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BOLUM 1

1. Girig

Giiniimiizde teknolojinin ~ gelismesi  beraberinde  gevre  kirliligini
de getirdiginden dolayr canlilar bu durumdan olumsuz bir big¢imde
etkilenmektedir. Canlilarin gogu yasamlari siiresince dogada dogal ya da yapay
kimyasal maddelerle karg1 kargiya gelmektedir. Bu kimyasallarin birgogunun
ya belirli metabolik aktivasyonlardan sonra ya da dogrudan dogruya DNA
ile etkileserek mutasyona ve kansere yol a¢tiklari hemen herkes tarafindan
bilinmektedir. Ayrica pestisitlerin kullanilmasi bir yandan tarimsal iiretimi
artirirken diger yandan, pestisitlerin bilimsel denetimden yoksun, gelisi giizel
ve agirt dozda kullanilmalart sonucunda ¢evredeki kalintilar1 gogalmakta ve
bu maddeler canlilar1 olumsuz yonde etkilemektedir.

Pestisitler tarim alanlarina uygulanirken genellikle higbir koruyucu 6nlem
alinmadigr igin, insanlar tarim ilaglarmin akut ve kronik toksik etkisiyle
dogrudan karg1 karstya kalmaktadirlar. Diinyada her yil kayit altina alinabilen
yaklagik 3 milyon akut pestisit zehirlenmesi ve 220.000 6liim olmakta ve bu
oliimlerin % 99’u az geligmis veya gelismekte olan tilkelerde goriilmektedir
(Delen ve ark., 1995; Kaya, 2005). Ayrica birden ¢ok kimyasal maddenin
karigimi ile hazirlanan pestisit karigimlarindan dolayi, insanlar sadece bir
pestisite degil birden ¢ok pestisit ¢egidine ayn1 anda maruz kalmakta ve
bu nedenle olusabilecek hasar miktar: da artabilmektedir (Demsia ve ark.,
2007).

Biyolojik etkileri tam olarak agiklanamayan ve ¢evremizde mevcut bulunan
ve insan yagaminda 6nemli yerleri olan birgok sentetik ve dogal maddelerin
kullanilmadan yani insanlarla temasa ge¢meden 6nce olugabilecek genetik
etkileri agisindan kontrol edilmeleri biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Ozellikle
uzun zaman, yogun bir sekilde kullanilan pestisitler gibi maddelerin kontrolii
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daha 6nemli ve kaginilmaz bir gorev haline gelmektedir. Bu nedenle insektisit
ve diger kimyasallarin genetik potansiyellerini degerlendirebilmek i¢in bazi
in vitro test sistemleri gelistirilmistir. Kisa zamanh testler diye bilinen bu
testlerle insektisitlerin belirli genetik sistemlerde belirli sonuglar verip
vermedikleri arastirilarak ve elde edilen sonuglarla maddelerin genotoksik
potansiyelleri arasinda iligkiler kurulmaktadir.

Pestisitlerin insanlarda belirli miktarlarda toksik olmalar1 nedeniyle
savagimda ¢alisan herkesin bunlarin kullanimi sirasinda meydana gelebilecek
potansiyel zarardan sakinmalar1 gerekir. Insanlarin pestisitlere maruz kalmast
mesleki zehirlenmeler veya kaza ile meydana gelebilmektedir. Pestisit
zehirlenmelerinin en biiyiik boliimiinden insektisitler sorumludurlar. En ciddi
ve tehlikeli pestisit zehirlenmeleri organofosfat ve karbamat insektisitlerinden
kaynaklanmaktadir. Bu maddeler gereginden fazla kullanildiklart igin
sebze ve meyvelerin iizerinde oldukga yiiksek miktarlarda kalmakta ve bu
kalintilar da insan saghigini tehdit etmektedir. Caliymamizda etken maddesi
Pimetrozin olan diger insektisit grubuna giren ve Piridin azomethines
ailesine ait bir insektisitin genetik potansiyelini aragtirdik. Pimetrozin etken
maddeli olan insektisit karpuz, domates, seftali ve turunggillerde yaprak biti
ile miicadelede, patlicanda ise beyaz sinek miicadelesinde kullanilmakta olan
ve faydali bir¢ok hagereye zarar vermeyen segici bir insektisittir. Caligmada
pimetrozin etken maddesini tercih etmemimizin amaci giinliik yagamda gok
fazla tiiketilen sebze meyveler i¢in beyaz sinek ve yaprak biti miicadelesinde
bu kimyasalin bilingsizce yiiksek miktarda kullaniimasinin s6z konusu oldugu
durumlarda veya yeteri kadar yikanmayan sebze ve meyvelerin iizerinde
kalintilarinin birikmesi sonucu insan saglig i¢in genotoksik risk olugturup
olugturmadigini test etmektir.

Yaptigimiz literatiir ¢aligmasi sonucunda pimetrozin etken maddesinin
insan lenfositlerindeki genotoksik etkisinin incelendigi herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu ¢aligmada; farkli konsantrasyonlar
ve muamele siireleri i¢in pimetrozinin insan periferal lenfositlerinde kardeg
kromatid degisimine (KKD), sayisal ve yapisal kromozomal anormalliklere
(KA) ve mikroniikleus (MN) olugumuna etkisi incelenerek, pimetrozinin
genotoksik aktiviteye sahip olup olmadigr aragtirilmugtir.

1.1. Tarim

Tarimin ge¢misi ilk tarimsal {riinlerin elde edilmesinden giiniimiize
kadar yaklagtk 10 000 yil oncesine dayanmakla beraber toplumlarin
etkilesimi sonucu tiim diinyaya yayilmugtir. Tarimciligin geligmesi insanlarin
gogebe yagam tarzlarmni birakarak toplu yagama geg¢melerine bu durum
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da giiniimiizdeki devletlerin olugmasina neden olmustur. Tarim baglica
hayvancilik digeri ise bitkisel tarim olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadir.
Bunlardan biri olan hayvancilikta biiyiikbag ve kiigiikbag gibi bir¢ok farkli
hayvan vyetigtirilmekte olup bu hayvanlarin eti, siitii, postu, giibresi gibi
bir¢ok ozelliginden faydalanilmaktadir. Bitkisel tarimda ise topraga, iklim
sartlarina bagl olmak iizere bir¢ok degisik iirtin elde edilebilir.

Insanlarin yiizylllar boyu siiregelen gevresini egemenligi altina alma
istegiyle inanilmaz durumlara ulagan iiriin alma, yagama standardi, yerlesme
vb. konulardan 6tiirii, gevre tizerindeki etkisi geometrik olarak artmug, kendi
varligint tehlikeye diisiiriir duruma gelmistir. Insan niifusunun artmasina
bagli olarak besin sikintis1 gekme problemi de dogmustur. Geligen diinyanin
asil 6onemli sikintist olan besin sorunu da tarimla ancak ¢oziilebilmektedir.
Bu nedenle tarimda birim alandan daha ¢ok ve kaliteli {iriin alabilmek ancak
teknolojinin de yardimiyla elverigli arazilerin en iyi sekilde kullanilmastyla
miimkiin olabilmektedir. Bitkisel tarimdan en iyi verimi alabilmek ig¢in
oncelikle giibreleme, tohum 1slahi, agilama gibi yontemler basta olmak tizere
bir¢ok degisik yola bagvurulmaktadir. Tarimsal verimin bu gibi yontemlerle
artigt saglanmasina ragmen cesitli hastaliklar ve hagereler de bu verimin
azalmasina neden olmaktadir. Iste bu yiizden degisik tipte kimyasal ilaglar
kullanilarak hastalik ve hagerlerle miicadele edilmektedir ( Avci, 2013).

1.2. Tarimsal Tlaglama

Zirai tarim i¢in 6nemli olan ve biiyiik problem teskil eden olaylardan
dig etkenler arasinda iiriin kalitesinin diigmesi ve verimliligin azalmasini
gosterebiliriz. Bu olumsuzluklar bazen yabani bir ot, bir bocek tiirii,
bir kemirgen, bazen de bir parazit olabilmektedir. Bu gibi istenmeyen
etkenlerden kurtulmak igin ¢esitli kimyasallar kullanilmaktadir. Genel olarak
pestisitler; tarim tiriinlerinin daha kaliteli ve verimli olmasini saglamak igin
istenmeyen bocek, kemirgen, bitki, yosun gibi diger zararhilarin 6nlenmesi
ve sinirlandiriimast igin kullanilan kimyasallar olup (Crites ve ark., 1995)
bunlarin baglicalarr; insektisit (bocek Oldiiriicii), herbisit (yabani ot
oldiiriicii), fungusit (kiif 6ldiiriicii), rodentisit (kemirgen oldiiriicii) olmak
tizere birgok tiirevi vardir.

1.3. Pestisitlerin Tanimi

Bitkilerde, hastalik, zararli ve yabanci ot yiiziinden olusabilecek zararlar
engellemek tiretimi ve verimi artirmak igin “pestisit” ad1 verilen kimyasallar
kullanilmaktadir (Sezer, 2002; Helvaci, 2003). Bitkisel tiretimde verimi
arttiran; yiiksek verimli ve kaliteli tohum se¢imi, uygun ve zamaninda toprak
isleme, uygun giibreleme ve sulama gibi tiim metotlar uygulanmuig olsa dahi;



4 | Etken Maddesi Pimetrozin Olan Greensun Insektisitinin Insan Lenfositlerinde Genotoksik...

kaliteli ve bol mahsul almak i¢in hastalik etmeni, zararlilar ve yabanci otlar
ile de etkili bir gekilde miicadele yapilmalidir. Tste verimli ve kaliteli mahsul
almanin bir¢ok yollart olmasina ragmen en yaygin kullanilan yontem pestisit
uygulanmasidir. Zararlilara karsi miicadelede kullanmilan bu kimyasallarin,
hem daha ekonomik olmas1 hem de gevre saghigina etkisinin en diisiik diizeyde
olmas1 i¢in kullanilmadan Once kati1 veya sivi bazi yardimci maddelerle
karigtirilabilir hale getirilir. Bu fiziksel karigima “formulasyon”, iginde belli
yiizde de bulunan kimyasal maddeye de “etkili/aktif madde” denilmektedir.
Bu formulasyon iginde etkili madde (belli diizeyde), yardimc1 maddeler,
emiilgatorler ve dolgu maddeler bulunmaktadir. Bir formulasyonda olmasi
gereken Ozellikler; etkin olmali, biyolojik yonden aktif olmali, iireticiler
(kullananlar), tiiketiciler ve tiglincii sahislar igin giivenilir olmal, kararl bir
yapida olmali, besi hayvanlar1 ve yaban hayatina zararli olmamali, ¢evre igin
zararl olmamalidir (Bulut ve Tamer, 1996).

Pestisitlerde aranilan en 6nemli kriter, hedeflenen zararliya karg1 segici
olmasi ve sadece hedeflenen zararhya kars: toksisite gostermesi istenilmekle
birlikte ortamda bulunan mevcut olan diger canhlar i¢in ise en az diizeyde
toksitite gostermesi beklenilmektedir. Fakat saglhk yoniinden “tam giivenli”
bir pestisit yoktur ve her pestisitin belirli diizeyde toksisitesi vardir (Barig,
2007). Bir pestisitin etkinligi, pestisite kargt o organizmanin duyarliliginin
azalmasiyla diismektedir. Istenilen seviyede ki etkinligi elde etmek igin
baslangicta devamli doz yiikseltilmesi yontemine bagvurulmasi nedeniyle
artan dozlara paralel olarak dogada ki pestisit miktar1 da artmaktadir. Dogada
kimyasal kirlenmeye neden olan bu pestisitler, insan saglhgini canlilarda
besin zinciri veya dogrudan kontaminasyon araciligr ile tehdit etmektedir
(Ekebag ve ark., 2000). Organizma direncinin pestisitlere kargi artmasi,
gevre kirliginin de artmasi anlamina gelmektedir ki bu direng ise adaptasyon
ve dayaniklilik olmak tizere iki sekilde olugur; Adaptasyon, organizmanin bir
kimyasal maddeye duyarliiginin azalmasina ragmen, genetik materyalinde
herhangi bir degisime ugramamasidir. Ancak dayaniklhilikta ise bazen geri
doniigiimii olmayabilecek sekilde genetik materyalde degisime yol agmasidr.
Buna ragmen adaptasyonda, kullanilan kimyasalin (pestisitin) kullaniminin
ortadan kalkmasiyla organizma eski duyarliligina geri donebilir. Pestisitlerin
bilingsiz ve kontrolsiiz bir sekilde kullanimi, organizmanin direncinin daha
hizli ortaya gitkmasina neden olmaktadir (Delen ve Tosun, 1996). Tarimsal
savagimda patojen organizmalari yok etmek i¢in kullanilan pestisitler dogada
birikerek ¢evre kirliligine yol a¢gmakta, bununla birlikte tiim canlilarda
insanlar da dahil akut ve kronik zehirlenmelere, sinir sisteminde hasarlara,
enzim faaliyetlerinde bozulmalara, hiicre membran yapisinda ise degigmelere

sebebiyet vermektedir (Cakir ve Yamanel, 2005; Kaya, 2005; Akgan, 2008).
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Ayrica bu tiir kimyasallarin arzu edilen dozun iistiinde ve bilingsiz kullanimu,
yok edilmesi istenilen organizmalarin yani sira yararli olan bir¢ok tiirtin
de yok olmasina veya zararli populasyonlarinda bagisiklik mekanizmasinin
gelismesine sebep olmaktadir (Sekeroglu, 2010).

1.4. Pestisitlerin Tarihgesi

Insanlar, gida kaynag olarak kullanilan bitkileri tarih boyunca omurgal,
omurgasiz hayvanlardan ve bir¢ok zararli mikroorganizmalardan koruma
icin miicadele etmiglerdir. Insanoglu simirli sayida kaynaklarin olmasina
kargin ihtiyaglarin smnirsiz olmasi nedeniyle 6nemi giderek artan tarim
tiriinlerinin iiretilmesi ve korunmasi agamalarinda birtakim arayiglar igerisine
girmigtir. Kimi zaman bilingli arayislar neticesinde, kimi zaman tesadiifi
olarak elde ettikleri kimyasallar ile tarim iriinlerine zarar verecek canllara
kargi korunmasi igin ¢aba sarfetmislerdir. Giiniimiize kadar, bu amag igin
pestisit diye adlandirilan kimyasal maddeler kullanilmig ve kullanilmaktadir.
Kiikiirt ve arsenik’ in pestisit olarak kullamilan ilk maddeler oldugu
diigiiniilmektedir. M.O. 1500 yillarina ait papiriiste ar1, bit ve pirelere kargt
pestisit hazirlandigina ve kullanildigina dair kayitlar bulunmugtur. Cinliler
tarafindan M.O. 1000 yillarinda ise fuminant olarak kullamilan siilfiiriin,
Avrupa’da ise 1800’li yillarda fungisit olarak kullanmildig, giiniimiizde de
halen 6nemli bir pestisit olarak kullanildig1 bilinmektedir. XVI. yiizyilda,
Cinliler tarafindan hazirlanan arsenik igeren bilesikler, Japonlar’ in hazirladigy
karigimlar, daha sonra da tiitiin yapraklarindan elde edilen siv1, ayrica bakir
siilfat, kireg gibi maddeler de pestisit olarak kullanilmugtir (Klassen ve ark.,
2001; Daglioglu, 2004; Undeger, 2001).

Zararh Dboceklerle miicadelede 1940°lara  kadar kullanilan dogal
bilesikler, kararsiz olmalar1 ve iiretim maliyetinin fazla olmasindan dolay
yerini yapay bilegiklere birakmustir (Uslu ve Tiirkman, 1987). Almanya’da
Schrader onderliginde, bir grup kimyager tarafindan, bir kisim organik
insektisit sentezlenmis, toksik oldugu anlagilan bu kimyasallar sonrasinda
II. Diinya Savagr’nda, Naziler tarafindan kimyasal silah olarak kullanilmistir.
Savag kogullarinin ortadan kalkmasi organik yapidaki pestisitlerin silah
endiistrisinden sivil endiistriye kaymasma yol agmig ve bu pestisitlerin
tiretimi ve kullanimu, II. Diinya Savagrndan sonra da biiyiik 6l¢iide artmig ve
yayginlagmistir. (Klassen ve ark., 2001; Daghoglu, 2004). Pestisitler ileriki
yillarda ise sehir yasaminda da kullanilmaya baglanmug, kamp alanlarinda
sinek ve sivrisinek ile miicadelede, ¢esitli boceklerin uzaklagtirilmasinda, ¢im
alanlarindaki yabanci ot ve zararli hayvanlarin kontroliinde, fare ve siganlarin
oldiirtilmesinde, evcil hayvanlar i¢in pire tozu olarak, yiizme havuzlarindaki
alglerin kontroliinde, kullanilmaya baglanmistir (Sezer, 2002; Helvaci,
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2003). Kullanim yerlerinin artmasiyla birlikte, baglangicta sadece koruyucu
etkileri oldugu diistiniilen pestisitlerin yararli yonlerinin yani sira bazi
zararlarinin da ortaya ¢tkmasina yol agmistir. Uriinleri korumaya yonelik
olarak kullanilan pestisitlerin farkinda olmadan ortaya ¢ikardigi zararh etkiler
onemli ¢evre sorunlarina da yol agtig1 tespit edilmigtir.

1.5. Pestisitlerin Diinyadaki Kullanimi1

Insanoglunun gereksinimlerindeki gesitlilik artmastyla beraber, kimyasal
madde tiretim miktar: da bu gereksinimleri kargilamaya yonelik artmaktadir.
Kimyasal madde iiretim degeri 1930’lu yillarda 1 milyon ton iken, 2000’]i
yillara gelindiginde 400 milyon tona ulagmustir. Bu dénem boyunca diinya
niifusu 4 kat artarken kimyasal madde tiretiminin hizli bir geometrik artig
gostererek 400 kata ulagmasi diigiindiiriiciidiir. Bu artisin sebepleri arasinda
teknolojik gelisim, tarim alanlar1 geniglemesi ve ekolojik dengede bozulmalar
gibi etmenler gosterilebilir. Pestisit grubu, bu kimyasal maddelerin yaklagik
5 milyon tonunu olusturmaktadir. Bu pestisit grubunun baginda %36’lik
oranla yabanci otlar1 yok etmek igin kullanilan herbisitler olugturmakta olup
bunun %25’lik kismini insektisit, %10°luk kismini fungisit ve kalan %29’luk
kismint ise diger pestisit gruplari olugturmaktadir (Delen ve ark., 2005).
Diinya genelinde pestisitlerin bolgelere gore kullanim alanlart gu sekilde
dagilim gostermektedir; %30 Kuzey Amerika, %25 Bat1 Avrupa, %16 Asya,
%13 Latin Amerika, %12 Japonya, %2 Dogu Avrupa, %2 Afrika. Kullanim
alanlarmin bolgelere dagilimindan da anlagilacagy tizere pestisitlerin %80
gibi biiylik bir orami gelismig tlkelerde kullanilmaktadir. Ancak gevreye
verilen zararlarin en aza indirilmesi agisindan geligmis tilkelerde basta A.B.D.
olmak tizere, “diigiik risk potansiyeline sahip pestisitler” ya da “doga dostu
pestisitler” kullaniimaya baglanilmistir. Bu amagla, ruhsatlandirma kolayhig:
ve kullanim tegvikleri genis 6l¢lide uygulamaya gegilmistir (EPA, 1999 a,b).

Tiim geligmis tilkeler tarafindan, ozellikle Avrupa Birligi (AB) tilkeleri
olmak {izere saglik ve ¢evre agisindan zararl olabilecek kimyasal iiriinlere
kargt su gibi onlemler alinmugtir: AB iilkeleri Tarim Uriinleri Caligma
Grubu, Avrupa Tarim Uygulamalart (EUROGAP) Protokoliinii yiiriirliige
koymuglar ve bu protokol ile de satiga sunulan tiriinlerin kullanimi sonunda
herhangi bir zarar1 olmayacagi yoniinde garanti ve giivence saglama yoluna
gitmislerdir (Anonim, 2004). Diinya iizerindeki iilkelerde degisiklik icermekle
birlikte ¢evresel zararlar1 en aza indirmeyi amaglayan tegvik ve onlemler
uygulanmustir. Ornegin, gelismis iilkeler alternatif iiretim olanaklarina sahip
oldugundan dolayz iiriin gesitliligine gidebilirken, gelismekte olan {ilkelerde
bu siirecin daha yavag islemesi, uygulamaya gegirilecek 6nlem ve tedbirlerin
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gecikmeli olarak hayata gegirilmesine yol agmaktadir (Delen ve Tosun,
1996).

Cizelge 1.1. Diinyadn Pestisit Tiiketimi

Kitalar ve bolgeler Pestisit tiiketimi (bin ton) %
Avrupa 800 32
AB.D. 500 20
Kanada 100 4
Diger Endiistrilesmis Ulkeler 500 20
Gelismekte Olan Asya Ulkeleri 300 12
Latin Amerika Ulkeleri 200 8

1.6. Pestisitlerin Tiirkiye’deki Kullanimi1

Tiirkiye ekonomisinin toplam tiretim degeri igerisinde tarim sektoriiniin
yeri olduk¢a 6nemlidir. Elde edilen tarim tiriinlerinin, bir kism1 dogrudan
titketime sunulurken diger bir kismi ise tarima yonelik sanayi alanlar1 igin
girdi olugturmaktadir. Tarimsal {iretim bu gekilde iki yonlii bir etkiye sahip
oldugu igin, toplam ekilebilir alanin ihtiyag dogrultusunda yeterli olmamasi
nedeniyle mevcut iiretim alanlarinda verimlilik artig1 ile tatmin edilmeye
caliglmaktadir. Ancak bu durum kisith iiretim alanlar igerisinde verimlilige
dayali bir iiretim yapisinin olugturulmas ve iiretim agamasinda ise {iriine
zarar veren her tiirlii etkilerden arindirilmasiyla miimkiin olmaktadir.

Tarim triinlerinden iyi derecede kaliteli iiriin elde edebilmek igin zararl
miicadelesinde pestisitler kullaniimaktadir. Bundan dolay1 toplam 2215
tarimsal ilaca 2002-2008 doneminde ruhsat verilmigtir. Ayni donemde devir
edilen ilag ruhsatt 565 iken 163 ilag ruhsati ise iptal edilmistir. Ulkemizde
donem sonu itibariyle ruhsatl aktif madde miktar ise 406°dir. 2003-2004
yullart i¢in tarimsal ila¢ ithalatinin toplam kimyasal madde ithalatina orami
yaklagik on binde 2 iken, bu oran 2005 yilinda on binde 6’ya yiikselmistir
(Tarim ve Koy Isleri Bakanhgi Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii
Istatistik Verileri, www. kkgm.gov.tr, 2008). Pestisit teknik madde ve
formulasyonu igin 1960-1997 yillar1 arasinda igletme izni alan tesis sayist
68, ithalatg1 firma sayisi ise 81°dir (Gedikli, 2001). Tarimsal iiretim yapisi
icinde gerek ruhsat sayisindaki artig gerekse tiretim ve ithalat yapan firma
sayisindaki artig, verimliligi artirmasi igin uygulanan yontemlerde pestisit
kullanimindaki artig1 gostermektedir (Sulak ve ark., 2012).

2002 yili tiiketimi temel alindiginda, ABD’de veya AB’de kullanimi
yasaklanmug, azaltilmig ya da geri gekilmig pestisitlerin, iilkemiz pestisit
titketimindeki paylarinin %6,47 oldugu goriilmektedir. Yine iilkemizde
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halen ruhsatli pestisitlerden biri olan asefatin, AB’de 2003’de kullanimlar1
durdurulmugtur (Delen ve ark., 2005). Ayrica meposfolan insektisit de 01
Ocak 2009 tarihinden beri imalati ve ithalati yasaklanan aktif maddelerin
arasinda bulunmaktadir. Avrupa Birliginde’ de “Out” olan ancak iilkemizde
ruhsatlt bulunan 135 bitki koruma iiriinii aktif maddelerinden boylece 75
adedi yasaklanmig ve 2009 yili sonunda 6 aktif 7 madde, 2010 yili sonunda
ise geriye kalan 54 aktif madde de yasaklanmistir (http://www.zmo.org.tr/
genel, 2008).

Cizelge 1.2. Tiivkiye'de pestisit tiiketimi (kg/lt) (Sulak ve ark. 2012)

Yillar |insektisit |Fungusit |Herbisit |Akarisit |Rodentisit |Diger Toplam
2004 |- - - - - - 41.223.053
2005 |- - - - - - 43.362.67
2006 |7.628.215 |19.899.724 |6.955.585 |901.999  |2.877 9.987.399 | 45.375.79

2007 |21.045.632 |16.706.631 [6.668.653 [966.488 50.925 3.277.315 | 48.715.64

2008 [9.250.719 |17.862.861 (6.176.508 [737.123 351.095 5.613.346 | 39.991.61

2009 [9.913.897 |17.395.950 |5.960.852 [1.532.728 |77.610 2.302.300 | 37.183.37

2010 |7.175.831 |17.545.584 (7.451.591 |1.039.739 |147.404 5.343.714 | 38.703.82

2011 [6.119.933 |18.123.614 |7.406.602 |[1.061.609 |421.426 6.977.775 | 40.110.98

1.7. Tirkiye’de Pestisitlerin Kullanim1 Ve Zehirlenmeler

Yurdumuzda, pestisitlerin en 6nemli uygulama alani “tarimsal savag
ilaglart” olarak kullanimuidir. Tiirkiye tariminda 1957°de tiim  kiiltiir
bitkilerinde hastalik, zararli ve yabanci otlar yiiziinden olugabilecek kayiplari
engellemek i¢in her tiirlii aragtirma ve uygulamayr yapmakla gorevli
“Zirai Miicadele ve Zirai Karantina Miidiirliigii” kurulmustur. Ulkemizin
ihtiyact olan Tarim Tlaglarini, bunlarla ilgili iiretimi, ruhsatlandirma gibi
diizenlenmeleri de ilgili komitelerle bu kurulug yiiriitmektedir. Ulkemizde
halen tarimsal amagla ruhsath olan 346 pestisit aktif maddesi igeren 1483
formiilasyon vardir. Bu aktif maddelerin biiyiik bir kismu insektisit, herbisit
ve fungusitler’ den olugmaktadir.

1.8. Pestisitlerin Zararlar1

Pestisitlerin, kullanilmalart ile hem ekonomik agidan hem de saglik
bakimindan sagladiklar1 yararlar1 yadsinamaz derecede ¢oktur. Buna ragmen
yanlhg kullanilmalar1 ve diger nedenlerle gittikge 6nem kazanan zararlar1 da
olmaktadir.
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1.8.1. Pestisitlerin Insan Sagligi Uzerine Akut ve Kronik Etkileri

Pestisitlerin akut etkileri irritasyondan, dermatite, sistemik emilime bagh
olarak oOliime kadar degismektedir. Belirtiler nonspesifiktir, gastroenterit,
soguk alginhgi, nezle vb. hastaliklarla karistirilabilir. Toksisitesi ¢ok yiiksek
olan paratyon ve metamidofos kimyasallart mesleki nedenli Oliimlerin
biiyiik ¢ogunluguna yol agmaktadir. Tarimsal kesimde ¢aligan isciler diger
endiistriyel sektorlerde ¢aliganlara gore daha yiiksek risk altindadir. Diger
akut etkiler: Solunum ve kardiyovaskiiler sistem hastalig1 olanlar pestisit
etkilenimine daha duyarhdirlar. Astimi veya giddetli alerjisi olanlar da daha
yiiksek tepki diizeyine sahiptir.

Pestisitlere uzun stire maruz kalinmasi sonucunda goriilen kronik etkiler
daha 6nceden meydana gelen herhangi bir saglk etkisi s6z konusu olmaksizin
ortaya ¢ikabilir. Birgok pestisit ig¢isi hayat boyu siirekli diisiik doza maruz
kalma sonucu kronik etkilenim altinda olabilir. Kronik etkiler kanser,
dogum defektleri, nérotoksisite, nérodavranigsal bozukluklar, nérotizyolojik
degisiklikler, tireme ve fertilite iizerindeki etkiler olarak siralanabilir (Tarim
Koy Isleri 1l Miidiirliigii, 1995).

Cizelge 1.3.Tiivkiyede insanlavda pestisitlerden meydana gelen zehivlenmeler (adet)

Yillar Hatali Thmal Intihar Toplam Oliim
Kullanim

1984 174 200 4 378 26
1985 112 330 7 449 24
1986 347 1100 36 1483 99
1987 400 594 54 1048 44
1988 354 1106 85 1545 65
Toplam 1387 3330 186 4903 258
% 28,28 67,91 3,79 5,26

* Mesleki Olmayan Zehirlenmeler:

Cesitli nedenlerle pestisitler akut ve kronik zehirlenmelere yol agabilir.
Bu zehirlenmeler pestisitlerin kasith veya kasitsiz yanhs kullanimlart sonucu
goriilebildigi gibi iiretimleri, uygulamalari, depolanmalari, taginmalar:
sirasinda da goriilebilir. Pestisitlerin uygulama talimatina uymama, evlerde
kullanilmalart ile meydan gelen kazaren zehirlenmeler, rastgele atilan bitmig
ambalaj kutular1 veya tamamen yanlg bir kullanimi nedeni ile olabilir.
Ornegin; Agustos 1979 yiinda Odemis’te zeytinyag sisesi ile Folidol
(paratyon etken maddesi) sigesini birarada bulunduran yagh bir kadinn,
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yanlighikla Folidol ile kizarttigi boregi yiyen 16 kisi zehirlenmis ve bu
zehirlenenlerden altis1 6lmiigtiir.

Bazi tilkelerde 6nemli zehirlenmelerin nedenlerinden biri de pestisitlerin
evlerde amac1 diginda, viicut bitlerine kargi kullanilmalar1 olabilmektedir.
Ozellikle 1945’ yillarda toz halindeki DDT yaygin olarak rastlanan
bitlenmeye kargi, yatak, yorgan, i¢ ¢amasirlart ve sa¢ diplerine serpilirdi.
DDT toz halinde iken insan viicudundan hemen hemen hi¢ absorbe
olmadig: i¢in bu sekilde insanlar i¢in toksik degildir, ancak bit gibi kitin
tabakasi igeren boceklere toksik etki gostererek yok eder. DDT nin yerini
zamanla organik fosfat esteri yapisinda ki insektisitler almigtir. Kirsal
bolgelerde, bilingsiz kisilerce DDT yerine bitlerle miicadelede insektisitleri
kullanma aligkanligi da devam etmigtir. Bunun neticesinde de o6liimle
sonuglanan zehirlenme olaylarina rastlanmaktadir. Organik fosforlu
insektisitler, DDT den farkli olarak, ciltten absorbe olabilmeleri ve DDT’ye
gore daha toksik olmalarindan dolay: zehirlenen kisilerin kurtulma sansini
azaltmaktadir. Ornegin iilkemizde Kars’tn Damal kéyiinde 1973°de, Folidol
3-605’1 sag ve elbise temizliginde kullanan 37 kiginin oliimii, benzeri gekilde
Iran’da viicut bitiyle miicadelede paration kullanarak zehirlenen 17 kisiden
15%inin 6liimii gibi sonuglara yol agmustir. Uzerinde pestisit kalintisi igeren
besinlerin tiiketilmesi ile akut ve kronik zehirlenmeler meydana gelebilir:
Pestisit uygulanmasindan sonra bekleme siiresine dikkat edilmeden yenen
sebze ve meyvelerde ve gerekli yitkama iglemi yapilmadan yenen besinlerde
zehirlenmeler gozlenmektedir. Buna 6rnek olarak; 1963 yilinda Bursa’da
Folidol E ile ilaglanan geftaliyi yiyen 32 kisiden 7 sinin 6liimii, yine Agustos
1979°da Odemis’te Folidol ile ilaglanmis karpuz yiyen 7 kisinin zehirlenmesi
gosterilebilir. Tiirkiye’de 1950’11 yillarda Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’nde
rastlanan ve biitlin diinyanin ilgisini ¢eken epidemik olay1 pestisit kalintisi
ieren besinlerin yenmesi ile olusan kronik zehirlenmeler igin 6rnek
gosterilebilir. Ve yine 1956°da Diyarbakir ve yoresinde bir fungusit olan
hekzaklorobenzenle (HCB) ilaglanmis tohumluk bugday: yiyen halkta
epidemik zehirlenme gortilmiistiir. 1955-1958 yillan arasinda, Diyarbakir
ve yoresinde (Diyarbakir, Mardin, Urfa) yagsayan 3000’in istiinde kisiye
“karayara hastalig1” gozlemlenmigtir. Bu epidemide dikkati ¢eken baglica
belirtiler sunlardir: Deride koyulagma, idrar renginin koyu kahverengiden
siyaha kadar degismesi. Once etiyolojik bir faktor olarak diisiiniilen ve
en ¢ok ¢ocuklarda (4-14 yas grubu) ve erkeklerde goriilen bu porfirianin
nedeninin daha sonralari, halkin Tarim Kurulugu tarafindan dagitilan
HCPB’le ilaglanmig tohumluk bugdaydan yapilan ekmekleri vyiyerek
zehirlenmelerinden kaynakli oldugu anlagilmistir. Bu zehirlenme olayinin
%]10’u oliimle sonuglanmugtir. Ayni zamanda pestisitler kasith oldiirme ve
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intihar amaci ile de kullanilabilmektedir. Ozellikle bunlardan organik fosfat
esteri yapisinda olan insektisitler bu amagla tercih edilmektedir. Pestisitler
i¢in yeterli denetimi olmayan {ilkelerde zehirlenme ve 6liim olaylar1 daha
fazla goriilmektedir. Ornegin Sri Lanka gibi intiharin ok oldugu iilkelerde,
pestisitle zehirlenme sonucu Oliimlerin %97’sinin, Kolombiya’da ise
%>57’sinin intihar seklinde oldugu bilinmektedir.

* Mesleki maruziyet ve zehirlenmeler:

Pestisitlerle olugan mesleki zehirlenmeler igin galistig1 bir bolgede 8268
pestisit zehirlenmesi ve pestisitle zehirlenenlerin bazilarinda ise Sliimler
gozlenmistir. Endiistri kazasi sonucunda olusan pestisit zehirlenmeleri sadece
igleri nedeni ile maruz kalanlar1 kapsamamakta, ayrica civarda yasayanlari da
etkilemektedir. Ornegin 1984 yilinda Hindistan’da karbamat grubu pestisit
tireten bir fabrikada, metil izosiyanatin depolandigi tanktan kaza sonucu
kimyasalin sizmast ile ¢ok toksik olan bu maddeye o bolgede maruz kalan
2500 kiginin oliimiine neden olmugtur.

+ Kanser: Son zamanlarda yapilan epidemiolojik aragtirmalar, mesleki
ve gevresel olarak pestisitlere maruz kalan kisilerin kansere yakalanma
riskinde artig oldugunu gostermektedir. Non Hodgkin lenfoma, l6se-
mi, multiple myeloma, karaciger kanseri, testis kanseri, sterilite, beyin
kanseri, akciger kanseri riskinde istatistiksel olarak 6nemli risk artigi-
nin s6z konusu oldugu belirlenmistir.

« Dogum defektleri: Gebeligin ilk ii¢ ayinda pestisitlerle mesleki olarak
kargilagma sorunun biiyiimesine neden olur. Ciinkii pestisitin embri-
yotoksisitesi veya fetotoksisitesi olabilir.

+ Norotoksisite: Bazi organofosfat pestisitler uzun ve genis ¢apl lifle-
r1 tutan gecikmis noropatiye neden olabilir. Demiyelinizasyona (sinir
liflerinin etrafini1 saran myelin tabakasinin kayb1) baglh olarak kas za-
yifligy, tist ekstremitelere gore daha giddetli olarak etkilenen alt ekstre-
mitelerin felciyle sonuglanabilir. Baglangi¢ genellikle akut etkilenim-
den 2-4 hafta sonra olmaktadur.

+ Norodavramgsal bozukluklar: Eski ¢aliganlarin bir¢ogu organofos-
for pestisitlerin agir mental ve psikolojik degisikliklere neden oldu-
gunu gostermektedir. Mental hastalar tizerinde yapilan bir deneyde
gok kiigtik miktarda pestisitin verilmesi psikoz semptomlarinda agir
alevlenmelere neden olmugtur. Bununla ilgili olarak pestisit uygulayi-
cilart ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda agir psikolojik bozukluklarin
goriildiigii saptanmustir. Zehirlenen kisilerde bellek, psikolojik durum
ve diigiinme yeteneginde 6nemli azalmalarin oldugu goriilmiistiir.
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1.8.2. Pestisitlerin Cevre Uzerine Etkileri

Devamli artan niifus artigina ve gelisen diinyaya karsin besinlerin daha
verimli olabilmesinde pestisitlerin onemi biiyiiktiir. Ancak bu kimyasallarin
yogun ve bilingsizce kullanilmasi ekosisteme aymi diizeyde zarar verdigi
bilinmektedir. Ekosistemde ki besin piramidinin her basamagindaki toksik
etki birikerek artmaktadir. Besin piramidinin en alt basamag olan bitkilerdeki
toksik etki ile tist basamaklardaki insanlara ulagan toksik etki ey degerdir.
Pestisit kullanim1 sonucunda meydana gelecek sorunlar su sekildedir:

+ Bilingsizce uygulanan pestisit ¢evre kirliligine neden olmaktadir.

* Destisitlerin kontrolsiiz kullanimi hedef mekanizmaya zarar vermeme-
sinin yant sira yok edilmesi istenilen organizmanin direng kazanma-
sina neden olmakta ve sonug olarak uygulama basarisiz olmaktadir.

* Ayrica pesitisitlerin agir1 kullanilmast hedef olan organizmalarla birlik-
te faydali organizmalar1 da yok etmekte, boylece dogal denge bozul-
makta hatta yeni salgin/istilalar baglamaktadr.

* Destisitlerin uygulama esnasinda ya da depolama ve taginmasinda kaza
ile sagilmas1 sonucu gidalarin kontamine olmasina neden olmaktadir.

+ Uygulamadan sonra olugan pestisit atiklarinin rastgele atilmasiyla pes-
tisit uygulandigi bolgede kimyasallar hava, toprak ve suya karigmakta
bunlar araciligiyla da diger canlhlara bulagmakta ve doniigiime ugra-
maktadir (Sulak ve ark., 2012) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Pestisitlerin ckosistem icevisindeki dongiisii

Pestisitlerin sadece uygulanan dozunun %0,015- %6’ik kismi hedef
organizmaya ulagirken geri kalami ekosisteme karigmaktadir. Bunun
sonucunda bazi pestisitler hedef olmayan organizmalar {izerinde zarar
vermezken bazilar1 kanserojenik olabilmekte, sinir sistemleri iizerinde hasara
yol agabilmekte hatta genler de mutasyona kadar varabilecek olumsuzluklara
neden olmaktadir. Agirt miktarda pestisit kullanimi da yine hedef olmayan
yararli organizmalara etki etmekte ve boylelikle ekolojik denge bozulmaktadir.

1.8.3. Hedef Olmayan Organizmalar Uzerine Etkisi

Insektisitlerin bircoguspesifik olmadiklartigin yalnizca hedeforganizmalari
oldiirmez, omurgali ve omurgasiz diger canhlari da etkilerler. Zararl etkilerin
siddeti, insektisitin ve formiilasyonun gesidine, uygulanis sekline ve tarimsal
arazinin tipi gibi faktorlerle dogru orantihidir. Insektisitlerin yaygin olarak
gozlemlenen yan etkileri sunlardir:

* Hem omurgasizlar gibi hedef olmayan organizmalarda hem de arilar,
kuslar ve baliklar gibi organizmalarda Oliimlere,

« Balik, kug ve diger organizmalarda ise iireme potansiyelinin azalmasina,
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+ Hedef olmayan organizmalarda dayaniklilik olugmasindan dolay: in-
sanlara hastalik tagiyan bocek ve parazitlerin kontrolsiizce artiginin
olmasina,

+ Ekosistemin yapisinin ve tiirlerinin sayilarinin degismesi gibi uzun sii-
rede gergeklesen etkiler.

1.9. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Tarim alanlari ve tirtinlerine boceklerin yani sira gok sayida diger canhlarin
da zararh etkileri vardir. Bu durum pestisitlerin farkl alt dallarinin ortaya
¢tkmasina neden olmugtur. Yani pestisitler etki ettikleri canli tiiriine gore
tarkli sekillerde siniflandirilmaktadir. Bu anlamda pestisit kelimesi genel bir
kavram olup herbisit, fungusit, rodentisit, insektisit, akarisit vb. geklinde
adlandirlan kimyasallarin tiimiinii kapsar. Pestisitler etki ettikleri canli
tiirtine gore agagidaki sekilde siiflandirilirlar; (Giiler ve Cobanoglu, 1997)

Cizelge 1.4. Hedef organizmayn gove pestisitlerin siniflandwilmas:

Pestisit Tiirt Etkiledigi Canli Grubu
Insektisitler Bocekler
Akarisitler Akarlar
Nematisit Nematodlar
Mollussisit Yumugsakgalar
Rodentisit Kemirgenler
Avisit Kuslar
Afisit Yaprakbitleri
Fungisit Mantarlar
Bakterisit Bakteriler
Herbisit Otlar
Algisit Algler

Ayrica pestisitler genel smiflandirmasinin yani sira canhlart  etki
etme bigimine gore de smiflandirilmaktadir. Asagidaki paragrafta bu
siniflandirilmanin ornekleri verilmektedir.

+ Etkiledigi canlinin biyolojik donemine gore;
» Larvisit (larva oldiiren)
» Opvisit (yumurta oldiiren)
» Erginleri oldiiren

+ Zararlilara etki yollarina gore;
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Pestisitin ~ zararli organizmaya giri yollarina gore su sekilde
stniflandirilmaktadir:

» Mide zehirleri: Zararli organizmanin viicuduna oral yolla alimip
sindirim sisteminde zehirlenmelere yol agan pestisitlerdir.

» Kontakt zehirleri: Bitki yiizeyine piskiirtiildiiklerinde zararhilarin
ilaglanmug yiizeyde gezinmeleri sirasinda deriden niifuz ederek ya
da stigmolar killar, tiiyler vasitasi ile viicut igine girerek etkili olan
pestisitlerdir.

» Solunum zehirleri: Gaz haline gelerek stigmolardan veya diger
solunum organlarindan viicut igine giren pestisitlerdir. Daha ¢ok
kapali yerlerde kullanilirlar.

+ Toksik 6zelliklerine gore:

Etkiledigi canlilarda meydana getirdigi zehirlenmeler esas alinarak yapilan
bu siniflandirma bilimsel bir siniflandirmadir.

» Fiziksel zehirler
» Protoplazma zchirleri
» Sinir sistemi zehirleri
» Solunum zehirleri
» Antikouagulantlar
+ Kullanma teknigine gore

Onciier, 1993 tarafindan yapilan bu siiflandirmada pesitisitin kullanma
sekli goz oniinde tutulur.

» Dogrudan kullanilanlar
» Su veya bir bagka ¢oziicii ile seyreltilerek kullanilanlar
+ Formiilasyonlarina gore:

Pestisitlerin formiilasyon sekilleri esas alnarak Onciier, 1993 tarafindan
yapilan siniflandirma geklidir.

» Tozilaglar (DP)

» Islanabilir ilaglar (WD)

» Suda ¢oziilen ilaglar (SP)
» Kuru tohum ilaglar1 (DS)
» Grantiller (GR)
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Peletler

Tabletler (TB)

Emiilsiyon konsantre ilaglar (EC)
Akicr konsantre ilaglar (SC)
Yaglar(gs)

ULV ilaglar (UL)

Aecrosoller (AE)

Y WV VWV VWV VY VY VY

1.9.1. Insektisitler

Zararli boceklerle miicadelede kullanilan en yaygin olan insektisitler,
Organoklorinler  (Organik Klorlular), Piretroidler, Karbamatlar ve
Organofosfatlar (Organik Fosforlular) olarak gruplandirilabilir (Ishaaya,
2000). Insektisitlerin hepsi norotoksikandir ve bundan dolayr hedef
organizmalarin sinir sistemlerine toksik etki gosterirler. Boceklerin merkezi
sinir sistemleri (MSS) de, periferik sinir sistemleri (PSS) de memelilerinkine
benzemekle beraber ¢ok gelismigtir. O ylizden biitiin tiirlerde insektisitlerin
toksik etki mekanizmalar1 ve hedefledikleri organlar aymidir. Ancak bu
toksik etki pestisitlere maruziyet siiresi ve diizeyi, biyotransformasyon hizi,
absorbsiyon yoluna bagl olarak degismektedir. Sinir sisteminde organik
klorlular, piretroidler gibi insektisitler sodyum (Na), potasyum (K), kloriir
(Cl) iyonlarinin membran iletimine etki ederek veya spesifik enzimleri
inhibe ederek; organik fosforlular, karbamatlar gibi insektisitler de veya sinir
uglarindaki kimyasal norotransmitterleri etkileyerek etkilerini gosterirler
(Vural, 2005). Insektisitler, kimyasal yapilarina gore organik ve anorganik
vapida olanlar olmak {iizere simflandirlabilirler: Organik yapida olanlar;
Klorluhidrokarbonlar, organik fosfat esterleri, N-karbamat tiirevleri gibi ve
anorganik yapida olanlar ise kalsiyum arsenat gibidir. Ayn1 zamanda sentetik
(DDT, organik fosfatlar gibi) ve bitkisel (nikotin, piretrum, toksafen gibi)
kaynaklr olmak tizere de ayrilabilirler.
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1.9.1.1. Klovlubidrokarbon Yoapisindaki Insektisitler

Cizelge 1.5. Organokloviu pestisitlerin yapisal smflandwilmas

Diklorodifeniletan e Dikofol Perthan
Metoksiklor

cl—( et =\ Metiloklor

I \
—(

Siklodien Cl Aldrin, Dieldrin

Lo Heptakhlor Klordan
Ycicony ™ N Endosiilfan

o I
cl

Klorlu Benzen HCB, HCH
Siklohekzan Cl Lindan

—— Cl A Ol (I -BHC)

(L))
(Cls
Cl

Klorluhidrokarbon yapisina sahip olan (organoklorlu) insektisitler,
aromatik veya alifatik bilesiklerdir. Bu insektisitler, kimyasal yapilarina gore
3 sinifta toplanirlar;

+ Diklorodifeniletan yapisinda (DDT, metoksiklor gibi);
+ Kilorlu siklodien yapisinda (aldrin, dieldrin gibi);
* Klorlu benzen (BHC gibi) ve siklohekzan yapisinda olanlar.

Tarim ve ormancilikta yaygin olarak kullanilan insektisitlerden biri de
organoklorlu insektisitlerdir. Ancak dogada uzun miiddet bozulmamalari,
¢oziinmelerinin lipid de olmalari, biyo doniigiimlerinin ve biyolojik
par¢alanmalarinin yavag olmasindan dolayr birgok ¢evre canlilarinda
biyomagnifikasyona ugrayarak olumsuz etki gosterirler. Bundan otiirii
pelikan, sahin, kartal gibi yirtict kuglarda bu kimyasallar birikerek
ostrojenik aktiviteyi arttirdigindan, yuvalanma siireleri azalmaktadir.
Steroid metabolizmasinin yapisimt bozarak, kalsiyam noksanligina ve bu
sekilde kug yumurtalarinin kabuklarinin incelmesinden 6tiirii yavrularin
Olimlerine yol acarlar ve bundan dolayr yirtict kuglarin nesillerinin
azalmasi sorunuyla karg1 karsiya gelinmektedir. Denizel organizmalarda
da birikimler gozlemlenilmektedir. Boylelikle Diklorodifeniletan yapisinda
olan insektisitler vahgi hayvan toplulugunun (kuslarda) g¢ogalmamasina



18 | Etken Maddesi Pimetrozin Olan Greensun Inscktisitinin Insan Lenfositlerinde Genotoksik...

neden olurlar. Diger yandan organik klorlu insektisitler besin zinciri ile
insana taginarak bu kimyasallar ve metabolitleri yag dokusunda toplanirlar.
Bu yiizden organik klorlu insektisitlerin Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da
(Tiirkiye dahil) kullanimlart yasaklanmig veya azaltilmigtir. DDT kullanimu,
1972°de Amerika’da yasaklanmistir. Tiirkiye’de klorlu hidrokarbon pestisit
etken maddelerinden sadece DDT, BHC (Benzen hekzakloriir veya
hekzaklorosiklohekzan: HCCH), endosulfan, heptaklor ve toksafenin
1982°den sonra kisith kullanimina izin verilmistir. Diger klorlu hidrokarbon
pestisitlerin endosulfan ve toksafen hari¢ 1985 yilindan sonra kullanimi
yasaklanmugtir.

- DDT

Klorluhidrokarbon yapisindaki sentezi yapilan ilk insektisit, DDT’
dir. Tlk kez 1847’de sentezlemistir ancak biyolojik aktivitesi (insektisit
ozelligi) 1936°da gosterilmigtir. DD T nin toksik etkisi kitin tabakasi igeren
boceklerde goriiliir. Boylelikle hayvanlarda goriilen bit ve pireleri oldiirdiigi
iizere, domates giivesine, patatese zarar veren kolarado bocegine ve elma
gigegindeki hortumlu boceklere kargt da etkilidir. DDT’nin boceklerde
sinir sistemini felg ettigini bunu da kitin tabakasindan kolaylikla ge¢ebilme
ozelliginden anlagiimistir. Ornegin yesil sinekler, kitin tabakast igermedigi
icin DDT°den etkilenmemektedirler. Insanlar iizerinde DD T nin az oranda
akut toksik etkisi vardir. DDT, deri yoluyla hemen hemen hig absorbe olmaz
iken, toz halinde iken sindirim yolundan ¢ok az absorbe olur. Ancak deri
yolu ile absorbsiyon hizlanmas: i¢in alkol, kerozen (alifatik hidrokarbon
karigimi), stv1 yag gibi lipid ¢oziictiler iginde uygulanmalidir. Ayrica bu yagh
¢ozeltileri sindirim kanalindan da kolaylikla absorbe olur. Akut zehirlenmenin
insanlarda (70 kg insan i¢in) minumum 1 gram oldugu ve fatal (6ldiirticii)
dozun ise 30 gram oldugu diistiniilmektedir. Kronik toksisite yoniinden
DDT o6nemlidir. Organizmada emilimden sonra, baglica yag orani yiiksek
dokularda (karaciger, bobrekler, sinir sistemi, adipoz doku) birikir. DDT nin
sistemik etki yeri motor sinir korteksi ile duyu ve motor sinir lifleridir.
Yiiksek dozlarda maruz kalindiginda DDT’nin karaciger nekrozu yaptigy;
diigiik dozlarda ise karaciger biiyiimesine neden oldugu gozlemlenmistir.
DDT tozlar1 gaz halinde organizmaya alindiginda akcigerlerde tahris edici
etkiye yol agmakta iken karacigerde daha onemli tahribatlara neden olur
(Cizelge 1.6)
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Cizelge 1.6. Degisik iilkelevde insan yayj dokusunda olgiilmiis ovtalama pp’DDE ve
P0°DDT kalint: diizeyler (myg/kyg ayristwridmas yogj bazinda)

Ulke Yil pp’DDE |[pp’DDT |DDE/ |Referans

DDT
1spanya 1991 3.93 0.40 10.70 | Gomez-Catalan ve ark., 1995
Hindistan | 88-89 0.71 0.88 0.81 Nair ve ark., 1992
Kenya 1992 3.26 2.49 1.31 Kanja ve ark., 1992
Meksika | 1991 10.00 4.02 2.49 Waliszewski ve ark., 1996
Almanya |1990 0.44 0.09 4.69 Teufel ve ark., 1990
Polonya | 89-92 5.75 0.54 10.70 | Ludwicki ve Goralezyk., 1994
Iran 91-92 2.45 0.19 12.89 |Burgaz ve ark., 1995
Tiirkiye  |95-96 1.83 0.09 20.82 | Mevcut ¢aligma

 Aldrin, Dieldrin, Endrin, Heptaklor

Zehirlenme sekli DDT’ye benzemekle birlikte sinir zehirleridir.
Absorbsiyonu  deri  yoluyla olabilmektedir. Insektisitlerden klorhu
siklodienin biyotransformasyonlar1 son derece yavastir. Bu metabolitlerin
de absorbsiyonu ancak lipid de ¢oziiniirse olmaktadir. Kronik zehirlenme
oldugunda esas etkilerini karacigerde gosterirler. Ayrica klorlu siklodien
insektisitlerinin tamami karaciger mikrozomal enzimlerini indiiklerler. Bu
insektisit gruplarindan dieldrin, diizenli bir sekilde deney hayvanlarina besinle
verildiginde tiimor olusumuna neden oldugu gozlemlenmigtir. Uluslararas:
Kanser Aragtirma Kurulugu (IARC, 1999) tarafindan yapilan aragtirmalara
gore, dieldrin, farelerde hepatokarsinojen olarak degerlendirilmistir. Klordan
ve aldrin gibi diger insektisitler igin yeterli aragtirmalarin olmadigindan
dolay1 galigmalarin devam ettirilmesi goriisii vardir. Aldrin ve dieldrinin
de DDT’yle ayni sekilde hayvanlarda hormonal dengeyi bozarak iiremeyi
azaltuiklart gosterilmigtir.

1.9.1.2. Karbamat Grubu Insektisitler

Pestisitlerin karbamat grubu olani, karbomik asidin organik esterleri
veya tuzlaridir. hipotetik Karbomik asit iizerindeki bazi gruplar iizerinden
esterlesme yapilir. Organofosfatlara bazi 6zellikleri ile benzeyen karbamatlar,
iki yoniiyle de onlardan farkliik gostermektedirler. Farklilik gosterdigi
ozelliklerden ilki, organofosfatl insektisitlerde asetil kolinesteraz enzimi ile
kompleks olugturabilen grup bazik pH’li olmaz iken karbamatlarda ki grup
bazik 6zellikte bir azot grubu tagimaktadir. Boylelikle iyonize olabilecekleri
i¢in boceklerin kutikulasina ve sinirlerin kilifina gegis yetenekleri ciddi oranda
azalma gostermektedir. Farkhliklardan ikinci 6nemli olan: ise, kolinesteraz
inhibisyonu esasina dayanan etkilerinin hizh sekilde geri dontistimlii olmasidir
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(Yavuz ve $anli, 1999). Organik fosforlu insektisitler gibi, karbamat grubu
insektisitler de asetil kolinesterozin inhibitorleridir. Kolinerjik sinirlerde,
asetilkolinesterazi inhibe ederek muskorinik ve nikotinik stimulasyona yol
acarlar. Karbamat insektisitlerinin toksik etkisi kisa siirelidir bunun nedeni ise
asetilkolinesteroz inhibisyonun kendiliginden ve hizli sekilde geri dondiirme
etkisidir (Johnson, 1970; Lima ve ark., 2005; Taylor ve ark., 1997).

1.9.1.3. Piretivoit Grubu Insektisitler

Piretroit grubundaki insektisitler ilk defa 1880’li yillarda Piretrum
cinsine ait bazi bitkilerin ¢igeklerinin Ogiitiilmesi ile elde edilen piratrum
ckstratindaki  pirethrin maddesinin insektisit olarak kullanilmastyla
baglanmugtir (Unal ve Giirkan, 2001). Sentetik piretroidlerden olan alletrin
ve sikletrin ilk defa 1949°da sentezlenmislerdir. Ilk kez sentezlenen bu iiriinler
insektisit aktiviteleri dogal olanlara gore daha diisiik ve 1518a dayaniksiz
oldugundan galigmalara devam edilmistir (Vural, 2005). 1970’lerden bu
yana hem tarimsal hem de kentsel alanlarda zararlilarla miicadelede yaygin
olarak kullanilan piretroitler bir sentetik insektisit sinifidir. Krizantem
(Chrysanthemum cinevaviefolium) igeren insektisidal oziitiinden elde edilen
toz olan piretrumlar; piretrum Ozellikteki kimyasallar ise piretrinlerdir ve
sentetik kimyasallardan olan piretroitler de; kimyasal yapist ve toksisite
mekanizmast  piretrumlara benzemektedir. 6 tane piretrin esterinin
karigimindan ise piretrum olugmaktadir. Bu esterler ise sunlardir; piretrin I
ve II, sinerin I ve II ve yasmoli I ve IPdir (Soderlund ve ark., 2002).

Antik Cin ve Tran’da insektisit potansiyelleri kesfedilmis olan insektisitler
piretrinlerdir. Piretrumlar, giines 1g181inda ve suda kolay bir gekilde hidroliz
ve fotolize ugradigy i¢in kendiliginden pargalanir ve hizli bir sekilde bozulur.
Bundan dolayr sentetik esdegerleri olan pyrethroidler gelistirilmistir.
(Klaassen, 2001). Diigiik dozlarda bile olduk¢a etkili olmalarina ragmen
piretroidlerin, kuglar ve memeliler i¢in az toksik oldugu tahmin edilmektedir
(Tuzmen ve ark., 2008). Ancak piretroidlerin son zamanlarda memeli
mitokondrilerinde solunum zinciri enzimlerinin aktivitesini engelledigi
belirlenmigtir ( El- Gohary ve ark., 1999). Dogal piretrumlarin insektisit
olarak bir¢ok avantajlarindan bazilar1 sunlardir: genis spektrumlu olmalari,
memelilerde zehirliliklerinin thmal edilebilir diizeyde olmasi ve dogal
ortamda kisa siirede pargalanmalaridir. Fakat dogal piretriodlerin birgok
avantajlar1 olmasimna ragmen tretim maliyetinin yliksek olmasi, iretiminin
stirekli olmasindaki zorluklar gibi kullanimini sinirlayan nedenler vardir.
Piyasada pazarlanan tiim piretroit etkili maddeler yagda ¢oziiniir (lipofilik)
olup, suda ¢oOziiniirliikleri ve buharlagma basinglar1 disiiktiir. Sahip oldugu
bu ozelliklerinden dolay1 klorlanmig hidrokarbonlar insektisit grubuna
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benzemektedirler. Fakat ester baglarinin oksidasyonla olduk¢a kolay
metabolize olmalarindan veya hidroliz olmalarindan dolayr buna benzer
cevre sorunlarina neden olmazlar (Unal ve Giirkan, 2001).

1.9.1.4. Organil Fosforlu Inscktisitler

Pestisitlerin 6nemli bir kismini olugturan organik fosforlu insektisitler
ayni zamanda en ¢ok kullanilan pestisit grubuna da girmektedir. Almanya’da,
1937°de ilk organik fosforlu insektisitler, bir grup kimyager tarafindan
sentezlenmigtir. Sentezlenen bu kimyasalin ve deneme iiriinlerinin son derece
toksik oldugu tesbit edildiginden dolayr bu maddenin kullanimi II. Diinya
Savaginda Nazilerin kontroliinde tutulmustur. Bu kimyasallarin bir boliimii
kimyasal savag silahi olarak gelistirilmigtir. Hatta bunlardan tabun (etil
N-dimetilfosforoamidosiyanidat) ve sarinin (izopropil metilfosfonoafloridat)
sentezleri gizli bilgi olarak saklanmistir. Organik fosforlu “sinir gaz1” adli bu
tip bilegiklerin memeliler igin toksik 6zellige sahip oldugu ve ayni zamanda
insektisit 6zellige de sahip oldugu anlagilmig olan ve ilk 6nce bu amagla TEPP
(tetraetil pirofosfat) sentezlenmistir (Echobichan, 1996). Organik fosfat
yapisindaki insektisitlerin tiretimi ve kullanim1 bundan sonraki yillarda daha
da artmistir. Tarimsal tiretimde zararlilarla miicadelede en 6nemli gelismeler
II. Diinya Savagrndan sonra organik fosforlu pestisitlerin iiretiminde ve
kullanimiyla olmugtur. Bu pestisitlerin uygulanmast tarimin geligmesi
agisindan ve verimde artig saglamasindan dolay: kullanicilara pek gok avantaj
saglamistir. Bu avantajlart saglamasindan dolayr zararlilarla miicadelede
organik fosforlu insektisitler tiretilmeye ve kullanilmaya baglamis ve 1980’1
yillarin bagindan itibaren de kullanimi biyiik o6l¢lide artig gostermistir
(Klassen ve ark., 2001; Daghoglu, 2004; Vural, 2005). Fakat 1950’lerden
sonra DD T nin yerine parationun tercih edilmesiyle birlikte birgok fatal ve
akut zehirlenme olaylar1 bildirilmistir.

Organik fosforlu pestisitlerin asetilkolin esterazi inhibe etmeleri dogrudan
ya da “okso” sekline metabolize olduktan sonra aktivite kazanmasiyla
meydana gelir. Bu etki boceklerde 6liimlere neden olurken memelilerde temas
edilen diizeye bagl olmak {izere degisen siddette zehirlenmelere ve 6liimlere
yol agabilmektedir. Aym1 zamanda bocek ve memelilerin sinir uglarinda
asetilkolin birikimine neden olurlar (Plestina, 1984; Lima ve ark., 2005;
Echobichan,1996; Marrs ve Dewhurts, 2000). Organofosfatl pestisitlerin
alkilleyici ajanlar oldugu diistintilmektedir. Protein alkillenmesi araciligiyla
dogrudan ya da dolayli olarak DNA bazlarinin alkillenmesi DNA hasarina yol
agmaktadir. Rahman ve ark., 2002, Wild, 1975 yapmis olduklar1 ¢aligmalar
neticesinde organofosfatlarin fosforlu yapisinin niikleofilik saldirilar igin
iyl bir substrat oldugunu tespit etmisler ve buna gore; DNA hasarinin
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gostergesi olan DNA fosforilasyonunun belirteci oldugunu gostermislerdir
(Wild, 1975).

+ Organik Fosforlu Insektisitlerin Etki Mekanizmasi

“Kolinesteraz inhibitorleri” olarak toksik etkilerini gosteren insektisitler
organik fosforlu insektisitlerdir.

Bu duruma gore iki gesit organik fosforlu insektisit vardir.

» Direkt etkililer, metabolik aktivasyona ihtiya¢ duymaksizin ve de
ana madde olarak kolinesteraz inhibitoriidiirler. Sinir gazlarindan
sarin, tabun, DFP; insektisitlerden TEPP yapisinda olduklarindan
kolinesterazi dogrudan inhibe ederler.

» Indirekt etkililer, fosforiyoat yapisindadirlar, aktivite kazanmalari
“okso” sekline doniistiikten sonra olmaktadir. Asetilkolin esterazi
inhibe edebilmesi i¢in 6rnegin; malation —> malaokson; Paration
—> paraoksona metabolize olmalar1 gerekmektedir.

+ Organofosfastlarin Viicuda Giris Yollar::

Organofosfat (OF) bilesikleri viicuda girebilmeleri alindiklar1 deri,
mukoza, goz, gastrointestinal sistem ve solunum sistemi aracihgiyla hizh
bir gekilde olmaktadir. Solunum aracihigiyla viicuda giren OF zehirlenme
belirtilerinin hizlica belirmeye baglarlar. Absorbsiyon hiziyla dogru orantili
olarak zehirlenme belirtileri ortaya ¢itkmaktadir. Bundan dolay1 zehirlenme
belirtileri en geg ortaya ¢iktig1 ortam dermal temas yoluyla alindiklarindadir.
Organofosfat bilegiginin emilim hiz1 formiilasyonuna ve lipofilitesine baglh
olarak degismektedir. Bireye bagl bir gekilde bilegiklerin lipofilitesi de az gok
degiserek etkilerin degisik derecede ortaya ¢tkmasinda etkili olmaktadir. Bazi
bilesikler yagda ¢oziinmeye ihtiya¢ duymayan ya da metabolik aktivasyon
olmasin1 gerektirmeyen gruplardan birinde yer aliyorsa, bu bilesiklerde
zehirlenmenin etkileri 12 saat iginde goriiliir. Viicuda girig sekillerine gore
dagilimlart degisiklik gosteren OF’ler lipofilik 6zelliklerinden dolay1 yagh
dokularda depolanmaya meyillidirler ve ayrica karaciger ve bobreklerde de
birikirler. OF’larin viicuttan uzaklagtirilmas: yagh dokularda biriktigi igin
zaman alir (Ozkaya ve ark. 2013). Atilmalar1 iin 6nce depolandiklart yagdan
kana gegerler, sonra da ya dogrudan ya da biiylik oranda metabolize edilerek
uzaklagtirilirlar. OF bilegiklerinin lipofilik 6zellige sahip olmayanlari hizh
bir sekilde metabolize olabildigi i¢in dokular ve organlarda kalma siireleri
azdir. Hizlica metabolize olabilmek atilma yoniinde de hizhilagtirir (United
Nations Environment Programme, The International Labour Organization
and The World Health Organization. Organophosphorus Insecticides: A
General Introduction. Environmental Health Criteria, 1986). Bu durum
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toksikasyonlarinin azalmasina katkida bulunur. Ciltte mevcut olan tahrigler,
kesikler veya yaniklar ila¢ absorbsiyonunu hizlandirabilir. Baz1 aragtirmalara
gore OF bilegiklerinin absorsiyonunu etkileyen durumlar arasinda cilt rengi
ve giinege fazla maruz kalinmasi etkilemektedir. Esmer tenli ve giineg 151¢1na
fazla maruz kalmamug kisilerde emilim orani daha yiiksektir (Dokmeci,
2001). Bu olay deri damarlarin geniglemesi ya da derinin katmanlarinin
kaybr ile dogrudan iligkilidir. Organik fosforlu insektisitlerin bazilar1 kana
gectiginde dogrudan etkilerini gosterirken, bir kismimnin metabolizma ile
aktif hale doniigtiiriilmelidir. Bu duruma biyoaktivasyon denir. Organik
fosforlu bilesiklerinin ¢ogunun etkinlegtirilmesi igin karacigerde ki sitokrom
P450 enzim sistemi gerekmektedir. Bu nedenle Asetilkolin esteraz’in (AcE)
inhibisyonu sitokrom P450 enziminin aktivasyonundan sonra meydana
gelir (Istanbulluoglu ve ark., 2009). OF bilesiklerin metobolizmasinda
bu mikrozomal enzimlerin yani sira aymi zamanda ¢ok gesitli oksidazlar,
hidrolazlar ve transferazlar aracihgr ile farkli metabolitler olugmaktadir.
Metabolizma reaksiyonlarina bagli olarak daha toksik bilegikler ortaya ¢ikabilir
ya da bilesik daha az toksik bir hale doniistiiriiliir. Metabolik reaksiyon
sonunda yapilar1 degistirilen OF’ler ¢ogunlukla idrar yoluyla atilirken, ter
ve feges yoluyla da atim gergeklegebilir (United Nations Environment
Programme, The International Labour Organization and The World Health
Organization. Organophosphorus Insecticides: A General Introduction.
Environmental Health Criteria, 1986). Organofosfat zechirlenmelerinde
olim orani hastanin 6ncelikle saglik durumuna, alinan madde miktarina,
hastaneye nakil siiresine, beslenme durumuna, genetik yapisina ve dolagim-
solunum destegine baghdir. Zehirlenmelerde ortalama %3-25 arasinda
mortalite orami degismektedir (Istanbulluoglu ve ark., 2009).

1.9.1.5. Digier Yeni Insektit Gruplar

Tarimda yeni grup insektisitlerin kullanimi 1990 sonlar1 ile 2000 li
yillarin baglarinda bocek kontrolii i¢in kullanilmaya baglanmugtir. Bu yeni
insektisitlerin eski insektisitlere gore birgok avantaji vardir.

Diigiik memeli toksititesi, kisa yeniden giriglere ve hasat 6ncesi araliklara
yol agmakta ve bu durumda insektisitlerin bocek kontrol programina
kolaylikla dahil edilmesine izin vermektedir. Bir¢ogu daha ok segici oldugu
i¢in ve dogal diismanlara kargi genig spektrumlu organofosfatlar, karbamatlar,
neonikotinoidler ve piretroid insektisitlere gore daha az zarar vermektedir.
Ornegin; bunlar ikincil boceklerin (sekonder pestlere) salginina daha az
neden olmaktadir ki bu boceklerin kontrolii dogal diismanlar1 tarafindan
saglanmaktadir ve ayrica bunlar genis spektrumlu pestisitlerin neden oldugu
bocek salginin kontroliinii saglamak igin kirici-sprey (clean-up) olarak da
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kullanilabilirler. Bu insektisitlerin kullanimi Kaliforniya® da Organofosfat
ve Karbamat grubu insektitlerin kullanimini biiyiik oranda azaltmistir. Bu
grup insektisitlerin kullanimi 1990 sonlarinda OF’l1 ve Karbamatl insektisit
kullanimi sonucu 6zellikle pamuk, limon, ve tag meyvelerinde % 70’ lere
kadar diigen tiretim oranint 6nemli oranda etkilemistir.

Bu vyeni insektisitlerin ayni zamanda bir¢ok dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Bu insektisitlerin aktivite alanlar1 dar oldugundan dolay:
genellikle tek bir ekimde tek bir pest grubunu kontrol etmektedirler.
Yetistiriciler, doniim bagina toplam uygulama sayilarinin ve toplam bocek
kontrol maliyetini arttiran ve ayrica yetersiz bir kontrol 6zelligi tagiyan ek
insektisitleri ikincil pestlere kullanma ihtiyact duyabilirler.

Ek olarak, bir¢ok yeni insektisitler kisa siireli residual aktiviteye sahip
olduklarindan ya da boceklerin sadece olgun olmayan evrelerinde etkili
olduklar1 igin genis spektrumlu insektisitlerle kargilastirildiklarinda bu
insektisitlerin maliyetleri eski insektisitlerle kargilagtirildiklarinda 6nemli

oOlgiide daha pahali olduklar1 goriilmektedir.

Son yillarda farkli kimyasal simflardan insektisitler, lepidopteran ve
homopteran gruplarma dahil bocekler i¢in kullanilmaya baglanilmistir.
Clinkii bu gruplarda ki bir¢ok bocegin eski pestitislere kars1 direng gosterdigi

gozlenmigtir.
« Diafenthiuron

Diafenthiruon, Syngenta tarafindan gelistirilen yeni bir tiyoiire grubu
olup ozellikle keneler, beyazsinekler ve aphidler gibi emici bocekler tizerinde
etkilidirler. Bu madde, giines 15181nda fitokimyasal olarak daha giiglii bir
toksik madde olan karbodiimide doniismektedir. Karbodiimid kendisinin
uygulanmasma binayen gelisen metabolik aktivasyonu engellemek i¢in
ATP(az) inhibitorii gibi davranmaktadir. Karbodiimid metaboliti,
proteolipid ATP (az)’lara kovalent bagla baglanir ve 6zellikle mitokondriyal
solunumu inhibe eder.

e Indoksakarb

Indoksakarb sinir hiicrelerine sodyum iyonu girisini engelleyerek hedef
bocek zararlilarinin fel¢ olmasma ve oliimiine yol agar (Lapied ve ark.,
2001). Bu maddenin oral yolla aliminin ardindan esterazlar boceklerce aktif
hale getirilmektedir (Wing ve ark., 2000). Bu, zamana bagh bir sekilde
en yiiksek sodyum akimlarini bastirir. Bu maddenin potansiyelinin, bocek
noron lizerindeki giicli sigcan ganglion noronlarindan en az yiiz kat daha
tazladir (Yuji ve Yoshiaki, 2003). Cesitli emici bocek zararlilari, indoksakarbi
lepidopteranlardan daha fazla biyoaktivite edebilirler (Wing ve ark., 2000).
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Indoksakarb, gesitli tarim sistemlerinde belirli homoptera ve koleopteralarin
yani sira lepidoptera zararlilarmin gegitleri lizerinde de etkiye sahiptir
(Harder, 1997; Wing, 2000). Bu etkinlik, 6nemli bécek hagerelerine karst
ornegin Heliothis ve Helicoverpa tiirleri, Spodoptera sp., Tricoplusia sp.,
Lygus sp. Empoaska sp., Colorado patates bocegi, L. decemlineata karg
gosterilmigtir (Harder, 1997; Hammes ve ark., 1998; Michaelides ve
Irving, 1998; Sullivan ve ark., 1999; Wing, 2000). Indoksakarb, direng
yonetim programlarinda yararli bir rol oynamaktadir. Ornegin; piretroitler,
organofosfatlar ve karbamatlar gibi mevcut insektisitler ile gapraz-direnci
yoktur (Lapied ve ark., 2001). Bu madde, boyle Orius ve Fitoseiulus
tiirleri gibi bazi 6nemli dogal diigmanlar tizerinde 6nemli bir etkiye sahip
degildir (Bostanian ve Akalach, 2006). Bu nedenle, bocek hagarat yonetimi
programlart igin 6nemli bir katki olarak kabul edilebilir.

+ Fipronil

Fipronil, 1987 yilinda Rhone Poulenc tarafindan gelistirilen ve 1993
yilinda piyasaya siiriilen bir fenilpirazol insektisitti. Bu madde hem
herbisidal hem de insektisidal aktivite gostermektedir (Yanase ve Andoh,
1989; Klis ve ark., 1991). Kompetetif baglama gosteren bu bilesik, boceklere
iligkin yiiksek segicilikle sonug¢lanan, memelilerden daha ziyade boceklerde
hedeflenen bolgeye yiiksek afinitesi vardir (Grant ve ark., 1990; Cole ve
ark., 1993; Hainzl ve Casida, 1996). Fipronil, Elmas sirth giive (Plutelln
xylostell), Spodoptera ve Heliothis tiirleri ve Colorado patates bocegi gibi
boceklere ve ev hagerelerine kargi, termitler ve hamambocegi gibi, bocek
tiirlerinin gesitliligi tizerinde etki etmektedir (Grant ve ark., 1990; Hamon
ve ark., 1996). Fipronil IPM programlarinda 6nemli bir ekleme olarak kabul
edilir.

+ Spiromesifen

Spiromesifen, etkin bir sekilde beyaz sinekler ve akarlara kargt roli
olan spirosiklik tetronik asitlerin yeni simflarindan olan bir insektisittir
(Bretschneider ve ark., 2003; Nauen ve ark., 2003;2005, Nauen ve Konanz,
2005). Spiromesifen, birlipid metabolizmasienzimi, asetil-CoAkarboksilaz’in
bir inhibitorii olarak hareket eder. Spiromesifen ile tedavi, total lipid de
onemli bir azalmaya neden olmaktadir. Bu bilesik, son birkag yil igerisinde
bir¢ok tilkeye girig yapmustir ve neonikotinoid ve diafentrhrion gibi diger
insektisitlerle birlikte beyaz sinek ve akar direnci diizenleme programlarinda
onemli bir bilesen haline gelmistir. Klasik (organofosfat, karbamatlar,
piretroidler ve endosiilfan) ve biyodengeleyici insektisitler neonikotinoidler
ve piriproksifen gibi ¢apraz direng gostermedigi gozlemlenmistir ve buna
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kargin bir¢ok ¢aliymada, spiromesifenin akar ve beyaz sineklere kars1 etkili
oldugu gosterilmigtir (Kontsedalov, 2008).

« Pimetrozin

Piridin grubunda yer alan Pimetrozin, Azotmethin piridin ailesine mensup
bir insektisittir. Yeni bir Azotmethin Piridin insektisidi olan Pimetrozin, 4,5
— dihidro — 6 metil — 4 — [(3-piridinil metilen) amino]- 1,2,4-triazin-3(2H),
emici boceklerde sinir sisteminin tiikriik bezlerini etkilerler ve beslenmeyi
durdurarak devaminda aglik ve oliime yol agarlar. Bu bilesik, bitlere, beyaz
sineklere ve bitki zararhlara kargi giiclii bir toksik etkiye sahiptir. Ve bu
nedenle pamuk, tiitiin, meyve ve sebzelerde sorun olan bazi zararlilar ile
miicadelede kullanilmaktadir. Giiglii toksik etkiye sahip olmasi, sistemik ve
translaminar aktiviteyi etkiler ve piiskiirtiilerek ya da yapraklara uygulanarak
kullanilabilir. Pimetrozin’ in biyokimyasal olarak etki mekanizmasi
agiklanamamakla birlikte sinir kaslarina etki ettigi bilinmektedir. Fizyolojik
agidan zararli bocegin stiluslari ile sokup emmesini engellemektedir (EPA,
2000). Ayrica direngli viriislerin yol ag¢tigr aphid transmitted hastaliginin
azaltilmasinda etkilidir. Bazi durumlarda pimetrozinin ¢esitli bitkilerdeki
translokasyon ve penetrasyon oranlarindan dolayr konukgu bitkileri
pimetrozin potansiyeli {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Pimetrozinin
beyaz sinekler iizerinde etkisine bakildiginda Bulgar fasiilyesinde, pamuga
gore daha toksik etkiye sahip oldugu gozlenmigtir. Pimetrozin, diger
grup insektisitlerle ¢apraz direng gelistirmedigi ve dogal diigmanlari ya da
cevrelerine kargt olumsuz bir etkiye neden olmadiklarindan dolayr IPM
programlarinda potansiyel bir bilesen olarak aphid ve beyaz sineklerin
kontrolii ve viriis transmisyonunu baskilayic olarak degerlendirilebilirler.

Sicakkanhlar igin orta derecede zehirli sinifindadir. Toprakta kalict bir
yapiya sahip olmayip yer alti suyuna karigma orani az, kuslar, solucanlar
ve baliklarda orta derece akut toksisiteye, memeliler ve arilarda ise diigiik
derecede akut toksisiteye sahiptir (Onciier ve Durmugoglu, 2008).
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Cizelge 1.7. Pimetrozin aktif maddesine ait bazi bilgiler

Pymetrozine Molekiilii
|
@A e ] \[[:1)/ MH
]
Fiziksel Durumu Etkili madde renksiz ve kristal haldedir
Kimyasal Formiilii C10 H11 N50
CAS Numarast 123312-89-0
IRAC 9B
Akut oral LD, (mg/kg) | 5820
ARD (mg/kg) 0,1
Dermal LD, (mg/kg) | 2000
Zehirlilik Sinifi 111
MRL (mg/kg) Ek 2/1: Turunggillerde; 0,3 ppm, Patlican ve Domateste;
0,5 ppm
PHI Turunggiller ve pamukta; 35, seftalide; 28, Sebzelerde; 3
giin
Etki Sekli Etkiledigi tiirlerin beslenmesini engellemek suretiyle etkili
olur
Hedef Zararlilar Domates, Pamuk ve Turunggillerde; Yaprakbiti, Patlicanda;
Beyazsinek
Karigabilirlik Notr reaksiyonlu bir¢ok insektisit ve fungisit ile
karistirilabilir
Zehirlilik (Akut) Ar1 LD50 Balik LC50 |Kus LD50 | Solucan
ug/art mg/l mg/kg LD50mg/kg
117 100 2000 250
Cevrede Kalicilik Suda Log |GUS Toprakta Koc Kf
¢Oziintirlik by DT50
270 0,19 0,94 14 1510 -

1.9.2. Herbisitler

Onemi gittikge artmakta olan herbisitler istenmeyen bitkiler ve yabanci
otlart yok etmek igin kullamilan kimyasallardir. Herbisitler bitkilerdeki
etkilerine gore segici olmayan (nonselektif) ve selektif herbisitler olmak tizere
iki gruba ayrlir. Biitiin bitki tiirlerini etkileyen herbisitler segici olmayan
(nonselektif) belirli bitki tiirleri igin toksik, digerleri i¢in zararli olmayanlara
ise selektif herbisitler denmektedir. Bitkilerdeki kullanma sekilleri ve etki
yerine gore herbisitler ii¢ alt grupta incelenmektedir:

+ Kontakt herbisitler: Bu tip herbisitler bitkilerin yapragi ve govdesi
ile temas ederek bitkiye zarar verirler. Ornek olarak bipiridil grubu
herbisitler verilebilir.

+ Sistemik herbisitler: Bitkinin yaprak ve kokii ile temas halinde olan
bu herbisitler bitkinin damarlari tarafindan ¢ok ¢abuk absorbe olur ve



28 | Etken Maddesi Pimetvozin Olan Greensun Insektisitinin Insan Lenfositlerinde Genotoksik...

vaskiiler sisteminde yayilarak bitkiye zarar verirler. Ornegin; Klorofe-
noksiasetik asit tiirevleri bu tip herbisit grubunda yer almaktadir. Bu
herbisitler 6zellikle kuvvetli kok sistemine sahip olan yabanci otlarin
miicadelesinde kullanilir.

* Bitkinin kok sistemini veya ¢imlenen tohumlarini etkileyen herbisitler

Toprakla muamele edilen herbisit buradaki istenmeyen bitki tohumlarini
yok eder. Ornek olarak; arsenik asit, pentaklorofenol (PCP) verilebilir.
Baglica akut toksik etkileri kas sistemi ve merkezi sinir sistemi (MSS)
tizerinde olan herbisitlerdir. 2,4-D’nin yiiksek dozda kullanilmas: halinde
ozellikle hayvanlarda, karinciklar: etkilemekte bunun sonucunda da tamamen
diizensiz kasiimalar olugturmakta ve kisacas1 6liimciil bir ritim bozukluguna
sebep olmaktadir. Tek dozla muamele edildiginde ise kisa bir siire iginde (1-2
saat) kaslarda zayiflik ve sertlesme, viicut hareketlerinde diizensizlik, havale
ve koma goriiliir. Iskelet kaslarinda 6zellikle harabiyete yol agar. Bunun yam
sira bobrek yetmezligi, karaciger harabiyeti ve akcigerde 6dem de olugabilir.
Insanlarla hayvanlarda ki akut zehirlenme belirtileri birbirine benzemektedir.
Kimyasalin 3-4 grami semptomlarin gozlemlenmesi igin kafidir. Herbistlerde
goriilen akut zehirlenmelerde ki mortalite orani yiiksektir. Meslek geregi
deri ve soluma yolu ile 2,4-D’nin absorbsiyonu sonucunda sinir iltihaplari
goriilmektedir. Ayrica, bu herbisitlerin insanlara deri ile temas etmesi sonucu
dermatite neden olur. 2,4,5-T iiretiminde ¢ahganlarda rastlanan bu siddetli
dermatite “klorakne” denilmektedir. 2,4-D ve 2,4,5-T karigimi, 1962-1969
yillari arasinda Giiney Vietnam Savaginda, savag araci (askerlerin saklanmasini
engellemek i¢in ormanlarda biiylik odunumsu ve genis yaprakli bitkileri
yok ederek) olarak kullanilmigtir. Bu bolge halki yiiksek dozda (kisi bagina
75,7 mg) “Orange agent” olarak taninan herbisitin kullanilmasi nedeni ile,
TCDD’ye maruz kalmigtir. Sonralart diigiik ve sakat gocuk dogumlarinin
goriilmesi halk arasinda TCDD’ye bagh degerlendirilmistir. 1976 yilinda
Italya’da Seveso’da, bagka bir TCDD’ye maruz kalinmast ile ilgili olayda ise,
hekzaklorofen iireten fabrikada kaza sonucu olmustur. Uretimde kullanilan
tetraklorobenzenin, 170°-180° C’de hidrolizi sirasinda yiiksek miktarda
olusan TCDD gevreye yayilarak halkin saghgini tehlikeye sokmustur. Bu
kisilerde %12 oraninda diigiikler, deri lezyonlar1 (klorakne), gortilmekle
birlikte bagka sistemik etkiler gbzlenmemistir.

* Dinitrofenoller

Dinitrofenollerden kontakt herbisitler olarak, 2.4- dinitro-6-metil fenol
(DNOC) kullanlir. Tlk defa organik herbisit olarak DNOC kullanilmustir.
En eski sentetik yapilt bir insektisit olarak 1982 yilinda Bayer Fabrikalar
tarafindan “Antinonnin” ticari adr ile iiretilmis olmasina ragmen herbisit
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olarak kullanilmaya baglanmugtir. Dinitrofenollerin insan, memeli hayvanlar
gibi canhlara ve bazi 6zel tiirdeki arilara toksisiteleri yliksektir. Bu herbisitler
oksidatif fosforilasyonu engelleyerek bazal metabolizmanin artmasina
neden olurlar. Bunun neticesinde akut zehirlenmede yorgunluk, bulanti,
mide bozuklugu, asirt sicaklik hissi, ciltte ates basmasi, terleme, ates, hizli
solunum, diizensiz ve yiiksek nabiz, siyanoz, kramp, biling kayb1 ve akciger
odemi goriiliir. Ayrica dipiridilyum grubu ve heterosiklik herbistlerden
de bahsetmek gerekir. Dipiridilyum grubu herbisitler (paraquat, diquat)
insanda da serbest radikal reaksiyonlar yolu ile toksik etkisini gosterir.
Paraquatin olusturdugu siiperoksit anyonlar1 vasitast ile hiicre zarindaki lipid
peroksidasyonunu indiiklemektedir. Heterosiklik herbistler, etkin antitiroid
maddelerdir. Kronik etkisi sonucunda guatr gozlenmektedir.

1.9.3. Fungusitler

Organik ve anorganik yapidaki bir¢ok fungusit mantarlar1 yok ederek,
driinlerin bozulmasini engellemektedir. Civali ve hekzaklorobenzen (HCB)
gibi fungusitlerin bazilar1 gok toksiktir ve bundan dolay1 bir¢ok yaygin
zehirlenmeler gortilmiistiir. Cok kullanmilan fungusitlere 6rnek olarak; civali
bilegikler, bakir bilegikleri, ditiyokarbamatlar, tetrametilthiuram disiilfiir
(thiram), HCB verilebilir. Civali fungusitlerin uygulandigi besinler, yanlig
kullanilmalar1 nedeni ile, bir¢ok dliimlere ve nérolojik bozukluklara sebebiyet
verdiginden dolay1 kullanimlar1 1970’1 yillarda yasaklanmugtir.

1.9.3.1. Ditiyokarbomatiar

Tarimda yaygin bir sekilde kullanilan fungusitlerden biri de ditiyokarbamat
yapisindaki fungusitlerdir. Ditiyokarbamatlar, igerdikleri katyona gore
su sekilde adlandirilirlar: ¢inko tuzu ziram, demir tuzu ferbam adint alir.
Dietilditiyokarbamatlarda metal katyonu ¢inko ise zineb, manganez ise
maneb, sodyum ise nabam ismini alir. Uygulayicilar ditiyokarbamatlar
ciddi semptomlar gostermeyen zararsiz bilegikler olarak kabul ederler.
Ancak tahrig edici etkileri vardir. Yiiksek dozda maruz kalindig: takdirde
hafif burun mukoza dokularinin iltihaplanmasi sonucu olugan rinit, farenjit,
brongit ve dermatit olusabilir. Ayrica formiilasyonlarindaki kullanilan
tagtyicilarin ve aktif bilegenlerinin bazi 6nemli etkileri oldugu belirlenmistir.
Ornegin zinebin agiz yoluyla veya deri ile absorbsiyonun G,P-D eksikligi
olan kisilerde akut hemolitik anemiye yol agtig1 bilinmektedir. Diger yonden
bazi dimetilditiyokarbamatlarin nitrozlanarak kanserojenik nitrozaminlere
dontigtiikleri ve hayvanlarda ise teratojenik olduklar1 gosterilmistir. Zineb
(Zn tuzu) en onemli etilenbisditiyokarbamatlardandir. Maneb, nabam ve
zinebin hayvanlarda teratojenik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica
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gevreye iz vivo bozunmalar1 sirasinda etilen tiyoiire (ETU) verirler ve
besinler bu parcalanma iiriinlerini kalint1 olarak igerirler. ETU kanserojenik,
mutajenik, teratojenik ve ayrica antitiroid etki gosterir. Fungusitin tiretimi
ve besindeki kalintinin  pigirme sirasinda da  ETU’nun  olugabilecegi
gosterilmigtir. Maneb etilenbisthiuram ETU’ya doniisiirken karbon siilfiir
(CS,) de olugur. Genellikle diigiik toksisiteye sahip oldugu diigiiniilen
ditiyokarbamatlarin uygulanma esnasinda havada yiiksek konsantrasyonda
CS, ve metil izosiyanat bulunabilir.

1.9.3.2. Tetrametilthiurvam (thivam)

Tarim alaninda fungusit, insektisit ve Japon Beetle’a (Japonya’da yagayan
bir cins bocek) karst Tetrametilthiuram disiilfiir (Thiuram-D, TMTD)
kullanilir. Ugucu bir yapist olmayan TMTD, depolanmasi sirasinda dayanikl
bir yapiya sahiptir. Ancak toz halinde iken hava ile karigimi patlayicidir.
Mukoz membranlar yapilarinda oldukga giddetli tahris edici etkiye sahip
iken, derideki tahris edici etkisi daha azdir. Toksisite emilimini hizlandiran
swv1 ve katt yaglar, yag ¢oziiciileri mevcudiyetinde artar.

1.9.3.3. Pentaklorofenol

Odun koruyucusu olarak termit (beyaz karinca), agustos bocegi gibi
kin kanatli bocekler ve mantarlara karst Pentaklorotenol (PCP) kullanilir.
1936’dan beri fungusit ve bakterisit yapida olan PCP ve sodyum tuzu
kullanilmaktadir. Tahrig edici bir yapiya sahip olan bu maddenin tozlari
ozellikle gozde ve burunda tahrig yapar. Derideki absorbsiyonu 6nemli
olup deri ile temasta dermatit yapar. Ancak en fazla sistemik toksik etkisi
organlarda karaciger ve bobrek iizerindedir. Deney hayvanlarinda yapilan
incelemelerde karaciger mitokondrilerinde yapisal degismelere yol agtig
gozlenmigtir. Ayrica periferik sinirleri de etkiler. Aynen nitrofenolik
herbisitlerde oldugu tizere dokularda oksidatif fosforilasyonu durdurarak
bazal metabolizmay1 hizlandirir. Son zamanlarda, 2, 4, 5T°ye benzeyen
maddeler ticari pentaklorofenoliinde de, bulunmaktadir. Bu maddeler
TCDD’de kadar olmamakla birlikte yine de gok toksik bilegiklerdir. Teknik
PCP, karaciger mikrozomal enzimlerini indiikler, karaciger biiylimesi yapar.
Bu etkiler, yan iiriinlere baglanmaktadir. Gol ve derelerin kirlenme riski PCP
ve sodyum tuzunun gevrede kullanilmasiyla beraber artmaktadir. Ozellikle
bu maddelerin baliklarda birikimi zararl olabilir. Japonya’da yabanci ot
miicadelesinde sodyum tuzunun geltik tarlalarinda kullanilmasi, sulama suyu
ile baliklar i¢in zararli miktarda PCP’nin gol ve nehirlere ge¢mesine neden
oldugu goriilmiigtiir.
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1.9.3.4. Hekzalklorobenzen (HCB)

1954’te fungusit olarak Hekzaklorobenzen (HCB) de kullanilmaya
baglanmigtir. HCB aromatik klorlu hidrokarbon olup, %20-40 oraninda
karigim olarak hububat dezenfektani iginde bulunur. Tohum dezenfektanlar
HCB’den bagka, Lindan (HCH) veya civali fungusitleri igeren karigimlar
halinde uygulanir.

Klorluhidrokarbon yapisindaki diger insektisitler gibi HCB’nin de
biyokonsantrasyon faktorii yiiksek ve dayaniklidir. Amerika Birlegik
Devletler’nde bu kimyasal hem toksikolojik oldugu igin hem de gevre
yoniinden ortaya ¢ikardigi sorunlar nedeni ile artik ticari iiretimi
yapiimamaktadir. HCB maruziyeti sonucu 6liimlerin nedeni ise norotoksik
etkidir. Metabolizmas1 yavas olan HCB kronik toksisite yoniinden de
onemlidir. Coziintirliigii lipid de oldugu i¢in adipoz dokularda biyolojik
birikime ugrar. Aym dozlara devamli maruz kalindiginda, kaslarin istemsiz
kasilmas1 veya bazen denge bozuklugu, hareketleri kontrol edememe gibi
norolojik etkilerle sag dokiilmesi, deride kaginma ve soyulma goriiliir.
Deney hayvanlarinda yapilan bazi arastirmalarda kronik maruziyetin doza
bagli olarak karaciger ve tiroidde tiimor olusumunu arttirdig1 gozlenmigtir.
Fare ve siganlarda teratojenik etkileri gosterilmigtir. 1955-1959 yillari
arasinda Tiirkiye’de Giineydogu Anadolu Bolgesinde, %10 HCB igeren
tohum dezenfektaninin tohumluk bugdaylara uygulanmasina bagh olarak
hekzaklorobenzenin insanlar tizerindeki toksik etkisi oldugu belirlenmistir.
Bu bolgede yasayan yaklagik 4000 kiside ilaglanmis bugdaydan iiretilen
unu tiiketmesi sonucunda onceleri nedeni belirlenemeyen yaygin bir
hastalik (yetigkinlerde “kara yara” ¢ocuklarda “pembe yara”) goriilmiistiir.
Siddetli vakalarda akintili eklem iltihaplari, el kemiklerinde osteoporosis
gelismigtir. Hastahaneye yatirilan hastalarin %30’unun tiroid bezlerinde
biiyiime olmustur. Zehirlenen ¢ocuklarin %95°in de 6liimle sonuglanmustir.
Yapilan aragtirmalarda, kigilerin semptomlarin ortaya ¢ikmasindan once
birka¢ ay siire ile oral yolla giinde 50-100 mg HCB’ye maruz kaldiklar
hesaplanmugtir. Hiikiimet, nedeni anlagildiktan sonra 1959 yilinda HCB
kullanimini yasaklamigtir. Bundan sonra yeni gelismeler olaylar 1963 yilina
kadar azalarak ortadan kalkmugtir.

1.9.4. Rodentisitler

Akut ve antikoagiilant olmak tizere iki gesit rodentisit vardir;

+ Akut rodentisitler; Akut rodentisitlerin avantaji kisa zamanda etki
etmeleridir. Fakat hedef dig1 organizmalar igin yiiksek oranda zehir-
lidirler ve ¢ok azinin spesifik antidotu vardir. Ayrica yem ¢ekingen-
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ligi ad1 verilen ve kemirgenlerin yeniden yeme doniigiinii engelleyen
olumsuz tesirleri mevcuttur.

+ Antikoagiilant rodentisitler; Antikoagiilant rodentisitler karaci-
gerde Vitamin K sentezini durdurarak oliimlerle sonuglanan i¢ ka-
namalara neden olurlar. Akut zehirlerle kargilagtirldiginda etkilerinin
nisbeten yavag meydana gelmesi, insan ve hedef dig1 canlilarda kaza-
ra almma durumlarinda spesifik antidotu olan Vitamin K1 ile mii-
dahale imkan1 verdiginden daha giivenlidirler. Antikoagiilant roden-
tisitler Diinya Saglik Teskilati tarafindan 1. ve 2. Jenerasyon olarak
siniflandirilmigtur.

1.9.5. Fumigantlar ve Bocek Uzaklastiricilar

Kemiriciler, insektler ve nematodlarin kontroliinde kullanilan kimyasallar
fumigantlardir. Fumigantlarin uygulama esnasinda gaz olusturmalari
ve boylece en ulagilmaz yerlere niifuz ederek bu sekilde, normal pestisit
uygulamast ile sonug alinmayan yerlerde (hububat depolarinda, fare yuvasi,
gemilerde) bagarili olmaktadir. Pest uzaklagtiricilar deri tizerine lokal
uygulanirlar. Siyantirler, karbon tetrakloriir, naftalin, paradiklorobenzen,
metil halojeniirler, fosfiirler, indalon, dietiltoluamid fumigant ve repellent
olarak kullanilirlar. Genel olarak bu maddeler soluma ve agiz yoluyla ¢ok
toksiktirler. Ayrica deri ile temasta da etki ederler. Repellentler (dimetilftalat,
indalon gibi) daha az toksiktirler. Toprak fumigantlarinda en toksik olanlari
siyaniirler ve halojenlihidrokarbonlardir. Evde giivelere kargi kullanildigy igin
naftalin ve paradiklorobenzen ise 6nemlidirler.

e Naftalin

Naftalin iki benzen halkasinin birlesmesiyle olugmug bir aromatik
hidrokarbondur. Beyaz kristal olup, oda sicakliginda buharlagir. Giivelere
karg1 giive toplart veya levhalari, ayrica deodoran pastalar1 geklinde
kullanilir. Naftalin toksisitesi, daha gok kazaren bebek ve ¢ocuklarda kendini
gosterir. Agiz yolu ile letal dozu 2 gramdir. Deri yolu ve solunum yolu
ile absorbsiyona ugrayabilir. Bebeklerde siddetli hemolitik anemi ve sariliga
neden olur. Naftalinlenmig elbiseler, 6zellikle G,P-D enzimi noksanhig: olan
siyah ve etnik gruplarda toksisitesini gosterir. Naftalinin aktif metabolitleri
olan A ve P naftol ile naftokinon hemolize neden olmaktadir. Hemoliz
olay1 hassas kigilerde (G,P-D enzimi eksik olanlarda) 3-7 giin sonra ortaya
¢ikar. Eritrositlerin akut tahribi sonucunda goriilen baglica semptomlar ates,
solgunluk, laterji (uyku hastalig), karin agrisi, diyare geklindedir.
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1.10. Genetik Toksikoloji

Sentetik ve dogal maddelerin gevrede sayilarinin her gegen giin artmasi
ve biyolojik olarak etkileri tam bilinmeyen bu kimyasallarin kullanimlarinin
hizla artmasi ve kanser vakalarindaki artiglar, bu maddelerin karsinojenik
ya da mutajenik potansiyelleri agisindan test edilmeleri geregini ortaya
¢tkarmugtir. Bundan dolay: kanser riskini saptayabilecek 6zellige sahip olan
biyo gostergelere ihtiyag duyulmug ve genetik toksikolojinin 6nemi gittik¢e
artmugtir.

Toksikolojinin alt dallarindan biri olan ve yeni bilesiklerin ve ilaglarin
toksikolojik yonden degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahip olan genetik
toksikoloji, organizmanin olagan biyolojik igleyisi esnasinda veya kimyasal,
tiziksel ve biyolojik faktorlere bagh olarak hiicrelerin kromozom ve DNA
molekiillerinde meydana gelen farkhiliklar1 ele alan bir bilimdir (Ustiin,
2007). Genetik toksisite; gekirdek, kromozom ve DNA yapisinda ortaya
¢ikan hasarlari, DNA kiriklari, DNA eklentileri, gen mutasyonu, kromozom
anormalligi, klastojenite ve anoploidi gibi olaylart da igine alan genel bir
kavramdir (Young, 2002; Zeiger, 2004; Ustiin, 2007). Genotoksisite,
kimyasallarin biyolojik sistem ile etkilesimleri neticesinde genetik materyal
tizerine ne gibi zararlar1 oldugunu inceleyen bilim dalidir. Genotoksik etki ise
DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime
giren ve mutasyona neden olan genotoksik maddelerin DNA’ da hasar
meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmasi olarak tanimlanmaktadir
(Zeiger, 2004; Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

Halen gergekte dogrudan herhangi bir kimyasal maddenin, insanda
genetik hasar olugturabilme olasiligr gosterilmemistir. Ancak gilintimiizde
gevremizdeki bir¢ok kimyasal maddenin ¢ok az miktarlarinin dahi kanseri
veya mutasyonu tetikleyebilecegi de belirtilmistir (Vural, 2005; Mercangoz
ve Tuylii, 2000). Bir kimyasalin karsinojenik potansiyelinin mutajenik
kapasitesi ile dogru orantili oldugu saptanmustir. Son yillarda, karsinojenik
olan bir¢ok maddenin mutajenik; ayn: sekilde mutajenik olan birgok
maddelerin de karsinojenik oldugu belirlenmistir. Kimyasal maddelerin
mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasinda kuvvetli iliskinin
olmas1 nedeniyle bu maddelerin karsinojenik risklerinin aragtirilmasi
yapilirken endiistri kuruluglar1 tarafindan mutajenezis testlerinin tarama
testleri olarak kullanilmasi sonucunu dogurmustur. Toksisite testlerinden
alinan pozitif sonuglar kimyasalin kanser olusumuna yol agabilecegini
gostermektedir. Mutajenite testlerine gore karsinojenlerin yaklagik %90
kadarinin ayn1 zamanda mutajenik oldugu, buna kargin tiim mutajenlerin
de potansiyel karsinojen olabilecegi bildirilmistir. Ozellikle memelilerde
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in vivo mutasyona neden olabilen bilegiklerin potansiyel karsinojen olarak
nitelendirilebilecegi ortaya atilmigtir (Mavournin ve ark., 1990; Zeiger,
2004; Vural, 2005; Ustiin, 2007).

Genotoksinler

Hasar
5 I 2 Huiicre déngnsn
1g iplikleri K I \ kontrol noktasinda

bozukluklar meydana
gelen bozukluklar

DNA Hasan
Mutasyon /
Apoptoz(H.Parcalanmasi)

DNA onarim hatalari

Genetik bozunmalar

Yaglilk Kanser  Genetik ve Infortelite(kisirhk)  Hficre/Organizma
Multifaktoriyel Slamleri
bozukluklar

Sekil 1. 2. Genotoksinlerin canly tizerindeki ethisi ve sonuglar:

Yapisal olarak kromozomlarda kromozom tipi ve kromatid tipi kiriklar
olmak iizere iki gesit kirik mevcuttur. Bir kimyasalin hiicre dongiistiniin
hangi safhasinda etkili olduguna bagli olarak ya kromozom tipi kiriklara ya
da kromatid tipi kiriklara neden olmaktadir. Kromozom tipi kiriklara yol
agan ajanlar mitoz boliinmenin G ya da G, fazinda, kromatid tipi kiriklara
neden olanlar ise S ya da G, fazinda etkilidirler.

Kromozom kiriklari, G, fazinda sadece bir kromatid de bir kirik meydana
getirir ve S fazi siiresince devam ederse, metafazdan sonra her iki kromatid
de kirik olusur ve bu sekilde kromozom tipi kirik meydana gelir. Bu
kirik tekrar biraraya gelmez ise, bir delesyonlu kromozom ve bir asentrik
fragment meydana gelir. Kromozom kirilmasiyla beraber asentrik pargalar
va metafazda kaybolmakta ya da anafazda mikroniikleuslar: olugturmaktadir
(Rooney ve Czepulkowski, 1992; Conner ve Smith, 1993).

1.10.1. Genotoksisite Testleri

Genotoksitite testleri baglica kansere yakalanmaktan korunmada, UV ve
irradyasyon gibi gevresel etkenlerin ve endiistride kullanilan kimyasallarin
etkisini aragtirmada, piyasaya siirtilmeden 6nce ilaglarin toksik etkilerinin ve
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giivenilirliginin olup olmadigini aragtirmada yaygin olarak kullanilmaktadr.
1970’lerden bu yana kullaniimakta olan genotoksisite testleri mutajenik
ve genotoksik Ozellige sahip olan maddelerin karsinojenik potansiyellerini
Olgebilmek igin i vivo ve in vitro olarak gelistirilmistir (Bedir ve ark.,
2004). Genotoksisite testleri, ¢esitli mekanizmalarla dogrudan veya dolayh
olarak genetik materyalde hasara yol agan bilegikleri tespit etmek amaciyla
gelistirilmis 7 vitro ve in vivo testlerden olusurlar (Zeiger, 2004; Ustiin,
2007). Bilesiklerin genotoksik etkisinin belirlenmesinde tek bir testin yeterli
olmadig1, bundan dolayz bilegiklerin mutajenik ya da genotoksik faaliyetlerini
ortaya koymada bir dizi test sisteminin kullanilmasi gerektigi vurgulanmigtir
(Mortelmans ve Rupa, 2004; Ustiin, 2007). Zararli organizmalarla
miicadele etmek igin gerek tarimda gerekse giinliik yasamimizda kimyasallara
bagvurulmaktadir. Bu kimyasallarin canli genomunda mutasyonlara yol
agip agmadiklarinin belirlenmesi, ancak kisa siireli genotoksisite testleri ile
miimkiin olabilmektedir. Giiniimiizde kisa stireli genotoksisite testleri olarak
bilinen ve bir kimyasal maddenin genotoksik etkiye sahip olup olmadiginin
tespit edilmesinde kullanilan metodlar; Kardes Kromatid Degisimi (KKD)
(Sister Chromatid Exchange=SCE), Kromozom Aberasyonu (KA)
(Chromosome Aberration=CA) ve Mikroniikleus (MN) testleridir (Parlak,
2007).

Genetik sistemlerin, mutajenitesi test edilmek istenen maddelerle
reaksiyona  girmesi  saglanarak, maddelerin  karsinojenik/mutajenik
potansiyeleri arasinda iliski kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak
kullanilan 2 vitro ve in vivo mutajenite testleri; Kromozom anormallikleri
(KA) testi, Mikroniikleus (MN) testi, Kardes kromatit degisimi (KKD)
testi, Ames testi, Comet testi ve Fare lenfoma testidir.

1.10.1.1. Kromozom Anormallikleri (KA) Tests

Test bilegikleri tarafindan indiiklenen hem sayisal hem de yapisal
kromozomal anormallikleri belirlemek amaciyla genellikle iz vivo ve in
yitro kromozom anormallikleri testleri kullanilmaktadir. 7z vive testi,
ozellikle mutajenik hasarin tespit edilmesinde tiire ve dokuya gore farklilik
gosterebilen metabolizma, farmakokinetik ve DNA onarim mekanizmalari
gibi faktorlerin arastirilmasina da imkan saglamaktadir (Ustiin, 2007).
Memeli hiicre kiiltiirlerinde 2 vitro kromozom anormallikleri testi ile,
genellikle rodent kemik iligi hiicrelerinde kromozom anormalligi frekansi
in vivo kromozom anormallikleri testi ile degerlendirilebilmektedir. DNA
diizeyinde meydana gelen hasarlar kromozomal anormalliklerin ortaya
cikardig bir sonug olarak gozlemlenmektedir. Kromozom kiriklart DNA’daki
onarllmamug ¢ift zincir kiriklarindan, yeni yapiya sahip kromozomlar ise
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DNA’daki zincir kiriklarinin hatali onarilmasindan dolay1 ortaya ¢ikabilir.
Genetik materyalde meydana gelen hasarlar giderilemediginde; mutasyon,
rekombinasyon, doku hasari, yaglanma ve kanser olugabilmektedir. Bundan
dolay1 kromozom anormallikleri frekansinin artiginin, kanser riskinin
de artmasim tetikledigi kabul edilebilir (Savage, 1993; Norppa ve ark.,
2006; Kocaman, 2007). Hiicrelerin mitoz boliinme gegirmesini saglayan
medyumlarda, Chinese Hamster fibroblast ve memeli periferal kan lenfosit
gibi hiicre kiiltiirleri i vitro memeli KA testinde, 37°C’de ¢ogunlukla 72
saat siireyle inkiibe edilir. Inkiibasyonun belirli zamanlarinda kiiltiirlerdeki
hiicreler test bilegigi ile muamele edilir. Hedef doku olarak vaskiilarizasyonu
fazla ve hizli sirkiilasyona sahip hiicre populasyonu igeren rodentlerin
kemik iliginde ise # vivo kromozom anormallikleri testi kullanilmaktadir.
Hayvanlara kullanilan test bilesigi istenilen doz ve siirelerde degisik
yontemlerle uygulanir. Hiicre boliinmesini metafaz sathasinda engelleyen
bir tiibilin polimerizasyon inhibitorii olan kolsisin uygulanmasi i vitro
kromozom anormallikleri testinde kiiltiirler hasat edilmeden genellikle 2
saat once, 27 vivo da ise hayvanlar sakrifiye edilmeden yaklagik 2-4 saat 6nce
yapilmaktadir. Kiiltiiri yapilan hiicreler ve kemik iligi hiicreleri hipotonik
soliisyon ile muamele edildikten sonra, metanol-asetik asit karigimiyla fikse
edilir ve lamlarin tizerine damlatilarak preparatlar hazirlanir. Hazirlanan
preparatlar boyanarak metafaz hiicreleri mikroskop altinda kromozomal
anormallikleri yoniinden incelenir (Ford ve Hamerton,1956; Evans, 1984;
Ustiin, 2007).

1.10.1.2. Mikroniikleus (MN) Testi

Hiicrenin mitoz boliinmesi esnasinda ortaya ¢ikan mikroniikleuslar
(MN), esas ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik
kromozom fragmanlarindan koken alan olusumlardir. Sitogenetik hasarin
belirlenmesinde kullanilan MN testinin yaygin kullanilan bir test olmasinin
nedenleri arasinda kromozom analizine gore daha kolay uygulanabilmesi,
daha ¢ok sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel agidan daha anlamli sonuglar
elde edilmesi sayilabilmektedir (Naccarati ve ark., 2007). Mikroniikleus,
mutajenik etkiler nedeniyle hiicre boliinmesi esnasinda serbest kalan
kromozom fragmentinin ya da kromozomlarin ortamda varligini devam
ettirmesidir. Sitoplazmada bir niikleoplazma ile sarilarak ana niikleusun
yaninda yer alan niikleer maddedir (Fenech ve Crott., 2002). Sonug olarak,
mitoz gegiren tiim bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde, fiziksel ve kimyasal
gjanlarin meydana getirdigi genotoksik etkilerin belirlenmesinde, uzun
zamandan beri uygulanan ve gelistirilen bir sitogenetik teknik olan MN testi
giivenli olarak kullanilabilmektedir (Fenech, 2000).
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In vitro sartlarda MN test yontemini, sitogenetik anormallikleri
tespit etmede etkili bir yontem yapan; degisik hiicre tiplerinde yaygin
uygulanabilirligi ve sayim kolayligidir. Ayrica g¢ok sayida veri elde
edilmesinden dolayr istatistiksel dayanaginin giiglii olmasini saglar (Fenech
ve ark., 1999). MN test yonteminde kinetekor veya sentromeri belirleyen
metodlar kullanarak; kromozom kirigr nedenli MN ile kromozom geri
kalmasi nedenli MN” leri birbirinden ayirmanin kolay oldugu belirtilmigtir
(Fenech ve ark., 1997).

MN saywisindaki artig, gesitli ajanlarin hiicrelerde meydana getirdigi
sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli gostergesi olarak
diigiiniilmektedir. And6ploidiyi tetikleyen ajanlar, sentromer boliinme
hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina neden olarak;
klastojenler ise kromozom kiriklari olugturarak MN olusumuna katk:
saglamaktadir. Hiicrelerdeki MN sayisinda artiy saptanmasi somatik
hiicrelerdeki genomik kararsizligin belirteci olarak gosterilebilir (Vanparys
ve ark.,1990; Demirel ve Zamani, 2002). Mikroniikleus indeksi, kemik iligi
ve periferal kan eritrositlerinde, genotoksitite aragtirmalarinda tercih edilen
standart sitogenetik testlerden biridir (Stopper ve Miiler, 1997; Krishna ve
Hayashi, 2000). Bitki hiicrelerinde MN testi 1950’lerde kromozom hasarini
tespit etmede, 1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve sonralarinda ise kimyasal
karsinojenleri kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde belirlemeye yonelik bir
test olarak kullanilmaya baglanmistir (Schmid, 1975; Widel ve ark., 2001;
Demirel ve Zamani, 2002). MN testi giiniimiizde ise genotoksik, sitotoksik
ve karsinojenik ajanlarin hiicre genomu ve viabilitesi {izerine etkilerinin
analizinde basarili bir gekilde kullanilmaktadir (Demirel ve Zamani, 2002).

Ik defa Courtyman ve Heddle tarafindan periferal kan lenfositlerinde
mikroniikleus sikhginin kromozom hasarlarinin  bir gostergesi olarak
kullanilmast 6nerilmigtir (Courtyman ve Heddle, 1976). Giivenilir bir
bigimde kromozom diizeyinde ki DNA hasarlarini analiz edilmesini saglayan
MN yontemi genetoksikoloji alaninda ¢ok yogun olarak kullanilmaktadir
(Fenech, 1993). Pek¢ok arastirmaci, MN analizi i¢in lenfosit hiicre kiiltiirii
ve direkt kemik iligi hiicre kiiltiirleri bagta olmak tiizere gesitli teknikler
kullanmiglardir. Fakat sonradan bu yontem Fenech ve Morley tarafindan
gelistirilmig ve Cytokinesis Block Micronucleus (CBMN) adi verilmigtir
(Fenech ve Morley, 1985).

Sitokinezi-bloklama  (Cytokinesis-Bloked) metodu bazi  kinetik
sorunlarin  giderilmesini ve teknigin uygulanmasindaki giivenilirligin
artmasini saglamugtir. Bu metot, mitoz gegiren hiicrelerde kiif mantarlarinin
metabolitlerinden biri olan Sitokalasin-B (Cyt-B) ile sitokinezi durdurmay1
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hedeflemektedir. Uygun konsantrasyonda lenfosit Kkiiltiirlerine Cyt-B
eklenmesiyle, sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis ancak ¢ekirdek
boliinmesini tamamlamuig ¢ift nukleuslu hiicrelerde, mikroniikleus bulunduran
hiicrelerin oranini saptayabilmektir (Fenech ve Morley, 1985; Fenech
ve Morley, 1986; Demirel ve Zamani, 2002). Gelistirilmig bu yontemle,
interfaz hiicrelerinin yalnizca mikroniikleus olup olmadig: tespit edilerek,
metafaz hiicrelerindeki kromozom anormalliklerinden hem daha objektif
bir sekilde degerlendirilebilmekte hem de daha hizli sayilabilmektedir. Aym
zamanda biitiin halde kromozom seklinde mikroniikleus olusumuna neden
olan ve kromozomal anormallik testleriyle ¢alisilmasi zor olan anoploidiyi
indiikleyici ajanlar bu analizle daha kolay bir sekilde belirlenebilmektedir
(Lorge ve ark., 2007; Ustiin, 2007).

Mikronukleus degerlendirilmesinde kullanilan kistaslar gunlardir;

* MN qaplar esas gekirdegin 1/3 ile 1/16” s1 arasinda bir biiytikliikte

olmali,
+ Esas nukleus ile boya alma yogunlugunun ayni olmas,
* MN’ larin esas ¢ekirdege bagli veya bitigik olmamast,
+ Sitoplazmasi iyi gozlenen hiicrelerde MN” lar sayilmahdir,
» Doza bagli olarak MN olugumu olmalidir,
 Niikleer olmayan partikiillerden farkli olarak 15181 yansitmamalidir.

Asil gekirdekle ayn1 renkte gozlenmelidir (Almassy ve ark., 1987).

Klastojen
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Sekil 1.3. Mikvoniikleus olusumun

In vitro test sistemlerinden elde edilen mutajenik etkinin daha detayh
aragtirilmast ig¢in memeli /7 vivo mikroniikleus testi ve bilegigin i vivo
metabolizmasi, farmakokinetigi ve DNA onarim siiregleri gibi faktorlerin
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degerlendirilmesine imkan saglamaktadir (Heddle, 1973; Schmid, 1975;
Hayashi ve ark., 2000; Ustiin, 2007).

SITOTOKSIK
GENDTOKSIK

-.-§i;
KROMOZOM NEKROZ
] _ KIRILMASI
DISENTRIK & GEN
KROMOZOM  joaym) AMPILIFIKASY ONU

APOPTOZIS

Sekil 1.4. Sitotoksik ve genotoksik ajanlavin etkisiyle mikvoniikleus olusumu, apoptozis
ve nekroz (Fenech, 2006°dan)

In vivo mikroniikleus testlerinde genellikle kemik iligindeki veya
kandaki PCE (Polikromatik Eritrosit)’lerdeki mikroniikleus siklig1 tespit
edilmektedir. Yetiskin kemiricilerde temel hematopoietik organ olan kemik
iligine, hematopoietik hiicrelerin boliinmeleri esnasinda kimyasal maddenin
verilmesi, kromozom hasarina ya da mitoz boliinmenin engellenmesine
neden olmaktadir (Lambert ve ark., 2005). Eritropoezis (eritrosit yapimt)
agsamasinda kemik iligindeki eritroblastlar son mitozdan birka¢ saat sonra
polikromatik eritrositlere doniistirken ¢ekirdeklerini kaybederler ve bu sirada
kromozomlarda meydana gelen hasar sitoplazmada mikrontikleus olusumuna
yol agmaktadir. Tam olarak olgunlagmamug (polikromatik) mikroniikleus
iceren eritrosit sayisindaki artiy kromozomal hasarin veya anafaz gecikmesi
sonucu ortaya ¢ikan sitogenetik hasarin bir belirtecidir (Von Ledebur ve
Schmid, 1973; MacGregor ve ark., 1987; Ustiin, 2007). in vivo kemik iligi
mikroniikleus testlerinde gogunlukla Cyt-B kullaniimaksizin PCE’ lerde
ki mikroniikleus siklig1 saptanmaktadir. Fakat Uma Devi ve ark. (1998)
tekrarlayan farkli dozlarda Cyt-B’yi fibrosarkom, B16, F1 melanom, C57
BL ve Ehrlich asit karsinomlu farelere enjekte ederek, sitokinezi bloklanmig
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biniikleat tiimor hiicrelerinde mikroniikleus oranmni tespit etmislerdir.
Genotoksik maddelere maruz kalan canlinin eritrositlerinde meydana gelen
mikronukleus haricinde gozlenen ¢ekirdek anomalileri de vardir.

Bu gekirdek anomalilerini dort grupta toplayabiliriz. Hiicrelerden iki
niikleusu olanlar biniikleid (¢ift ¢ekirdekli) olarak isimlendirilir. Cekirdek
membranindan kii¢iik ¢ikintilar olup kromatin igeren ¢ikintilar olarak
gozlenenler blebbed niikleidler (tomurcuklu), tomurcuklu gekirdeklerden
daha biiyiik ¢ikintilara sahip ve loplu bir goriintii sergileyen niikleuslar
lobbed nukleus (loplu) olarak tanimlanir. Nukleusun igeriye dogru girinti
yaptig1 ve vakuolleri olan nukleuslara notched nukleus (¢entikli) ad1 verilir.
Hiicrelerdeki ¢ekirdek anomalisi verileri tiim gekirdek anomalilerinin
toplamina gore degerlendirilir (Cavas ve Konen, 2008). Cekirdek anomalileri
genel olarak genotoksik hasarin belirtegleri olarak diigiiniilmektedir. Bu
nedenle rutin genotoksisite ¢aligmalarinda MN testinin tamamlayicisidirlar
(Ozkan ve ark., 2009a).

1.10.1.3. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

Kisa siireli mutajenite ve karsinojenite testlerinden biri olan kardeg
kromatit testi, gevredeki atiklarin etkisini arastirmak igin gelistirilen bir
testtir. Kardes kromatit degisimleri, DNA cift zincir kiriklarinin homolog
rekombinasyon araciigiyla tamir edilmesini gosteren kardes kromatitlerin
homolog lokuslar1 arasinda DNA replikasyon iiriinlerinin degisimidir
(Taylor ve ark., 1957; Latt ve ark., 1980; Wolft, 1980; Sonoda ve Wharton,
1999).

KKD analiz yonteminde, homolog kromozomlarda DNA par¢alarinin
kargilikli degisiminin gosterilmesi ancak hiicre kiiltiirlerine 5-bromo-2-
deoksiiiridin  (BrdU) maddesinin eklenmesi yoluyla saglanmaktadir. Bu
analiz, in vitro ve in vivo sartlarda gesitli ajanlarin mutajenik ve karsinojenik
etkilerinin, deneysel ¢aligmalarda indikator test olarak kromozom
diizeyindeki aragtirilmalart agisindan 6nemlidir. Bundan dolay1 kimyasallarin
mutajenik ve karsinojenik etkilerini belirlemek i¢in ideal bir metot olan KKD
yonteminin kullanimina devam edilmektedir (Latt ve ark., 1980; Wolt,
1980; Kocaman, 2007).

1.10.1.4. Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi

Salmonella/mikrozom mutajenite analizi, kimyasal maddelerin mutajenik
etkilerinin aragtirilmasinda en yaygin olarak kullanilan, 1975 yilinda Bruce
Ames ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilmis ve diger adi Ames testi olarak da
bilinen, test parametreleri yoniinden en iyi standardize edilmis ve mutajen/
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karsinojen etkisi en iyi bilinen kimyasallarla gegerliligi en fazla kabul edilmis,
kisa zamanl bakteriyel test sistemlerinden biridir. (McCann ve ark., 1975;
Mortelmans ve Zeiger, 2000; Ozbek, 2006). Bakteriyel ters mutasyon
testi, hizli ve ucuz bir analiz olmanin yani sira uygulanabilirligi de kolay
olan bir testtir. Bilesiklerin genotoksititesinin belirlenmesinde kullanilan
bu test; ozellikle insanlarda ve deney hayvanlarinda tiimor olusumunda
somatik hiicrelerin tiimor baskilayici genlerinde olugan nokta mutasyonlarin
tespit edilmesinde kullanilmaktadir (Ustiin, 2007). Bu testin temelinde,
histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis (his = inkiibasyonun belirli
zamanlarinda) test bilegigine maruz birakilan yapay mutasyonla olugturulmus
olan Salmonella typhymurium vardir.

1.10.1.5. Komet Test:

DNA sarmal kirilmalarimnin tespiti igin son yillarda gelisen Komet teknigi,
hassas, hizli ve giivenilir bir yontemdir. Komet teknigi ayn1 zamanda “Single
Cell Gel Electrophoresis (SCGE)” ya da “Mikrojel Elektroforez Teknigi”
olarak da isimlendirilmektedir. Bir¢ok memeli hiicresinde gesitli ajanlarin
indiikledigi DNA hasar1 ve onarim bozuklugunun tesbitini amaglayan
in vivo ve in vitro aragtirmalarda Komet yontemi kullaniimaktadir. DNA
kiriklarinin - tespiti  prensibine dayanan Komet yontemi, gesiti DNA
hasarinin ve onariminin tespit edilmesinde, biyoizleme ¢aligmalarinda ve
genotoksikolojide genis kullanim alani bulmustur. Bu test, ozellikle direkt
etkili genotoksinleri ilk etki bolgelerinde incelemek igin 6nemlidir. Eger
bu yontemde DNA kirik igeriyorsa, hasarli DNA’lar ¢ekirdekten digari
dogru gog ederek kuyruklu yildiz goriiniimii verir. Bu goriiniimden otiirti
hasarl hiicreler Komet” olarak adlandirilmigtir (Ostling ve Johanson, 1984;
McKelvey-Martin ve ark., 1993; Fairbairn ve ark., 1995; Kevlek¢i, 2008).

Komet yontemine gore alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkl
elektrik yiike sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri
gerekmektedir. Genellikle bu uygulama kan lokositleri, mesane, yanak, mide
ve sperm hiicrelerindeki DNA hasarmni tespit etmek igin kullanilmaktadir.
Oncelikle tek hiicreler veya cekirdekgikler agaroza yerlestirilir. Lizis ve
alkali elektroforez tamponunda yiiriitme iglemlerini takriben boyanma
islemi floresan boya ile yapilan hiicrelerin incelenmesi floresan mikroskop
ile yapilir. DNA’lar zarar gérmemis ise taginma esnasinda komet (kuyruk)
olusturmazlar. Ancak DNA fragmentleri olusmugsa, bu fragmentler farkl
molekiiler agirliklara ve farkl elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan dolay:
elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii
meydana getirirler. Komet teknigi hasarh hiicrelerde floresan boyanin bag
taraftan kuyruga ge¢isini yansitmasindan dolayl, DNA hasarinin kantitatif
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olarak saptanmasinda kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk
uzunlugu 6nemli parametrelerdir (Ostling ve Johanson, 1984; McKelvey-
Martin ve ark., 1993; Singh ve ark., 1988; Albertini ve ark., 2000; Celik,
2005).

1.10.1.6. Fare Lenfoma Test:

Fare lenfoma testi; farkli boyutlarda ortaya ¢ikan kromozomal
bozukluklarinin ~ belirlenmesini  saglayan ve aymi zamanda L5178Y
fare lenfoma hiicrelerinin timidin kinaz (TK) lokusundaki veya insan
lenfoblastoid TK6 hiicrelerinin ya da Chinese hamster hiicre serisinin
(CHO, AS52 ve V79 hiicrelerinin) hipoksantin guanin fosforibosil
transferaz (HPRT) lokusundaki veya ksantin guanin fosforibosil transferaz
(XPRT) lokusundaki gen mutasyonunu saptayan bir testtir. TK+ /- ve TK-/-
lokuslarinda meydana gelen mutasyon sonucu timidin kinazdan mahrum olan
mutant hiicreler pirimidin analogu olan triflorotimidinin (TFT) sitostatik
etkilerine karst direnglidirler. , hiicresel metabolizmayi inhibe eden ve hiicre
boliinmesini durduran TFT’ye kargi timidin kinaza sahip olan hiicreler
duyarhidir. TFT varhginda mutant hiicreler ¢ogalir iken, normal hiicreler
¢ogalamamaktadir. Metabolik aktivasyonlu veya aktivasyonsuz fare lenfoma
hiicre kiiltiiri ortamina maruz birakilan test bilesigi, uygulamay1 takiben
hiicreler mutant seleksiyondan once fenotipik ekspresyon amaciyla kiiltiire
edilir. Test bilegigine maruz kalan hiicre kiiltiiriinden elde edilen ve sayist
bilinen hiicreler mutant hiicrelerin oranini saptamak amaciyla TFT igeren
medyuma ekilir ve inkiibasyon siiresinden sonra koloniler sayilir. Mutant
frekansin1 saptayabilmek i¢in, TFT igeren medyumdaki mutant koloni
sayist hesaplanilir. Test bilegiginin nokta mutasyon veya kromozomal hasar
olusturduguna dair bilgileri mutant kolonilerin biiyiikliigli vermektedir.
Kiigiik ¢apta mutant koloniler genellikle kromozomal bozukluklar sonucu
olugmaktadir ve gen mutasyonlar1 sonucu ise biiyiik ¢apta mutant koloniler
olugmaktadir (FDA, 2006; Ustiin, 2007).



BOLUM 2

2. Onceki Caligmalar

« Insektisitlerle Tlgili Yapilan In vivo ve In vitro Caligmalar

Behera ve Bhunya (1990) tarafindan isoproturonun genotoksik etkilerini
in vivo KA, MN ve sperm sekil anormallikleri test yontemleri ile arastirildig:
caliymada bu herbisidin KA ve sperm gekli anormallikleri testlerinde doza
bagl olarak pozitif sonug verdigi, MN testinde ise sadece en yiiksek dozda
(200 mg/kg) etkili oldugunu saptamiglardir. Elde edilen verilere gore
memeli 2 vivo test sisteminde isoproturonun genotoksik etkisi oldugunu
bildirmiglerdir.

Roloft ve arkadaglarmin (1992) insan lenfositlerinde Atrazin ve
Linuron herbisitlerinin ayr1 ayr1 ve kombine uygulanmig gekilde test
ettikleri ¢aligmalarinda, bu kimyasallarin ayr1 ayr1 verilen dozlarda ¢ok az
kromozom hasarina neden oldugu, kombine verilen dozlarda ise anlamli
diizeyde kromozom hasarmi indiikledigi saptanmugtir. Aragtirmacilar
taredeki etkilerini gozlemek tizere ayni gekilde verilen kimyasallarin kemik
iligi hiicrelerinde tiim gruplarda kromozom hasarini indiiklemedigini
fakat kiiltiire edilen dalak hiicrelerinde tiim gruplarda hasarin gozlendigini

bildirmislerdir.

Surrales ve arkadaglar1 (1995) piretroid insektisitlerinden sipermetrin,
deltametrin, fenpropatrin, fenvalerat ve permetrinin hem izole edilmis insan
lenfositlerinde hem de tam kanda mikronukleusu indiikleme kapasitesini
test etmiglerdir. Test edilen konsantrasyonlarda, niikleer boliinme indeksi
(NBI) ve sitokinezi engelleyici proliferasyon indekslerine (CBPI) gore; 5
piretiroidin doza bagh olarak sitotoksik etkiyi indiikledigini, fenpropatrinin
ise bunlardan en toksik olan1 oldugunu gozlemlemislerdir. MN sonuglarina

43
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gore; bes piretroit insektisitten permetrin ve fenvaleratin genotoksik
aktivitesinin anlamli olmadigini, sipermetrin, deltametrin ve fenpropatrinin
ise zay1f genotoksik etkisi oldugunu saptamuglardir.

Titenko-Holland ve arkadaglar1 (1997) vyaygin olarak kullanilan
malatyonun saglik iizerine etkilerinin kaygilar1 arttirmasi nedeniyle biyolojik
belirteg olarak hem #% vivo hem de i vitro insan periferal lenfositlerinde
mikroniikleus olusumuna etkisini belirlemeye ¢aligmiglardir. Tam kan
ya da Ficoll izolasyonundan sonra Kkiiltiire edilmis lenfositler, 5 ile 100
ug/ml malatyon dozlartyla 48 saat muamele edilmistir. Yiiksek dozlar ile
(75-100 pg/ml) muamele edilen lenfositlerde mikroniikleuslu hiicrelerde
onemli diizeyde artig gozlenmistir (p<0,001). Sonug olarak; malatyonun
kromozom hasarina neden olma potansiyelinin diigiik oldugunu ve bu
dozlarin, profesyonel uygulayicilarin 2z vivo da kullandiklart dozlardan daha
yiiksek oldugunu bildirmiglerdir. Malatyonun diger pestisitlerle etkilegim
olasiliginin anlagilmas: i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini One
stirmiiglerdir.

Villarini ve arkadaslari (1998) bu caligmada deltametrinin genotoksititesini
invitro olarak DNA’ya hasar verebilme ve insan periferal lenfositlerinde KKD
ve MNyi indiikleme 6zelligini inceleyerek degerlendirmislerdir. Sonuglar,
deltametrinin doz arttikga kuyruk moment degerlerinin yiikselmesiyle
metabolik aktivasyon varliginda DNA  hasarna neden olabildigini
gostermigtir. MN ve KKD frekanslarinda ise; hem S9 miksli hem de S9
mikssiz kontrol grubuna kiyasla deltametrin uygulanan hiicrelerde istatiksel
olarak artig gozlenmemigtir.

Guadano ve arkadaglar1 (1998) yaptiklar1 ¢aliymada, metabolik
aktivasyon sisteminin varliginda ve yoklugunda (S9 miks) insan lenfosit
kiiltiirlerinde, KKD, KA ve MN testleri ile roteneonun genotoksik
aktivitesini aragtirmiglardir. Elde edilen verilere gore, rotenonun, tiim
konsantrasyonlarda KKD ve KA frekanslarinda herhangi bir artiga
yol agmadigini ancak binukleuslu mikronukleath (BNMN) hiicrelerin
trekanslarini arttirdigini gézlemlemislerdir. Bu kimyasalin hiicre dongiistinde
gecikmeye neden oldugunu ve $9 miks varliginda genotoksik aktivitesinin
azaldigini bildirmislerdir.

Campana ve arkadaglar1 (1999) Cheirodon interruptus interruptusan
eritrositlerinde mikronukleus testi kullanarak piretroid lambda-siyalotrinin
genotoksititesini aragtirmiglardir. Mikronukleus frekanslarini, bilegimlerin
ti¢ farkli konsantrasyonuna (0,05; 0,01; 0,001 ug/l) maruz birakilan ve 9
tarkli 6rnekleme
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zamaninda (24, 48, 72, 96 saat ve 8, 12, 15, 19, 23 giin) sakrifiye
edilen baliklardan elde edilen kan preparatlarini incelemiglerdir. Elde edilen
sonuglara gore kullanmilan deneysel modellerde piretroidin, genotoksik etki
gosterdigini belirlemiglerdir. Farkli 6rnekleme zamanlarinda mikronukleus
frekanslarinda gozlenen varyasyonlart eritrosit degisimi ve kan hiicre
kinetikleriyle iligkilendirmiglerdir.

Blasiak ve arkadaglar1 (1999) yaptiklar1 aragtirmada malatyonun ve iki
analogu olan izomalatyon ve malaksonun insan periferal lenfositlerinde
komet testi ile DNA hasarina etkisini aragtirmiglardir. Malatyon test edilen
konsantrasyonlarda, komet kuyruk uzunlugunda 6nemli degisikliklere yol
agmaz iken, malakson ve izomalatyon doza bagl olarak DNA’da hasara
neden oldugunu gozlemlemislerdir. Sonuglar, i vitro da, malakson ve
izomalatyon igeren ve ticari Uiriin olarak kullanilan malatyonun, genotoksik
madde oldugunu saptamiglardur.

Karabay ve arkadaglar1 (2001) bu galigmada, organofosforlu bir insektisit
olan metamidofos ve organoklorlu bir insektisit olan imidaklopridin, hedef
olmayan tiirler tizerindeki tek tek ve kombine sekilde uygulandiginda
kromozomal ve enzimatik etkilerini incelemis ve olasi sinerjitik etkiyi
belirlemek amaciyla kombine kullanimin, tek tek kullanima gore etkisini
kargilagtirmuglardir. Caligmada, her bir insektisitin iki farkli konsantrasyonu
(imidakloprid igin 50 ve 100 ppm, metamidofos igin 2,5 ve 5 ppm),
imidakloprid +metamidofos kombinasyonu igin 2,5 ve 5 ppm kullanilmugtir.
Kombine insektisit kullaniminin, tek tek kullanima gore i¢ organlarda
daha fazla oranda lezyon olusturdugu belirlenmigtir. Uygulanan pestisit
gruplarinin yiiksek konsantrasyonlarinda kromozomal aberasyonlar daha
fazla oranda gozlenmistir. Tiim uygulama gruplariyla kontrol grubu
arasinda ve uygulama gruplarmmin iki farkli dozu arasinda kromozom
aberasyonlu hiicre oran1 bakimindan 6nemli farklhiliklar belirlendigi halde,
uygulanan pestisit sinuflar1 arasinda 6énemli bir farkhilik kaydedilmemistir.
Metamidofosun, karaciger kolinesteraz enzim aktivitesini inhibe ettigi
ve bu inhibisyonun doza bagl olarak arttigi bu artigin 6zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde oldugu saptanmigtir. Kombine grupta da yine organofosforlu
insektisitin etkisinin baskin oldugu ve konsantrasyondaki artigla birlikte
enzim inhibisyonunun yalmz metamidofos uygulanmig gruba gore daha
fazla arttig1 gozlemlemiglerdir.

Pastor ve arkadaglari (2001) Yunanistan, Ispanya, Polonya ve
Macaristan’da mesleki olarak pestisitlere maruz kalan bireylerde, pestisit
kullanimi ile sitogenetik hasarlar arasindaki iliskiyi belirmek i¢in, tarim
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iscilerinin  periferal lenfositlerinde ve agiz i¢i epitel hiicrelerinde MN
frekansin1  incelemiglerdir. Tarmm is¢ilerinin  yogun olarak kullandigy
pestisitler arasinda akrinatrin, alfametrin, bifentrin, deltametrin, fenvalerat,
lambda-sihalotrin, permetrin, tralometrin, asetamiprid, imidakloprid ve
bakterisitler bulunmaktadir. Pestisitlere maruz kalan iscilerde lenfositlerin
artig1 ile olabilecek varyasyonlari ise sitokinez bloklama proliferasyon indeksi
(CBPI) ile hesaplamiglardir. Tarim iggilerinde kontrole nazaran CBPI
degerinde onemli bir azalma oldugunu, buna kargin lenfosit ve agiz igi
epitel hiicrelerinin MN frekansinda kontrol grubuna gore 6énemli bir artig
olmadigini gozlemlemislerdir.

Giri ve arkadaglar1 (2002) farelerde KA ve KKD analizleri ile fenvalaratin
genotoksik etkisini degerlendirmislerdir. Intaperitonal uygulanan fenvalerat
insektisitinin 20 mg/kg’lik dozda hem 24 saat (P < 0,01) hem de 48 saatlik
(P < 0,05) muamele siirelerinde KA frekansinda istatistiksel olarak
anlamli bir artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Fenvaleratin ne 5 ve 10
mg/kg’lik akut dozu ne de (5x4 mg/kg) sub-akut dozu herhangi bir 6nemli
etkiyi indiiklemedigini gozlemlemislerdir. Akut dozun {igiiniin de (5, 10
and 20 mg/kg) fare kemik iligi hiicrelerinde KKD frekanslarinda 6nemli bir
artiga yol agtigini saptamuglardir ki bu durum 6nemli bir doz-etki iliskisi ( r=
0,9541, p < 0,05) oldugunu gostermektedir.

Grisolia (2002) MN  teknigini kullanarak deltametrinin genotoksik
etkisini albino fareler tizerinde aragtirmigtir. 24 saat arayla 8, 33 ve 90 mg/
kg dozlarinin iki defa verildigi farelerde sadece en yiiksek konsantrasyonda
(90 mg/kg) kemik iligi polikromatik eritrositlerinin MN frekansinda artig
oldugunu belirlemigtir.

Rahman ve arkadaglar1 (2002) iki organofosfor pestisitin (kloroprifos
ve asefat) ve siklofosfamidin (pozitif kontrol) Swiss albino erkek farelerin
lokositlerinde 2 vivo genotoksik etkiyi indiikleme yeteneklerini test
etmiglerdir. Asefatin 12,25’ten 392,00 mg/kg’a ve kloroprifosun 0,28’den
8,96 mg/kg’a dozlari oral yolla farelere uygulanmistir. Analizleri tam kanda
24, 48, 72 ve 96 saat uygulama siirelerinin sonunda degerlendirmislerdir.
Kontrole nazaran her iki pestisitle 24 saat muameleden sonra DNA hasari,
komet kuyruk uzunlugunun artiginin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (p<0,05). Komet kuyruk uzunlugunun doza bagh bir
artiy gostermis oldugunu bildirmiglerdir. 48 saatlik muameleden sonra,
kuyruk uzunlugunda bir azalig oldugunu, 96 saatlik muamelede ise komet
kuyruk uzunlugunun kontrol grubu ile ayni diizeye geldigini saptamuglar
ve bu durumunda DNA hasarinin onarildiginin bir gostergesi oldugunu

bildirmiglerdir.
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Giri ve arkadaglar1 (2003) sipermetrin ve karbosiilfan pestisitlerinin
fare kemik iligi hiicrelerinde kardes kromatid degisimi frekansina
etkisini aragtirmiglardir. Hem sipermetrinin hem de karbosiilfanin KKD
frekansindadnemli bir artiga neden oldugunu gozlemigler ve karbosiilfaninin
sipermetrine gore daha vyiiksek bir genetik alterasyona neden olma
potansiyeline sahip oldugunu saptamiglardir.

Helvact (2003) yaptig1 ¢alismada metidatyon insektisitinin Alium
cepa kok ucu hiicrelerinde mitoz boliinme ve kromozomlar iizerine olan
etkilerini incelemislerdir. Allium cepa kok uglarina 0,0, 7.5, 15, 30 ve 45
ppmvlik dozlar1 12, 24 ve 48 saat siire ile uygulamiglardir. Metidatyonun
biitiin doz ve uygulama siirelerinde mitotik indeksi kontrole gore 6nemli
diizeyde azalttigini ve konsantrasyon ve uygulama siireleriyle dogru orantili
olarak toplam mitotik anormallikleri arttirdigini saptamuglardir. Bolognesi
ve arkadaglar1 (2004) MN testi ve tam sentromerik prob kullanarak, floresan
in situ hibridizasyon (FISH) analiziyle deltametrinde dahil olmak tizere
gesitli pestisitlere maruz kalan ¢igek yetigtiricilerinin periferal lenfositlerini
incelemiglerdir. Cigek yetistiricilerinde kullanilan pestisitlerin sayis1 ve maruz
kalma siiresinin artmastyla, MN frekansinin kontrol grubuna gore arasindaki
fark, artiy gostermesine ragmen, bu artigin istatistiksel olarak anlaml
olmadigini belirlemislerdir.

Zahran ve arkadaslar1 (2005) ¢aliymalarinda erkek fare, hamile digi ve
embriyolar1 kullanmiglardir. Hayvanlara oral yolla (4 giin) giinliik nuvakron
pestisitinin ti¢ farkli dozunu (0,25, 0,3 ve 0,65 mg/kg) uygulamiglardir.
Uygulama sonrasinda, bazi biyokimyasal parametrelerdeki (DNA, RNA,
protein ve enzimler) degisimlerin saptanmasinin yani sira somatik ve germ
hiicrelerinde mutasyon indiiklenmesini degerlendirmiglerdir. Verilerine
gore; gesitli dozlara maruz kalan farelerin yiiksek oranda sayisal ve yapisal
kromozomal aberasyonlara sahip oldugunu saptamiglardir. Kimyasalin
etkisinin doza bagli oldugunu ve mitotik indeks oranini da doza bagh
olarak azalttigin1 ortaya koymuglardir. Biyokimyasal parametrelerden gama
glutamil transferaz (GGT) aktivitesi artarken, kolin esteraz aktivitisinin ve
DNA, RNA ve doku proteinlerinin miktarinin azaldigini saptamiglardir.
Caligma sonuglarina gore; pestisit ve/veya bunun analoglarinin kullaniminin
onlenmesini ya da en az diizeyde tedbirli bir gekilde kullanilmas: gerektigini
belirtmislerdir.

Lima ve arkadaglari (2005) c¢aligmalarinda kiiltiire edilmis insan
lenfositlerinde rotenon insektisitinin 1, 1,5 ve 2 pg/ml dozlarini
hiicre dongiistiniin G, G,/S, S ve G, fazlarina uygulamuglardir. Bu
uygulama sonucunda 1 ve 1,5 ug/ml dozlarmin G, fazinda poliploidi ve
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endoredublikasyona neden oldugunu gozlemlemiglerdir. G /S fazinda ise
KA frekansmni doza bagl olarak arttirdigini ve bu kimyasahn S fazinda
uygulanmasi sonucunda ise kromozomal anormalliklerin 6nemli derecede
artig gosterdigini saptamuglardir. Ancak G, fazinda KA frekansinin 6nemli
bir artig gostermedigini ve en fazla meydana gelen anormalliklerin ise gap
ve kromatid kiriklart oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢aligmanin sonucunda
rotenon insektisitinin hiicre dongiisiiniin tiim sathalarinda sitotoksik etkiye,
G,/S ve S fazlarinda yapilan tiim uygulamalardan elde edilen verilere gore
ise klastojenik etkiye neden oldugunu tespit etmiglerdir. Caligmalarinda;
rotenonun, G, fazindaki hiicrelerde poliploidi ve enderodublikasyona
neden olmasindan dolayr mitotik ig iplikleri iizerinde de etkili oldugunu
belirtmislerdir.

Demir (2005) bu galigmada, metidatiyon ve triyadimenol insektisitlerinin
gesitli dozlariyla 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
mikroniikleuslu biniikleatlarin sayisinda artiy oldugunu gozlemlemistir.
Bu artigin, metidatiyonun 3,75 wug/mllik dozunda negatif kontrole
kiyasla istatistiksel agidan anlamli olmamasina ragmen, diger dozlarda
onemli oldugunu belirlemigtir. Triyadimenoliin ise kontrol grubuyla
kargilagtinldiginda, biitiin dozlarinin 6nemli diizeyde MNyi indiikledigini
ve MN sayisinin doz artigina bagl olarak arttigini gozlemlemistir. Caligmaya
gore, metidatyon ve triyadimenol insektisitlerinin kiiltiire edilmis insan
lenfositlerinde klastojenik ve anojenik etkiye neden oldugunu bildirmistir.

Undeger ve Basaran (2005) yaptiklari galismada, yaygin olarak
kullanilan organofosfatli insektisitlerden; dimetoat ve metil paratiyon;
karbamatli insektisitlerden de; propoksur ve pirimikarbin, piretiroidlerden
ise; sipermetrin ve permetrinin insan periferal lenfositlerinde komet testi
uygulayarak genotoksik potansiyelini aragtirmiglardir. Dimetoat uygulanan
tim dozlarda (10, 50, 100 ve 200 pg/ml) kuyruk uzunlugu ve kuyruk
yogunlugunun onemli diizeyde ve doza bagh olarak artirmig oldugunu
gozlemlemiglerdir. Metil paratiyonun ise 10, 50 ve 200 ug/mllik dozlarda
kuyruk uzunlugunda, 100 ve 200 ug/ml’lik dozlarda ise kuyruk yogunlugunda
artiga neden oldugunu saptamuglardir. Kuyruk yogunlugundaki arti ile doz
arasinda dogru orantili bir korelasyon oldugunu belirlemislerdir. Diger
taraftan kullanilan konsantrasyonlarin tamaminin anlaml bir sitotoksik etki
gostermedigini tespit etmiglerdir.

Chauhan ve Gupta (2005), izoproturonun deltamethrin ile kombine
kullaniminin Allium cepan kok meristem hiicrelerinde kromozom kiriklari,
yapigiklik, multipolar anafaz, kromozom kopriileri, kalgin kromozomlar,
kromozomlarin dengesiz ayrilmasi, iki ve ¢ok nukleuslu hiicrelere sebebiyet



Zeliha Yuldwum Durmus | 49

verdigini, kombine muamelelerin organellerde ultrastrukturel degisimlere
neden oldugunu ve bitki hiicrelerinde geri doniisiimstiz hasarlar meydana
getirdigini bildirmiglerdir.

Ozkan ve arkadaglar1 (2006) yaptiklari ¢alismada asefat ve mefosfolan
insektisitlerinin insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerini KA, KKD,
MN ve komet test yontemleri ile aragtirmiglardir. Ayrica, bu insektisitlerin
mitotik indeks (MI), replikasyon indeksi (RI) ve niikleer boliinme indeksi
(NBI) tizerine etkileri olup olmadigini da incelemislerdir. Insan periferal
lenfositlerini 27 vitro kogullarda asefat ve mefosfolanin farkli dozlar1 (asephat
i¢in 12,55 25; 50; 100 ve 200 ug/ml, mefosfolan igin 0,125; 0,25;

0,50; 1,00 ve 2,00 ug/ml) ile 24 ve 48 saatlik siireler ile muamele
etmiglerdir. Asefat ve mefosfolanin her iki uygulama siiresinde kromozom
anormallik frekansinini doza bagh olarak arrirdigint gozlemlemislerdir.
Asefat ve mefosfolanin tiim uygulama siireleri ve dozlarda KKD/hiicre ve
MN frekanslarini da doza bagl olarak artirtirdigini saptamuglardir. Ayrica
her iki kimyasalin MI degerini doza bagl olarak diisiirmiig olmasina ragmen
RI ve NBI degerlerini etkilememis oldugunu belirlemislerdir. Komet
testinde ise komet kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugunu kontrole gore
onemli oranda artirdiklarini ve bu kimyasallarin primer DNA hasarina neden
oldugunu gozlemlemislerdir. Caligmada elde edilen verilere gore, uygulama
ve kontrol gruplart arasinda KA, KKD, MN ve MI frekanslarinda 6nemli
diizeyde farkliliklar gozlenmesi sonucunda, asefat ve mefosfolanin insan
periferal lenfositlerinde klastojenik, mutajenik, anojenik ve sitotoksik etkili
oldugunu bildirmislerdir.

Chauhan ve arkadaglar1 (2007) ¢alismalarinda Deltametrin (DEL) ve/
veya izoproturon (ISO)’ nun insan lenfositlerinde ve fare kemik iliginde ki
sitogenetik etkilerini incelemislerdir. Periferal lenfositler DEL (2.5, 5, 10 ve
20 uM), ISO (25, 50, 100 ve 200 uM), veya DEL+ISO (2.5+25, 5+50,
10+100, veya 20+200 uM) dozlartyla muameleleri ve sitogenetik etkileri
kromozomal aberasyonlar (CA) ve sitokenez-engelleyici mikronukleus
(CBMN) analizi kullanarak degerlendirmiglerdir. Fareye oral yolla gavaj
yontemiyle CA analizi i¢in DEL’ in tek dozu (6.6 mg/kg), ISO (670 mg/
kg) 24 saat, veya 30 giin boyunca DEL+ISO (6.6+670 mg/kg) dozlarini
uygulamiglardir. DEL, oyle ki ISO’nun (25-100 uM) yalmz 10 uM’ da,
veya DEL ile kombinasyonunda CA frekansini 6nemli 6l¢iide indiiklemistir,
ancak 6nemli bir etkiye sahip olmadigini gostermistir. Onemli frekanslar 5
uM DEL, 100 uM ISO veya 5+ 50 uM DEL+ISO’ da gozlemlenmesine
ragmen MN indiiksiyonunu (MN) konsantrasyona bagl oldugunu
gozlemlemislerdir. Farelerde, DEL, 24 saatte sadece ISO ile mitotik indeksi
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(MI) 6nemli Olgiide (p < 0.001) inhibe etmekte oldugunu veya DEL ile
kombine oldugunda istatistiksel olarak 6nemli bir etkiye sahip olmadigini
tespit etmiglerdir. DEL+ISO tek baslarma CA frekansini 6nemli oranda (p
< 0.001) indiiklemistir, oysa DEL+ISO kombinasyonunda 6yle bir durum
s6z konusu olmadigini belirlemislerdir. Bunun yani sira DEL tek bagina veya
ISOile beraber CA veya MI’ te 6nemli bir etki olmadigi sonuglanirken, ISO ile
30 giin muamele sonucunda MI 6nemli 6lgiide inhibe etmis oldugu (p <0.02
veya p<0.01) ve CA’ y1 indiiklemis oldugunu gozlemlemislerdir. Caligmaya
gore, i vivo ve in vitro da DEL’ in ticari formiilasyonuyla maruziyetinin
memelilerde genotoksik etkiye neden oldugunu belirlemiglerdir. Ancak,
DEL ve ISO’ nun beraber maruziyetinde aditif bir etki gostermedigini ama
onun yerine genotoksititeyi biraz azalttigini gostermistir.

Aktintonwa ve arkadaglar1 (2008) ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan
tarkli markalardaki (Baygon, Mobile, Mortein and Total) insektisitlerin
mutajenik olup olmadigint arastirmuglardir. Farkli markalardaki insektisitler
Esherica coli ile Ames testine tabi tutularak organizmalardaki revers
mutasyon frekansim1 metabolik aktivasyon sisteminin varliginda ve
yoklugunda degerlendirmiglerdir. Analizlerin sonucunda bu insektisitlerin
organizmalarda 6nemli oranda mutasyona neden olmadigini saptamuglardir.

Ila ve arkadaglari (2008) galismalarinda insektisitlerin 7 vitro insan
periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimi, kromozom anomaliligi
ve mikroniikleus olugumunu ve Ames testi ile gen mutasyonlarin
indiikleme durumunu degerlendirmiglerdir. Ayni1 zamanda, 7 vivo olarak
da silfiitrin verilen siganlarin kemik iligi hiicrelerinde KA ve sitotoksisiteyi
degerlendirmiglerdir.  Ames testinde, Salmonella  typhirum’da  revers
mutasyonlarin sayisindaki artigin  istatiksel olarak anlamli olmadigini
saptamiglardir. KA’nin 24 saatlik periyotlar igin ¢egsitli konsantrasyonlarda
silfiitrin uygulanan lenfositlerdeki frekansinin da anlamli oranda artmadigini
gozlemlemiglerdir. Aksine, kontrol grubuna kiyasla KA’nin, 48 saatlik
uygulamada en yiiksek iki konsantrasyonda (1000 ve 2000 upg/ml) artig
gosterdigini  belirlemiglerdir. MN olusumu, tiim dozlarda 48 saatlik
uygulamadan sonra anlamli bir gekilde artig gostermesine ragmen, KKD
frekansinin artiginin istatiksel olarak anlamli olmadigini tespit etmislerdir.
Test maddesinin sigan kemik iligi hiicrelerinde KA frekansini tiim dozlarda
(250, 500 ve 1000 mg/kg viicut agirlig), her iki uygulama periyodunda (24
ve 48 saat) ve tiim uygulama yontemlerinde (gavaj ve intraperitonal) anlamli
bir bi¢gimde artiga neden oldugunu saptamuglardr.

Perez ve arkadaglar1 (2008) 48 saat endosiilfanin gesitli dozlartyla (0,01,
0,02, 0,5 ve 5 ug/L) muamele edilen sucul makrofit Bidens lnevis L. kok
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uglarinda bu maruziyetin MN frekansi ve anafaz-telofazda kromozomal
anormalliklere neden oldugunu belirlemislerdir. MN frekansinin, 0,01 ug/l
ve 5 ug/I'ye maruz kalan bitkilerde 0-3 arasinda oldugunu gozlemislerdir.
Bununla beraber, doza bagl olarak anafaz ve telofazdaki kromozomal
aberasyonlardaki artiginin 6nemli diizeyde oldugunu bildirmiglerdir. 5
ug/l’de yiiksek oranda kalgin kromozomlarin gozlemlenmesi sonucu ig
ipligi ile etkilesen endosulfanin normal kromozom gogiinii engelledigini
gozlemlemislerdir. Endosulfanin, pestisitisitler tarafindan ¢evresel kirliligin
in sitw gorintilendigi ve biyoanalizde degerli bir tiir olan Bidens lnevis
tizerinde genotoksik etkiye sahip oldugunu belirlemiglerdir.

Hreljac ve arkadaglar1 (2008) gahigmalarinda insan karaciger Hep G,
hiicrelerinde, metil paratyon (PT), metil parakson (PO) ve dimefoks
(DF) organofosfat bilegiklerinin (OP) diisiik konsantrasyonlarinin DNA
hasarin1  ve/veya hiicre proliferasyonunu indiikleyip indiiklemedigini
aragtirmiglardir. Organofosfatl bilegiklerin genotoksisitesini komet testi
kullanarak degerlendirmiglerdir. MTT analizi ve proliferasyon marker
Ki-67 immiinositokimyasal kullanarak hiicre proliferasyon etkisini
degerlendirmislerdir. PT’nin en diisiik konsantrasyonu (1 ug/ml), PO’nun
(100 ug/ml) konsantrasyonundan daha fazla DNA hasarini indiikledigini,
buna karsgin DF’nin ise DNA hasarini indiiklemedigini bildirmiglerdir.
Kullanilan tiim konsantrasyonlarda (0,01- 100 ug/ml), DF hiicre
proliferasyonunu arttirirken, PT ve PO en yiiksek konsantrasyonda (100
ug/ml) hiicre proliferasyonun azalmasina yol agmugtir. Sonug olarak, DF
mutajenik aktivite gosterirken PT ve PO’nun genotoksik etki gosterdigini
bildirmislerdir.

Das ve arkadaglar1 (2008) c¢aliymalarinda kiiltiire edilmig insan
lenfositlerinde asefatin kromozomal anormallige ve Komet olusumlar:
tizerine etkisini incelemiglerdir. Yapilan bu ¢aliymada doza bagh olarak
kromozom anormalligi frekansinda artig olduguu saptamislardir. Komet
testi sonuglarina gore ise 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 um dozlarinda komet kuyruk
uzunlugunun artig gostermis oldugunu, 8, 9 ve 10 um dozlarinda ise nekroz
olusumuna neden oldugunu gozlemlemiglerdir.

Wang ve arkadaglari (2009) yaptiklari gahiymada Cin Hamster Ovaryum
(CHO) hiicrelerinde hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (hgprt)
gen mutasyonu, KA ve KKD frekanslarini inceleyerek metoksifosfonilin alt
tinitelerini igeren 5 organofosfor insektisitin (asefat, diklorvos, metamidofos,
monokrotofos,  triklorfon)  genotoksititesini  degerlendirmiglerdir.
Insektisitlerin KKD’yi 6nemli oranda indiiklemis oldugunu tespit etmisler
ve indiikleme potansiyelinin sirasiyla asefat > triklorfon > monokrotofos
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> metamidofos > diklorvos geklinde oldugunu gozlemiglerdir. KA
test sonuglart incelendiginde ise; en fazla KA olusumunu diklorvos ve
methamidofosun indiikledigini, monokrotofos ve asefatin siipheli pozitif
etki gosterdigini, triklorfonun ise herhangi bir etki gostermedigini
saptamuglardir. Kromozom aberasyon indiikleme potansiyelinin diklorvos
> metamidofos > monokrotofos > asefat > triklorfon seklinde oldugunu
saptamiglardir. Organofosfor insektisitlerin hig birinin negatif kontrole gore
hgprt gen mutasyonunu indiikleme oraninin 6énemli diizeyde olmadigini
belirlemislerdir.

Kocaman ve Topaktag (2009) ¢aligmalarinda a-sipermetrinin bir ticari
formiilasyonun (Fastac 100 EC, etken madde %10 a-sipermetrin) insan
periferal lenfositlerinde KKD, KA ve MN testleriyle olast genotoksisitesini
aragtirmuglardir. o- sipermetrinin insan lenfositlerinde 24 ve 48 saat uygulama
stireleriyle 5, 10, 15 ve 20 pg/mllik dozlariyla muamele etmislerdir.
a-sipermetrinin  tim konsantrasyonlar ve uygulama siirelerinde 6nemli
oranda KKD ve KA’y indiikledigini ve MN frekansini ise hem kontrol hem
de ¢oziicii kontrolle kiyaslandiginda 5 ve 10 ug/ml dozlarinda 6nemli oranda
arttirdigini saptamuglardir. a-Sipermetrinin en yiiksek iki konsantrasyonunda
(15 ve 20 p/ml) ve her iki uygulama siirelerinde yeterli diizeyde biniikleer
hiicre gézlemlemedigini bildirmiglerdir. a-Sipermetrin 10, 15 ve 20 ug/mI’lik
konsantrasyonlarinda ve tiim uygulama periyotlarinda PI degerini azalttigini
tespit etmislerdir. Bunun yani sira a-sipermetrinin tiim konsantrasyonlarda
ve her iki uygulama siirelerinde NBI ve MI’i anlamli oranda azalttigin
gozlemlemiglerdir. Her iki muamele siiresinde konsantrasyona bagh
olarak a-sipermetrin PI ve MI azalttigini bildirmiglerdir. a- sipermetrinin
24 ve 48 saatlik muamele stirelerinde ki en yiiksek iki konsantrasyonda
pozitif kontrolden (MMC) daha sitotoksik ve sitostatik etki gosterdigini
gozlemlemiglerdir. Caligmaya gore o-sipermetrinin ticari formiilasyonun
insan periferal lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik etkiye sahip oldugunu

bildirmiglerdir.

Wang ve arkadaglar1 (2009) yaptiklari ¢alismada CHO hiicrelerinde,
metoksfosfonilin alt birimlerini igeren 5 organofosfor insektisitin (asefat,
diklorvos, monokrotopos, metamidopos, triklorfon) genotoksik etkilerini
KKD, KA ve hipoksantin- guanin (hgprt) gen mutasyonu analizleriyle
incelemiglerdir. Bu insektisitlerin  KKDyi indiikleme potansiyellerinin
sirastyla asefat> triklorfon > monokrotofos > metamidofos > diklorvos
seklinde oldugunu saptamuglardir. Ancak, insektisitlerden sadece diklorvos
ve metamidofosun kromozom anormaliklerini indiiklemis oldugunu
tespit etmiglerdir. Triklorfonun kromozom anormaligini indiiklemedigini,
monokrotofosveasefatinise; stipheli pozitifsonug verdiginigdzlemlemislerdir.
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Kromozom anormaligi indiikleme potansiyellerinin ise sirasiyla diklorvos >
metamidofos > monokrrotofos > asephat > triklorfon seklinde oldugunu
belirlemiglerdir. Bu insektisitlerin hi¢birinin negatif kontrole kiyasla 6nemli
diizeyde hgprt mutasyonuna neden olmadigint saptamuglardir.

Kurteshi ve arkadaslar1 (2010) ¢alismalarinda Carasius anerens’a (altin
balik) akvaryumda 4 ve 8 giin boyunca Deltametrin WP 250 uygulayarak
eritrositlerde olas1 genotoksik etkisini incelemislerdir. Muamele edilen
baliklarda MN frekansinin kontrol grubuna nazaran daha yiiksek oldugunu
tespit etmiglerdir.

Saleh ve arkadaglar1 (2010) yaptiklari ¢alismada, norotoksin analogu olan
tiyosiklam insektisitinin 135, 270 ve 540 mg/kg’lik dozlarint eriskin erkek
ratlarara gavaj yoluyla 24 saat araliklarla 5 giin siiresince uygulamiglardir.
Ratlarin kemik iliginde MN testi kullanarak tiyosiklamin genotoksik
etkiye sahip olup olmadigini analiz etmiglerdir. Son uygulamadan 24 saat
sonra ratlart sakrifiye etmisler ve kemik iligi hiicrelerinde MN frekansini
degerlendirmislerdir. Tiyosiklamin, rat kemik iligine uygulanan tiim dozlarda
mikronukleuslu polikromatik eritrositlerin goriilme sikhiginda, herhangi
bir artisa neden olmadigim saptamiglardir. Polikromatik eritrositlerin/
normokromatik eritrositlere oraninin (PKE/NKE) 0,50%+0,11-0,55=0,02
araliginda oldugunu bulmuglardir. Caliymadan elde edilen verilere gore;
tiyosiklamin etkisinin, ratlarda iz vivo mikronukleus olusumunda 6nemli bir
etkiye sahip olmadigini rapor etmiglerdir.

Sankar ve arkadaglar1 (2010) bu g¢aliymada ratlarda sipermetrin
ile indiiklenmig genotoksisiteye karsi zerdegalin koruyucu etkisini
aragtirmuglardir. 28 giin siiresince sipermetrin uygulanan (25 mg/kg)
ratlarin kan hiicrelerinde DNA hasarinin, kemik iligi hiicrelerinde ise MN
frekansinin 6nemli diizeyde arttigimi saptamuglardir. Zerdegalin (100 mg/
kg) MN formasyonunda ve DNA hasarlarinda azalmaya neden oldugunu
gozlemlemislerdir. Sonug olarak, zerdegal varliginin, ratlarda sipermetrin ile
indiiklenmis genotoksisiteyi azalttigini rapor etmiglerdir.

Sekeroglu  ve arkadaglar1  (2010) deltametrin  ve tiyaklopridin
insektisitlerinin tek baslarina ve karisim halinde kullanildiklarinda sigan kemik
iligi hiicreleri tizerindeki genotoksik etkisini aragtirmiglardir. Kromozom
anormalligi ve mikroniikleus oranlarinin belirlenebilmesi igin, Wistar albino
ratlara gavaj yoluyla 15 mg/kg tek doz 24 saat ve 3 mg/kg/giin olacak sekilde
30 giin deltametrin, 112,5 mg/kg tek doz 24 saat ve 22,5 mg/kg/giin olacak
sekilde 30 giin tiyakloprid ve bu insektisitlerin karigimlart 15 + 112,5 mg/kg
olacak gekilde tek doz 24 saat ve 3+22,5 mg/kg/giin olacak gekilde 30 giin
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boyunca uygulamiglardir. Deltametrin ve tiyaklopridinin hem tek baslarina
hem de karigim halinde

24 saat ve 30 giin uygulanmasinin, MI degerini istatistiksel olarak
onemli derecede diigtirdiigiinii, KA’y1 ise istatistiksel olarak 6nemli derecede
artirdigint saptamuglardir. Ayrica, MI'in en disiik, KA’nin ise en yiiksek
ve pozitif kontrole en yakin degerlerin, bu insektisitlerin karigim halinde
verildigi ratlarda gozlemiglerdir. Aym sekilde bu ratlarda MN frekansinin
kontrole oranla istatistiksel olarak 6nemli oranda oldugunu saptamuglardr.

Caligma sonucunda elde edilen verilere gore, deltametrin ve tiyaklopridinin
karigim halinde kullanildiklarinda, tek baglarina kullanimlarina oranla daha
fazla genotoksik etkiye sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Sandal ve Yimaz (2011) c¢aliymalarinda yapisal olarak dort farkli
pestisitin (endosulfan, bir organoklorin pestisit; klorprifos, bir organofostat
insektisit; sipermetrin, tip II piretroid insektisit ve 2,4-diklorfenoksi-asetik
asit, bir klorinat aromatik hidrokarbon asit pestisit) kiiltiire edilen insan
lenfositlerinde komet analizi ile DNA hasarlarini indiikleme potansiyellerini
aragtirmuglardir. Lenfosit kiiltiirlerini endosulfan, kloropirifos, sipermetrin
ve 2,4-diklorfenoksi-asetik asitin ti¢ farkli konsantrasyonlariyla (1, 5 ve 10
uM) muamele etmiglerdir. Kloropirifos ve 2,4-diklorfenoksi-asetik asit ve
sipermetrinin yiiksek konsantrasyonlariyla muamelenin insan lenfositlerinde
DNA gog oranlarinda artiga neden oldugunu tespit etmiglerdir. Endosulfanin
en yiiksek konsantrasyonda (10 uM) bile 6nemli bir genotoksik etkiye sahip
olmadigini gozlemlemislerdir.

Eroglu (2011) Hordewm vulgare L. tohumlarinda diklorvosun
sitogenetik etkisini aragtirmistir. H. vulgare tohumlart diklorvosun farkl
konsantrasyonlariyla (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 ve 1 mg/l) 10, 24 ve 48 saat
stireyle muamele edildiginde bu kimyasalin kontrole kiyasla mitotik indeksi
azaltigini  gozlemlemiglerdir. Mitotik indekste inhibitor etkisi gosteren
diklorvos (DDVP) kimyasalimin H. vulgare tohumlarinda mutajenik ve
genotoksik etkilere yol agtigini bildirmiglerdir. DDVP’ nin net bir sekilde
genotoksik bir potansiyele sahip oldugunu yaptigi ¢aliyma neticesinde
gozlemlemistir.

Jose ve arkadaglart (2011) yapuiklari arastirmada, iki organofosfat
insektisit; malatyon ve monokrotofosun ve iki agir metal; kadmiyum klorid
ve merkurik kloridin genotoksititesini ve sitotoksititesini degerlendirmek i¢in
Penaus monodon’dan gelistirilen primer hematosit kiiltiirtinti kullanmiglardur.
MTT analizi kullamilarak hesaplanan 12 saatlik LC,  degerleri sirasiyla
malatyon ve monokrotopos igin 59.94+52.30 mg ve 186.76+77.00 mg ve
kadmiyum klorid ve merkurik klorid igin 31.09+16.27uM ve
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552+1.16 uM “dir. Komet analizi ile primer hemositlerde bu
kimyasallarin DNA hasarina neden olma potansiyellerini degerlendirmislerdir
ve bu kimyasallarin hiicrelerin % 60’inda DNA hasarina yol agtigini
gozlemlemislerdir.

Salvagni ve arkadaglart (2011) pestisit kullaniminmn Brezilya ‘da,
Guatambuda, Lambedor nehri kiyisindaki giftlik bolgelerinde, MN testi
kullanarak genotoksisite riskini degerlendirmiglerdir. Bolgeden toplanan
ornekler Cyprinus carpio, Hypostomus punctatus, Rhamdia quelen ve
Oreochromis niloticus’da MN frekanslarinin 1000 eritrositte 6.21°den 13.78%
yikselmig oldugunu saptamuglardir. Bu artigin bolge barajlarindaki pestisit
kalintilarinin genotoksik potansiyel tagimasindan kaynaklandigini ve pestisit
kalintilarinin bolgede ¢evre kirliligine 6nemli oranda katkida bulundugunu
bildirmislerdir.

Oliveira ve arkadaglar1 (2012) yaptiklart ¢alismada fipronilin farkl
dozlarina maruz birakilan farelerde bu bilesimin potansiyel mutajenik ve
genotoksik etkilerini degerlendirmeyi amaglamiglar ve ¢aliymada yapay
kosullarda hedeflenmeyen organizmalarda fipronilin DNA hasarlarina
neden oldugunu saptamuglardir. Farelere 15, 25 ve 50 mg/kg dozlarinda
tipronil verilmis ve periferal kan, komet analizi i¢in muameleden 24 saat
sonra ve MN testi icin muameden 24, 48 ve 72 saat sonra alinmistir. Elde
edilen bulgulara gore; fipronilin 15 ve 25 mg/kg’hk dozlarinin 6nemli bir
mutajenik ve genotoksik etki gostermedigini tespit etmiglerdir. Sadece
en yiiksek dozun (50 mg/kg) muameleden 24 saat sonra DNA hasarina
neden oldugunu ve fipronilin mutajenik etki gosterdigini saptamuglardir.
Bu nedenle aragtirmacilar, 50 mg/kg ve bundan daha yiiksek dozlarin
kullaniminin hedeflenmeyen organizmalar itizerinde toksik etkiye neden
olacagin bildirmiglerdir.

Mosesso ve arkadaglar1 (2012) yaptiklari galigmada, Cin hamster ovaryum
hiicrelerinde (CHO) ve insan periferal lenfositlerinde, biyoinsektisit
azadiraktin A’min (AZA) hiicre proliferasyonuna etkisini ve genotoksik
potansiyelini incelemiglerdir. AZA’nin genotoksisitesini, S9 miks varhiginda
ve yoklugunda, KKD ve KA yontemleriyle degerlendirmislerdir. Komet testi
ile de primer DNA hasarini incelemislerdir. Elde edilen verilere gore; memeli
hiicrelerinde AZA’nin genotoksik etkisinin olmadigini saptamiglardir.

Asita ve Hatane (2012) sogan (Allium cepa) testi ile Wipe-out (WHO,
glifosat 360 g/l), K-O Gard® (KOG, deltametrin 10 g/I), Kutworm bait
(CWB, sodyum fluosilikat, 100 g/kg), Snail ban (SB, metaldehit, 30 g/kg
ve Karbaril, 20 g/kg) ve Koopeks (CPX, permetrin 250 g/kg) pestisitlerinin
sitotoksik ve genotoksik olup olmadigini degerlendirmislerdir. Sogan
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tohumlar1 24 saat WO (78.1, 156.3, 312.5), KOG (156.3, 312.5, 625.0),
CWB (78.1, 156.3, 312.5), SB (156.3, 312.5, 625.0), ve CPX (312.5,
625.0,

1250.0) EC50 dozlartyla maruz birakilmig ve ¢imlendirilmigtir. Her bir
muamele, T-testi kullanilarak negatif kontrolle kiyaslanmug, sitotoksisitesi
ve genotoksisitesi degerlendirilmigtir. Elde edilen verilere gore, WO (78.1,
312.5), CWB (156.3, 312.5), SB (625.0) ve CPX (1250.0) ‘in sitotoksik
oldugunu bildirmiglerdir (p<0,05). WO (78,1; 312,5), CWB (156,3;
312,5), SB (625,0) ve CPX (1250,0) ise genotoksiktir (p<0,05) ve
gogunlukla yapisik kromozomlar oldugunu gozlemlemislerdir.

Geri¢vearkadaglar1 (2012) DDT (1,1,1-trichloro-2,2-bis (p-chlorophenyl)
cthane), DDE (1,1-dichloro-2,2-bis  (p-chlorophenyl)ethylene) ve
DDD (1,1-dichloro-2,2-bis(p chlorophenyl)ethane) pestisitlerinin insan
lenfositlerinde sitokinezis engelleyici mikroniikleus testi ve komet testi ile olasi
genotoksik etkilerini aragtirmiuglardir. 0,1 ug/ml™ DDT, 4,1 ug/ml™ DDE ve
3,9 ug/ml™ DDD dozlardaki bilesimlerin 1, 6 ve 24 saat maruziyetten sonra
hiicrelerde DNA hasarlarinda artiga neden oldugunu gozlemlemislerdir.
24 saat muamele edilen hiicrelerde mikroniikleatl hiicrelerin sayilarinda
sirastyla DDD, DDE ve DDT i¢in kontrol grubuna nazaran 2,5+0,71’den
23,5%3,54%, 13,5+£0.71 ve 16,5+£6.36 onemli diizeyde artig oldugunu
bildirmislerdir. Benzer bir etki, her bir bilegik igin kontrole kiyasla, sirastyla
1,81+£0,16’den 17,24+0,55, 11,21+0,56 ve 9,28+0,50 komet testi
kullanarak 6nemli oranda komet kuyruk uzunluklarinda, DNA hasar1
oranlarinda artig oldugunu gozlemlemiglerdir. Ayn1 zamanda, Fpg-komet
analizinin, bu kimyasallarin oksidatif DNA hasarini uyarilmast raporunda
basarisiz oldugunu saptamiglardir. Bunun yaninda, hiicre 6liim tipi, baskin
nekrozis ve diftizyon analizi kullanarak belirlemiglerdir.

Roma ve arkadaglari (2012) farelerin periferal lenfositlerinde,
intraperitonal yolla permetrin uygulayarak mikroniikleus analiziile sitogenetik
ve genotoksik potansiyele sahip olup olmadigini aragtirmiglardir. Elde edilen
sonuglara gore, test edilen tiim dozlarda 24 saat muamele siiresi sonunda
genotoksik ve mutajenik etki gosteren permetrinin, DNA hiicrelerinde
hasara yol agma 0zelligine sahip olmamasi, kismen toksik olan bu kimyasal
trtintin siniflandiriimast ile ilgili geliski olabilecegini saptamuglardir.

Abdelaziz ve arkadaglar1 (2012) giines radyasyonlar: ile beraber ve
asetamiprid ile muamele edilen insan lenfosit kiiltiirlerinde, asetamipridin
genotoksititesini degerlendirmislerdir. Ayni zamanda, KA testi ile agik
alanda giineg 151¢1n1n, ultraviyole, gozle goriilebilen ve kizhi 6tesi 1ginlarm
mutajenik etkilerini degerlendirmiglerdir. Sonuglara gore asetamipridin,
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insan lenfositlerinde, tiim dozlarda (0,01; 0,1; 1; 10; 100 ve 1000 ug/
ml) kontrol grubuna oranla, KA’nin 6nemli ol¢iide indiiksiyonuna neden
olmadigint tespit etmiglerdir. Infrared radyasyonun diger radyasyonlardan
daha tehlikeli olabilecegini ve saglik problemlerine yol agabilecegini
saptamuglardir. Elde edilen verilere gore, insan lenfositlerinde lazer 1ginlartyla
asetamiprid beraber uygulandiginda dogadaki giines 1ginlarnin  etkisini
stimiile ettigini ve bu durumun asetamipridin tek bagina uygulamasindan
daha biiytik genotoksititeye yol a¢tigini bildirmiglerdir.

Calderon-Segura ve arkadaglari (2012) insan periferal lenfositlerini iz vitro
olarak dort farkli insektisitin; Kalipso (tiyakloprid), Poncho (klothiyanidin),
Gasho (imidakloprid), Jade (imidakloprid) farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilmiglardir. Bu kimyasallarin olasi genotoksik ve sitotoksik etkilerini
alkalin komet ve tripan mavisi tekniklerini kullanarak analiz etmiglerdir.
DNA hasari olup olmadigini genotoksik parametrelerden; kuyruk uzunlugu
ve komet frekansini kullanarak degerlendirmiglerdir. Caligilan bu dort
insektisitten genotoksisitesi en yiiksek olanin Jade oldugunu belirlemiglerdir.
18x10- * M Jade, 2.0x10°*M Gausho, 2.0x 10" M Kalipso ve 1.07 M Ponso
dozlar1 uygulanan hiicrelerde sitotoksisite gozlemisler ve 30x10 * M Jade,
3.3x10 * M Gausho, 2.8x10" Kalipso ve 1.42 M Ponsho dozlarinda ise
hiicre 6liimlerinin meydana gedigini belirlemislerdir. Bu galiymada, ticari
neonikotinid insektisitlerin 2 vitro insan lenfositlerinde genotoksik ve
sitotoksik etkisi oldugunu rapor etmislerdir.

Timuroglu ve arkadaglar1 (2012) organofosfor insektisitlerden forat
(PHR) ve triklorfanin (TKF), 2z vitro insan periferal lenfositlerinde genotoksik
etkilerini kromozomal aberasyonlar, kardeg kromatid degisimi, mikroniikleus
ve komet testleri ile aragtirmiglardir. Ayrica PHR ve TKF nin etkileri mitotik
indeks (MI), replikasyon indeksi (RI) ve niikleer boliinme indeksi (NBI)’nde
de degerlendirmiglerdir. Her insektisitte tiim muamele siirelerinde (24-48
saat) ve konsantrasyonlarda kromozomal anormallik frekansinda ve KKD/
hiicre oraninda 6nemli diizeyde artisa yol ag¢tigini bildirmiglerdir. TKF nin
en yiiksek dozunun (37,5 ug/ml) 48 saat muamele siiresi sonunda oldukga
toksik oldugunu tespit etmiglerdir. Hemen hemen tiim konsantrasyonlarda
MN frekansinda da 6nemli bir artiga neden oldugunu gozlemlemislerdir.
PHR ve TKFnin RI ve NBI’'nde anlamli olmayan azalmaya yol agtigini
gozlemlemiglerdir. Bunun yani sira, TKF’nin 24 saat muamele edilen 9,38
ve 18,75 ug/ml dozlar1 ve 48 saat muamele edilen 18,75 ug/ml dozu 6nemli
oranda azalmaya neden olmugtur PHR’1n 24 ve 48 saat muamele edilen tiim
konsantrasyonlarinda mitotik indekste dikkate deger bir azalma oldugunu
saptamuglardir. Her iki insektisitin tiim muamele siirelerinde komet analizi
sonuglarina gore primer DNA hasarlarinda anlamli oranda artig oldugunu



58 | Etken Maddesi Pimetvozin Olan Greensun Insektisitinin Insan Lenfositlerinde Genotoksik...

tespit etmislerdir. PHR’in (sadece en yiiksek dozu olan 2,00 ug/ml) ve
TCFnin biitiin konsantrasyonlarindaki komet kuyruk uzunluklarinda ve
siddetlerinde anlaml bir gekilde artig oldugunu gozlemlenmistir. Caliymadan
elden edilen verilere gore; iz vitro’da insan lenfositlerinde PHR ve TCF’ nin
klastojenik, mutajenik ve anojenik etkisi oldugunu ve DNA hasarlarina yol
agtigim bildirmiglerdir.

Mesi (Dizdari) ve Kopluki (2013) Allium sepa L. Kok uglarinda lindan
ve diklofop-metilin sitotoksik ve genotoksik potansiyellerini incelemiglerdir.
Sogan koklerini her pestisidin {i¢ farkli (%4, 2 ve EC,)) dozuyla 24 saat
muamele etmiglerdir. Kok ucu hiicrelerinde; mitotik ve faz indeksleri,
interfaz niikleer voliimii ve kromozomal aberasyon orani ve tiplerini
degerlendirmiglerdir. Sirastyla diklofop-metil ve lindan igin, interfaz niikleer
voliimii % 54’ ten 49’a ve % 42’ den 36’ya diigerken, mitotik indeksin %
59’ dan 45’ ve % 37°den 24°¢ azaldigini belirlemiglerdir. Anormal hiicre
frekansinda da dikkate deger sekilde 6nemli artiglar oldugunu saptamuglardir.
Caliymadan elde edilen verilere gore, analiz edilen her iki pestisitte (yaygin
bir gekilde Ermenistan tarim alanlarinda on yildir kullanilan) insan saghgi ve
biotalarda hasara yol agmig oldugunu ve tarim iiriinlerinde sito/genotoksik
etkiyi potansiyel olarak indiikledigini gozlemlemislerdir.

Nazam ve arkadaglar1 (2013) bir organofosfor insektisit olan diklorvosun
Mus musculus hemapoitetik kemikiligi hiicrelerindeki olas1 genotoksik etkisini
degerledirmek igin iz vivo MN, MI ve KA analizleri yapmuglardir. Farelere,
diklorvosun 0.06, 0.08 and 0.13 mg/kg dozlarini intraperitonal olarak
vermiglerdir. Deneysel kogullar altinda, MN frekansinda, herhangi bir dozda
veya polikromatik (PCE) ve normokromatik (NCE) eritrositlerin rnekleme
zamaninda dikkate deger bir artig olmadigini saptamiglardir. Bu ¢aligmada,
diklorvosun fare kemik iligi hiicrelerinde subletal dozlarda genotoksik
etki gostermedigini saptamuglardir. Hiicrelerde gesitli yapisal kromozomal
anormallikler gozlemlemigler ama kontrol gruplar ile diklorvos muamele
edilen gruplar arasinda KA ve MI {izerine istatiksel (p<0,05; Man-Whitney
U-testi) olarak anlamli bir fark oldugunu goézlemlememiglerdir. Caligmaya
gore, diklorvosun sublethal dozlarinda 7 vive da negatif bir genotoksisiteye
sahip oldugunu bildirmislerdir.

Dilek ve Muranli (2013) bu galigmada, n-siyalotrin (LCT) ve a-sipermetrin
(CYP) insektisitlerinin 1; 2; 3,75; 7,5; 15 ve 30 uM’hk konstrasyonlarinin
insan periferal lenfositlerinde genotoksik, sitotoksik ve anojenik etkilerini
MN ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) metodlarini kullanarak
aragtirmiglardir. Tiim konsantrasyonlar, MN frekansi ve apoptozis etkileri
degerlendirmek igin test edilirken, FISH analizi i¢in sadece 1 ve 2 uM LCT
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ile 7,5 ve 15 uM’hik CYP konsantrasyonlarini test etmislerdir. Apoptotik
etkiyi saptayabilmek i¢in akridin oranj/etidyum bromid floresan boyama
metodu ve sitotoksik etkiyi ise tripan mavisi kullanarak degerlendirmislerdir.
Tiim dozlarda, insektisitlerin her ikisinin de sitotoksik etki gosterdigini
ve LCT’nin 15-30 uM (p =<0.05; p <0.01), CYP’nin ise 2 ve 30 uM
konsantrasyonlar1 arasinda (p< 0.05; p=<0.01) apoptotik etkiye sahip
oldugunu saptamiglardir. LCT ve CYP’nin ig ipligi olusumunu olumsuz
etkiledigini ve sentromer veya kinetokor fonksiyonlarinin hasar gérmesine
sebep olabilecegini bildirmislerdir.

Liman (2014) dikaptonun mutajenik etkisini Salmonella typhimurium
suglarin1 kullanarak Ames testi ile genotoksik etkisini ise insan periferal
lenfositlerinde KA, KKD ve MN testleri ile aragtirmiglardir. Dikaptonun,
24 ve 48 saatlik uygulamalarda sadece 100 ug/ml konsantrasyonunda
KKD frekansinda artiga neden oldugunu gozlemlemiglerdir. Dikaptonun
tiim dozlar ve uygulama siirelerinde MN frekansini, KA/hiicre oranini ve
anormal hiicre frekansini indiikledigini saptamiglardir. Aragtirmacilar bu
kimyasalin tiim konsantrasyonlarda mitotik indeksi, 100 ve 200 ug/ml
konsantrasyonlarinda ise niiklear boliinme indeksini istatiksel olarak 6nemli
derecede diisiirerek sitotoksik etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Nagya ve arkadaglar1 (2014) insan periferal lenfositlerde ve insan
hepatositlerindezn vitro tenotrin maruziyetisonucunda DN A hasariminartigina
neden olup olmadigint aragtirmiglardir. Uygulama sonras1t DNA’da oksidatif
baz hasar1 bulgulanmasi i¢in, modifiye edilen formamidopirimidin DNA
glikosilazin komet analizi kullanarak genotoksisiteyi degerlendirmislerdir.
Ayn1 zamanda bu bilegimin sitotoksik potansiyeli olup olmadigini kombine
edilmig floresan gegerlilik boyasin kullanarak incelemiglerdir. Sonuglara
gore; fenotrinin sirastyla insan periferal lenfositlerinde ve hepatositlerinde 20
ve 50 uM’ den daha yiiksek konsantrasyonlarda, isaretlenmis sitotoksisitenin
varliginin olmasi, doza bagl olarak ortaya ¢tkan DNA hasarlarinda istatiksel
olarak anlamli bir artiy oldugunu saptanuglardir. Istatistiki bir Gneme arz
etmemesine ragmen her iki hiicre tipinde de oksidatit DNA hasar1 oldugunu
bulgulamuglardir.

Ruiz de Arcaute ve arkadaglar1 (2014) laboratuvar kosullarinda Hypsiboas
pulchellus kurbagasina Imidakloprid” in akut toksititesi ve genotoksititesini
degerlendirmiglerdir. Mortalite ¢aligmalari, IMI (1imidokloropid)’nin LC,,
(96h) degerinin 84.91 oldugunu gostermistir (%95 giivenilirlilik simirlari,
77.20-93.04). IMI ile kurbaganin 48 saat maruziyeti sonucunda 15 ve 30
mg/Itlik dozlarda MN frekansinda artig gozlemlerken, 96 saat maruz kalan
kurbagalarda sadece 15 mg/lt dozunda MN frekansinda artis oldugunu
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saptamiglardir. Ayrica, hem 15 ve 30 mg/l ile 96 saat IMI ile muamele
edilen kurbagalarda hem de 48 saat 15 mg/I IMI konsantrasyonlar ile maruz
birakilan kurbagalarda diger nuklear anormaliler, kesikli ve blebbed niikleus
ve bintikleuslu hiicrelerin oldugunu gozlemlemislerdir. 48 saat ve 96 saat
30 mg/l IMI kimyasali ile muamele edilen kurbagalarda genetik hasar
indeksinde artiga yol ag¢tigini gozlemlemislerdir. Bu ¢aligma, Arjantin’ de
dogal bir amfibia tiirii olan iribaglar tizerinde IMI’ nin akut 6ldiirticii ve
oldiiriicii olmayan etkilerinin ilk delilerini sunmaktadr.

Rim ve Kim (2015) bu ¢alismada genis bir uygulama alanina sahip olan
allil klortirtin mutajenitesini erkek ICR fare kemik iliginde MN testi ile
degerlendirmiglerdir. Test sonuglarina gore; bu kimyasalin hiicrelerde MN
frekansini indiiklemedigini fare kemik iligi hiicrelerinde mutajenik etkisinin
olmadigini saptamuglardir.

+ Diger Insektisit Grubunda Yer Alan Insektisitlerle ilgili Yapilan
Calismalar

Ozparlak (2006) ilk olarak fipronilin tavuk embriyolarinin gelisimi
izerindeki olasi embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlenmesini
amaglamustir. Fipronil gruplar ile kontrol grubu arasindaki anormal embriyo
orant istatistiksel bir 6neme sahip olmadigini belirtmistir. Bununla birlikte
fipronil gruplarinda canli ve rolatif embriyo agirliklar ile embriyolarin CRL
degerlerinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde azalma gosterdigi
belirlendi. Bu sonuglar, fipronilin metabolize olmamis formunun tavuk
embriyolari lizerinde 6nemli embriyotoksik etkiye sahip oldugunu, bununla
birlikte teratojenik etkiye sahip olmadigini gostermektedir. Caliymada ikinci
olarak, Fipronil (161; 80,50 ve 40,25 ug/yumurta dozlarinda) kulugka
baglangicinda ve 8. giiniinde dollii tavuk yumurtalarina enjekte ederek ve
immiin sistem itizerindeki olas1 zararl etkilerini degerlendirmislerdir. Tiim
Fipronil gruplarindaki embriyolarda kulugkanin 11. giiniinde iskelet sistemi
gelisiminde gecikme gozlemlemiglerdir. Sonuglar, tavuk embriyolarinda
fipronilin metabolitlerinin dogal formundan daha toksik olduguna isaret
etmektedir.

Ghisi ve arkadaglar1 (2010) Rbamdia quelen baliklarinda Fipronil
insektisitinin (0,05, 0,10 ve 0,23 ug/ml dozlar1) nuklear morfolojik
bagkalagim, mikronukleus (MN) ve komet testi kullanarak genotoksik
etkisini aragtirmiglardir. Sonuglara gore, eritrositlerde sadece test edilen
fipronilin en yiiksek dozu hasara yol agmistir ama solungag hiicrelerinde
bu konsantrasyonlarin hi¢birinin DNA’y1 degistirmeye yeterli olmadigin
gozlemlemiglerdir.
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Oliveira ve arkadaglar1 (2012) fipronilin farkli dozlarinin farelerde
potansiyel mutajenik ve genotoksik etkilerini aragtirmiglardir ve ¢aligma da
yapay kosullarda hedeflenmeyen organizmalarda fipronilin hasarlara neden
oldugu belirtilmistir. Fareler 5 gruba ayrilarak negatif ve pozitit kontrol
gruplar1 olmak {iizere fipronilinin 15, 25 ve 50 mg/kg dozlarina maruz
brrakilmistir. Farelerden alinan periferal kan 6rneklerinde, komet testi ve
mikroniikleus testi yapmuglardir. Elde edilen bulgulara gore; sadece test
edilen en yiiksek dozun (50 mg/kg) muameleden 24 saat sonra DNA hasarina
neden oldugunu ve fipronilinin mutajenik potansiyel etkisi gosterdigini
saptamuglardir.

Moura de Bortoli ve arkadaglar1 (2009) vyaptiklar1 ¢aligmada soya
fastilyesi tarlalarinda pestisitlere (fipronil de dahil olmak tizere toplam 10
pestisit) maruz kalan 29 Brezilyali tarim iggisinden alinan kan orneklerinde
mikronukleus analizi yapmuiglardir. Elde edilen sonuglara gore, is¢ilerdeki
MN diizeyinin, kontrol grubuna oranla anlamli bir gekilde yiiksek oldugunu
gozlemlemiglerdir.

Basilio da Conceigao ve Protti (2012) tavuk embriyolarinda test edilen
maddelerin (Quinklorak, FipronilvePirazosulfaron-etil) potansiyelgenotoksik
etkisinin degerlendirilmesi i¢in mikronukleus testini kullanmuglardir. Gallus
gallus domesticusun dollenmis yumurtalarini 11 giin boyunca inkiibe etmisler
ve toplamiglardir. Sitotoksik hasar1 degerlendirmek i¢in de polikromatik
hiicreler ve normokromatik hiicreler arasinda ki oran hesaplayarak (PCE/
NCE) degerlendirmiglerdir. Fipronil insektisitinin 2,7 mg/kg dozunun yani
sira 104,2 mg/kg pirazosiilfiiron-etil herbisiti mikronukleus olusumunda
onemli bir etki gostermistir. Test edilen dozlarin higbirinde Quinklorak
herbisidinin 6nemli bir genotoksik etki gostermedigini saptamiglardr.

Girgis ve arkadaglari (2013) galiymalarinda mikronukleus ve kromozomal
aberasyon testleri kullanarak fipronilin iki farkli dozuna (25 ve 50 mg/kg)
farkls siirelerde (24, 48 ve 96 saat) maruz kalan Wistar albino ratlarinda bu
bilegimin potansiyel mutajenik ve genotoksik etkilerini degerlendirmiglerdir.
Caligmada fipronilin ratlarda mutajenik ve genotoksik etkiye sahip oldugunu
bulmuglar ve kromozomal aberasyonlar1 ve mikronukleusu yiiksek oranda
indiikledigini saptamiglardur.

Francisco da Silva ve arkadaglar1 (2015) ratlar ve kedilerde, bir ve on
kat teropatik doz uygulamasimnin Indoksakarb’in mutajenitesine etkisini
mikronukleus testi kullanarak degerlendirmiglerdir. Caligmada 40 tane wistar
erkek rat ve 20 tane bred erkek ve disi kedi se¢ilmistir. Indoksakarb’in iki tiirde
ve farkli dozlarda da mutajenik aktivite gostermedigini gozlemlemiglerdir.
Farkli hayvan tiirleri, gen¢ ve yetiskinler olmak tizere mikronukleuslu
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eritrositlerin sayisi farkli olabilecegini ve 6zellikle geng hayvanlarda spontan
mikroniikleus varligini saptamiglardir. Bu ¢aligmada kullanilan tiirler ytiksek
oranda mikronukleuslu eritrositlere sahip olmasi miikemmel biyomonitor
mutajenitesi oldugunu diigiindiirmiigtiir. Sonu¢ olarak, topikal olarak
indoksakarb kullanilan rat ve kedilerde, benzer ¢aliyma yapanlarda oldugu
gibi, rat ve kedi tiirlerinde mutajenitenin oldugunu gozlemlemislerdir.

Badgujar ve arkadaglar1 (2016) fipronilin gesitli dozlari (2,5; 12,5
ve 25 mg/kg) yetiskin erkek ve digi farelere gavaj yontemiyle verilerek
mikronukleus (MN), kromozom aberasyon (KA) ve komet analizi ile
genotoksik etkisini aragtirmiglardir. Fipronil hem erkek hem de disi farelerde,
polikromatik eritrositlerde mikronukleus frekansinda (MN) onemli artiga
neden oldugunu gozlemlemiglerdir. Benzer sekilde, kemik iligindeki yapisal
CA ve lenfositlerdeki DNA hasarlari, kontrol grubuna kiyasla fipronile
maruz birakilan digi ve erkek ratlarda yiiksek oranda 6nemli oldugunu
bildirmislerdir. Fipronille indiiklenmis genotoksisiteye karsi uygulama
oncesi verilen E vitaminin hayvanlarda CA’y1 % 63,28: MN formasyonunu
% 47,91 ve DNA hasarmni ise % 74,70 azalttigini saptamiglardir.

Lovinskaya ve arkadaglar1 (2016) yaptiklar1 ¢alismada kullamilan tiim
dozlarda (4,75,9,50, 19 ve 31,70 mg/kg) fipronilin genotoksik etkisini komet
analizi ile saptamiglardir. Fipronil 9,50 mg/kg’lik dozunda, kendiliginden
mutasyon oranint (p < 0,01 ve p < 0,001) asan frekanslarla fare kemik
iligi hiicrelerinde tek ve tekrarlanan maruz kalmalarda (10 giin iginde)
aberasyonlar1 indiiklemektedir. Fipronil, spermatositlerde sinaptonemal
komplekslerin yapilarinda anormalliklere neden olurken, ayni zamanda
deneysel hayvanlarin germ hiicrelerinde genotoksik aktivite gosterdigini
bildirmiglerdir.



BOLUM 3

3. Materyal ve Metod

Bu galiygmada materyal olarak saglikli, sigara igmeyen ve yaslar1 birbirine
yakin iki bayan (20-24 yag) ve iki erkekten (20-24 yas) alinan periferik kan ve
test maddesi olarak piridin azomethines ailesinin bir iiyesi olan pimetrozin
etken maddeli Greensun insektisit maddesi kullanilmigtir.

24 ve 48 saatlik muamele siireleri igin 6n g¢aliyma ile denenmis olan
pimetrozin dozlar1 5, 10, 20 ve 40 pg/ml olarak belirlenmigtir.

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddelerin Ozellikleri ve Hazirlanslar1

3.1.1.1. Pimetrozin

Bu g¢aliymada test maddesi olarak kullamlan bilesigin genel adi
{1,2,4-triazin, 3(2H)-1,4,5-dihidro-6-metil-4-[ (3- piridinilmetilen)
amino] }’dir.

Pimetrozin piridin grubunda yer alan bir insektisittir. Pamuk, tiitiin,
meyve ve sebzelerde sorun olan bazi zararhlar ile miicadelede kullanilmaktadir.
Pimetrozininin etki mekanizmasi biyokimyasal olarak agiklanamamaktadir,
ancak sinir kaslarma etki ettigi bilinmektedir. Fizyolojik olarak zararh
bocegin styluslari ile sokup emmesini engellemektedir (EPA, 2000).

Sicakkanlilar igin orta derecede zehirli sinifindadir. Toprakta kalict olmayip
yer alt1 suyuna karigma skoru diigiik, kuslara, solucanlara ve baliklara orta
derecede, memelilere ve arilar igin diisiik derecede akut toksisiteye sahiptir.

63
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3.1.1.1.1. Pimetrozin’in Kimyasal Ozellikleri

Sistemik isim: {1,2,4-triazin-3(2H)-one,4,5-dihydro-6-methyl-4-[(3-
pyridinilmetilen) amino]}

CAS kayit no: 123312-89-0
Uretici firma: Syngenta Crop Protection, Inc

Kapali Formiilii: C,;H; N.O Molekiil Agirhgr: 217.23 g/mol
Yogunlugu: 1.36 g/mL (23 °C) Erime Sicakligs: 217 °C

Coziiniirliik: 0.29 g/1 (25 °C)
Fiziksel Durumu: kristal (graniil) kat:

Siganlarda Oral LD, 5820 mg/kg

Sekil 3. 1. Pimetvozinin kimyasal formiilii

3.1.1.2. 5-Bromo-2’-deoksiuvidin (BrdUrd)

Kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak amaciyla BrdUrd
gozelitisi kullanimigtir. BrdUrd eriyigi bidistile su igerisinde hazirlanmug
daha sonra 0.2 um por ¢apma sahip membran filtre (Sartorius marka)
ile steril edilmistir. Bu eriyikten 50 pug/mL almarak kiiltiir tiiplerine ilave
edildiginde kiiltiir son konsantrasyonun 10 ug/mL olacak sekilde BrdUrd
igermistir.

Kimyasal ad1: 5’-Bromo-2’-deoksiuridin

Kapali formiilii: C;H | BrN,O, Molekiil agirligi: 307.10 g/mol Erime
noktast: 191-194°C CAS No: 59-14-3

Sigma No: B 5002
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Sekil 3. 2. BrdUrd’in agik formiilii

3.1.1.3. Sitokalasin B

Hiicre boliinmesi esnasinda sitokinezi engellemek ve iki nukleuslu
hiicreler olusturmak i¢in mikronukleus (MN) testinde, Sitokalasin B
kullanilmugtir (0,6 ug/mL). Stok ¢ozelti, 5 mg sitokalasin B’yi, 9 mL %50’lik
alkolde ¢ozerek elde edilmistir.

Kimyasal ad1: Sitokalasin B
Kapali formiilii: C,;H, NO,

Molekiil agirligr: 479,61 g/mol Erime noktasi: 218-223°C Kaynama
noktasi: 218-223°C

Saflik diizeyi: % 98
CAS No: 14930-9
Sigma No: C-6762

CH=
H H T
oy,
HM 0 N ™
0 O

Sekil 3. 3. Sitokalasin B’nin agik formiilii

3.1.1.4. Entellan (Merck No: 7961)

Entellan, kuruduktan sonra hava kabarcig1 olusturmayan akici bir preparat
kapatma soliisyonudur. Hazirlanan preparatlar daimi hale getirilirken lam ve
lamelin birbirlerine yapistiriimasinda kullanilmug olan seftaf bir sividir.
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3.1.1.5 Fiksatif

Kardes kromatid degisimi (KKD) ve kromozom anormalligi (KA)
deneylerinde kullanilmak {izere hazirlanan fiksatif, 3 hacim metil alkol ile 1
hacim asetik asitin karistirilmasi sonucu elde edilmistir. MN deneyleri igin
iki farkli fiksatit’ kullanilmugtir. Birinci fiksatif; 1 hacim glasial asetik asit,
5 hacim metanol ile karistirlarak elde edilen karigimin 1/1 oraninda %0.9
NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmugtir. Ikinci fiksatif; 1/5 glasiyal asetik asit/
metanol alkol karigimina NaCl ilave edilmeden kullanilmigtir. Her seferinde
preparat yapim igleminden iki saat 6nce fiksatif taze olarak hazirlanmig ve
+4°Cde buzdolabinda saklanmistir.

3.1.1.6. Giemsa (Merck No: 9204)

Giemsa boyasi, DNA’daki fosfat grubu i¢in spesifik olup DNA’nin
adenin-timin yogunlugu yiiksek bolgelerine fazlaca baglanir ve de kromozom
bantlama (G-bantlama) uygulamalarinda da kullaniimaktadir. Sorensen
tamponu i¢inde %5’lik tampon A, tampon B ve giemsa boyasi karigtirilarak
hazirlanan boya eriyigi, filtre kagidindan gegirildikten sonra kromozomlari
boyamak igin kullanilmugtir.

3.1.1.7. Hipotonik Cozelti

Caligmada kullanilan  hipotonik eriyik %0.4’liik KCI (Merck No:
P9333) 1 Itlik erlende 4 gr KCI 1000 ml distile su ile karigtirilmasi ile
hazirlanmugtir. Eriyik stok halinde hazirlanip, agzi kapali cam kap igerisinde
buzdolabinda (+4°C) saklanmistir. Her preparasyondan yaklagik bir saat
once yeterli miktarda hipotonik eriyik, inkiibatorde 37°C’ye kadar isitilarak
kullanilmugtir. Bu ¢ozelti yogunluk olarak hiicrenin plazmasindan daha az
yogunluk igerdigi i¢in lenfositlerin su alarak gigmesini ve preparasyonun
kaliteli olmasini saglamaktadir.

3.1.1.8. Kolsisin (Sigma No: C9754)

Kolsisin  kimyasal bir alkoloid olup kromozom preparatlarinin
hazirlanmasinda metafaz bloklayict mitotik bir zehir (ig ipligi tesekkiiliinii
engelleyici) olarak kullanilmaktadir. Kolsisin ¢ozeltisi saf su igerisinde
hazirlanmig ve kromozom medyumunun her mililitresinde 0.06 ug olacak
bir bi¢imde (0.06 ug/ml) 2.5 mllik kromozom medyumuna kiiltiiriin
70.saatinde ilave edilmigtir. Kolsisine ait ayrintili teknik ozellikler agagida
verilmistir.
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Kimyasal ad1: Kolsisin Kapali formiilii: C,,H,.NO, Molekiil agirlig::
399.4
Etil asetat igerigi: %3.4

Kloroform igerigi: < %0.1

Sekil 3. 4. Kolsisin’in agik formiilii

3.1.1.9. Kromozom Medywmu (PB-Max No: 12552-013)

Bu ¢aliymada Gibco firmasinin iirettigi kromozom medyumu hiicre
kiiltiirii i¢in  kullanilmugtir. PB-Max medyumu tam medyumdur. PB-
Max igerisinde fetal buzagr serumu, L-glutamine, gentamicin sulfate ve
phytohemagglutinin bulunmaktadir. Bu medyum steril kiiltiir tiiplerine 2.5
ml olacak gekilde paylagtirilmig ve bu miktarlarda kullanilmugtir.

3.1.1.10. Mitomisin C (MMC) (Sigma No: Y0000378)

Bu ¢aligmada Mitomisin C (Sigma), pozitif kontrol olarak kullanilmugtir.
Saf suda ¢oziilerek elde edilmis olan stok Mitomisin C, kiiltiirde son hacmi
0.25 ug/ml olacak gekilde ilave edilmistir.

Kimyasal adi: 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-hekzahidro-8-(hidroksimetil)-
8a-metoksi 5- metil-azirino[2’,3’:3.,4] pirrolo[ 1,2-a]indole-4,7-
dionekarbamat (ester)

CAS No: 50-07-7

Kapali formiilii: C .H, ) N,O5 Molekiil agirligi: 334.33 g/mol Erime
noktas1: >360°C
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O H

ekil 3.5. Mitomisin C’nin acik formiilii
£

3.1.1.11. Nitrik Asit (HNO, Sigma 438073)

Nitrik asit, sitogenetik ¢aligmalarinda deneyden iki giin 6nce lamlari
temizlemek amaciyla kullanilan kuvvetli bir asittir ve HNO, formiiliiyle
gosterilir. 1 N HNO, ¢ozeltisi olarak hazirlanmakta ve laboratuvarda kapali
plastik bir kapta saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmaktadir.

3.1.1.12. Sovensen Tamponu (Sovensen Buffer)

Kardes kromatid degisimini inceleyebilmek igin preparat yapimi
sirasinda preparatlar tampon karigimu igerisinde ultraviyole (UV) lambasi ile
iginlandirlmugtir. Sorensen tamponu, ortamin pH dengesini ayarlamak igin
kullamlmaktadir. Ayrica bu tampon %5’lik Giemsa boyasi hazirlanmasinda
da kullanilmistur.

Bu ¢o6zelti, Tampon A ve Tampon B olmak ftizere iki stok olarak
hazirlanmig ve ¢aligmanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik
miktarlarda karigtirilarak kullanilmigtir. Buzdolabinda +4°C’de saklanmistir.

Hazirlanis::
Tampon A: 11,34 gr KH,PO, 250 ml saf su iginde eritilmistir (pH=4.8).

Tampon B: 14,83 gr Na,HPO,.12H,O 250 ml saf su iginde eritilmigtir
(pH=9,3).

3.1.1.13. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

Busolusyon igin 11,05 gr tri-sodyum sitrat (C;H,Na,O,.2H,0) tartilarak
bir miktar saf su igerisinde eritilmigtir. Daha sonra 21,9 gr NaCl tartilarak
yine saf su igerisinde ancak ayr1 bir kapta eritilmistir. Iki eriyik, bir siseye
dokiilerek iyice karigtirilmig ve tizerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave
edilmigtir. Hazirlanan bu stok eriyik 5 X SSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda
saklanmigtir. KKD%i incelemek igin deney yapilirken bu stoktan 20 ml
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alinarak tizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmug ve elde edilen
1xSSC eriyigi kullanilmigtir.

3.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlar1

3.1.2.1. Hassas Terazi

Kati kimyasallarin tartilmasinda hava akimlarmna karst 6zel cam
paravanlarla korunan ve 0,0001 gr hassasiyetindeki Gec Avery marka terazi
kullanilmistir.

3.1.2.2. Inkiibator

Kan kiiltiirlerinin inkiibasyonunda ve ekimi yapilmig bazi besiyerlerin ve
bazi kiiltiirlerin 37 °C’de sabit tutulmasinda, sicaklik tolerans: 0-100 °Cye
ayarlanilabilen Inkucell marka inkiibator kullanilmistir.

3.1.2.3. Mikroskop

Preparatlar1 incelemek igin koordinat cetveli, immersiyon objektifi
ve kamera monte aparati olan x4, x10, x40, x100 biiyiitme giiciine sahip
Olympus marka binokiiler 11tk mikroskobu kullanilmistir.

3.1.2.4. Santrifii

Caligmada kanin gekilli elemanlarini ¢oktiirebilmek igin rotor ¢ap1 21 cm
olan ve 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hiz1, 99 dk’lik zaman ayarlayici,
agilabilir baghga sahip ve 28 tiip kapasiteli Hettic Universal marka santrifij
kullanilmistur.

3.1.2.5. Su Banyosu

Hiicre kiltiirti preparatlart hazirlandiktan sonra, kardeg kromatidlerin
farkli boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin belirli sicakliklarda (58 — 60
°C) sabit kalmasini saglamak amaciyla zaman ayarli BM 302 Niive marka su
banyosu kullanilmugtir.

3.1.3. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltiir stiresinin bitiminden iki giin 6nce etiketli olan lamlar saleye
dizilerek tizerlerini iyice ortecek gekilde 1 N nitrik asit (HNO,) konmustur.
Salenin agz1 kapatilarak bu gekilde 24 saat bekletilmistir. Siire bitiminde
lamlar yarim saat akan ¢esme suyunda iyice yitkanmugtir. Lamlar 3-4 defa saf
sudan gegirildikten sonra gale saf su ile doldurularak buzdolabinda (+4°C)
saklanmuistir.
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3.1.4. Sterilizasyon

3.1.4.1. BrdUrd Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir cam kap i¢inde (erlen) bulunan ve steril olan saf
su iginde 5’- bromo-2’-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazirlanmistir.
Bu eriyik steril sartlarda por ¢ap1 0.2 um olan bakteri filtresinden (Sartorius,
membran filtre) gegirilerek steril edilmigtir. Sonra vida kapakli steril cam
tiiplere konulan bu eriyik, etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak buzdolabinda
saklanmustir.

3.1.4.2. Saf Suyun Sterilizasyonu

Bazi stok ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan steril suyun hazirlanmas:
i¢in 100 mL’lik damitik su, temiz vida kapakli bir kiiltiir sisesine doldurularak
sise agz1 pamukla iyice kapatimugtir. Sterilizasyon esnasinda otoklavdaki
buhardan pamugun 1slanmamasi igin {izeri aliiminyum folyo ile Ortiilmistiir.
Sisedeki saf su otoklavda 1.2 atm buhar basincinda ve 121 °C’de 20 dk steril
edilmigtir.

3.2. Metod

3.2.1. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) ve Kromozom
Anormalliklerini (KA) Saptamak Amacryla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik
Inceleme

Bu tiir ¢aliymalarin uluslararas1 yonergelere gore planlama, uygulama
ve yorumlanmasinda uygun hareket edilme zorunlulugu bulunmaktadir.
Pimetrozinin insan lenfositlerindeki genotoksik etkisinin olup olmadiginin
arastirildigi bu ¢aligmada, Albertini ve ark. (2000)’lar1 tarafindan yayimlanan
Uluslararas1 Kimyasal Giivenlik Programi (The International Programme
on Chemical Safety = IPCS) yonergesi dikkate alinmistir.

3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiviiniin Yapimast ve Prepavatlarin Hazwrlanmas

Bu ¢aliymada KKD ve KA’ y1 saptamak amaciyla hiicre kiltiirtintin
yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasi Evans (1984), Perry ve Thompson
(1984)’un metotlarina uygun olarak gergeklestirilmigtir. Yaglar1 birbirine
yakin (20-24 yas), saglikli, goniillii ve sigara icmeyen iki kadin ve iki erkekten
alinan 1/10 heparinize edilmis periferik kanin 0,2 ml’si 2,5 ml kromozom
medyumuna (PB-Max) ilave edilmistir (Renciizogullar1 ve Topaktas,
1991). Kanin ilavesinden hemen sonra tiiplere son konsantrasyonu steril
5-bromo-2- deoksiuridin ilave edilerek 37°Cdeki inkiibatorde 72 saat
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kiiltiire alinmustir. Test maddesinin 6n ¢aliyma sonucu belirlenen toksik
olmayan dort konsantrasyonu (5, 10, 20 ve 40 ug/ml) suda ¢oziilerek
toplam hacim 3 uL olacak sekilde, kiiltiiriin baslangicindan 24 veya 48 saat
sonra tiiplere ilave edilmis ve hiicrelerin test maddesiyle 24 veya 48 saat
boyunca muamele edilmeleri saglanmistir. Ayrica hem 24 hem de 48 saatlik
muamele siireleri igin pozitif kontrol olarak MMC (Mitomisin-C) 0,25 ug/
ml olacak gekilde verilmistir. Kiiltiir stiresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani
kiiltiirtin 70. saatinde) metafazlar1 bloklayabilmek i¢in her tiipe hazirlanan
kolgisin eriyiginden (0,06 ug/ml) ilave edilmis ve tiipler hafif¢e sallanarak
tyice karigtirilmugtir. Kiiltiir stiresi olan 72. saatin bitiminde tiiplerdeki
hiicreler 2000 devir/dk (rpm)’da 5 dk. siireyle agilir baghkl santrifiijde
¢oktiiriilmiigtiir. Uste kalan siipernatant atilarak 0,5-0,7 mPlik stvi iyice
karigtirldiktan sonra tistiine 1lik (37°C) hipotonik eriyik ilave edilmistir.
Hiicrelerde kiimelesmeyi engellemek i¢in hipotonik eriyik ilavesi damla
damla ve kanigtirilarak yapilmistir. Her tiipe 5 mL hipotonik eriyik (%0,4
KCl) ilave edildikten sonra agizlar1 kapatilarak 5 dk siiresince inkiibatorde
37°C’de hiicrelerin gigmeleri saglanmugtir. Siirenin sonunda tiipler 10 dk 1200
devir/dk santrifiij edilerek siipernatant atilmigtir. Dipte kalan sivi homojenize
edildikten sonra ardindan soguk fiksatif (1/3, asetik asit/metanol) damla
damla ve karigtirarak her tiipe yaklagik 5 ml olacak sekilde ilave edilmistir.
Oda sicakliginda 20 dk fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 devir/dk’da
10 dk santrifiij edilmig ve siipernatant atildiktan dipteki kissm homojenize
edilip tekrar soguk fiksatif ilavesi damla damla gergeklestirilmigtir. Bu islem
toplamda 3 kere tekrarlanmug ve 3. fiksatif muamelesinin sonunda tiipte kalan
stvinin berraklagtigr goriilmistiir. Sayet 3. fiksatif muamelesinin sonunda
dipte kalan ¢okeltide bir berraklasma olmaz ise ilave bir fiksatif muamelesi
yapilmugtir. Her fiksatif ilavesinden sonra tiipler santrifiij edilerek istteki
stv1 atilmugtir. Son santrifiijden sonra dipte 0,5-0,7 ml siv1 kalacak sekilde
stipernatant atildiktan sonra preparat yapma iglemine gegilmigtir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler plastik mikropipet ile karistirilarak
homojen hale getirilmigtir. Pipet i¢ine 4-5 damla olacak sekilde bu
hiicre siispansiyonundan gekilmistir. Ozel olarak hazirlanmug diizenege
tutturulan plastik mikropipet ile daha 6nce temizlenmis ve saf su igerisinde
buzdolabinda saklanmig lamlarin tizerine 50 cm yiikseklikten farkli alanlara
hiicre stispansiyonu damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve
dolayisiyla kromozomlarin lam {izerinde yayilmasi saglanmigtir. Hiicre
stispansiyonunun lamlara damlatilmas: esnasinda damlalarin st {iste
diigmemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak
tizere 24 saat oda sicakliginda bekletilmigtir.
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3.2.1.2. Prepavatlarin Boyanmas: ve Daimi Preparatinrin Hazirlanmas

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak
amaciyla Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metot modifiye edilerek
kullanilmugtir. Bu amagla bir giinliik preparatlar 1ginlama kabina konarak
tizeri bir film gibi ortiilecek gekilde Sorensen tamponu ile kapatilmistir.
Isinlama eriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu karigimin
distile su ile 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmigtir (pH=6.8). Isinlama
eriyiginin fazla veya az olmasi kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini
onemli derecede etkiledigi goriilmiistiir. Bu sekilde ince bir tabaka halinde
1ginlama eriyigi ile ortiilen preparatlar, karanlikta 15 cm yiikseklikten 30W’lik
254 nm dalga boyunda 1s1ik yayabilen tek ultraviyole lambast ile 30 dk.
iginlanmugtir. Isinlama bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi igerisinde
58-60°C arasindaki sicakhiklarda 60 dk. inkiibe edilmistir. Isinlama siiresi
bitmeden 15 dk 6nce %5’lik Giemsa boya eriyigi hazirlanmugtir.

%5’lik Giemsa boyasi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa’nin
karigtirilarak tizerleri 100 ml saf su ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir
(pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale i¢ine filtre kagitlar1 ile siiziilmiigtiir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1xSSC eriyiginden alinarak
direkt olarak boya igerisine konmug ve yaklagik olarak 30 dk boya igerisinde
bekletilmigtir (kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast fark: bu siirede
saglanmugtir). Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmug, ii¢ ayri
kaptaki saf su i¢inden gegirilerek fazla boyanin akmasi saglanmugtir. Bundan
sonra lamlar dik vaziyette konularak kurumaya birakilmistir. Kuruyan
preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Kromozom
aberasyonu (KA) inceleme preparatlarinin boyanmasinda yine ayni gekilde
hazirlanmig %5°lik Giemsa soliisyonu 10 dk siireyle kullamlmustir. Sonraki
islemler KKD preparatlarinda yapilanlarla aynidir.

Boyanmug preparatlar kuruduktan sonra entellan ile kapatilarak daimi
hale getirilmistir.

3.2.1.3. Daimi Preparatiarda Mikroskobik Inceleme

Hazirlanmig  olan  daimi  preparatlar Olimpus CX21 marka 151k
mikroskobunda immersiyon objektifi (10 x 100 = 1000 biiyiitme) ile
incelenmigtir. Buincelemeler sirasinda kardeg kromatid degisimi sayis1 (KKD)
ve kromozomal anormallikler belirlenmistir. Ayni preparatlarda birinci,
ikinci ve iiglincii mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerin sayis1 saptanmugtir. Bu
incelemeler sonucunda proliferasyon indeksi (PI) ve mitotik indeks (MI)
saptanmustir.
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3.2.1.4. Kardes Kromatid Degisimi Sayisimn (KKD) ve Proliferasyon
Indeksinin (PI) (Replikasyon Indeksi=RI) Saptanmast

3.2.1.5. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Sayisimin Saptanmast

Kardes kromatid degigimi sayisi, her kiginin kan kiiltiiriine ait
preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci mitozu gegiren 50 metafazda (4 kisiden
toplam 100 hiicrede) saptanmugtir. KKD sayis1 bir kromozomun agik
boyanmig kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin veya koyu boyanmig
kromatidindeki agitk boyanmig pargalarin  sayilmasiyla  belirlenmigtir
(Topaktag ve Speit, 1990). Ugtan par¢a degisimi olmus ise bu 1 KKD olarak
sayilmugtir (Sekil 3.1.a), benzer sekilde ortadan bir parga degigimi olmug
ise bu 2 KKD olarak degerlendirilmis (Sekil 3.1.b). Ancak bu incelemeler
esnasinda kromatidlerin primer bogum bolgelerinden dontim  yapip
yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda KKD

yoktur (Sekil 3.1.c).

Al g

1 KKD 2 KKD KKD Yok

Sekil 3. 6. a: 1 KKD, b: 2 KKD, c: KKD Yok. Kardes kvomatid degisiminin oldugn ve
olmadyjr durumun sematik olarak gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).

3.2.1.6. Replikasyon (Proliferasyon) Indeksi (RI=PI)’nin Saptanmast

Test maddesinin DNA replikasyonu tizerindeki etkilerini saptamak amaci
ile PT bulunmustur. Bunun igin tesadiifi se¢ilmig 100 metafaz incelenmistir.
Bu incelemeler sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve ligiincii metafaz
devresindeki hiicreler sayilmugtir. Bu verilerden yola ¢ikarak her bir kisinin
kan kiiltiirtindeki PI gu sekilde hesaplanmugtir:

1x@f1)+2x@f2)+3 = (M3)

Pl =
100
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MI1: Birinci mitozu gegiren hiicrelerin sayis1 M2: Tkinci mitozu gegiren
hiicrelerin sayis1 M3: Uglincli mitozu gegiren hiicrelerin sayist

BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu
olan bilegiklerdir. BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tagidiklari
heterosiklik benzen halkasindaki beginci C atomuna baglanan gruplarin
farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Beginci C atomuna baglanan grup
dT°de CH,, BrdUrd’de Br ve dU’de H atomudur ($ekil 3.2).

0 0 0
Il I
/jCH3 Jj Br HN/\/H H
J\ _ //|\ ,;’/k _
0 N 0" "N o N
HO—CH, HO—CH, HO—CH,
O 0 O
OH 0OH OH
Deoxytumdm (dT) Bromodeoxyundm (BrdUrd) Deoxyurdm (d1U)

Sekil 3.7. Deoksitimidin (dT), Bromodeoksuridin (BrdUrd) ve Deoksuridin(dU)’%in
kimyasal yapilar.

BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazinin analogu oldugundan
kiiltiir ortamina BrdUrd eklendikten sonraki DNA replikasyonlar1 esnada
(birinci S fazinda) yeni sentezlenen polinukleotid ipligi igine timin yerine
ortamda bulunan BrdUrd girecektir. Boyle hiicrelerin  kromozomlari
boyandiginda bir kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT // dT/
BrdUrd) homojen koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler birinci mitoz
boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.3 A ve Sekil 3.4). Birinci mitoz
boliinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen yavru hiicreler tekrar S
tazina girdiginde (BrdUrd bulunan ortamda ikinci S fazi) adenin igeren
polinukleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde
yine timin yerine BrdUrd bulunacaktir. Bu iki polinukleotid ipligi bir
kromozomun koyu boyanan kromatidini (BrdUrd/dT) olugturacaktir.
BrdUrd igeren iplige komplementer olarak sentezlenen yeni iplige de
BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olugturan her iki polinukleotid ipligi de
BrdUrd igereceginden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid, ayn1 kromozomun
agik boyanan kromatidini olugturacaktir (BrdUrd/BrdUrd). Iste bu hiicrenin
metafaz devresinde kromozomlar boyandiginda tiim kromozomlarin
kromatidlerinden birisi koyu digeri agik renkte boyanacaktir (BrdUrd/
dT (koyu renkli) // BrdUrd/BrdUrd (agik renkli)). Bunlarda ikinci mitoz
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boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.3 B ve Sekil 3.5). Bu hiicreler tekrar
S fazina girdiginde (BrdUrd bulunan ortamda ti¢iincii S fazi) ikinci mitozda
agik boyanan kromatidden (BrdUrd/BrdUrd) tiim polinukleotid ipliklerine
BrdUrd girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun
her iki kromatidi de agik boyanacaktir (BrdUrd/BrdUrd // BrdUrd/BrdUrd).
Ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise (dT/BrdUrd), bir kromatidin
her iki ipligi BrdUrd’li ve diger kromatidinin bir ipligi timinli diger ipligi
BrdUrd’li olan bir kromozom (BrdUrd/BrdUrd // dT/BrdUrd) olusacaktir.
Bu kromozom da boyandiginda bir kromatidi koyu renkte, diger kromatidi
agik renkte olacaktir. BrdUrd’li ortamda hiicre kiiltiiriine devam edilirse
DNA’daki timin yerine analog olan BrdUrd girmeye devam edeceginden
boyle hiicrenin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin
her iki kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi agik diger
kromatidi koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler de tigiincii mitoz boliinmeyi
geciren hiicrelerdir (Sekil 3.3 C ve Sekil 3.6). Iste bu sekilde birinci, ikinci
ve liglincli mitoz boliinmeyi gegiren hiicreler ayirt edilmig, 100 hiicre i¢inde
bu hiicrelerin sayist saptanmug ve elde edilen veriler kullanilarak yukaridaki
tformiile gore proliferasyon indeksi (PI) hesaplanmuistir.

1.G1
1.8 (+BrdUrd)
I
A-1.Mitoz 7 =
0 0 """ Normal DNA tek ipligi
2.G1 . OO0 BrdUrd girmis DNA iplisi
2 S (+BrdUrd) 0
0 oooo Kovu boyanan kromatid
—
. U o al=l=]=!
. a|||® oo Agik boyanan kromatid
B-2.Mitoz ]|:| oo oooo)| Ackboyanan
0 oo
O
3.Gl 0
3.8 (+BrdUrd) O }
O
oo |no oo
- i oo (o 00
C-3.Mitoz sallIg on
oof LD 00

Sekil 3.8. BrdUrd’nin DNA yapisna givmesi ile bivinci (A), ikinci (B) ve digiincii
mitoz (C) boliinmeyi geciven hiicvelevin aywt edilmesinin sematik olavak agiklanmas:
(During, 1985: Topaktas ve Speit, 1990°dan).
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Sekil 3.9. Birinci mitoz boliinmeyi gegiven hiicrenin metafaz kromozomiar: (x1000).
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Sekil 3.10. Tkinci mitoz boliinmeyi gegiven hiicrenin metafaz kromozomlar: (x1000).
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Sekil 3.11. Ugiincii mitoz biliinmeyi gegiven hiicrenin metafaz kromozomiar: (x1000).

3.2.2. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik Indeksin (MI)
Saptanmasi

3.2.2.1. Kromozom Anormalliklerin Saptanmas

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmig kromozomlara sahip
200 metafaz (4 kigiden toplam 800 metafaz) kromozomal anormallikleri
saptamak amaciyla incelenmigtir. Bu hiicreler i¢inde gozledigimiz kromozom
yapt ve sayt anormallikleri Uluslararasi Insan Sitogenetik Adlandirma
Sistemine (ISCN= International System for Human Cytogenetic
Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve adlandirilmistir (Paz-
y-Mino ve ark., 2002). Incelenen bu 200 hiicre iginde hiicre bagina diisen
yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerinin sayist ile anormallik igeren
hiicrelerin yiizdesi (KA/hiicre) bulunmustur.

Bu  ¢aliymada  kargilagngimiz Gap’llar  anormallik  olarak
degerlendirilmemistir (Preston, 1987).
3.2.2.2. Mitotik Indeksin (MI) Saptanmas:

Pimetrozinin mitoz boliinme tizerindeki etkilerini saptamak amac ile
mitotik indeks saptanmugtir. Bunun igin her konsantrasyona ait preparatlardan
toplam 3.000 hiicre (4 kigide toplam 12.000 hiicre) incelenmig ve bunlar
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arasindaki metafaz devresinde olan hiicreler saptanarak kaydedilmistir.
3.000 hiicre igerisinde mitoz boliinme gegirenlerin orani yiizde cinsinden
hesaplanarak mitotik indeks saptanmustir.

3.2.3. Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amactyla Hiicre
Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve
Mikroskobik Incelemeler

3.2.3.1. Hiicre Kiiltiiviindin Yapilmast ve Prepavatlarin Hazwrlanmas

Mikroniikleus sayisini saptamak i¢in Fenech (2000) ve Kirsch-Volders
ve ark. (2003) tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanilmugtir.
Saglikli ve sigara igmeyen vyasglart birbirine yakin (20-24 yas) saglikh
ve goniillii iki kadin ve iki erkekten alinan 1/10 oraninda heparinize kan
ornekleri 2,5 mI’lik kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 ml)
ekilmistir (Renctizogullar1 ve Topaktag, 1991). Hiicre kiiltiirii inkiibatorde
37+0.5°C’de 68 saat i¢in inkiibe edilmistir. Pimetrozinin etkisini incelemek
i¢in, daha 6nce belirlenmis olan konsantrasyonlardaki (5, 10 ve 20 ve 40 ug/
ml) pimetrozin, kiiltiir tiiplerine ilave edilerek hiicrelerin 24 veya 48 saat
boyunca muamele edilmeleri saglanmistir. Ayrica hem 24 hem de 48 saatlik
muamele siireleri igin kontrol ve pozitif kontrol (0,25 ug/ml) Mitomisin-C)
kullamlmistir. Tki nukleuslu hiicre olusumunu saglamak igin kiiltiiriin 44.
saatinde biitiin tiiplere 6 pug/mL olacak sekilde sitokalasin B ilave edilmistir.
Kiiltiir siiresinin bitiminde (68. saat) kiiltiir tiipleri 2000 devir/dk’da 5 dk
santrifiij edilmis, siipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden
0,5-0,7 ml'lik siv1 iyice karigtirildiktan sonra tiiplere 1lik (37°C) hipotonik
eriyik (5 ml) yavas yavag ilave edilerek 5 dk siireyle 37°C’de inkiibe edilmistir.
Siirenin sonunda tiipler 10 dk 1200 devir/dk’da santrifiij edilerek siipernatant
atilmigtir. Ardindan her bir tiipe yaklagik 5 ml soguk fiksatif' yavag yavag
ve karistirarak ilave edilmistir. Tk fiksatif; 1 kisim asetik asit 5 kistm metil
alkol karigiminin 1/1 oraninda % 0,9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmugtir.
Oda sicakliginda 15 dk bu fiksatifle muamele edilen hiicreler daha sonra
1200 devir/dk’da 10 dk. santrifiij edilmig ve siipernatant atildiktan sonra
tiiplere ilkinden farkls bir fiksatif (1 kisim asetik asit 5 kisim metil alkol) ilave
edilerek bu iglem iki kere daha tekrarlanmistir. Her fiksatif ilavesinden sonra
santrifiij edilerek tistteki stvi atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7
ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra toplanmig olan hiicreler
resiispanse edilmistir. Daha sonra hiicre siispansiyonu soguk ve temiz lamlar
tizerine 10 cm yiikseklikten damlatilarak preparatlar hazirlanmugtir.
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3.2.3.2. Prepavatlarin Boyanmas:

Hazirlanan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanmig % 5°lik Giemsa
boyasi ile boyanmustir. 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa
karigtirilmig tizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak % 5’lik
Giemsa boyasi hazirlanmistir (pH=6.8). Sonra bu boya dik bir gale igine filtre
kagitlar ile stiziilmiistiir. Preparatlar direkt olarak boya igerisine konmug
ve yaklagik olarak 8 dk. boya igerisinde bekletilmigtir. Bu siirenin sonunda
preparatlar boyadan alinip ti¢ ayr1 kaptaki saf su i¢inden gegirilerek preparatlar
tizerindeki fazla boyanin akmasi saglanmigtir. Bundan sonra preparatlar dik
vaziyette konularak kurumaya birakilmugtir. Kuruyan preparatlar entellan
ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra bu kalict
preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmugtir.

3.2.3.3. Mikroskobik Inceleme

Hazirlanmig olan kalici preparatlar Olympus marka binokiiler 151k
mikroskobunda 40’lik objektifile incelenmistir (10x40=400 biiylitmede). Bu
incelemeler sirasinda hazirlanan her bir preparattan 2000 adet iki nukleuslu
(4 kigiden toplam 8000 bintikleer) hiicre incelenmis, bu iki nukleuslu hiicreler
icerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmugtir. Ayrica hazirlanan her bir
preparattan 1000 tane hiicre sayilmig, bu hiicreler arasindan bir, iki, ti¢ ve
dort nukleuslu olan hiicrelerin sayilar1 kaydedilmistir (Sekil 3.7, Sekil 3.8).
Bu orandan yola ¢ikarak Nukleus Boliinme Indeksi (NBI) hesaplanmugtir
(Fenech, 2000). Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmugtir;

NBI= (1xN1 + 2xN2 + 3xN3 + 4xN4) / N

N1: Bir niikleuslu hiicre sayis1 N2: Tki niikleuslu hiicre sayis1 N3: Ug
niikleuslu hiicre sayis1 N4: Dort niikleuslu hiicre sayist N: Sayilan toplam
hiicre
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f 10 pm

Sekil 3.13. Ug (a) ve dirt (b) niikleus igeven hiicreler
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3.2.5. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢ekme iglemi Olympus marka trinokiiler mikroskoba bagl dijital
fotograt makinesinde 1000 biiyiitmede yapilmustir (Olympus CX31RTSF,
7.1 Megapixel). Bu ¢alismada KKD testinde 1. 2. ve 3. mitoz boliinmeyi
gegiren hiicrelerin, KA testinde sik rastlanan ve ilging anormalliklerin,
mikronukleuslu binukleer hiicrelerin ve 1, 2, 3, 4 nukleuslu hiicrelerin
fotograflar1 gekilmigtir.

3.2.6. Istatistiksel Analiz ve Sonuglarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KKD, KA, PI, MI, MN ve
NBI normal dagilim gosteren parametrik degerler bagimsiz 6rneklem T-testi
ile degerlendirilmigtir (SPSS 17). P < 0.05 degeri, sonuglarin istatistiksel
olarak onemli oldugu anlamina gelmektedir. Mikroskobik incelemeler
sonucunda elde edilen bulgular cizelge ve sekiller halinde verilmistir.






BOLUM 4

4. Bulgular ve Tartigma

Pimetrozin etken maddeli Greensun insektisitinden hazirlanan 5, 10,
20 ve 40 pug/ml’lik konsantrasyonlarla 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde saptanan hiicre bagina diisen kardes kromatid degigimi
(KKD/Hiicre) frekansi ve proliferasyon indeksi (PI) degerleri Cizelge 4.1°de,
hiicre bagina diisen kromozomal anormallik (KA/Hiicre) orani, incelenen
hiicrelerde gozlenen kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre (AH)
yuzdesi ve mitotik indeks (MI) degerleri Cizelge 4.2°de, mikronukleus
(MN) frekansi, mikronukleuslu binukleer hiicre (BNMN) orani ve nukleer
boliinme indeksi (NBI) degerleri ise Cizelge 4.3°de verilmistir.

83
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Cizelge 4.1. Pimetvozin ethen maddeli insektisitten hazwrlanan favkls dozlar ile 24
ve 48 sant muamele edilen insan perifeval lenfositlerinde hiicve basma diisen kavdes
kvomatid degisimi (KKD/Hiicre) ve proliferasyon indeksi (PI).

Test maddesi | Muamele KKD/Hiicre PI+SD
Siire (s) Doz *5D
(ug/ml)
K (-)? 24 0,00 3,03+0,85 2,69+0,69
K (+)® 0,10 32,45+2.28 1,73+0,15
Pimetrozin 5 3,90+1,54 2,18+0,21
10 4,48+1,92 1,92+0,12
20 4,50+0,74% 1,94+0,19
40 5,00+1,59 1,82+0,47
K () 48 0,00 3,03+0,85 2,69+0,69
K (+) 0,10 32,45+2.28 1,73+0,15
Pimetrozin 5 3,39+0,59 2,46+0,48
10 4,11+0,90 2,88+1,34
20 3,50+0,88 2,50+1,04
40 3,68+0,81 2,35+1,02
2: Kontrol

b: Pozitif kontrol, Mitomisin C
°: Cozricti Kontrol, Su
*p<0,05

Cizelge 4.1’de goriildiigli gibi Pimetrozin ile 24 ve 48 saat muamele
edilen lenfositlerde tiim dozlarda hiicre bagina diisen KKD frekansini ise
arttirmug ancak bu artig istatiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0,05).
Ayrica Pimetrozin, PI'ni 24 ve 48 saat’lik muamele siirelerinde ve tiim
dozlarda kontrole nazaran 6nemli Olgiide diiglirmiistiir ancak bu azalma
istatistiki olarak anlamli bulunmamugtir (p>0,05).

Pimetrozin etken maddeli insektist ile 24 ve 48 saat muamele edilen
hiicrelerde, hiicre bagina diigen Anormallik frekansini ve Anormal hiicre
yiizdesini tiim dozlarda (5, 10, 20 ve 40 pug/ml) kontrole gore 6nemli dlgiide
arturmugtir (p<0,05). Pimetrozin, mitotik indeksi (MI) her iki muamele
stiresinde ve tiim dozlarda genel olarak bir diisiise neden olmustur ve bu
azalma 24 saat’lik muamele siiresinde 20 ve 40 ug/ml’lik dozlarda; 48
saat muamele siiresinde ise en yliksek doz ile (40 pug/ml) muamele edilen
hiicrelerde istatistiki olarak 6nemli bulunmugstur (p<0,05).
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Cizelge 4.2°de goriildiigli gibi, bu ¢aligmada gozlenen kromozomal
anormallikler; kromatid kirigi, kromozom kirigi, kardes kromatidlerin
birlegmesi, fragment, disentrik kromozom ve poliploidi seklindedir. Bagta
kromatid kirigr olmak iizere kromozom kirig1 ve kardes kromatidlerin

birlegmesi ve fragment en sik gozlenen kromozomal anormalliklerdir.

Cizelge 4. 2. Pimetrozin etken maddeli insektisitten hazwlanan farkl dozlar ile 24 ve
48 saat muamele edilen insan pevifeval lenfositlerinde hiicre basma diisen anovmallik

oramy (KA/Hiicve), kr omal anormallik tipleri, anormal hiicve (AH) yiizdesi ve
mitotik indeks (MI).
Test Muamele KA/Hiicre |Kromozom AH=SD (%) |MI+SD
Maddesi +SD Anormallikleri*
Siire Doz B |B” |[F |SU(DS| P
() (ug/ml)
K(-)® |24 0,0/0,05£0,01 |5 1 - 15,25+2.06  [3,67+0,31
K (+) 0,1]0,352052 |8 |4 [11[3 |6 | 8 [31,28+2,39 0,020,00
Pmtrzn 5 0,08+001* |7 |2 |1 |2 - 18,25+1,50%  [3,40+1,20
10 0,11+0,01** |10 |2 1 |11,00+1,15% |3,60+1,40
20 0,14+0,02* |9 |1 2 - 13,50£2,64% [3,17+0,20%
40 0,12+0.01%* |12 |- |1 |3 |2 | - [12,251,89%* |2,00+0,53**
K(-) |48 00 0,05+001 |5 1 1 - 5,25+2.06  |3,67+0,31
K (+) 010 052+043 |6 |6 |20 |12 |9 |10(425+0,62  |0,02+0,00
Pmtrzn 5 0,09+0,02% |7 |2 1 {2 | - [825+250 |344%1,19
10 0,11+0,02** |12 |3 |1 - 110,75+1,70** 2,84+1,02
20 008001 |11 |1 [1 |1 |2 | - |875+1,80% [2,71+0,84
40 0,12+0,01** (15 |2 (1 |6 |2 - [12,50£1,91%% [1,45+0,44%*

2 B, Kromatid Kewryjs; B”, Kromozom Kuwryjs; E, Fragment; SU, Kardes Kromatidlerin
Biriesmesi, DS, Disentrik
Kromozom; B, Poliploidi;
°: Pozitif kontrol, Mitomisin C
*: Cozicti Kontrol, Su

*p<0,05




86 | Etken Maddesi Pimetvozin Olan Greensun Insektisitinin Insan Lenfositlerinde Genotoksik...

Sekil 4.1. Kromatid kuwryje (x1000) (20 wg/ml, pimetrozin 48 saatlik muamele, 3)

Sekil 4.2. Fragment (x1000) (20 ug/mi, 48 santlik munmele, 3)
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Sekil 4.3. Sister union (x1000) (40 wg/ml, 24 saatlik muamele, 3)

Sekil 4.4. Poliploidi (x1000) (10 ug/ml, 24 saatlik muamele, 3)
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Cizelge 4.3. Pimetvozin ethen maddeli insektisitten hazwlanan farkl dozlar ile
24 ve 48 sant munmele edilen insan peviferal lenfositlevinde mikronukleus (MN),
mikronukleusln binukleer hiicve (BNMN) ve nukleer boliinme indeksi (NBI).

Test maddesi | Muamele MN=SE (%) BNMN=SE NBI+SE
Siire  (s) Doz (%)
(ug/ml)
K (- 24 0,00 3,75+0,95 3,75=0,95 1,71+0,12
K (+)° 0,1| 44,752,556 39,23+3.21 1,01+0,01
Pimetrozin 5 5,50+2,88 5,25+2,62 1,70+0,15
10| 7,25%+1.25 6,25+0,95 1,67+0,25
20| 7,50+1,29% 7,50+1,29*% 1,69+0,08
40| 4,00+0,81 4,00+0,81 1,64+0,31
K (-) 48 0,00 3,75+0,95 3,75%0,95 1,71+0,12
K (+) 0,10| 71,18+3,82 67,12%2,62 1,00+0,01
Pimetrozin 5| 10,25+1,70* 10,00+2,16* 1,44+0,28
10| 20,75%2,06** | 18,75+2,06% 1,61+0,15
20| 10,25+3,77% 9,25+3,09% 1,600,09
40| 7,00%3,55 6,75+3,09 1,64+0,17
: Kontrol

b: Pozitif kontrol, Mitomisin C
°: Coziicti Kontrol, Su
*p<0,05

Cizelge 4.3°de goriildiigii gibi, Pimetrozin etken maddeli insektisit ile
muamele edilen hiicrelerde, MN ve BNMN frekansi kontrole kiyasla, 24 ve
48 saat’lik muamele siirelerinde ve tiim dozlarda bir artisa neden olmustur
ancak bu artiglar 24 saatlik muamele siirelerinde 20 pg/mllik dozda
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde oldugu saptanmistir (p<0,05). Ayrica
pimetrozinin 5, 10, 20 pg/ml'lik konsantrasyonlar: ile 48 saat muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde hem MN hem de BNMN frekansinda
istatistiki olarak 6nemli bir artig oldugu gozlenmistir (p>0,05). Bu ¢aligmada
pimetrozin etken maddesinin NBI’ni 24 ve 48 saat’lik muamele siirelerinde
uygulanan tiim dozlarda kontrole nazaran diigiirmiistiir ancak bu azalma
istatistiki olarak anlamli bulunmamugtir (p>0,05).

Pestisitler toksik yapilar1 nedeniyle hedef alinan zararl bocek ve hastaligin
diginda dogrudan ve dolayh yollarla insan ve gevresine olumsuz etkiler
gostermektedir. Pestisitlerle insanlarin temasi; ilag tiretimi, tagima, depolama,
kullanma ve ilag kalintist igeren iiriinlerin tiiketimi sirasinda olmaktadir. Bu
etkilesim sonunda pestisit, insan viicuduna agiz, deri ve solunum yoluyla
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girmektedir. Zararlilik, maruz kalmanin siiresine ve alinan doza gore degisir.
Tarmm alaninda pestisit kullanimi giderek artmaktadir. Bununla birlikte eger
bu uygulamalar gereken kurallar gergevesinde yapilmazsa gevre iizerinde
istenmeyen etkilere yol agmaktadir. Bilingsizce yiiksek miktarda kullanilan
pestisitler akut zehirlenmelere yol agarken, gereginden daha uzun siire ve
daha diisiik dozlarda kullamilan pestisitler kronik tipte zehirlenmelere yol
agar. Ulkemizde tarimsal alanlarda kullanilan ilaglar hakkinda uygulayicilarin
yeterince bilgi sahibi olunmadig: biyiik bir ihtimalle soylenebilir. Bu da
yanlg kullamilmalarini ve zehirlenme riskinin artmasim dogurur. Yapilan
yanliglardan biri tarimsal alanlarda kullamilan her pestisitin evlerde bit,
pire, sinek gibi haserelere kargi da kullanilmasidir. Ayrica pestisit atiklar
rastgele gevreye serpilmekte veya bunlar agikta birakilarak yanlslk sonucu
zehirlenme vakalarina sebep olmaktadirlar. Ozellikle kirsal alanlarda bu tiir
zehirlenmeler siklikla goze ¢arpmaktadir.

Diinyada bugiin kullanilmakta olan yiizlerce pestisit bulunmaktadir.
Diinya Saghk Orgiitii (WHO), pestisitleri insan saghgina tehlikeli olma
durumlarina gore siiflandirmistir. Bu siniflandirmada; en gok kullanilan
700 civarindaki pestisitten 33’1 insan sagligina ¢ok zararli olan grupta (Sinif
la), 481 oldukga tehlikeli grupta (Smuf 1b), 118’1 orta dereceli tehlikeli
grupta (Smuf 2) ve 239’u da daha az tehlikeli grupta (Sinuf 3) yer almaktadir.
149 pestisit tiirii ise normal kullanimda zararl etkisi olmayan grupta (Sinif
4) yer almaktadir. 164 pestisit ise heniiz siniflandirmaya girmemigtir. AB’nin
bir aragtirmasinda ise 149 pestisitin gevreye zararli oldugu belirtilmistir

(WHO, 1990).

EPA tarafindan bazi pestisitler diigiik riskli ya da ¢evre dostu olarak
nitelendirilmektedir. Boyle etkili maddelerin ruhsatlandirilmas: daha hizlh
yapilmakta ve kullanimlar1 desteklenmektedir (EPA, 1999 a,b). EPA’ya
gore diistik riskli yada gevre dostu pestisitlerde bulunmas: gerekli kriterler
soyle Ozetlenebilir; insan saghgmna diigiik etki, hedef digi organizmalara
diigiik zehirlilik, yer alt1 sularim kirletme potansiyelinin - diigiikliigi,
uygulama dozunun daha diisiik olmasi, zararli organizmalarda dayaniklilik
potansiyelinin diistikliigii, entegre zararli yonetimi (IPM)’ne uygun olmast.
2002 pestisit kullanimina gore, Tiirkiye’de tiiketilen etkili maddelerin ancak
%4,451 diigiik riskli ya da gevre dostu pestisitlerdir. Bizim test maddemiz
olan Pimetrozin de bu pestitist grubu arasinda yer almaktadir.

Son yillarda ilaglarin besin maddelerindeki kalintilarinin insanlar igin
kronik toksisitesi iki gekilde ele alinmaktadir:
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1. Kabul edilebilir giinliik alim (Acceptable Daily Intake-ADI): Bir
kiginin bir giinde alabilecegi kabul edilebilir glinliik ila¢ miktarini mg/
kg olarak ifade eden degerdir.

2. Maksimum kalint1 limitleri (Maximum Residue Limits-MRL): Gida
maddelerinde bulunmasina izin verilen en fazla ila¢ miktarini (ppm)

ifade eden degerdir.

“Codex Alimentarius”, USEPA (United States Environmental Protection
Agency) gibi kuruluglarin bu degerleri igeren listeleri mevcuttur. Bu miktarlar
tarimsal {irtinlerin dig pazarlamasi bakimindan da 6nemlidir. Zira tolerans
miktarini agan degerlerde pestisit kalintist tespit edilen tarimsal riinler
alicr tlkeler tarafindan geri gevrilmektedir. Pestisitlerin kalinti yoluyla
kronik toksisiteleri yaninda bazilarinin insanlarda mutajenik, teratojenik ve
kanserojen etkilerinin de oldugu son yillarda yapilan ¢aligmalarla saptanmistir
(www.dogainsanisbirligidernegi.org.tr/makaleler/ pestisitler).

Bizim ¢alismamizda kullandigimiz etken maddenin dahil oldugu “Diger
Insektisit Grubunda” yer alan insektisitlerden fipronil ve indoksakarbin 77
vivo ve in vitro yontemlerle sitotoksik ve genotoksik etkisinin aragtirildigt
cesitli caligmalar yapilmugtir.

Oliveira ve arkadaglart (2012) fipronilin 15, 25 ve 50 mg/kg dozlarina
maruz birakilan farelerin periferal kan 6rneklerini, komet testi ve MN testi
ile analiz etmiglerdir. Elde edilen bulgulara gore; sadece test edilen en
yiiksek dozun (50 mg/kg) muameleden 24 saat sonra DNA hasarina neden
oldugunu ve fipronilin mutajenik potansiyel etki gosterdigini saptamuglardir.

Moura de Bortoli ve arkadaglar1 (2009) soya fasiilyesi tarlalarinda fipronil
de dahil olmak {izere toplam 10 pestisite maruz kalan 29 Brezilyali tarim
is¢isinden alinan kan orneklerinde MN frekansini analiz etmislerdir. Elde
edilen sonuglara gore, is¢ilerdeki MN diizeyinin, kontrol grubuna oranla
anlamli bir gekilde yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir. MN frekansinin
bireylerin yagi, sigara igme siiresi, giinliik igilen sigara sayzsi, alkol tiiketimi
ve pestisitlere maruziyet siiresinden etkilenmedigini saptamuglardir.

Girgis ve Yassa (2013) caligmalarinda, MN ve KA testleri kullanarak,
tipronilin iki farkli dozuna (25 ve 50 mg/kg) farkli muamele siirelerinde
(24, 48 ve 96 saat) maruz kalan Wistar albino ratlarinda, bu bilesimin
kromozomal aberasyonlar1 ve mikronukleusu yiiksek oranda indiikledigini
gozlemlemiglerdir ve fipronilin ratlarda mutajenik ve genotoksik etkiye sahip
oldugunu bildirmiglerdir.

Ghisi ve arkadaglar1 (2010) Rhbamdia quelen baliklarinda fipronil
insektisitinin (0,05, 0,10 ve 0,23 ug/ml dozlar1) nuklear morfolojik
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bagkalagim, MN ve komet testi kullanarak genotoksik etkisini aragtirdiklar:
aragtirmada, eritrositlerde sadece fipronilin en yiiksek dozunun MN
frekansin arttirdigini saptamiglardir. Ancak solungag hiicrelerinde yapilan
komet testi ile bu konsantrasyonlarin hi¢birinin DNA hasarina neden
olmadigini gozlemlemislerdir.

Badgujar ve arkadaglar1 (2016) fipronilin gesitli dozlarini (2,5, 12,5 ve 25
mg/kg) yetiskin erkek ve digi farelere gavaj yontemiyle uygulayarak MN, KA
ve komet analizi ile genotoksik etkisini degerlendirmislerdir. Fipronilin hem
erkekhem de digi farelerde, polikromatik eritrositlerde MN frekansinda 6nemli
artiga neden oldugunu gozlemlemiglerdir. Benzer sekilde, kemik iligindeki
yapisal KA ve lenfositlerdeki DNA hasarlarini 6nemli oranda arttirdigini
bildirmiglerdir. Fipronille indiiklenmis genotoksisiteye kargi uygulama
oncesi verilen E vitaminin hayvanlarda KA’y1 %63,28: MN formasyonunu
%47,91 ve DNA hasarini ise %74,70 azalttigini saptamuglardir.

Lovinskaya ve arkadaslar1 (2016) fipronilin farkli konsantrasyonlarina
(4,75, 9,50, 19 ve 31,70 mg/kg) maruz birakilan farelerde olas1 genotoksik
etkisini komet yontemi ile incelemiglerdir. Fipronilin 9,50 mg/kg’lik dozunun
fare kemik iligi hiicrelerinde aberasyonlar1 indiikledigini saptamuglardir.
Spermatositlerde ise fipronilin sinaptonemal komplekslerin yapisinda
anormalliklere neden oldugunu ve germ hiicrelerinde de genotoksik aktivite
gosterdigini bildirmislerdir.

Ozparlak (2016) fipronilin tavuk embriyolarimin gelisimi {izerindeki olast
embriyotoksik ve teratojenik etkilerini aragtirmigtir. Fipronilin metabolize
olmamig formunun tavuk embriyolari tizerinde 6nemli embriyotoksik etkiye
sahip oldugunu, ancak teratojenik etkiye sahip olmadigini saptamistir.
Caligmada ayrica fipronilin farkl dozlarini (161, 80,50 ve 40,25 pg/yumurta
dozlarinda) kulugka basglangicinda ve kulugkanin 8. giiniinde dollenmig
tavuk yumurtalarina enjekte ederek immiin sistem {izerindeki olas1 zararl
etkilerini degerlendirmigtir. Fipronilin tiim konsantrasyonlarda embriyolarda
kulugkanin 11. giiniinde iskelet sisteminin geligiminde gecikmeye neden
oldugunu gozlemlemis ve fipronilin metabolitlerinin dogal formundan daha
toksik oldugunu bildirmistir.

Basilio da Conceigao ve Protti (2012) tavuk embriyolarinda kuinklorak,
tipronil ve pirazosulfaron-etilin potansiyel genotoksik etkisini MN testi ile
degerlendirmislerdir. Fipronil insektisitinin 2,7 mg/kg’lik dozu ile 104,2
mg/kg’lik pirazosiilfiiron-etilin MN olugumunu 6nemli diizeyde arttirdigin
saptamiglardir. Test edilen dozlarin hi¢birinde kuinklorak herbisidinin
onemli bir genotoksik etki gostermedigini bildirmiglerdir.
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Francisco da Silva ve arkadaglar1 (2015) Wistar erkek ratlarda ve hibrit
kedilerde, bir ve on kat teropatik doz uygulamasiyla indoksakarbin mutajenik
etkisini MN testi ile kullanarak degerlendirmisler ve indoksakarbin her iki
tiirde de mutajenik aktivite gostermedigini saptamuglardir.

Bu ¢alismada; pimetrozinin dort farkli konsantrasyonu (5, 10, 20 ve 40 ug/
ml) 24 ve 48 saat olmak tizere iki farkli muamele siirelerinde muamele edilen
insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (KKD), kromozomal
anormallik ve mikronukleus (MN) frekansi incelenerek pimetrozinin
olast genotoksik etkisi aragtirilmistir. Caligmada ayrica pimetrozinin, olasi
sitotoksik etkisi igin proliferasyon indeksi (PI), mitotik indeks (MI) ve
niikleer boliinme indeksi (NBI) gibi hiicre kinetik parametreleri ¢aligtlmistir.

Elde edilen sonuglar kontrol grubu ile kargilagtirldiginda 24 ve 48 saatlik
muamele siirelerinde pimetrozinin KKD frekansini arttirmig olmakla birlikte
bu artig diizeyinin istatistiki olarak énemli olmadig1 gozlenmistir. Ancak
anormal hiicre yiizdesi ve hiicre bagina diisen anormallik frekanslarinda tiim
doz ve muamele siirelerinde istatistiki olarak 6nemli bir artigin olmadigt
gozlenmistir. Benzer sekilde pimetrozin hem 24 hem de 48 saatlik muamele
stirelerinde tiim dozlarda (40 ug/ml hari¢) MN ve BNMN frekanslarinda
istatistiki olarak 6nemli bir artiga neden olmustur.

Bu ¢aligmada test maddesi olarak kullandigimiz pimetrozin hem 24 hem
de 48 saatlik muamele siirelerinde genel olarak MI'i diiglirmiistiir. Ancak bu
azalma 24 saatlik muamele siiresinde 20 ve 40 ug/ml’lik dozlarda, 48 saatlik
muamele siiresinde ise yalmzca 40 pug/mllik dozlarda, 48 saatlik muamele
stiresinde ise yalnizca 40 ug/ml’lik en yiiksek dozda istatistiki olarak 6nemli
bulunmugtur. Bu ¢aligmada pimetrozin tiim doz ve muamele siirelerinde
gerek PI gerekse NBI frekansini istatistiki olarak 6nemli olmayan oranlarda
diigiirmiistiir.

Cahiymamizda kullandigimiz test maddesi olan pimetrozinin de dahil
oldugu “diger insektisit grubunda” yer alan fipronil ve indoksakarb
insektisitlerinin fareler, ratlar, tavuk embriyolar1, baliklar ve tarim isgilerinde
KKD, KA, MN ve komet testleri ile olasi genotoksik potansiyellerinin
aragtirlldigy cesitli ¢aligmalar yapilmigtir. Ancak pimetrozinin genotoksik ve
sitotoksik etkisi ile ilgili daha 6nce yapilmig bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Bu nedenle etken madde olarak pimetrozinin segildigi ve ¢aligildigi bu
caliymada elde edilen verilere gore; Greensun insektisitinin iz vitro olarak
insan periferal lenfositlerinde genotoksik aktivite gosterdigi ayrica ¢ok zayif
bir sitotoksik etkiye sahip oldugu soylenebilir.



BOLUM 5

Sonug ve Oneriler

Bu ¢alismada; Greensun insektisitinin etken maddesi olan pimetrozinin
insan periferal lenfositlerinde genotoksik bir potansiyele sahip olup olmadigi
aragtirilmugtir. Bu nedenle sigara, alkol kullanmayan, saglikli, yaglar1 birbirine
yakin (20-25) iki erkek ve iki bayandan alinan kan 6rnekleri 5, 10, 20 ve
40 pg/ml olmak tizere pimetrozinin dort farkli konsantrasyonuyla 24 ve 48
saat muamele edilerek KKD frekansi, PI, KA/Hiicre, AH yiizdesi ve MI
degerleri ile MN frekansi, BNMN orani ve NBI degerleri saptanmug ve elde
edilen veriler kontrol grubuyla kargilagtiriimistir.

Pimetrozin etken maddeli insektist ile 24 ve 48 saat muamele edilen
hiicrelerde, hiicre bagina diigen Anormallik frekansini ve Anormal hiicre
ylzdesini tiim dozlarda (5, 10, 20 ve 40 upg/ml) kontrole gore 6nemli
oOlgtide arttirmugtir (p<0,05). Pimetrozin ile 24 ve 48 saat muamele edilen
lenfositlerde tiim dozlarda hiicre bagina diigen KKD frekansini ise arttirmig
ancak bu artig istatiksel olarak 6nemli bulunmamugtir (p>0,05).

Pimetrozin etken maddeli insektisit ile muamele edilen hiicrelerde tiim
dozlar ve muamele siirelerinde kontrole gore genel olarak MN ve BNMN
frekanslarinda bir artis gozlenmistir. Ancak bu artiglar 24 saatlik muamele
stirelerinde 20 pug/ml’lik dozda, 48 saatlik muamele siirelerinde ise 5, 10, 20
ug/ml’lik konsantrasyonlarda istatistiki olarak 6nemli bulunmugtur. Diger
taraftan pimetrozin gerek 24 saatlik gerekse 48 saatlik muamele siirelerinde
tiim dozlarda NBI’de bir azalmaya neden olmus ancak bu diigiis istatistiki
olarak 6nemli bulunmamugtir (p>0,05).

Pimetrozin, mitotik indeks (MI) de her iki muamele siiresinde ve tiim
dozlarda genel olarak bir diiglise neden olmustur ancak bu azalma 24 saat’lik
muamele siiresinde 20 ve 40 pug/ml’lik dozlarda; 48 saat muamele siiresinde
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ise en yiiksek doz ile (40 ug/ml) muamele edilen hiicrelerde istatistiki olarak
onemli bulunmugtur (p<0,05). Ayrica Pimetrozin, PI’ni ve NBI’'ni 24 ve
48 saat’lik muamele siirelerinde ve tiim dozlarda kontrole nazaran énemli
Ol¢iide diistirmiistiir ancak bu azalma istatistiki olarak anlamli bulunmamustir
(p>0,05).

Cahymamizda kullandigimiz test maddesi olan pimetrozinin de dahil
oldugu diger insektisit grubuyla yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar
ile bizim bu ¢aligmamizda elde ettigimiz sonuglar bir uyum gostermektedir.
Sonu¢ olarak bu ¢aliymada; Greensun insektisitinin insan periferal
lenfositlerinde genotoksik bir aktivite gosterdigini ayrica ¢ok zayif bir
sitotoksik bir etkiye sahip oldugu soylenebilir.

Pestisitler, kullaniimalari ile gerek halk saglig: ve gerekse de aglikla savagta
besinlerin korunmasi bakimindan ekonomik faydalar saglamaktadir. Diger
taraftan genig bir alanda biraktiklar1 kalintilarla su, toprak, hava ve besin
kirlenmesine neden olarak, ekolojik sistemin dengesini bozmaktadirlar.
Ayrica bazilari selektif olarak kullanildiklar: canl tiirdi i¢in toksik olurken,
bir kismi da insanlar ve diger memeli hayvanlara zarar veririler. Boylece
de endiistride, yakin ¢evrede akut ve kronik zehirlenmelere neden olurlar.
Pestisitlerin bu fayda zarar iligkisini degerlendirmek ise oldukga giictiir.

Pestisitler; insansaghgini, ¢evre vedogaldengeyiolumsuzyonde etkilemesi,
driinlerde, toprakta, suda ve havada kalinti birakmasi, hastalik, zararl ve
yabancr otlarda dayaniklihk meydana getirmesi gibi birgok istenmeyen
etkilerinin olmasiyla sorgulanmaya baglanmugtir. Pestisit olarak kullanilan
kimyasal maddelerin toksisitelerinden dolay1, zararlilarla miicadelede dogal
biyolojik maddelerin kullaniminin tercih edilmesinin daha avantajli olacag
goriisii, her gegen giin daha da 6nem kazanmaktadir. Hayvanlar tarafindan
iretilen feromonlar (ektohormon) ve mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen mikrobiyal pestisitlerin daha giivenilir oldugu yoniindeki bulgular
artmaktadir. Hatta baz tilkelerde yeni gelistirilen pestisitlerin bu 6zelliklere
uymast zorunlulugu vardir.

Pestisit kullanmanin gerekliligine ragmen, oOzellikle gidalar vasitasiyla
insan viicudunda akiimiile olmasi1 ve gevre kirliligi iizerine olumsuz etkisi bu
bilesiklerin zararlar1 konusunda insanoglunu giin gegtikge daha fazla endigeye
sevk etmektedir. Pestisitler tavsiye edilen dozlarin tizerinde kullanildiklarinda,
gereginden fazla sayida ilaglama yapildiginda, gerekmedigi halde birden fazla
ilag karistirilarak kullanildiginda veya son ilaglama ile hasat donemi arasinda
birakilmasi gereken siireye riayet edilmedigi durumlarda gida maddelerinde
fazla miktarda kalint1 birakabilmektedirler.
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Pestisit kullanimini azaltmak igin giftgilere yeni yetistirme yontemlerinin
geligtirilmesi ve uygulanmasi 6nemli bir yaklagim olacaktir. Bunun igin belli
bir alanda yetistirilen bitkilerin her yil degistirilmesi, zararhlarin tarlaya
girmesini zorlagtirmak igin tarlanin kenarinda veya iginde bitkilerden olugan
bir ¢it veya aga¢ siras1 tesis edilmesi, ekim-dikim zamanimnin ayarlanmasi,
onemli zararli ve hastalik etmenlerinin bulunmadigr bolgelerde bitki
yetistirme gibi Onlemler alabilir. Hastalik etmeni ve zararlilarla savagim
kimyasal degil, esas olarak ekolojik bir problemdir. Bu nedenle iiriinlerde
zarar yapan organizmalarla en iyi kontrol yonteminin entegre zararl yonetimi
(IPM) olduguna inanilir. IPM" nin temel amaci eradikasyon yani zararlinin
tamamen yok edilmesi degil, mevcut populasyonu ekonomik zarar esiginin
alunda tutmaktir. Tarim alanlari dikkatli bir gekilde taranarak zararlilarin
ckonomik zarar egigine ulagip ulagmadiklar1 kontrol edilir.

Sonug olarak, tarim ilaglart ile iligkili olarak ortaya ¢ikabilecek insan ve
gevre sagligi sorunlarini en aza indirmek igin, tarim alaninda ¢aligan bireylere
stirekli danigmanlik ve egitim verilmesi, bitkilerdeki hastalik ve zararlhlara
karg1 yapacaklari miicadelede kimyasal yontemler diginda daha ucuz bagka
yontemler oldugu konusunda bilgilendirilmesi, tarim ilaglarinin mutlaka
regete kontroliinde satilmasi, gevreye ve saghga en az zarar verecek bigimde
onlem almarak kullanimmin saglanmasi ve uygulamalarin denetlenmesi
gerektigi kanisindayiz.
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“Responsible Innovation: Ethical Entreprencurship in the Biotechnology Sector” (2024) gibi
editdryal katkilar sundugu cok sayida ulusal ve uluslararasi yayina imza atmisar.
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