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PIMETROZININ iNSAN PERIFERAL LENFOSITLERINDE GENOTOKSIK
AKTIVITESININ INCELENMESI
(DOKTORA TEZI)

ZELIHA YILDIRIM

OZET

Pimetrozin, turunggiller ve sebzelerde go6zlenen yaprak biti ve beyaz sinek
miicadelesinde yaygin olarak kullanilan bir insektisittir. Bu ¢alismada pimetrozinin insan
periferal lenfositlerinde in vitro kardes kromatid degisimi (KKD), kromozomal aberasyon
(KA) ve mikrontikleus (MN) testleriyle olas1t genotoksik etkisi ve mitotik indeks (MI),
proliferasyon indeksi (PI) ve niikleer boliinme indeksi (NBI) degerleri saptanarak olasi
sitotoksik etkisi arastirilmistir. Hiicreler, pimetrozinin, 5, 10, 20 ve 40 pg/mL’lik dozlar
ile 24 ve 48 saat silireyle muamele edilmistir. Hazirlanan daimi preparatlarda yapilan
mikroskobik incelemelerle KKD/Hiicre, KA/Hiicre, Anormal Hiicre (AH), MN ve
mikroniikleuslu biniikleer hiicre (BNMN) frekanslar1 ile MI, PI ve NBI degerleri
saptanmistir. Elde edilen veriler SPSS (17.0) paket programi kullanilarak kontrol grubu ile
karsilastirilmigtir. KKD frekansinda sadece 24 saatlik muamele siiresinde 20 pg/mL’lik
dozda istatistiki olarak anlamli bir artis gézlenmistir (P<0,05). Pimetrozin, 24 ve 48 saat
muamele edilen hiicrelerde, KA ve AH frekansini kontrole gére 6nemli dlgiide arttirmistir
(P<0,05). Pimetrozin ile muamele edilen hiicrelerde, 24 saatlik muamele siiresinde 20
pg/mL’lik dozda, 48 saatlik muamele siiresinde ise en yiiksek doz hari¢ (40 pg/mL)
denenen diger dozlarda hem MN hem de BNMN frekansinda 6nemli bir artis oldugu
saptanmustir (P<0,05). MI degerinin 24 saatlik muamele stiresinde 20 ve 40 pg/mL’lik
dozlarda, 48 saatlik muamele siiresinde ise; 40 pg/mL’lik dozda kontrole gore onemli
oranda azaldig1 saptanmistir (p<0,05). Diger yandan PI ve NBI degerlerinde kontrole gore
gozlenen farkliliklarin anlamli olmadigr bulunmustur (£>0,05). Sonug¢ olarak; bu
caligmada elde edilen verilere goére pimetrozin etken maddesinin insan periferal
lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip oldugu ve aymi zamanda zayif sitotoksik etki

gosterdigi saptanmustir.
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ANALYSIS OF GENOTOXIC ACTIVITY OF PYMETROZINE IN HUMAN
PERIPHERAL LYMPHOCYTES

(PhD Thesis)

Zeliha YILDIRIM

ABSTRACT

Pymetrozine is an insecticide commonly used in aphid and whitefly struggle
observed in citrus fruits and vegetables. In this study, possible genotoxic effects of
pymetrozine were investigated in human peripheral blood lymphocytes by in vitro sister
chromatid exchange (SCE), chromosome aberration (CA) and micronucleus (MN) tests
and also cytotoxic effects of pymetrozine were determined with mitotic index (MI),
proliferation index (PI), and nuclear division index (NDI) evaluations. The cells were
treated with 5, 10, 20 and 40 pg/mL pymetrozine for 24 and 48 hours. SCE/Cell, CA/Cell,
abnormal cell (AC), MN, and micronucleated binuclear cell (BNMN) frequencies were
determined by microscopic analysis of the preparations. Obtained data were compared with
the control group by using SPSS package programme (17.0). In the SCE frequency, there
was a statistically significant increase only in the cells treated with the 20 pg/mL
pymetrozine (P<0,05). Pymetrozine was markedly elevated the CA and AC incidences in
the cells treated for 24 and 48 h as compared to control group (P<0,05). There was also a
significant increase in both MN and BNMN frequencies of the cells treated with 20 pg/mL
pymetrozine for 24 h and with tested doses for 48 h (except for 40 pug/mL) (P<0,05).
Decrease in MI values was found to be significant at doses of 20 and 40 pg/mL for 24 h
and a dose of 40 pg/mL for 48 h in comparison with the control (P<0,01). On the other
hand, observed differences in PI and NBI values were found to be not insignificant
(P>0,05). As a result; according to the data obtained from this study, pymetrozine had

genotoxic effect and also weak cytotoxic effect in human peripheral lymphocytes.
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1. GIRiS

Giliniimiizde teknolojinin gelismesi, beraberinde c¢evre Kkirliligini de
getirdiginden dolayr canlilar bu durumdan olumsuz yonde etkilenmektedir.
Canlilarin ¢ogu yasamlar siiresince dogada dogal ya da yapay kimyasal maddelerle
kars1 karsiya gelmektedir. Bu kimyasallarin bir¢ogunun ya belirli metabolik
aktivasyonlardan sonra ya da dogrudan dogruya DNA ile etkileserek mutasyona ve
kansere yol agtiklar1 bilinmektedir. Ayrica pestisitlerin kullanilmasi bir yandan
tarimsal {iretimi artirirken diger yandan, pestisitlerin yoksun, gelisi giizel ve asir
dozda kullanilmalar1 sonucunda cevredeki kalintilar1 ¢ogalmakta ve bu maddeler

canlilar1 olumsuz yonde etkilemektedir (Avei, 2013).

Pestisitler tarim alanlarina uygulanirken genellikle hig¢bir koruyucu onlem
alinmadig i¢in, insanlar tarim ilaclarmin akut ve kronik toksik etkisiyle dogrudan
kars1t karsiya kalmaktadirlar. Diinyada her yil kayit altina alinabilen yaklasik 3
milyon akut pestisit zehirlenmesi ve 220.000 6liim olmakta ve bu 6liimlerin % 99’u
az gelismis veya gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir Ayrica birden cok
kimyasal maddenin karisimi ile hazirlanan pestisit karigimlarindan dolay1, insanlar
sadece bir pestisite degil birden ¢ok pestisit ¢esidine ayn1 anda maruz kalmakta ve
bu nedenle olusabilecek hasar miktar1 da artabilmektedir ((Delen ve ark., 1995;

Kaya, 2005; Demsia ve ark., 2007).

Biyolojik etkileri tam olarak agiklanamayan ve ¢evremizde mevcut bulunan
ve insan yasaminda onemli yerleri olan bircok sentetik ve dogal maddelerin
kullanilmadan 6nce olusabilecek genetik etkileri agisindan kontrol edilmeleri biiyiik
bir nem tagimaktadir. Ozellikle uzun zaman, yogun bir sekilde kullanilan pestisitler
gibi maddelerin kontrolii daha 6nemli ve kaginilmaz bir gorev haline gelmektedir.
Pestisitlerin insanlarda belirli miktarlarda toksik olmalar1 nedeniyle savasimda
calisan herkesin bunlarin kullanimi1 sirasinda meydana gelebilecek potansiyel
zarardan sakinmalar1 gerekir. Bu nedenle insektisit ve diger kimyasallarin
genotoksik potansiyellerini degerlendirebilmek i¢in bazi in vitro test sistemleri
gelistirilmistir. Kisa zamanh testler diye bilinen bu testlerle insektisitlerin belirli
sistemlere etki edip etmedikleri arastirilmakta ve elde edilen sonuglarla maddelerin

genotoksik potansiyelleri arasinda iligkiler kurulmaktadir.

Insanlarin pestisitlere maruz kalmasi mesleki zehirlenmeler veya kaza ile

meydana gelebilmektedir. Pestisit zehirlenmelerinin en biiylik bdliimiinden
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insektisitler sorumludurlar. En ciddi ve tehlikeli pestisit zehirlenmeleri organofosfat
ve karbamat insektisitlerinden kaynaklanmaktadir. Bu maddeler gereginden fazla
kullanildiklar1 i¢in sebze ve meyvelerin iizerinde oldukga yiliksek miktarlarda

kalmakta ve bu kalintilar da insan sagligini tehdit etmektedir.

Calismamizda etken maddesi pimetrozin olan ve piridin azomethin ailesine
ait bir insektisitin genetik potansiyelini arastirdik. Pimetrozin etken maddeli olan
insektisit karpuz, domates, seftali ve turuncgillerde yaprak biti ile miicadelede,
patlicanda ise beyaz sinek miicadelesinde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda faydali
bircok hagereye zarar vermeyen secici bir insektisittir. Caligmada pimetrozin etken
maddesini tercih etmemimizin amaci; giinliik yasamda ¢ok fazla tiiketilen sebze
meyveler icin beyaz sinek ve yaprak biti miicadelesinde bu kimyasalin bilingsizce
yiiksek miktarda kullanilmasinin (Pimetrozin 2013 yilinda iilke ¢apinda toplam 5052
kg satilmis (www.tarim.gov.tr) s6z konusu oldugu durumlarda veya yeteri kadar
yikanmayan sebze ve meyvelerin iizerinde kalintilarmin birikmesi sonucu insan

saglig1 icin genotoksik risk olusturup olusturmadigini test etmektir.

Yaptigimiz literatiir ¢aligmast sonucunda pimetrozin etken maddesinin insan
lenfositleri iizerindeki genotoksik etkisinin incelendigi herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada; farkli konsantrasyonlar ve muamele
stireleri i¢in pimetrozinin insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimine
(KKD), sayisal ve yapisal kromozomal anormalliklere (KA) ve mikroniikleus (MN)
olusumuna etkisi incelenerek, pimetrozinin genotoksik aktiviteye sahip olup

olmadig: arastirilmistir.



1.1.Tarim

Tarimin gegmisi, ilk tarimsal {irtinlerin elde edilmesinden giintimiize kadar
yaklasik 10.000 y1l dncesine dayanmakla beraber toplumlarin etkilesimi sonucu tiim
diinyaya yayilmistir. Tarimin gelismesi, insanlarin gogebe yasam tarzlarini birakarak
yerlesik toplu yasama geg¢melerine bu durum da giliniimiizdeki devletlerin
olugmasina neden olmustur. Tarim baglica hayvancilik digeri ise bitkisel tarim olmak
tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Bunlardan biri olan hayvancilikta biiyiikbas ve
kiigiikbas gibi birgok farkli hayvan yetistirilmekte olup bu hayvanlarin eti, siitii,
postu, giibresi gibi bir¢cok 06zelliginden faydalanilmaktadir. Bitkisel tarimda ise
topraga, iklim sartlarina bagli olmak iizere birgok degisik iiriin elde edilebilmektedir

(Avct, 2013).

Insanlarin yiizyillar boyu siiregelen cevresini egemenligi altina alma istegiyle
inanilmaz durumlara ulasan iiriin alma, yasama standardi, yerlesme vb. konulardan 6tiiri,
cevre lizerindeki etkisi geometrik olarak artmis, kendi varligini tehlikeye diisiiriir duruma
gelmistir. Insan niifusunun artmasma bagli olarak besin sikintisi ¢ekme problemi de
dogmustur. Gelisen diinyanin asil 6nemli sikintisi olan besin sorunu da tarimla ancak
¢oOziilebilmektedir. Bu nedenle tarimda birim alandan daha ¢ok ve kaliteli iirlin alabilmek
ancak teknolojinin de yardimiyla elverisli arazilerin en 1yi sekilde kullanilmasiyla miimkiin
olabilmektedir. Bitkisel tarimdan en iyi verimi alabilmek icin 6ncelikle giibreleme, tohum
1slahi, asilama gibi yontemler basta olmak iizere bircok degisik yola basvurulmaktadir.
Tarimsal verimin bu gibi yontemlerle artis1 saglanmasina ragmen ¢esitli hastaliklar ve
hasereler de bu verimin azalmasina neden olmaktadir. Iste bu yiizden degisik tipte

kimyasal ilaglar kullanilarak hastalik ve hagerlerle miicadele edilmektedir (Avci, 2013).
1.2. Tarimsal ilaclama

Zirai tarim icin 6nemli olan ve biiylik problem teskil eden olaylardan dis etkenler
arasinda Uriin kalitesinin dlismesi ve verimliligin azalmasimi gdsterebiliriz. Bu
olumsuzluklar bazen yabani bir ot, bir bocek tiirli, bir kemirgen, bazen de bir parazit
olabilmektedir. Bu gibi istenmeyen etkenlerden kurtulmak igin cesitli kimyasallar
kullanilmaktadir. Genel olarak pestisitler; tarim {irlinlerinin daha kaliteli ve verimli
olmasini saglamak i¢in istenmeyen bocek, kemirgen, bitki, yosun gibi diger zararlilarin
onlenmesi ve simirlandirilmas: i¢in kullanilan kimyasallar olup (Crites ve ark., 1995)
bunlarin baslicalari; insektisit (bdcek dldiirticii), herbisit (yabani ot 6ldiiriicii), fungusit (kiif

o6ldiiriicti), rodentisit (kemirgen 6ldiiriicli) olmak iizere birgok tiirevi vardir.
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1.3. Pestisitlerin Tanimi

Bitkilerde, hastalik, zararli ve yabanci ot yiizlinden olusabilecek zararlar
engellemek {iretimi ve verimi artirmak i¢in “pestisit” adi verilen kimyasallar
kullanilmaktadir (Sezer, 2002; Helvaci, 2003). Bitkisel iiretimde verimi arttiran; yliksek
verimli ve kaliteli tohum se¢imi, uygun ve zamaninda toprak isleme, uygun giibreleme ve
sulama gibi tiim metotlar uygulanmis olsa dahi; kaliteli ve bol mahsul almak i¢in hastalik
etmeni, zararlilar ve yabanci otlar ile de etkili bir sekilde miicadele yapilmalidir. Verimli
ve kaliteli mahsul almanin bir¢ok yollar1 olmasina ragmen en yaygin kullanilan yontem
pestisit uygulanmasidir. Zararlilara karst miicadelede kullanilan bu kimyasallarin, hem
daha ekonomik olmasi hem de g¢evre sagligina etkisinin en diisiikk diizeyde olmasi i¢in
kullanilmadan 6nce kat1 veya sivi baz1 yardimc1 maddelerle karistirilabilir hale getirilir. Bu
fiziksel karigtma “formulasyon”, icinde belli yiizdede bulunan kimyasal maddeye de
“etkili/aktif madde” denilmektedir. Bu formulasyon icinde etkili madde (belli diizeyde),
yardimc1 maddeler, emiilgatorler ve dolgu maddeleri bulunmaktadir. Bir formulasyonda
olmas1 gereken Ozellikler; etkin olmali, biyolojik ydnden aktif olmali, {reticiler
(kullananlar), tiiketiciler ve {igiincii sahislar i¢in giivenilir olmali, kararli bir yapida olmali,
besi hayvanlar1 ve yaban hayatina zararli olmamali, ¢evre i¢in zararli olmamalidir (Bulut

ve Tamer, 1996).

Pestisitlerde aranilan en 6nemli kriter, hedeflenen zararliya karsi seg¢ici olmasi ve
sadece hedeflenen zararliya karsi toksisite gostermesi istenilmekle birlikte ortamda
bulunan mevcut olan diger canlilar i¢cin ise en az diizeyde toksisite gostermesi
beklenilmektedir. Fakat saglik yoniinden “tam giivenli” bir pestisit yoktur ve her pestisitin
belirli diizeyde toksisitesi vardir (Barig, 2007). Bir pestisitin etkinligi, pestisite kars1 o
organizmanin duyarliliginin azalmasiyla diigmektedir. istenilen seviyedeki etkinligi elde
etmek icin baslangicta devamli doz yiikseltilmesi yontemine bagvurulmasi nedeniyle artan
dozlara paralel olarak dogadaki pestisit miktar1 da artmaktadir. Dogada kimyasal
kirlenmeye neden olan bu pestisitler, insan saglifin1 canlilarda besin zinciri veya

dogrudan kontaminasyon araciligi ile tehdit etmektedir (Ekebas ve ark., 2000).

Organizma direncinin pestisitlere kars1 artmasi, ¢evre kirliginin de artmas1 anlamina
gelmektedir ki bu direng ise adaptasyon ve dayaniklilik olmak iizere iki sekilde olusur;
Adaptasyon, organizmanin bir kimyasal maddeye duyarliliginin azalmasina ragmen,
genetik materyalinde herhangi bir degisime ugramamasidir. Ancak dayaniklilikta ise bazen

geri doniisiimii olmayabilecek sekilde genetik materyalde degisime yol agmasidir. 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 ¢ikmasina neden olmaktadir (Delen
ve Tosun, 1996). Tarimsal savasimda patojen organizmalar1 yok etmek i¢in kullanilan
pestisitler dogada birikerek ¢evre kirliligine yol agmakta, bununla birlikte tiim canlilarda
insanlar da dahil akut ve kronik zehirlenmelere, sinir sisteminde hasarlara, enzim
faaliyetlerinde bozulmalara, hiicre membran yapisinda ise degismelere sebebiyet
vermektedir (Cakir ve Yamanel, 2005; Kaya, 2005; Akgan, 2008). Ayrica bu tiir
kimyasallarin arzu edilen dozun istiinde ve bilingsiz kullanimi, yok edilmesi istenilen
organizmalarin yani sira yararli olan bir¢ok tiiriin de yok olmasmna veya zararl
populasyonlarinda bagisiklik mekanizmasinin gelismesine sebep olmaktadir (Sekeroglu,

2010).
1.4. Pestisitlerin Tarihgesi

Insanlar, gida kayna@ olarak kullanilan bitkileri tarih boyunca omurgali, omurgasiz
hayvanlardan ve bir¢ok zararli mikroorganizmalardan koruma i¢in miicadele etmislerdir.
Insanoglu sinirl sayida kaynaklarin olmasina karsin ihtiyaglarin sinirsiz olmasi nedeniyle
onemi giderek artan tarim drlinlerinin {iretilmesi ve korunmasi agamalarinda birtakim
arayislar igerisine girmistir. Kimi zaman bilingli arayislar neticesinde, kimi zaman tesadiifi
olarak elde ettikleri kimyasallar ile tarim {iriinlerinin zararli canlilara kars1 korunmasi i¢in
caba sarfetmislerdir. Giiniimiize kadar, bu amag icin pestisit diye adlandirilan kimyasal
maddeler kullanilmis ve kullanilmaktadir. Kiikiirt ve arsenigin pestisit olarak kullanilan ilk
maddeler oldugu diisiiniilmektedir. M.O. 1500 yillarina ait papiriiste ar1, bit ve pirelere
kars1 pestisit hazirlandigina ve kullanildigina dair kayitlar bulunmustur. Cinliler tarafindan
M.O. 1000 yillarinda ise fuminant olarak kullanilan siilfiiriin, Avrupa’da ise 1800lii
yillarda fungisit olarak kullanildigi, giiniimiizde de halen ©nemli bir pestisit olarak
kullanildig1 bilinmektedir. XVI. yiizyilda, Cinliler tarafindan hazirlanan arsenik iceren
bilesikler, Japonlar’in hazirladigi karisimlar, daha sonra da tiitlin yapraklarindan elde
edilen s1v1, ayrica bakir siilfat, kire¢ gibi maddeler de pestisit olarak kullanilmistir (Klassen

ve ark., 2001; Undeger, 2001; Daglioglu, 2004).

Zararl1 boceklerle miicadelede 1940’lara kadar kullanilan dogal bilesikler, kararsiz
olmalar1 ve iiretim maliyetinin fazla olmasindan dolay1 yerini yapay bilesiklere birakmistir
(Uslu ve Tiirkman, 1987). Almanya’da Schrader oOnderliginde, bir grup kimyager

tarafindan, bir kisim organik insektisit sentezlenmis, toksik oldugu anlasilan bu



kimyasallar sonrasinda II. Diinya Savasi’nda, Naziler tarafindan kimyasal silah olarak
kullanilmistir. Savas kosullarinin ortadan kalkmasi organik yapidaki pestisitlerin silah
endistrisinden sivil endiistriye kaymasma yol agmis ve bu pestisitlerin liretimi ve
kullanimi, II. Diinya Savasi’ndan sonra da biiylik Ol¢lide artmis ve yayginlagmistir.
(Klassen ve ark., 2001; Daglioglu, 2004). Pestisitler ileriki yillarda ise sehir yasaminda da
kullanilmaya baglanmis, kamp alanlarinda sinek ve sivrisinek ile miicadelede, ¢esitli
boceklerin uzaklastirilmasinda, ¢im alanlarindaki yabanci ot ve zararli hayvanlarin
kontroliinde, fare ve siganlarin 6ldiiriilmesinde, evcil hayvanlar icin pire tozu olarak,
ylizme havuzlarindaki alglerin kontroliinde, kullanilmaya baglanmistir (Sezer, 2002;
Helvaci, 2003). Kullanim yerlerinin artmasiyla birlikte, baslangicta sadece koruyucu
etkileri oldugu diisiiniilen pestisitlerin yararli yonlerinin yani sira bazi zararlarimin da
ortaya ¢ikmasma yol agmistir. Uriinleri korumaya yonelik olarak kullanilan pestisitlerin
farkinda olmadan ortaya cikardigi zararli etkiler 6nemli ¢evre sorunlarina da yol agtigi

tespit edilmistir.
1.5. Pestisitlerin Diinyadaki Kullanimi

Insanoglunun gereksinimlerindeki gesitliligin artmasiyla beraber, kimyasal madde
tretim miktar1 da bu gereksinimleri karsilamaya yonelik olarak artmaktadir. Kimyasal
madde tiretim degeri 1930’lu yillarda 1 milyon ton iken, 2000’11 yillara gelindiginde 400
milyon tona ulagsmistir. Bu donem boyunca diinya niifusu 4 kat artarken kimyasal madde
tiretiminin hizli bir geometrik artis gostererek 400 kata ulasmasi diislindiiriiciidiir. Bu
artisin sebepleri arasinda teknolojik gelisim, tarim alanlar1 genislemesi ve ekolojik dengede
bozulmalar gibi etmenler gosterilebilir. Pestisit grubu, bu kimyasal maddelerin yaklagik 5
milyon tonunu olusturmaktadir. Bu pestisit grubunun basinda % 36’lik oranla yabanci
otlar1 yok etmek i¢in kullanilan herbisitler olusturmakta olup bunun % 25’lik kismini
insektisit, % 10’luk kismini fungisit ve kalan % 29’luk kismin1 ise diger pestisit gruplari
olusturmaktadir (Delen ve ark., 2005). Diinya genelinde pestisitlerin bolgelere gore
kullanim alanlar1 su sekilde dagilim gostermektedir; % 30 Kuzey Amerika, % 25 Bati
Avrupa, % 16 Asya, % 13 Latin Amerika, % 12 Japonya, % 2 Dogu Avrupa, % 2 Afrika.
Kullanim alanlarinin bolgelere dagilimindan da anlagilacag: tizere pestisitlerin % 80 gibi
bliylik bir oran1 gelismis iilkelerde kullanilmaktadir. Ancak c¢evreye verilen zararlarin en
aza indirilmesi acisindan gelismis iilkelerde basta A.B.D. olmak {iizere, “diislik risk
potansiyeline sahip pestisitler” ya da “doga dostu pestisitler” kullanilmaya baglanilmistir.

Bu amagla, ruhsatlandirma kolayligi ve kullanim tesvikleri genis Ol¢iide uygulamaya



gecilmistir (EPA, 1999a; EPA, 1999b).

Tiim gelismis tilkeler tarafindan, 6zellikle Avrupa Birligi (AB) iilkeleri olmak tizere
saglik ve ¢evre acisindan zararli olabilecek kimyasal {irlinlere karst su gibi Onlemler
alinmigtir: AB iilkeleri Tarim Uriinleri Calisma Grubu, Avrupa Tarim Uygulamalart
Protokoliinii (EUROGAP) yiiriirliige koymuslar ve bu protokol ile de satisa sunulan
tiriinlerin kullanim1 sonunda herhangi bir zarar1 olmayacagi yoniinde garanti ve giivence
saglama yoluna gitmislerdir (Anonim, 2004). Diinya iizerindeki iilkelerde degisiklik
icermekle (Cizelge 1.1) birlikte ¢evresel zararlari en aza indirmeyi amaglayan tesvik ve
onlemler uygulanmistir. Ornegin, gelismis iilkeler alternatif iiretim olanaklarina sahip
oldugundan dolay1 iriin ¢esitliligine gidebilirken, gelismekte olan iilkelerde bu siirecin
daha yavas islemesi, uygulamaya gegirilecek onlem ve tedbirlerin gecikmeli olarak hayata

gecirilmesine yol agmaktadir (Delen ve Tosun, 1996).

Cizelge 1.1. Diinyada pestisit tiikketimi.

Kitalar ve bolgeler Pestisit tiiketimi (bin ton) %
Avrupa 800 32
A.B.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 Kullanimi

Tirkiye ekonomisinin toplam {tretim degeri igerisinde tarim sektoriiniin yeri
olduk¢a onemlidir. Elde edilen tarim iirlinlerinin, bir kismi1 dogrudan tiiketime sunulurken
diger bir kismu ise tarima yonelik sanayi alanlari i¢in girdi olusturmaktadir. Tarimsal
tretim bu sekilde iki yonli bir etkiye sahip oldugu icin, toplam ekilebilir alanin ihtiyag
dogrultusunda yeterli olmamasi nedeniyle mevcut iiretim alanlarinda verimlilik artis1 ile
tatmin edilmeye c¢alisilmaktadir. Ancak bu durum kisith {iretim alanlar1 igerisinde

verimlilige dayal1 bir liretim yapisinin olusturulmasi ve iiretim asamasinda ise {iriine zarar



veren her tiirlii etkilerden arindirilmasiyla miimkiin olmaktadir.

Tarim drlinlerinden 1yi1 derecede kaliteli {iriin elde edebilmek i¢in zararh
miicadelesinde pestisitler kullanilmaktadir. Bundan dolay:r toplam 2215 tarimsal ilaca
2002-2008 doneminde ruhsat verilmistir. Ayn1 donemde devir edilen ilag ruhsati 565 iken
163 ilag ruhsati ise iptal edilmistir. Ulkemizde dénem sonu itibariyle ruhsatl aktif madde
miktart ise 406’dir (Cizelge 1.2). 2003—2004 yillar1 igin tarimsal ila¢ ithalatinin toplam
kimyasal madde ithalatina oranm1 yaklasik on binde 2 iken, bu oran 2005 yilinda on binde
6’ya ylikselmistir (www. kkgm.gov.tr, 2008). Pestisit teknik madde ve formulasyonu i¢in
1960—-1997 yillar1 arasinda isletme izni alan tesis sayis1 68, ithalatg1 firma sayisi ise 81°dir
(Gedikli, 2001). Tarimsal iiretim yapis1 iginde gerek ruhsat sayisindaki artig gerekse liretim
ve ithalat yapan firma sayisindaki artig, verimliligi artirmasi i¢in uygulanan yontemlerde

pestisit kullanimindaki artis1 gostermektedir (Sulak ve ark., 2012).

2002 yih tiikketimi temel alindiginda, ABD’de veya AB’de kullanim1 yasaklanmus,
azaltilmis ya da geri ¢ekilmis pestisitlerin, lilkemiz pestisit tiikketimindeki paylarinin %
6,47 oldugu goriilmektedir. Yine iilkemizde halen ruhsatl pestisitlerden biri olan asefatin,
AB’de 2003°de kullanimlart durdurulmugtur (Delen ve ark., 2005). Ayrica meposfolan
insektisiti de 01 Ocak 2009 tarihinden beri imalat1 ve ithalati yasaklanan aktif maddelerin
arasinda bulunmaktadir. Avrupa Birliginde’de “Out” olan ancak iilkemizde ruhsath
bulunan 135 bitki koruma iirlinii aktif maddelerinden bdylece 75 adedi yasaklanmis ve
2009 yil1 sonunda 6 aktif 7 madde, 2010 yil1 sonunda ise geriye kalan 54 aktif madde de
yasaklanmistir (http://www.zmo.org.tr/genel, 2008).



Cizelge 1.2. Tiirkiye'de pestisit tiiketimi (kg/L) (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

Yurdumuzda, pestisitlerin en dnemli uygulama alani "tarimsal savas ilaclar1" olarak
kullanimidir. Tiirkiye tariminda 1957'de tiim kiiltiir bitkilerinde hastalik, zararli ve yabanci
otlar yiiziinden olusabilecek kayiplar1 engellemek icin her tiirlii arastirma ve uygulamay1
yapmakla gorevli "Zirai Miicadele ve Zirai Karantina Miidiirliigii" kurulmustur. Ulkemizin
ihtiyaci olan Tarim Ilaglarini, bunlarla ilgili iiretimi, ruhsatlandirma gibi diizenlenmeleri de
ilgili komitelerle bu kurulus yiiriitmektedir. Ulkemizde halen tarimsal amagla ruhsatli olan
346 pestisit aktif maddesi igeren 1483 formiilasyon vardir. Bu aktif maddelerin biiytik bir

kismu insektisit, herbisit ve fungusitler’ den olugmaktadir.
1.7. Pestisitlerin Zararlar

Pestisitlerin hem yanlis kullanilmalari hem de bircok nedenle gittikce Onem

kazanan zararlar1 olmaktadir.
1.7.1. Pestisitlerin Insan Saghg Uzerine Akut ve Kronik Etkileri

Pestisitlerin akut etkileri irritasyondan, dermatite, sistemik emilime bagli olarak
oliime kadar degismektedir. Belirtiler nonspesifik olup, gastroenterit, soguk alginligi, nezle
vb. hastaliklarla karistirilabilir. Toksisitesi ¢ok yiiksek olan paratyon ve metamidofos
kimyasallar1 mesleki nedenli dliimlerin biiylik ¢ogunluguna neden olmaktadir. Tarimsal

kesimde calisan isciler diger endiistriyel sektorlerde g¢alisanlara gore daha yiiksek risk



altindadir. Diger akut etkiler: Solunum ve kardiyovaskiiler sistem hastalig1 olanlar pestisit
etkilenimine daha duyarhdirlar. Astim1 veya siddetli alerjisi olanlar da daha yiiksek tepki

diizeyine sahiptir.

Pestisitlere uzun siire maruz kalinmasi sonucunda goriilen kronik etkiler daha
onceden meydana gelen herhangi bir saglik etkisi s6z konusu olmaksizin ortaya ¢ikabilir.
Bircok pestisit is¢isi hayat boyu siirekli diisiik doza maruz kalma sonucu kronik etkilenim
altinda olabilir. Kronik etkiler kanser, dogum defektleri, norotoksisite, norodavranigsal
bozukluklar, ndrofizyolojik degisiklikler, iireme ve fertilite {izerindeki etkiler olarak

siralanabilir (Cizelge 1.3) (Tarim Koy Isleri 11 Miidiirliigii, 1995).

Cizelge 1.3.Tiirkiye'de insanlarda pestisitlerden meydana gelen zehirlenmeler (adet).

Yillar Hatah 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

e Mesleki Olmayan Zehirlenmeler:

Cesitli nedenlerle pestisitler akut ve kronik zehirlenmelere yol agabilir. Bu

zehirlenmeler pestisitlerin kasitl veya kasitsiz yanlig kullanimlar1 sonucu goriilebildigi gibi
tiretimleri, uygulamalari, depolanmalari, tasinmalari sirasinda da gortilebilir. Pestisitlerin
uygulama talimatina uymama, evlerde kullanilmalar1 ile meydan gelen kazaren
zehirlenmeler, rastgele atilan bitmis ambalaj kutular1 veya tamamen yanlis bir kullanim
nedeni ile olabilir. Ornegin; Agustos 1979 yilinda Odemis'te zeytinyag sisesi ile Folidol

(paratyon etken maddesi) sisesini birarada bulunduran yaslh bir kadinin, yanlhslikla Folidol
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ile kizarttig1 boregi yiyen 16 kisi zehirlenmis ve bu zehirlenenlerden altis1 6lmiistiir.

Bazi iilkelerde onemli zehirlenmelerin nedenlerinden biri de pestisitlerin evlerde
amaci disinda, viicut bitlerine kars1 kullanilmalar1 olabilmektedir. Ozellikle 1945'i yillarda
toz halindeki DDT yaygin olarak rastlanan bitlenmeye karsi, yatak, yorgan, i¢ camasirlari
ve sa¢ diplerine serpilirdi. DDT toz halinde iken insan viicudundan hemen hemen hig
absorbe olmadigi icin bu sekilde insanlar i¢in toksik degildir, ancak bit gibi kitin tabakas1
iceren boceklere toksik etki gostererek yok eder. DDT'nin yerini zamanla organik fosfat
esteri yapisindaki insektisitler almistir. Kirsal bolgelerde, bilingsiz kisilerce DDT yerine
bitlerle miicadelede insektisitleri kullanma aligkanligi da devam etmistir. Bunun
neticesinde de 6liimle 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 sansimi azaltmaktadir. Ornegin
iilkemizde Kars' in Damal kdyiinde 1973'de, Folidol 3-605'1 sa¢ ve elbise temizliginde
kullanan 37 kisinin &liimii, benzeri sekilde Iran'da viicut bitiyle miicadelede paratyon

kullanarak zehirlenen 17 kisiden 15'inin 6liimii gibi sonuglara yol agmustir.

Uzerinde pestisit kalintis1 igeren besinlerin tiiketilmesi ile akut ve kronik
zehirlenmeler meydana gelebilir: Pestisit uygulanmasindan sonra bekleme siiresine dikkat
edilmeden yenen sebze ve meyvelerde ve gerekli yikama islemi yapilmadan yenen
besinlerde zehirlenmeler gozlenmektedir. Buna 6rnek olarak; 1963 yilinda Bursa'da Folidol
E ile ilaglanan seftaliyi yiyen 32 kisiden 7 sinin 6liimii, yine agustos 1979'da Odemis'te
Folidol ile ilaglanmis karpuz yiyen 7 kisinin zehirlenmesi gosterilebilir. Tiirkiye'de 1950'l
yillarda Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’nde rastlanan ve biitiin diinyanin ilgisini ¢eken
epidemik olay1 pestisit kalintist iceren besinlerin yenmesi ile olusan kronik zehirlenmeler
icin Ornek gosterilebilir. Yine 1956'da Diyarbakir ve yoresinde bir fungusit olan
hekzaklorobenzenle (HCB) ilaglanmig tohumluk bugdayr yiyen halkta epidemik
zehirlenme goriilmistir. 1955-1958 yillan arasinda, Diyarbakir ve yoresinde (Mardin,
Urfa) yasayan 3000°den fazla kiside ‘’karayara hastalig1’’ gézlemlenmistir. Bu epidemide
dikkati ¢eken baglica belirtiler sunlardir: Deride koyulasma, idrar renginin koyu
kahverengiden siyaha kadar degismesi. Once etiyolojik bir faktor olarak diisiiniilen ve en
cok cocuklarda (4-14 yas grubu) ve erkeklerde goriilen bu porfirianin nedeninin daha
sonralart, halkin Tarim Kurulusu tarafindan dagitilan HCB'le ilaglanmis tohumluk
bugdaydan yapilan ekmekleri yiyerek zehirlenmelerinden kaynakli oldugu anlasilmistir.

Bu zehirlenme olaymnin % 10'u 6liimle sonuglanmistir. Ayn1 zamanda pestisitler kasith
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oldiirme ve intihar amac ile de kullanilabilmektedir. Ozellikle bunlardan organik fosfat
esteri yapisinda olan insektisitler bu amagla tercih edilmektedir. Pestisitler i¢in yeterli
denetimi olmayan iilkelerde zehirlenme ve Olim olaylar1 daha fazla goriilmektedir.
Ornegin Sri Lanka gibi intiharmn ¢ok oldugu iilkelerde, pestisitle zehirlenme sonucu

Oltimlerin % 97'sinin, Kolombiya'da ise % 57'sinin intihar seklinde oldugu bilinmektedir.
e Mesleki maruziyet ve zehirlenmeler:

Pestisitlerle olusan mesleki zehirlenmeler icin bir bolgede 8268 pestisit
zehirlenmesi ve pestisitle zehirlenenlerin bazilarinda ise Sliimler gozlenmistir. Endiistri
kazas1 sonucunda olusan pestisit zehirlenmeleri sadece isleri nedeni ile maruz kalanlari
kapsamamakta, ayrica civarda yasayanlar1 da etkilemektedir. Ornegin 1984 yilinda
Hindistan’da karbamat grubu pestisit lireten bir fabrikada, metil izosiyanatin depolandigi
tanktan kaza sonucu kimyasalin sizmasi ¢ok toksik olan bu maddeye o bdlgede maruz

kalan 2500 kisinin 6liimiine neden olmustur.

e Kanser: Son zamanlarda yapilan epidemiolojik arastirmalar, mesleki ve g¢evresel
olarak pestisitlere maruz kalan kisilerin kansere yakalanma riskinde artig oldugunu
gostermektedir. Non Hodgkin lenfoma, 16semi, multiple myeloma, karaciger
kanseri, testis kanseri, sterilite, beyin kanseri, akciger kanseri riskinde istatistiksel
olarak 6nemli risk artisinin s6z konusu oldugu belirlenmistir.

e Dogum defektleri: Pestisitlerle gebeligin ilk ii¢ ayinda mesleki olarak maruz
kalinmas1 embriyotoksisite veya fetotoksisiteye neden olabilir.

e Norotoksisite: Bazi organofosfat pestisitler uzun ve genis capl lifleri tutan
gecikmis noropatiye neden olabilir. Demiyelinizasyona (sinir liflerinin etrafini
saran myelin tabakasinin kayb1) bagl olarak kas zayiflig, iist ekstremitelere goére
daha siddetli olarak etkilenen alt ekstremitelerin felciyle sonuglanabilir. Baslangi¢
genellikle akut etkilenimden 2-4 hafta sonra olmaktadir.

e Norodavramssal bozukluklar: Eski calisanlarin bircogu organofosfor pestisitlerin
agir mental ve psikolojik degisikliklere neden oldugunu gostermektedir. Mental
hastalar {izerinde yapilan bir deneyde cok kiigiik miktarda pestisitin verilmesi
psikoz semptomlarinda agir alevlenmelere neden olmustur. Bununla ilgili olarak
pestisit uygulayicilart 1ile ilgili olarak yapilan caligmalarda agir psikolojik
bozukluklarin goriildiigii saptanmistir. Zehirlenen kisilerde bellek, psikolojik

durum ve diisiinme yeteneginde dnemli azalmalarin oldugu goriilmistiir.
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1.7.2. Pestisitlerin Cevre Uzerine Etkileri

Devamli artan niifus artisina ve gelisen diinyaya karsin besinlerin daha verimli
olabilmesinde pestisitlerin 6nemi biiytliktiir. Ancak bu kimyasallarin yogun ve bilingsizce
kullanilmas1 ekosisteme ayni diizeyde zarar verdigi bilinmektedir. Ekosistemde ki besin
piramidinin her basamagindaki toksik etki birikerek artmaktadir. Besin piramidinin en alt
basamagi olan bitkilerdeki toksik etki ile {ist basamaklardaki insanlara ulasan toksik etki es

degerdir. Pestisit kullanim1 sonucunda meydana gelecek sorunlar su sekildedir:

¢ Bilingsizce uygulanan pestisit ¢evre kirliligine neden olmaktadir.

e Pestisitlerin kontrolsiiz kullanimi hedef mekanizmaya zarar vermemesinin yani sira
yok edilmesi istenilen organizmanin diren¢ kazanmasina neden olmakta ve sonug
olarak uygulama basarisiz olmaktadir.

e Ayrica pesitisitlerin asir1 kullanilmasi hedef olan organizmalarla birlikte faydali
organizmalari da yok etmekte, boylece dogal denge bozulmakta hatta yeni
salgin/istilalar baglamaktadir.

e Pestisitlerin uygulama esnasinda ya da depolama ve tasinmasinda kaza ile sagilmasi
sonucu gidalarin kontamine olmasina neden olmaktadir.

e Uygulamadan sonra olusan pestisit atiklarinin rastgele atilmasiyla pestisit
uygulandigr boélgede kimyasallar hava, toprak ve suya karismakta bunlar

aracilifiyla da diger canlilara bulagmakta ve donilisiime ugramaktadir (Sulak ve

ark., 2012) (Sekil 1.1).

Hava

Toz Yagmuru

Toz Yagmuru

Uygulama = Uygulama
- { Bitki Koruma llaglar 1

Buharlasma

Sekil 1.1. Pestisitlerin ekosistem igerisindeki dongiisti.
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Pestisitlerin sadece uygulanan dozunun % 0,015 - % 6’lik kism1 hedef organizmaya
ulasirken geri kalan1 ekosisteme karigmaktadir. Bunun sonucunda bazi pestisitler hedef
olmayan organizmalar iizerinde zarar vermezken bazilar1 kanserojenik olabilmekte, sinir
sistemleri iizerinde hasara yol acabilmekte hatta genler de mutasyona kadar varabilecek
olumsuzluklara neden olmaktadir. Asir1 miktarda pestisit kullanim1 da yine hedef olmayan
yararli organizmalara etki etmekte ve bdylelikle ekolojik denge bozulmaktadir (Avci,

2013).
1.8.3. Hedef Olmayan Organizmalar Uzerine Etkileri

Insektisitlerin birgogu spesifik olmadiklar1 igin yalnizca hedef organizmalar
Oldiirmez, omurgali ve omurgasiz diger canlilar1 da etkilerler. Zararhi etkilerin siddeti,
insektisitin ve formiilasyonun cesidine, uygulanis sekline ve tarimsal arazinin tipi gibi
faktorlerle dogru orantihdir. Insektisitlerin yaygin olarak gozlemlenen yan etkileri

sunlardir:

e Hem omurgasizlar gibi hedef olmayan organizmalarda hem de arilar, kuslar ve
baliklar gibi organizmalarda 6liimler,

e Balik, kus ve diger organizmalarda lireme potansiyelinin azalmasi,

e Hedef olmayan organizmalarda dayaniklilik olusmasindan dolay1 insanlara hastalik
tagiyan bocek ve parazitlerin kontrolsiizce artmasi,

e Ekosistemin yapisinin ve tiirlerinin sayilarmin degismesi gibi uzun siirede

gerceklesen etkiler (Kirimli, 2007).
1.8. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Tarim alanlar1 ve iriinlerine boceklerin yani sira ¢ok sayida diger canlilarin da
zararl etkileri vardir. Bu durum pestisitlerin farkli alt dallarinin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Yani pestisitler etki ettikleri canli tiriine gore farkli sekillerde
siniflandirilmaktadir. Bu anlamda pestisit kelimesi genel bir kavram olup herbisit, fungusit,
rodentisit, insektisit, akarisit vb. seklinde adlandirilan kimyasallarin tiimiinii kapsar.
Pestisitler etki ettikleri canli tilirline gore Cizelge 1.4°de gorildiigl gibi siniflandirilirlar

(Giiler ve Cobanoglu, 1997).
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Cizelge 1.4. Hedef organizmaya gore pestisitlerin siniflandirilmas.

Pestisit Tiirii Etkiledigi Canhh Grubu
Insektisitler Bocekler
Akarisitler Akarlar

Nematisit Nematodlar
Mollussisit Yumusakg¢alar
Rodentisit Kemirgenler
Avisit Kuslari
Afisit Yaprak bitleri
Fungisit Mantarlar
Bakterisit Bakteriler
Herbisit Otlar
Algisit Algler

Ayrica pestisitler genel siiflandirilmasinin yanm sira ¢esitli 6zelliklerine gore de

siiflandirilmaktadir. Asagidaki paragrafta bu siniflandirilmanin 6rnekleri verilmektedir.

e Etkiledigi canlinin biyolojik donemine gore;
» Larvisit (larva 6ldiiren)
» Ovisit (yumurta 6ldiiren)
» Erginleri 6ldiiren

e Zararh organizmaya giris yollarina gore;
Pestisitin zararl1 organizmaya giris yollarina gore;

» Mide zehirleri: Zararli organizmanin viicuduna oral yolla alinip sindirim
sisteminde zehirlenmelere yol acan pestisitlerdir.

» Kontakt zehirleri: Bitki yiizeyine piuskiirtiildiiklerinde zararlilarin ilaglanmis
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yiizeyde gezinmeleri sirasinda deriden niifuz ederek ya da stigmolar killar, tiiyler
vasitasi ile viicut icine girerek etkili olan pestisitlerdir.

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

e Toksik ozelliklerine gore:

» Fiziksel zehirler

» Protoplazma zehirleri

» Sinir sistemi zehirleri

» Solunum zehirleri

» Antikouagulantlar

e Kullanma teknigine gore

Onciier, 1993 tarafindan yapilan bu siniflandirmada pesitisitin kullanma sekli goz

oninde tutulur.

» Dogrudan kullanilanlar
» Su veya bir bagka ¢oziicii ile seyreltilerek kullanilanlar
e Formiilasyonlarina gére (Onciier, 1993);
» Toz ilaglar (DP)
» Islanabilir ilaglar (WP)
» Suda ¢oziilen ilaglar (SP)
» Kuru tohum ilaglar1 (DS)
» Graniiller (GR)
» Peletler
» Tabletler (TB)
» Emiilsiyon konsantre ilaglar (EC)
» Akici konsantre ilaglar (SC)
» Yaglar(gs)
» ULV ilaglar (UL)
» Aecrosoller (AE)

1.8.1. Insektisitler

Zararli boceklerle miicadelede kullanilan en yaygin olan insektisitler,

Organoklorinler (Organik Klorlular), Piretroidler, Karbamatlar ve Organofosfatlar
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(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 c¢ok gelismistir. O yiizden biitliin tiirlerde
insektisitlerin toksik etki mekanizmalar1 ve hedefledikleri organlar aymidir. Ancak bu
toksik etki pestisitlere maruziyet siiresi ve diizeyi, biyotransformasyon hizi, absorbsiyon
yoluna bagli 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 yapida olanlar olmak
tizere smiflandirilabilirler: 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) kaynakli olmak iizere de ayrilabilirler.
1.8.1.1. Klorluhidrokarbon Yapisindaki Insektisitler

Klorluhidrokarbon yapisina sahip olan (organoklorlu) insektisitler, aromatik veya

alifatik bilesiklerdir. Bu insektisitler, kimyasal yapilarina gére 3 sinifta toplanirlar;

¢ Diklorodifeniletan yapisinda (DDT, metoksiklor gibi);
¢ Klorlu siklodien yapisinda (aldrin, dieldrin gibi);
e Klorlu benzen (BHC gibi) ve siklohekzan yapisinda olanlar
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Cizelge 1.5. Organoklorlu pestisitlerin yapisal siniflandirilmasi.

Diklorodifeniletan Dikofol

: Perthan
Metoksiklor
Metiloklor

Siklodien o A Aldrin, Dieldrin
Heptakhlor
i Cl Klordan

Endosiilfan

Klorlu Benzen . HCB, HCH

Siklohekzan Lindan (U-BHC)

Tarim ve ormancilikta yaygin olarak kullanilan insektisitlerden biri de organoklorlu
insektisitlerdir. Ancak dogada uzun miiddet bozulmamalari, ¢oziinmelerinin lipid de
olmalari, biyo doniigsiimlerinin ve biyolojik parcalanmalarinin yavas olmasindan dolay:
birgok ¢evre canlilarinda biyomagnifikasyona ugrayarak olumsuz etki gosterirler. Bundan
otirii pelikan, sahin, kartal gibi yirtict kuslarda bu kimyasallar birikerek Ostrojenik
aktiviteyi arttirdigindan, yuvalanma siireleri azalmaktadir. Steroid metabolizmasinin
yapisin1 bozarak, kalsiyum noksanligina ve bu sekilde kus yumurtalarinin kabuklariin
incelmesinden Otiirli yavrularin 6liimlerine yol acarlar ve bundan dolayr yirtict kuslarin
nesillerinin  azalmasina neden olurlar. Deniz canllarinda da  birikimler

gozlemlenilmektedir.

Diger yandan organik klorlu insektisitler besin zinciri ile insana tasmarak bu
kimyasallar ve metabolitleri yag dokusunda toplanirlar. Bu yiizden organik klorlu
insektisitlerin Avrupa'da ve Kuzey Amerika’da (Tirkiye dahil) kullanimlar1 yasaklanmis
veya azaltilmistir. DDT kullanimi, 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
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hari¢ 1985 yilindan sonra kullanimi yasaklanmaistir.
1.8.1.2. Karbamat Grubu Insektisitler

Karbamat grubu pestisitler, karbomik asidin organik esterleri veya tuzlaridir.
Hipotetik karbomik asit iizerindeki bazi gruplar {izerinden esterlesme yapilir.
Organofosfatlara baz1 0Ozellikleri ile benzeyen karbamatlar, iki yoniiyle de onlardan
farklilik  gostermektedirler. Farklilik gosterdigi ozelliklerden ilki, organofosfath
insektisitlerde asetil kolinesteraz enzimi ile kompleks olusturabilen grup bazik pH’l1 olmaz
iken karbamatlarda ki grup bazik 6zellikte bir azot grubu tasimaktadir. Boylelikle iyonize
olabilecekleri i¢in boceklerin kutikulasina ve sinirlerin kilifina gecis yetenekleri ciddi
oranda azalma gostermektedir. Farkliliklardan ikinci O6nemli olani ise, kolinesteraz
inhibisyonu esasina dayanan etkilerinin hizli sekilde geri doniisiimlii olmasidir (Yavuz ve
Sanli, 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 stirelidir bunun nedeni ise asetilkolinesteroz inhibisyonun kendiliginden ve hizli

sekilde geri dondiirme etkisidir (Johnson, 1970; Taylor ve ark., 1997; Lima ve ark., 2005).
1.8.1.3. Piretiroit Grubu insektisitler

Piretroit grubundaki insektisitler ilk defa 1880’11 yillarda Piretrum cinsine ait bazi
bitkilerin ¢igeklerinin ogiitiilmesi ile elde edilen piratrum ekstratindaki pirethrin
maddesinin insektisit olarak kullanilmastyla baslanmistir (Unal ve Giirkan, 2001). Sentetik
piretroidlerden olan alletrin ve sikletrin ilk defa 1949'da sentezlenmislerdir. Ik kez
sentezlenen bu {irtinler insektisit aktiviteleri dogal olanlara gore daha diisik ve 1s18a
dayaniksiz oldugundan calismalara 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 cinerariefolium)
iceren insektisidal Oziitiinden elde edilen toz olan piretrumlar; piretrum 06zellikteki
kimyasallar ise piretrinlerdir ve sentetik kimyasallardan olan piretroitler de; kimyasal
yapist ve toksisite mekanizmasi piretrumlara benzemektedir. 6 tane piretrin esterinin
karisimindan ise piretrum olusmaktadir. Bu esterler ise sunlardir; piretrin I ve II, sinerin I

ve Il ve yasmoli I ve II'dir (Soderlund ve ark., 2002).

Antik Cin ve Iran'da insektisit potansiyelleri kesfedilmis olan insektisitler

piretrinlerdir. Piretrumlar, gilines 1518inda ve suda kolay bir sekilde hidroliz ve fotolize
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ugradigi icin kendiliginden pargalanir ve hizli bir sekilde bozulur. Bundan dolay1 sentetik
esdegerleri olan piretroidler gelistirilmistir. (Klaassen ve ark., 2001). Diisiik dozlarda bile
oldukgca etkili olmalarina ragmen piretroidlerin, kuslar ve memeliler i¢in az toksik oldugu
tahmin edilmektedir (Tuzmen ve ark., 2008). Ancak piretroidlerin son zamanlarda memeli
mitokondrilerinde solunum zinciri enzimlerinin aktivitesini engelledigi belirlenmistir ( El-

Gohary ve ark., 1999).

Dogal piretrumlarin insektisit olarak bir¢ok avantajlarindan bazilari sunlardir: genis
spektrumlu olmalari, memelilerde zehirliliklerinin ihmal edilebilir diizeyde olmas1 ve dogal
ortamda kisa silirede parcalanmalaridir. Fakat dogal piretriodlerin bircok avantajlari
olmasma ragmen iiretim maliyetinin yiiksek olmasi, lretiminin silirekli olmasindaki
zorluklar gibi kullanimimi sinirlayan nedenler vardir. Piyasada pazarlanan tiim piretroit
etkili maddeler yagda c¢oOziiniir (lipofilik) olup, suda c¢oziiniirliikleri ve buharlasma
basinglar1 diistiktiir. Sahip oldugu bu o6zelliklerinden dolay1 klorlanmis hidrokarbonlar
insektisit grubuna benzemektedirler. Fakat ester baglarinin oksidasyonla olduk¢a kolay
metabolize olmalarindan veya hidroliz olmalarindan dolay1 buna benzer ¢evre sorunlarina

neden olmazlar (Unal ve Giirkan, 2001).
1.8.1.4. Organofosfat (Organikfosfor) Grubu Insektisitler

Pestisitlerin 6nemli bir kismini olusturan organik fosforlu insektisitler ayn
zamanda en cok kullanilan pestisit grubuna da girmektedir. Almanya'da, 1937'de ilk
organik fosforlu insektisitler, bir grup kimyager tarafindan sentezlenmistir. Sentezlenen bu
kimyasalin ve deneme iirlinlerinin son derece toksik oldugu tesbit edildiginden dolay1 bu
maddenin kullanimi II. Diinya Savasinda Nazilerin kontroliinde tutulmustur. Bu
kimyasallarin bir boliimii kimyasal savas silah1 olarak gelistirilmistir. Hatta bunlardan
tabun (etil N-dimetilfosforoamidosiyanidat) ve sarinin (izopropil metilfosfonoafloridat)
sentezleri gizli bilgi olarak saklanmigtir. Organik fosforlu "sinir gazi" adli bu tip
bilesiklerin memeliler i¢in toksik 6zellige sahip oldugu ve ayni zamanda insektisit 6zellige
de sahip oldugu anlasilmis olan ve ilk 6nce bu amacgla TEPP (tetraetil pirofosfat)
sentezlenmistir (Echobichan, 1996). Organik fosfat yapisindaki insektisitlerin tiretimi ve
kullanim1 bundan sonraki yillarda daha da artmistir. Tarimsal iiretimde zararhlarla
miicadelede en oOnemli gelismeler II. Diinya Savasi’ndan sonra organik fosforlu
pestisitlerin iiretiminde ve kullanimiyla olmustur. Bu pestisitlerin uygulanmasi tarimin
gelismesi agisindan ve verimde artis saglamasindan dolayr kullanicilara pek ¢ok avantaj

saglamistir. Bu avantajlar1 saglamasindan dolay: zararlilarla miicadelede organik fosforlu
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insektisitler liretilmeye ve kullanilmaya baslamis ve 1980’1 yillarin basindan itibaren de
kullanim1 biiyiik 6lclide artis gostermistir (Klassen ve ark., 2001; Daglioglu, 2004; Vural,
2005). Fakat 1950'erden sonra DDT’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 oliimlere neden olurken memelilerde temas edilen diizeye bagli olmak iizere
degisen siddette zehirlenmelere ve 6liimlere yol agabilmektedir. Ayn1 zamanda bdcek ve
memelilerin sinir uglarinda asetilkolin birikimine neden olurlar (Plestina, 1984;
Echobichan, 1996; Marrs ve Dewhurts, 2000; Lima ve ark., 2005;). Organofosfatli
pestisitlerin alkilleyici ajanlar oldugu disiiniilmektedir. Protein alkillenmesi araciligiyla
dogrudan ya da dolayli olarak DNA bazlariin alkillenmesi DNA hasarina yol agmaktadir.
Rahman ve ark., (2002) ile Wild’in (1975) yapmis olduklar1 calismalar neticesinde
organofosfatlarin fosforlu yapisinin niikleofilik saldirilar i¢in iyi bir substrat oldugunu
tespit etmisler ve buna gore; DNA hasarinin gostergesi olan DNA fosforilasyonunun

belirteci oldugunu gostermislerdir.
1.8.1.5. Diger Yeni Insektit Gruplar

Tarimda yeni grup insektisitlerin kullanimi 1990 sonlar1 ile 2000 1i yillarin
baslarinda bocek kontrolii i¢in kullanilmaya baslanmistir. Bu yeni insektisitlerin eski
insektisitlere gore bircok avantaji vardir. Diisiik memeli toksititesi, kisa yeniden giriglere
ve hasat Oncesi araliklara yol agmakta ve bu durumda insektisitlerin bocek kontrol
programina kolaylikla dahil edilmesine izin vermektedir. Bir¢cogu daha ¢ok segici oldugu
icin ve dogal diismanlara karsi genis spektrumlu organofosfatlar, karbamatlar,
neonikotinoidler ve piretroid insektisitlere gére daha az zarar vermektedir. Ornegin; bunlar
ikincil bdceklerin (sekonder pestlere) salginina daha az neden olmaktadir ki bu boceklerin
kontrolii dogal diismanlari tarafindan saglanmaktadir ve ayrica bunlar genis spektrumlu
pestisitlerin neden oldugu bocek salginin kontroliinii saglamak i¢in kirici-sprey (clean-up)
olarak da kullanilabilirler. Bu insektisitlerin kullanimi Kaliforniya’ da Organofosfat ve
Karbamat grubu insektitlerin kullanimini biiyiik oranda azaltmistir. Bu grup insektisitlerin
kullanim1 1990 sonlarinda OF’l1 ve Karbamath insektisit kullanimi sonucu o6zellikle
pamuk, limon, ve tas meyvelerinde % 70 lere kadar diisen liretim oranini 6nemli oranda

etkilemistir.
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Bu yeni insektisitlerin ayn1 zamanda bir¢ok dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu
insektisitlerin aktivite alanlart dar oldugundan dolay: genellikle tek bir ekimde tek bir
bocek grubunu kontrol etmektedirler. Yetistiriciler, doniim bagina toplam uygulama
sayilarinin ve toplam bdcek kontrol maliyetini arttiran ve ayrica yetersiz bir kontrol
ozelligi tasiyan ek insektisitleri ikincil pestlere kullanma ihtiyaci duyabilirler. Ek olarak,
bir¢ok yeni insektisitler kisa siireli residual aktiviteye sahip olduklarindan ya da boceklerin
sadece olgun olmayan evrelerinde etkili olduklar1 i¢in genis spektrumlu insektisitlerle
karsilastirildiklarinda bu insektisitlerin maliyetleri eski insektisitlerle karsilagtirildiklarinda
onemli 6l¢iide daha pahali olduklar1 goriilmektedir. Son yillarda farkli kimyasal siniflardan
insektisitler, lepidopteran ve homopteran gruplarina dahil bodcekler i¢in kullanilmaya
baslanilmistir. Ciinki bu gruplarda ki bircok bocegin eski pestitislere karsi direng

gosterdigi gozlenmistir.
1.8.2. Herbisitler

Onemi gittikge artmakta olan herbisitler istenmeyen bitkiler ve yabanci otlar1 yok
etmek i¢in kullanilan kimyasallardir. Herbisitler bitkilerdeki etkilerine gore se¢ici olmayan
(nonselektif) ve selektif herbisitler olmak {iizere iki gruba ayrilir. Biitiin bitki tiirlerini
etkileyen herbisitler se¢ici olmayan (nonselektif) belirli bitki tiirleri i¢in toksik, digerleri
i¢cin zararl olmayanlara ise selektif herbisitler denmektedir. Bitkilerdeki kullanma sekilleri

ve etki yerine gore herbisitler ii¢ alt grupta incelenmektedir:

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

e Sistemik herbisitler: Bitkinin yaprak ve kokii ile temas halinde olan bu herbisitler
bitkinin damarlar tarafindan ¢ok ¢abuk absorbe olur ve vaskiiler sisteminde yayilarak
bitkiye zarar verirler. Ornegin; Klorofenoksiasetik asit tiirevleri bu tip herbisit
grubunda yer almaktadir. Bu herbisitler 6zellikle kuvvetli kok sistemine sahip olan
yabanci otlarin miicadelesinde kullanilir.

e Bitkinin kok sistemini veya cimlenen tohumlarim etkileyen herbisitler

Toprakla muamele edilen herbisit buradaki istenmeyen bitki tohumlarini yok eder.
Ornek olarak; arsenik asit, pentaklorofenol (PCP) verilebilir. Baslica akut toksik etkileri
kas sistemi ve merkezi sinir sistemi (MSS) iizerinde olan herbisitlerdir. 2,4-D’nin yliksek
dozda kullanilmas1 halinde 06zellikle hayvanlarda, karinciklar etkilemekte bunun

sonucunda da tamamen diizensiz kasilmalar olusturmakta ve kisacasi 6liimciil bir ritim
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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 kaslarda dzellikle harabiyete yol acar. Bunun yani sira bobrek yetmezIigi,
karaciger harabiyeti ve akcigerde ddem de olusabilir. Insanlarla hayvanlarda ki akut
zehirlenme belirtileri birbirine benzemektedir. Kimyasalin 3-4 grami semptomlarin
gozlemlenmesi icin kafidir. Herbistlerde goriilen akut zehirlenmelerde ki mortalite oran
yiiksektir. Meslek geregi deri ve soluma yolu ile 2,4-D'nin absorbsiyonu sonucunda sinir
iltihaplar1 goriilmektedir. Ayrica, bu herbisitlerin insanlara deri ile temas etmesi sonucu

dermatite neden olur.
1.8.3. Fungusitler

Organik ve anorganik yapidaki bir¢ok fungusit mantarlar1 yok ederek, triinlerin
bozulmasin1 engellemektedir. Civali ve hekzaklorobenzen (HCB) gibi fungusitlerin
bazilar1 ¢ok toksiktir ve bundan dolay1 bir¢ok yaygin zehirlenmeler gorilmiistiir. Cok
kullanilan fungusitlere 6rnek olarak; civali bilesikler, bakir bilesikleri, ditiyokarbamatlar,
tetrametilthiuram disiilfiir (thiram), HCB verilebilir. Civali fungusitlerin uygulandigi
besinler, yanlis kullanilmalar1 nedeni ile, bir¢ok Oliimlere ve norolojik bozukluklara

sebebiyet verdiginden dolay1 kullanimlar1 1970'1 yillarda yasaklanmaistir.
1.8.4. Rodentisitler

Fare, sican ve diger kemiricileri kontrol etmek icin kullanilan biyosidal

tiriinlerdir. Akut ve antikoagiilant olmak tizere iki ¢esit rodentisit vardir;

e Akut rodentisitler; Akut rodentisitlerin avantaji kisa zamanda etki etmeleridir.
Fakat hedef dis1 organizmalar i¢in yiiksek oranda zehirlidirler ve c¢ok azinin
spesifik antidotu vardir. Ayrica yem ¢ekingenligi adi verilen ve kemirgenlerin
yeniden yeme doniisiinii engelleyen olumsuz tesirleri mevcuttur.

e Antikoagiilant rodentisitler; Antikoagiilant rodentisitler karacigerde Vitamin K
sentezini durdurarak oliimlerle sonuglanan i¢ kanamalara neden olurlar. Akut
zehirlerle karsilastirildiginda etkilerinin nisbeten yavas meydana gelmesi, insan ve
hedef dis1 canlilarda kazara alinma durumlarinda spesifik antidotu olan Vitamin K1
ile miidahale imkani verdiginden daha giivenlidirler. Antikoagiilant rodentisitler

Diinya Saglik Tegkilati tarafindan 1. ve 2. Jenerasyon olarak siniflandirilmistir.
1.8.5. Fumigantlar ve Bocek Uzaklastiricilar

Kemiriciler, bdcekler ve nematodlarin kontroliinde kullanilan kimyasallar
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fumigantlardir. Fumigantlarin uygulama esnasinda gaz olusturmalar1 ve bdylece en
ulasilmaz yerlere niifuz ederek bu sekilde, normal pestisit uygulamasi ile sonu¢ alinmayan
yerlerde (hububat depolarinda, fare yuvasi, gemilerde) basarili olmaktadir. Pest
uzaklagtiricilar deri tizerine lokal uygulanirlar. Siyaniirler, karbon tetrakloriir, naftalin,
paradiklorobenzen, metil halojeniirler, fosfiirler, indalon, dietiltoluamid fumigant ve
repellent olarak kullanilirlar. Genel olarak bu maddeler soluma ve agiz yoluyla cok
toksiktirler. Ayrica deri ile temasta da etki ederler. Dimetil ftalat, indalon gibi repellentler
daha az toksiktirler. Toprak fumigantlarinda en toksik olanlar1 siyaniirler ve
halojenlihidrokarbonlardir. Evde giivelere karst kullanildigi i¢in naftalin  ve

paradiklorobenzen ise dnemlidirler.
1.9. 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 bdceklerde sinir sisteminin
tiikriik bezlerini etkilerler ve beslenmeyi durdurarak devaminda aglik ve 6liime yol agarlar.
Bu bilesik, bitlere, beyaz sineklere ve bitki zararlilarina kars1 giiglii 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 bdcegin stiluslart ile sokup emmesini
engellemektedir (EPA, 2000). Ayrica direncli viriislerin yol actigi aphid transmitted
hastaliginin azaltilmasinda etkilidir. Baz1 durumlarda pimetrozinin c¢esitli bitkilerdeki
translokasyon ve penetrasyon oranlarindan dolay1 konukgu bitkileri pimetrozin potansiyeli
tizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Pimetrozinin beyaz sinekler iizerinde etkisine
bakildiginda Bulgar fasiilyesinde, pamuga gore daha toksik etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. Pimetrozin, diger grup insektisitlerle capraz direng¢ gelistirmedigi ve dogal
diismanlar1 ya da ¢evrelerine kars1 olumsuz bir etkiye neden olmadiklarindan dolay1r IPM
programlarinda potansiyel bir bilesen olarak aphid ve beyaz sineklerin kontrolii ve viriis

transmisyonunu baskilayici olarak degerlendirilebilirler.

Sicakkanlilar i¢in orta derecede zehirli sinifindadir. Toprakta kalic1 bir yapiya sahip
olmay1p yer alt1 suyuna karisma orani az, kuslar, solucanlar ve baliklarda orta derece akut

toksisiteye, memeliler ve arilarda ise diisiik derecede akut toksisiteye sahiptir (Onciier ve
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Durmusoglu, 2008).

Cizelge 1.7. Pimetrozin aktif maddesine ait bazi bilgiler.

. . b 1ae M
Pimetrozin Molekiili : o N,N,\gmH
I

Fiziksel Durumu Etkili madde renksiz ve kristal haldedir

Kimyasal Formiilii Cio Hi1 N5sO

CAS Numarasi 123312-89-0

IRAC 9B

Akut oral LDsy (mg/kg) 5820

ARID (mg/kg) 0,1

Dermal LDs (mg/kg) 2000

Zehirlilik Sinifi 11T

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

Karisabilirlik Notr reaksiyonlu bir¢ok insektisit ve fungisit ile
karistirilabilir

Zehirlilik (Akut) Ar1 LD50 Balik LC50 | Kus LD50 | Solucan
pg/ari mg/l mg/kg LD50mg/kg

117 100 2000 250

Cevrede Kalicilik Suda Log | GUS Toprakta Koc Kf

¢cOziiniirlik P DT50
270 0,19 | 0,94 14 1510 -

1.10. Genetik Toksikoloji

Biyolojik olarak etkileri tam bilinmeyen sentetik ve dogal maddelerin ¢evrede her
gecen giin sayilarinin ve kullanimlarinin hizla artmasi ayrica kanser vakalarindaki artiglar,
bu maddelerin karsinojenik ya da mutajenik potansiyelleri agisindan test edilmeleri
geregini ortaya ¢ikarmistir. Bundan dolay: kanser riskini saptayabilecek 6zellige sahip olan

biyobelirteglere ihtiya¢c duyulmus ve genetik toksikolojinin 6nemi gittik¢e artmistir.

Toksikolojinin alt dallarindan biri olan ve yeni bilesiklerin ve ilaglarin toksikolojik
yonden degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahip olan genetik toksikoloji, organizmanin
olagan biyolojik isleyisi esnasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik faktorlere baglh
olarak hiicrelerin kromozom ve DNA molekiillerinde meydana gelen farkliliklar1 ele alan
bir bilimdir (Ustiin, 2007). Genetik toksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda

ortaya c¢ikan hasarlari, DNA kiriklari, DNA eklentileri, gen mutasyonu, kromozom
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anormalligi, klastojenite ve andploidi gibi olaylar1 da i¢ine alan genel bir kavramdir.
(Young, 2002; Zeiger, 2004; Ustiin, 2007). Genotoksisite, kimyasallarin biyolojik sistem
ile etkilesimleri neticesinde genetik materyal iizerine 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-Atli, 2011).

Halen gergekte dogrudan herhangi bir kimyasal maddenin, insanda genetik hasar
olusturabilme olasilig1 gosterilmemistir. Ancak giiniimiizde ¢evremizdeki bir¢ok kimyasal
maddenin ¢ok az miktarlarinin dahi kanseri veya mutasyonu tetikleyebilecegi de
belirtilmistir (Mercangdz ve Ayaz, 2000; Vural, 2005). Bir kimyasalin karsinojenik
potansiyelinin mutajenik kapasitesi ile dogru orantili oldugu saptanmistir. Son yillarda,
karsinojenik olan bir¢ok maddenin mutajenik; ayni sekilde mutajenik olan birgok
maddenin de karsinojenik oldugu belirlenmistir. Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri
ile karsinojenik potansiyelleri arasinda kuvvetli iliskinin olmas1 nedeniyle bu maddelerin
karsinojenik risklerinin arastirilmas: yapilirken endiistri kuruluslar tarafindan mutajenite
testlerinin tarama testleri olarak kullanilmasi sonucunu dogurmustur. Toksisite testlerinden
almman pozitif sonuglar kimyasalin kanser olusumuna yol agabilecegini gostermektedir.
Mutajenite testlerine gore karsinojenlerin yaklasik % 90 kadarinin ayn1 zamanda mutajenik
oldugu, buna kargin tiim mutajenlerin de potansiyel karsinojen olabilecegi bildirilmistir.
Ozellikle memelilerde in vivo mutasyona neden olabilen bilesiklerin potansiyel karsinojen
olarak nitelendirilebilecegi ortaya atilmistir (Mavournin ve ark., 1990; Zeiger, 2004; Vural,

2005; Ustiin, 2007).

Kromozom anormallikleri genotoksik ajanlara maruz kalinmasindan sonra ortaya
cikan Onemli biyolojik sonuglardan birisidir (Obe ve ark., 2002). Yapisal olarak
kromozomlarda kromozom tipi ve kromatid tipi kiriklar olmak iizere iki c¢esit kirik
mevcuttur. Bir kimyasalin hiicre dongiisiiniin hangi sathasinda etkili olduguna bagli olarak
ya kromozom tipi kiriklara ya da kromatid tipi kiriklara neden olmaktadir. Kromozom tipi
kiriklara yol acan ajanlar mitoz boliinmenin Gy ya da G; fazinda, kromatid tipi kiriklara
neden olanlar ise S ya da G; fazinda etkilidirler. Kromozom kiriklari, G; fazinda sadece
bir kromatitte bir kirik meydana getirir ve S fazi siiresince devam ederse, metafazdan sonra
her iki kromatidde de kirik olusur ve bu sekilde kromozom tipi kirik meydana gelir. Bu

kirik tekrar biraraya gelmez ise, bir delesyonlu kromozom ve bir asentrik fragment
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meydana gelir. Kromozom kirilmasiyla beraber asentrik pargalar ya metafazda
kaybolmakta ya da anafazda mikroniikleuslar1 olusturmaktadir (Rooney ve Czepulkowski,

1992; Conner ve Smith, 1993).
1.11.1. Genotoksisite Testleri

Genotoksitite testleri baslica kansere yakalanmaktan korunmada, radyasyon gibi
cevresel etkenlerin ve endiistride kullanilan kimyasallarin etkisini aragtirmada, piyasaya
stirilmeden once ilaglarin toksik etkilerinin ve giivenilirliginin olup olmadigini arastirmada
yaygin olarak kullanilmaktadir. 1970’lerden bu yana kullanilmakta olan genotoksisite
testleri, ¢esitli mekanizmalarla mutajenik ve genotoksik 6zellige sahip olan maddelerin
karsinojenik potansiyellerini Olgebilmek i¢cin in vivo ve in vitro olarak gelistirilmistir
(Bedir ve ark., 2004; Zeiger, 2004). Bilesiklerin genotoksik etkisinin belirlenmesinde tek
bir testin yeterli olmadigi, bundan dolayr bilesiklerin mutajenik ya da genotoksik
faaliyetlerini ortaya koymada bir dizi test sisteminin kullanilmasi gerektigi vurgulanmistir
(Mortelmans ve Rupa, 2004; Ustiin, 2007). Zararli organizmalarla miicadele etmek igin

gerek tarimda gerekse giinliik yasamimizda kimyasallara bagvurulmaktadir.

Genetik sistemlerin, mutajenitesi test edilmek istenen maddelerle reaksiyona
girmesi saglanarak, maddelerin karsinojenik/mutajenik potansiyeleri arasinda iligki
kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak kullanilan in vitro ve in vivo mutajenite testleri;
Kromozom anormallikleri (KA) testi, Mikroniikleus (MN) testi, Kardes kromatit degisimi
(KKD) testi, Ames testi, Komet testi ve Fare lenfoma testidir (Parlak, 2007).

1.11.1.1. Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

Test bilesikleri tarafindan indiiklenen hem sayisal hem de yapisal kromozomal
anormallikleri belirlemek amaciyla genellikle in vivo ve in vitro kromozom anormallikleri
testleri kullanilmaktadir. /n vivo testi, 6zellikle mutajenik hasarin tespit edilmesinde tiire ve
dokuya gore farklilik gosterebilen metabolizma, farmakokinetik ve DNA onarim
mekanizmalar1 gibi faktdrlerin arastirilmasma da imkan saglamaktadir (Ustiin, 2007).
Memeli hiicre kiiltiirlerinde in 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 ¢ikardigi bir sonug olarak gézlemlenmektedir. Kromozom kiriklari
DNA’daki onarilmamis cift zincir kiriklarindan, yeni yapiya sahip kromozomlar ise

DNA’daki zincir kiriklarmin hatali onarilmasindan dolayr ortaya c¢ikabilir. Genetik

27



materyalde meydana gelen hasarlar giderilemediginde; mutasyon, rekombinasyon, doku
hasari, yaslanma ve kanser olusabilmektedir. Bundan dolay1r kromozom anormallikleri
frekansinin artisinin, kanser riskinin de artmasini tetikledigi kabul edilebilir (Savage, 1993;

Norppa ve ark., 2006).

Hiicrelerin mitoz béliinme gecirmesini saglayan kiiltiirda ortamlarinda Cin Hamster
fibroblast ve memeli periferal kan lenfosit gibi hiicre kiiltiirleri in vitro memeli KA
testinde, 37°C’de cogunlukla 72 saat siireyle inkiibe edilir. Inkiibasyonun belirli
zamanlarinda kiiltiirlerdeki hiicreler test bilesigi ile muamele edilir. Hedef doku olarak
vaskiilarizasyonu fazla ve hizli sirkiilasyona sahip hiicre populasyonu igeren rodentlerin
kemik iliginde ise in vivo kromozom anormallikleri testi kullanilmaktadir. Hayvanlara
kullanilan test bilesigi istenilen doz ve siirelerde degisik yontemlerle uygulanir. Hiicre
boliinmesini metafaz sathasinda engelleyen bir tiibiilin polimerizasyon inhibitdrii olan
kolsisin uygulanmasi in vitro kromozom anormallikleri testinde kiiltiirler hasat edilmeden
genellikle 2 saat once, in vivo da ise hayvanlar kurban edilmeden yaklasik 2-4 saat 6nce
yapilmaktadir. Kiiltlirii yapilan hiicreler ve kemik iligi hiicreleri hipotonik soliisyon ile
muamele edildikten sonra, metanol-asetik asit karigimiyla fikse edilir ve lamlarin {izerine
damlatilarak preparatlar hazirlanir. Hazirlanan preparatlar boyanarak metafaz hiicreleri
mikroskop altinda kromozomal anormallikler yoniinden incelenir (Ford ve Hamerton,1956;

Evans, 1984; Ustiin, 2007).
1.11.1.2. Mikroniikleus (MN) Testi

Hiicrenin mitoz béliinmesi esnasinda ortaya ¢ikan MN’ler, esas g¢ekirdege dahil
olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan
olusumlardir. Sitogenetik hasarin belirlenmesinde kullanilan MN testinin yaygin kullanilan
bir test olmasimmin 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 bdliinmesi 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 ajanlarin meydana getirdigi genotoksik etkilerin belirlenmesinde, uzun
zamandan beri uygulanan ve gelistirilen bir sitogenetik teknik olan MN testi giivenli olarak

kullanilabilmektedir (Fenech, 2000). Ayrica ¢ok sayida veri elde edilmesinden dolay:
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istatistiksel dayanaginin gii¢lii olmasini saglar (Fenech ve ark., 1999). MN test yonteminde
kinetekor veya sentromeri belirleyen metodlar kullanarak; kromozom kirigi nedenli MN ile
kromozom geri kalmas1 nedenli MN” leri birbirinden ayirmanin kolay oldugu belirtilmistir

(Fenech ve ark., 1997).

MN sayisindaki artig, cesitli ajanlarin hiicrelerde meydana getirdigi sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli gostergesi olarak diistintilmektedir.
Andploidiyi tetikleyen ajanlar, sentromer bolinme hatalarina ve ig iplikciklerinde
fonksiyon bozukluklarina neden olarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak
MN olusumuna katki saglamaktadir. Hiicrelerdeki MN sayisinda artis 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 arastirmalarinda tercih edilen standart sitogenetik testlerden
biridir (Stopper ve Miiler, 1997; Krishna ve Hayashi, 2000). Bitki hiicrelerinde MN testi
1950’lerde kromozom hasarim1 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 gliniimiizde ise genotoksik, sitotoksik ve karsinojenik
ajanlarin hiicre genomu ve canliligl iizerine etkilerinin analizinde basarili bir sekilde

kullanilmaktadir (Demirel ve Zamani, 2002).

[k defa Courtyman ve Heddle tarafindan periferal kan lenfositlerinde mikroniikleus
sitkliginin  kromozom hasarlarinin  bir gostergesi olarak kullanilmasi Onerilmistir
(Courtyman ve Heddle, 1976). Pekcok arastirmaci, MN analizi i¢in lenfosit hiicre kiiltiirii
ve direkt kemik iligi hiicre kiiltiirleri basta olmak iizere ¢esitli teknikler kullanmislardir.
Fakat sonradan bu yontem Fenech ve Morley tarafindan gelistirilmis ve CBMN adi
verilmigstir (Fenech ve Morley, 1985). Sitokinezi-bloklama (Cytokinesis-Bloked) metodu
bazi kinetik sorunlarin giderilmesini ve teknigin uygulanmasindaki giivenilirligin artmasin
saglamistir. Bu metot, mitoz geciren hiicrelerde kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri
olan Cyt-B ile sitokinezi durdurmayi hedeflemektedir. Amag, uygun konsantrasyonda
lenfosit kiiltiirlerine Cyt-B eklenmesiyle, sitoplazmik bdliinmesini gergeklestirememis
ancak cekirdek boliinmesini tamamlamis ¢ift nukleuslu hiicrelerde, mikroniikleus
bulunduran hiicrelerin oranimi saptayabilmektir (Fenech ve Morley, 1985; Fenech ve
Morley, 1986; Demirel ve Zamani, 2002). Gelistirilmis bu yontemle, interfaz hiicrelerinin

yalnizca mikroniikleus olup olmadig: tespit edilerek, metafaz hiicrelerindeki kromozom
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anormalliklerinden hem daha objektif bir sekilde degerlendirilebilmekte hem de daha hizl
sayilabilmektedir. Ayni zamanda biitin halde kromozom seklinde mikroniikleus
olusumuna neden olan ve kromozomal anormallik testleriyle calisilmasi zor olan
andploidiyi indiikleyici ajanlar bu analizle daha kolay bir sekilde belirlenebilmektedir

(Lorge ve ark., 2007; Ustiin, 2007).
Mikroniikleus degerlendirilmesinde kullanilan kistaslar sunlardir;

» MN caplari esas ¢ekirdegin 1/3 ile 1/16’ s1 arasinda bir biiytikliikte olmali,
Esas nukleus ile boya alma yogunlugunun ayni olmasi,

MN’larn esas ¢ekirdege bagl veya bitisik olmamasi,

Sitoplazmasi iyi gozlenen hiicrelerde MN’lar sayilmal,

Doza bagli olarak MN olusumu olmalidir,

YV V V V V

Niikleer olmayan partikiillerden farkli olarak 15181 yansitmamalidir (Sekil 1.3)
(Almassy ve ark., 1987).

Klastojen

Asentirik kromozom
fragmenti sonucu
olugan kiigiik MN

'zrzk 151

@@ 0@@

=>;
e
/ /

I ipligindeki
hata

Iplik hatas: nedeniyle
tam bir kromozom

Sekil 1.3. Mikroniikleus olusumu (Conner ve Smith, 1993).

Memeli in vivo mikroniikleus testi ve bilesigin in vivo metabolizmasi,
farmakokinetigi ve DNA onarim siirecleri gibi faktorlerin degerlendirilmesine in vitro test
sistemlerinden elde edilen mutajenik etkinin daha detayli arastirilmasi i¢in imkan

saglamaktadir (Heddle, 1973; Schmid, 1975; Hayashi ve ark., 2000; Ustiin, 2007).

30



\\\\ f\//i

SITOTOKSIK 7

B ENLTI_P_,IIr (
e

\ v
ok T,
SRR TN
ey
KROMOZOM HERREE
3 s KIRILMASI
DISENTRIK & GEM
KROMOZOM  kayEl AMPILIFIKASYONU

APOPTOZIS

Sekil 1.4. Sitotoksik ve genotoksik ajanlarin etkisiyle mikroniikleus olusumu, apoptozis ve
nekroz (Fenech, 2006).

In vivo mikroniikleus testlerinde genellikle kemik iligindeki veya kandaki
PCE’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 bdliinmenin engellenmesine
neden olmaktadir (Lambert ve ark., 2005). Eritropoezis asamasinda kemik iligindeki
eritroblastlar son mitozdan birka¢ saat sonra polikromatik eritrositlere doniisiirken
cekirdeklerini kaybederler ve bu sirada kromozomlarda meydana gelen hasar sitoplazmada
mikroniikleus olusumuna yol agmaktadir. Tam olarak olgunlasmamis (polikromatik) MN
iceren eritrosit sayisindaki artiy kromozomal hasarin veya anafaz gecikmesi sonucu ortaya
cikan sitogenetik hasarin bir belirtecidir (Von Ledebur ve Schmid, 1973; MacGregor ve
ark., 1987; Ustiin, 2007). In vivo kemik iligi mikroniikleus testlerinde ¢ogunlukla Cyt-B
kullanilmaksizin PCE’lerdeki mikroniikleus siklig1 saptanmaktadir (Sekil 1.4).

Genotoksik maddelere maruz kalan canlinin eritrositlerinde meydana gelen
mikronukleus haricinde gozlenen cekirdek anomalileri de vardir. Bu ¢ekirdek anomalilerini
dort grupta toplayabiliriz. Hiicrelerden iki niikleusu olanlar biniikleat (¢ift ¢ekirdekli)
olarak isimlendirilir. Cekirdek membranindan kiiclik cikintilar olup kromatin igeren
cikintilar olarak gozlenenler tomurcuklu niikleidler, tomurcuklu c¢ekirdeklerden daha
biiylik cikintilara sahip ve loblu bir goriintii sergileyen niikleuslar loplu niikleus olarak
tanimlanir. Niikleusun igeriye dogru girinti yaptig1 ve vakuolleri olan nukleuslara ¢entikli

niikleus ad1 verilir. Hiicrelerdeki ¢ekirdek anomalisi verileri tiim g¢ekirdek anomalilerinin
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toplamina gore degerlendirilir (Cavas ve Konen, 2008). Cekirdek anomalileri genel olarak
genotoksik hasarin belirtecleri olarak diistiniilmektedir. Bu nedenle rutin genotoksisite

calismalarinda MN testinin tamamlayicisidirlar (Ozkan ve ark., 2009).
1.10.1.3. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

Kisa siireli mutajenite ve karsinojenite testlerinden biri olan kardes kromatit testi,
cevredeki atiklarin etkisini arastirmak icin gelistirilen bir testtir. Kardes kromatit
degisimleri, DNA ¢ift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon aracilifiyla tamir
edilmesini gosteren kardes kromatitlerin homolog lokuslari arasinda DNA replikasyon
tirtinlerinin degisimidir (Taylor ve ark., 1957; Latt ve ark., 1980; Wolff, 1980; Sonoda ve
Wharton, 1999).

KKD analiz yonteminde, homolog kromozomlarda DNA parcalarinin kargilikli
degisiminin gosterilmesi ancak hiicre kiiltiirlerine BrdU maddesinin eklenmesi yoluyla
saglanmaktadir. Bu analiz, in vitro ve in vivo sartlarda gesitli ajanlarin mutajenik ve
karsinojenik etkilerinin, deneysel ¢calismalarda indikator test olarak kromozom diizeyindeki
arastirtlmalar acisindan 6nemlidir. Bundan dolay1 kimyasallarin mutajenik ve karsinojenik
etkilerini belirlemek icin ideal bir metot olan KKD ydnteminin kullanimma devam

edilmektedir (Latt ve ark., 1980; Wolff, 1980).
1.10.1.4. Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi

Salmonella/mikrozom mutajenite analizi, kimyasal maddelerin mutajenik
etkilerinin arastirilmasinda en yaygin olarak kullanilan, 1975 yilinda Bruce Ames ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis ve diger adi Ames testi olarak da bilinen, test
parametreleri yoniinden en iyi standardize edilmis ve mutajen/karsinojen etkisi en iyi
bilinen kimyasallarla gegerliligi en fazla kabul edilmis, kisa zamanli bakteriyel test
sistemlerinden biridir. (McCann ve ark., 1975; Mortelmans ve Zeiger, 2000; Ozbek, 2006).
Bakteriyel ters mutasyon testi olarak da bilinir. Hizl1 ve ucuz bir analiz olmanin yan1 sira
uygulanabilirligi de kolay olan bir testtir. Bilesiklerin genotoksititesinin belirlenmesinde
kullanilan bu test; 6zellikle insanlarda ve deney hayvanlarinda tiimor olusumunda somatik
hiicrelerin tiimor baskilayici genlerinde olusan nokta mutasyonlarin tespit edilmesinde
kullanilmaktadir (Ustiin, 2007). Bu testin temelinde, histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis ve test bilesigine maruz birakilan yapay mutasyonla olusturulmus olan

Salmonella typhymurium vardir.
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1.10.1.5. Komet Testi

DNA sarmal kirilmalarinin tespiti i¢in son yillarda gelisen Komet teknigi, hassas,
hizli ve giivenilir bir yontemdir. Komet teknigi ayn1 zamanda “SCGE’’ ya da “Mikrojel
Elektroforez Teknigi” olarak da isimlendirilmektedir. Birgcok memeli hiicresinde cesitli
ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve onarim bozuklugunun tesbitini amaglayan in vivo ve
in vitro arastirmalarda Komet yontemi kullanilmaktadir. DNA kiriklarmin tespiti
prensibine dayanan Komet yontemi, ¢esitli DNA hasarinin ve onariminin tespit
edilmesinde, biyoizleme caligmalarinda ve genotoksikolojide genis kullanim alani
bulmustur. Bu test, 6zellikle direkt etkili genotoksinleri ilk etki bolgelerinde incelemek i¢in
onemlidir. Eger bu yontemde DNA kirik igeriyorsa, hasarli DNA’lar ¢ekirdekten disari
dogru goc ederek kuyruklu yildiz goriiniimii verir. Bu goriiniimden o6tiirii hasarli hiicreler
“Komet’’ olarak adlandirilmistir (Ostling ve Johanson, 1984; McKelvey-Martin ve ark.,
1993; Fairbairn ve ark., 1995; Kevlekei, 2008).

Komet yontemine gore alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik
yiike sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri gerekmektedir.
Genellikle bu uygulama kan l6kositleri, mesane, yanak, mide ve sperm hiicrelerindeki
DNA hasarin1 tespit etmek icin kullamlmaktadir. Oncelikle tek hiicreler veya
cekirdekgikler agaroza yerlestirilir. Lizis ve alkali elektroforez tamponunda yiiriitme
islemlerini takriben hiicrelerin incelenmesi floresan mikroskop ile yapilir. DNA’lar zarar
gérmemis ise taginma esnasinda komet (kuyruk) olusturmazlar. Ancak DNA fragmentleri
olugsmussa, bu fragmentler farkli molekiiler agirliklara ve farkli elektrik ytiklerine sahip
olacaklarindan dolay1 elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir
goriintli meydana getirirler. Komet teknigi hasarli hiicrelerde floresan boyanin bas taraftan
kuyruga gecisini yansitmasindan dolayi, DNA hasarinin kantitatif olarak saptanmasinda
kuyruk momenti, kuyruktaki DNA ylizdesi ve kuyruk uzunlugu onemli parametrelerdir
(Ostling ve Johanson, 1984; Singh ve ark., 1988; McKelvey-Martin ve ark., 1993;
Albertini ve ark., 2000; Celik, 2005).

1.10.1.6. Fare Lenfoma Testi

Fare lenfoma testi; farkli boyutlarda ortaya cikan kromozomal bozukluklarinin
belirlenmesini saglayan ve ayni zamanda L.5178Y fare lenfoma hiicrelerinin timidin kinaz
(TK) lokusundaki veya insan lenfoblastoid TK6 hiicrelerinin ya da Chinese hamster hiicre
serisinin (CHO, AS52 ve V79 hiicrelerinin) HPRT lokusundaki veya XPRT lokusundaki

gen mutasyonunu saptayan bir testtir. TK+/- ve TK-/- lokuslarinda meydana gelen
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mutasyon sonucu timidin kinazdan mahrum olan mutant hiicreler pirimidin analogu olan
triflorotimidinin (TFT) sitostatik etkilerine karsi direnclidirler. Hiicresel metabolizmay1
inhibe eden ve hiicre boliinmesini durduran TFT’ye karsi timidin kinaza sahip olan
hiicreler duyarlidir. TFT varliinda mutant hiicreler ¢ogalir iken, normal hiicreler
cogalamamaktadir. Metabolik aktivasyonlu veya aktivasyonsuz fare lenfoma hiicre kiiltiirii
ortamina maruz birakilan test bilesigi, uygulamayi takiben hiicreler mutant seleksiyondan
once fenotipik ekspresyon amaciyla kiiltiire edilir. Test bilesigine maruz kalan hiicre
kiiltiirtinden elde edilen ve sayist bilinen hiicreler mutant hiicrelerin oranii saptamak
amactyla TFT iceren kiiltiir ortamina ekilir ve inkiibasyon siiresinden sonra koloniler
sayilir. Mutant frekansini saptayabilmek i¢in, TFT igeren kiiltiir ortamindaki mutant koloni
say1s1 hesaplanir. Test bilesiginin nokta mutasyon veya kromozomal hasar olusturduguna
dair bilgileri mutant kolonilerin biiyiikliigli vermektedir. Kiigiik ¢apta mutant koloniler
genellikle kromozomal bozukluklar sonucu olusmaktadir ve gen mutasyonlar1 sonucu ise

biiyiik ¢apta mutant koloniler olusmaktadir (FDA, 2006; Ustiin, 2007).
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2. ONCEKI CALISMALAR

o Insektisitlerle Tlgili In vivo ve In vitro Calismalar

Behera ve Bhunya (1990) tarafindan isoproturonun genotoksik etkilerini in vivo
KA, MN ve sperm sekil anormallikleri test yontemleri ile arastirildigi ¢alismada bu
herbisidin KA ve sperm sekli anormallikleri testlerinde doza baglh olarak pozitif sonug
verdigi, MN testinde ise sadece en yiiksek dozda (200 mg/kg) etkili oldugunu
saptamiglardir. Elde edilen verilere gore memeli in vivo test sisteminde isoproturonun

genotoksik etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Roloff ve arkadaslarmin (1992) insan lenfositlerinde Atrazin ve Linuron
herbisitlerinin ayr1 ayri ve kombine uygulanmis sekilde test ettikleri ¢alismalarinda, bu
kimyasallarin ayr1 ayr1 verilen dozlarda ¢ok az kromozom hasarina neden oldugu, kombine
verilen dozlarda ise anlamlhi diizeyde kromozom hasarim1 indiikledigi saptanmistir.
Arastirmacilar faredeki etkilerini gozlemek tizere ayni sekilde verilen kimyasallarin kemik
iligi hiicrelerinde tiim gruplarda kromozom hasarini indiiklemedigini fakat kiiltiire edilen

dalak hiicrelerinde tiim gruplarda hasarin gozlendigini bildirmislerdir.

Surrales ve arkadaslar1 (1995) piretroid insektisitlerinden sipermetrin, deltametrin,
fenpropatrin, fenvalerat ve permetrinin hem izole edilmis insan lenfositlerinde hem de tam
kanda  mikronukleusu indiikleme kapasitesini test etmislerdir. Test edilen
konsantrasyonlarda, niikleer boliinme indeksi (NBI) ve sitokinezi engelleyici proliferasyon
indekslerine (CBPI) gore; 5 piretiroidin doza bagl olarak sitotoksik etkiyi indiikledigini,
fenpropatrinin ise bunlardan en toksik olani oldugunu gézlemlemislerdir. MN sonuglarina
gore; bes piretroit insektisitten permetrin ve fenvaleratin genotoksik aktivitesinin anlaml
olmadigini, sipermetrin, deltametrin ve fenpropatrinin ise zayif genotoksik etkisi oldugunu

saptamislardir.

Titenko-Holland ve arkadaslar1 (1997) yaygin olarak kullanilan malatyonun saglik
tizerine etkilerinin kaygilar1 arttirmasi nedeniyle biyolojik belirte¢ olarak hem in vivo hem
de in vitro insan periferal lenfositlerinde mikroniikleus olusumuna etkisini belirlemeye
caligmiglardir. Tam kan ya da Ficoll izolasyonundan sonra kiiltiire edilmis lenfositler, 5 ile
100 pg/mL malatyon dozlariyla 48 saat muamele edilmistir. Yiiksek dozlar ile (75-100
png/ml) muamele edilen lenfositlerde mikroniikleuslu hiicrelerde Onemli diizeyde artis
gbzlenmistir (P<0,001). Sonug¢ olarak; malatyonun kromozom hasarina neden olma

potansiyelinin diisiik oldugunu ve bu dozlarin, profesyonel uygulayicilarin in vivo da
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kullandiklar1 dozlardan daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Malatyonun diger
pestisitlerle etkilesim olasiliginin anlasilmasi i¢in daha fazla caligma yapilmasi gerektigini

One stirmiislerdir.

Villarini ve arkadaglar1 (1998) bu calismada deltametrinin genotoksititesini in vitro
olarak DNA’ya hasar verebilme ve insan periferal lenfositlerinde KKD ve MN’yi
indiikleme 6zelligini inceleyerek degerlendirmislerdir. Sonuglar, deltametrinin doz arttikca
kuyruk moment degerlerinin yiikselmesiyle metabolik aktivasyon varliginda DNA hasarina
neden olabildigini gostermistir. MN ve KKD frekanslarinda ise; hem S9 miksli hem de S9
mikssiz kontrol grubuna kiyasla deltametrin uygulanan hiicrelerde istatiksel olarak artig

gbzlenmemistir.

Guadano ve arkadaslar1 (1998) yaptiklar1 c¢alismada, metabolik aktivasyon
sisteminin varliginda ve yoklugunda (S9 miks) insan lenfosit kiiltiirlerinde, KKD, KA ve
MN testleri ile roteneonun genotoksik aktivitesini arastirmiglardir. Elde edilen verilere
gore, rotenonun, tiim konsantrasyonlarda KKD ve KA frekanslarinda herhangi bir artisa
yol agmadigmi ancak binukleuslu mikronukleatli (BNMN) hiicrelerin frekanslarini
arttirdigin1 - gézlemlemislerdir. Bu kimyasalin hiicre dongiisiinde gecikmeye neden

oldugunu ve S9 miks varliginda genotoksik aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir.

Campana ve arkadaglart (1999) Cheirodon interruptus interruptus un
eritrositlerinde ~ mikronukleus  testi  kullanarak  piretroid = lambda-siyalotrinin
genotoksititesini arastirmiglardir. Mikronukleus frekanslarini, bilesimlerin {i¢ farklh
konsantrasyonuna (0,05; 0,01; 0,001 pg/L) maruz birakilan ve 9 farkli 6rnekleme
zamaninda (24, 48, 72, 96 saat ve 8, 12, 15, 19, 23 giin) sakrifiye edilen baliklardan elde
edilen kan preparatlarin1 incelemislerdir. Elde edilen sonuglara gére kullanilan deneysel
modellerde piretroidin, genotoksik etki gosterdigini belirlemislerdir. Farkli 6rnekleme
zamanlarinda mikronukleus frekanslarinda gézlenen varyasyonlari eritrosit degisimi ve kan

hiicre kinetikleriyle iliskilendirmislerdir.

Blasiak ve arkadaslar1 (1999) yaptiklar1 arastirmada malatyonun ve iki analogu olan
izomalatyon ve malaksonun insan periferal lenfositlerinde komet testi ile DNA hasarina
etkisini arastirmiglardir. Malatyon test edilen konsantrasyonlarda, komet kuyruk
uzunlugunda 6nemli degisikliklere yol agmaz iken, malakson ve izomalatyon doza bagl
olarak DNA’da hasara neden oldugunu gézlemlemislerdir. Sonuglar, in vitro da, malakson
ve izomalatyon igeren ve ticari iiriin olarak kullanilan malatyonun, genotoksik madde

oldugunu saptamislardir.
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Karabay ve arkadaslar1 (2001) bu c¢alismada, 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 olast sinerjitik etkiyi belirlemek amaciyla kombine kullanimin, tek tek
kullanima gore etkisini karsilagtirmiglardir. Caligmada, her bir insektisitin iki farkli
konsantrasyonu (imidakloprid i¢in 50 ve 100 ppm, metamidofos i¢in 2,5 ve 5 ppm),
imidakloprid+metamidofos kombinasyonu i¢in 2,5 ve 5 ppm kullanilmistir. Kombine
insektisit kullaniminin, tek tek kullanima goére i¢ organlarda daha fazla oranda lezyon
olusturdugu belirlenmistir. Uygulanan pestisit gruplarinin yiliksek konsantrasyonlarinda
kromozomal aberasyonlar daha fazla oranda goézlenmistir. Tiim uygulama gruplariyla
kontrol grubu arasinda ve uygulama gruplarmin iki farkli dozu arasinda kromozom
aberasyonlu hiicre orani bakimindan 6nemli farkliliklar belirlendigi halde, uygulanan
pestisit siniflart arasinda énemli bir farklilik kaydedilmemistir. Metamidofosun, karaciger
kolinesteraz enzim aktivitesini inhibe ettigi ve bu inhibisyonun doza bagli olarak arttig1 bu
artisin Ozellikle yiliksek konsantrasyonlarda kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde oldugu saptanmistir. Kombine grupta da yine organofosforlu insektisitin
etkisinin baskin oldugu ve konsantrasyondaki artigla birlikte enzim inhibisyonunun yalniz

metamidofos uygulanmis gruba gore daha fazla arttig1 gozlemlemislerdir.

Pastor ve arkadaslari (2001) Yunanistan, Ispanya, Polonya ve Macaristan’da
mesleki olarak pestisitlere maruz kalan bireylerde, pestisit kullanimi ile sitogenetik
hasarlar arasindaki iligkiyi belirmek i¢in, tarim iscilerinin periferal lenfositlerinde ve agiz
i¢ci epitel hiicrelerinde MN frekansini incelemislerdir. Tarim isgilerinin yogun olarak
kullandig1 pestisitler arasinda akrinatrin, alfametrin, bifentrin, deltametrin, fenvalerat,
lambda-sihalotrin, permetrin, tralometrin, asetamiprid, imidakloprid ve bakterisitler
bulunmaktadir. Pestisitlere maruz kalan iscilerde lenfositlerin artis1 ile olabilecek
varyasyonlar1 ise sitokinez bloklama proliferasyon indeksi (CBPI) ile hesaplamislardir.
Tarim is¢ilerinde kontrole nazaran CBPI degerinde 6nemli bir azalma oldugunu, buna
karsin lenfosit ve agiz ici epitel hiicrelerinin MN frekansinda kontrol grubuna goére 6nemli

bir artis olmadigim gozlemlemislerdir.

Giri ve arkadaslar1 (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

stirelerinde KA frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugunu
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bildirmislerdir. Fenvaleratin ne 5 ve 10 mg/kg’lik akut dozu ne de (5x4 mg/kg) sub-akut
dozu herhangi bir 6nemli etkiyi indiiklemedigini gézlemlemislerdir. Akut dozun ti¢liniin de
(5, 10 and 20 mg/kg) fare kemik iligi hiicrelerinde KKD frekanslarinda énemli bir artisa
yol agtigini saptamislardir 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 iizerinde arastirmistir. 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 artis oldugunu belirlemistir.

Rahman ve arkadaglar1 (2002) iki organofosfor pestisitin (kloroprifos ve asefat) ve
siklofosfamidin (pozitif kontrol) Swiss albino erkek farelerin lokositlerinde in vivo
genotoksik etkiyi indiikleme yeteneklerini test etmislerdir. Asefatin 12,25’ten 392,00
mg/kg’a ve kloroprifosun 0,28’den 8,96 mg/kg’a dozlar 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
hasart, komet kuyruk uzunlugunun artisinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0,05). Komet kuyruk uzunlugunun doza bagli bir artis gostermis
oldugunu bildirmislerdir. 48 saatlik muameleden sonra, kuyruk uzunlugunda bir azalis
oldugunu, 96 saatlik muamelede ise komet kuyruk uzunlugunun kontrol grubu ile ayni
diizeye geldigini saptamislar ve bu durumunda DNA hasarinin onarildiginin bir gostergesi

oldugunu bildirmislerdir.

Giri ve arkadaslar1 (2003) sipermetrin ve karbosiilfan pestisitlerinin fare kemik iligi
hiicrelerinde kardes kromatid degisimi frekansina etkisini arastirmislardir. Hem
sipermetrinin hem de karbosiilfanin KKD frekansindaénemli bir artisa neden oldugunu
gozlemisler ve karbosiilfaninin sipermetrine gore daha yiiksek bir genetik alterasyona

neden olma potansiyeline sahip oldugunu saptamislardir.

Helvact (2003) yaptig1 calismada metidatyon insektisitinin Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde mitoz boliinme ve kromozomlar iizerine olan etkilerini incelemislerdir. Allium
cepa kok uglarma 0,0; 7,5; 15; 30 ve 45 ppm'lik dozlar1 12, 24 ve 48 saat siire ile
uygulamigslardir. Metidatyonun biitiin doz ve uygulama stirelerinde mitotik indeksi kontrole
gore onemli diizeyde azalttigin1 ve konsantrasyon ve uygulama siireleriyle dogru orantili
olarak toplam mitotik anormallikleri arttirdigin1 saptamiglardir. Bolognesi ve arkadaslar

(2004) MN testi ve tam sentromerik prob kullanarak, floresan in situ hibridizasyon (FISH)
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analiziyle deltametrinde dahil olmak tizere cesitli pestisitlere maruz kalan ¢igek
yetistiricilerinin periferal lenfositlerini incelemislerdir. 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 arkadaglar1 (2005) ¢alismalarinda erkek fare, hamile disi ve embriyolari
kullanmiglardir. Hayvanlara oral yolla (4 giin) giinliik nuvakron pestisitinin li¢ farkli
dozunu (0,25; 0,3 ve 0,65 mgkg) uygulamislardir. Uygulama sonrasinda, bazi
biyokimyasal parametrelerdeki (DNA, RNA, protein ve enzimler) degisimlerin
saptanmasinin yani sira somatik ve germ hiicrelerinde mutasyon indiiklenmesini
degerlendirmislerdir. Verilerine gore; ¢esitli dozlara maruz kalan farelerin yiliksek oranda
sayisal ve yapisal kromozomal aberasyonlara sahip oldugunu saptamislardir. Kimyasalin
etkisinin doza bagli oldugunu ve mitotik indeks oranini da doza bagli olarak azalttigim
ortaya koymuslardir. Biyokimyasal parametrelerden gama glutamil transferaz (GGT)
aktivitesi artarken, kolin esteraz aktivitisinin ve DNA, RNA ve doku proteinlerinin
miktarmin azaldigini1 saptamislardir. Calisma sonuglarina gore; pestisit ve/veya bunun
analoglariin kullaniminin o6nlenmesini ya da en az diizeyde tedbirli bir sekilde

kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir.

Lima ve arkadaslar1 (2005) calismalarinda kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde
rotenon insektisitinin 1, 1,5 ve 2 pg/ml dozlarini hiicre dongiisiiniin G, G1/S, S ve G
fazlarina uygulamislardir. Bu uygulama sonucunda 1 ve 1,5 pg/ml dozlarinin G; fazinda
poliploidi ve endoredublikasyona neden oldugunu gézlemlemislerdir. G,/S fazinda ise KA
frekansim1 doza bagli olarak arttirdigini ve bu kimyasalin S fazinda uygulanmasi
sonucunda ise kromozomal anormalliklerin Onemli derecede artis gosterdigini
saptamiglardir. Ancak G, fazinda KA frekansinin 6nemli bir artis gostermedigini ve en
fazla meydana gelen anormalliklerin ise gap ve kromatid kiriklart oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu calismanin sonucunda rotenon insektisitinin hiicre dongiisiiniin tiim
sathalarinda sitotoksik etkiye, Gi/S ve S fazlarinda yapilan tiim uygulamalardan elde
edilen verilere gore ise klastojenik etkiye neden oldugunu tespit etmislerdir.
Calismalarinda; rotenonun, G; fazindaki hiicrelerde poliploidi ve enderodublikasyona

neden olmasindan dolayr mitotik 1§ iplikleri lizerinde de etkili oldugunu belirtmislerdir.

Demir (2005) bu calismada, metidatyon ve triyadimenol insektisitlerinin g¢esitli

dozlartyla 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde mikroniikleuslu
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biniikleatlarin sayisinda artis oldugunu gozlemlemistir. Bu artisin, metidatiyonun 3,75
pg/mL’lik dozunda negatif kontrole kiyasla istatistiksel agidan anlamli olmamasina
ragmen, diger dozlarda Onemli oldugunu belirlemistir. Triyadimenoliin ise kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, biitiin dozlarinin 6nemli diizeyde MN’yi indiikledigini ve MN
sayisinin doz artigina bagh olarak arttigin1 gdzlemlemistir. Calismaya gore, metidatyon ve
triyadimenol insektisitlerinin kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde klastojenik ve anojenik

etkiye neden oldugunu bildirmistir.

Undeger ve Bagaran (2005) yaptiklari calismada, 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 arastirmislardir. Dimetoat
uygulanan tiim dozlarda (10, 50, 100 ve 200 pg/mL) kuyruk uzunlugu ve kuyruk
yogunlugunun 6nemli diizeyde ve doza bagli olarak artirmis oldugunu gozlemlemislerdir.
Metil paratiyonun ise 10, 50 ve 200 pg/ml’lik dozlarda kuyruk uzunlugunda, 100 ve 200
pg/mL’lik dozlarda ise kuyruk yogunlugunda artisa neden oldugunu saptamislardir.
Kuyruk yogunlugundaki artig ile doz arasinda dogru orantili bir korelasyon oldugunu
belirlemislerdir. Diger taraftan kullanilan konsantrasyonlarin tamaminin anlamli bir

sitotoksik etki gostermedigini tespit etmislerdir.

Chauhan ve Gupta (2005) izoproturonun deltamethrin ile kombine kullaniminin
Allium cepa kok meristem hiicrelerinde kromozom kiriklari, yapisiklik, multipolar anafaz,
kromozom kopriileri, kalgin kromozomlar, kromozomlarin dengesiz ayrilmasi, iki ve ¢ok
nukleuslu hiicrelere sebebiyet verdigini, kombine muamelelerin organellerde
ultrastrukturel degisimlere neden oldugunu ve bitki hiicrelerinde geri doniisiimsiiz hasarlar

meydana getirdigini bildirmislerdir.

Ozkan ve arkadaslari (2006) yaptiklar1 ¢alismada asefat ve mefosfolan
insektisitlerinin insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerini KA, KKD, MN ve komet test
yontemleri ile arastirmislardir. Ayrica, bu insektisitlerin mitotik indeks (MI), replikasyon
indeksi (RI) ve niikleer bolinme indeksi (NBI) iizerine etkileri olup olmadigini da
incelemislerdir. Insan periferal lenfositlerini in vitro kosullarda asefat ve mefosfolann
farkli dozlar (asephat i¢in 12,5; 25; 50; 100 ve 200 pg/mL, mefosfolan i¢in 0,125; 0,25;
0,50; 1,00 ve 2,00 pg/mL) ile 24 ve 48 saatlik siireler ile muamele etmislerdir. Asefat ve
mefosfolanin her iki uygulama siiresinde kromozom anormallik frekansinini doza bagh

olarak arrirdigim1 gozlemlemislerdir. Asefat ve mefosfolanin tiim uygulama siireleri ve
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dozlarda KKD/hiicre ve MN frekanslarini da doza bagli olarak artirtirdigini saptamiglardir.
Ayrica her iki kimyasalin MI degerini doza bagl olarak diislirmiis olmasina ragmen RI ve
NBI degerlerini etkilememis oldugunu belirlemislerdir. Komet testinde ise komet kuyruk
uzunlugu ve kuyruk yogunlugunu kontrole gore Onemli oranda artirdiklarmi ve bu
kimyasallarin primer DNA hasarina neden oldugunu gozlemlemislerdir. Calismada elde
edilen verilere gore, uygulama ve kontrol gruplar1 arasinda KA, KKD, MN ve MI
frekanslarinda 6nemli diizeyde farkliliklar gézlenmesi sonucunda, asefat ve mefosfolanin
insan periferal lenfositlerinde klastojenik, mutajenik, anojenik ve sitotoksik etkili oldugunu

bildirmislerdir.

Chauhan ve arkadaslar1 (2007) calismalarinda 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 degerlendirmislerdir. 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
DELAISO (6.6+670 mg/kg) dozlarin1 uygulamislardir. DEL, 6yle ki ISO’nun (25-100 uM)
yalniz 10 uM’ da, veya DEL ile kombinasyonunda CA frekansim1 onemli olciide
indiiklemistir, ancak onemli bir etkiye sahip olmadigmi gdstermistir. Onemli frekanslar 5
uM DEL, 100 uM ISO veya 5+ 50 pM DEL+ISO’ da gdzlemlenmesine ragmen MN
indiiksiyonunu (MN) konsantrasyona bagli oldugunu gozlemlemislerdir. Farelerde, DEL,
24 saatte sadece ISO ile mitotik indeksi (MI) 6nemli 6l¢iide (P<0,001) inhibe etmekte
oldugunu, veya DEL ile kombine oldugunda istatistiksel olarak dnemli bir etkiye sahip
olmadigin1 tespit etmislerdir. DEL+ISO tek baglarina CA frekansim1 6nemli oranda
(P< 0,001) indiiklemistir, oysa DEL+ISO kombinasyonunda dyle bir durum s6z konusu
olmadigini belirlemislerdir. Bunun yan1 sira DEL tek basina veya ISO ile beraber CA veya
MTI’ te 6nemli bir etki olmadig1 sonuclanirken, ISO ile 30 giin muamele sonucunda MI
onemli Olciide inhibe etmis oldugu (P<0,02 veya P<0,01) ve CA’ y1 indiiklemis oldugunu
gozlemlemislerdir. Calismaya gore, in vivo ve in vitro da DEL’ in ticari formiilasyonuyla
maruziyetinin memelilerde genotoksik etkiye neden oldugunu belirlemislerdir. Ancak,
DEL ve ISO’ nun beraber maruziyetinde aditif bir etki gostermedigini ama onun yerine

genotoksititeyi biraz azalttigini gostermistir.
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Aktintonwa ve arkadaslar1 (2008) calismalarinda yaygin olarak kullanilan farkl
markalardaki (Baygon, Mobile, Mortein and Total) insektisitlerin mutajenik olup
olmadigini arastirmislardir. Farkli markalardaki insektisitler Esherica coli ile Ames testine
tabi tutularak organizmalardaki revers mutasyon frekansini metabolik aktivasyon
sisteminin varliginda ve yoklugunda degerlendirmislerdir. Analizlerin sonucunda bu

insektisitlerin organizmalarda 6nemli oranda mutasyona neden olmadigini saptamiglardir.

[la ve arkadaslar1 (2008) c¢alismalarinda, insektisitlerin in vitro insan periferal
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi, kromozom anomaliligi ve mikroniikleus
olusumunu ve Ames testi ile gen mutasyonlarim1 indikleme durumunu
degerlendirmislerdir. Aym1 zamanda, in vivo olarak da silfiitrin verilen sicanlarin kemik
iligi hiicrelerinde KA ve sitotoksisiteyi degerlendirmiglerdir. Ames testinde, Salmonella
typhirum’da revers mutasyonlarin sayisindaki artigin istatiksel olarak anlamli olmadigini
saptamislardir. KA’nin 24 saatlik periyotlar icin c¢esitli konsantrasyonlarda silfiitrin
uygulanan lenfositlerdeki frekansinin da anlamli oranda artmadigimi gozlemlemislerdir.
Aksine, kontrol grubuna kiyasla KA’nin, 48 saatlik uygulamada en yiiksek iki
konsantrasyonda (1000 ve 2000 pg/mL) artis gosterdigini belirlemislerdir. MN olusumu,
tiim dozlarda 48 saatlik uygulamadan sonra anlamli bir sekilde artis gdstermesine ragmen,
KKD frekansinin artisinin istatiksel olarak anlamli olmadigii 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 tim uygulama
yontemlerinde (gavaj ve intraperitonal) anlamli bir bigimde artisa neden oldugunu

saptamislardir.

Perez ve arkadaglar1 (2008) 48 saat endosiilfanin ¢esitli dozlariyla (0,01; 0,02; 0,5
ve 5 pg/L) muamele edilen sucul makrofit Bidens laevis L. kdk uclarinda bu maruziyetin
MN frekanst ve anafaz-telofazda kromozomal anormalliklere neden oldugunu
belirlemislerdir. MN frekansinin, 0,01 pg/L ve 5 pug/L’ye maruz kalan bitkilerde 0-3
arasinda oldugunu go6zlemislerdir. Bununla beraber, doza bagh olarak anafaz ve
telofazdaki kromozomal aberasyonlardaki artisinin  6nemli diizeyde oldugunu
bildirmislerdir. 5 pg/L’de yiiksek oranda kalgin kromozomlarin gézlemlenmesi sonucu ig
ipligi ile etkilesen endosulfanin normal kromozom  gdclinii  engelledigini
gozlemlemislerdir. Endosulfanin, pestisitisitler tarafindan c¢evresel kirliligin in situ
goriintlilendigi ve biyoanalizde degerli bir tiir olan Bidens laevis ilizerinde genotoksik

etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir.
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Hreljac ve arkadaslar1 (2008) ¢alismalarinda insan karaciger Hep G; hiicrelerinde,
metil paratyon (PT), metil parakson (PO) ve dimefoks (DF) organofosfat bilesiklerinin
(OP) diistik konsantrasyonlariin DNA hasarini ve/veya hiicre proliferasyonunu indiikleyip
indiiklemedigini arastirmiglardir. Organofosfatli bilesiklerin genotoksisitesini komet testi
kullanarak degerlendirmislerdir. MTT analizi ve proliferasyon marker Ki-67
immiinositokimyasal kullanarak hiicre proliferasyon etkisini degerlendirmislerdir. PT nin
en diistik konsantrasyonu (1 pg/mL), PO’nun (100 pg/mL) konsantrasyonundan daha fazla
DNA hasarini indiikledigini, buna karsin DF’nin ise DNA hasarint indiiklemedigini
bildirmiglerdir. Kullanilan tiim konsantrasyonlarda (0,01-100 pg/mL), DF hiicre
proliferasyonunu arttirirken, PT ve PO en yiiksek konsantrasyonda (100 pg/mL) hiicre
proliferasyonun azalmasina yol agmistir. Sonug olarak, DF mutajenik aktivite gosterirken

PT ve PO’nun genotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir.

Das ve arkadaslar1 (2008) c¢alismalarinda kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde
asefatin kromozomal anormallige ve Komet olusumlari {lizerine etkisini incelemislerdir.
Yapilan bu ¢alismada doza bagli olarak kromozom anormalligi frekansinda artis olduguu
saptamiglardir. Komet testi sonuglarina gore ise 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 um dozlarinda komet
kuyruk uzunlugunun artis gostermis oldugunu, 8, 9 ve 10 um dozlarinda ise nekroz

olusumuna neden oldugunu gézlemlemislerdir.

Wang ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 calismada Cin Hamster Ovaryum (CHO)
hiicrelerinde hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (hgprt) gen mutasyonu, KA ve
KKD frekanslarim1 inceleyerek metoksifosfonilin alt {nitelerini igeren 5 organofosfor
insektisitin (asefat, diklorvos, metamidofos, monokrotofos, triklorfon) genotoksititesini
degerlendirmislerdir. Insektisitlerin KKD’yi 6nemli oranda indiiklemis oldugunu tespit
etmigler ve indiikkleme potansiyelinin sirasiyla asefat>triklorfon>monokrotofos>
metamidofos>diklorvos seklinde oldugunu goézlemislerdir. KA test sonuglari
incelendiginde ise; en fazla KA olusumunu diklorvos ve methamidofosun indiikledigini,
monokrotofos ve asefatin siipheli pozitif etki gosterdigini, triklorfonun ise herhangi bir etki
gostermedigini saptamiglardir. Kromozom aberasyon indiikleme potansiyelinin diklorvos>
metamidofos>monokrotofos>asefat>triklorfon ~ seklinde  oldugunu  saptamislardir.
Organofosfor insektisitlerin hi¢ birinin negatif kontrole goére hgprt gen mutasyonunu

indiikleme oraninin 6nemli diizeyde olmadigini belirlemislerdir.

Kocaman ve Topaktas (2009) c¢alismalarinda a-sipermetrinin  bir ticari

formiilasyonun (Fastac 100 EC, etken madde % 10 a-sipermetrin) insan periferal
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lenfositlerinde KKD, KA ve MN testleriyle olas1 genotoksisitesini arastirmislardir. o-
sipermetrinin insan lenfositlerinde 24 ve 48 saat uygulama siireleriyle 5, 10, 15 ve 20
ug/mL’lik dozlartyla muamele etmislerdir. o-sipermetrinin tiim konsantrasyonlar ve
uygulama siirelerinde 6nemli oranda KKD ve KA’y1 indiikledigini ve MN frekansini ise
hem kontrol hem de ¢6ziicii kontrolle kiyaslandiginda 5 ve 10 ng/mL dozlarinda 6nemli
oranda arttirdigini saptamiglardir. a-Sipermetrinin en yiiksek iki konsantrasyonunda (15 ve
20 pg/mL) ve her iki uygulama siirelerinde yeterli diizeyde biniikleer hiicre
gozlemlemedigini  bildirmislerdir.  a-Sipermetrin 10, 15 ve 20 pg/mL’lik
konsantrasyonlarinda ve tim uygulama periyotlarinda PI degerini azalttifini tespit
etmislerdir. Bunun yani sira a-sipermetrinin tiim konsantrasyonlarda ve her iki uygulama
stirelerinde NBI ve MI’i anlamli oranda azalttigin1 gozlemlemislerdir. Her iki muamele
stiresinde konsantrasyona bagli olarak o-sipermetrin PI ve MI azalttigin1 bildirmislerdir.
a-sipermetrinin 24 ve 48 saatlik muamele stirelerinde ki en yliksek iki konsantrasyonda
pozitif kontrolden (MMC) daha sitotoksik ve sitostatik etki gosterdigini gozlemlemislerdir.
Caligmaya gore a-sipermetrinin ticari formiilasyonun insan periferal lenfositlerinde

genotoksik ve sitotoksik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Kurteshi ve arkadaglari (2010) calismalarinda Carasius auereus’a (altin balik)
akvaryumda 4 ve 8 giin boyunca Deltametrin WP 250 uygulayarak eritrositlerde olasi
genotoksik etkisini incelemislerdir. Muamele edilen baliklarda MN frekansinin kontrol

grubuna nazaran daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Saleh ve arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 c¢alismada, nérotoksin analogu olan
tiyosiklam insektisitinin 135, 270 ve 540 mg/kg’lik dozlarim 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 etmislerdir.
Son uygulamadan 24 saat sonra ratlar sakrifiye etmisler ve kemik iligi hiicrelerinde MN
frekansin1 degerlendirmislerdir. Tiyosiklamin, rat kemik iligine uygulanan tiim dozlarda
mikronukleuslu polikromatik eritrositlerin goériilme sikliginda, herhangi bir artisa neden
olmadigint saptamislardir. Polikromatik eritrositlerin/normokromatik eritrositlere oraninin
(PKE/NKE) 0,50+0,11-0,554+0,02 araliginda oldugunu bulmuslardir. Calismadan elde
edilen verilere gore; tiyosiklamin etkisinin, ratlarda in vivo mikronukleus olusumunda

onemli bir etkiye sahip olmadigini rapor etmislerdir.

Sankar ve arkadaglar1 (2010) bu caligmada ratlarda sipermetrin ile indiiklenmis

genotoksisiteye karsi zerdecalin koruyucu etkisini aragtirmiglardir. 28 giin siiresince
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sipermetrin uygulanan (25 mg/kg) ratlarin kan hiicrelerinde DNA hasarinin, kemik iligi
hiicrelerinde ise MN frekansinin 6nemli diizeyde arttigini saptamislardir. Zerdecalin (100
mg/kg) MN formasyonunda ve DNA hasarlarinda azalmaya neden oldugunu
gozlemlemislerdir. Sonug olarak, zerdegal varliginin, ratlarda sipermetrin ile indiiklenmis

genotoksisiteyi azalttigini rapor etmislerdir.

Sekeroglu (2010) deltametrin ve tiyaklopridin insektisitlerinin tek baslarina ve
karisim halinde kullanildiklarinda sican kemik iligi hiicreleri tizerindeki genotoksik etkisini
arastirmiglardir. 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 karigimlar1 15+112,5 mg/kg olacak sekilde tek doz
24 saat ve 3+22,5 mg/kg/glin olacak sekilde 30 giin boyunca uygulamislardir. Deltametrin
ve tiyaklopridinin hem tek baglarina hem de karisim halinde 24 saat ve 30 giin
uygulanmasinin, MI degerini istatistiksel olarak onemli derecede diistirdiigiini, KA’y1 ise
istatistiksel olarak Onemli derecede artirdigini saptamislardir. Ayrica, MI’in en diisiik,
KA’nm ise en yiiksek ve pozitif kontrole en yakin degerlerin, bu insektisitlerin karigim
halinde verildigi ratlarda gozlemislerdir. Ayni sekilde bu ratlarda MN frekansinin kontrole
oranla istatistiksel olarak dnemli oranda oldugunu saptamislardir. Calisma sonucunda elde
edilen verilere gore, deltametrin ve tiyaklopridinin karigim halinde kullanildiklarinda, tek
baslarina kullanimlarina oranla daha fazla genotoksik etkiye sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Sandal ve Yilmaz (2011) calismalarinda yapisal olarak dort farkli pestisitin
(endosulfan, bir organoklorin pestisit; klorprifos, bir organofosfat insektisit; sipermetrin,
tip II piretroid insektisit ve 2,4-diklorfenoksi-asetik asit, bir klorinat aromatik hidrokarbon
asit pestisit) kiiltlire edilen insan lenfositlerinde komet analizi ile DNA hasarlarini
indiikleme potansiyellerini arastirmiglardir. Lenfosit kiiltiirlerini endosulfan, kloropirifos,
sipermetrin ve 2,4-diklorfenoksi-asetik asitin li¢ farkli konsantrasyonlariyla (1, 5 ve 10
uM) muamele etmislerdir. Kloropirifos ve 2,4-diklorfenoksi-asetik asit ve sipermetrinin
yiiksek konsantrasyonlariyla muamelenin insan lenfositlerinde DNA gd¢ oranlarinda artiga
neden oldugunu tespit etmislerdir. Endosulfanin en yiiksek konsantrasyonda (10 uM) bile

onemli bir genotoksik etkiye sahip olmadigini1 gozlemlemislerdir.

Eroglu (2011) Hordeum vulgare L. tohumlarinda diklorvosun sitogenetik etkisini

arastirmistir. H. vulgare tohumlar1 diklorvosun farkli konsantrasyonlariyla (0,01; 0,05; 0,1;
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0,5 ve 1 mg/L) 10, 24 ve 48 saat slireyle muamele edildiginde bu kimyasalin kontrole
kiyasla mitotik indeksi azalttigini gozlemlemislerdir. Mitotik indekste inhibitor etkisi
gosteren diklorvos (DDVP) kimyasalinin H. vulgare tohumlarinda mutajenik ve
genotoksik etkilere yol actigini bildirmislerdir. DDVP’ nin net bir sekilde genotoksik bir

potansiyele sahip oldugunu yaptig1 calisma neticesinde gozlemlemistir.

Jose ve arkadaslar1 (2011) yaptiklar1 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 kiltlirtinii kullanmiglardir. MTT analizi kullanilarak hesaplanan 12
saatlik LCsy degerleri sirasiyla malatyon ve monokrotopos igin 59,94+52,30 mg ve
186,76+77,00 mg ve kadmiyum klorid ve merkurik klorid i¢in 31,09+16,27 uM ve
5,52+1,16 pM ‘dir. Komet analizi ile primer hemositlerde bu kimyasallarin DNA hasarina
neden olma potansiyellerini degerlendirmislerdir ve bu kimyasallarin hiicrelerin % 60’1inda

DNA hasarina yol actigin1 gézlemlemislerdir.

Salvagni ve arkadaglar1 (2011) pestisit kullaniminin Brezilya’da, Guatambuda,
Lambedor nehri kiyisindaki ¢iftlik bolgelerinde, MN testi kullanarak genotoksisite riskini
degerlendirmislerdir. Bolgeden toplanan ornekler Cyprinus carpio, Hypostomus punctatus,
Rhamdia quelen ve Oreochromis niloticus ’da MN frekanslarinin 1000 eritrositte 6,21°den
13,78’ yiikselmis oldugunu saptamislardir. Bu artisin bolge barajlarindaki pestisit
kalintilarinin genotoksik potansiyel tasimasindan kaynaklandigini ve pestisit kalintilariin

bolgede cevre kirliligine 6nemli oranda katkida bulundugunu bildirmislerdir.

Oliveira ve arkadaglar1 (2012) yaptiklar1 calismada fipronilin farkli dozlarina maruz
birakilan farelerde bu bilesimin potansiyel mutajenik ve genotoksik etkilerini
degerlendirmeyi amaglamislar ve calismada yapay kosullarda hedeflenmeyen
organizmalarda fipronilin DNA hasarlarina neden oldugunu saptamiglardir. Farelere 15, 25
ve 50 mg/kg dozlarinda fipronil verilmis ve periferal kan, komet analizi i¢in muameleden
24 saat sonra ve MN testi i¢cin muameden 24, 48 ve 72 saat sonra alinmistir. Elde edilen
bulgulara gore; fipronilin 15 ve 25 mg/kg’lik dozlarinin 6nemli bir mutajenik ve
genotoksik etki gostermedigini tespit etmislerdir. Sadece en yiiksek dozun (50 mg/kg)
muameleden 24 saat sonra DNA hasarina neden oldugunu ve fipronilin mutajenik etki
gosterdigini saptamislardir. Bu nedenle arastirmacilar, 50 mg/kg ve bundan daha yiiksek
dozlarin kullaniminin hedeflenmeyen organizmalar iizerinde toksik etkiye neden olacagini

bildirmislerdir.
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Mosesso ve arkadaglar1 (2012) yaptiklar1 ¢alismada, Cin hamster ovaryum
hiicrelerinde (CHO) ve insan periferal lenfositlerinde, biyoinsektisit azadiraktin A’nin
(AZA) hiicre proliferasyonuna etkisini ve genotoksik potansiyelini incelemislerdir.
AZA’nin genotoksisitesini, S9 miks varliginda ve yoklugunda, KKD ve KA yontemleriyle
degerlendirmislerdir. Komet testi ile de primer DNA hasarin1 incelemislerdir. Elde edilen
verilere gore; memeli hiicrelerinde AZA’nmin  genotoksik etkisinin  olmadigim

saptamiglardir.

Asita ve Hatane (2012) sogan (Allium cepa) testi ile Wipe-out (WHO, glifosat 360
g/L), K-O Gard® (KOG, deltametrin 10 g/L), 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 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 birakilmis ve ¢imlendirilmistir. Her bir muamele, T-testi
kullanilarak  negatif  kontrolle kiyaslanmis, sitotoksisitesi ve  genotoksisitesi
degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore, WO (78,1; 312,5), CWB (156,3; 312,5), SB
(625,0) ve CPX (1250,0)’in sitotoksik oldugunu bildirmislerdir (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

cogunlukla yapisik kromozomlar oldugunu gézlemlemislerdir.

Geri¢ ve arkadaglar1 (2012) DDT (1,1,1-trichloro-2,2-bis (p-klorofenil) etan), DDE
(1,1-dichloro-2,2-bis (p-klorofenil)etilen) ve DDD (1,1-dikloro-2,2-bis(p-klorofenil)etan)
pestisitlerinin insan lenfositlerinde sitokinezis engelleyici mikroniikleus testi ve komet testi
ile olas1 genotoksik etkilerini aragtirmuslardir. 0,1 pg/mL™" DDT, 4,1 ug/mL™" DDE ve 3,9
ng/mL™ DDD dozlardaki bilesimlerin 1, 6 ve 24 saat maruziyetten sonra hiicrelerde DNA
hasarlarinda artisa neden oldugunu gézlemlemislerdir. 24 saat muamele edilen hiicrelerde
mikroniikleath hiicrelerin sayilarinda sirasiyla DDD, DDE ve DDT ig¢in kontrol grubuna
nazaran 2,5+0,71°den 23,5+3,54’e, 13,540,71 ve 16,5+6,36 6nemli diizeyde artis oldugunu
bildirmislerdir. Benzer bir etki, her bir bilesik i¢in kontrole kiyasla, sirasiyla 1,81+0,16’den
17,24+0,55, 11,21+£0,56 ve 9,28+0,50 komet testi kullanarak 6énemli oranda komet kuyruk
uzunluklarinda, DNA hasar1 oranlarinda artis oldugunu gézlemlemislerdir. Ayn1 zamanda,
Fpg-komet analizinin, bu kimyasallarin oksidatif DNA hasarin1 uyarilmasi raporunda
basarisiz oldugunu saptamiglardir. Bunun yaninda, hiicre 6liim tipi, baskin nekrozis ve

difiizyon analizi kullanarak belirlemiglerdir.
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Roma ve arkadaglar1 (2012) farelerin periferal lenfositlerinde, intraperitonal yolla
permetrin uygulayarak mikroniikleus analizi ile sitogenetik ve genotoksik potansiyele
sahip olup olmadigini arastirmiglardir. Elde edilen sonuclara gore, test edilen tiim dozlarda
24 saat muamele siiresi sonunda genotoksik ve mutajenik etki gdsteren permetrinin, DNA
hiicrelerinde hasara yol agma 6zelligine sahip olmamasi, kismen toksik olan bu kimyasal

tiriiniin simiflandirilmasi ile 1lgili geligki olabilecegini saptamislardir.

Calderon-Segura ve arkadaglar1 (2012) insan periferal lenfositlerini in vitro olarak
dort farkli insektisitin; Kalipso (tiyakloprid), Poncho (klothiyanidin), Gasho
(imidakloprid), Jade (imidakloprid) farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmislardir. Bu
kimyasallarin olas1 genotoksik ve sitotoksik etkilerini alkalin komet ve tripan mavisi
tekniklerini kullanarak analiz etmislerdir. DNA hasart olup olmadigim1 genotoksik
parametrelerden; kuyruk uzunlugu ve komet frekansini kullanarak degerlendirmislerdir.
Calisilan bu dort insektisitten genotoksisitesi en yiiksek olanin Jade oldugunu
belirlemislerdir. 18x10- * M Jade, 2,0x10°M Gausho, 2,0x10" M Kalipso ve 1,07 M
Ponso dozlar1 uygulanan hiicrelerde sitotoksisite gézlemisler ve 30 %10 2 M Jade, 3,3x10 !
M Gausho, 2,8)(10'1 Kalipso ve 1,42 M Ponsho dozlarinda ise hiicre dliimlerinin meydana
gedigini belirlemislerdir. Bu calismada, ticari neonikotinid insektisitlerin in vitro insan

lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik etkisi oldugunu rapor etmislerdir.

Timuroglu ve arkadaslar1 (2012) organofosfor insektisitlerden forat (PHR) ve
triklorfanin (TKF), in vitro insan periferal lenfositlerinde genotoksik etkilerini kromozomal
aberasyonlar, kardes kromatid degisimi, mikroniikleus ve komet testleri ile arastirmislardir.
Ayrica PHR ve TKF’nin etkileri mitotik indeks (MI), replikasyon indeksi (RI) ve niikleer
boliinme indeksi (NBI)’nde de degerlendirmislerdir. Her insektisitte tiim muamele
sirelerinde (24-48 saat) ve konsantrasyonlarda kromozomal anormallik frekansinda ve
KKD/hiicre oraninda énemli diizeyde artisa yol a¢tigin1 bildirmislerdir. TKF’ nin en yiiksek
dozunun (37,5 pg/mL) 48 saat muamele siiresi sonunda oldukg¢a toksik oldugunu tespit
etmislerdir. Hemen hemen tiim konsantrasyonlarda MN frekansinda da onemli bir artisa
neden oldugunu gozlemlemislerdir. PHR ve TKF’nin RI ve NBI’nde anlamli olmayan
azalmaya yol agtigin1 gézlemlemislerdir. Bunun yan sira, TKF’nin 24 saat muamele edilen
9,38 ve 18,75 pg/mL dozlar1 ve 48 saat muamele edilen 18,75 pg/mL dozu 6nemli oranda
azalmaya neden olmustur PHR’1n 24 ve 48 saat muamele edilen tiim konsantrasyonlarinda
mitotik indekste dikkate deger bir azalma oldugunu saptamislardir. Her iki insektisitin tiim

muamele siirelerinde komet analizi sonuglarma goére primer DNA hasarlarinda anlamli
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oranda artis oldugunu tespit etmislerdir. PHR 1n (sadece en yiiksek dozu olan 2,00 pg/mL)
ve TCF’nin biitiin konsantrasyonlarindaki komet kuyruk uzunluklarinda ve siddetlerinde
anlamli bir sekilde artis oldugunu gézlemlenmistir. Calismadan elden edilen verilere gore;
in vitro’da insan lenfositlerinde PHR ve TCF’ nin klastojenik, mutajenik ve anojenik etkisi

oldugunu ve DNA hasarlarina yol agtigini bildirmislerdir.

Mesi (Dizdari) ve Kopluki (2013) Allium sepa L. Kok uclarinda lindan ve diklofop-
metilin sitotoksik ve genotoksik potansiyellerini incelemislerdir. Sogan koklerini her
pestisidin li¢ farkli (%4, 2 ve ECsp) dozuyla 24 saat muamele etmislerdir. Kok ucu
hiicrelerinde; mitotik ve faz indeksleri, interfaz niikleer voliimii ve kromozomal aberasyon
orant ve tiplerini degerlendirmislerdir. Sirasiyla diklofop-metil ve lindan i¢in, interfaz
niikleer voliimii % 54’ ten 49’a ve % 42’ den 36’ya diiserken, mitotik indeksin % 59° dan
45’e ve % 37°den 24’e azaldiginmi belirlemislerdir. Anormal hiicre frekansinda da dikkate
deger sekilde onemli artislar oldugunu saptamislardir. Calismadan elde edilen verilere
gore, analiz edilen her iki pestisitte (yaygin bir sekilde Ermenistan tarim alanlarinda on
yildir kullanilan) insan sagligi ve biotalarda hasara yol a¢mis oldugunu ve tarim

tirtinlerinde 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
icin in vivo MN, MI ve KA analizleri yapmislardir. Farelere, diklorvosun 0,06; 0,08 ve
0,13 mg/kg dozlarimi intraperitonal olarak vermislerdir. Deneysel kosullar altinda MN
frekansinda, herhangi bir dozda veya polikromatik (PCE) ve normokromatik (NCE)
eritrositlerin 6rnekleme zamaninda dikkate deger bir artis olmadigini saptamiglardir. Bu
caligmada, diklorvosun fare kemik iligi hiicrelerinde subletal dozlarda genotoksik etki
gostermedigini saptamislardir. Hiicrelerde cesitli yapisal kromozomal anormallikler
gozlemlemisler ama kontrol gruplar ile diklorvos muamele edilen gruplar arasinda KA
ve MI iizerine istatiksel (P<0,05; Man-Whitney U-testi) olarak anlamli bir fark oldugunu
gozlemlememislerdir. Calismaya gore, diklorvosun sublethal dozlarinda in vivo da negatif

bir genotoksisiteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Dilek ve Muranli (2013) bu calismada, A-siyalotrin (LCT) ve a-sipermetrin (CYP)
insektisitlerinin 1; 2; 3,75; 7,5; 15 ve 30 puM’lik konstrasyonlarinin insan periferal
lenfositlerinde genotoksik, sitotoksik ve anojenik etkilerini MN ve floresan in situ
hibridizasyon (FISH) metodlarim1 kullanarak arastirmiglardir. Tiim konsantrasyonlar, MN

frekans1 ve apoptozis etkileri degerlendirmek i¢in test edilirken, FISH analizi i¢in sadece 1
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ve 2 uM LCT ile 7,5 ve 15 puM’lik CYP konsantrasyonlarini test etmislerdir. Apoptotik
etkiyi saptayabilmek icin 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 saptamislardir. LCT ve CYP’nin ig ipligi olusumunu olumsuz
etkiledigini ve sentromer veya kinetokor fonksiyonlarinin hasar gormesine sebep

olabilecegini bildirmislerdir.

Liman (2014) dikaptonun mutajenik etkisini Salmonella typhimurium suslarini
kullanarak Ames testi ile genotoksik etkisini ise insan periferal lenfositlerinde KA, KKD
ve MN testleri ile arastirmislardir. Dikaptonun, 24 ve 48 saatlik uygulamalarda sadece 100
pg/mL konsantrasyonunda KKD frekansinda artisa neden oldugunu goézlemlemislerdir.
Dikaptonun tiim dozlar ve uygulama siirelerinde MN frekansini, KA/hiicre oranimi ve
anormal hiicre frekansini indiikledigini saptamislardir. Arastirmacilar bu kimyasalin tiim
konsantrasyonlarda mitotik indeksi, 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinda ise niiklear
boliinme indeksini istatiksel olarak 6nemli derecede diisiirerek sitotoksik etki gdsterdigini

tespit etmislerdir.

Nagya ve arkadaslar1 (2014) insan periferal lenfositlerde ve insan hepatositlerinde
in vitro fenotrin maruziyeti sonucunda DNA hasarinin artisina neden olup olmadigini
arastirmiglardir. Uygulama sonrasi DNA’da oksidatif baz hasari bulgulanmasi igin,
modifiye edilen formamidopirimidin DNA glikosilazin komet analizi kullanarak
genotoksisiteyi degerlendirmislerdir. Ayni zamanda bu bilesimin sitotoksik potansiyeli
olup olmadigin1 kombine edilmis floresan gecerlilik boyasini kullanarak incelemislerdir.
Sonuglara gore; fenotrinin sirasiyla insan periferal lenfositlerinde ve hepatositlerinde 20 ve
50 uM’ den daha yiiksek konsantrasyonlarda, isaretlenmis sitotoksisitenin varliginin
olmasi, doza bagl olarak ortaya ¢cikan DNA hasarlarinda istatiksel olarak anlamli bir artig
oldugunu saptamislardir. Istatistiki bir dneme arz etmemesine ragmen her iki hiicre tipinde

de oksidatif DNA hasar1 oldugunu bulgulamislardir.

Ruiz de Arcaute ve arkadaglari (2014) laboratuvar kosullarinda Hypsiboas
pulchellus  kurbagasmma Imidakloprid’® in akut toksititesi ve genotoksititesini
degerlendirmislerdir. Mortalite calismalari, IMI'nin LCsy (96h) degerinin 84,91 oldugunu
gostermistir (% 95 giivenilirlilik sinirlari, 77,20-93,04). IMI ile kurbaganin 48 saat

maruziyeti sonucunda 15 ve 30 mg/L’lik dozlarda MN frekansinda artis gozlemlerken, 96
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saat maruz kalan kurbagalarda sadece 15 mg/L dozunda MN frekansinda artis oldugunu
saptamislardir. Ayrica, hem 15 ve 30 mg/L ile 96 saat IMI ile muamele edilen
kurbagalarda hem de 48 saat 15 mg/L IMI konsantrasyonlar ile maruz birakilan
kurbagalarda diger nuklear anormaliler, kesikli ve blebbed niikleus ve biniikleuslu
hiicrelerin oldugunu goézlemlemislerdir. 48 saat ve 96 saat 30 mg/L IMI kimyasal ile
muamele edilen kurbagalarda genetik hasar indeksinde artisa yol actigini
gbzlemlemislerdir. Bu calisma, Arjantin’ de dogal bir amfibia tiirii olan iribaslar lizerinde

IMTI’ nin akut oldiiriicii ve 6ldiiriicii olmayan etkilerinin ilk delilerini sunmaktadir.

Rim ve Kim (2015) bu c¢alismada genis bir uygulama alanina sahip olan allil
kloriiriin mutajenitesini erkek ICR fare kemik iliginde MN testi ile degerlendirmislerdir.
Test sonuglarina goére; bu kimyasalin hiicrelerde MN frekansini indiiklemedigini fare

kemik iligi hiicrelerinde mutajenik etkisinin olmadigini saptamiglardir.
e Diger Insektisit Grubunda Yer Alan Insektisitlerle ilgili Yapilan Cahsmalar

Ozparlak (2006) ilk olarak fipronilin tavuk embriyolarmin gelisimi iizerindeki
olas1 embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlenmesini amag¢lamistir. Fipronil gruplari
ile kontrol grubu arasindaki anormal embriyo orani istatistiksel bir oneme sahip olmadigim
belirtmistir. Bununla birlikte fipronil gruplarinda canli ve rdlatif embriyo agirliklar ile
embriyolarin CRL degerlerinin kontrol grubuna kiyasla énemli diizeyde azalma gosterdigi
belirlendi. Bu sonuglar, fipronilin metabolize olmamis formunun tavuk embriyolar
tizerinde dnemli embriyotoksik etkiye sahip oldugunu, bununla birlikte teratojenik etkiye
sahip olmadigini gostermektedir. Calismada ikinci olarak, fipronil (161; 80,50 ve 40,25
pg/yumurta dozlarinda) kulugka baslangicinda ve 8. giiniinde dollii tavuk yumurtalarina
enjekte ederek ve immiin sistem lizerindeki olas1 zararli etkilerini degerlendirmislerdir.
Tim fipronil gruplarindaki embriyolarda kulugckanin 11. giliniinde iskelet sistemi
gelisiminde gecikme gozlemlemislerdir. Sonuglar, tavuk embriyolarinda fipronilin
metabolitlerinin dogal formundan daha toksik olduguna isaret etmektedir.

Moura de Bortoli ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 calismada soya fasiilyesi
tarlalarinda pestisitlere (fipronil de dahil olmak iizere toplam 10 pestisit) maruz kalan 29
Brezilyali tarim is¢isinden alinan kan 6rneklerinde mikronukleus analizi yapmislardir. Elde
edilen sonuglara gore, iscilerdeki MN diizeyinin, kontrol grubuna oranla anlamli bir

sekilde yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir.
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Ghisi ve arkadagslar1 (2010) Rhamdia quelen baliklarinda fipronil insektisitinin
(0,05; 0,10 ve 0,23 pg/mL dozlar1) nuklear morfolojik baskalasim, MN ve komet testi
kullanarak genotoksik etkisini arastirmislardir. Sonuglara gore, eritrositlerde sadece test
edilen fipronilin en yiiksek dozu hasara yol agmistir ama solunga¢ hiicrelerinde bu

konsantrasyonlarin hi¢birinin DNA’y1 degistirmeye yeterli olmadigini gozlemlemislerdir.

Oliveira ve arkadaslar1 (2012) fipronilin farkli dozlarinin farelerde potansiyel
mutajenik ve genotoksik etkilerini arastirmislardir ve c¢alisma da yapay kosullarda
hedeflenmeyen organizmalarda fipronilin hasarlara neden oldugu belirtilmistir. Fareler 5
gruba ayrilarak negatif ve pozitif kontrol gruplari olmak {izere fipronilinin 15, 25 ve 50
mg/kg dozlarina maruz birakilmistir. Farelerden alinan periferal kan orneklerinde, komet
testi ve mikroniikleus testi yapmuslardir. 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 saptamislardir.

Basilio da Conceicao ve Protti (2012) tavuk embriyolarinda test edilen maddelerin
(Quinklorak, Fipronil ve Pirazosulfaron-etil) potansiyel genotoksik etkisinin
degerlendirilmesi i¢in mikronukleus testini kullanmuslardir. Gallus gallus domesticusun
dollenmis yumurtalarmi 11 giin boyunca inkiibe etmisler ve toplamislardir. Sitotoksik
hasar1 degerlendirmek i¢in de polikromatik hiicreler ve normokromatik hiicreler arasinda ki
oran hesaplayarak (PCE/NCE) degerlendirmislerdir. 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 gdstermedigini saptamiglardir.

Girgis ve arkadaslar1 (2013) calismalarinda, mikronukleus ve kromozomal
aberasyon testleri kullanarak fipronilin iki farkli dozuna (25 ve 50 mg/kg) farkl siirelerde
(24, 48 ve 96 saat) maruz kalan Wistar albino ratlarinda bu bilesimin potansiyel mutajenik
ve genotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. Calismada fipronilin ratlarda mutajenik ve
genotoksik etkiye sahip oldugunu bulmuslar ve kromozomal aberasyonlari ve

mikronukleusu yiiksek oranda indiikledigini saptamiglardir.

Francisco da Silva ve arkadaslar1 (2015) ratlar ve kedilerde, bir ve on kat teropatik
doz wuygulamasinin indoksakarbin mutajenitesine etkisini MN testi kullanarak
degerlendirmislerdir. Calismada 40 tane wistar erkek rat ve 20 tane bred erkek ve disi kedi
secilmistir. Indoksakarbin iki tiirde ve farkli dozlarda da mutajenik aktivite gostermedigini

gozlemlemislerdir. Farkli hayvan tiirleri, gen¢ ve yetigskinler olmak {izere MN’li
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eritrositlerin sayis1 farkli olabilecegini ve 6zellikle gen¢ hayvanlarda spontan mikroniikleus
varligin1 saptamiglardir. Bu ¢alismada kullanilan tiirler yiiksek oranda MN’li eritrositlere
sahip olmasi1 miikemmel biyomonitér mutajenitesi oldugunu diisiindlirmiistiir. Sonug
olarak, topikal olarak indoksakarb kullanilan rat ve kedilerde, benzer c¢alisma yapanlarda

oldugu gibi, rat ve kedi tiirlerinde mutajenitenin oldugunu gézlemlemislerdir.

Badgujar ve arkadaslar1 (2016) fipronilin ¢esitli dozlart (2,5; 12,5 ve 25 mg/kg)
yetiskin erkek ve disi farelere gavaj yontemiyle verilerek MN, KA ve komet analizi ile
genotoksik etkisini aragtirmislardir. Fipronil hem erkek hem de disi farelerde, polikromatik
eritrositlerde MN frekansinda 6nemli artisa neden oldugunu gozlemlemislerdir. Benzer
sekilde, kemik iligindeki yapisal CA ve lenfositlerdeki DNA hasarlari, kontrol grubuna
kiyasla fipronile maruz birakilan disi 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 hasarini ise
% 74,70 azalttigini saptamislardir.

Lovinskaya ve arkadaslar1 (2016) yaptiklar1 ¢alismada kullanilan tiim dozlarda
(4,75; 9,50; 19 ve 31,70 mg/kg) fipronilin genotoksik etkisini komet analizi ile
saptamislardir. Fipronil 9,50 mg/kg’lik dozunda, kendiliginden mutasyon oranini (P< 0,01
ve P<0,001) asan frekanslarla fare kemik iligi hiicrelerinde tek ve tekrarlanan maruz
kalmalarda (10 giin i¢inde) aberasyonlar1 indiiklemektedir. Fipronil, spermatositlerde
sinaptonemal komplekslerin yapilarinda anormalliklere neden olurken, aym1 zamanda

deneysel hayvanlarin germ hiicrelerinde genotoksik aktivite gosterdigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu c¢aligmada materyal olarak saglikli, sigara igmeyen ve yaslar1 birbirine yakin iki
bayan (20-24 yas) ve iki erkekten (20-24 yas) alinan periferik kan ve test maddesi olarak
Piridin azomethin ailesinin bir {iyesi olan pimetrozin etken maddeli Greensun insektisit

maddesi kullanilmistir.

24 ve 48 saatlik muamele siireleri icin 6n ¢alisma ile denenmis olan pimetrozin

dozlar1 5, 10, 20 ve 40 pg/mL olarak belirlenmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddelerin Ozellikleri ve Hazirlamislari
3.1.1.1. Pimetrozin

Bu caligmada test maddesi olarak kullanilan bilesigin genel adi {1,2,4-triazin,
3(2H)-1,4,5-dihidro-6-metil-4-[ (3-piridinilmetilen)amino]} ’dir. Kimyasal formiilii
CioH1NsO’ dur. CAS No: 123312-89-0° dir. Bu madde Syngenta firmasindan temin

edilmistir.

Pimetrozin renksiz ve Kkristal haldedir. Suda c¢oziinebilen bir maddedir. Bu
calismada pimetrozinin piyasada kullanilan en diisiik dozu olan turuncggillerde yaprak
bitine karst kullanilan (15 g/100 L) miktar baz alinarak doz tespiti yapilmistir. Ancak
piyasada kullanilan miktar ile yapilan ¢alismada iireme olmadigini gozlemledik. Bu
nedenle hazirladigimiz bu ¢ozeltiyi 4 kat sulandirilarak doz tespiti yapilmistir. Son olarak
pimetrozin maddesinden 2,25 mg almip 250 ml suda ¢oziiliirek 2,5 ml’lik besiyerine
verilmek tlizere 10 pg/mL’lik doz belirlenmistir. Daha sonra bu dozun (10 pg/mL’lik
dozun) iki kat artan ve bir kat azalan katlar1 seklinde deneyde kullanilacak olan dozlar
(5,10,20,40 pg/mL) belirlenmistir. Stok ¢ozeltiler her deneyden 24 saat dnce hazirlanarak
+4 °C’de bekletilmistir.

3.1.1.2. 5'-Bromo-2'-deoksiuridin (BrdUrd)

Kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak amaciyla BrdUrd ¢ozelitisi
kullanilmistir. BrdUrd eriyigi bidistile su igerisinde hazirlanmig daha sonra 0,2 pum por
capina sahip membran filtre (Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten 50 pg/mL
alarak kiiltiir tiiplerine ilave edildiginde kiiltiir son konsantrasyonu 10 pg/mL olacak

sekilde BrdUrd icermistir.
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3.1.1.3. Sitokalasin B

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

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

yapistirtlmasinda kullanilmis olan seffaf bir sividir.
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
karigtirilmasi sonucu elde edilmistir. MN deneyleri i¢in iki farkli fiksatif kullanilmistir.
Birinci fiksatif; 1 hacim glasial asetik asit, 5 hacim metanol ile karistirilarak elde edilen
karistmin 1:1 oraninda % 0,9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. ikinci fiksatif; 1:5
glasiyal asetik asit/metanol alkol karistmina NaCl ilave edilmeden kullanilmistir. Her
seferinde preparat yapim isleminden iki saat Once fiksatif taze olarak hazirlanmis ve

+4°C’de buzdolabinda saklanmustir.
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 kromozom bantlama (G-bantlama)
uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Sorensen tamponu iginde % 5°lik tampon A, tampon
B ve giemsa boyas1 karistirilarak hazirlanan boya eriyigi, filtre kagidindan gecirildikten

sonra kromozomlar1 boyamak i¢in kullanilmaistir.
3.1.1.7. Hipotonik Cozelti

Calismada kullanilan hipotonik eriyik % 0,4’lik KCI (Merck No: P9333), 1 L’lik
erlende 4 g KCI’nin 1000 mL distile su ile karistirilmasi ile hazirlanmistir. Eriyik stok
halinde hazirlanip, agz1 kapali cam kap igerisinde buzdolabinda (+4°C) saklanmistir. Her
preparasyondan yaklasik bir saat once yeterli miktarda hipotonik eriyik, inkiibatorde
37°C’ye kadar 1sitilarak kullanilmistir. Bu ¢ozelti yogunluk olarak hiicrenin plazmasindan
daha az yogunluk icerdigi i¢in lenfositlerin su alarak sismesini ve preparasyonun kaliteli

olmasini saglamaktadir.
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3.1.1.8. Kolsisin (Sigma No: C9754)

Kolsisin kimyasal bir alkaloid olup kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda
metafaz bloklayict mitotik bir zehir (i§ ipligi olusumunu engelleyici) olarak
kullanilmaktadir. Kolsisin ¢ozeltisi saf su igerisinde hazirlanmis ve kromozom
medyumunun her mililitresinde 0,06 pg olacak bir bigimde (0,06 pg/mL) 2,5 mL’lik
kromozom medyumuna kiiltiirtin 70. saatinde ilave edilmistir. Kolsisine ait ayrintili teknik

ozellikler asagida verilmistir.
3.1.1.9. Kromozom Medyumu (PB-Max No: 12552-013)

Bu calismada Gibco firmasinin iirettigi kromozom medyumu hiicre kiiltiirii i¢in
kullanilmistir. PB-Max medyumu tam medyumdur. PB-Max icerisinde fetal buzagi
serumu, L-glutamin, gentamisin siilfat ve fitotohemagglutinin bulunmaktadir. Bu medyum

steril kiiltiir tiiplerine 2,5 mL olacak sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda kullanilmistir.
3.1.1.10. Mitomisin C (MMC) (Sigma No: Y0000378)

Bu ¢alismada Mitomisin C (Sigma), pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Saf suda
coziilerek elde edilmis olan stok Mitomisin C, kiiltiirde son hacmi 0,25 pg/mL olacak

sekilde ilave edilmistir.
3.1.1.11. Nitrik Asit (HNO; Sigma 438073)

Nitrik asit, sitogenetik ¢alismalarinda deneyden iki giin 6nce lamlar1 temizlemek
amactyla kullanilan kuvvetli bir asittir. 1 N HNO; c¢ozeltisi olarak hazirlanmakta ve
laboratuvarda kapali plastik bir kapta saklanarak her defasinda tekrar tekrar

kullanilmaktadir.
3.1.1.12. Sorensen Tamponu

Kardes kromatid degisimini inceleyebilmek icin preparat yapimi sirasinda
preparatlar tampon karigimi igerisinde ultraviyole (UV) lambasi ile ismlandirilmigtir.
Sorensen tamponu, ortamin pH dengesini ayarlamak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica bu

tampon %5’°lik Giemsa boyasi hazirlanmasinda da kullanilmistir.

Bu ¢ozelti, Tampon A ve Tampon B olmak lizere iki stok olarak hazirlanmis ve
calismanin amacmna uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak

kullanilmistir. Buzdolabinda +4°C’de saklanmustir.
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Hazirlamsi:

Tampon A: 11,34 g KH,PO,4 250 mL saf su i¢inde eritilmistir (pH=4,8).

Tampon B: 14,83 g Na,HPO,4.12H,0 250 mL saf su i¢inde eritilmistir (pH=9,3).
3.1.1.13. Standart Sodyum Sitrat (SSC) Cozeltisi

Bu ¢ozelti i¢in 11,05 g tri-sodyum sitrat (C¢HsNa3O7.2H,0) tartilarak bir miktar saf

su igerisinde eritilmistir. Daha sonra 21,9 g NaCl tartilarak yine saf su igerisinde ancak ayr1
bir kapta eritilmistir. 1ki eriyik, bir siseye dokiilerek iyice karistirilmis ve iizerine 500 mL
oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlanan bu stok eriyik 5xSSC’dir ve bu eriyik
buzdolabinda saklanmistir. KKD’yi incelemek i¢in deney yapilirken bu stoktan 20 mL

almarak iizeri 100 mL oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak elde edilen 1xSSC eriyigi

kullanilmuastir.
3.1.2. Kullamilan Deney Ekipmanlari
3.1.2.1. Hassas Terazi

Kat1 kimyasallarin tartilmasinda hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla

korunan ve 0,0001 g hassasiyetindeki Gec Avery marka hassas terazi kullanilmistir.
3.1.2.2. Inkiibator

Kan Kkiiltiirlerinin 37 °C’de inkiibasyonu i¢in sicaklik toleranst 0-100 °C’ye

ayarlanabilen Inkucell marka inkiibator kullanilmistir.
3.1.2.3. Mikroskop

Preparatlar1 incelemek i¢in koordinat cetveli, immersiyon objektifi ve kamera
monte aparati olan x4, x10, x40, x100 biiyiitme giiciine sahip Olympus marka binokiiler

151k mikroskobu kullanilmaistir.
3.1.2.4. Santrifiij

(Calismada kanin sekilli elemanlarin1 ¢oktiirebilmek i¢in rotor ¢ap1 21 cm olan ve
4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizina sahip zaman ayarlayicili ve 28 tiip kapasiteli

Hettich Universal marka santrifiij kullanilmistir.
3.1.2.5. Su Banyosu

Kardes kromatidlerin farkli boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin belirli
sicaklikta (58—60 °C) sabit kalmasini saglamak amaciyla zaman ayarli BM 302 Niive

marka su banyosu kullanilmistir.
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3.1.3. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltlir siiresinin bitiminden iki giin once etiketli olan lamlar saleye dizilerek
tizerlerini iyice Ortecek sekilde 1 N nitrik asit konmustur. Salenin agzi kapatilarak bu
sekilde 24 saat bekletilmistir. Siire bitiminde lamlar yarim saat akan ¢cesme suyunda iyice
yikanmigtir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gecirildikten sonra sale saf su ile doldurularak

buzdolabinda (+4°C) saklanmustir.
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 i¢inde
5'-bromo-2'-deoksiuridin maddesinin eritilmesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik steril sartlarda
por ¢apt 0,2 um olan bakteri filtresinden (Sartorius, membran filtre) gegirilerek steril
edilmistir. Sonra vida kapakli steril cam tiiplere konulan bu eriyik, etrafi aliiminyum folyo

ile kapatilarak buzdolabinda saklanmistir.
3.1.4.2 Saf Suyun Sterilizasyonu

Bazi stok ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan steril suyun hazirlanmasi igin 100
mL’lik damitik su, temiz siseye konulmus ve sisenin agzi pamukla iyice kapatilmistir.
Sterilizasyon esnasinda otoklavdaki buhardan pamugun 1slanmamasi i¢in tizeri aliiminyum
folyo ile ortiilmistiir. Sisedeki saf su otoklavda 1,2 atm buhar basincinda ve 121 °C’de 20
dk steril edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) ve Kromozom Anormalliklerini (KA)
Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi,

Boyanmasi ve Mikroskobik Inceleme

Bu tiir caligmalarin uluslararast yonergelere gore planlama, uygulama ve
yorumlanmasinda uygun hareket edilme zorunlulugu bulunmaktadir. Pimetrozinin insan
lenfositlerindeki genotoksik etkisinin olup olmadiginin arastirildigi bu ¢alismada, Albertini
ve ark.’lar1 (2000) tarafindan yayimlanan Uluslararasi Kimyasal Giivenlik Programi (The

International Programme on Chemical Safety = IPCS) yonergesi dikkate alinmistir.

58



3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Bu calismada KKD ve KA’y1 saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriinlin yapilmas1 ve
preparatlarin hazirlanmasi1 Evans (1984), Perry ve Thompson’nun (1984) metotlarina
uygun olarak gerceklestirilmistir. Yaslar birbirine yakin (20-24 yas), saglikli, goniillii ve
sigara igmeyen iki kadin ve iki erkekten alinan 1/10 heparinize edilmis periferik kanin 0,2
mL’si 2,5 mL’lik kromozom medyumuna (PB-Max) ilave edilmistir (Renciizogullar1 ve
Topaktag, 1991). Kanin ilavesinden hemen sonra tiiplere 50 pL BrdUrd c¢ozeltisi ilave
edilerek 37 °C’deki inkiibatérde 72 saat kiiltiire alinmistir. Test maddesinin 6n ¢alisma
sonucu belirlenen dort konsantrasyonu (5, 10, 20 ve 40 ug/mL) suda coziilerek toplam
hacim 3 pL olacak sekilde, kiiltiiriin baslangicindan 24 ve 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 i¢in pozitif kontrol olarak
MMC (Mitomisin-C) 0,25 ug/mL olacak sekilde verilmistir. Kiiltiir siiresinin bitiminden 2
saat once (yani kiiltiiriin 70. saatinde) metafazlar1 bloklayabilmek i¢in her tiipe hazirlanan
kolsisin eriyiginden (0,06 pg/mL) ilave edilmis ve tiipler hafif¢e sallanarak iyice

karistirilmastir.

Kiiltlir siiresi olan 72. saatin bitiminde tliplerdeki hiicreler 2000 rpm’da 5 dk
siireyle santrifiijde ¢oktiiriilmiistiir. Uste kalan siipernatant atilmis ve tiipte kalan 0,5-0,7
mL’lik s1v1 iyice karistirildiktan sonra iistiine 1lik (37 °C) hipotonik eriyik ilave edilmistir.
Hiicrelerde kiimelesmeyi engellemek i¢in hipotonik eriyik ilavesi damla damla ve
karigtirilarak yapilmistir. Her tiipe 5 mL hipotonik eriyik (% 0,4 KCI) ilave edildikten
sonra agizlar1 kapatilarak 5 dk siiresince inkiibatérde 37 °C’de hiicrelerin sismeleri
saglanmistir. Siirenin sonunda tiipler 10 dk 1200 rpm’de santriflij edilerek siipernatant
atilmistir. Dipte kalan sivi homojenize edildikten sonra soguk fiksatif (1/3, asetik
asit/metanol) damla damla ve kanistirarak her tiipe yaklasik 5 mL olacak sekilde ilave
edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra dipteki kisim homojenize edilip tekrar
soguk fiksatif ilavesi damla damla gerceklestirilmistir. Bu islem toplamda 3 kere
tekrarlanmig ve 3. fiksatif muamelesinin sonunda tiipte kalan sivinin berraklastig
gorilmistiir. Sayet 3. fiksatif muamelesinin sonunda dipte kalan ¢okeltide bir berraklasma
olmaz ise ilave bir fiksatif muamelesi yapilmistir. Her fiksatif ilavesinden sonra tiipler
santrifiij edilerek tstteki sivi atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0,5-0,7 mL sivi

kalacak sekilde slipernatant atildiktan sonra preparat yapma iglemine gecilmistir.
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Tiipilin dibinde toplanan hiicreler plastik mikropipet ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pipet i¢cine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan c¢ekilmistir.
Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan plastik mikropipet ile daha énce temizlenmis
ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanmis lamlarin tizerine 50 cm ytikseklikten farkli
alanlara hiicre siispansiyonu damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve dolayisiyla
kromozomlarin lam iizerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre siispansiyonunun lamlara
damlatilmasi esnasinda damlalarin st iiste diismemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde

hazirlanan preparatlar kurumak tizere 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir.
3.2.1.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak amaciyla
Speit ve Haupter’in (1985) gelistirdikleri metot modifiye edilerek kullanilmistir. Bu
amagla bir giinliik preparatlar 1s1nlama kabina konarak tizeri bir film gibi ortiilecek sekilde
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 hazirlanmistir (pH=6,8).
Isinlama eriyi8inin fazla veya az olmasinin kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini
onemli derecede etkiledigi goriilmiistiir. Bu sekilde ince bir tabaka halinde 1s1nlama eriyigi
ile ortiilen preparatlar, karanlikta 15 cm yiikseklikten 30 W’lik 254 nm dalga boyunda 151k
yayabilen ultraviyole lambasi ile 30 dk 1sinlanmistir. Isinlama bittikten sonra preparatlar
1xSSC eriyigi icerisinde 58-60 °C arasindaki sicakliklarda 60 dk inkiibe edilmistir.
Isinlama siiresi bitmeden 15 dk dnce % 5’lik Giemsa boya eriyigi hazirlanmistir. % 5°lik
Giemsa boyasi, 5 mL tampon A, 5 mL tampon B ve 5 mL Giemsa’nin karistirilarak
tizerleri son hacim 100 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir
(pH=6,8). Sonra bu boya dik bir sale icine filtre kagid: ile siiziilmiistiir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda preparatlar 1xSSC eriyiginden alinarak direkt olarak boya igerisine
konmus ve yaklasik olarak 30 dk boya igerisinde bekletilmistir (kardes kromatidler
arasindaki en 1iyi kontrast farki bu siirede saglanmistir). Bu silirenin sonunda preparatlar
boyadan c¢ikarilmis, ti¢ ayr1 kaptaki saf su i¢inden gecirilerek fazla boyanin akmasi
saglanmistir. Bundan sonra lamlar dik vaziyette konularak kurumaya birakilmistir.

Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.

KA analizi i¢in preparatlarin boyanmasinda yine aym sekilde hazirlanmis % 5°lik
Giemsa soliisyonu 10 dk siireyle kullanilmistir. Sonraki islemler KKD preparatlarinda
yapilanlarla aynidir. Boyanmis preparatlar kuruduktan sonra entellan ile kapatilarak daimi

hale getirilmigtir.
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3.2.1.3. Daimi Preparatlarda Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus CX21 marka 151k mikroskobunda
immersiyon objektifi (10x100 = 1000 biiyiitme) ile incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda
KKD ve KA belirlenmistir. Ayn1 preparatlarda birinci, ikinci ve {igiincli mitoz boliinmeyi

geciren hiicrelerin sayisi saptanmistir. Bu incelemeler sonucunda PI ve MI saptanmustir.

3.2.1.4. Kardes Kromatid Degisimi Sayisinin (KKD) ve Proliferasyon indeksinin (PT)

Saptanmasi
3.2.1.4.1. KKD Sayisinin Saptanmasi

Kardes kromatid degisimi sayisi, her kisinin kan kiltiirline ait preparatlardan iyi
dagilmis ve ikinci mitozu geciren 50 metafazda (4 kisiden toplam 100 hiicrede)
saptanmistir. KKD sayis1 bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis
parcalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki agik boyanmis pargalarin sayilmasiyla
belirlenmistir (Topaktas ve Speit, 1990). Uctan parca degisimi olmus ise bu 1 KKD olarak
sayilmistir (Sekil 3.1.a), benzer sekilde ortadan bir parca de§isimi olmus ise bu 2 KKD
olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.1.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin
primer bogum bdlgelerinden doniim yapip yapmadiklarmma dikkat etmek gerekir. Bu

durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.1.c).

{t

1 KKD 2 KKD KKD Yok

Sekil 3.1. a: 1 KKD, b: 2 KKD, c: KKD Yok. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve

olmadig1 durumun sematik olarak gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).

3.2.1.4.2. Proliferasyon Indeksi’nin (PI) Saptanmasi

Test maddesinin DNA replikasyonu iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile PI
degeri saptanmistir. Bunun i¢in tesadiifi se¢ilmis 100 metafaz incelenmistir. Bu

incelemeler sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve liglincli metafaz devresindeki hiicreler
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sayillmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak her bir kisinin kan kiiltiiriindeki PI degeri su sekilde

hesaplanmugtir:

1 = @) +2x(M2)+3 = @MM3)

Pl =
100

M1: Birinci mitozu geciren hiicrelerin sayisi
M?2: Ikinci mitozu gegiren hiicrelerin sayis
M3: Ugiincii mitozu gegiren hiicrelerin sayisi
BrdUrd, deoksitimidin (dT) ve deoksiuridin (dU) birbirlerinin analogu olan
bilesiklerdir (Sekil 3.2). BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklari heterosiklik
benzen halkasindaki besinci C atomuna baglanan gruplarin farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir. Besinci C atomuna baglanan grup dT°de CH3, BrdUrd’de Br ve dU’de

O O
CH Ml Il H
3 H}J/‘j[Br H_Ii/j

DJ\/IJ
8] 0 8]
OH OH

OH
Deoxgytirmdm (dT) Bromodeoxsuridi (BrdUrd) Deocxgursdm (d1T)

H atomudur.

O
Il

Sekil 3.2. Deoksitimidin (dT), Bromodeoksuridin (BrdUrd) ve Deoksuridin(dU)’in
kimyasal yapilar1.

Bromodeoksiuridin, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazinin analogu oldugundan
kiiltiir ortamina BrdUrd eklendikten sonraki DNA replikasyonlar1 esnasinda (birinci S
fazinda) yeni sentezlenen polinukleotid ipligi icine timin yerine ortamda bulunan BrdUrd
girecektir. Boyle hiicrelerin kromozomlar1 boyandiginda bir kromozomun her iki kromatidi
de (BrdUrd/dT // dT/BrdUrd) homojen koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler birinci mitoz
boliinmeyi geciren hiicrelerdir (Sekil 3.4). Birinci mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerden
meydana gelen yavru hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd bulunan ortamda ikinci S
faz1) adenin iceren polinukleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA
ipliginde yine timin yerine BrdUrd bulunacaktir. Bu iki polinukleotid ipligi bir
kromozomun koyu boyanan kromatidini (BrdUrd/dT) olusturacaktir. BrdUrd igeren iplige

komplementer olarak sentezlenen yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi
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olusturan her iki polinukleotid ipligi de BrdUrd igereceginden (BrdUrd/BrdUrd) bu
kromatid, ayn1 kromozomun ag¢ik boyanan kromatidini olusturacaktir (BrdUrd/BrdUrd).
Iste bu hiicrenin metafaz devresinde kromozomlar boyandiginda tiim kromozomlarm
kromatidlerinden birisi koyu digeri acik renkte boyanacaktir (BrdUrd/dT (koyu renkli);
BrdUrd/BrdUrd (acik renkli)). Bunlarda ikinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil
3.5). Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd bulunan ortamda tigiincii S fazi) ikinci
mitozda acik boyanan kromatidden (BrdUrd/BrdUrd) tiim polinukleotid ipliklerine BrdUrd
girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de

acik 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 acik renkte olacaktir. BrdUrd’li ortamda hiicre
kiiltiirtine 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, baz1 kromozomlarin bir kromatidi agik diger kromatidi koyu
renkte boyanacaktir. Bu hiicreler de {igiincii mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil
3.6). Iste bu sekilde birinci, ikinci ve {igiincii mitoz boliinmeyi gegiren hiicreler ayirt
edilmis (Sekil 3.3), 100 hiicre i¢inde bu hiicrelerin sayisi saptanmis ve elde edilen veriler

kullanilarak PI hesaplanmuistir.
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161
1.S (+BrdUrd)
onlno
A\ il iz
A-1.Mitoz il G
guj |yl C—— Normal DNA tek ipliai
261 B 0000 BrdUsd giomis DNA ipligi
2.8 (+BrdUsd) i
i ocod Koyu boyanan kromatid
B-2.Mitoz dram————
3.61
3.8 (+BrdUrd)
55
C-3.Mitoz % -
100

Sekil 3.3. BrdUrd nin DNA yapisina girmesi ile birinci (A), ikinci (B) ve ii¢lincii mitoz
(C) boliinmeyi gegiren hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi

(Topaktas ve Speit, 1990).
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Sekil 3.4. Birinci mitoz boliinmeyi geciren hiicrenin metafaz kromozomlari

(x1000).

10 um

Sekil 3.5. Ikinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlari
(x1000).
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Sekil 3.6. Ugiincii mitoz bdliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlari
(x1000).
3.2.2. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi

3.2.2.1. Kromozom Anormalliklerinin Saptanmasi

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip 200
metafaz (4 kisiden toplam 800 metafaz) kromozomal anormallikleri saptamak amaciyla
incelenmistir. Bu hiicreler i¢inde goézledigimiz kromozom yapi1 ve sayr anormallikleri
Uluslararas1 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 basina diisen yapisal ve sayisal
kromozom anormalliklerinin sayis1 (KA/hiicre) ile anormallik i¢eren hiicrelerin yiizdesi (%
AH) bulunmustur. Bu c¢alismada karsilastigimiz  gaplar anormallik  olarak

degerlendirilmemistir (Preston ve ark., 1987).
3.2.2.2. Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi

Pimetrozinin mitoz boliinme lzerindeki etkilerini incelemek amaci ile mitotik
indeks saptanmigtir. Bunun icin her konsantrasyona ait preparatlardan toplam 3.000 hiicre
(4 kiside toplam 12.000 hiicre) incelenmis ve bunlar arasindaki metafaz devresinde olan
hiicreler saptanarak kaydedilmistir. 3.000 hiicre icerisinde mitoz boliinme gegirenlerin

orani yiizde cinsinden hesaplanarak mitotik indeks saptanmustir.
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3.2.3. Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin

Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler
3.2.3.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Mikroniikleus sayisini saptamak i¢in Fenech (2000) ve Kirsch-Volders ve ark.
(2003) tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanilmistir. Saglikli ve sigara
igmeyen, yaslar1 birbirine yakin (20-24 yas) saglikli ve goniillii iki kadin ve iki erkekten
alinan 1/10 oraninda heparinize kan ornekleri 2,5 ml’lik kromozom medyumlarina steril
sartlarda 6 damla (0,2 mL) ekilmistir (Renclizogullar1 ve Topaktas, 1991). Hiicre kiiltiirii
inkiibatorde 37+0,5 °C’de 68 saat siire ile inkiibe edilmistir. Pimetrozinin etkisini
incelemek i¢in, daha 6nce belirlenmis olan konsantrasyonlardaki (5, 10, 20 ve 40 pg/mL)
pimetrozin, kiiltiir tiiplerine ilave edilerek hiicrelerin 24 veya 48 saat boyunca muamele
edilmeleri saglanmistir. Ayrica hem 24 hem de 48 saatlik muamele siireleri i¢in kontrol ve
pozitif kontrol (0,25 pg/mL) Mitomisin-C) kullanilmistir. iki nukleuslu hiicre olusumunu
saglamak ic¢in kiiltiiriin 44. saatinde biitiin tiiplere 6 pg/mL olacak sekilde sitokalasin B
ilave edilmistir. Kiiltiir sliresinin bitiminde (68. saat) kiiltlir tiipleri 2000 rpm’da 5 dk
santrifiij edilmis, siipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 mL’lik
siv1 iyice karistirildiktan sonra tliplere 1lik (37 °C) hipotonik eriyik (5 mL) yavas yavas
ilave edilerek 5 dk siireyle 37 °C’de inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 10 dk 1200
rpm’da santrifiij edilerek siipernatant atilmistir. Ardindan her bir tiipe yaklagik 5 mL soguk
fiksatif yavas yavas ve karistirarak ilave edilmistir. Ilk fiksatif; 1 kisim asetik asit 5 kisim
metil alkol karigiminin 1/1 oraninda % 0,9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Oda
sicakliginda 15 dk bu fiksatifle muamele edilen hiicreler daha sonra 1200 rpm’da 10 dk
santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra tiiplere ilkinden farkl: bir fiksatif (1 kisim
asetik asit 5 kisitm metil alkol) ilave edilerek bu islem iki kere daha tekrarlanmistir. Her
fiksatif ilavesinden sonra santrifiij edilerek iistteki sivi atilmistir. Son santrifiijden sonra
dipte 0,5-0,7 mL s1v1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra toplanmis olan hiicreler
yeniden ¢ozelti haline getirilmistir. Daha sonra hiicre siispansiyonu soguk ve temiz lamlar

tizerine 10 cm ylikseklikten damlatilarak preparatlar hazirlanmistir.
3.2.3.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanmis % 5°lik Giemsa boyasi ile
boyanmistir. 5 mL tampon A, 5 mL tampon B ve 5 mL Giemsa karistirilmis tizerleri 100
mL oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak % 5’lik Giemsa boyasi hazirlanmigtir

(pH=6,8). Sonra bu boya dik bir sale i¢ine filtre kagitlari ile sliziilmiistiir. Preparatlar direkt
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olarak boya igerisine konmus ve yaklasik olarak 8 dk boya igerisinde bekletilmistir. Bu
siirenin sonunda preparatlar boyadan alinip ii¢ ayr1 kaptaki saf su i¢inden gegirilerek
preparatlar tizerindeki fazla boyanin akmasi saglanmistir. Bundan sonra preparatlar dik
vaziyette konularak kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak
daimi hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra bu kalic1 preparatlarda mikroskobik

incelemeler yapilmstir.
3.2.3.3. Mikroskobik Inceleme

Hazirlanmis olan kalict preparatlar Olympus marka binokiiler 151k mikroskobunda
40’Iik objektif ile incelenmistir (10x40=400 biiylitmede). Bu incelemeler sirasinda
hazirlanan her bir preparattan 2000 adet iki nukleuslu (4 kisiden toplam 8000 biniikleer)
hiicre incelenmis, bu iki nukleuslu hiicreler igerisinden mikronukleuslu olanlar
saptanmistir. Ayrica hazirlanan her bir preparattan 1000 tane hiicre sayilmis, bu hiicreler
arasindan bir, iki, li¢ ve dort nukleuslu olan hiicrelerin sayilar1 kaydedilmistir (Sekil 3.7,
Sekil 3.8). Nukleer Boliinme Indeksi (NBI) hesaplanmistir (Fenech, 2000). Hesaplamasi

asagidaki formiile gore yapilmistir;

NBI= (1xN1 + 2xN2 + 3xN3 + 4xN4) / N
N1: Bir niikleuslu hiicre sayis1

N2: Iki niikleuslu hiicre say1s1

N3: Ug niikleuslu hiicre say1si

N4: Dort niikleuslu hiicre sayisi

N: Sayilan toplam hiicre
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‘ 10 pm

Sekil 3.7. Bir (a) ve iki (b) niikleus iceren hiicreler.

10 pm

Sekil 3.8. Ug (a) ve dort (b) niikleus igeren hiicreler.
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3.2.4. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢cekme islemi Olympus marka trinokiiler mikroskoba bagl dijital fotograf
makinesinde 1000 biiyiitmede yapilmistir (Olympus CX31RTSF, 7.1 Megapiksel). Bu
calismada 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 ¢ekilmistir.
3.2.5. Istatistiksel Analiz ve Sonuglarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KKD, KA, PI, MI, MN ve NBI
normal dagilim gosteren parametrik degerler bagimsiz Orneklem T-testi ile
degerlendirilmistir (SPSS 17). P<0,05 degeri, sonuglarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
anlamina gelmektedir. Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen bulgular ¢izelge ve

sekiller halinde verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Pimetrozin etken maddesinden hazirlanan 5, 10, 20 ve 40 pg/mL’hik
konsantrasyonlarla 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan
hiicre basina diisen kardes kromatid degisimi (KKD/Hiicre) frekansi ve proliferasyon
indeksi (PI) degerleri Cizelge 4.1°de, hiicre basma diisen kromozomal anormallik
(KA/Hiicre) orani, incelenen hiicrelerde gozlenen kromozomal anormallik tipleri, anormal
hiicre (AH) yiizdesi 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.

Cizelge 4.1. Pimetrozin ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde hiicre bagina

diisen kardes kromatid degisimi (KKD/Hiicre) ve proliferasyon indeksi (PI).

Test maddesi Muamele KKD/Hiicre PI+SH
Sire(s) Doz +SH
(ng/mL)
K (-)* 24 0,00 | 3,03+0,85 2,69+0,69
K (+)" 0,10 | 34,42+321 1,76+0,12
Pimetrozin 5 3,90+1,54 2,18+0,21
10 4,48+1,92 1,92+0,12
20 | 4,50+0,74%* 1,9440,19
40 5,00+1,59 1,82+0,47
K () 48 0,00 3,03+0,85 2,69+0,69
K (+) 0,10 | 34424321 1,76£0,12
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
* Kontrol
®. Pozitif kontrol, Mitomisin C
* P <0,05
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Pimetrozin ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde 24 saatlik muamele
stiresindeki 20 pg/mL doz (P<0,05) hari¢ diger tim dozlar ile ve 48 saatlik muamele
stiresindeki denen tiim dozlar i¢in, kontrol ile mukayese edildiginde hiicre basina diisen
KKD sayisindaki artisin istatistiki olarak énemli olmadigi saptanmistir (P>0,05) (Cizelge
4.1).

Pimetrozin ile 24 ve 48 saat muamele edilen lenfositlerde tiim dozlarda hiicre
basina diisen KKD frekansini ise arttirmis ancak bu artis istatiksel olarak Onemli
bulunmamuistir (p>0,05). Ayrica Pimetrozin, PI’ni 24 ve 48 saat’lik muamele siirelerinde ve
tiim dozlarda kontrole nazaran onemli Ol¢iide diislirmiistiir ancak bu azalma istatistiki

olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Bu ¢alismada kullanilan kisa siireli mutajenite ve kanserojenite testlerinden olan
kardes kromatid degisimi testi hassas ve kabul géren yontemlerdendir (Bolognesi, 2003;
Bagc1 ve ark., 2005). Bir¢ok kimyasal ajan kardes kromatid degisimi olusumunu farkli
sekillerde etkilemektedirler. Yapilan bazi calismalarda kimyasallarin DNA’y1 alkilleyerek
poliniikleotidlerde ¢apraz baglar olugsmasini sagladiklari belirlenmistir. Meydana gelen bu
baglanmalar DNA tamir mekanizmasi tarafindan tamir edilemedigi i¢in KKD frekansinda
artisa sebep olmaktadir (Tuna, 1992; Wilson III ve Thompson, 2007).

Bu durum pimetrozinin DNA’y1 alkilleme ve sonucunda gergeklesen capraz
baglarin tamir edilememesi seklinde olusan DNA hasarina neden olmadigim

gostermektedir.
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Cizelge 4. 2. Pimetrozin ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde hiicre basina diisen

anormallik oran1 (KA/Hiicre), kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre

(AH) yiizdesi ve mitotik indeks (MI).

Test Muamele KA/Hiicre Kromozom Anormallikleri® AH+SH MI+SH
Maddesi [Siire Doz | *SH [B[B"[F[SU[DS[P (%)
(8) (ng/mL) '
K ()" 24 0,00,05+0,01 5 |- 1 |1 - - 5,2542,06 3,67+0,31
K¢ 0,110,34+0,22 8 |4 11 |3 6 8 129,3242,32 1,25+0,27
Pmtrzn 5 0,08+0,01* |7 |2 1 |2 - - [8,25+1,50* 3,40+1,20
10 0,11£0,01** 102 |- |- - 1 [11,00£1,15* |3,60=1,40
20 0,14+0,02** |9 |1 - |2 - - 13,5042,64* | 3,17+0,20%*
40 0,12+0.01** |12 |- 1 |3 2 - 12,2541,89%* |2,00+0,53**
K () 48 0,0 0,05+0,01 5 |- 1 |1 - - ]5,2542,06 3,67+0,31
K@ 0,10 0,52+0,40 6 |6 (20 (12 |9 10 |44,15+3,70 1,22+0,23
Pmtrzn 5 0,09+£0,02* |7 |2 |- 1 2 - |8,25+£2,50 3,44+1,19
10 0,11£0,02** | 12| 3 1 |- - - 10,75€1,70%* |2,84+1,02
20 0,08£0,01* |11|1 1 |1 2 - | 8,75+1,89* 2,71+0,84
40 0,12+£0,01%* | 15 |2 1 |6 2 - 12,50£1,91%* | 1,45+0,44**
: B', Kromatid Kirig1; B", Kromozom Kirigs; F, Fragment; SU, Kardes Kromatidlerin Birlesmesi, DS, Disentrik

Kromozom; P, Poliploidi;
°: Pozitif kontrol, Mitomisin C
* P<0,05 **P<0,01

Pimetrozin ile 24 ve 48 saat muamele edilen hiicrelerde, hiicre basina diisen

Anormallik frekansin1 ve Anormal hiicre yiizdesini denen tiim dozlarda kontrole gore

onemli Olciide arttirmistir (P<0,05) (Cizelge 4.2). Pimetrozinin, 24 saat’lik muamele

siiresinde 20 pg/mL (P<0,05) ve 40 pg/mL (P<0,01) dozlarda; 48 saatlik muamele

stiresinde ise 40 pg/mL’lik dozda kontrol ile mukayese edildiginde MIi istatistiki olarak

onemli diizeyde azalttig1 saptanmistir (P<0,01).
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Cizelge 4.2°de goriildigi gibi, bu ¢aligmada gozlenen kromozomal anormallikler;
kromatid kirigi (Sekil 4.1), kromozom kirig1, kardes kromatidlerin birlesmesi(Sekil 4.2),
fragment (Sekil 4.3), disentrik kromozom ve poliploidi (Sekil 4.4) seklindedir. Basta
kromatid kirigr olmak tiizere kromozom kirigr ve kardes kromatidlerin birlesmesi ve

fragment en sik gozlenen kromozomal anormalliklerdir.

Sekil 4.1. Kromatid kirig1 (x1000) (20 pg/mL, pimetrozin 48 saatlik muamele, ).
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Sekil 4.2. Kardes kromatitlerin birlesmesi (x1000) (40 ug/mL, 24 saatlik muamele, ).

Sekil 4.3. Fragment (x1000) (20 pg/mL, 48 saatlik muamele, 3).

75



Sekil 4.4. Poliploidi (x1000) (10 ug/mL, 24 saatlik muamele, 3.

Kromatid kiriklar1 kromozomun bir kromatidinde goriilen yani DNA’nin ¢ift
zincirinde olusan kirilmalar sonucu olusan kiriklardir. Kromatid kiriklarinin sebebi
uygulanan maddelerin ge¢ S veya G2 sathasinda etkili olmalaridir (Natarajan, 2002). Sik
karsilasilan ikinci anormallik ise kromozom kirigidir. Kromozom kiriklar1 kromozomlarin
her iki kromatidinde de meydana gelen ve tamir edilememis DNA ¢ift zincir kiriklaridir
(Savage, 1993). Bu durum insektisitlerin G1 safhasinda da etkili olduklarin1 géstermektedir
(Natarajan ve Obe, 1982). Her iki kromatitte meydana gelen DNA ¢ift zincir kiriklari
DNA’nin fosfodiester baglarindaki kirilmalar olarak tespit edilmistir (Topaktas ve ark.,
1996).

Pimetrozin de kardes kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozom olusumuna
neden oldugu tespit edilmistir. Kardes kromatidlerde birlesme genellikle kromozomun
terminal kisminda meydana gelen delesyonlardir (Kayraldiz ve Topaktas, 2001;
Yiizbasioglu ve ark., 2006). Disentrik kromozom olusumunda ise homolog olmayan
kromozomlar arasinda ya da homolog kromozomlarin iki uzun veya iki kisa kolu
arasindaki birlesmeler etkilidir (Anderson ve Pedersen-Bjergaard, 2000). Pimetrozin ayrica

fragment olusumuna da neden olmaktadir. Fragmentlerin pestisitlerin etkisiyle olusan
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subkromatid ve kromatid kiriklar1 oldugu diisiiniilmektedir (Kaur ve Grover, 1985; Prakash

ve ark., 1988).

Cizelge 4.3. Pimetrozin ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde mikronukleus
(MN), mikronukleuslu binukleer hiicre (BNMN) ve nukleer boliinme indeksi (NBI).

Test Muamele MN=SE (%0) | BNMN=+SE NBI+SE
maddesi Siire (S) Doz (%0)
(ng/mL)
K (-)?* 24 0,00 | 3,75+0,95 3,75+0,95 1,71+£0,12
K (+)b 0,1 45,78+3,85 39,2343,21 1,03+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 62,25+4,82 67,12+2,62 1,00+0,01
. . 5 | 10,25+1,70* 10,00£2,16%* 1,44+0,28
Pimetrozin
10| 20,75£2,06%* | 18,75+£2,06* 1,61+0,15
20| 10,25+£3,77* 9,25+3,09* 1,60+0,09
40| 7,00£3,55 6,75+3,09 1,64+0,17
# Kontrol

®. Pozitif kontrol, Mitomisin C

* P<0,05

**P<0,01

Yaptigimiz ¢alismada pimetrozin, 24 saatlik muamele siiresinde 20 pg/mL’lik
dozda gerek MN gerekse BNMN frekansini istatistiki olarak 6nemli diizeyde arttirmistir
(P<0,05). Diger taraftan 48 saatlik muamele siiresinde hem MN hem de BNMN’de en
yiiksek doz hari¢ (40 pg/mL) denen diger dozlarda istatistiki olarak onemli artig oldugu
saptanmistir (P<0,05; P<0,01). Pimetrozin ayrica denen tiim dozlar ve muamele siireleri
i¢in kontrol ile mukayese edildiginde NBI frekansinda bir artisa neden olmamistir (P>0,05)
(Cizelge 4.3).
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Mikroniikleuslar, asentrik fragment ve/veya mitozda kutuplara ¢ekilememis tam bir
kromozomdan (kalgin kromozom) meydana gelmektedir. Kalgin kromozomlar kromozom
uclarinda yapiskanlik veya kromozomal hareketlerin yetersizligi sonucu olusan
kromozomlardir (Ahmad ve Yasmin, 1992). Telofaz sathasinda ayr1 kalmis kromozomlar
ve fragmentlerin etrafi c¢ekirdek zari olusumu ile ana niikleusdan daha kiigiik olan
mikroniikleuslar olusturur. Bu metod sadece boliinme 6zelligi gosterebilen hiicrelerde

kullanilabilmektedir (Dimitrov ve Gadeva, 1997; Fenech, 2000; Gomtirgen, 2000).

Dolayisiyla test maddemiz olan pimetrozinin etkisi ig ipliklerinin yapisini bozarak
(tubilin A ve tubulin B proteinleri) metafazda 1 veya 1°’den fazla kromozom kalmasi,
ayrica metabolik bir hataya neden olarak da multipolar anafaz-telofaz’a neden olarak

yiiksek oranda mikroniikleus olusumuna neden olmustur.

Calismamizda kullandigimiz test maddesi olan pimetrozinin de dahil oldugu ‘’diger
insektisit grubunda’’ yer alan fipronil ve indoksakarb insektisitlerinin fareler, ratlar, tavuk
embriyolari, baliklar ve tarim is¢ilerinde KKD, KA, MN ve komet testleri ile olasi
genotoksik potansiyellerinin arastirildigi ¢esitli calismalar yapilmistir. Ancak pimetrozinin

genotoksik ve sitotoksik etkisi ile ilgili daha 6nce yapilmis bir calismaya rastlanmamastir.

Bu nedenle etken madde olarak pimetrozinin secildigi ve ¢alisildigir bu caligmada
elde edilen verilere gore; Greensun insektisitinin in vitro olarak insan periferal
lenfositlerinde genotoksik aktivite gosterdigi ayrica ¢ok zayif bir sitotoksik etkiye sahip
oldugu sodylenebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada; Greensun insektisitinin etken maddesi olan pimetrozinin insan
periferal lenfositlerinde genotoksik bir potansiyele sahip olup olmadig1 arastirilmistir. Bu
nedenle sigara, alkol kullanmayan, saglikli, yaslar1 birbirine yakin (20-24) iki erkek ve iki
bayandan alinan kan 6rnekleri 5, 10, 20 ve 40 ng/mL olmak iizere pimetrozinin dort farkl
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 saptanmis ve elde

edilen veriler kontrol grubuyla karsilagtirilmistir.

Calismamizda 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. Sonug olarak bu ¢alismada; test maddesi
olarak kullandigimiz pimetrozinin insan periferal lenfositlerinde genotoksik bir etkiye
sahip oldugunu ve ilaveten zayif sitotoksik etkili oldugunu belirledik. Ancak bu maddenin
genotoksik aktivitesi hakkinda kesin yargiya varabilmek i¢in ilave testler ile pimetrozinin

analiz edilmesi gerektigi diislincesindeyiz.

Pestisitler, kullanilmalar1 ile gerek halk sagligi ve gerekse de aclikla savasta
besinlerin korunmasi bakimindan ekonomik faydalar saglamaktadir. Diger taraftan genis
bir alanda biraktiklar1 kalintilarla su, toprak, hava ve besin kirlenmesine neden olarak,
ekolojik sistemin dengesini bozmaktadirlar. Ayrica bazilar1 selektif olarak kullanildiklar:
canlt tiirli i¢in toksik olurken, bir kismi da insanlar ve diger memeli hayvanlara zarar
veririler. Boylece de endiistride, yakin cevrede akut ve kronik zehirlenmelere neden

olurlar. Pestisitlerin bu fayda zarar iliskisini degerlendirmek ise olduk¢a giictiir.

Pestisitler; insan sagligini, ¢evre ve dogal dengeyi olumsuz yonde etkilemesi,
iriinlerde, toprakta, suda ve havada kalint1 birakmasi, hastalik, zararli ve yabanci otlarda
dayaniklilik meydana getirmesi gibi bir¢ok istenmeyen etkilerinin olmasiyla sorgulanmaya
baglanmigtir. Pestisit olarak kullanilan kimyasal maddelerin toksisitelerinden dolayi,
zararlilarla miicadelede dogal biyolojik maddelerin kullaniminin tercih edilmesinin daha
avantajli olacagi goriisii, her gecen giin daha da 6nem kazanmaktadir. Hayvanlar tarafindan
tiretilen feromonlar (ektohormon) ve mikroorganizmalar tarafindan {iretilen mikrobiyal
pestisitlerin daha giivenilir oldugu yoniindeki bulgular artmaktadir. Hatta bazi iilkelerde

yeni gelistirilen pestisitlerin bu 6zelliklere uymasi zorunlulugu vardir.
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Pestisit kullanmanin gerekliligine ragmen, ozellikle gidalar vasitasiyla insan
viicudunda akiimiile olmast ve cevre kirliligi iizerine olumsuz etkisi bu bilesiklerin
zararlart konusunda insanoglunu giin gectikce daha fazla endiseye sevk etmektedir.
Pestisitler tavsiye edilen dozlarin iizerinde kullanildiklarinda, gereginden fazla sayida
ilaglama yapildiginda, gerekmedigi halde birden fazla ila¢ karistirilarak kullanildiginda
veya son ilaglama ile hasat donemi arasinda birakilmasi gereken siireye riayet edilmedigi

durumlarda gida maddelerinde fazla miktarda kalint1 birakabilmektedirler.

Pestisit kullanimin1 azaltmak igin ¢iftcilere yeni yetistirme yOntemlerinin
gelistirilmesi ve uygulanmasi 6nemli bir yaklasim olacaktir. Bunun i¢in belli bir alanda
yetistirilen bitkilerin her yil degistirilmesi, zararlilarin tarlaya girmesini zorlastirmak i¢in
tarlanin kenarinda veya icinde bitkilerden olusan bir ¢it veya aga¢ sirasi tesis edilmesi,
ekim-dikim zamaninin ayarlanmasi, 6nemli zararli ve hastalik etmenlerinin bulunmadigi
bolgelerde bitki yetistirme gibi dnlemler alinabilir. Hastalik etmeni ve zararlilarla savasim
kimyasal degil, esas olarak ekolojik bir problemdir. Bu nedenle {iiriinlerde zarar yapan
organizmalarla en iyi kontrol yonteminin entegre zararli yonetimi (IPM) olduguna inanilir.
[PM'nin temel amaci eradikasyon yani zararlinin tamamen yok edilmesi degil, mevcut
populasyonu ekonomik zarar esiginin altinda tutmaktir. Tarim alanlar1 dikkatli bir sekilde

taranarak zararlilarin ekonomik zarar esigine ulasip ulasmadiklar1 kontrol edilir.

Sonug olarak, tarim ilaglar ile iliskili olarak ortaya c¢ikabilecek insan ve cevre
sagligt sorunlarmi en aza indirmek igin, tarim alaninda calisan bireylere siirekli
danigsmanlik ve egitim verilmesi, bitkilerdeki hastalik ve zararlilara karsi yapacaklar
miicadelede kimyasal yontemler disinda daha ucuz baska yontemler oldugu konusunda
bilgilendirilmesi, tarim ilaglarinin mutlaka regete kontroliinde satilmasi, ¢cevreye ve sagliga
en az zarar verecek bigimde Onlem alarak kullaniminin saglanmasi ve uygulamalarin

denetlenmesi gerektigi kanisindayiz.
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