2,5; 5,0; 10,0 ve 20,0 pg/ml) ve uygulama

siirelerinde istatistiksel ve doza bagh artig belirlenmistir [Demir, 2005].

Organofosfath insektisitler olan Acephate ve Mephospholan ile insan lenfosit
kiiltiirlerinde yapilan KKD testi genotoksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
Acephate 24 saatlik uygulama sonunda KKD frekansinda en diisiik iki doz hari¢
diger dozlarda (50,0; 100,0 ve 200,0 ug/ml), 48 saatlik uygulamanin ise en diisiik
doz hari¢ (12,5 pg/ml) diger dozlarda istatistiksel ve doza bagli bir artisa sebep
olmustur. Mephospholan insektisiti ise her iki uygulama siiresinde ve tiim dozlarda
negatif kontrole gore KKD oraninda anlamli bir artisa sebep olmustur. Bu sonuglar

her iki insektisitin de genotoksik etkiye sebep oldugunu gostermistir [Ozkan, 2009].

Yilmaz ve ark. (2008) Conan SFL (Hexaconazole) fungisitinin insan lenfosit
kiiltiriindeki  genotoksisitesini belirlemek i¢in KKD frekansindaki degisimi
incelemislerdir. Insan lenfositlerinde uygulanan 17,50; 35,0 ve 70,0 pg/ml’lik
dozlarin KKD frekansini artirdig tespit edilmistir [ Yilmaz ve ark., 2008].

Bu calismada ayrica hassas ve giivenilir bir test olan MN testi de uygulanmistir.
Mikroniikleuslar, asentrik fragment ve/veya mitozda kutuplara ¢ekilememis tam bir
kromozomdan (kalgin kromozom) meydana gelmektedir. Kalgin kromozomlar
kromozom uclarinda yapiskanlik veya kromozomal hareketlerin yetersizligi sonucu
olusan kromozomlardir [Ahmad ve Yasmin, 1992]. Telofaz safthasinda ayr1 kalmig
kromozomlar ve fragmentlerin etrafi ¢cekirdek zar1 olusumu ile ana niikleusdan daha

kiiciitk olan mikroniikleuslar olusturur. Bu metod sadece boliinme ozelligi
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gosterebilen hiicrelerde kullanilabilmektedir [Dimitrov ve Gadeva, 1997; Fenech,

2000; Gomiirgen, 2000].

Trichlorfon ve Phorate’in MN testi sonuclar1 en diisiik dozlar hari¢ diger dozlarda
kontrole gore anlamli bir artis oldugunu gostermistir. Trichlorfon’un sebep oldugu
artis doza bagli iken Phorate doza bagli olmayan bir artisa sebep olmustur. Bu
sonuglara gore her iki insektisitin de insan lenfositlerinde klastojenik ve andjenik

etkiye sahip oldugu diisiiniilmiistiir.

Grover ve Malhi (1985) yaptiklar1 ¢aligmada Phorate, Ekatin, Fenitrothion ve
Metylparathion olmak iizere dort organofosfatli insektisitin genotoksisitesini fare
kemik 1iligi hiicresinde MN testi ile belirlemislerdir. Phorate’mn 0,25; 0,50 ve 0,75
mg/kg’lik dozlann kullanmilmistir. Phorate 0,75 mg/kg’lik dozda MN frekansini
artirmistir (p<0,05). Phorate ve Metylparathion mutajenik etki gosterirken Ekatin
zayif mutajenite gOstermistir. Fenitrothion ise kontrole gore herhangi 6nemli bir
degisiklige sebep olmamistir [Grover ve Malhi, 1985]. Bizim yapmis oldugumuz
calisma sonucunda ise Phorate’in en diisiikk doz hari¢ (0,25 pg/ml) diger dozlarda

MN frekansin1 6nemli sekilde artirdigi belirlenmistir.

Sailaja ve ark. (2006) 54 pestisit is¢isi ve ayni sayidaki kontrol gruplariin agiz epitel
hiicrelerinde MN testleri uygulamistir. Sonugta pestisite maruz kalan iscilerde MN

frekansi1 kontrol grubuna gore artis gostermistir (p<0,05) [Sailaja ve ark., 2006].

Trichlorfon’la (1; 10; 20 ve 40 pg/ml) muamele edilen insan lenfositlerinde pan-
sentromerik ve 2., 7. ve 18. kromozomlar1 i¢in sentromer problar1 kullanilan FISH
teknigi ol¢iimlerinde kromozom kaybi ve kromozomlarda ayrilmama belirlenmistir.
Ayni caligmada insan lenfoblastoid hiicre hatlarinda (AHH-1 ve MCL-5)
Trichlorfon’un sebep oldugu andjenik aktiviteyi belirlemek icin MN testi
kullanilmigtir. MN frekansinin doza bagh artis gosterdigi belirlenmistir [Doherty ve
ark., 1996]. Bizim yapmis oldugumuz calismada Trichlorfon’un MN frekansini en
diisiik doz hari¢ diger dozlarda artirdig: tespit edilmistir. Ayrica en yiiksek dozda ise

toksik etki belirlenmistir.
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Tian ve ark. (2000) Trichlorfon’un sebep oldugu sitogenetik ve gelisimsel etkileri
belirlemek icin fare zigotlarinda tek doz ile (100 veya 200 mg/kg) gebeligin 3., 9. ve
17. giinlerindeki degisimleri gozlemlemislerdir. Embriyonun 3. giiniinde MN ve 9.
giiniinde monosomik veya trisomik hiicre hatlarindaki mozaik andploidi frekanslar

kontrole gore onemli bir artig gostermistir [Tian ve ark., 2000].

Karbamatli, organofosfatli insektisitler ve piretroitleri karistirarak kullanan 39 is¢ide
pestisite maruziyet ile olusan MN frekanslar1 aragtinlmistir. Ayrica pestisitlere
maruziyetin mevsimle ilgili olabilecegini diistinerek biri yiiksek maruziyet olabilecek
donem olan ilkbahar-yaz digeri diisiik maruziyet olabilecek donem olan sonbahar-kis
olmak {iizere iki farkli zamanda iki farkli kan numunesi alinmistir. Periferal kan
lenfositlerinde MN teknigi ile biniikleat hiicre mikroniikleus (BNMN) frekansi ve
niikleer boliinme indeksi (NBI=Sitokinezi durdurularak cogalma indeksi=CBPI)
arastirilmigtir. Elde edilen sonuclara gére BNMN her iki doneminde de Onemli
istatistiksel bir fark gostermemistir. NBI ise mevsime bagli ve istatistiksel artis

gostermistir [Pastor ve ark., 2002].

Methidathion ve Triadimenol pestisitlerinin insan periferal lenfositlerinde yapilan
aragtirmada Methidathion insektisitinin en diisiik dozu (3,75 pg/ml) hari¢ diger
dozlarinda negatif kontrole gore onemli bir artis belirlenmistir. Triadimenol’de ise
biitiin dozlar negatif kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir. Bu sonuglar
her iki pestisitinde andjenik ve klastojenik etkili oldugunu gostermektedir [Demir,

2005].

Acephate ve Mephospholan ile insan lenfositlerindeki genotoksik etkiyi belirlemek
icin MN testi ugulanmistir. Acephate insektisiti MN frekansim1 doza bagli olarak
onemli oranda artirmigtir. Bu artig tiim dozlarda belirlenmistir. Mephospholan ise en
yiikksek iic dozda (0,50; 1,00 ve 2,00 pg/ml) anlamli ve doza bagh bir artis
gostermistir. Elde edilen sonuclar her iki insektisitinde genotoksik etkiye sebep

oldugunu gostermistir [Ozkan, 2009].
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Bu calismada ayrica Trichlorfon ve Phorate insektisitlerinin mitotik indeksteki
degisimleri de tespit edilmistir. Buna gore Trichlorfon’un 24 saatlik uygulamanin
9,38 ve 18,75 pg/ml’'lik dozlarinda, 48 saatlik uygulamanin ise 18,75 pg/ml’lik
dozunda anlamli bir diisiis belirlenmistir. Phorate ise 24 ve 48 saatlik uygulamalarin
en diisiik dozlar hari¢ diger dozlarda kontrole gore doza bagl diisiise neden
olmustur. Bu sonuglar her iki insektisitin de hiicre béliinmesinde engelleyici yani
sitotoksik etkili oldugunu gostermektedir. Mitotik indekste goriilen bu azalma
hiicrelerin G2 safhasina girmesini engelleme ya da ATP seviyesinde azalmaya neden
olarak enerji liretim seviyesini azaltmaya sonugta da enerji iiretim merkezindeki
bozukluga baglanmistir [Epel, 1963; Jain ve Sarbhoy, 1988; Kayraldiz ve Topaktas,
2001]. Bunlarin yan1 sira DNA sentezi i¢in gerekli, i§ olusumundan sorumlu
enzimlerin baskilanmasi, DNA sentezinin engellenmesi ve G2 safhasinin uzamasi da
nedenler arasinda gosterilmektedir [Van’t Hof, 1968; Hidalgo ve ark., 1989;
Yiizbasioglu ve ark., 2006].

Methidathion ve Triadimenol pestisitleri insan periferal lenfositleri ile yapilan
calismalar sonucunda Methidathion insektisitlerinin 24 ve 48 saatlik uygulamalarin
biitiin dozlarinda mitotik indekste negatif kontrole gore istatistiksel agidan bir
azalmaya neden olmustur. Elde edilen sonuclara gére Methidathion insektisitinin
hiicre boliinmesini engelledigi yani sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir.
Triadimenol fungisiti ise 24 ve 48 saatlik uygulamalarda negatif kontrole gore diisiis

gostermis olsa da sadece 20,00 ug/ml’lik dozlarda bu azalma anlamlidir [Demir,

2005].

Acephate ve Mephospholan insektisitlerinin insan lenfositleri {izerinde hiicre
boliinmesine olan etkilerini belirlemek icin MI degerleri belirlenmistir. Calisma
sonucunda Acephate insektisitinin 24 saatlik uygulama siiresinin en diisiik iki doz
hari¢ (12,5 ve 25,0 ug/ml) diger dozlarda; 48 saatlik uygulamanin ise en diisiik doz
hari¢ diger dozlarinda negatif kontrole gore doza bagl bir diisiise sebep oldugu
belirlenmistir. Mephospholan ise 24 saatlik uygulamanin 0,50; 1,00 ve 2,00
pg/ml’lik dozlarinda 48 saatlik uygulamanin ise 1,00 ve 2,00 ug/ml’lik dozlarinda
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onemli bir diisiise sebep olmustur. Acephate ve Mephospholan’in hiicre boliinmesi

engelleyici etkiye sahip oldugu belirlenmistir [Ozkan, 2009].

Metacid, Profenofos ve Nimbecide pestisitleri ile yapilan calismada MI frekansi

kontrol grubuna gore diislis gostermistir [Ganguly ve Bhattacharya, 2006].

Yilmaz ve ark. (2008) yaptiklar1 c¢alismada Conan 5FL (Hexaconazole)'nin MI
izerindeki etkisini insan periferal lenfositlerinde 17,50; 35,0 ve 70,0 pug/ml’lik
dozlari ile belirlemislerdir. Elde edilen sonuglara gére MI degerinin tiim dozlarda

anlaml olarak azaldig1 belirlenmistir [ Yilmaz ve ark., 2008].

Genetik etkilerin belirlenmesinde kullanilan bir kriter de replikasyon indeksidir.
Hiicre siklusu kinetiklerinin belirlenmesinde bir parametre olan Ri’den sitotoksik
etkileri belirlemek i¢in faydalanilmaktadir. Trichlorfon ve Phorate’1n kiiltiire edilmis
insan lenfositlerinde RI herhangi bir etki gostermedigi belirlenmistir. Benzer sekilde
Karathane LC [Celik ve ark., 2005], Conan 5FL [Yilmaz ve ark., 2008], Acephate ve
Mephospholan [Ozkan ve ark., 2009] pestisitleri de replikasyon indeksini
etkilememislerdir [Celik ve ark.,2005; Yilmaz ve ark., 2008; Ozkan ve ark., 2009].

Calismada kullanilan bir diger test ise comet testidir. Tek hiicre alkali jel
elektroforezi olarak da bilinmektedir. Comet testi son yillarda gelistirilen, oldukca
giivenilir bir test yontemidir. In vitro ve in vivo’daki bircok hiicrede, cesitli
maddelerin etkisi ile meydana gelen DNA hasarinin kisa siirede belirlenmesinde
sikca kullanilmaya baslanmistir. Comet testi yonteminde Kkiiltiirii yapilacak
kimyasalin uzun siire uygulamaya maruz birakilmamasina dikkat edilmistir ve bu
siire 1 saat olarak belirlenmistir. Ciinkii uzun siire kiiltiir ortaminda tutuldugunda

olusan DNA hasarlan tamir edilmekte ve yeniden hasar olusumu goériillmemektedir.

Yapilan calismada Trichlorfon’un tiim dozlarda kuyruk uzunlugu ve kuyruk
yogunlugunu kontrole gore istatistiksel olarak artirdign tespit edilmistir.
Trichlorfon’un sebep oldugu bu artis kuyruk uzunlugunda doza bagh etki

gosterirken, kuyruk yogunlugu doza bagh olarak artis gostermemistir. Phorate ile
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yapilan comet testi sonuglarina gore kuyruk uzunlugu tiim dozlarda istatistiksel artig
gosterirken kuyruk yogunlugunda yalmz en yiiksek doz (2,00 pg/ml) anlamlh etki
gostermistir. Kuyruk yogunlugundaki artis doza bagh olarak tespit edilmistir. Bu
sonuclar her iki insektisitinde izole lenfositlerde DNA hasar1 olusturduklarim

gostermektedir.

Bhalli ve ark. (2009) pamuk ekiminde pestisit piiskiirtme islemi yapan is¢ilerle
yaptiklar1 caligmada comet testini kullanmislardir. Piiskiirtiilen organofosfath
pestisitlerin arasinda Phorate’da bulunmaktadir. Comet testi sonuglart kontrol
grubuna gore (6,54+1,73 um) kuyruk uzunlugunda istatistiksel olarak dnemli bir artig
oldugunu gostermistir (14,80+3,04 um; p<0,001) [Bhalli ve ark., 2009]. Yapmis
oldugumuz calismada Phorate comet kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlunda 6nemli

diizeyde artisa sebep olmustur.

Rahman ve ark. (2002) iki organofosfatli insektisit olan Chloropyriphos ve Acephate
ile yaptiklan in vivo ¢calismada Swiss albino farelere oral olarak 24, 48, 72 ve 92 saat
siire ile insektisitleri uygulanmistir. Comet metodu kullanilarak kan numunelerindeki
comet kuyruk uzunlugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore Chloropyriphos
24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinde tiim dozlarda (0,28; 0,56; 1,12; 2,24; 4,48 ve
8,96 mg/kg) anlamh artisa neden olmustur. 72 saatlik siirenin ilk dort dozunda ve 92
saatlik siirenin biitiin dozlarinda 6nemli bir artig belirlenmemistir. Acephate’in biitiin
dozlart (12,25; 24,50; 49,98; 196 ve 392 mg/kg) 24 ve 48 saatlik uygulama
siirelerinde istatistiksel artis gostermistir. 72 saatin ilk ii¢ dozunda ve 92 saatlik
uygulama siiresinin biitiin dozlarinda herhangi bir artis belirlenmemistir [Rahman ve

ark., 2002].

Organofosfath bir insektisit olan Acephate’in insan lenfositlerinde sebep oldugu
hasarlar comet testi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore 1, 2, 3,4, 5, 6 ve 7
uM’lik dozlarda kuyruk uzunlugu kontrole gore istatistiksel artis gostermistir. 8, 9 ve
10 uM’lik dozlarn ise lenfositlerde nekroza sebep oldugu belirlenmistir [Das ve ark.,

2008].
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Ozkan ve ark. (2009) vyaptiklari cahsmada Acephate insektisitinin insan
lenfositlerinde sebep oldugu DNA hasarlarim belirlemislerdir. Elde ettikleri
sonuclara gére bu insektisit 100,00 ve 200,00 mg/ml™"lik dozlarda kuyruk
uzunlugunu artirmigtir. Ayrica kuyruk yogunlugu en yiiksek dozda anlamli artis

gostermistir [Ozkan ve ark., 2009].

Undeger ve Bagaran (2005) yaptiklar1 ¢alismada alt1 pestisitin genotoksik etkilerini
belirlemislerdir. Calismada organofosfatlilar sinifindan Dimethoate ve Metil
paration; karbamatlar sinifindan Propoxur ve Pirimicarb; piretroitlerden ise
Cypermethrin ve Permethrin kullanilmistir. Bu maddelerin genotoksik etkileri insan
periferal lenfositlerinde comet testi ile belirlenmistir. Dimethoate kuyruk uzunlugu
ve kuyruk yogunlugunu tiim dozlarda (10; 50; 100 ve 200 pug/ml) istatistiksel olarak
onemli oranda artirmistir. Metil paration kuyruk uzunlugunu 10, 50 ve 200 pg/ml’lik
dozlarda artirirken, kuyruk yogunlugunu 100 ve 200 ug/ml’lik dozlarda artirmistir.
Propoxur kuyruk uzunlugunda tiim dozlarda (10; 50; 100 ve 200 pg/ml) artisa neden
olmustur. Kuyruk yogunlugu ise 50, 100 ve 200 pg/ml’lik dozlarda artig gostermistir.
Primicarb ise kuyruk uzunlugunu en yiiksek (200 pg/ml’lik) dozda, kuyruk
yogunlugunu ise en diisiik (10 pg/ml) ve en yiiksek (200 pg/ml) dozlarda artirmistir.
Cypermethrin pestisiti ise 50 ve 200 pg/ml’lik dozlarda kuyruk uzunlugunu
artirirken, 10 ve 200 pg/ml’lik dozlarda kuyruk yogunlugunda artisa sebep olmustur.
Son pestisit olan Permethrin ise kuyruk uzunlugunu 50 ve 200 pg/ml’lik dozlarda
artirmistir. Kuyruk yogunlugunu ise 10 ve 200 pg/ml’lik dozlarda anlamli olarak

artrrmustir [Undeger ve Basaran, 2005].

Bu arastirma sonucunda Trichlorfon ve Phorate’in insan periferal lenfositlerinde
mutajenik, klastojenik, andjenik ve DNA hasarina sebep olduklar tespit edilmistir.
Fakat bu calismanin etkilerinin daha detayli belirlenebilmesi igin baska test
sistemleri ile in vivo olarak arastirmalar yapilmasi gerekmektedir. Her giin istemli
veya istemsiz olarak insanlarin maruz kaldigi pestisitlerin pek cogunun toksisite
testleri arastirilmay1 beklemektedir. Kullanilmakta olan bu pestisitlerin asil amaci
cesitli zararhlan oldiirmek ve iiretimi artirmak olsa da biiyiik bir dezavantaj olarak

karsimiza hedef dis1 canlilarda sebep oldugu oOliimler, zehirlenmeler, teratojenik ve
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kanserojenik etkiler ¢ikmaktadir. Son zamanlarda artan kanser vakalari ve sakat

dogumlar da bu sonuglar1 desteklemektedir.

Pestisitlerin sebep oldugu hasarlarin  Oniine gecebilmek icin kullanicilarin
bilin¢lendirilmesi ayrica yapilan calismalar dogrultusunda toksik etki gosteren
kimyasallarin ~ kullamimdan  kaldirilmast ya da kullamiminin  kisitlanmast
gerekmektedir. Bunun i¢in de devlet, iiretici ve tiiketici igbirliginin pekistirilmesi
gerekmektedir. Giiniimiizde kullamimi artan sentetik pestisitlerin yerine c¢iftgiler
biyoinsektisit kullanimina tesvik edilmelidir. Son zamanlarda devamh sozii edilen
organik tarim ve organik iiriinler hakkinda da tiiketicinin bilgilendirilmesi dnemli bir

yer tutmaktadir.

Meyve ve sebzelerde hasara sebep olan canlilarin yok edilmesi i¢in onlarla beslenen
canlilarin avlanmasi kontrol altina alinmali ve diizenli olarak denetlemeleri
yapilmalidir. Boylece pestisit kullaniminin biraz da olsa Oniine gegilebilir ve dogal

denge korunmus olur.
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