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ÖZET 

Bu çalı�mada organofosfatlı insektisitlerden Trichlorfon ve Phorate’ın in vitro 

genotoksik etkileri insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA), 

karde� kromatid de�i�imi (KKD), mikronükleus (MN) ve comet testleri 

kullanılarak ara�tırılmı�tır. Ayrıca Trichlorfon ve Phorate’ın mitotik indeks 

(M�), replikasyon indeksi (R�) ve nükleer bölünme indeksi (NB�) üzerine 

etkileri de incelenmi�tir. Trichlorfon’un 2,34; 4,69; 9,38; 18,75 ve 37,50 

µg/ml’lik konsantrasyonları ve Phorate’ın 0,25; 0,50; 1,00; 1,50 ve 2,00 

µg/ml’lik konsantrasyonları kullanılmı�tır. Her iki insektisit de hemen hemen 

tüm uygulama sürelerinde ve konsantrasyonlarda KA frekansını doza ba�lı 

olarak artırmı�tır. Trichlorfon ve Phorate KKD/hücre frekansını tüm uygulama 

sürelerinde (24 ve 48 saat) ve konsantrasyonlarda artırmı�tır. Trichlorfon 

uygulamalarındaki bu artı� doza ba�lıdır. Her iki insektisit de mikronükleus 

frekansını hemen hemen tüm konsantrasyonlarda önemli düzeyde artırmı�tır. 

Trichlorfon’un 48 saatlik uygulamasının en yüksek konsantrasyonunun toksik 

oldu�u gözlenmi�tir. Trichlorfon ve Phorate uygulamaları R� ve NB� üzerinde 

önemli olmayan dü�ü�e neden olmu�tur. Bununla birlikte Trichlorfon mitotik 

indeksi 24 saatlik uygulamanın 9,38 ve 18,75 µg/ml’lik ve 48 saatlik 
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uygulamanın 18,75 µg/ml’lik konsantrasyonlarında istatistiksel olarak önemli 

�ekilde dü�ürmü�tür. Di�er insektisit Phorate ise mitotik indekste hemen hemen 

tüm konsantrasyonlarda önemli dü�ü�e sebep olmu�tur. Comet testi sonuçları 

her iki insektisitin de tüm uygulamalarda primer DNA hasarını artırdı�ını 

göstermi�tir. Trichlorfon comet kuyruk uzunlu�u ve kuyruk yo�unlu�unu tüm 

uygulamalarda artırmı�tır. Phorate kuyruk yo�unlu�unu yalnız en yüksek 

konsantrasyonda önemli düzeyde artırırken, kuyruk uzunlu�unu tüm 

konsantrasyonlarda anlamlı oranda artırmı�tır. Elde edilen bulgular, çalı�mada 

kullanılan insektisitlerin kültüre alınmı� ve izole edilmi� insan lenfositlerinde 

klastojenik, mutajenik, anöjenik ve DNA hasarını indükleyici oldu�unu 

göstermi�tir.    
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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 µg/ml 

concentrations of Trichlorfon and 0.25; 0.50; 1.00; 1.50 and 2.00 µg/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 µg/ml 

concentrations for 24 h and at 18.75 µg/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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1. G�R�� 

 

�nsanlar, kırsal ya�amdan yerle�ik hayata geçi�leri ile ba�layan tarımsal 

çalı�malarında mahsullerine zarar veren böcek, fare, ku� ve mikroorganizmalara 

sava� açmı�lardır. Tarım ürünlerini koruma ve üretme a�amasında bazen rastlantı 

sonucu bazen de bilinçli yapılan denemelerde pestisit denilen kimyasalları 

kullanmaya ba�lamı�lardır. Günümüzde bu amaçla kullanılmaya ba�layan pestisitler 

sayesinde ürün miktarı ve kalitesi artırılmı�tır. Aynı zamanda pestisitlerin üretilen 

tarım ürünlerinin ta�ınması, depolanması gibi a�amalarında da bazı fungus ve 

bakterilerin üremesini ve bunların olu�turdu�u toksinlerin de yayılmasını engelledi�i 

tahmin edilmektedir [Bulut ve Tamer, 1996; Güler ve Çobano�lu, 1997; Vural, 

2005].  Fakat günümüzde insan ve hayvan sa�lı�ını tehdit ederek do�al dengeyi 

etkileyen en önemli tehlikelerden biri olmu�lardır. Her geçen gün artan dünya 

nüfusunun besin ihtiyacını kar�ılamak, geli�en endüstri ve daha uygar bir �ekilde 

ya�ama iste�i pestisit kullanımını her geçen gün artırmı�tır.�19. yy. ba�larında tarım 

ürünlerine zarar veren organizmalara kar�ı ilk olarak inorganik pestisitler 

kullanılmı�tır. 1940’lardan sonra inorganik pestisitlerin yerini organik kimyadan 

faydalanılarak üretilenler almı�tır. Bunun sonucunda da DDT ve di�er pestisitler 

ke�fedilmi�tir. Kimyasal pestisitlerden kullanılmak üzere üretilen 6000 kadar sentetik 

bile�i�in patentli olmasına ra�men sadece 600 kadarı ticari amaçla kullanılmaya 

ba�lanmı�tır. Ülkemizde yeti�tirilen kültür bitkilerinden 1/3’ü; 200’den fazla tarım 

zararlısı ve hastalık etkenlerinden dolayı kayba u�ramaktadır. Bu kayıpların 

önlenebilmesi için daha uzun yıllar pestisitlerin kullanımının artaca�ı ku�kusuzdur 

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

 

Pestisitlerin, ortamda birikerek miktarlarındaki sürekli artı�, bunun yanı sıra kalıcı bir 

etkiye sebep olmaları canlılar üzerinde akut, subakut ve kronik zehirlenmelere yol 

açmaktadır. Bu zehirlenmeler sonucu pestisitlere maruz kalan hedef dı�ı birçok 

organizmada da mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkiler görülebilmektedir. 

 

Sarin, tabun, ve soman gibi bazı pestisitlerin de kitle imha silahı olarak 

kullanıldıkları tespit edilmi�tir. II. Dünya Sava�ı sırasında ilk olarak kullanılmı�tır. 
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Özellikle sinir gazı olarak kullanılan bu gazların organofosfat türevi oldu�u 

bilinmektedir. 

 

Pestisitlerin bu gibi olumsuz yanları olmasına ra�men boya sanayisinde, temizlik 

malzemesi olarak ve benzeri birçok alanda kullanılmaktadır. Bu kimyasalların 

uygulanması sırasında seçici toksik özellik göstererek hedef dı�ı canlılara zarar 

vermemesi gerekmektedir. 

 

Pestisitlerin bilinçsizce ve tüzük dı�ı kullanılması hedef organizmaların dı�ında kalan 

canlılara da zarar vermektedir. Pestisitler sa�lı�a zarar vermeyecek dozda 

kullanılsalar dahi zamanla vücutta birikerek do�rudan ya da dolaylı yoldan insan 

sa�lı�ını tehdit etmektedir. Pestisitlerin kanser, genetik de�i�im, sinir hastalıkları ve 

ölüme yol açtı�ı birçok ara�tırmacı tarafından tespit edilmi�tir. Pestisitlerin 

genotoksik etkilerinin belirlenmesinde in vivo testlerin yanısıra in vitro test 

yöntemleri de kullanılmaktadır. �nsan lenfosit kültürü kullanılarak in vitro olarak 

uygulanan genotoksisite testleri arasında kromozomal anormallik, karde� kromatit 

de�i�imi ve mikronükleus testleri en yaygın ve geçerli olanlardır. Ayrıca 

kimyasalların primer DNA hasarını indükleyip indüklemedi�i de, son yıllarda 

geli�tirilen comet testi kullanılarak belirlenmektedir [Yılmaz ve ark., 2008]. 

 

Bu çalı�manın amacı, tarım ürünlerine zarar veren organizmaları yok etmek için 

kullanılan Trichlorfon ve Phorate insektisitlerinin genotoksik etkilerini insan 

lenfositlerinde kromozom anormallikleri, karde� kromatid de�i�imi, mikronükleus ve 

comet teknikleri ile ara�tırmaktır. 
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2. GENEL B�LG�LER 

 

2.1. Pestisitler  

 

Pestisitler tarımsal mücadele sonucunda çevreye karı�an ve ortamda güçlükle 

parçalanan yapay maddelerdir. Pestisitlerin kullanılan etkin madde miktarı geli�mi� 

ülkelerde kısa sürede ton ile ölçülmeye ba�lamı�tır. Pestisitler zararlılara kar�ı 

veteriner hekimlik ve tarımsal mücadelede sıklıkla ba�vurulan kimyasallardır. Çe�itli 

pestisitler günümüzde iç ve dı� birçok parazite kar�ı koruyucu olarak 

kullanılmaktadır. Tarımsal mücadelede fayda sa�layan fakat do�ada kimyasal 

kirlenmeye sebep olan ve canlılar arasındaki besin zincirini  veya direkt insan 

sa�lı�ını tehdit eden maddelerdir [Ekeba� ve ark., 2000]. Pestisitlerin kullanımının 

insan ve çevre üzerindeki etkisi kestirilemedi�i için denetleme düzenli bir �ekilde 

yapılmamı�tır. Ancak 70’li yıllardan sonra DDT’nin hedef canlılar dı�ındaki do�al 

çevreye verdi�i zararlı etkinin tesbit edilmesiyle DDT ve bu maddeye benzer 

kimyasalların kullanım ve satı�ı kurallara ba�lanmı�tır [Edwards, 1973]. 

 

Pestisit kullanımında pek çok hedef dı�ı canlı etkilenmektedir. Özellikle de 

insektisitlerin hedef organizmalar ile birlikte toplu ku�, balık ve memeli ölümlerine 

sebep oldukları belirlenmi�tir [Coppage, 1971; Hill ve Fleming, 1982]. Besin 

zincirine dahil olan pestisitlerin, biyotik ve abiyotik çevrede birikmeleri önemli bir 

çevresel sorun olu�turmaktadır. Ne zaman, nerede, nasıl etkile�ime girdi�i ve uzun 

zaman sürecinde insanlara nasıl etki edece�i bilinemedi�inden pestisitlerin 

kullanımında problemler ortaya çıkmaktadır [Klinkhardt, 1993]. 

 

Yapılan bir çok çalı�mada pestisitlerin serbest radikallere ve DNA hasarına neden 

oldu�u tespit edilmi�tir. Pestisitler, oksidatif stres, serbest radikal üretimi, 

antioksidanlarda de�i�im gibi olaylara yol açabilirler. Pestisitlerin önemli zehirlenme 

mekanizmalarından biri lipit peroksidasyondur� �Kehrer, 1993]. Çünkü lipit 

peroksidasyonu sırasında fazla miktarda reaktif oksijen grubunun açı�a çıkması, 

glutatyon tükenmesi, selenyum (Se), bakır gibi bazı metallerin eksikli�i veya 

fazlalı�ı DNA, RNA ve hücre zarları gibi yapılarda hasara sebep olmaktadır. Bu 
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durum, pestisitlerin sinirler, kaslar, karaci�er, böbrek ve benzeri yerlerde yol açtıkları 

hasarın ba�lıca nedenleri arasındadır [Kaya ve ark., 1998]. 

 

E�er serbest radikallerin etkileri nötralize edilemezse; 

a) Hücre membran proteinleri yıkılarak hücrenin ölmesine sebep olur. 

b) Membranda bulunan protein ve lipitlerin yok olmasını sa�layarak hücrenin 

fonksiyonunu engellerler. 

c) Nükleer membranın yapısını bozarak; hücrenin üremesi ve büyümesini sa�layan 

genetik materyali kırılma ve mutasyonlara savunmasız hale getirirler. 

d) Ba�ı�ıklık sistemindeki hücreleri etkileyerek ba�ı�ıklık sistemini zorlarlar. 

e) Ya�lanma ve kanser gibi olaylara sebep olabilirler [Akku�, 1995; Dündar ve 

Aslan, 2000]. 

 

2.2. Pestisitlerin Kullanımı 

Zirai ilaç yapımında aktif maddeler do�rudan kullanılmamaktadır. Aktif maddelere 

bazı yardımcı maddelerde eklenerek formülasyon denilen karı�ımlar elde 

edilmektedir. Bu sayede toksik olan aktif maddeler hem insanlar hem de çevre için 

daha az zararlı hale getirilmeye çalı�ılmaktadır. �laç formülasyonlarında; 

a) Aktif madde veya etken madde,  

b) Yardımcı madde, 

c) Dolgu maddesi, 

d) Emilgatörler bulunmaktadır [T.C. Çalı�ma ve Sosyal Güvenlik Bakanlı�ı �� 

Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 2005]. 

Toksik etki gösteren maddelerin pestisit olarak kullanılabilmesi için gereken �artlar 

a�a�ıdaki gibi olmalıdır: 

a) Stabil (Kararlı) olmalı, 

b) Tüketiciler, kullanıcılar ve di�er üçüncü ki�iler için güvenilir olmalı, 

c) Besi hayvanlarına zarar vermemeli, 

d) Biyolojik açıdan aktif olmalı, 
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e) Yabani canlılara ve faydalı organizmalara zarar vermemelidir [T.C. Çalı�ma ve 

Sosyal Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 2005]. 

Pestisit kullanımı özellikle geli�mi� ülkelerde fazladır. Ancak bu ülkelerde son 

dönemlerde “dü�ük riskli pestisitler-do�a dostu pestisitler” kullanılmaktadır [EPA, 

1999]. Ayrıca Avrupa Birli�i (AB) ülkeleri Tarım Ürünleri Çalı�ma Grubu, Avrupa 

Tarım Uygulamaları (EUROGAP) Protokolünü yürürlü�e koymu�lardır. Böylece 

satı�a sunulan ürünler sonucu olu�abilecek zararların önlenmesi garanti ve 

güvencesinin sa�lanması mümkün olacaktır [Anonim, 2004].   

Türkiye’de de tarımda verimi artırmak için pestisit kullanımı her geçen gün 

artmaktadır. Türkiye genelinde 2003-2004 yıllarında ilaç ithalatının toplam kimyasal 

madde ithalatına oranı yakla�ık on binde 2 iken, bu oran 2005 yılında on binde 6’ya 

yükselmi�tir [www.kkgm.gov.tr, 2008]. 

 Kullanımdaki artı�ın yanı sıra bazı pestisitlerin olumsuz etkileri nedeniyle 

kullanımının yasaklandı�ı veya sınırlandırıldı�ı durumlarda mevcuttur. Örne�in 

ara�tırmamızda genotoksik etkilerini inceledi�imiz Phorate insektisitinin 2002 

yılından itibaren ABD’de kullanımı kısıtlandı�ı halde aynı yıl itibari ile Türkiye’de 

kullanım sırasında birinci sırada oldu�u bilinmektedir [Delen ve ark., 2005]. 

2.3. Pestisitlerin Sınıflandırılması 

Tarım alanında kullanılan pestisitler etkiledikleri canlı grubuna göre sınıflara 

ayrılmaktadır: 

a) �nsektisitler [Böcek öldürücüler] 

b) Herbisitler [Yabani ot öldürücüler]  

c) Fungisitler [Mantar öldürücüler]  

d) Akarisitler [Örümcekleri öldürenler]  

e) Rodentisitler [Kemirgenleri öldürenler]  

f) Mollusitler [Salyangozları öldürenler]  

g) Nematisitler [Nematodları öldürenler]  

h) Afisitler [Yaprak bitlerini öldürenler]  
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i) Avisitler [Ku�ları öldüren veya kaçıranlar]  

j) Algisitler [Algleri öldürenler]  

k) Bakterisitler [Bakterileri öldürenler]  

l) Repellent [Kaçırma amaçlı]  

m) Fungustatik [Mantar faaliyetini durduranlar] [Güler ve Çobano�lu, 1997]. 

Çalı�malarımızda kullandı�ımız iki kimyasalda insektisitler sınıfında yer almaktadır.  

 

2.4. �nsektisitler 

 

Formülasyonlarına göre insektisitler be� gruba ayrılmaktadır: 

 

2.4.1. Organik fosforlular (Organofosfatlı insektisitler)  

 

Fosforik asit türevleridirler. Stabil de�ildirler. Çabuk parçalanırlar ve toksisiteleri 

yüksektir. Organofosfatlı insektisitlerin en önemli özellikleri asetil kolin gibi 

davranarak asetilkolin esteraz ile etkile�ime girmeleridir [Yavuz ve �anlı, 1999]. 

 

II. Dünya Sava�ı sırasında Alman müttefikler silah yapmak amacıyla organofosfatlı 

bile�ikleri kullanmı�lardır. Sinir gazı olarak adlandırılan bu kimyasallar tanklarla 

atılabilecek duruma getirilmi�tir. Sarin, Tabun ve Soman en iyi bilinen örnekleridir. 

Sonraki yıllarda ise Gerhard Schrader tarımda kullanılmak üzere organofosfatlı 

bile�ikler bulmu�tur [O’Brien, 1974]. 

 

Genel olarak triester olup fosforik asit (H2PO4) türevlidirler. Etken maddelerinin 

içinde P (Fosfor) atomu bulunmaktadır. Ço�unlukla alkoksil içeren iki ester grubuna 

ra�men P atomuna ya metoksi (OCH3) ya da etoksi (OC2H5) ba�lanmı�tır. Üçüncü 

ester grubuna ise elektron çekme özelli�i olan ve P atomunun elektrofilikli�ini 

artıran oldukça kompleks (alifatik, homosiklik veya heterosiklik) yapılar gelebilir. 

Genelde üçüncü grup P atomuna ester (P-O-X) ya da tiyoester (P-S-X) ba�larıyla 

ba�lanırken nadiren de olsa do�rudan C (Karbon) atomu da ba�lanabilir. Bu yapıya 

örnek Trichlorfon verilebilir. Bu sayede P pozitif özellik kazanarak elektrofilik bir 
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yapı olu�ur [T.C. Çalı�ma ve Sosyal Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 

2005]. 

 

Etki mekanizması �u �ekildedir: 

Alınan herhangi bir uyarının sinir sistemine ta�ınması görevi asetilkoline aittir. 

Asetilkolin ta�ıyıcılık yaptıktan sonra asetik asit ve koline hidroliz olur. Bu sayede 

sinir sistemi yeni bir uyarıya hazır hale getirilmi� olur. Bu hidroliz olayını ise 

asetilkolin esteraz yapmaktadır. Deri, sindirim ve solunum gibi yollarla vücuda giren 

organofosfatlı insektisitler hedef enzim özelli�indeki asetilkolin esteraz ile yapısal 

bütünle�meye yatkındırlar. Aslında organofosfatlı insektisitler asetilkolini taklit 

ederek asetilkolin esterazın substratı gibi davranırlar. Böylece bu enzimi kendilerine 

ba�layarak enzimin faliyetini durdururlar. Asetilkolin parçalanamadı�ı için 

sinapslarda asetilkolin birikimi artar ve sinirsel iletim durur [Koçak ve ark., 2005; 

T.C. Çalı�ma ve Sosyal Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 2005]. 

Sonuçta “asetilkolin zehirlenmesi” denilen olay görülür. Asetilkolin artı�ı vücutta 

birçok olumsuz sonuçlar do�urur. Parasempatik sistemin a�ırı çalı�ması, çizgili kas 

kasılması, kaslarda hissizlik, felç ve kalbin uyarılmasına ba�lı kan basıncının artı�ı 

gözlenir [T.C. Çalı�ma ve Sosyal Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 

2005]. 

 

�nsan dokularında bulunan iki çe�it kolin esteraz enzimi farklı yerlerde farklı 

görevlerde kullanılmaktadır. Asetilkolin esteraz sinir iletimi ve/veya kas kasılması 

için asetilkolin yıkımını gerçekle�tirirken, bütirilkolin esterazın ise görevi tam 

anla�ılamasa da miyorelaksan olarak kullanılan süksinil kolinin yıkımından sorumlu 

oldu�u dü�ünülmektedir. Ayrıca asetilkolin esteraz sinir hücresi uçlarında, akci�erde, 

dalakda, beyin gri maddesinde ve eritrositlerde bulunurken bütirilkolin esteraz 

beynin ak maddesinde,  pankreasta, karaci�erde, kalpte ve plazmada bulunmaktadır. 

Yapılan çalı�maların organofosfatlı bile�iklerin her iki enzimi de inhibe etti�i 

gözlenmi�tir. Organofosfatlı esterlerin ve karbamatların etkilerini belirlemek için 

kolinesteraz enzimleri ölçülür. Bütirilkolin esteraz, asetilkolin esteraza oranla 

inhibitörlere daha hassastır [Lotti, 1995; Zeren ve ark., 1998]. 
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2.4.2. Karbamatlılar  

Karbamik asit esterleri olan bu grup organofosfatlı insektisitlere oranla daha küçük 

bir sınıf olu�turur. 1865 yılında Calabar fasülyesinden izole edilmi�tir. 1925 yılında 

yapısı tespit edilmi� ve 1935 yılında da sentezi yapılmı�tır [T.C. Çalı�ma ve Sosyal 

Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 2005].  

Etki mekanizmaları organofosfatlılara benzer. �kisi de asetilkolin esterazı 

etkilemektedirler. Fakat organofosfatlı insektisitlerde P atomu enzim yapısına 

katılırken, karbamatlı insektisitler inhibitör olarak davrandıklarından bu a�ama 

karbamatlama reaksiyonu olarak adlandırılır. Bu sayede organofosfatlı insektisitlere 

direnç kazanan zararlılara karbamatlı insektisitler etki edebilmektedir [T.C. Çalı�ma 

ve Sosyal Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 2005]. 

Karbamatlar, bazı özellikleri yönüyle organofosfatlılara benzerler. Fakat aralarında 

iki önemli farklılık bulunmaktadır. Aralarındaki ilk fark asetil kolinesteraz enziminin 

anyonik kısmı ile kompleks olu�turabilen bazik özellikte bir azot grubu ta�ımalarıdır. 

Ancak organofosfatlı insektisitler kesinlikle bazik pH’lı olamamaktadır. Böyle bir 

durumda iyonize olabilecekleri için böceklerin kutikulasına ve sinirlerin kılıfına 

geçi� yetenekleri önemli derecede azalma göstermektedir. �kinci önemli fark ise, 

kolinesteraz inhibisyonu esasına dayanan etkilerinin hızlı �ekilde geri dönü�ümlü 

olmasıdır [Yavuz ve �anlı, 1999].  

2.4.3. Piretroitler  

 

Pyrethrum cinsi çiçeklerin ö�ütülmesiyle piretrum ekstraktı (% 1-2 piretrins tozu 

içermektedir) elde edilmi�tir. Bu tozun insektisit etkisi ilk olarak 1880’li yıllarda 

tespit edilmi�tir. Lipofilik olup, suda çözünürlükleri ve buharla�ma basınçları 

dü�üktür. Toksisiteleri yüksektir [Ünal ve Gürkan, 2001]. Piretrum ekstraktının 

içinde piretrin I (Tip I; insektisit özelli�i yüksek) ve piretrin II (Tip II; kısa sürede 

böce�i sersemletme özelli�i yüksek) maddeleri %73’lük kısmı olu�turmaktadır. Tip I 

piretroitleri sinirsel bo�alımlarla kendini gösterir, ısıyla ters ili�kili olan sinirsel 

uyarılara yol açarlar. Tip I piretroitler DDT’ye benzer biçimde etki olu�turdukları 
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tesbit edilmi�tir. Tip II piretroitler sinirsel iletimi engelleyici etki gösterirler ve ısı ile 

orantılı olarak öldürücü etkileri vardır. Tip I piretroitler Ca–ATP’azı Tip II 

piretroitlerden daha etkin bir �ekilde inhibe ederler [Yavuz ve �anlı, 1999; T.C. 

Çalı�ma ve Sosyal Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 2005]. 

 

Piretroit’lerin birçok avantajı vardır. Bunların arasında en önemlileri; 

a) Geni� spektrumludurlar. 

b) Memelilere zehir etkileri çok azdır.  

c) Kısa sürede dekompoze olmaktadırlar. 

 

Dezavantajları arasında ise;  

a) Kolay bozulurlar. 

b) Üretim maliyeti yüksektir. 

c) Üretimin sürekli olmasında zorluklar vardır. 

 

Bu dezavantajlardan dolayı sentetik üretime yönelinilmi�tir. Organofosfatlı 

insektisitlere göre yapılarında birçok asimetrik merkez bulunur. Yapılarında bulunan 

bu asimetrik merkezlerin insektisitli�e etkilerinin belirlenememesi ve 

stereoizomerizm özelliklerinin olması sentetiklerinin üretilmesini oldukça 

zorla�tırmaktadır [T.C. Çalı�ma ve Sosyal Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu 

Ba�kanlı�ı, 2005]. 

 

Etki mekanizmaları �u �ekildedir; 

Sinir sisteminde aksonlardaki iletime etki ederler. Sinir hücrelerinin membranlarında 

bulunan Na (Sodyum) kanallarının açık kalmasını sa�ladıkları dü�ünülmektedir [T.C. 

Çalı�ma ve Sosyal Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 2005]. 
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2.4.4. Klorlanmı� hidrokarbonlar  

 

1940’lı yıllarda böcek öldürücü olarak kullanırken �u anda önemini kaybetmi�tir. 

Cyclodiene sınıfı üyelerinden bazıları II. Dünya Sava�ı’ndan sonra kullanılmaya 

ba�lanmı�tır. En önemli özellikleri çe�itli doymamı� bile�iklerin 

hexachlorocylopentadiene (hekzaklorosiklopentadien) ile reaksiyona girmesi sonucu 

yo�unla�tırılmı� Cl (Klor) halkaları içermeleridir [T.C. Çalı�ma ve Sosyal Güvenlik 

Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 2005]. 

 

Tümü hidrojen, klor ve karbon içerir. Ya�da çözünürlükleri ve kimyasal stabiliteleri 

oldukça yüksektir. Yıkımları yava�tır. Ekonomik açıdan dü�ük fiyatlı olmaları, 

insanlara nispeten az toksik olu�ları avantajlı görünmelerine sebep olmu�tur. Vücut 

ya� dokusunda birikme özelli�indedirler. Bu tür besin ile beslenen türlerde, ölüm 

veya fizyolojik bozukluklar ortaya çıkmaktadır. Ayrıca pestisitin ikinci derecede 

konsantre oldu�u canlıyı yiyen di�er türler de bundan etkilenmektedirler 

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

Tarım Köyi�leri Bakanlı�ı tarafından yasaklanmı� bir gruptur [Kaya ve ark., 1998]. 

 

Etki mekanizmaları tam olarak bilinmemektedir. Fakat GABA ( gamma-aminobutric 

acid) reseptörlerinin i�levini engellemektedirler. GABA’nın görevi nöronlardaki Cl 

iyon geçirgenli�ini düzenlemektir. Dokularda organik klorlu bile�iklerin birikmesi 

sinir sistemine zarar verir ve aritmi olu�masını sa�lar [T.C. Çalı�ma ve Sosyal 

Güvenlik Bakanlı�ı �� Tefti� Kurulu Ba�kanlı�ı, 2005]. 

 

Ku�lar ba�ta olmak üzere birçok canlıda böbrek, karaci�er, sinir sistemi gibi 

dokularda pestisit birikimine ba�lı ölümlere sebep oldukları belirlenmi�tir. Ölümle 

sonuçlanmayan durumlarda ise üreme sisteminde toksik etki göstermi�lerdir 

[Preziosi, 1998; European Commission, 1999].  
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2.4.5. Di�er kimyasal sınıflar 

 

Böcek geli�im engelleyicileri (IDI) ve böcek geli�im düzenleyicileri (IGR) 

seçicilikleri ve özel etki �ekilleri ile son zamanlarda adından söz ettirmektedir. 

Böceklerin vücutlarından salgıladıkları ve kendi geli�imlerini tamamlamak için 

ihtiyaç duydukları bu bile�ikler sayesinde böceklerin do�al hormon dengelerini 

bozmak ko�uluyla böceklerin, büyüme ve geli�meleri engellenerek verdikleri 

zararların önüne geçilmeye çalı�ılmaktadır. Böcek büyüme düzenleyicilere en iyi iki 

örnek juvenil hormon ve benzoylurea türevleridir [Dursun ve ark., 2008]. 

Benzoylurea türevlerinden olan ve böceklerde kitin olu�umunu engelleyerek veya 

larvaların gömlek de�i�tirmesini önleyerek ölümlerine sebep olan diflubenzuran en 

yaygın bilinenlerdendir [Zeki ve ark., 1999]. Aynı �ekilde kitin olu�umunu 

engelleyen cyromazin’in hücre turgor basıncını artırdı�ı ve kutikuladaki keselerin su 

ile dolmasını sa�layarak lezyon olu�umunu tetikledi�i dü�ünülmektedir [Ünal ve 

Gürkan, 2001]. 

  

Ara�tırmamızda organofosfatlı bile�ikler sınıfında bulunan iki insektisit 

kullanılmı�tır. 

 

2.5. Mutajenite Testleri 

 

Günümüzde kimyasal madde kullanımının her alanda hızla artması sonucunda bu 

kimyasal maddelerin insan genomunda mutasyona sebep olup olmadıkları son derece 

önem kazanmı�tır. Kimyasal maddelerin mutajenik, karsinojenik etkilerinin 

belirlenmesi için deney hayvanlarındaki tümör olu�umları tespit edilmektedir. Bu 

testlerde deneyin ba�laması ile deneyin sonuçlanması arasında uzun bir süre geçti�i 

için bunlara uzun süreli testler denilmi�tir. Yalnız uzun süreli testler maliyet 

açısından oldukça pahalı olmalarından dolayı ara�tırıcılar kısa zamanda sonuç veren, 

dü�ük maliyetli testleri geli�tirmi�lerdir [Akın, 1990; Sarıkaya, 2005]. 

 

Yaygın olarak kullanılan kısa süreli mutajenite testlerinden biri Ames testidir. Ames 

testi bakterilerde uygulanan ve en çok bilinen mutajenite testlerindendir. Genotoksik 
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ve kanserojenik etkinin ara�tırılmasında Salmonella tyriphimirium kullanılarak 

uygulanmaktadır. Hem fazla masraflı olmaması hem de kimyasalların farklı dozları 

için uygulanabildi�inden caziptir [Çelik, 2003]. Deneyde histidin ba�ımlı Salmonella 

su�ları kullanılmaktadır. Bu metodda önce bakterilerin onarım mekanizması etkisiz 

hale getirilerek bir aminoasite ba�ımlı hale getirilir. Daha sonra da bakteri bir 

maddeye maruz bırakılarak mutajenite etkileri incelenmektedir [Ames ve ark., 1975; 

Gürsoy, 2001]. Salmonella mutasyon testi, ayrıca potansiyel kimyasalların 

kanserojen olup olmadıklarını kısa sürede ortaya koyan bir metoddur [Moran ve 

Ames, 1983; Johnson, 2003]. 

 

Kısa süreli genotoksik testlerden bir di�eri de Allium testidir. Bitkilerde uygulanan 

bu test hızlı ve hassas bir testtir. Bitkilerin kullanılmasının bir ba�ka sebebi de 

bitkilerin kolay elde edilebilmeleri, ucuz olmaları, kromozomlarının az ve büyük 

olması ve köklerinin toprakta bulunan kimyasallarla do�rudan etkile�im halinde 

olmalarıdır. Aynı zamanda bitkiler insan ve di�er canlıların besin kayna�ıdırlar. 

Allium testinde Allium sativum, Allium cepa ve Vicia faba en çok kullanılan 

bitkilerdendir [Duhova, 1993; Helvacı, 2003]. Allium testini ilk kez 1938 yılında 

Levan kullanmı� daha sonra da Fiskesjö bu metodu de�i�ik kimyasalların 

toksisitesinin belirlenmesinde standart bir metod olarak kullanmaya ba�lamı�tır 

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

 

In vivo testlerden biri olan ve Drosophila ile yapılan e�eye ba�lı letalite testi de 

tercih edilen testlerdendir. Bu test sayesinde e�ey hücrelerindeki mutasyonlar ve 

kromozomal anormallikler tespit edilmektedir [Kilbey ve ark., 1984; Sarıkaya, 

2005]. Drosophila ile yapılan Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) 

ile de mutasyon etkileri fenotipte belirlenebilmektedir. Bu yöntem ayrıca ucuz ve 

kolay bir yöntemdir [Frölich ve Würgler, 1990; Falakalı, 1990; Sarıkaya, 2005].  

 

Kısa süreli genotoksisite testlerinden olan ve en hassas yöntemler arasında kabul 

edilen testler periferal kan lenfositlerinde uygulanan kromozom anormalli�i testi 

(KA), karde� kromatid de�i�imi testi (KKD), mikronükleus testi (MN)’dir. Son 

yıllarda comet testi de güvenilir bir test metodu olarak kullanılmaktadır. 
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1975 yılında Perry ve Evans mutajen ve kanserojen etkileri bilinen maddelerin Çin 

Hamsteri Ovaryum (CHO) hücrelerinde KKD ve KA’yı uyardı�ını saptamı�lardır 

[Perry ve Evans, 1975]. 1978 yılında ise Carrano ve arkada�ları mutajen ve 

karsinojenik özellikleri olan kimyasalların toksik dozlarının olu�turdu�u genetik 

hasarların KKD ve KA analizleri ile saptanabilece�ini belirlemi�lerdir. Ayrıca 

kimyasalların mutasyon meydana getirmesi ile KKD olu�umu arasında paralel bir 

ili�ki oldu�unu da belirtmi�lerdir. �lerleyen yıllarda da bu testler mutajenite ve 

kanserojenlerin etkilerini belirlemede kullanılmaya devam edilmi�tir [Parlak, 2007]. 

 

MN testi de genotoksisite çalı�malarında sıkça kullanılan testlerden biridir. Bu testte 

hücre bölünmesi sırasında asentrik kromozom fragmentleri veya kalgın kromozomlar 

mikronükleus denilen ana çekirdekten ayrı bir yapı olu�tururlar. Bunun için MN hem 

hızlı hem de güvenilir bir test olarak kabul edilmektedir [Fenech, 2000]. 

 

Son zamanlarda sıkça kullanılan bir di�er yöntem de DNA hasarlarını belirlemeye 

yardımcı olan Comet (Tek Hücre Jel Elektroforezi= Single Cell Gel Electrophoresis= 

SCGE) testidir. DNA’da kimyasallar sonucu olu�an genotoksisiteyi hızlı, basit ve 

duyarlı bir �ekilde tespit etmek için kullanılan bir metoddur [McKelvey-Martin ve 

ark., 1993].   

 

2.5.1. Kromozomal anormallik (KA) testi 

 

In vitro mutajenite testlerinden sıkça kullanılan bir metoddur. Bu metodda mitotik 

metafaz safhasında bulunan kromozomlardaki hasarlar de�erlendirilmektedir. 

Kültüre alınmı� periferal kan hücrelerinde meydana gelen kromozomal 

anormalliklerin frekansının aynı zamanda da �üphelenilen ve kesin emin olunan 

genotoksik maruziyet ve/veya bu maruziyetin sebep oldu�u biyolojik etkilerin 

belirlenmesinde de kullanılmaktadır. Genetik hasarların boyutlarını saptamaktadır 

[Çakmak, 2000]. 

 

Kromozom anormallikleri uzun süre genotoksik ajanlara maruz kalmı� insanların bu 

maddelerden nasıl etkilendiklerini belirlemek için kullanılan en iyi yöntemlerdendir. 
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Yapılan çalı�malarla ara�tırmacılar insan periferal lenfositlerindeki kromozom 

anormallikleri frekansı ile kanser olu�umu arasında pozitif  bir korelasyon oldu�unu 

belirlemi�lerdir [Natarajan, 2002; Bolognesi, 2003; Ji ve ark., 2001; Shukla ve ark., 

2001]. 

 

Bazı toksik ajanlar DNA’daki fosfodiester ba�larını kopararak S safhasında bu 

hatanın devamını yani yanlı� DNA replikasyonu olu�masını sa�lamaktadır. Bu da 

mutajenlerin kromozomlarda anormallik olu�masına sebep olmaktadır [Galloway ve 

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

 

Kromozomlarda gözlenen kromatid kırıkları, kromozom kırıkları, fragment 

olu�umları, disentrik ve halka kromozomlar, karde� kromatidlerde birle�meler, 

translokasyon, inversiyon ve izokromozomlar yapısal anormalliklerdir. Poliploidi ise 

sayısal anormalliktir. Gap bazı ara�tırıcılar tarafından anormallik olarak kabul 

edilmemektedir. Bu bölgelerin DNA’daki spiral çözülme sonucu olu�tu�u ve bu 

nedenle de boyanmayan kromozom bölgeleri oldukları açıklanmı�tır [Dean ve 

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

 

Kromatid kırı�ı kromozomun bir kolundaki DNA çift zincirinin kırılması sonucu 

olu�maktadır. Kromozom kırı�ında ise kromozomun her iki kolunda DNA çift 

zincirinde kırılma vardır. E�er kimyasala maruziyet G1 safhasında olursa kromozom 

tipi anormallikler, G2 safhasında olursa kromatid tipi anormallikler, e�er S 

safhasında olursa da her iki tip anormallik ortaya çıkmaktadır [Natarajan ve Obe, 

1982]. 

 

Asentrik fragmentler kromozomda terminal delesyonlar sonucu olu�abilmektedir. 

Kromozomun iki kromatidinde de kırılma olursa karde� kromatidlerde birle�me 

meydana gelebilmektedir. Ayrıca yakın kromozomlardaki kırıklar farklı �ekillerde 

birle�ebilmekte böylece translokasyonlar, disentrik kromozomlar veya inversiyonlar 

ortaya çıkmaktadır. Daha kompleks düzenlemeler ile halka kromozomlar da 

olu�abilmektedir [Çakmak, 2000; Muranlı, 2006].  
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2.5.2. Karde� kromatid de�i�imi (KKD) testi 

 

Kimyasal mutajen ve kanserojenlerin etkilerinin belirlenmesinde kullanılan bir di�er 

in vitro sitogenetik metod ise karde� kromatid de�i�imi (KKD) metodudur. KKD bir 

kromozoma ait kromatidlerin kar�ılıklı bölgelerinin kopup yer de�i�tirmesi daha 

sonra da bu parçaların tekrar birle�mesi sonucu olu�maktadırlar [Sarda� ve Karakaya, 

1990].  

 

�lk kez 1938’de McClintock tarafından ke�fedilmi�tir [Raposo ve ark., 2004]. Taylor 

1958 yılında bitki hücrelerinde otoradyografik yöntem ile yaptı�ı çalı�malarda 

kromozomların replikasyon sırasında karde� kromatidlerde de�i�melerin meydana 

geldi�ini gözlemi�tir [Taylor, 1958]. Bunların arkalarında bıraktıkları i�aretler ile 

onları saptayabilmenin mümkün oldu�unu göstermi�tir. Bu yöntemde kromozomlar 

i�aretli timin varlı�ında birinci mitozda bir defa kendilerini e�lemelerine izin 

verilmi�, ikinci replikasyonda ise izotop bulunmayan ortamda kendini e�lemeye 

bırakılmı�tır. Daha sonra DNA’nın kendini yarı korunumlu (semikonservatif) 

e�lemesi sonucu her kromozoma ait sadece bir kromatidin i�aretlendi�i görülmü�tür. 

Çalı�manın sonunda karde� kromatidler arasındaki simetrik de�i�ime Taylor “karde� 

kromatid de�i�imi” adını vermi�tir [Perry ve Thomson,1984]. 

 

Daha sonraki yıllarda yapılan çalı�malarda timin anolo�u gibi davranan 5-Bromo-

deoxyuridin (BrdU) kullanılmı�tır. BrdU iki replikasyon döngüsüne girecek kültür 

ortamına eklenmi�tir [Natarajan, 2002]. BrdU, DNA replikasyonu sırasında 

semikonservatif sentez mekanizmasına göre yeni sentezlenen polinükleotid 

zincirinde timinin yerini alacaktır. Daha sonra bu hücreler flöresan ı�ık altında 

bekletilip, Giemsa ile boyanarak görünür hale gelmeleri sa�lanmı�tır [Natarajan, 

2002]. BrdU bulunan bölgeler açık, bulunmayan bölgeler ise koyu boyanmaktadır. 

Bu boyamadaki farklılıklar DNA’da karde� kromatidler arasında homolog olan 

parçalar arasındaki de�i�imleri göstermektedir. KKD yöntemi de  DNA hasarlarının 

belirlenmesinde kullanılan hassas testlerden biridir [Palitti ve ark., 1982; Aksoy ve 

ark., 2006; Yüzba�ıo�lu ve ark., 2008].  
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2.5.3. Mikronükleus (MN) testi 

 

Çe�itli kimyasalların ve fiziksel ajanların, sebep oldukları anöjenik ve klastojenik 

etkileri belirlemede kullanılan yöntemlerden biridir [Kirsch-Volders ve ark., 1997; 

Cicchetti ve ark., 1999]. Mikronükleuslar mitoz bölünme sırasında hücredeki asıl 

çekirdek dı�ında anafaz evresinde kutuplara çekilemeyen kalgın kromozomlar veya 

asentrik kromozomların fragmentlerinden meydana gelen olu�umlardır [Ford ve ark., 

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

 

MN yönteminde hücrelerde sitokinez durdurularak MN olu�umu gözlemlenir. �lk 

defa Howell tarafından 1886 yılında anemik kedilerin eritrositlerdeki gözlemleriyle 

tespit edilmi�tir. Daha sonrada Jolly (1907) Howell’in çalı�malarını do�rulamı�tır. 

MN’ler bunun için hematolojide “Howell-Jolly Cisimleri” olarak adlandırılırlar 

[Anwar ve ark., 1994; Çakmak, 2000]. Bu çalı�malardan sonra benzer yapılar 

Brenneke (1937) tarafından fare ve sıçan embriyolarında, Thoday (1951) tarafından 

Vicia faba’da gözlenmi�tir [Kirsch-Volders ve ark., 2003]. 

 

1959 yılında Evans ve arkada�ları Vicia faba kök uçlarında gözlemledikleri MN’lerin 

asentrik fragmentlerden meydana geldiklerini ve mitozun son evresinde yavru 

çakirdeklerden ayrılarak olu�tuklarını belirlemi�lerdir [Evans ve ark., 1959]. Boller 

ve Schmid 1970’de, Heddle 1973’de kimyasalların genotoksik etkilerini belirlemede 

kemik ili�i eritrositlerinde MN olu�umlarını de�erlendirmi�lerdir [Boller ve Schmid, 

1970; Heddle, 1973]. Daha sonraki yıllarda Countryman ve Heddle bu yöntemi 

kültüre ettikleri insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirleme amacıyla 

kullanmaya ba�lamı�lardır [Countryman ve Heddle, 1976]. 

 

MN’ler mitozun anafazında sentrik elementler kutuplara çekilirken i� ipliklerine 

ba�lanamayan kromozomlar ve asentrik elementlere yol açan klastojenik aktivite 

sonucu ortaya çıkarlar. Bu element ve kromozomlar hücre bölünmesi sonunda bir 

hücre içinde (aynı sitoplazmada) esas hücre çekirde�inden ayrı bir yapı olu�tururlar 

[Falck ve ark., 1997; Fenech, 2000]. Fenech ve Morley 1985’te yaptıkları çalı�mada 

hücre bölünmesi sırasında karyokinezin tamamlanmasını fakat sitokinezin sitokalasin 
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B (CytB) ile durdurulmasını sa�lanmı�lardır. CytB aktin polimeraz inhibitörü olan 

bir maddedir. Bu özelli�i nedeniyle nükleer bölünmeyi durdurup binükleer hücreler 

olu�masını sa�lar [Fenech ve Morley, 1985; Falck ve ark., 1997; Çakmak, 2000]. 

Daha sonra bazı ara�tırmacılar klastojeniteye sebep olan kimyasallar ile anöploidiye 

sebep olan kimyasalların ayırt edilmesi için MN yönteminde bazı modifiye 

i�lemlerden geçirmi�lerdir. Olu�an MN büyüklü�üne bakılarak klastojenler ve 

anöjenler tespit edilmi�tir. Küçük MN’lerin asentrik kromozom fragmenti içerdikleri 

ve klastojenlerce uyarıldıkları; büyük MN’lerin ise tam kromozom içerdikleri ve 

anöjenlerce uyarıldıklarını belirtmi�lerdir [Countryman ve Heddle, 1976; Högstedt 

ve Karlsson, 1985]. 

 

Mikronükleus de�erlendirilmesinde kullanılan ölçütler; 

a) Esas çekirdek ile aynı yapıya sahip olmalıdırlar, 

b) Çapları esas çekirde�in 1/3’ü ile 1/16’sı arasında bir büyüklükte olmalıdır. 

c) Binükleat hücre içinde yer almalıdır. 

d) Hücrenin sitoplazma sınırları belirgin olmalıdır. 

e) Ana çekirde�e nükleoplazmik köprü ile ba�lı olmamalıdır. 

f) Esas çekirdekten ayrı oval veya yuvarlak olmalıdır.  

g) Nükleer olmayan partiküllerden farklı olarak ı�ı�ı yansıtmamalıdır. Asıl 

çekirdekle aynı renkte gözlenmelidir [Fenech, 1993].  

 

Günümüzde yapılan çalı�malarda bazı genotoksik ve sitotoksik ajanların, kromozom 

kırılması ve kaybına, disentrik kromozom olu�umuna, gen amplifikasyonlarına 

(nükleoplazmik köprüler), nekrosis ve apoptosise sebep oldukları tespit edilmi�tir. 

Bu hasarların ölçümlerinin yapılmasında MN yöntemi kullanılmaktadır (�ekil 2.1.) 

[Fenech, 2006].  
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�ekil 2.1. Sitotoksik ve genotoksik ajanların etkisiyle mikronükleus olu�umu, 

apoptozis ve nekroz [Fenech, 2006’dan] 
 
2.5.4. Comet testi  
 

Çe�itli kimyasal ajanların DNA’daki klastojenik etkilerini belirlemek için kolay ve 

hızlı uygulanabilen çe�itli in vitro yöntemler geli�tirilmeye çalı�ılmı�tır. Bu 

yöntemlerden birisi de tek hücre jel elektroforezi [Single Cell Gel electrophohoresis 

(SCGE)=Microgel Electrophoresis Technique] veya comet [Comet=Kuyruklu 

Yıldız] testidir. DNA hasarı ve tamirini belirlemek için kullanılan bu yöntem 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 kırıklarını ve yine 

DNA’da tamamlanmamı� tamir bölgelerini gösteren genetik toksikoloji testi olarak 

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

 

1978 yılında ilk kez Rygberg ve Johanson canlı hücrelerde DNA sarmalındaki 

kırılmaları tespit etmi�lerdir. Hafif alkali �artlarda DNA’nın ayrılmasına izin verip 

lam üzerinde agaroza gömülü olan hücreleri lize ederek proteinlerinden 

ayırmı�lardır. Daha sonra DNA nötralize edilmi� ve akridin oranj kullanılarak DNA 
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boyanmı�tır. Kırmızı (tek sarmal)  ve ye�il (çift sarmal) flörasanların oranları tespit 

edilmi�tir [Rydberg ve Johanson, 1978; Ünal, 1998]. 1984 yılında Ostling ve 

Johanson nötral tekni�i modifiye etmi�tir. Yaptıkları çalı�mada agarozda gömülü 

hücreleri lam üzerine yayarak yüksek tuz ve deterjanla lize etmi�lerdir. Daha sonra 

da bu hücreleri elektroforeze tabii tutmu�lardır. Bu basamaktan sonra akridin oranj 

ila boyamı�lardır. Elektroforezde hasarlı DNA’ların çekirdekten anoda do�ru göç 

etmesini sa�lamı�tır. Hücreler bu göç sonunda kuyruklu yıldız görümünün 

olu�umuna neden olmu�tur. Tekni�in adı da bu görüntünün sonucunda verilmi�tir. 

Nötral pH’daki bu uygulama sayesinde DNA çift zincir kırıkları belirlenebilmi�tir 

[Ostling ve Johanson, 1984; Kassie ve ark., 2000]. 

 

DNA’da hasarlara sebep olan birçok ajanın çift zincirden çok DNA’nın tek 

zincirinde hasara sebep olması ve nötral �artlarda proteinlerin tam olarak 

uzakla�tırılamaması nedeniyle teknik 1998 yılında Singh ve arkada�ları tarafından 

alkali ko�ullarda yapılarak de�i�tirilmi�tir [Ünal, 1998]. Hücreler agara gömüldükten 

sonra DNA sarmalının açılması ve hücrelerin lize olabilmesi için 1 saat 

bekletilmi�tir. Elektroforez sırasında hasarlı DNA’lar anoda do�ru göç ederler. 

Comet testi DNA’nın tek zincir kırıklarının DNA çapraz ba�larının ve 

tamamlanmamı� ekzisyon tamir bölgelerindeki hasarların da belirlenmesinde 

kullanılmaktadır [Singh ve ark., 1988]. 

 

DNA hasarlı olan apoptotik hücrelerde ba� ve kuyruk tamamen da�ılmı�tır. Comet 

tekni�i sonuçlarının de�erlendirilmesinde geli�mi� laboratuvarlarda görüntü analiz 

programları uygulanmaktadır. Ayrıca comet; göz ile hasarlı, orta dereceli hasarlı, az 

hasarlı ve hasarsız olarak de�erlendirilebilmektedir. Görüntü analizi yapılan 

laboratuvarlarda kuyruk momenti (kuyruk uzunlu�unun kuyruk içindeki toplam 

DNA miktarına oranı), kuyruk uzunlu�u ve kuyruk yo�unlu�u dikkate alınarak 

sonuçlar de�erlendirilmektedir [Yılmaz, 2008]. 

 

Comet tekni�inin hassasiyetini elektroforez �artları (voltaj, süre), lising solüsyonu 

�artları (pH, tuz konsantrasyonu, süre) etkileyebilmektedir. Bunun için deneyde 

�artlar sabit tutulmalıdır [Yılmaz ve ark., 2008]. 
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Comet tekni�i di�er sitogenetik tekniklerden daha avantajlıdır. Bu avantajlar; 

a) Daha az sayıda hücre gerektirmesi, 

b) De�i�ik hücre ve dokulara uygulanabilmesi (�ekil 2.2), 

c) Hassas, hızlı ve güvenilir olması, 

d) Her türlü ökaryotik hücreye uygulanabilir olması (�ekil 2.3), 

e) Hücredeki DNA kırıklarının görsel olarak belirlenmesini sa�lamasıdır [Singh ve 

ark., 1988; Fairbairn ve ark., 1995; Ünal, 1998; Kassie ve ark., 2000; Tice ve 

ark., 2000]. 

 

Kültür 

 

 

�nsan Hücre Kültürü       Hayvan Hücre Kültürü 

- Fibroblast                                                               - Fare (FO, L5178Y) 

- Glioma                                                                   - Hamster (CHO, HIT 

- Kan       T15, V-79) 

- Karsinoma         

- Melanoma  

- Meme keratinositleri        

   

�ekil 2.2. Comet tekni�i kullanılarak hazırlanan kültür çe�itleri [Ünal, 1998’den] 
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Doku 

 

 

 

�nsan Dokuları       Hayvan Dokuları 

- Adenokarsinoma       - Akci�er 

- Epitelyum (Lens, mukoza)     - Beyin  

- Fibroblast (Deri)      - Böbrek 

- Kan (Lenfositler, Granülositler, T Hücreleri)  - Embriyo 

- Lenfoma        - �drar kesesi 

- Spermatositler       - Karaci�er 

        - Kemik ili�i 

        - Kolon 

        - Lenfositler 

        - Mide  

        - Mukoza epiteli

        - Pankreas 

        - Splenositler 

        - Testis 

        - Timositlet  

�ekil 2.3. Comet tekni�i kullanılarak incelenebilecek hücre tipleri [Ünal, 1998’den] 

 

2.6. Trichlorfon’un Canlılar Üzerine Etkileri 

 

Trichlorfon hafif alkali �artlarda bir klor atomu kaybederek kendisinden son derece 

etkili Dichlorvosa (asetilkolin esteraz etkinli�ini 100 kez daha güçlü �ekilde engeller) 

çevrilen, fosfonat türevi bir maddedir. Bu durum böceklerin vücudunda da olu�ur; 

Trichlorfon aslında Dichlorvosun ön maddesidir. DSÖ (Dünya Sa�lık Örgütü)’ne 

göre Dichlorvos Ib (Zehirli) sınıfında yer alırken Trichlorfon II. (orta-derecede 

zehirli) sınıfta yer almaktadır [Kaya, 2002]. 
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Trichlorfon çevrede hızla parçalanma özelli�ine sahiptir. Aerobik topraklarda 

yarılanma ömrü 3-27 gün arasında de�i�mektedir. Parçalanma ürünlerinden biri 

dichlorvostur. Suda kolay çözünür ve topra�a ba�lanması zayıftır, bunun için 

çevrede kolaylıkla yayılabilme özelli�ine sahiptir. Bunun sonucunda yer altı sularını 

kirletme özelli�ine sahiptir. Alkali sularda hızlı bir �ekilde yıkılır [Kaya, 2002]. 

 

Ayrıca Trichlorfon’un; annenin bu kimyasala maruz kalması sonucunda teratojenik 

etkisi olabilece�i belirlenmi�tir [Kaya, 2002]. 

 

Trichlorfon’un farklı yöntemlerle bazı canlılarda gözlenen LD50 de�erleri Çizelge 

2.1’de gösterilmi�tir.  

 

Çizelge 2.1. Trichlorfon’un çe�itli canlı gruplarında bazı LD50 de�erleri 

Canlı türü Uygulama �ekli LD50 de�eri 

Sıçan(Rat)  Oral  390-630 mg/kg 

Fare  Oral  300-860 mg/kg 

Tav�an  Oral  160 mg/kg 

Tav�an  Dermal   2000 mg/kg 

Sıçan(Rat)  Dermal  2000 mg/kg 

 

Trichlorfon’un canlılara etkisi ve özellikle de genotoksik etkileri ile ilgili çe�itli 

çalı�malar mevcuttur. Bu çalı�maların büyük ço�unlu�u genotoksik etkiyi 

göstermektedir (Çizelge 2.2). �nsan lenfositleri ile yapılan bir çalı�mada 

Trichlorfon’un 20, 30, 40, 50 ve 60 µg/ml’lik dozları 24 saatlik sürede kullanılmı�tır. 

KKD oranında doza ba�lı olmayan bir artı� ve R�’de önemli oranda dü�ü� 

gözlenmi�tir [Madrigal-Bujaidar ve ark., 1993]. Yine Trichlorfon’un da aralarında 

bulundu�u yedi farklı insektisite maruz kalan insanların lenfositlerinde sayısal ve 

yapısal kromozom anormalliklerinde önemli artı� belirlenmi�tir [Czeizel, 1994]. 

Wang ve arkada�ları (2003) yaptıkları çalı�mada aralarında Trichlorfon’un da 

bulundu�u be� farklı insektisitten olu�an Methoxyphosphinyl’in bile�enlerinin 

genotoksisitelerini belirlemi�lerdir. KKD frekansında istatistiksel olarak önemli 
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artı�a sebep olmu�tur. KA frekansında ise Trichlorfon’un KA’da artı�a sebep 

olmadı�ı belirlenmi�tir [Wang ve ark., 2003]. 
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2.7. Phorate’ın Canlılar Üzerine Etkileri 

 

Organik çözücülerde çözünme özelli�i olan Phorate normal �artlarda dayanıklı (>2 

yıl) fosforodithioat türevi bir organofosfattır. Çevrede orta derecede kalıcı özelli�e 

sahiptir. Toprakta parçalanma yarı-ömrü ortalama 60 gündür. Suda güç çözündü�ü 

için ayrıca topra�a zayıf ba�landı�ı için çevredeki hareketi kolaydır. Asidik sularda 

yarılanma ömrü birkaç gün ile birkaç hafta arasında de�i�im göstermektedir. Alkali 

sularda bu süre daha da kısadır. Bitkilerde kalıcı olmamasına ra�men son derece 

etkin metabolitlere dönü�ebilmektedir. Bu metabolitler arasında sülfoksit, sülfon gibi 

maddeler bulunmaktadır. Bu metabolitler bitkiye kökü aracılı�ıyla girer ve birkaç 

gün süreyle kalırlar. Phorate deri ve sindirim kanalından çabuk emilir. Vücutta 

kendisinden daha etkin olan metabolitlere çevrilebilir. Organofosfatlı insektisitler 

arasında memeliler için çok zehirli (Ia sınıfı) olan, sistemik etkili bir maddedir 

[Kaya, 2002]. 

 

Phorate’ın farklı yöntemlerle bazı canlılarda gözlenen LD50 de�erleri Çizelge 2.3’de 

gösterilmi�tir.  

 

Çizelge 2.3. Phorate’ın çe�itli canlı gruplarında bazı LD50 de�erleri 

Canlı türü Uygulama �ekli LD50 de�eri 

Sıçan(Rat)  Oral  1-5 mg/kg 

Fare  Oral  2.25-6.5 mg/kg 

Sıçan(Rat)  Dermal 2.5-6.2 mg/kg 

Tav�an  Dermal   5.2  mg/kg 

Kobay  Dermal  20-30 mg/kg 

Sıçan(Rat) �nhalasyon  0.06 mg/kg 

 

Phorate’ın genotoksisitesi ile ilgili çe�itli ara�tırmalar yapılmı�tır (Çizelge 2.4). 

Bunların büyük bir kısmı negatif çıkmı�tır. Ancak pozitif olanlarda vardır. �nsan 

lenfositleri ile yapılmı� çalı�malarda KKD oranını artırmadı�ı belirlenmi�tir [Pandita 

ve Khoshoo, 1984; Wang ve ark., 1987]. 
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2.8. Çe�itli Materyal ve Deney Sistemleriyle Yapılan Genotoksik Ara�tırmalar 

 

Birçok ara�tırıcı tarafından pestisitlerle yapılan in vivo ve in vitro çalı�malar 

bulunmaktadır.  

 

Madrigal-Bujaidar ve ark. (2001) yaptıkları bir çalı�mada 2,4-dichlorophenoxyacetic 

acid (2,4-D)’in fare kemik ili�i hücrelerinde ve fare spermatogonial hücrelerinde 

KKD frekansını artırıp artırmadı�ını incelemi�tir. Oral olarak uygulanan 2,4-D’nin 

üç grup fare üzerinde 50; 100 ve 200 mg/kg’lık dozlarının genotoksik etkileri 

ara�tırılmı�tır. Somatik hücrelerde 100 ve 200 mg/kg’lık dozlar KKD frekansını doza 

ba�lı olarak önemli oranda artırmı�tır. M� ve hücre ço�alma kineti�inde önemli bir 

etki belirlenmemi�tir. [Madrigal-Bujaidar ve ark., 2001]. 

 

Grover ve ark. (2003) pestisit üretiminde çalı�arak pestisite maruz kalan i�çilerin 

lökositlerindeki DNA hasarlarını comet testi ile ara�tırmı�lardır. 54 pestisit i�çisi ve 

aynı sayıda kontrol grubu olu�turmu�lardır. �ki grubunda ya� ortalamasının, sigara 

içme e�ilimlerinin benzer olmasına dikkat edilmi�tir. Elde edilen sonuçlara göre 

kuyruk uzunlu�u kontrol grubuna göre (8,938±-2,889) i�çilerde önemli bir artı� 

(19,17±-2,467; p<0,001) göstermi�tir [Grover ve ark., 2003]. 

 

239 tarım i�çisi ve 231 sa�lıklı ki�i ile periferal kan lenfositleri ve a�ız mukoza 

hücrelerindeki sitogenetik etkilerinin ara�tırıldı�ı bir çalı�mada MN frekansı 

de�erlendirilmi�tir. Ayrıca ilaç maruziyeti yüzünden lenfositlerin ço�alan 

kinetiklerinde mümkün de�i�meleri belirlemek için sitokinezi durdurulmu� bölünme 

indeksi (CBPI) hesaplanmı�tır. Elde edilen sonuçlar, hem lenfosit hem de a�ız epitel 

hücreleri için kontrollerle kıyaslandı�ında MN frekanslarında hiçbir artı� olmadı�ını 

göstermi�tir. Fakat CBPI’da önemli bir azalma belirlenmi�tir. Farklı faktörlerin 

(cinsiyet, �ehir, sigara, vb.) etkisi göz önüne alındı�ında ise MN frekansı önemli bir 

artı� göstermi�tir [Pastor ve ark., 2003]. 
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Naravaneni ve Jamil (2007) pestisite maruz kalan 210 i�çi ile pestisite maruz 

kalmayan 160 ki�ilik kontrol grubundan genotoksisite ve AChE (asetilkolin esteraz)  

düzeylerini belirlemi�lerdir. Kolorimetrik metod ile RBC (Red Blood Cell=Kırmızı 

Kan Hücresi) düzeyi ve AChE kontrole göre anlamlı dü�ü� göstermi�tir. Ayrıca 

DNA hasarı ve KA frekansında da kontrole göre önemli düzeyde artı� gözlenmi�tir  

[Naravaneni ve Jamil, 2007]. 

 

Dinocap fungisitinin Allium cepa kök ucu hücrelerinde genotoksik etkileri KA testi 

ile incelenmi�tir. Elde dilen sonuçlar tüm uygulama sürelerinde (12, 24 ve 48 saat) ve 

dozlarında (6,25; 12,5; 25 ve 50 ppm: 100 ppm toksik etki göstermi�tir) KA 

frekansında artı� belirlenmi�tir. Fragment, kromozom kırı�ı, karde� kromatidlerde 

birle�me ve tetraploidi anormallikleri belirlenmi�tir. Aynı çalı�mada insan 

lenfositlerinde de genotoksisite ara�tırması yapılmı�tır. KA ve KKD frekanslarındaki 

etkiler belirlenmi�tir. KA testi sonucunda en dü�ük doz (5 ppm) tüm uygulama 

sürelerinde (24 ve 48 saat) önemli bir etki göstermezken, 10; 15 ve 20 ppm’lik 

dozlarda her iki uygulama süresinde de doza ba�lı artı� gözlenmi�tir. KKD frekansı 

ise kontrole göre 24 saatlik uygulamada en yüksek dozda (20 ppm) ve 48 saatlik 

uygulamanın tüm dozlarında istatistiksel olarak önemli artı�a sebep olmu�tur [Çelik, 

2003].  

 

Dimitrov ve ark. (2006) yapmı� oldukları çalı�mada üç farklı herbisit (Roundup, 

Stomp ve Reglone)’in Crepis capillaris L. kök meristemlerinde ve fare kemik 

ili�inde KA ve MN testlerini çalı�mı�lardır. Roundup KA ve MN frekanslarında 

herhangi bir artı�a sebep olmamı�tır. Reglone ise KKD frekansını etkilemezken MN 

frekansını bitki ve fare kemik ili�i polikromatik eritrositlerde (PCEs) artırmı�tır. 

Stomp bitki hücrelerinde KA frekansını etkilememi�tir fakat fare hücrelerinde artı�a 

sebep olmu�tur. Ayrıca Stomp her iki test materyalinde de MN frekansını artırmı�tır. 

Bitki hücrelerindeki MN artı�ının sebebi Stomp’un i� ipli�i olu�umunu 

engellenmesinden, fare kemik ili�indeki KA frekansının artı�ının sebebinin ise 

genotoksik metabolitlerin biyosentezinden dolayı olabilece�i dü�ünülmü�tür 

[Dimitrov ve ark., 2006].  
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Yüzba�ıo�lu ve ark. (2006) Afugan’ın genotoksisitesini belirlemek için insan 

lenfositlerinde KKD, KA ve MN testlerini uygulamı�lardır. KKD frekansında tüm 

uygulama sürelerinde (24 ve 48 saat) ve tüm dozlarda (2,5; 5,0; 10,0 ve 20,0 µg/ml) 

kontrole göre doza ba�lı istatistiksel artı� belirlenmi�tir. KA frekansı en dü�ük doz 

hariç (2,5 µg/ml) di�er dozlarda kontrole göre doza ba�lı önemli bir artı� 

göstermi�tir. Ayrıca MN frekansında tüm dozlarda doza ba�lı istatistiksel artı� 

belirlenmi�tir [Yüzba�ıo�lu ve ark., 2006]. 

 

Conan 5FL (hexaconazole) fungisitinin fare kemik ili�i hücreleri ve insan 

lenfositlerinde genotoksik etkilerini belirlemek için KA ve KKD testleri 

uygulanmı�tır. Conan 5FL’nin üç farklı dozu (insan lenfositlerinde: 17,50; 35,00 ve 

70,00 µg/ml ve fare kemik ili�inde: 17,50; 35,00 ve 70,00 mg/kg) çalı�ılmı�tır. Her 

iki test sisteminde de Conan 5FL KA frekansını (fare kemik ili�i için 17,50 mg/kg 

hariç) önemli düzeyde artırmı�tır. Memeli hücrelerinde bu fungisitlerin yapısal ve 

sayısal anormalliklere sebep oldu�u tespit edilmi�tir. Bu kromozom anormallikleri 

kromatid ve kromozom kırıkları, fragment, karde� kromatidlerde birle�me, disentrik 

kromozomlar, halka kromozom ve poliploidi’dir. KKD frekansı ise tüm 

uygulamalarda negatif kontrole göre önemli bir artı� belirlenmi�tir [Yılmaz ve ark., 

2008]. 

 

Organofosfatlı bir insektisit olan Acephate’ın insan lenfositlerinde genotoksik 

etkileri KA, KKD ve MN testleri ile incelenmi�tir. Ayrıca DNA hasarlarını 

belirlemek için comet testi kullanılmı�tır. Acephate’ın 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 ve 

200,0 µg/ml-1’lik dozlar uygulanmı�tır. Tüm dozlarda KA ve MN frekansları doza 

ba�lı artı� göstermi�tir. Ayrıca KKD frekansı 24 saatlik uygulamanın 50,0; 100,0 ve 

200,0 µg/ml-1’lik dozlarında ve 48 saatlik uygulamanın tüm dozlarında (en dü�ük doz 

hariç) doza ba�lı artı� göstermi�tir. Comet testi sonuçlarında kuyruk uzunlu�u en 

yüksek iki dozda, doza ba�lı artı� göstermi�tir. Kuyruk yo�unlu�unda ise yalnız en 

yüksek dozda anlamlı bir artı� belirlenmi�tir [Özkan ve ark., 2009]. 

   

Kocaman ve Topakta� (2008) piretroit sınıfında yer alan �-cypermethrin’in in vitro 

insan lenfositlerinde KKD, KA ve MN metodu ile genotoksisitesini ara�tırmı�lardır. 
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24 ve 48 saatlik sürelerde Cypermethrin’in 5; 10; 15 ve 20 g/ml’lik dozları 

uygulanmı�tır. KKD ve KA tüm uygulama sürelerinde ve tüm dozlarda artı� 

göstermi�tir. MN frekansı ise 5 ve 10 g/ml’lik dozlarda kontrole göre artı� 

göstermi�tir. Ayrıca Cypermethrin tüm uygulama sürelerinde 10; 15 ve 20 g/ml’lik 

dozlarda kontrole göre ço�alma indeksini azaltmı�tır. M� ve NB�’yi tüm uygulama 

sürelerinde ve tüm dozlarda azalttı�ı da belirlenmi�tir. Bu etki doza ba�lı olarak 

ortaya çıkmı�tır [Kocaman ve Topakta�, 2008]. 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Kromozom incelemesi için materyal 

 

Bu ara�tırmada Trichlorfon ve Phorate organofosfatlı insektisitlerinin in vitro 

genotoksik etkilerini belirlemek amacıyla insan periferal kan kültürü ve izole 

lenfositler kullanılmı�tır. Ara�tırmada bir bayan ve bir erkek olmak üzere iki donör 

kullanılmı�tır. Donörlerin sigara, alkol ve ilaç kullanmamasına, herhangi bir sa�lık 

problemi ve genotoksik herhangi bir ajana maruz kalma öyküleri bulunmamasına 

dikkat edilmi�tir. 

 

3.1.2. Test materyali 

 

Ara�tırmada kullanılan test materyallerinden Trichlorfon (Katalog No:52-68-6)  ve 

Phorate (Katalog No:298-02-2) Dr. Ehrenstorfer’den temin edilmi�tir. 

 

 

Trichlorfon  

 

Trichlorfon kimyasal adı dimethyl (2,2,2-trichloro-1-hydroxyethyl) phosphonate olan 

organofosfatlı bir bile�iktir. Molekül formülü C4H8Cl3O4P’dir. Molekül a�ırlı�ı 

257.4’dir. Renksiz veya soluk sarı renkte, kristalize, ergime noktası 93,30C’dir. Suda 

serbestçe (120 mg/ml)  çözünür. Bu insektisitin yapısal formülü �ekil 3.1’de 

gösterilmi�tir. 

 
�ekil 3.1. Trichlorfon insektisitinin yapısal formülü 
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Phorate  

 

Phorate kimyasal adı O,O-Diethyl S-[(ethylthio)methyl] phosphorodithioate olan 

organofosfatlı birle�iklerden biridir. Molekül formülü C7H17O2PS3’tür. Molekül 

a�ırlı�ı 260.4’tür. Renksiz, sıvı, ergime noktası -15 dereceden küçüktür. Suda 

çözünürlü�ü 200C’ de 0.05 g/l’dir. Phorate insektisitinin yapısal förmülü �ekil 3.2’de 

gösterildi�i gibidir. 

 
�ekil 3.2. Phorate insektisitinin yapısal formülü 

 

Çalı�mamızda kullanılan di�er 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), 

Dü�ük kaynama dereceli agaroz (LMA) (Katalog No: 9012-36-6), Yüksek kaynama 

dereceli agaroz (NMA) (Katalog No: 9012-36-6), EtBr (Katalog No: 1239-45-8), 

KCl (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 

firmasından emin edilmi�tir.  
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3.2. Metot 

 

3.2.1. Kültüre alınmı� insan lenfositlerindeki çalı�malar 

 

Kromozom Anormalli�i ve Karde� Kromatid De�i�imi Çalı�maları 

 

Alınan periferik kan 1/10 oranında heparinize edilmi�tir. Bu kandan besi ortamına 

(chromosome medium B) 0,2 ml ekilmi�tir. Kan besi ortamına ekildikten sonra bu 

ortama daha önce sartorius membran filtre ile steril edilmi� BrdU (5-Bromo-2-

deoksiuridin=Bromodeoksiüridin) solüsyonundan her tüpe 10 �g/ml olacak �ekilde 

ilave edilmi�tir. Tüpler daha önceden 37oC’ye ayarlanmı� inkübatörde 72 saat 

inkübasyona bırakılmı�tır. 

 

Kültür süresinin ba�langıcından 24 ve 48 saat sonra Trichlorfon’un (2,34; 4,69; 9,38; 

18,75; 37,50 �g/ml’lik) ve Phorate’ın (0,25; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00 �g/ml’lik) dozları 

kültüre ilave edilmi�tir. Pozitif kontrol tüpüne 0,20 �g/ml mitomisin C (MMC) 

eklenmi�tir. Ekimler bittikten sonra tüpler inkübatöre alınmı�tır. Kültür süresinin 

bitiminden 2 saat önce (kültürün 70. saatinde ) her tüpe 0,06 �g/ml olacak �ekilde 

kolkisin solüsyonu eklenmi�tir. �nkübasyon süresi dolduktan sonra tüpler 1200 

rpm’de (dakikadaki devir sayısı) 10 dakika santrifüj edilmi�tir. Santrifüj sonrasında 

tüplerdeki süpernatant kısım atılmı�tır. Lenfosit hücrelerini içeren 0,5-0,7 ml’lik 

kısmın vorteks yardımıyla karı�ması sa�lanmı�tır. Daha sonra bu tüplere hipotonik 

solüsyondan (0,075 M KCl) vorteks üzerinde (5 ml) ilave edilerek karı�ması 

sa�lanmı�tır. Hipotonik solüsyon eklenen tüpler 37oC’deki etüvde 30 dakika 

bekletilmi�tir. Etüvden alınan tüpler tekrar 1200 rpm’de 10 dakika santrifüj 

edilmi�tir. Üstte olu�an süpernatant atılarak, önceden buzdolabında so�utulan fiksatif 

(3:1, metanol:asetik asit) vorteks üzerinde (5ml) eklenmi�tir. Buzdolabında tüpler 

+4oC‘de 45 dakika beklemeye bırakılmı�tır. Daha sonra tüpler 1200 rpm’de 10 

dakika santrifüj edilmi� ve süpernatant kısmı atılmı�tır. Fiksatifle yıkama i�lemi iki 

kez daha tekrar edilmi�tir. Son fiksatif i�leminden sonra tüpün dibinde kalan 0,5-0,7 

ml’lik beyaz kan hücrelerini içeren çökelti pipetaj yapılarak homojenize edilmi�tir. 

Pastör pipetine çekilen süspansiyon, önceden temizlenmi� ve %70’lik etil alkolde 
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buzdolabında bekletilen lamlara 15-20 cm yükseklikten damlatılarak hücrelerin 

patlatılması ve kromozomların yayılmaları sa�lanmı�tır. Hazırlanan preperatlar 24 

saat oda sıcaklı�ında ı�ık almayan ortamda kurumaya bırakılmı�tır. 

 

Mikronükleus Çalı�ması 

 

Mikronükleus çalı�masında, 1/10 oranında heparinize edilmi� 0,2 ml periferik kan, 

steril �artlar altında 2,5 ml’lik chromosome medium B’ye ekilmi�tir. Kültür tüpleri 

daha sonra 37oC’de 72 saat inkübasyona alınmı�tır. Kültüre alınmı� lenfositler 

insektisitlerle sadece 48 saat süreyle muamele edilmi�tir. Bu nedenle kültür 

süresinden 24 saat sonra Trichlorfon ve Phorate’ın dozları ile, pozitif kontrol MMC 

(0,20 �g/ml) tüplere ekilmi�tir. Negatif kontrol grubuna aynı miktarda steril su ilave 

edilmi�tir. �nkübasyonun 44. saatinde hücrelerin sitoplazma bölünmesini durdurmak 

için ortama sitokalasin B (cytochalasin B) ilave edilmi�tir. Kültür süresi bitiminde 

tüpler 1000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmi�tir. Üstte kalan süpernatant atılmı� ve 

tüpün dibindeki hücreleri ihtiva eden 0,5-0,7 ml’lik kısmı vortex üzerinde 

karı�tırılarak homojenize edilmi�tir. Bu i�lemden sonra hipotonik solüsyondan (0,075 

M KCl) vorteksde (5 ml) ilave edilmi�tir. Daha sonra 1000 rpm’de 10 dakika satrifüj 

edilmi� ve süpernatant kısmı atılmı�tır. Tüplere önceden buzdolabında so�utulan 3:1 

metanol:asetik asitten olu�an fiksatiften vortex üzerinde (5 ml) ilave edilmi�tir. 

Fiksatif eklenen tüpler 10 dakika buzdolabında bekletilmi�tir. Fiksatifte yıkama 

i�lemi ikinci kez tekrarlandıktan sonra üçüncü fiksatife sitoplazmaların korunması 

amacıyla %1’lik formaldehit eklenmi� ve son santrifüje tabii tutulmu�tur. 

 

Son santrifüj i�leminden sonra tüplerin süpernatantı atılıp tüpün dibinde kalan 0,5-

0,7 ml’lik çökelti pipetaj yapılarak homojen hale getirilmi�tir. Pipete çekilen 

süspansiyon daha önceden temizlenmi� ve %70’lik etil alkolde buzdolabında 

bekletilen lamlar üzerine 10-15 cm yükseklikten yayılmı�tır. Hazırlanan preperatlar 

kurumaları için 24 saat oda sıcaklı�ına bırakılmı�tır. 
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Preparatların boyanması 

 

Herbir uygulama için hazırlanan preperatların bir kısmı kromozom anormalli�i, 

mikronükleus ve mitotik indeks olu�umlarının tespit edilmesi için homojen olarak 

boyanmaya ayrılmı�tır. Bu amaçla preperatlar tamamen kuruduktan sonra Sorensen 

tamponu ile hazırlanan %5’lik Giemsa ile (pH=6,8) 15-20 dakika boyanmı�tır. 

Karde� kromatid de�i�imlerinin belirlenmesi için Speit ve Houpter’ın (1985) bir 

kromozoma ait karde� kromatidlerin farklı boyanmasını sa�lamak amacıyla 

geli�tirdikleri metod bir takım de�i�ikliklerle kullanılmı�tır [Speit ve Houpter, 1985]. 

Bu yönteme göre tamamen kurutulan preperatlar düz bir tepsiye konarak üzeri ince 

bir tabaka halinde ı�ınlama solüsyonu (Sorensen tamponu, pH=6,8) ile iyice 

kapatılmı�tır. Bu �ekilde ı�ınlama solüsyonu ile kapatılan preperatlar 15 cm 

yükseklikten 254 nm dalga boyunda ı�ık yayan UV lambası ile karanlıkta ı�ınlamaya 

maruz bırakılmı�tır. I�ınlama sonunda preperatlar 60oC sıcaklıktaki 1×SSC (sodyum 

klorür + tri-sodyum sitrat) solüsyonunda 1 saat inkübe edilmi�tir. Daha sonra 

Sorensen tamponu ile hazırlanan %5’lik Giemsa ile (pH=6,8) 20 dakika boyanmı�tır. 

 

Her iki yöntemde de Giemsadan çıkarılan preperatlar saf sudan geçirilip, boyanın 

fazlasının akması sa�lanmı�tır. Bütün bu i�lemlerden sonra oda sıcaklı�ında 

kurutulan preperatlar DPX ile daimi hale getirilmi� ve mikroskopta incelemeye 

alınmı�lardır. 

 

Kromozom Anarmalliklerinin Saptanması 

 

Kromozomal anormalliklerin hesaplanmasında ise her bir doz için kromozomları iyi 

da�ılmı�, kadın ve erkek bireylere ait preperatlardan 100’er hücre olmak üzere 200 

hücre sayılarak kromozom anormallikleri tespit edilmi�tir. �ncelenen 200 hücre 

içinde anormal hücre yüzdesi ve bir hücreye dü�en kromozom anormalli�i sayısı 

belirlenmi�tir. 

 

Yapılan çalı�mada anormal hücre frekansı ve hücre ba�ına dü�en kromozom 

anormalli�inin istatistiksel hesaplanmalarında doz etki ili�kisini belirlemek için 
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SPSS 13.0 bilgisayar programı ile regresyon analizi yapılmı�tır. Deney gruplarındaki 

kromozom anormalliklerinin kontrol grubu ile farklılık gösterip göstermedi�inin 

belirlenmesi için z-testi uygulanmı�tır. 

 

Mitotik �ndeksin Saptanması 

 

Tüm uygulamalar için hazırlanan preperatların herbirinden 1000’er hücre olmak 

üzere toplam 2000 hücre sayılarak mitotik indeks (M�) saptanmı�tır. Metafaz 

evresinde bulunan hücre sayısının toplam hücre sayısına oranı yüzde olarak 

hesaplanıp mitotik indeks tesbiti yapılmı�tır. 

 

Mitotik indeksin istatistik hesaplamaları için doz etki ili�kisini belirlemede SPSS 

13.0 bilgisayar programı ile regresyon analizi yapılmı�tır. Ayrıca deney gruplarının 

kontrol grupları ile farklılık gösterip göstermedi�inin belirlenmesi için z da�ılım testi 

uygulanmı�tır. 

 

Karde� Kromatid De�i�iminin Saptanması 

 

Karde� kromatid de�i�iminin hesaplanması için kadın ve erkek bireylere ait 

preperatlardan kromozomları iyi da�ılmı� hücreler seçilerek, ikinci mitozu geçiren 

25’er hücre olmak üzere herbir uygulama dozu için toplam 50 hücrenin incelenmesi 

yapılmı�tır. 

 

Karde� kromatid de�i�imi sayısı bir kromozomun koyu boyanmı� kromatidindeki 

açık parçaların ya da açık boyanmı� kromatidindeki koyu parçaların sayılmasıyla 

meydana gelen de�i�imlerin de�erlendirilmesidir (�ekil 3.3).  

 

Herbir uygulama grubunda olu�an de�i�imlerin negatif kontrole göre anlamlılık 

de�erleri t-testi ile tespit edilmi�tir. Doz etki ili�kisini belirlemek için SPSS 13.0 

bilgisayar programı ile regresyon analizi yapılmı�tır. 
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�ekil 3.3. Birli, ikili, üçlü ve dörtlü karde� kromatid de�i�imleri 

 

Replikasyon �ndeksinin Saptanması 

 

Her uygulama için kadın ve erkek bireylere ait preperatların herbirinden 100’er hücre 

olmak üzere toplam 200 hücre incelenmi�tir. �ncelenen hücrelerdeki birinci (M1), 

ikinci (M2) ve üçüncü (M3) metafaz evresindeki hücreler sayılmı�tır. Sonuçda; 

Replikasyon �ndeksi= (1×M1)+(2×M2)+(3×M3)/N 

(N=�ncelenen toplam hücre) formülü ile hesaplanmı�tır.  

 

Yapılan çalı�manın sonunda replikasyon indeksi için doz etki ili�kisini belirlemek 

için SPSS 13.0 bilgisayar programı ile regresyon analizi yapılmı�tır. Deney 

gruplarındaki replikasyon indeksinin kontrol grupları ile farklılık gösterip 

göstermedi�inin belirlenmesinde ise z-testi uygulanmı�tır. 
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Nükleer Bölünme �ndeksi Ve Mikronükleus Frekansının Saptanması    

 

Herbir doz ve süre için erkek ve di�i bireylerin preperatlarından 1000’er olmak üzere 

2000 hücrede mikronükleus frekansları saptanmı�tır. 

 

Nükleer bölünme indeksi (NB�) hesaplamalarında hiç bölünme geçirmemi� tek 

çekirdek bulunan hücreler N1, iki çekirdek bulunan hücreler N2, üç çekirdek bulunan 

hücreler N3, dört veya daha fazla çekirdek bulunan hücreler ise N4 olarak 

belirlenmi�lerdir. Nükleer bölünme indeksi saptanırken, her bir doz için erkek ve di�i 

bireylerden 500’er hücre olmak üzere toplam 1000 hücre sayılmı�tır. Sonuçta; 

Nükleer Bölünme �ndeksi= 1×(N1)+2×(N2)+3×(N3+N4)/N 

(N=�ncelenen toplam hücre) formülü ile hesaplanmı�tır. 

 

Yapılan çalı�mada nükleer bölünme indeksi ve mikronükleus frekansının istatistiksel 

analizinde doz etki ili�kisini belirlemek için SPSS 13.0 bilgisayar programı ile 

regresyon analizi yapılmı�tır. Deney gruplarındaki nükleer bölünme indeksi ve 

mikronükleus frekanslarının kontrol grupları ile farklılık gösterip göstermedi�inin 

belirlenmesinde z-testi uygulanmı�tır. 

 

3.2.2. �zole edilmi� insan lenfositlerindeki çalı�malar 

 

Comet Testi 

 

Bu teknik 1988 yılında Singh ve arkada�larının yaptı�ı çalı�malar dikkate alınıp, bazı 

modifikasyonlara tabii tutularak kullanılmı�tır. Comet testinde de yine her bir 

insektisit için sa�lıklı, sigara ve alkol kullanmayan, bir erkek bir di�i donörden alınan 

periferal kan lenfositleri kullanılmı�tır. Donörlerden heparinli enjektörle alınan taze 

periferal kan ependorflara konulmu�tur. Daha sonra 1’er ml PBS ependorflara ilave 

edilmi�tir. Kan ve PBS süspanse edilip, 100’er µl lenfosit ayıracı (Biocoll) solüsyon 

ilave edilip +4 ºC’de 1060 rpm de 3 dakika santrifüj edilmi�tir. Santrifüj sonrası 

ependorfların içinde eritrositlerin üzerinde olu�an bulutsu kısmın 100’er µl’si 
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alınarak ayrı ependorfa aktarılmı�tır. Daha sonra da stok haline gelmi� olan izole 

lenfositlerden 100’er µl’si her bir doz için ayrı ependorflar içine alınmı�tır. 

 

Alınan lenfositler, 100’er µl test maddesinin çe�itli dozları ile (Trichlorfon için 2,34; 

4,69; 9,38; 18,75; 37,50 �g/ml’lik, Phorate için 0,25; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00 

�g/ml’lik, pozitif kontrolün (hidrojen peroksit=H2O2) 100 �M’lik dozları eklenip 

37oC’de 1 saatlik inkübasyona tabi tutulmu�tur. �zole edilen lenfositlerde, trypan 

blue ile hücrelerin canlılıklarının >%97 oldu�u belirlenmi�tir. �nkübasyon süresi 

bitiminde ependorflar 3000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmi�tir. Süpernatant atılıp 

her bir doz 100’er  µl PBS ile resüspanse edilmi�tir. Dü�ük erime ısılı agarın 75  µl’si 

alınarak 100 µl lenfositle karı�tırılmı� ve önceden yüksek erime ısılı agar ile 

kaplanan lamların üzerine damlatılıp yayılmı�tır. Sonra üzeri lamel ile kapatılmı�tır. 

Kapatılan preperatlar 15-20 dakika buzdolabında bekletilmi�tir. Bu sürenin sonunda 

lamlar üzerinde bulunan lameller dikkatli bir �ekilde kaldırılmı� ve içinde lysing 

solüsyonu bulunan (100 mM EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Tris pH=10 içeren 

solüsyonun 89 ml’sine 1% Triton X-100 ve 10 % DMSO ilave edilmi�tir) �aleler 

içerisine konulmu�tur. Bu �ekilde buzdolabında +4 ºC’de en az 1 saat bekletilmi�tir. 

Liziz i�leminden sonra lamlar içerisinde elektroforez tamponu (pH>13, 300 mM 

NaOH, 1mM EDTA) bulunan tanka yerle�tirilip 20 dakika beklemeye bırakılmı�tır. 

Bu i�lemin amacı DNA sarmalının çözülmesini sa�lamaktır. 25 V, 300 mA’da 20 

dakika elektroforez i�lemi uygulanmı�tır. Bu sayede hasarlı DNA’ların göçmesi 

sa�lanmı�tır. Elektroforezden sonra lamlar, nötralizasyon tamponu (pH=7,5; 0,4 M 

Tris) ile 5’er dakika toplam üç kez muamele edilmi�tir. Bu i�lemden sonra herbir 

lamın üzerine 20 �g/ml’lik etidyum bromid yayılmı� ve lamel ile kapatılmı�tır. 

Boyamaya alınan preperatlar +4 ºC’de 10-15 dakika bekletilmi�tir. Tüm bu i�lemler, 

DNA hasarlarını önlemek için karanlık ortamda yapılmı�tır. 

 

Görüntü Analizi Ve Comet Sayımı 

 

Boyanan preperatlar Olympus marka flöresan mikroskopta (546 nm eksitasyon ve 

590 nm bariyer filtreli) 40× büyütmede incelenmi�tir. Kullanılan her insektisit her bir 

dozu için bir donörden 100’er hücre olmak üzere toplam 200 hücre “Comet Assay IV 



 

43 

Perseptive Instruments Ltd., UK” kullanılarak incelenmi�tir. Sonuçlar kuyruk 

yo�unlu�u ve kuyruk uzunlu�u cinsiden de�erlendirilmi�tir. 

 

Yapılan çalı�malarda kuyruk yo�unlu�u ve kuyruk uzunlu�u için doz etki ili�kisini 

belirlemek için SPSS 13.0 bilgisayar programı ile regresyon analizi yapılmı�tır. 

Deney grupları ile kontrol grubunun kar�ıla�tırılmasında t-testi kullanılmı�tır. 
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4. ARA�TIRMA BULGULARI 

 

4.1. Trichlorfon’un KA Üzerine Etkileri 

 

Trichlorfon’un uygulanması ile insan lenfosit kültürlerinde be� tip yapısal kromozom 

anormalli�i tespit edilmi�tir. Bu anormallikler kromatid kırı�ı, kromozom kırı�ı, 

fragment, karde� kromatidlerde birle�me ve disentrik kromozomlar’dır. Yapılan 

çalı�ma sonunda en fazla gözlenen anormallikler kromatid kırı�ı ve kromozom kırı�ı 

olarak tespit edilmi�tir. Anormal hücre yüzdesi ve hücre ba�ına dü�en anormallik 

oranının 24 saatlik uygulamanın en dü�ük dozu hariç di�er tüm doz ve sürelerde 

kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı ve doza ba�lı bir artı�a sebep oldu�u 

gözlenmi�tir (24 saatlik uygulamada r=0,99 ve 48 saatlik uygulamada r=0,99) 

(Çizelge 4.1, �ekil 4.1 ve Resim 4.1). Ayrıca Trichlorfon’un 48 saatlik uygulamanın 

en yüksek dozunda toksik etki gösterdi�i belirlenmi�tir.  
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�

�ekil 4.1. Trichlorfon’un anormal hücre frekansı üzerine etkisi 

 

 
Resim 4.1.  Trichlorfon uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an kromozomal 
������������������� anormallikler a) kromatid kırı�ı 
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�

�

�

Resim 4.1. (Devam).  Trichlorfon uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an 
kromozomal anormallikler b) kromozom kırı�ı c) fragment  

�
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Resim 4.1. (Devam). Trichlorfon uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an 

kromozomal anormallikler d) karde� kromatidlerde birle�me  
                                  e) disentrik kromozom 
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4.2. Trichlorfon’un KKD, R� ve M� Üzerine Etkileri 

 

Karde� kromatid de�i�imi frekansı bütün dozlarda istatistiksel olarak kontrol grubuna 

göre önemli düzeyde artı� göstermi� ve bu artı� doza ba�lı olarak gerçekle�mi�tir (24 

saatlik uygulamada r=0,92 ve 48 saatlik uygulamada r=0,74) (Çizelge 4.2, �ekil 4.2 

ve Resim 4.2). Trichlorfon’un replikasyon indeksini doza ba�lı olarak dü�ürdü�ü 

fakat bu dü�ü�ün istatistiksel olarak anlamlı olmadı�ı belirlenmi�tir (24 saatlik 

uygulamada r=-0,96 ve 48 saatlik uygulamada r=-0,86) (Çizelge 4.2). Mitotik 

indekste ise 24 saatlik ve 48 saatlik uygulamalarda kontrole göre tüm dozlarda dü�ü� 

belirlenmi�tir. Bu dü�ü�ün 24 saatlik uygulamanın 9,38 ve 18,75 �g/ml’lik 

dozlarında ve 48 saatlik uygulamanın 18,75 �g/ml’lik dozunda istatistiksel olarak 

anlamlı oldu�u belirlenmi�tir. Ayrıca 48 saatlik uygulamada bu dü�ü�ün doza ba�lı 

oldu�u da belirlenmi�tir (48 saatlik uygulamada r=-0,98). Trichlorfon’un 48 saatlik 

uygulamasında 37,50 �g/ml’lik dozu toksik etki göstermi�tir (Çizelge 4.2 ve �ekil 

4.3). 
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Çizelge 4.2. Trichlorfon’un insan lenfosit kültüründe KKD, R� ve M� frekansları                
                    üzerine etkileri 
 

a  Kontrole göre P< 0,05 düzeyinde anlamlı (t testi) 
*  Kontrole göre P< 0,05 düzeyinde anlamlı (z testi)    
**Kontrole göre  P< 0,01 düzeyinde anlamlı (z testi)  
 
 

�

�ekil 4.2. Trichlorfon’un karde� kromatid de�i�imi frekansı üzerine etkisi 

Uygulama Test maddesi 

Süresi  

(saat) 

Dozlar 

(�g/ml) 

 

Min.-

maks. 

KKD 

 

KKD/hücre  

± SH 

 

M1 

 

M2 

 

M3 

 

R� ± SH 

 

M� ± SH 

 

Kontrol 

MMC 

Trichlorfon 

 

 

 

 

 

Kontrol 

MMC 

Trichlorfon 

 

 

24 

24 

24 

24 

24 

24 

24 

 

48 

48 

48 

48 

48 

48 

48 

 

0,00 

0,20 

2,34 

4,69 

9,38 

18,75 

37,50 

 

0,00 

0,20 

2,34 

4,69 

9,38 

18,75 

37,5 

 

 

1-5 

19-50 

2-8 

      3-7 

4-9 

 3-10 

 3-14 

 

1-5 

27-69 

2-12 

4-17 

     4-15 

5-16 

- 

 

   2,64±0,15 

36,42±1,19 

4,04±0,22a 

4,66±0,18a 

5,66±0,21a 

5,86±0,27a 

   6,82±0,34 a 

 

2,64±0,15 

    47,44±1,62 

    5,44±0,34a 

    7,74±0,45a 

  7,40±0,39a 

    8,28±0,31a 

    TOKS�K 

 

21 

66 

24 

37 

35 

43 

49 

 

21 

45 

23 

38 

41 

47 

- 

 

43 

72 

49 

52 

51 

50 

93 

 

43 

77 

45 

64 

62 

75 

- 

 

136 

62 

127 

111 

114 

107 

58 

 

136 

78 

132 

98 

97 

78 

- 

 

2,575±0,048 

1,980±0,057 

2,515±0,050 

2,370±0,055 

2,395±0,054 

2,320±0,057 

2,045±0,052 

 

2,575±0,048 

2,165±0,054 

2,545±0,049 

2,300±0,054 

2,280±0,055 

2,155±0,055 

TOKS�K 

     

     7,40±0,585 

 3,70±0,422 

     6,95±0,569 

6,40±0,547 

  5,80±0,523* 

     5,20±0,496** 

     6,30±0,543 

 

    7,40±0,585 

    3,35±0,402 

    7,25±0,580 

    6,90±0,567 

    6,00±0,531 

    5,15±0,494** 

    TOKS�K 
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Resim 4.2. Trichlorfon uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an karde� kromatid 

de�i�imleri   
  

 

�ekil 4.3.  Trichlorfon’un mitotik indeks üzerine etkisi 
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4.3. Trichlorfon’un MN Olu�umu ve NB� Üzerine Etkileri 

Trichlorfon uygulamasıyla mikronükleus frekansları kontrole göre en dü�ük doz 

hariç istatistiksel olarak anlamlı ve doza ba�lı bir artı� göstermi�tir (r=0,99). 

Trichlorfon uygulaması ile binükleat hücrelerde bir, iki ve üç mikronükleuslu 

hücreler tespit edilmi�tir (Çizelge 4.3, �ekil 4.4 ve Resim 4.3). Ayrıca yapılan 

çalı�malarda Trichlorfon uygulamasının nükleer bölünme indeksinde istatistiksel 

olarak bir de�i�ikli�e sebep olmadı�ı tespit edilmi�tir (Çizelge 4.3). En yüksek doz 

ise toksik etki göstermi�tir.  

Çizelge 4.3. Trichlorfon’un insan lenfosit kültüründe MN frekansları ve NB� üzerine 
etkileri 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

***Kontrole göre P< 0,001 düzeyinde anlamlı (z testi) 
 
 

Uygulama  

Test  

maddesi 
Süre  

(saat) 

Dozlar 

(�g/ml) 

Sayılan 

binükleat 

hücre sayısı 

Binükleat hücreler içinde  

mikronükleus frekansları 

     

    (1)     (2)        (3)     (4) 

 

      MN ± SH 

            (%) 

Nükleer bölünme 

indeksi ± SH 

     (NB�) 

 

Kontrol 

MMC 

Trichlorfon 

 

 

48 

48 

48 

48 

48 

48 

48 

 

0,00 

0,20 

2,34 

4,69 

9,38 

18,75 

37,50 

 

 

2000 

2000 

2000 

2000 

2000 

2000 

2000 

 

5 

126 

13 

20 

27 

34 

- 

 

- 

37 

- 

3 

2 

9 

- 

 

- 

8 

- 

- 

- 

2 

- 

 

- 

2 

- 

- 

- 

- 

- 

  

0,25±0,112 

11,50±0,713 

0,65±0,180 

1,30±0,253*** 

1,55±0,276*** 

2,90±0,375*** 

TOKS�K 

 

1,612±0,398 

1,307±0,359 

1,698±0,409 

1,672±0,405 

1,513±0,386 

1,293±0,357 

  TOKS�K 
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�ekil 4.4. Trichlorfon’un mikronükleus frekansı üzerine etkisi 

 

   

                                    

Resim 4.3.  Trichlorfon uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an mikronükleuslu  
                       binukleat hücreler a) bir mikronükleus b) iki mikronükleus c) üç        
                  mikronükleus 
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4.4. Trichlorfon’un Primer DNA Hasarı, Comet Kuyruk Yo�unlu�u ve Kuyruk 

       Uzunlu�u Üzerine Etkileri 

 

Comet testi ile Trichlorfon’un insan lenfositlerinde DNA hasarına sebep olup 

olmadı�ı ara�tırılmı�tır. Comet kuyruk uzunlu�u ve kuyruk yo�unlu�u tüm dozlarda 

önemli oranda artmı�tır. Ayrıca en yüksek dozda Trichlorfon’un kuyruk uzunlu�unda 

sebep oldu�u DNA hasarının pozitif kontrole göre daha fazla oldu�u tespit edilmi�tir. 

Trichlorfon’da kuyruk uzunlu�undaki artı� doza ba�lı (r=0,77) iken kuyruk 

yo�unlu�unda meydana gelen artı�ın doza ba�lı olmadı�ı belirlenmi�tir (Çizelge 4.4, 

�ekil 4.5 ve Resim 4.4). 

 

Çizelge 4.4. Trichlorfon ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde olu�an 
DNA hasarı 

Test Maddesi Doz 

(�g/ml) 

Kuyruk yo�unlu�u 

(%) 

Kuyruk uzunlu�u 

(µm) 

Kontrol   0,00 2,25±0,36     27,59±0,63 

H2O2   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   4,25±0,83*     35,23±0,48*     

   18,75 

  37,50 

  4,20±0,66* 

          5,03±0,86* 

 35,78±0,65* 

36,75±0,63* 

 
*Kontrole göre P< 0,05 düzeyinde anlamlı (t testi) 
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�ekil 4.5. Trichlorfon’un kuyruk yo�unlu�u ve kuyruk uzunlu�u üzerine etkisi 
 

     

   

Resim 4.4.  Trichlorfon ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olu�an DNA 
hasarlarının comet testi ile görünümü a) hasarsız DNA b) az hasarlı 
DNA c) orta hasarlı DNA d) çok hasarlı DNA 
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4.5. Phorate’ın KA Üzerine Etkileri 

 

Phorate uygulaması sonucunda insan lenfositlerinde toplam yedi tip kromozom 

anormalli�ine rastlanmı�tır. Bunların altı tipi yapısal kromozom anormalli�i bir tipi 

ise sayısal kromozom anormalli�idir. Kromozomlarda yapısal olan de�i�iklikler 

kromatid kırı�ı, kromozom kırı�ı, fragment, karde� kromatidlerde birle�me, disentrik 

kromozomlar ve kromatid de�i�imidir. Kromozomlardaki sayısal de�i�iklik ise 

poliploidi’dir. Bu anormalliklerden en sık rastlanan kromatid kırı�ı ve kromozom 

kırı�ı olarak tespit edilmi�tir. Yapılan analizler sonucunda anormal hücre yüzdesinin 

ve hücre ba�ına dü�en anormallik oranının istatistiksel olarak anlamlı ve doza ba�lı 

artı� gösterdi�i belirlenmi�tir (24 saatlik uygulamada r=0,93 ve 48 saatlik 

uygulamada r=0,91) (Çizelge 4.5, �ekil 4.6 ve Resim 4.5). 
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�ekil 4.6. Phorate’ın anormal hücre frekansı üzerine etkisi  

 

�

Resim 4.5.  Phorate uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an kromozomal  
                 anormallikler a) kromatid kırı�ı  
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Resim 4.5.  (Devam).  Phorate uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an 

kromozomal anormallikler b) kromozom kırı�ı c) fragment 



 

60 

  

 
Resim 4.5.  (Devam). Phorate uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an 

kromozomal anormallikler d) karde� kromatidlerde birle�me  
                                   e) poliploidi  
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Resim 4.5.  (Devam).  Phorate uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an 

kromozomal anormallikler f) kromatid de�i�imi g) disentrik 
kromozom       
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4.6. Phorate’ın KKD, R� ve M� Üzerine Etkileri 
 

Phorate  uygulaması sonucunda, karde� kromatid de�i�imi tüm dozlarda ve uygulama 

sürelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir artı� göstermi�tir fakat bu etkinin doza 

ba�lı olmadı�ı tespit edilmi�tir (Çizelge 4.6, �ekil 4.7 ve Resim 4.6). Bu 

uygulamada, mitotik indekste 24 saatlik uygulama süresinde 1,00; 1,50 ve 2,00 

�g/ml’lik dozlarda ve 48 saatlik uygulamalarda ise 0,50; 1,00; 1,50 ve 2,00 �g/ml’lik 

dozlarda istatistiksel olarak anlamlı ve doza ba�lı bir dü�ü� belirlenmi�tir (24 saatlik 

uygulamada r=-0,99 ve 48 saatlik uygulamada r=-0,82) (Çizelge 4.6 ve �ekil 4.8). 

Yapılan çalı�malarda Phorate’ın replikasyon indeksini anlamlı oranda etkilemedi�i 

tespit edilmi�tir (Çizelge 4.6).  

 
Çizelge 4.6.  Phorate’ın insan lenfosit kültüründe KKD, R� ve M� frekansları üzerine  
                     etkileri 

a     Kontrole göre P< 0,05 düzeyinde anlamlı (t testi) 
**   Kontrole göre P< 0,01 düzeyinde anlamlı (z testi)  
*** Kontrole göre P< 0,001 düzeyinde anlamlı (z testi) 
 
 

Uygulama Test maddesi 

Süresi  

(saat) 

Dozlar 

(�g/ml) 

 

Min.-

maks. 

KKD 

 

KKD/hücre  

± SH 

 

M1 

 

M2 

 

M3 

 

R� ± SH 

 

M� ± SH 

 

Kontrol 

MMC 

Phorate  

 

 

 

 

 

Kontrol 

MMC 

Phorate 

 

24 

24 

24 

24 

24 

24 

24 

 

48 

48 

48 

48 

48 

48 

48 

 

0,00 

0,20 

0,25 

0,50 

1,00 

1,50 

2,00 

 

0,00 

0,20 

0,25 

0,50 

1,00 

1,50 

2,00 

 

1-6 

10-36 

2-9 

 3-11 

3-9 

3-8 

3-9 

 

1-6 

27-78 

2-9 

3-11 

5-15 

     2-8 

3-11 

   

   2,72±0,20 

20,56±0,79 

4,84±0,22a 

5,48±0,26a 

4,88±0,23a 

4,96±0,20a 

5,28±0,19a 

 

2,72±0,20 

    52,75±1,86 

  4,64±0,22a 

  6,52±0,30a 

    8,06±0,34a 

  4,64±0,21a 

    5,88±0,26a 

 

 

17 

67 

20 

20 

19 

20 

21 

 

17 

96 

21 

31 

15 

30 

22 

 

 

39 

61 

38 

39 

39 

30 

38 

 

39 

58 

41 

44 

37 

35 

43 

 

144 

72 

142 

141 

142 

150 

141 

 

144 

46 

138 

125 

148 

135 

135 

 

2,635±0,045 

2,025±0,059 

2,610±0,047 

2,605±0,047 

2,615±0,046 

2,650±0,046 

2,600±0,048 

 

2,635±0,045 

1,750±0,057 

2,585±0,048 

2,470±0,040 

2,665±0,043 

2,525±0,053 

2,565±0,048 

     

    6,55±0,553 

    2,95±0,378 

    5,75±0,521 

    5,25±0,499 

    4,15±0,446*** 

    3,75±0,425*** 

    3,05±0,385*** 

 

    6,55±0,553 

    2,70±0,362 

    5,20±0,496 

    4,60±0,468** 

    4,25±0,451** 

    4,60±0,468** 

    3,85±0,430*** 
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�ekil 4.7.  Phorate’ın karde� kromatid de�i�imi frekansı üzerine etkisi 
 

 
Resim 4.6. Phorate uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an karde� kromatid 

de�i�imleri  
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�ekil 4.8. Phorate’ın mitotik indeks üzerine etkisi  

 

4.7. Phorate’ın MN Olu�umu ve NB� Üzerine Etkileri 

 

Phorate’ın mikronükleus frekansında  kontrole oranla en dü�ük doz  hariç tüm 

dozlarda istatistiksel olarak anlamlı artı�a sebep oldu�u fakat bu artı�ın doza ba�lı 

olmadı�ı tespit edilmi�tir. En fazla artı�a 1,00 �g/ml’lik dozda rastlanmı�tır (Çizelge 

4.7, �ekil 4.9 ve Resim 4.7).  En fazla bir mikronükleuslu binükleatlara rastlanmı�tır. 

Dört ve daha fazla mikronükleus gözlenmemi�tir.  Nükleer bölünme indeksinde ise 

herhangi bir de�i�ikli�e sebep olmadı�ı belirlenmi�tir (Çizelge 4.7). 
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Çizelge 4.7.  Phorate’ın insan lenfosit kültüründe MN frekansları ve NB� üzerine  
etkileri          

 
�ekil 4.9. Phorate’ın mikronükleus frekansı üzerine etkisi 

 
 
 
 
 
 

Uygulama  

Test  

maddesi 
Süre  

(saat) 

Dozlar 

(�g/ml) 

Sayılan 

binükleat 

hücre sayısı 

Binükleat hücreler içinde  

mikronükleus frekansları 

     

 (1)     (2)        (3)       (4) 

 

MN ± SH 

    (%) 

  

  Nükleer bölünme         

      indeksi ± SH  

            (NB�)  

 

Kontrol 

MMC 

Phorate 

 

 

48 

48 

48 

48 

48 

48 

48 

 

0,00 

   0,20 

0,25 

0,50 

1,00 

1,50 

2,00 

 

2000 

2000 

2000 

2000 

2000 

2000 

2000 

 

10 

121 

15 

31 

36 

32 

17 

 

- 

18 

2 

3 

3 

3 

3 

 

- 

6 

- 

- 

- 

- 

1 

 

- 

- 

- 

- 

   - 

   - 

   - 

 

     0,50±0,158   

     8,75±0,632 

     0,95±0,217 

    1,85±0,301*** 

    2,10±0,320***          

   1,90±0,305*** 

 1,30±0,253** 

 

1,725±0,411 

1,807±0,421 

1,801±0,420 

1,742±0,413 

1,710±0,410 

1,823±0,423 

1,772±0,417 

**  Kontrole göre P< 0,01 düzeyinde anlamlı (z testi)  
***Kontrole göre P< 0,001 düzeyinde anlamlı (z testi) 
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Resim 4.7.  Phorate uygulaması ile insan lenfositlerinde olu�an mikronükleuslu  
                       binukleat hücreler a) bir mikronükleus b) iki mikronükleus c) üç        
                   mikronükleus 
 

4.8. Phorate’ın Primer DNA Hasarı, Comet Kuyruk Yo�unlu�u ve Kuyruk                

       Uzunlu�u Üzerine Etkileri 

 

Phorate’ın neden oldu�u DNA hasarını belirlemek için comet testi uygulanmı�tır. 

Comet kuyruk uzunlu�u tüm dozlarda istatistiksel olarak anlamlı bir artı� 

göstermi�tir. Kuyruk yo�unlu�unda ise en yüksek dozda istatistiksel olarak artı� 

belirlenmi�tir (Çizelge 4.8, �ekil 4.10 ve Resim 4.8). Phorate’ın kuyruk 

yo�unlu�unda sebep oldu�u artı� doza ba�lı (r=0,80) iken kuyruk uzunlu�unda sebep 

oldu�u artı� doza ba�lı de�ildir.  
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Çizelge 4.8.  Phorate ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde olu�an      
                     DNA hasarı 

Test Maddesi 

  

Doz 

(�g/ml) 

Kuyruk yo�unlu�u 

(%) 

Kuyruk uzunlu�u 

(µm) 

Kontrol 0,00         4,05±0,98         31,50±0,49  

H2O2 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 

2,00 

        5,22±0,62 

        13,72±1,46* 

 35,28±0,56* 

 39,03±1,03* 

* Kontrole göre P< 0,05 düzeyinde anlamlı (t testi) 
 
 

 
�ekil 4.10. Phorate’ın kuyruk yo�unlu�u ve kuyruk uzunlu�u üzerine etkisi 
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Resim 4.8. Phorate ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olu�an DNA 

hasarlarının comet testi ile görünümü a) hasarsız DNA b) az hasarlı 
DNA c) orta hasarlı DNA d) çok hasarlı DNA 
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5. SONUÇ VE ÖNER�LER  
 
Pestisitler tüm dünyada sadece tarım amaçlı de�il günlük hayatımızda sıkça 

kullandı�ımız boya, tutkal, böcek öldürücüler vb. kimyasal ürünlerde de kar�ımıza 

çıkmaktadır. Bundan dolayı yalnız tarımla u�ra�an i�çiler de�il di�er insanlar için de 

genetik açıdan risk olu�turmaktadır [Pastor ve ark., 2001]. 

 

Pestisitlere maruz kalmaya ba�lı olarak non-Hodgkin’s lenfoma [Hardell ve 

Eriksson, 1999; Zheng ve ark., 2001; Chiu ve ark., 2004], akci�er sarkoması [Blair 

ve ark., 1983], yumu�ak doku sarkoması [Kogevinas ve ark., 1995], multiple 

miyolom [Khuder ve Mutgi, 1997], safra kesesi, mesane, mide, pankreas ve 

karaci�er kanserleri [Ji ve ark., 2001; Shukla ve ark., 2001], Alzheimer [Gauthier ve 

ark., 2001], Parkinson [Jenner, 2001; Sherer ve ark., 2001] ve lösemi [Brown ve ark., 

1990; Blair ve Zham, 1995] gibi hastalıkların sıklı�ında artı� tespit edilmi�tir [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 olu�turan etki olarak isimlendirilir. Genotoksik 

etkiler kanser ba�latıcı bir mekanizma olarak kabul edilmekte, bunun sonucu olarak 

da geli�tirilen çe�itli yöntemler sayesinde  DNA’daki hasarın saptanması ile kanser 

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

 

Bundan dolayı risk altındaki nüfusların tespiti çok önemli bir konuyu te�kil 

etmektedir. KA, KKD, MN ve son zamanlarda DNA’ya hasar veren ajanların 

erkenden biyolojik etkilerinin belirlenmesinde kullanılan comet testi gibi 

genotoksisite testlerine dikkat çekilmektedir. Pestisitlerin genotoksik etkilerinin 

kanıtı olarak KA, KKD, MN ve comet sonuçlarında meydana gelen önemli artı�lar 

gösterilmektedir [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 çalı�mada, pestisitlerin kullanımında artı� ve bazılarının karsinojenik ve toksik 

etki göstermeleri nedeniyle, günlük ya�antımızda maruz kalma ihtimalimiz olan iki 

insektisitin in vitro genotoksik etkileri incelenmi�tir. 

 

Genotoksik etkileri ara�tırılacak olan kimyasalların insan lenfosit kültüründeki 

uygulama süreleri hücre siklusu dikkate alınarak 24 veya 48 saat olarak belirlenmi�tir 

[Hrelia ve ark., 1996]. �nsan lenfositlerinde genotoksisite çalı�malarında hücre 

siklusu yakla�ık olarak 24 saat oldu�undan 2. ve 3. mitozların gözlenebilmesi için 

inkübasyon süresi 72 saat olarak belirlenmi�tir [Çelik, 2003]. 

 

Kromozomal anormallik testinde metafaz safhasındaki hücreler incelenmi�tir. Çünkü 

kromozom anormalliklerinin belirlenmesi en kolay metafaz evresinde olmaktadır. 

Çok miktarda metafaz elde edebilmek için hücre kültürüne kolkisin ekimi 

yapılmı�tır.  

 

Trichlorfon insektisitinin 24 saatlik uygulamanın en dü�ük dozu hariç tüm süre ve 

dozlarda kromozomal anormallik frekansını anlamlı bir �ekilde artırdı�ı 

belirlenmi�tir. Phorate insektisitinin ise kültüre edilmi� insan lenfositlerine 

uygulanması sonucu tüm doz ve sürelerde kromozomal anormallik frekansının 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir artı� gösterdi�i belirlenmi�tir. En 

fazla sebep oldukları kromozomal anormallikler; kromatid kırı�ı ve kromozom kırı�ı 

olarak tespit edilmi�tir. Elde edilen tüm bu sonuçlar Trichlorfon ve Phorate 

insektisitlerinin ikisinin de insan lenfosit kültüründe klastojenik etkili oldu�unu 

göstermi�tir. 

 

Kromatid kırıkları kromozomun bir kromatidinde görülen yani DNA’nın çift 

zincirinde olu�an kırılmalar sonucu olu�an kırıklardır. Kromatid kırıklarının sebebi 

uygulanan maddelerin geç S veya G2 safhasında etkili olmalarıdır [Natarajan, 2002]. 

Sık kar�ıla�ılan ikinci anormallik ise kromozom kırı�ıdır. Kromozom kırıkları 

kromozomların her iki kromatidinde de meydana gelen ve tamir edilememi� DNA 

çift zincir kırıklarıdır [Savage, 1993]. Bu durum insektisitlerin G1 safhasında da 

etkili olduklarını göstermektedir [Natarajan ve Obe, 1982]. Her iki kromatitte 
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meydana gelen DNA çift zincir kırıkları DNA’nın fosfodiester ba�larındaki 

kırılmalar olarak tespit edilmi�tir [Topakta� ve ark., 1996]. Her iki insektisitin ayrıca 

karde� kromatidlerde birle�me ve disentrik kromozom olu�umunu da artırdı�ı 

belirlenmi�tir. Karde� kromatidlerde birle�me genellikle kromozomun terminal 

kısmında meydana gelen delesyonlardır [Kayraldız ve Topakta�, 2001; Yüzba�ıo�lu 

ve ark., 2006]. Disentrik kromozom olu�umunda ise homolog olmayan kromozomlar 

arasında ya da homolog kromozomların iki uzun veya iki kısa kolu arasındaki 

birle�meler etkilidir [Anderson ve Pedersen-Bjergaard, 2000]. Her iki insektisit 

ayrıca fragment olu�umunu indüklemi�tir. Fragmentlerin pestisitlerin etkisiyle olu�an 

subkromatid veya kromatid kırıkları oldu�u dü�ünülmektedir [Kaur ve Grover, 1985; 

Prakash ve ark., 1988]. Farklı ve aynı pestisitler ile yapılan di�er çalı�malarda da 

benzer sonuçlara rastlanmı�tır. 

 

Yapılan ara�tırmalar sonucu bazı ara�tırıcılar kromozomal anormalliklerinin 

kimyasallardaki alkilleyici ajanların DNA’da sebep oldukları hasarlardan 

kaynaklandı�ını ileri sürmü�lerdir. Kimyasalların ana moleküllerinde ya da onlara ait 

metabolitlerin yapısında bulunan alkil ve/veya fosforil grupların (elektrofilik kısım) 

DNA’da bulunan nükleofilik kısma ba�lanarak mutajenik aktiviteyi etkiledi�i 

belirlenmi�tir [Wild, 1975; Searle, 1984; Wauchope ve ark., 1992; Giri ve ark., 2002; 

Çelik, 2003]. Hücre siklusunun G2 safhasında DNA’da olu�an hasarlar tamir edildi�i 

için bu safha kromozomal anormalliklerin tespitinde önemlidir. E�er kromozomal 

anormallikler artı� gösteriyorsa bu safhada DNA tamirinin ya yanlı� yapıldı�ını ya da 

hiç yapılmadı�ını göstermektedir [Rani ve Rao, 1991; Burim ve ark., 2001; 

Natarajan, 2002].  

 

Be� farklı insektisitten olu�an Methoxyphosphinyl’in bile�enlerinin (Trichlorfon, 

Acephate, Dichlorvos, Monocrotophos ve Methamidophos) genotoksisitesini 

belirlemek için Wang ve arkada�ları KA testini uygulamı�tır. Yapılan çalı�mada 

Trichlorfon’un 0,04; 0,2; 1,0 ve 5,0 mg/ml’lik dozları 24 saat süre CHO hücrelerine 

uygulanmı�tır. �nsektisitlerin sebep oldu�u kromozom anormalliklerinin sırası ise: 

Trichlorfon < Acephate < Monocrotophos < Methamidophos < Dichlorvos 
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�eklindedir. Bu pestisitin KA artı�ına sebep olmadı�ı açıklanmı�tır[Wang ve ark., 

2003]. Bizim sonuçlarımızda ise Trichlorfon KA oranını önemli düzeyde artırmı�tır. 

 

Czeizel (1994) yaptı�ı çalı�mada aralarında Trichlorfon’unda bulundu�u yedi farklı 

insektisite (Trichlorfon, Malathion, Methylparation, Mevinphos, Dimethoate, 

Dichlorvos, Diazinon) maruz kalan insanların lenfositlerindeki kromozomal 

anormallikleri belirlemi�tir. Üç farklı zamanda alınan (zehirlenmenin 3-6. günü, 30. 

günü ve 180. günü) kan numunelerindeki KA de�i�imlerini tespit etmi�tir. Elde 

edilen sonuçlara göre Trichlorfon tüm sürelerde istatistiksel olarak anlamlı (p<0,001) 

bir �ekilde anöploidiyi artırmı�tır. Ayrıca kromatid ve kromozom tipi 

anormalliklerde 30. gün alınan numunede anlamlı bir artı� (p<0,05) belirlenmi�tir. 

Kromozom tipi anormallikler asentrik, halka ve disentrik kromozomlar olarak tespit 

edilmi�tir [Czeizel, 1994]. 

 

Organofosfatlı Methidathion ve Triadimenol pestisitlerinin genotoksik etkilerini 

belirlemek için yapılan çalı�mada insan periferal lenfositlerine her iki pestisit için de 

dört farklı doz (Methidathion için; 3,75; 7,50; 15,00 ve 30,00 µg/ml, Triadimenol 

için; 2,5; 5,0; 10,0 ve 20,0 µg/ml) uygulanmı�tır. KA testi sonuçları Methidathion ve 

Triadimenol’ün tüm uygulamalarda anormal hücre frekansını kuvvetli bir �ekilde 

artırmakla birlikte bu artı�ın doza ba�lı oldu�unu göstermi�tir. En sık rastlanan 

kromozom anormallikleri kromatid kırı�ı, karde� kromatidlerde birle�me ve disentrik 

kromozomlar olarak belirlenmi�tir. Elde edilen bu sonuçlar do�rultusunda da her iki 

pestisitinde klastojenik etkiye sebep oldu�u belirtilmi�tir [Demir, 2005].       

 

Ganguly ve Bhattacharya (2006) Metacid (Organofosfatlı), Profenofos 

(Organfosfatlı) ve Nimbecide (Biyopestisit) pestisitlerinin genotoksisitelerini KA 

yöntemi ile belirlemi�lerdir. Sa�lıklı fareler 15 gün boyunca bu üç farklı insektisit ile 

beslenmi�lerdir. Bütün dozlar vücut a�ırlı�ının 1 ml/100 g oranında oral olarak 

uygulanmı�tır. Prefenofos tüm konsantrasyonlarda (% 0,1; % 0,2 ve % 0,3) fare 

kemik ili�i hücrelerinde sentrik füzyon, hiperploidi, somatik azalma, poliploidi, 

anafazda kromatidlerde e�it olmayan da�ılma ve kromozomlarda grupla�mada artı� 

ortaya çıkarmı�tır. Metacid ise % 0,1 konsantrasyonunda hem kromozom fragmenti 
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olu�umunu artırırken hem de bütün konsantrasyonlarda (% 0,1; % 0,2 ve % 0,3) 

asentrik kromozom olu�umunu artırmı�tır. Nimbecide ise tüm konsantrasyonlarda (% 

0,2; % 0,4 ve % 0,6) yalnızca kromozom fragment olu�umunu artırmı�tır [Ganguly 

ve Bhattacharya, 2006]. 

 

Sailaja ve ark. (2006) pestisite maruz kalan i�çilerdeki genotoksisiteyi 

belirlemi�lerdir. 54 pestisit i�çisi ve e�it sayıda kontrol grubunun lenfositlerindeki 

DNA hasarlarını belirlemek için KA testi yapılmı�tır. Sonuçlar kontrole göre pestisit 

i�çilerindeki kromozomal anormallik frekansında artı� oldu�unu göstermi�tir 

(p<0,05). Sonuç olarak mesleki pestisit maruziyetinin somatik hücrelerde genetik 

hasara sebep olabildi�i açıklanmı�tır [Sailaja ve ark., 2006].  

 

Acephate ve Mephospholan organofosfatlı insektisitler olup iki insektisitinde 

genotoksik etkilerini belirlemek için KA testi uygulanmı�tır. �nsan lenfositlerinde 

yapılan çalı�mada tüm uygulama süreleri (24 ve 48 saat) ve dozlarında (Acephate 

için 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 ve 200,0 µg/ml; Mephospholan için 0,125; 0,25; 0,50; 

0,10 ve 0,20 µg/ml) KA frekansında negatif kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı 

bir artı�a sebep oldu�u belirlenmi�tir. En sık kar�ıla�ılan anormallikler ise kromatid 

kırı�ı ve kromozom kırı�ı olarak tespit edilmi�tir. Bu sonuçlar her iki insektisitin de 

klastojenik etkiye sahip oldu�unu göstermi�tir [Özkan, 2009]. 

 

Bu çalı�mada kullanılan bir di�er test kısa süreli mutajenite ve kanserojenite 

testlerinden olan karde� kromatid de�i�imi testidir. Bu metod hassas ve kabul gören 

yöntemlerdendir [Bolognesi, 2003; Ba�cı ve ark., 2005]. 

 

Birçok kimyasal ajan karde� kromatid de�i�imi olu�umunu farklı �ekillerde 

etkilemektedirler. Yapılan bazı çalı�malarda kimyasalların DNA’yı alkilleyerek 

polinükleotidlerde çapraz ba�lar olu�masını sa�ladıkları belirlenmi�tir. Meydana 

gelen bu ba�lanmalar DNA tamir mekanizması tarafından tamir edilemedi�i için 

KKD frekansında artı�a sebep olmaktadır [Tuna, 1992; Wilson III ve Thompson, 

2007]. KKD olu�umunda ayrıca DNA tek zincir kırıkları da etkili olmaktadır. DNA 

tek zincir kırıklarının önlenmesinde görev alan DNA LIG3, PARP-1 ve XRCC1 
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proteinlerde olu�abilecek anormallikler de karde� kromatit de�i�imine neden 

olabilmektedir [Wilson III ve Thompson, 2007].  

 

Karde� kromatid de�i�imi testinde Trichlorfon ve Phorate için her iki uygulama 

süresinde ve tüm dozlarda istatistiksel olarak anlamlı bir artı� gözlenmi�tir. Ayrıca 

Trichlorfon’un sebep oldu�u artı�ın doza ba�lı oldu�u da belirlenmi�tir. Her iki 

insektisitinde insan lenfositlerinde DNA hasarına neden oldu�u bundan dolayı 

mutajenik ve klastojenik etkiye sahip oldu�u belirlenmi�tir. 

 

Madrigal-Bujaidar ve ark. (1993) geni� spektruma sahip bir pestisit olan Trichlorfon 

ile aynı kimyasal olarak bilinen Metrifonate’ın (Alzheimer hastalı�ı tedavisinde 

kullanılan bir ilaç) insan lenfositlerindeki genotoksisitesini ara�tırmak için KKD 

metodunu kullanmı�tır. Elde edilen sonuçlara göre en dü�ük doz hariç (10 µg/ml) 

di�er dozlarda (20, 30, 40, 50 ve 60 µg/ml) KKD frekansının doza ba�lı olmayan bir 

artı� gösterdi�ini tespit etmi�lerdir. Aynı zamanda R�’de de en yüksek üç dozda 

önemli bir azalı� gözlenmi�tir. Fare kemik ili�i hücreleri ile yapılan çalı�mada ise 

120 mg/kg’lık dozda KKD frekansının artı� gösterdi�i belirlenmi�tir [Madrigal-

Bujaidar ve ark., 1993]. Bu sonuç bizim sonucumuzu desteklemektedir. 

Çalı�mamızda Trichlorfon KKD oranını artırmı�tır. 

 

Wang ve ark. (2003) yaptıkları çalı�mada be� farklı insektisitten olu�an 

Methoxyphosphinyl’in bile�enlerinin (Trichlorfon, Acephate, Dichlorvos, 

Monocrotophos ve Methamidophos) genotoksisitesini belirlemek için KKD 

yöntemini uygulamı�tır. KKD frekansının Trichlorfon’da en yüksek üç dozda (0,2; 

1,0 ve 5,0 mg/kg) istatistiksel (p<0,005) olarak artı� gösterdi�i belirlenmi�tir. Ayrıca 

KKD frekansı �u sıra ile artı� göstermi�tir: Dichlorvos< Methamidophos< 

Monocrotophos<Trichlorfon< Acephate [Wang ve ark., 2003]. Bizim çalı�mamızda 

da KKD frekansı tüm dozlarda önemli düzeyde artı� göstermi�tir. 

 

Balaji ve Sasikala (1993) Malathion ile yaptıkları çalı�mada genotoksisiteyi 

belirlemek için insan lenfositlerinde KKD testini uygulamı�lardır. KKD frekansının 
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tüm dozlarda (0,02; 0,2; 2,0 ve 20,0 µg/ml) doza ba�lı artı� gösterdi�i tespit 

edilmi�tir [Balaji ve Sasikala, 1993]. 

 

Methidathion insektisitinin KKD frekansına etkisi ara�tırılmı�tır. 24 saatlik uygulama 

süresinde en dü�ük doz hariç (3,75 µg/ml) di�er dozlarda istatistiksel olarak anlamlı 

ve doza ba�lı artı� tespit edilmi�tir. 48 saatlik uygulamanın ise tüm dozlarında (3,75; 

7,50; 15,00 ve 30,00 µg/ml) doza ba�lı ve önemli artı�a neden oldu�u gözlenmi�tir. 

Triadimenol uygulamasında ise tüm doz (2,5; 5,0; 10,0 ve 20,0 µg/ml) ve uygulama 

sürelerinde istatistiksel ve doza ba�lı artı� belirlenmi�tir [Demir, 2005]. 

 

Organofosfatlı insektisitler olan Acephate ve Mephospholan ile insan lenfosit 

kültürlerinde yapılan KKD testi genotoksisitenin belirlenmesi için kullanılmı�tır. 

Acephate 24 saatlik uygulama sonunda KKD frekansında en dü�ük iki doz hariç 

di�er dozlarda (50,0; 100,0 ve 200,0 µg/ml), 48 saatlik uygulamanın ise en dü�ük 

doz hariç (12,5 µg/ml) di�er dozlarda istatistiksel ve doza ba�lı bir artı�a sebep 

olmu�tur. Mephospholan insektisiti ise her iki uygulama süresinde ve tüm dozlarda 

negatif kontrole göre KKD oranında anlamlı bir artı�a sebep olmu�tur. Bu sonuçlar 

her iki insektisitin de genotoksik etkiye sebep oldu�unu göstermi�tir [Özkan, 2009]. 

 

Yılmaz ve ark. (2008) Conan 5FL (Hexaconazole) fungisitinin insan lenfosit 

kültüründeki genotoksisitesini belirlemek için KKD frekansındaki de�i�imi 

incelemi�lerdir. �nsan lenfositlerinde uygulanan 17,50; 35,0 ve 70,0 µg/ml’lik 

dozların KKD frekansını artırdı�ı tespit edilmi�tir [Yılmaz ve ark., 2008]. 

  

Bu çalı�mada ayrıca hassas ve güvenilir bir test olan MN testi de uygulanmı�tır. 

Mikronükleuslar, asentrik fragment ve/veya mitozda kutuplara çekilememi� tam bir 

kromozomdan (kalgın kromozom) meydana gelmektedir. Kalgın kromozomlar 

kromozom uçlarında yapı�kanlık veya kromozomal hareketlerin yetersizli�i sonucu 

olu�an kromozomlardır [Ahmad ve Yasmin, 1992]. Telofaz safhasında ayrı kalmı� 

kromozomlar ve fragmentlerin etrafı çekirdek zarı olu�umu ile ana nükleusdan daha 

küçük olan mikronükleuslar olu�turur. Bu metod sadece bölünme özelli�i 
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gösterebilen hücrelerde kullanılabilmektedir [Dimitrov ve Gadeva, 1997; Fenech, 

2000; Gömürgen, 2000].  

 

Trichlorfon ve Phorate’ın MN testi sonuçları en dü�ük dozları hariç di�er dozlarda 

kontrole göre anlamlı bir artı� oldu�unu göstermi�tir. Trichlorfon’un sebep oldu�u 

artı� doza ba�lı iken Phorate doza ba�lı olmayan bir artı�a sebep olmu�tur. Bu 

sonuçlara göre her iki insektisitin de insan lenfositlerinde klastojenik ve anöjenik 

etkiye sahip oldu�u dü�ünülmü�tür.  

 

Grover ve Malhi (1985) yaptıkları çalı�mada Phorate, Ekatin, Fenitrothion ve 

Metylparathion olmak üzere dört organofosfatlı insektisitin genotoksisitesini fare 

kemik ili�i hücresinde MN testi ile belirlemi�lerdir. Phorate’ın 0,25; 0,50 ve 0,75 

mg/kg’lık dozları kullanılmı�tır. Phorate 0,75 mg/kg’lık dozda MN frekansını 

artırmı�tır (p<0,05). Phorate ve Metylparathion mutajenik etki gösterirken Ekatin 

zayıf mutajenite göstermi�tir. Fenitrothion ise kontrole göre herhangi önemli bir 

de�i�ikli�e sebep olmamı�tır [Grover ve Malhi, 1985]. Bizim yapmı� oldu�umuz 

çalı�ma sonucunda ise Phorate’ın en dü�ük doz hariç (0,25 µg/ml) di�er dozlarda 

MN frekansını önemli �ekilde artırdı�ı belirlenmi�tir.   

 

Sailaja ve ark. (2006) 54 pestisit i�çisi ve aynı sayıdaki kontrol gruplarının a�ız epitel 

hücrelerinde MN testleri uygulamı�tır. Sonuçta pestisite maruz kalan i�çilerde MN 

frekansı kontrol grubuna göre artı� göstermi�tir (p<0,05) [Sailaja ve ark., 2006]. 

 

Trichlorfon’la (1; 10; 20 ve 40 µg/ml) muamele edilen insan lenfositlerinde pan-

sentromerik ve 2., 7. ve 18. kromozomları için sentromer probları kullanılan FISH 

tekni�i ölçümlerinde kromozom kaybı ve kromozomlarda ayrılmama belirlenmi�tir. 

Aynı çalı�mada insan lenfoblastoid hücre hatlarında (AHH-1 ve MCL-5) 

Trichlorfon’un sebep oldu�u anöjenik aktiviteyi belirlemek için MN testi 

kullanılmı�tır. MN frekansının doza ba�lı artı� gösterdi�i belirlenmi�tir [Doherty ve 

ark., 1996]. Bizim yapmı� oldu�umuz çalı�mada Trichlorfon’un MN frekansını en 

dü�ük doz hariç di�er dozlarda artırdı�ı tespit edilmi�tir. Ayrıca en yüksek dozda ise 

toksik etki belirlenmi�tir.   
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Tian ve ark. (2000) Trichlorfon’un sebep oldu�u sitogenetik ve geli�imsel etkileri 

belirlemek için fare zigotlarında tek doz ile (100 veya 200 mg/kg) gebeli�in 3., 9. ve 

17. günlerindeki de�i�imleri gözlemlemi�lerdir. Embriyonun 3. gününde MN ve 9. 

gününde monosomik veya trisomik hücre hatlarındaki mozaik anöploidi frekansları 

kontrole göre önemli bir artı� göstermi�tir [Tian ve ark., 2000]. 

 

Karbamatlı, organofosfatlı insektisitler ve piretroitleri karı�tırarak kullanan 39 i�çide 

pestisite maruziyet ile olu�an MN frekansları ara�tırılmı�tır. Ayrıca pestisitlere 

maruziyetin mevsimle ilgili olabilece�ini dü�ünerek biri yüksek maruziyet olabilecek 

dönem olan ilkbahar-yaz di�eri dü�ük maruziyet olabilecek dönem olan sonbahar-kı� 

olmak üzere iki farklı zamanda iki farklı kan numunesi alınmı�tır. Periferal kan 

lenfositlerinde MN tekni�i ile binükleat hücre mikronükleus (BNMN) frekansı ve 

nükleer bölünme indeksi (NB�=Sitokinezi durdurularak ço�alma indeksi=CBPI) 

ara�tırılmı�tır. Elde edilen sonuçlara göre BNMN her iki döneminde de önemli 

istatistiksel bir fark göstermemi�tir. NB� ise mevsime ba�lı ve istatistiksel artı� 

göstermi�tir [Pastor ve ark., 2002]. 

 

Methidathion ve Triadimenol pestisitlerinin insan periferal lenfositlerinde yapılan 

ara�tırmada Methidathion insektisitinin en dü�ük dozu (3,75 µg/ml) hariç di�er 

dozlarında negatif kontrole göre önemli bir artı� belirlenmi�tir. Triadimenol’de ise 

bütün dozlar negatif kontrol grubuna göre anlamlı bir artı� göstermi�tir. Bu sonuçlar 

her iki pestisitinde anöjenik ve klastojenik etkili oldu�unu göstermektedir [Demir, 

2005]. 

 

Acephate ve Mephospholan ile insan lenfositlerindeki genotoksik etkiyi belirlemek 

için MN testi ugulanmı�tır. Acephate insektisiti MN frekansını doza ba�lı olarak 

önemli oranda artırmı�tır. Bu artı� tüm dozlarda belirlenmi�tir. Mephospholan ise en 

yüksek üç dozda (0,50; 1,00 ve 2,00 µg/ml) anlamlı ve doza ba�lı bir artı� 

göstermi�tir. Elde edilen sonuçlar her iki insektisitinde genotoksik etkiye sebep 

oldu�unu göstermi�tir [Özkan, 2009]. 
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Bu çalı�mada ayrıca Trichlorfon ve Phorate insektisitlerinin mitotik indeksteki 

de�i�imleri de tespit edilmi�tir. Buna göre Trichlorfon’un 24 saatlik uygulamanın 

9,38 ve 18,75 µg/ml’lik dozlarında, 48 saatlik uygulamanın ise 18,75 µg/ml’lik 

dozunda anlamlı bir dü�ü� belirlenmi�tir. Phorate ise 24 ve 48 saatlik uygulamaların 

en dü�ük dozları hariç di�er dozlarda kontrole göre doza ba�lı dü�ü�e neden 

olmu�tur. Bu sonuçlar her iki insektisitin de hücre bölünmesinde engelleyici yani 

sitotoksik etkili oldu�unu göstermektedir. Mitotik indekste görülen bu azalma 

hücrelerin G2 safhasına girmesini engelleme ya da ATP seviyesinde azalmaya neden 

olarak enerji üretim seviyesini azaltmaya sonuçta da enerji üretim merkezindeki 

bozuklu�a ba�lanmı�tır [Epel, 1963; Jain ve Sarbhoy, 1988; Kayraldız ve Topakta�, 

2001]. Bunların yanı sıra DNA sentezi için gerekli, i� olu�umundan sorumlu 

enzimlerin baskılanması, DNA sentezinin engellenmesi ve G2 safhasının uzaması da 

nedenler arasında gösterilmektedir [Van’t Hof, 1968; Hidalgo ve ark., 1989��

Yüzba�ıo�lu ve ark., 2006]. 

 

Methidathion ve Triadimenol pestisitleri insan periferal lenfositleri ile yapılan 

çalı�malar sonucunda Methidathion insektisitlerinin 24 ve 48 saatlik uygulamaların 

bütün dozlarında mitotik indekste negatif kontrole göre istatistiksel açıdan bir 

azalmaya neden olmu�tur. Elde edilen sonuçlara göre Methidathion insektisitinin 

hücre bölünmesini engelledi�i yani sitotoksik etki gösterdi�i belirtilmi�tir. 

Triadimenol fungisiti ise 24 ve 48 saatlik uygulamalarda negatif kontrole göre dü�ü� 

göstermi� olsa da sadece 20,00 µg/ml’lik dozlarda bu azalma anlamlıdır [Demir, 

2005]. 

 

Acephate ve Mephospholan insektisitlerinin insan lenfositleri üzerinde hücre 

bölünmesine olan etkilerini belirlemek için M� de�erleri belirlenmi�tir. Çalı�ma 

sonucunda Acephate insektisitinin 24 saatlik uygulama süresinin en dü�ük iki doz 

hariç (12,5 ve 25,0 µg/ml) di�er dozlarda; 48 saatlik uygulamanın ise en dü�ük doz 

hariç di�er dozlarında negatif kontrole göre doza ba�lı bir dü�ü�e sebep oldu�u 

belirlenmi�tir. Mephospholan ise 24 saatlik uygulamanın 0,50; 1,00 ve 2,00 

µg/ml’lik dozlarında 48 saatlik uygulamanın ise 1,00 ve 2,00 µg/ml’lik dozlarında 
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önemli bir dü�ü�e sebep olmu�tur. Acephate ve Mephospholan’ın hücre bölünmesi 

engelleyici etkiye sahip oldu�u belirlenmi�tir [Özkan, 2009]. 

 

Metacid, Profenofos ve Nimbecide pestisitleri ile yapılan çalı�mada M� frekansı 

kontrol grubuna göre dü�ü� göstermi�tir [Ganguly ve Bhattacharya, 2006]. 

 

Yılmaz ve ark. (2008) yaptıkları çalı�mada Conan 5FL (Hexaconazole)’nin M� 

üzerindeki etkisini insan periferal lenfositlerinde 17,50; 35,0 ve 70,0 µg/ml’lik 

dozları ile belirlemi�lerdir. Elde edilen sonuçlara göre M� de�erinin tüm dozlarda 

anlamlı olarak azaldı�ı belirlenmi�tir [Yılmaz ve ark., 2008]. 

 

Genetik etkilerin belirlenmesinde kullanılan bir kriter de replikasyon indeksidir. 

Hücre siklusu kinetiklerinin belirlenmesinde bir parametre olan R�’den sitotoksik 

etkileri belirlemek için faydalanılmaktadır. Trichlorfon ve Phorate’ın kültüre edilmi� 

insan lenfositlerinde R� herhangi bir etki göstermedi�i belirlenmi�tir. Benzer �ekilde 

Karathane LC [Çelik ve ark., 2005], Conan 5FL [Yılmaz ve ark., 2008], Acephate ve 

Mephospholan [Özkan ve ark., 2009] pestisitleri de replikasyon indeksini 

etkilememi�lerdir [Çelik ve ark.,2005; Yılmaz ve ark., 2008; Özkan ve ark., 2009].  

 

Çalı�mada kullanılan bir di�er test ise comet testidir. Tek hücre alkali jel 

elektroforezi olarak da bilinmektedir. Comet testi son yıllarda geli�tirilen, oldukça 

güvenilir bir test yöntemidir. In vitro ve in vivo’daki birçok hücrede, çe�itli 

maddelerin etkisi ile meydana gelen DNA hasarının kısa sürede belirlenmesinde 

sıkça kullanılmaya ba�lanmı�tır. Comet testi yönteminde kültürü yapılacak 

kimyasalın uzun süre uygulamaya maruz bırakılmamasına dikkat edilmi�tir ve bu 

süre 1 saat olarak belirlenmi�tir. Çünkü uzun süre kültür ortamında tutuldu�unda 

olu�an DNA hasarları tamir edilmekte ve yeniden hasar olu�umu görülmemektedir.  

 

Yapılan çalı�mada Trichlorfon’un tüm dozlarda kuyruk uzunlu�u ve kuyruk 

yo�unlu�unu kontrole göre istatistiksel olarak artırdı�ı tespit edilmi�tir. 

Trichlorfon’un sebep oldu�u bu artı� kuyruk uzunlu�unda doza ba�lı etki 

gösterirken, kuyruk yo�unlu�u doza ba�lı olarak artı� göstermemi�tir. Phorate ile 
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yapılan comet testi sonuçlarına göre kuyruk uzunlu�u tüm dozlarda istatistiksel artı� 

gösterirken kuyruk yo�unlu�unda yalnız en yüksek doz (2,00 µg/ml) anlamlı etki 

göstermi�tir. Kuyruk yo�unlu�undaki artı� doza ba�lı olarak tespit edilmi�tir. Bu 

sonuçlar her iki insektisitinde izole lenfositlerde DNA hasarı olu�turduklarını 

göstermektedir.  

 

Bhalli ve ark. (2009) pamuk ekiminde pestisit püskürtme i�lemi yapan i�çilerle 

yaptıkları çalı�mada comet testini kullanmı�lardır. Püskürtülen organofosfatlı 

pestisitlerin arasında Phorate’da bulunmaktadır. Comet testi sonuçları kontrol 

grubuna göre (6,54±1,73 µm) kuyruk uzunlu�unda istatistiksel olarak önemli bir artı� 

oldu�unu göstermi�tir (14,80±3,04 µm; p<0,001) [Bhalli ve ark., 2009]. Yapmı� 

oldu�umuz çalı�mada Phorate comet kuyruk uzunlu�u ve kuyruk yo�unlunda önemli 

düzeyde artı�a sebep olmu�tur.  

 

Rahman ve ark. (2002) iki organofosfatlı insektisit olan Chloropyriphos ve Acephate 

ile yaptıkları in vivo çalı�mada Swiss albino farelere oral olarak 24, 48, 72 ve 92 saat 

süre ile insektisitleri uygulanmı�tır. Comet metodu kullanılarak kan numunelerindeki 

comet kuyruk uzunlu�u tespit edilmi�tir. Elde edilen sonuçlara göre Chloropyriphos 

24 ve 48 saatlik uygulama sürelerinde tüm dozlarda (0,28; 0,56; 1,12; 2,24; 4,48 ve 

8,96 mg/kg) anlamlı artı�a neden olmu�tur. 72 saatlik sürenin ilk dört dozunda ve 92 

saatlik sürenin bütün dozlarında önemli bir artı� belirlenmemi�tir. Acephate’ın bütün 

dozları (12,25; 24,50; 49,98; 196 ve 392 mg/kg) 24 ve 48 saatlik uygulama 

sürelerinde istatistiksel artı� göstermi�tir. 72 saatin ilk üç dozunda ve 92 saatlik 

uygulama süresinin bütün dozlarında herhangi bir artı� belirlenmemi�tir [Rahman ve 

ark., 2002]. 

 

Organofosfatlı bir insektisit olan Acephate’ın insan lenfositlerinde sebep oldu�u 

hasarlar comet testi ile belirlenmi�tir. Elde edilen sonuçlara göre 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 

µM’lık dozlarda kuyruk uzunlu�u kontrole göre istatistiksel artı� göstermi�tir. 8, 9 ve 

10 µM’lık dozların ise lenfositlerde nekroza sebep oldu�u belirlenmi�tir [Das ve ark., 

2008]. 
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Özkan ve ark. (2009) yaptıkları çalı�mada Acephate insektisitinin insan 

lenfositlerinde sebep oldu�u DNA hasarlarını belirlemi�lerdir. Elde ettikleri 

sonuçlara göre bu insektisit 100,00 ve 200,00 mg/ml-1’lük dozlarda kuyruk 

uzunlu�unu artırmı�tır. Ayrıca kuyruk yo�unlu�u en yüksek dozda anlamlı artı� 

göstermi�tir [Özkan ve ark., 2009]. 

 

Ünde�er ve Ba�aran (2005) yaptıkları çalı�mada altı pestisitin genotoksik etkilerini 

belirlemi�lerdir. Çalı�mada organofosfatlılar sınıfından Dimethoate ve Metil 

paration; karbamatlar sınıfından Propoxur ve Pirimicarb; piretroitlerden ise 

Cypermethrin ve Permethrin kullanılmı�tır. Bu maddelerin genotoksik etkileri insan 

periferal lenfositlerinde comet testi ile belirlenmi�tir. Dimethoate kuyruk uzunlu�u 

ve kuyruk yo�unlu�unu tüm dozlarda (10; 50; 100 ve 200 µg/ml) istatistiksel olarak 

önemli oranda artırmı�tır. Metil paration kuyruk uzunlu�unu 10, 50 ve 200 µg/ml’lik 

dozlarda artırırken, kuyruk yo�unlu�unu 100 ve 200 µg/ml’lik dozlarda artırmı�tır. 

Propoxur kuyruk uzunlu�unda tüm dozlarda (10; 50; 100 ve 200 µg/ml) artı�a neden 

olmu�tur. Kuyruk yo�unlu�u ise 50, 100 ve 200 µg/ml’lik dozlarda artı� göstermi�tir. 

Primicarb ise kuyruk uzunlu�unu en yüksek (200 µg/ml’lik) dozda, kuyruk 

yo�unlu�unu ise en dü�ük (10 µg/ml) ve en yüksek (200 µg/ml) dozlarda artırmı�tır. 

Cypermethrin pestisiti ise 50 ve 200 µg/ml’lik dozlarda kuyruk uzunlu�unu 

artırırken, 10 ve 200 µg/ml’lik dozlarda kuyruk yo�unlu�unda artı�a sebep olmu�tur. 

Son pestisit olan Permethrin ise kuyruk uzunlu�unu 50 ve 200 µg/ml’lik dozlarda 

artırmı�tır. Kuyruk yo�unlu�unu ise 10 ve 200 µg/ml’lik dozlarda anlamlı olarak 

artırmı�tır [Ünde�er ve Ba�aran, 2005].  

 

Bu ara�tırma sonucunda Trichlorfon ve Phorate’ın insan periferal lenfositlerinde 

mutajenik, klastojenik, anöjenik ve DNA hasarına sebep oldukları tespit edilmi�tir. 

Fakat bu çalı�manın etkilerinin daha detaylı belirlenebilmesi için ba�ka test 

sistemleri ile in vivo olarak ara�tırmalar yapılması gerekmektedir. Her gün istemli 

veya istemsiz olarak insanların maruz kaldı�ı pestisitlerin pek ço�unun toksisite 

testleri ara�tırılmayı beklemektedir. Kullanılmakta olan bu pestisitlerin asıl amacı 

çe�itli zararlıları öldürmek ve üretimi artırmak olsa da büyük bir dezavantaj olarak 

kar�ımıza hedef dı�ı canlılarda sebep oldu�u ölümler, zehirlenmeler, teratojenik ve 
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kanserojenik etkiler çıkmaktadır. Son zamanlarda artan kanser vakaları ve sakat 

do�umlar da bu sonuçları desteklemektedir.  

 

Pestisitlerin sebep oldu�u hasarların önüne geçebilmek için kullanıcıların 

bilinçlendirilmesi ayrıca yapılan çalı�malar do�rultusunda toksik etki gösteren 

kimyasalların kullanımdan kaldırılması ya da kullanımının kısıtlanması 

gerekmektedir. Bunun için de devlet, üretici ve tüketici i�birli�inin peki�tirilmesi 

gerekmektedir. Günümüzde kullanımı artan sentetik pestisitlerin yerine çiftçiler 

biyoinsektisit kullanımına te�vik edilmelidir. Son zamanlarda devamlı sözü edilen 

organik tarım ve organik ürünler hakkında da tüketicinin bilgilendirilmesi önemli bir 

yer tutmaktadır. 

 

Meyve ve sebzelerde hasara sebep olan canlıların yok edilmesi için onlarla beslenen 

canlıların avlanması kontrol altına alınmalı ve düzenli olarak denetlemeleri 

yapılmalıdır. Böylece pestisit kullanımının biraz da olsa önüne geçilebilir ve do�al 

denge korunmu� olur. 
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