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OZET
YUuksek Lisans Tezi

FARKLI TIPTEKI PESTSITLERIN MUHTEMEL MUTAJENITELERININ
AmesSalmonellaMikrozom TEST YONTEMYLE ARASTIRILMASI

Ahmet BARIS
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitis
Biyoloji Anabilim Dali

Dansman: Prof. Dr. Muhsin KONUK

Bu calsmada, gunimiz tariminda yaygin olarak kullanilaferkl pestisitin (piperophos,
fenchlorphos, dioxacarb, promecarb) mutajenik etkikisa zamanli bakteriyel mutajenite test
sistemlerinden olan AmeSalmonelldViikrozom test yontemi ile agariimistir. Calsmada
Salmonella typhimuriunTA 98 ve TA 100 sglari kullaniimstir. Bunun icin her iki sg
mikrozomal enzimler iceren metabolik aktivasyon)(88rliginda ve yoklgunda, piperophos
icin 10 pl/plak, 1pl/plak, 0,1pl/plak, 0,01pl/plak ve 0,001ul/plak konsantrasyonlari, ger ¢
madde icin ise 100ug/plak, 10 pg/plak, 1 pg/plak, 0,1 pg/plak ve 0,01 pg/plak
konsantrasyonlarinda birbirinden gomsiz iki paralel deneyle test ediktii. Pozitif kontrol
olarak TA 100 icin S9 vagh ve yoklygunda sodyum azid, TA 98 icin ise S9 varhda 2-
aminofluorene, S9 yokfiunda 4-nitro-o-fenilendiamine kullanilgir. Negatif kontrol olarak
ise ¢bzlcl DMSO ve spontan kontrol gruplarn kullamtir. Test sonuclari birbirinden
bagimsiz olarak yapilan iki deneyin ortalamasi alikadeserlendirilip pozitif ve negatif
kontrol gruplari ile kanlastiriimistir. Deneyin sonucunda; test edilen bu pestisilerdadece
piperophos’un TA 98 swnun S9 varfiinda 0,01 pl/plak ve 0,001 pl/plak dozlarinda

mutajeniteye rastlanilrgtir.

Anahtar Kelimeler. Ames test, mutajenite, piperophos, fenchlorphmssatarb, promecarb



ABSTRACT
MSc Thesis

A STUDY ON POSSIBLE MUTAGENICITY OF DIFFERENT TYPES OF PEHEIDES BY
AmesBalmonell&licrosome TEST SYSTEM

Ahmet BARIS
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof.Dr. Muhsin KONUK

In this study, the mutagenic effect of 4 differegmesticides (piperophos, fenchlorphos,
dioxacarb, promecarb) used in agriculture widelyehheen investigated by using short time
bacterial mutagenicity test system namely Ar@abhonelldVicrosome test. In this study,
Salmonella typhimuriunfA 98 ve TA 100 strains were employed. Thereftuah test strains
were tested in the absence or presence of S9 nfietabtivation. For piperophos, 10/plate,

1 pl/plate, 0,1 ul/plate, 0,01pl/plate and 0,001ul/plate concentrations and for other test
compounds 10Qg/plate, 10ug/plate, 1ug/plate, 0,lug/plate and 0,0jug/plate concentrations
were investigated in two paralel independent expenis. At the absence and presence of S9,
sodium azid was used as a positive control for T08.1At the absence of S9, 4-nitro-o-
fenilendiamine, at the presence of S9, 2-aminofinerwas used as a positive control for TA
98. DMSO solution and spontaneous control groupgweed as a negative control. Results of
experiments were compared with positive and negationtrol groups data. Consequently;
among these four pesticides, only 0,01 and 0,00dlgi¢ doses of piperophos was found
mutagenic in TA 98 with S9.

Key words: Ames test, mutagenicity, mutajenite, piperophasnchlorphos, dioxacarb,

promecarb
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1. GIRIS

Gunumuz teknolojisi ile beraber gelen kolaylik bonnganinda buytk bir sorun olan
cevre kirliligini de beraberinde getirmekte ve bu da bitin amldlumsuzekilde ¢ok
yonli olarak etkilemektedir. adaki tim canhlar gunlik yamda dgal ya da yapay
kimyasal maddelerle yuzyuze gelmektedir. Canliladumsuz y6nlerde etkilenmesine
neden olan sorunlarin pada dogal ya da sentetik kimyasal maddeler gelmektedir.
Kirleticilerin pek c¢cgunun belirli metabolik aktivasyonlardan sonra vey@grudan
dogruya DNA ile etkilgerek mutasyona ve kansere neden olduklar hemekeder

tarafindan kabul edilmektedir.

Kimyasal maddelerin olasi mutajenik etkilerini ginan ilk calsmalar ikinci Diinya
Savar’ndan hemen sonra bir grup kimyasal Uzerinde yapilve ilk olarak mustard
gazinin etkili bir mutajen oldiu tespit edilmitir. Ardindan dinyanin hemen her
yerinde yapilan deneylerle gir bazi kimyasallara dikkat cekilgir. 1972 yilinda
yapilan bir argtirmada yiyecekleri renklendirme, koruma vgeti amaglarla kullanilan
2500 kadar katki maddesi okglutespit edilmgtir. Yiyeceklere bulgarak viicuda giren
pestisitler ve ¢gtli amaclarla kullanilan ilaglar Gizerinde durulgne bu sayede pek ¢ok

mutajenite test sistemi ggirilmi stir (PAI 1985).

Sayilari milyonlari bulan kimyasallarin ¢ok azinf20.000 civarinda) kanserojenik
potansiyelleri hakkinda bilgimiz vardir. Geriye &alarin ve her gun listeye giren yeni
sentezlenen maddelerin seri bakilde test edilerek mutajenik/kanserojenik etkgr
saptanmasi gerekmektedir. Bu nedenlestarailar karsinojenite taramalarina esas
olabilecek kisa zamanda sonug¢ verebilen veuklimaliyetli bircok kisa zamanli
mutajenite test sistemleri ggirmislerdir. Bu test sistemlerine érnek olar&almonella
typhimurium (Maron ve Ames 1983)ischerichia coli(Leifer et al. 1981)Bacillus
subtilis (Leifer et al. 1981),Neurospora crassa(Brockman 1984),Drosophila
melanogastefVogel and Sobels 1976), Cin hamsteri hicrelem, [iamsteri ovaryum
ve akcger hicreleri (Beaudet 1973) ile yapilan deneylefefalir.



Kimyasal maddelerle kar karslya gelme ile mutasyon induksiyonuna kadar gecen
olaylar caitli basamaklari icermektedir. Bu basamaklar kirfamadde ile yilizylze
gelme, kimyasal maddenin organizmada biyotaransieywnu, kimyasal madde ile

mutasyon induksiyongeklindedir.

Kimyasal maddeyle yiuzylze gelme durumunda butirarorgnalarda htcreleri ve
genetik materyali, maruz kalinan yabanci maddelagi koruyan mekanizmalar

vardir.

Kimyasal maddenin organizmada biyotaransformasylanuyputasyon indiksiyonu
olaylarinda ikinci evre, kimyasal maddelerin biyrisformasyonu ve memelilerde
gorulen metabolik dasimlerdir. Vicuda alinan kimyasal maddeler, esasra@la
karacgerde vyerlgmis olan bazi enzim sistemleriyle metabolize edilirleBu

metabolizma ile ilgili enzim sistemleri, Faz | va#ll olmak Uzere iki gruba ayrilir. Faz
I'de yer alan reaksiyonlar sonunda, hidrofobik nkaleen bir ya da daha fazla polar
grup ortaya cikarilir. Bu reaksiyonlarla ana ke Faz II'de yer alan konjugasyon

enzimleri icin uygun bir substrat haline gelir.

Kimyasal madde ile mutasyon indiksiyonuyla ise nidendeki biyotransformasyon
basamaklari sonucunda gdibilen kuvvetli elektrofilik 6zellikteki metabolalr, genetik

materyalin elektronca zengin atomlar ile kimyasdarak etkilgebilirler.

Pestisitler cevre kirleticilerinin sadece bir kismplusturmaktadir; ancak bunlar ¢ok
yaygin ve cok fazla miktarda kullanildiklarindanebbir 6nem tarlar. 1971 yilinda
ABD’de toplam pestisit Uretimi yak§gk 550 milyon kg dir. Bunun yarisina yakin bir
kismi insektisit, fumigant ve akarisit olup; geral&ni da herbisitler, bitki baylime
diizenleyicileri ve fungisitler okiurmaktadir. Kukurt, petrol ydari ve dger bazi
fungisitler bu rakama dahil edilmegherdir (IARC 1980).

Iste bu nedenlerle hangi tipten olursa olsunlar,ringgaminda 6nemli yerleri olan tiim
kimyasal maddelerin kullaniimadan yani insanlagimasa gecmeden once galbilecek

genetik etkileri acisindan kontrol edilmeleri biybk onem taimaktadir. Ozellikle



uzun bir zamandan beri ve & bir sekilde kullanilan pestisitler gibi maddelerin

kontroli daha 6nemli ve kaginiimaz bir goérev halyeémektedir.

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortakaymak icin en akilci yakiam,
deney hayvanlarinda timor indiksiyonudur. Ancak teatlerin sonuglanmasi uzun
zaman almakta ve maliyetleri yuksek olmaktadir (\R1980). Bu nedenle
argstirmacilar karsinojenite taramalarinda esas olabkekisa zamanda sonu¢ verebilen
ve diik maliyetli bircok kisa zamanl mutajenite testamleri gektirilmi stir (Maron
and Ames, 1983; Brockman et al. 1984; Quillardet Bdofnung, 1985; Hofnung and
Quillardet, 1986).

Kisa zamanl test sistemlerinden en yaygin olarakakilani bakteriyel testlerdir.
Bakteriler, basit Ureme ortamlarinda hizla Gredikide, basit, cabuk ve ucuz
uygulanabilir olmalarindan 6tirt tercih edilmekte@enitt et al. 1986; Hofnung and
Quillardet, 1986).

Ames testi, 1970’lerin banda Bruce Ames tarafindan gdlilen ve daha sonra yaygin
olarak kullanim alani bulnguolan kisa zamanli, bir geri mutasyon testidir (Maand
Ames 1983) Salmonella/ Mikrozom testi bakteriyel mutasyon testleri igenmutajen-
karsinojen etkisi en iyi bilinen ve karakterilizéilen gecerlilgi, uygulama kolayliki
ve hassashi nedeniyle en fazla kabul gorerek tercih edilengé@iimiizde de siklikla
kullanilan bir yontemdir (Gathouse et al. 1998gst organizmasi olarak kullanilan
Salmonella typhimuriuprhistidin geninde okiurulan farkli mutasyonlarla (his G, his C
ya da his D) ge$imek icin histidin gereksinimi duyan gigik tipte oksotrofik mutantlara

donGstardlmstir.

Bu calsmanin amacini, tarimda insektisit ve herbisit ddagani bir kullanim alanina
sahip olan 4 farkli pestisitin (piperophos, fencphws, dioxacarb, promecarb) kisa
zamanl bakteriyel test sistemlerinden olgalmonellamikrozom testi ile mutajenik

etkilerini argtirmak olyturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kromozom Yapisli

Yunanca kokenli olughromos= renk vesoma= vicut kelimelerinin birlgmesinden
olusmaktadir. Her canli gibi insan da trilyonlarca hegdegn meydana gelir. Hcre,
bitkisel ya da hayvansal her turlisgan biciminin en kiguk birimidir. Her hucre bir
sitoplazma ve cekirdekten meydana gelir. Celgmiécinde ise kromozom adi verilen
ipliksi parcalar bulunurinterfaz evresinde kromatirgiaseklinde bulunan DNA, mitoz
bolinmenin profaz evresinde kisalip kalgnhaya balar ve metafaz evresinde en kisa
duruma gelir. Yaklgk 10.000 kat kisalmgi haliyle sik mikroskobunda 100’luk
objektifte incelenebilir. Kromozomlari, Vv, J harfleri gibi bicimlerde gorunir ve
boyutlari mikronla ol¢ilir. Kromozomlarin sayisinbatirlerde dgisiklik gosterir.
Ornesin sirke singinde 8, kurbgada 26, farede 42, kopekte 78 kromozom vardir.

Insanin kromozom sayisi ise 46'dir.

Kromozomlar, molekil yapilari ¢cok iyi bilinen DNAriri ile histon denilen protein
zincirinden olgur. DNA zincirleri de 6zgul proteinleri sentezlenelgorevli gen adi
verilen birimlerden olgur. Kromozonlar aralarinda ac¢i bulunan iki koldakusor.
Kollar prime bgumla birbirinden ayringtir, bu b@uma sentromer adi verilir.
Sentromerler kromozomlarig iipligine takilmasini gdarlar. Sentromeri olmayan bir
kromozom bélinmeye katilamaz. Kromozom Uzerindeneri b@gumlardan bgka,
sekonder bgumlarda bulunabilir. Bazen kromozomun u¢ kisminiuyau “satellit”
denilen yuvarlak ya da uzunca bir yapi bulunur,nkmaomlarin uclarina telomer adi
verilir. Sekil 1.1’de goruldgu gibi 6zel boyama teknikleriyle bir kromozom Ureke
acik ve koyu bantlageklinde goérulen kromotin kisimlari saptanir. Aclanbdar az
yogunlasmis bolgelerdir ve “eukromotik bélgeler” adini alir.¢ck bantlar ise ¢ok
yogunlasmis bolgelerdir ve “heterokromatik bélgeler” olaraklaadirlir (Klug and
Cummings 2002)



Kromozom
Kromatit Kromatit

Nikleus

Telomer

Sentromer

- Telomer

Sekil 1.1. Kromozomun yapisi

2.2. Mutasyon

Mutasyon genel anlamda kalitsal materyaldekgigmleri ifade eder. Mutasyonlar
kendiliginden meydana gelebilgli gibi fiziksel ve kimyasal di etkenler tarafindan da
meydana getirilebilir. Genelde fenotipte ortayaagiir fakat kendini gostermeyen ve
hatta 6ldurlcu etki yapan mutasyonlar da vardseyEhicreleri yani germ hicrelerinde
meydana gelirse délden doéle aktarilabilir fakat abknvicut hiicrelerinde meydana
gelirse dolden dole aktarilamaz yani kalitsal @gigim olmaz. Mutasyonlar gélilik

dogal seleksiyona materyal @amasi ve tirlerin evriminde buyik bir 6neme sahipt

Ayni zamanda genetik analizde ve genetik capradnae kullanilir,

Mutasyon terimi ilk kez 1901 yilinda, Hugo De VriesafindanOenatra lamarckiana
(aksamsefasi)ile yaptgl caprazlamalarda gozlemlgdivaryasyonu tanimlamak igin
kullanilmistir (Oner 2003).

Mutasyonlar dgada kendiginden meydana gelebilgigibi mutajen adi verilen fiziksel
ve kimyasal dy etkenler tarafindan da meydana gelebilirler. Gamenutasyonun
kendiliginden meydana gelebilme olagihin ¢ok dgik olmasina karn mutajenlerin
etkisi ile mutasyon frekansi oldukca yukselmekteNiormal kgullarda kendilginden
olan mutasyon frekansi her gakta 10°-107° gibi distiktir. iki ayri gende ayni anda



iki ayri mutasyonun okma olasilg ise 10*°-10%° gibi cok daha diiktiir (Oraler
1990).

Mutasyon vicut hicrelerinde ya da Greme hicreleroidbilir. Viicut hiicrelerinde olan
mutasyonlara somatik mutasyonlar denir ve bu muotasy hastaliklara ve
dejenerasyonlara yol acarak geleyi ve metabolizmayr olumsuz olarak
etkileyebilirler. Ureme hiicrelerinde goriilen mutasiara ise germinal mutasyonlar
denir. Ureme hiicrelerinin DNA’sinda gorulengteneler genetik icegin farkhiligina

yol acar ve bu mutasyon kalitsal olarak yeni nexsgllaktarilir.

Bir siniflama kolaylgl salamak Uzere mutasyonlar kromozomlarin sayl veya
yapilarindaki dgisiklikler ile sitolojik olarak kromozom dizeyinde gi@nemeyen
ancak bireyin fenotipindeki farkllikla saptanabilegen mutasyonlari olarak

gruplandirilabilirler (Oraler 1990).

2.2.1. Kromozom Mutasyonlari

Kromozomun buylk parcalarini ilgilendiren mutasywoal kromozom mutasyonlari
denir. Kromozom mutasyonlari, kromozom sayisgigmleri ve kromozom yapisi
desisimleri olmak Uzere iki gruba ayilirlar (Baran vd. 1995, Ate 2002, Bahceci
2002).

2.2.1.1. Kromozom SayisI Ogsimleri

Organizmalarin kromozom sayilari cinsten cinseahtitden tire dgskenlik gosterir

ama her tUr icin sabittir. Bir bireyin her hicresiun ait oldgu ture 6zgu sayida
kromozom tair. Kromozomlar mitoz ve mayoz bélinme sirasindeebadiizenli olarak
ayrilmaz ve sonucgta kromozom sayisi bakimindanlifariécreler meydana gelir.
Organizmalarin hem gal hem de laboratuar populasyonlarinda kegiditien meydana
gelen kromozom sayisindaki ggmelerdir. Ayrica izole edilngihiicre ya da dokulara
¢esitli - mutajenik  maddelerin  uygulanmasiyla da bu mytmlar meydana
getiriimektedir (Demirsoy 1991). Bu mutasyonlaraigl ve anoploidi olmak tzere iki

alt gruba ayrilmaktadir.



Oploidi

Bu tip mutasyonlar bir bireyin batin hicreleri yangetlerdeki kadar yani (n) sayida
kromozoma sahiptir buna monoploidi denir. Yahutig (n katlarn halinde 2n, 3n, 5n
gibi kromozoma sahiptir buna da poliploidi denir.

Temel kromozom sayisi kadar kromozom iceren biraylenoploid (n), ¢ katl iceren
bireyler triploid (3n), dort kati iceren bireyleettaploid (4n) olarak adlandirilir.
Oploidide temel kusur, hiicrede cekirdek bolunmesilugu halde sitoplazma
bolinmesinin olmamasidir (endomitoz). Endomitoaidwinda kromozomlar kati kadar
cogalir fakat mitoz bolinmenin ilk iki evresi (profaz metafaz) gercelkyggi halde
anafaz ve telofaz safhasi olmaz hicre ve sitoplabgianmesi (sitokinez) olmaz.
Bunun sonucunda kromozom sayilari her bolinmedekkdar artmy olur (Bsaran vd.
1995).

Anoploidi

Bir takimdaki kromozomlarin birinin ya da birdenzi@sinin sayisini ggstirmesi
olayidir. Normalde mayoz bélinme sirasinda homgitign biri bir kutba dgeri kasgit
gruba gider. Fakat bazen bir kromozom bir kutba dlogu ile birlikte cekilerek ayni
gamette yer alirlar. Bu olaya mayotik non-disjunetihomolog kromozom ciftlerinin
segragasyon sirasinda ayrilmamasi) denilir. Aymhaaga birinci ya da ikinci mayotik
boélinme sirasinda ortaya ¢ikabilir (Erensayin 26@0akal 1993, Oner 2003).

Anoploid bir fert, andploid yani normal haploid sdgn daha fazla veya eksik sayida
kromozom igeren gametlerin Urtnadur. Anoploidlima G¢ kisma ayrilir. Bunlardan
ilki monosomi olup diploid bir fertle tek bir krormom eksik olmasi olayidiikincisi
ise nullisomi dir ki bu da bir canlida bir kromozom homolg@u ile beraber eksik
olmasi olayidir. Son olarak da pollisomi olarakingh bir takimda bulunan
kromozomlardan birinin veya birkagimin sayisini s&lkmesi olayidir.



2.2.1.2. Kromozom Yapi Dgisimleri

Genetik bilgide dgisimlere yol acan olaylar kromozomlarin yapilarinddkgismeler
sonucunda da meydana gelebilirler. Bu olaylardamkimom sayisi ayni kalir fakat
kromozomlarda bazi pargalarin kaybolmasi, fagtatesi veya yer dgstirmesi yoluyla
kalitsal materyal dgsime usrar (Oraller 1990). Kromozomlar kengiinden kirilabilir
ancak kimyasallara ya da radyasyona maruz kalareleide kromozomlarin kiriima

orani daha yuiksektir. Kromozom mutasyonlari déupgnalinde toplanir (Oner 2003).
Delesyon

Delesyon, DNA vyapisindan bir ya da daha fazla railde baz ciftinin ayrildg
mutasyonlara verilen addir. Delesyonlar, kromozomlau¢ kismindan (terminal
delesyon=defisiyens) ya da i¢ kismindan olabiliropn parca gr sentromer
tasimiyorsa yani asentrik ise mayoz ve mitoz bélunmagki kromozomlarin kutuplara
gitmesini sglayan sentromer olmagl icin kromzomlar kutuplara uanazlar. icten
eksiklik durumunda kromozom iki noktasindan kirNe kirllan parca ayrilip serbest
uclar birbirine bglanir. Kromozomun sarmal yapisindan dolaysafuhalka kopmalari
da bu gruba girer. Uctan kopmalarda ise tek nokt&atalma oluf.

Duplikasyon

Duplikasyon, bir kromozomun bir parcasinin o krommzizerinde iki veya daha fazla
saylida tekrarla gorulmesieklindeki kromozom anomalisidir. Yani kromzomun bir

kisminin kendi kendinigeemesi olarak da tanimlanabilir.

Duplikasyonlu bir parca sentromerli serbest bircpaveya tamamlayici bir kromozom
parcasi olabilir. Eer sentromere sahip yani sentrik bir kromozom paris® bu parca

kucuk, ekstra bir kromozom olarak kabul edilir.

Bir kromozom parca dgsimi sirasinda karsindakine belirli genleri vermez, sadece
alirsa o gen bakimindan diploid olur. Bu ggalukla dizenli §lemeyen bir

krossingoverde meydana gelir. Normal olarak mayodlnevrelerinde @ genler

! http:/#tr.wikipedia.org/wiki/Delesyon 25.04.2007



sinapsis yapar. Ayrilirken normal bir bélinme olsezkromatidlerden biri o gen

bakimindan diploid olur geri ise o genlerden yoksun kalir.

Duplikasyonun dgisik 6zelligi bulunur. Birincisi, duplikasyon geninin birdenzfa
kopyasinin bulunmasini @ayabilir. ikincisi, delesyonlarda olgu gibi, duplikasyon
sonucu fenotipik ggtlilik olu sabilir. (Oner 2003).

inversiyon

inversiyon, bir kromozomun iki defa kirimasi ve kopparcanin 180ters donerek
tekrar ayni kromozoma penmasiseklidir (Oner 2003, Falakali 1993)nversiyona
ugramg kromozomlar normal homologlari ile sinapsisle skie ederken
duzensizliklerinin ortaya ¢cikmasina nedendir. Cubkirle heterozigotik homologlarda
allel genler nokta nokta kahkli gelmek isteyeceklerdir. Kirllmadan 6énce kroromda
halkaya benzer bir yapi glur. Kirllmayla ortaya ¢ikan yagkan uclar birbirine yakkar
ve tekrar birlgir. Bu durumda gen sayisi ve 6zgllayni olmasina gamen dizils sirasi
degsisir. Ters cevrilen parca ger sentromer iceriyorsa inversiyon perisentrik,
icermiyorsa parasentrik inversiyon olarak isimleiidi Parasentrik inversiyonda, gen
dizilisi ters cevrildgi halde sentromerden uzanan kollarin boy orargisdeezken
perisentrik inversiyonda d@gir (Oner 2003).

Translokasyon

Translokasyon, bir kromozomun kaybolan parcasiaiyg kopan bir parcasininska

bir kromozoma yagmasiseklinde gortilen kromozom anomalilerindendir.

Translokasyonlar, her zaman homolog olmayan paeggichleridir. Gen sayisinin ve
niteliginin ayni kaldg translokasyonlara "dengeli translokasyon"lar derteen
sayisinin ve nitedin degistigi, cogunlukla anomalilere neden olan translokasyonlara

"Dengesiz translokasyon”lar denir.



2.2.2. Gen Mutasyonlari

Genetik materyalin DNA replikasyon sirecinin mukeehigleyisinden dolay! hiicreden
hicreye ve nesilden nesilegigneden aktarilgini biliyoruz. Bu genellemeye gmen
genetik materyal bazi yollarla gigebilmektedir. Bu yollardan 6n énemlileri kendi
kendine dgisme, replikasyon hatalari, bazi kimyasallar ve ragigadur. Geni
anlamda iki tip genetik materyal glgimi mumkundur: butin bir kromozomla ilgili
degsismeler ve bir veya birka¢c baz ciftinin glemesi. Butiin organizmalar baz cifti
degisikliklerini tamir eden mekanizmalara sahiptirlemkat butin baz cifti dgsimleri
her zaman tamir edilemeyebilmektedir. Tamir edilgeme deisiklikler baz cifti
mutasyonlari olarak adlandinlir. Baz ¢ifti mutasiar bir organizmanin genomunun
herhangi bir yerinde meydana gelebilir. Organizmalgenomlarinin butin bdlgeleri
genlere tamadgindan genlerde veya kontrol bdlgelerinde meydarienggdikce baz
cifti mutasyonlari belli bir fenotipik dgsikli ge neden olmaz. Dolayisiyla genetikgiler
icin 6nemli olan mutasyon, genler: etkileyen mutadgrdir ve gen mutasyonlari olarak
adlandirihr. Bununda otesinde hiicresel fonksiyaoteinlerin bir sonucu oldw igin
protein kodlayan genlerin ekspresyonunu etkileyentasyonlara daha fazla ilgi

duyulmutur.

Mutasyonlarin tanimlanmasi; mutasyon DNA baz af&sisimi veya kromozomal
desisimlerdir. Baz dizisi dgisimleri baz cifti eklenmesi, silinmesi, baz cifti ggmi,
bir baz cifti veya belli bir grup baz ciftinin terddnisi veya yeni bir pozisyona
transferini icerebilir. Cok htcreli organizmalardautasyon ger somatik hucrelerde
meydana geldiyse sadece ilgili bireyin ilgili hliemni ve dokusunu etkiler yani yeni
nesillere aktarilmaz. Bu tip mutasyonlar somatiktasyonlar olarak adlandirilir.ger
mutasyon geyli Ureyen organizmalarinsey hiicrelerinde meydana geldiyse gametler
aracilglyla yeni nesillere aktarilir. Bu tip mutasyonlgaeg hiicresi mutasyonlari olarak
adlandirihr. Somatik mutasyonlar, mutasyonun mewdgeldgi bireyi etkiliyorken gey
hicresi mutasyonlart gelecek nesilleri etkiler.se¥siz Ureyen cok hucreli
organizmalarda somatik mutasyonlar yeni hicrelddardabilir. Prokaryotlarda ise

vlicut hicresi-gey hicresi gibi bir ayinm olmagindan bitin mutasyonlar yeni
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hicrelere yani nesillere aktarilir. Bir kromozomarganizasyonundaki bir @siklik
kromozom mutasyonu veya kromozom kusuru olarak nalitdir. Bir gen dizisi
icindeki mutasyon ise gen mutasyonu olarak adlamdiGen mutasyonlarina baz cifti
degisimi bir veya daha fazla baz ciftinin eklenmesi veylanmesi gibi DNA dizisindeki
degisiklikler neden olur. Mutasyonlar gal olarak kendikinden meydana gelebilir.
Mutajenler uygulanarak mutasyonlarin uyariimasi wo@mkinddr. Bir mutajen
kendiliginden olgan mutasyon oraninin Gzerinde bir mutasyon @&rkli olusturan
fiziksel ve kimyasal ajanlardir. Mutajenlerin uygomasiyla olgan mutasyonlara
uyariimg mutasyon denir. Dzal olarak olgan mutasyonlarda kendilnden
mutasyonlar olarak adlandirilir. Uyarigrwe kendilginden mutasyonlar arasinda kesin
bir sinir olgturmak mumkan d&ldir. Bir polipeptitin dordinct yapisi birincil anmo
asit dizisi tarafindan belirlenir. Bir mutant sstarafindan sentezlenen bir polipeptip
yabani tip polipeptitten yapisal olarak farkli dlab Eger farkli ise mutant polipeptit

kismen-fonksiyonel olabilir, fonksiyonsuz olabieya hic tretilmez .

Kromozom mutasyonlarinda birden fazla gen s6z keriken, gen mutasyonlarinda
degisiklik bir gen ile sinirlidir. Genetik materyale détine gbére gen mutasyonlari

¢esitli alt siniflara ayrilir (Atg 2002).

Transisyon (Gecs)

Bir baz ciftinin bgka bir baz ciftine d@smesidir. En ¢ok rastlanilan mutasyon tipidir.
Bu desisimde, bir purin bazinin yerine @a bir purin bazi (A’'nin yerine G, G'nin
yerine A), bir pirimidin bazi yerine Bka bir pirimidin bazi (T’nin yerine C, C'nin
yerine T) gecer (Ate2002, Falakall 1993).

Transversiyon (Capraz geg)

Transversiyonda bir purin bazi ile bir pirimidinZzoaveya bir pirimidin bazi ile bir ptrin

bazi (A veya G yerine T veya C’'nin gecmesi ya dauputersi) birbirlerinin yerine
gecer (Atg 2002, Bahcgeci 2002).
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Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlari

DNA molekuline fazladan bir veya daha fazla ba#ingif girmesi ya da c¢ikmasiyla
olusan mutasyonlara cerceve kaymasi mutasyonlar igmiirv Bu mutasyonlarda bir
veya daha fazla baz ciftinin ilavesine insersiyaddjtion), ayrilmasina ise delesyon
ismi verilir. Bu durum ise okunan cercevenin trasgbnunu dgstirir. Boylece
translasyon sirasinda tRNA’larin targdiiclt baz dizileri dgisir. Cerceve kaymasi
mutasyonlari, replikasyon, onarim veya rekombinasymwasinda DNA’'da okan
bosluklarda ortaya cikar. Buslemler sirasinda, bir zincirin gerine gore kaymasi ve

uygun olmayan bir tarzda baglesme olasilgl vardir (Bahgeci 2002, A§€2002).

2.3. Mutajenler

Mutasyona neden olan ajanlara mutajen denir. BUDNA’da desisimlere yol acarlar.

Tam canli organizmalarda, pek az istisna ile gé&netateryalin DNA olmasi nedeniyle
herhangi bir organizma mutajenler igin indikator lsistem olarak kullanilabilir.

Kansere neden olan ajanlar kanserojen olarak it ve bunlar da mutajendir (
Ames 1971). Kanserojenlerin taranmasinda mutajenlesas alinmasi iki énemli
nedene dayanir. Bunlardan birincisi, genetik kodwen genetik sistemin evrensel
olusudur. ikincisi ise karsinojenite ile mutajenite arasindakirelasyonun yiiksek
olusudur (Ramel and Rannung 1980).

Genellikle kabul edilen bir gosé gore, dgrudan veya metabolize edildikten sonra
kanserojenik etki gosteren tum maddelerin ayni rataanutajenik etki gosterecekleri
yani mutajen olabilecekleri vurgulanmaktadir. Bunaisi, yani tim mutajenik
maddelerin  kanserojenik etki gostermeleri beklentise bazi durumlarda
gerceklememektedir. Bunun nedeni, mutasyonun genetik malierydasrudan
etkilenmesiyle ortaya cikabilmesinegnaen kanserin ¢ok basamakli kagmka bir
biyolojik olaylar sonucu ortaya ¢ikmasi olabilirgge! 1985).
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McCann ve arkaddéar (1975a, 1976), karsinojen olan ve olmayan B&@f@yasall,
Salmonelldnikrozom test sistemi ile taradiklarinda 175 kaoggn maddenin 157
tanesinin mutajenik etkili, karsinojenik etki gasteyen 108 maddenin 94 tanesinin

mutajenik etkili olmadiini saptarlardir.

2.4. Ksenobiyotiklerin Biyotransformasyonu

Genel olarak metabolizma hayatin devami icin gereldn organizmada ofan tim
kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanabilir.gBi taraftan bir organizma igin yabanci
olan kimyasal maddelerin (ksenobiyotiklerin) kimghglesisimleri de metabolizma
olarak tanimlanirsa da biyotransformasyon bu anéanathha uygun bir terim

olmaktadir.

Insanlar, ilaglar, gidalardaki katki maddeleri vegare kirliligine neden olan maddeler
vs.seklinde olsun, giderek artan bir bicimdssileyabanci kimyasal maddelerin etkileri
altinda kalmaktadirlar. G#li yollarla organizmaya giren kimyasal maddelezienlerin
katalitik etkisiyle kimyasal reaksiyonlara girerlee bdylece metabolitlere dosiiiler.
Pestisitler, ilaclar, kozmetikler, yiyecek prezdiflari gibi vicuda yabanci olan
maddeler uyarilabilen izozimlerden ¢dn detoksifikasyon enzim gruplarinca

metabolize edilirler.

Genellikle lipid ¢ozunur olan bu yabanci maddehagtabolize etmedeki amacg onlari
daha polar yaparak suda ¢ozunir hale getirmek wekilde vicut dyina atilmalarini
sgglamaktir (Vural 1984, Bgci 1985, Murray et al. 1993).

Mikrobiyal mutajenite ¢atmalarindan elde edilen verilerin insanlara uygulasmdaki
zorluklardan en dnemlisi, yabanci bir kimyasal mexdd insanda gegcirgii metabolik
reaksiyonlardir. Bu metabolik yollarin bilinmesiemelilerde enzimatik reaksiyonlarla
kullanilabilecek, uyguimn vitro vein vivo yontemlerin geltiriimesine olanak verngtir.
Bircok c¢evre kirleticisi kendileri mutajen olmadskl halde memelilerin
metabolizmasinda kark fonksiyonlu oksidaz sisteminin etkisi altinda tibk
metabolitlere dongebilmektedir (Asal 1983).
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Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu genellikleetikli olan kompleks enzimlerle
gerceklgir. Bu enzimlerin 6nemli bir kismi kara@rlerde yerlgmistir. Bu nedenle
karacgerin kan dolami ile karacgere gelen kimyasal maddeleri, depolanmaiida
ve safra ile atihmlarindan énce metabolize etmgakdesi ¢ok etkindir. Karagerdeki
mikrozomal enzimler toksik maddelerin metabolizmdar 6nemli rol oynarlar.
Mikrozomal enzimlerin yap@n oksidasyon olayinda P—450 sitokromunglbdegisik
etkili oksidazlar (monooksijenazlar) rol oynar. Aga biyotansformasyon barsak,
bobrek, akgier, beyin ve deride de olabilir (Vural 1996, Dokin&g94).

Ksenobiyotiklerin  biyotransformasyon mekanizmaldan iki enzim grubu vyer
almaktadir. Bu reaksiyonl&ekil 2.1'de gosterilnstir

1- Faz | enzimleri: Faz | reaksiyonlari ytkseltgenme (oksidasyon), rgehme
(Reduksiyon) ve hidroliz olaylarini icerir. Faz &dipid de ¢6zinen ksenobiyotikler
daha polar molekiller halin gecerler. Faz | boyuhithoksil gibi bir veya daha fazla
polar grup, hidrofobik molekuller ortaya cikar. Haeaksiyonlari ile bilgkler, Faz Il
icin uygun hale gelir ve yeterli derecede polamaleitinler kolayca hicre ve vicuttan
ctkarilir (Vural 1984, Singer et al. 1994).

2- Faz Il enzimleri: Faz Il reaksiyonlari g&li konjugasyon veya sentez olaylarini
icerir. Faz II'de endojen maddelerle bidm polar metabolitler inaktif olarak

eliminasyona grarlar ( Vural 1984, Singer et al. 1994).

_ Faz I reaks.
Ilag p Metabolit p Atilim

Faz I reaks. Faz II reaks.

Metabolit L . Atilim

Metabolit IT

flac . .

flag TS Metabolit —_____, Atilim

Sekil 2.1. Faz-1 ve Faz-ll biyotransformasyon reaksiyonlari
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Faz | reaksiyonlarinin énemli bir kismi, normal at®ilizmanin spesifik enzimlerinden

farkli mikrozomal enzimler tarafindan katalizlefivural 1984).

Yabanci kimyasal maddelerin biyotransformasyon mikaalarindan 6zellikle Faz |
reaksiyonlarinin énemli bir kismi, normal metabwianin spesifik enzimlerinden farkl
mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir. Fazrdaksiyonlarini katalizleyen bu
enzimler birgok hicrenin sitoplazmasindasaklinde olan endoplazmik retikulumunda
yerlesmislerdir. Bu nedenle bu enzimler membranglbanzimlerdir. Endoplazmik
retikulum bir membran olup lipid ve proteinlerdetugmustur. iste bu lipoprotein
matriksi icinde yer alan mikrozomal enzimler andikd membranlara gecebilen

lipofilik ksenobiyotikleri biyotransformasyongstatirlar (Vural 1996).

Faz | metabolizmasi blyik oOlcide P-450-enzimlexi gerceklgir. Bunlar "heme"
iceren proteinlerdir ve birincil olarak kargerde bulunurlar (Yiksel 1999). Bu
pigmentlere P-450 adi, 450 nm’'de absorbans go6gtercin verilmistir. Spesifik
sitokrom P—45Cormlari, 446 ile 452 nm arasinda maksimum abs@hasren dalga

boylarina sahiptir (Ozerol 1996).

P—450 enzim sistemi; giiridan alinan ilaglar, kimyasal maddeler, insetkisi petrol
drunleri vb. maddeleri metabolize eden sistemdiirgdgunun da bilinmedi
saniimaktadir. Orrgn; tim canlilarda 1992'de 221 tane P—480i tanimlanngken bu
rakam 1995'te 481 olmgtur. Insanda 1998'e dek saptanan gen sayisi 50'ninadtmd
Bunlarin hepsi ila¢ metabolizmasina karamaktadir. Bu enzimler hepatositlerde

yuksek konsantrasyonlarda bulunurlar (Yuksel 1999).

2.5. Mutajenik ve Kanserojenik Maddelerin Saptanmas Teknikleri ve Ames Testi

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri hentiz bwheyen sayilari milyonlari bulan
sentetik ve dgal maddelerin kanserojenik potansiyelleri acisindast edilmesi

sgligimiz acisindan gerekmektedir @a 1985).
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Bir maddenin kanserojenik potansiyeli, deney halasayla veya insanlarla yapilan
uzun zamanli testler ya da epidomiyolojik gaalarla olctlmektedir (Bgci 1985,
Forman et al. 1991). Uzun zamanh testler, uyguyvaa turleri secilerek hayvansal
maddenin uygulanmasini takiben yapilan otopsidelqét ve histolojik calsmalarla
Olcilmektedir (Bgci 1985, Forman et al. 1991). Ayrica hayvan demade sex
faktord, ya, verilis bigimi ve farkh turler farkli sonuglara neden @aktadir. Dolayisiyla

sazlikll sonuclar elde edilememektedir (Singer etl8i94).

Kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyelleringedilmek igin canli hayvan
deneyleri yerine bircoln vitro test sistemi gedtirilmistir. Kisa zamanl testler (short-
term tests) olarak adlandirilan bu test sistemtierikimyasal maddelerin belirli genetik
sistemlerde belirli sonuglar verip vermedikleri idlpekte ve elde edilen sonuglarla
maddelerin kanserojenik potansiyelleri arasing&iikurulmaktadir (Bgci 1985). Kisa
zamanli testlerden bazilar Cizelge 2.1'de gostesir.

Kisa donemliin vitro calsmalara, kimyasal maddenin bakterilerin mutajenikisatin
hicrelerde dg&ismeye neden olup olma@diDNA degisim ve tamiri Uzerindeki etkisi ve
memelilerde mutajenik etkisinin gtailmasini kapsar (Vural 1984).

Kisa zamanl testlerin ganda, memelilerdeki metabolik transformasyonlar gie

onune alinarak ilave edilen metabolik aktivasyatesnleri yer alir. Bunlar:

a) Rodent veya insan kargeirlerinden elde edilen mikrozomlar (Bogen 1995;
Fetterman et al. 1997)

b) Metabolik aktivasyon yapabilen rodent hlcreleri

c) Memeli organizmalarin kullanilgh konakgi aracifilyla test gibi in vivo
aktivasyon sistemleridir (Bg1 1985).
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Cizelge 2.1 Kimyasal mutajen/kanserojen maddelerin saptamdadtullanilan kisa
zamanli testlerden bazilar (Ba 1985).

Test

izlenen Genetiksel
Biyokimyasal Yollar

Metabolik aktivasyon

Literattr

Salmonella
typhimurium

Histidin okzotroflari

Post- mitokondriyal
karacger fonksiyonlari

Ames vd. 1973a,
Maron ve Ames

Escherichia coli

(S9, mikrozomlar ) 1983.
Green ve Murial
Arginin-triptofan 1976
okzotroflar
Elesperu ve

Profaj induksiyonu

Onarim eksikii olan
swlarin
blylmelerinin
inhibisyonu

SOS cevabi

Sican karager hiicreleri

Yarmolinsky 1979
Moreu vd. 1976

Rosenkranz ve
Mermelstein 1980
Slater vd. 1971

Quillardet ve
Hofnung 1985
Quillardet vd. 1985

Bacillus subtilis

DNA onarimi hatali

Kada ve Hirano

akciger hicreleri

fosforiboziltransferaz)
lokusunda mutasyonlar

suslar 1980
Neurospora Adenin okzotroflari - Brockman 1984
crassa
. . HGPRT
Cin hamsteri . . . -
ovaryum ve (Hipoksantinguanin Beaudet 1973

Fare karageri
epitel hicreleri

8-Azaguanine direnclilik

Vogel ve Sobels
1976

Drosophila
melanogaster

Kromozomal hatalar

Vogel ve Sobels
1976

Suriye hamsteri

embriyo Morfolojik B Pienta vd. 1977
" . transformasyonlar
hicreleri
an"hamst.en Kardes kromatid dgisimi _ Perry ve Evans 1975
hicreleri

Insan periferal
kan lenfositleri
testi

Kromozomal hatalar

Preston vd. 1981

Memelilerde mutasyon testlerinin yapilmasinda erendn zorluklardan bir tanesi

memelilerin bu test sistemlerine kaduyarliliklarinin az olmasidir. Bununla birlikte
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mikroorganizmalar mutajenlere karcok daha fazla duyarlihk gostermektedir (Ari
1998).

Bakteriyel test sistemlerinin kullanim amaclarindezilarinisdyle siralayabiliriz:

a) Cssitli kimyasallarin potansiyel karsinojeniteleriri@ranmasinda

b) Kompleks kagimlardan, biyolojik olarak etkin bifgklerin ayritiriimasinda

C) Prokarsinojenlerin dnctil ya da nihai metabolitlarisaptanmasinda

d) Vicut sivilarinin  ve atiklarinin test edilmesiylépsanlarin  mutajen ve
karsinojenlere maruz kalma duzeylerinin izlenmesind

e) Kimyasallarin mutajenik etki mekanizmalar Gzery@pilan cagmalarda

f) Konakcllar Uzerinde yapilan (host mediated) demdgle

0) Karsinojen ve mutajenlerin neden ofadu 6zgil DNA hasarlarinin tiplerini

saptamada bakteriyel test sistemleri kullaniimaktéaksiizglu 1997).

2.6. AmesBalmonella/ Mikrozom Test Sistemi

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri bilinmeyesayilari milyonlari bulunan
sentetik ve dgal maddelerin kanserojenik potansiyelleri acisindast edilmeleri

saligimiz agisindan gerekmektedir @a 1989).

Bir maddenin kanserojenik potansiyeli, deney halamayla veya insanlarla yapilan
uzun zamanl testlerle veya epidemiyolojik galalarla 6lctlmektedir. Uzun zamanli
testler, uygun hayvan turleri secilerek hayvansalddelerin uygulanmasini takiben
yapilan otopside patolojik ve histolojik gahalarla olgtlmektedir (Forman and Ames
1991, Baci 1989).

Bruce Ames tarafindan gsirilen Salmonella typhimuriunmikrozomal test sistemi,
mutajen ve kanserojen maddelerin tespitinde kudahi gibi, bata antioksidantlar
olmak Uzere cgtli antimutajenik ve antikanserojenik etkileri alanhibitor maddelerin
de belirlenebildii ve etkilerinin izlenebildii ¢ok ©onemli kisa zamanh test

sistemlerinden biridir (Kalaycfitu ve Oner 1994)
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Bu test sisteminde&Salmonella typhimuriurh T2 atasal sgundanin vitro mutasyonlarla
elde edilmg bir seri Salmonella typhimuriunmutant sglari kullaniimaktadir (Maron
and Ames 1983).

Ames testi genetoksik agarmalarda hala gegibir kullanim alanina sahip olan
bakteriyel mutajenite testidir (Josephy et al. J9BU testte kisaca test edilen kimyasal
maddeninSalmonella typhimuriunhis (histidin sentezleyemeyen histidin oksotrofu)

mutantlarini, hi§ (yabanil tip, prototrof) haline ¢evirme giicti dlpigktedir.

Ames testinde, géli kimyasal maddelerin mutajenitesinin belirlerletesi icin
histidine ihtiya¢c duyan slar kullaniimaktadir. Genel mutajenite testleriniggn cok
kullanilan test sgart TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535 ve TA 1538'diHer bir test
swu histidin operonunda @ssik tipte mutasyonlar icermektedir (Maron and Ames
1983). Ames testinde kullanilanstar ve onlarin genetik 6zellikleri Cizelge 2.2’de

gosterilmgtir.
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Cizelge 2.2 Salmonella typhimuriummutant sglarinin genetik 6zellikleri

(Oksuiz@lu1997).
Histidin pKM Mutasyonun Belirlenecek
St Mutasyonu | -PS | Onanm 101 Niteli gi Bilesik Siniflari
Baz cifti
TA 1535 His G46 Rfa| AuvriB - AT_.)GC degisimine neden
transisyon .
olan mutajenler
Cerceve
TA 1537 His C3076 Rfa| AuvrB - C..... Cyanina+1 kaymasina neden
olan mutajenler
cG cG Cerceve
TA 1538 His D3052 Rfa| AuvrB - T kaymasina nede
yanindan -1 .
olan mutajenler
Cerceve
TA 98 His D3052 Rfa | AuvrB + CG yanindan -1| kaymasina neden
olan mutajenler
Baz cifti
TA 100 His G46 Rfa| AuviB 4 AT—CG desisimine neden
transisyon .
olan mutajenler
Cerceve
TA 97 His D6610 Rfa AuvrB + CCCyanina +4 kaymasina neden
olan mutajenler
Oksidantlar, X-
PAQ1 Isinlar, U.V.,
TA 102 . . Rfa AuvrB - G Ochre AT mitomisin C,
His G428A his i
bleomisin, H O
ve kinonlar...

2.6.1. Histidin Mutasyonu

Her test sgu, histidin operonunun ¢geik bdolgelerinde c¢gtli mutasyonlar
icermektedir. Bunlar, ya DNA’daki tek bir bazin glgnesi ile ortaya cikan baz
desisimleri ya da bir bazin eklenmesi ya da cikariimiésikendini gosteren cerceve

kaymas| mutasyonlaridir (Ames et al. 1973b).
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Salmonella typhimuriunfA 100 ve TA 1535 sglarinda bulunan His G46 mutasyonu,

histidin biyosentezinin ilk enzimini kodlayan his@eni Uzerindedir. Bu mutasyon,

GAG-
histidin biyosentezinde rol alan ilk enzimi kodlaygende I6sin kodon-CTC- yerine

GGG
prolin kodonunur -“<¢- gelmesine yol acar.

His D3052 mutasyonuS. typhimuriumlA 1538 veS. typhimuriumTA 98 sylarinda
bulunur. His D geni histidinol dehidrogenaz enzimini kodlar. HHI8052 mutasyonu

(-1) cerceve kaymaseklinde bir mutasyondur ve niukleotid eksgklhis D geni icinde

-GCGCGLGC-
8 defa tekrarlanai-CGCGCGCE- pholgesindedir. Bu nedenle bussdaha cok cerceve

kaymasi tipi mutasyonlara neden olan mutajenik/&enjenik kimyasallar ile hishale

donismektedir.

2.6.2. Rfa Mutasyonu

Bu mutasyon, bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkgtPS) tabakasini kodlayan
genlerde meydana gelir. Bu engelin kalkmasi, yaRE Lkusurlari mutajenin bakteri
icerisine girmesini kolaykdirarak, hiicrenin daha duyarli olmasina yol acniktdrfa
mutantlari, polisakkaritlerin sentezinden sorumiudnzim bakimindan kusurludurlar.
Bu nedenle de buyik molekullere kaduyarlidirlar.S. typhimuriuriun his ve onarim
sistemlerinde mutasyonstgian test sglarindan, LPS kusurlu tlrevler elde edgnhiu

sekilde de sistemin mutajenlere duyagilarttiriimistir (Ames et al. 1973b).

2.6.3.uvrB Mutasyonu

DNA onarim sisteminde kesip c¢ikarma gorevini Usttenenzimi kodlayanuvrB
genindeki delesyon sonucu ehustur. uvrB mutasyonu, bircok mutajenin ortaya
cikarilmasindaduyarliligin artmasina neden olur. Ancak, teknik nedenlerdelay!
uvrB geninin kesilerek uzakdairiimasi sirasinda bu delesyon biotin genine kadar
uzanmaktadir. Biotin geni ise vitamin H denilentlim sentezinden sorumludur. Bu
nedenle bakteriler treyebilmeleri i¢in histidiniarynda biotine de gereksinim duyarlar
(Ames et al. 1973b).
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2.6.4. R-faktori

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciya typhimuriumTA 1538 ve TA
1535 sglarina, ampisiline direnclilik geni ggyan pkM 101 R faktori plazmidin
eklenmesiyleS. typhimuriumTA 98 ve TA 100 sglari elde edilmjtir (Ames et al.
1973). Plazmid iceren slarin, mutajenik oldgu gosterilmg ajanlara kan cevaplari,
plazmid icermeyen slara gore oldukca yukselgtir. Plazmid iceren yeni slar, orjinal

sularla zayif ya da mutajen olmayan ajanlaraskaet bir pozitif cevap vernglierdir.

pkM 101 plazmidi bu sgarin daha duyarh olmasindan sorumlu olan hataioréksek

onarim sistemi ile kdantili gen trdnleri igermektedir (Levin et al. 198

Bu plazmid, DNA'nin kesme-cikarma yoluyla onarimkaeizmasinin aktivasyonuna
ve dolayisiyla spontan mutasyonlarin ve kimyasallareden oldgu mutasyonlarin

artmasina neden olur.

Bunlarin dginda son olarakSalmonelldmikrozom test sistemine daha sonra rat
karacgeri 9000xg supernatantini ve kofaktorleri icerentahelik aktivasyon sistemi
eklenerek memelilerdeki biotransformasyon olaylarin benzeri s@lanmaya
calsilmistir.  Onceki cagmalarda mutajenik aktivite gostermeyen  birgok
prokarsinojenler, test sisteminin metabolik aktixasu iceren bu uygulamasi ile pozitif

sonuc vermilerdir (Ames et al. 1973b).

2.7. Pestisitlerin Tanimi

Pestisit terimi insan yasami icin zararli olan danl 6ldirmek amaci ile kullanilan
bilesikleri ya da maddeleri ifade eden genel bir terim@itinyada ve Ulkemizde tarim
alanindaki zararlilar yok etmek ve daha kalitelinielde etmek amaciyla pestisitler
yogun olarak kullanilmaktadir. Tarimsal sawada kullanilan pestisitler hedef
organizmalar1 yok ederek Uriin amia neden olabildikleri gibi hedef olmayan cantikar

da hasarlara yol agmaktadirlar.
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Bu maddeler hedef olmayan organizmayaititeyollarla girmekte ve bu organizmada
sinir sistemi, endokrin sistem, immun sistem, kayaG kas, kalp, kan, baltim ve

diger sistemleri etkileyebilmektedirler.

Tarkiye'de tarim ilaci (pestisit) tuketiminde etkinadde olarak, 1979’a gére 2002
yilinda %45,29’luk bir arf gostermgtir. Bu artsa kagin tlkemizde pestisit tiketimi
gelismis Ulkelere gore oldukca duktir. Ancak, entansif tarim yapilan Akdeniz, Ege
gibi boélgelerin tiketimi Turkiye ortalamasinin ¢okerindedir. Turkiye’'de genel olarak
az pestisit tiketilmesine kan, en ygun tuketilen pestisitler cevre vegsik acisindan
onemli riskler taimaktadir (CSGB 2006 )

Pestisitlerin piyasa 6mrind, insanglsgini ve cevreye etkilifini en fazla etkileyen
olaylarin bainda pestisitlere organizmalarin duyarlilik agajjelmektedir. Bir pestisite
organizmalarin duyarlgs azaldik¢a, o pestisitin etkil@i de digmektedir. Uygulayici
ise, eski etkililgi elde edebilmek icin devamli doz yiikseltmesinengitedir. Boylece
artan dozlara paralel olarak cevrede pestisit kldm daha fazla ygunlasmaya

baslamaktadir.

Pestisitlere duyarlilik azali iki yolla olur; adaptasyon ve dayanikhlik. Adapyonda,
bir organizmanin genetik yapisindagggklik olmaksizin, bir kimyasal maddeye uyum
gostermesi sonucu duyarfin azalmasidir. Ancak dayaniklilikta organizmanin
duyarlihgi genetik yapisindaki bir desiklik sonucu azalmaktadir. Buna gore
dayaniklilik bir mutasyondur ve genelde geri d@mil yoktur. Adaptasyonda ise, s6z
konusu pestisitin kullaniminin durdurulmasiyla onigana yava yava tekrar eski
duyarhligini kazanabilir. Turkiye gibi pestisitlerin bir @ige bilingsiz ve kontrolsiiz
kullanildigi tlkelerde dayaniklihk kadar adaptasyon da ekdkomcidan 6nem
tasimaktadir. Dayanikliiin ortaya cikjina en fazla etki eden faktorlerin sirada,
pestisitin dayaniklilk acisindan riski ile pedtesin kullanim bicimi gelmektedir.
Bilingsiz ve kontrolstiz kullanim, duyarlilik azgarinin daha hizl ortaya ¢cikmasina yol

acmaktadir (Delen ve Tosun 1996).

23



Toksik 6zellik gosteren bir maddenin pestisit okateullanilabilmesi icin gagidaki
Ozellikleri tasimasi gerekmektedir.

1- Biyolojik olarak aktif olmall

2- Etkili olmali

3- Yeteri kadar kararl olmali

4- Kullanicilar, tiketiciler ve tc¢ungiahislar agisindan guvenilir olmali
5- Besi hayvanlari acisindan givenilir olmali

6- Yaban hayatina ve faydall organizmalara zaoaramall

7- Cevre igin kabul edilebilir olmalidir.

Bir formulasyonda bulunmasi gereken 6zellikler &imis Milletler Gida ve Tarim
Orgitu (FAO) ve Dunya $hk Orgutu (WHO) tarafindan esaslaraglzamms ve bu

Ozelliklerin tayin edilebilmesi i¢cin standart metadgelitirilmi stir.

2.8. Pestisitlerin Siniflandiriimasi

Pestisitler; gorunglerine, fiziksel yapilarina, formulasyogekillerine, etkiledikleri
zararl ve hastalik grubu ile bunlarin biyolojikréimine, igerdikleri aktif madde cins ve
grubuna, zehirlilik derecesine ve kullanim tekne gore cok dasik sekillerde

siniflandirilabilirler.

Pestisitlerin siniflandiriilmasinda; etkili olduklazararli grubu ve formulasyon

sekillerine goére olan siniflandirma daha yaygin atakullaniimaktadir.

Pestisitlerin formulasyosgekillerine gore siniflandiriimasi
1. Toz ilaglar (Dust)

Islanabilir toz ilaclar (WP)

Emudlsiyon konsantre ilaclar (E.C veya E.M.)

Soluisyon konsantre ilaglar (SC)

Suda ¢0Ozunebilir toz ilaglar (SP)

o g bk w N

Yazlik ve kilik yaglar
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7.
8.
9.

Grantller (G)
Peletler
Tabletler

10.Toz tohum ilaclan

11.Sivi tohum ilaglari

12. Aerosoller

13. Zehirli yemler

14.Kapsulsekli verilmis formulasyonlar
15. Akici Konsantreler (FC)
16.Kuru akgkanlar (Anonim 2001).

Pestisitlerin kimyasal tiplerine gore siniflandmrasi

1.

© © N o 0 bk~ 0N

Organofosfatlar

N-metil karbamatlar
Klorlu hidrokarbonlar
Bisditiyokarbamatlar
Organaotinler

Botanik kdkenli maddeler
Arsenikler

Fenoksialifatik asitler

Piretroidler

10. Fenol turevleri
11. Mikrobiyaller (Guler ve Cobargu 1997).

Pestisitler kaliciliklarina gére dgagidaki gibi siniflandiriimaktadir.

1.
2.
3.

Kalici olmayanlar: Birkag giinden 12 haftaya kadhiseni strdtrenler

Orta derecede kalici: 1-18 ay arasinda dayanagilenl

Kalici olanlar (persistent): Bircok klorlu hidroken bu gruba girmektedir.
DDT, aldrin, dieldrin gibi maddeler 20 yil kadarydaabilmektedir.

Surekli kalicilar (permanent): Civa, kun, arsenik (Guler ve Cobagla 1997).
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Pestisitlerin Kullanildiklar1 Zararli Grubuna G@eniflandiriimasi
1. Bocekleri 6ldurenlerigsektisit)

Funguslar éldurenler (Fungusit)

Funguslarin faaliyetini durduranlar (Fungustatik)

Yabanci otlari 6ldurenler (Herbisit)

Orumcekleri 6ldurenler (Akarisit)

Bakterileri oldurenler (Bakterisit)

Yaprak bitlerini éldurenler (Afisit)

Kemirgenleri dldurenler (Rodentisit)

© © N o o bk~ 0N

Nematodlar oldurenler (Nematosit)

10. Salyangozlan oldarenler (Molluskisit)
11. Algleri 6éldurenler (Algisit)

12.Kuglari élduren veya kaciranlar (Avensit)
13.Kagliricilar (Repellent)

14.Cekiciler (Atrakant) (Anonim 2001).

Etkiledigi Canlinin Biyolojik Donemine Goére Siniflandiriimas
1. Larvasit (Larva oldtiren)
2. Ovisit (Yumurta olduren)

3. Erginleri éldiren

Zararlilara Etki Yollarina Gore Siniflandiriimasi
1. Mide zehirliler
2. Dgme (Kontakt) zehirliler

3. Solunum zehirlileri

Toksik Ozelliklerine Goére Siniflandiriimasi
1. Fiziksel zehirliler
2. Protoplazma zehirlileri
3. Sinir sistemi zehirlileri
4. Solunum zehirlileri

5. Antikoagulantlar
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Kullanma Tekngine Gore Siniflandiriimasi
1. Dgrudan kullanilanlar

2. Su veya bir Ba ¢ozicu ile seyreltilerek kullanilanlar

Etkili Madde Gruplarina Gore Siniflandiriimasi
1. Canl kdkenli olanlar (Mikroorganizma kakier)
Anorganik yapida olanlar
Dgal organik yapida olanlar
Bitkisel kokenli olanlar
Petrol ygari
Katran yglari
Sentetik organik yapida olanlar

Klorlandirilmg hidrokarbonlar

© 0 N o o b N

Organik fosforlular

[EEN
o

. Karbamathlar

H
H

. Sentetik piretroitler

=
N

. Benzoyl turevleri

[EEY
w

. Dinitro bilgikleri

[EEY
~

. Amin ve hidrazin tirevleri

[
(93]

. Dinitrofenol ve esterleri

=
(o]

. Halojen ve oksijenler

H
\l

. Organik kalaylilari

2.8.1.insektisitler

Bitkilere ve dger canlilara zarar veren hayvansal organizmaladiréiek icin

kullanilan kimyasal maddelere insektisit adi verili
Kimyasal insektisitlerin hepsi nérotoksikan olupde&organizmalarin sinir sistemlerine

toksik etki gosterirler. Boceklerin merkezi siniistemleri (MSS) ¢ok gelmis olup

memelilerinkine benzer. Aynsekilde perifer sinir sistemleri (PPS) de benzerlik
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gosterirler. Bu nedenle insektisitlerin toksik etkiekanizmalari ve hedef aldiklari
organlar butun tarlerde aynidir. Ancak bu toksik etddetli dozla (maruziyet suresi ve
duzeyi, biyotransformasyon hizi, absorbssiyon yalwell olarak) ilgilidir. Sinir

sisteminde sodyum, potasyum, klorir iyonlarinin rem transportunu interfere
ederek; spesifik enzimleri inhibe ederek veya kisafandrotransmitterleri etkileyerek

norotoksisitelerini gosterirler.

Ulkemizde tarim ilaclarinin tehlikesi konusunda khalam olarak bilgi sahibi
olmadgindan bit, pire, sinek, hamam b@cgibi ev hgerelerine kan ellerine gecen
tarim ilaclarini yatak, yorgan ve evinsik yerlerine serpmektedirler. Yaslkla un,
seker ve tuz sanilarak yenmeleri ya da ¢arnfein insektisitli su ile yikanmasi sonucu
meydana gelen 6limlere siklikla rastlaniimaktaOmellikle kirsal yerlerde bu tip akut

zehirlenmeler daha sik olmaktadir (D6kmeci 1994).

2.8.2. Herbisitler

Yabanci otlarla micadelede kullanilan kimyasal nedete ise herbisit denilmektedir.
Istenmeyen bitkiler ve yabanci otlari yok emek iginlanilan herbisitlerin énemi
gittikce artmaktadir. Herbisitler tarimsal alanfaridsinda yol kenarlar ve
demiryollarinda ortaya cikan zararli otlarin temmhesinde kullanilirlar (Helvaci
2003).

2.8.3. Fungusitler

Mantarlari yok ederek, urtnlerin bozulmasini ereyah organik ve anorganik yapida
bircok fungusit vardir. Bazilari ¢ok toksiktir veirgok yaygin zehirlenmeler

gOralmstar.

Fungusitler genellikle endistri, tarim, ev ve badéugke cok cgtli amaclar icin siklikla
kullaniimaktadirlar. Ozellikle tohumlarin ¢imlenmesdepolanmasi ve ¢mmasi
sirasinda, dgal drunlerin, etli meyvelerin tohumlari, gicek vanterin depolanma ve

tasinmasi sirasinda, yuzeylere buala kiflerin engellenmesi ve evlerde kullanilan hali
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ve kumalarin korunmasi sirasinda fungusitler yaygin olardakllanim alanina

sahiptirlef.

2.9. Pestisitlerin Tarihgesi

Kimyasal maddeler, tarimda ve halkgsgina zarar veren mikroorganizmalar veeti
pestlerin kontroliinde vyizyillardan beri kullaniinedir. Orngin kikirt ilk kez
fumigan olarak M.O. 1000 yillarinda Cin’liler taraflan kullaniimgtir. Ancak, pestisit
Ozelligi gosteren kimyasal maddelerin (pestisit aktif megid formilasyonlarinin ve
sentezinin Uretimi kimya endustrisi devrimi ile likte baglamis ve zamanla buyuk bir
artis gostermgtir. Zamanimizda buyuk bir kismi organik sentetimkasal maddeler
olmak lzere yakkak 1500 pestisit aktif maddesinin 2000 pest turkasi kullanildigi
kaydedilmitir. Gelismis Ulkelerde pestisit tiketiminin 1972 yilinda 3 naily 1980 de
12 milyon ve 1990 da ise 50 milyon Amerikan dolaruigtigl bilinmektedir (UNIDO,
Birlesmis Milletler Sanai Kalkinma Tgkilati 1983).

1940l yillara kadar zararli boceklerin kontrolindkullanilan d@al bilesikler daha
sonralari kararsiz olmalari ve pahall Uretimlerder@yle yerini yapay bilgklere
birakmstir (Uslu ve Turkman 1987).

Il. Dunya Savai'na kadar d@al yollarla elde edilen kimyasal maddeler tarimdkisel
drtnleri zararhlara kar korumada kullanilmgtir. 1874 yilinda bir Alman kimyacisi
olan Othmar Zeidler tarafindan bulunan DDT (Dikizifenil Trikloretan)'nin Il. Dinya
Saval dolayisiyla Amerikan ordusunda bit ve pireye skakullanilmasi bu tur
maddelerin sadece bitki koruma alaninda kullaniighad gostermgtir. DDT'nin 1943—
1944 yillarindaitalya’da ba gosteren tifiis salgininda biyik birsdayla kullaniimasi
ve salginin kisa strede onlne gecilmesi maddeyizenichale getirmgtir. Kimya
sanayininde gejmesiyle birlikte tretilen sentetik pestisitlerggm olarak kullanilmgtir
(Gundlz 1998).

2 http:/npic.orst.edu/RMPP/rmpp_ch15.pdf 19.07.2006
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Batun bu argtirmalarda en 6nemli hedef, pestisitin yok edilmstnen zararliya kgir
secici ve spesifik toksisite gostermesigati canlilara (insan, bitki ve hayvanlar)
minimum toksisite gostermesi olgtur. Boylece ilk kez sentez edinilen pestisit aktif
maddelerinin ikinci ve dclncl jenarasyonlarl olargknlendirilen daha guvenilir
maddelerin sentezi yapilgtir. Ancak her pestisitin bir dereceye kadar taksss vardir
ve sa&lik acgisindan “tam guvenceli” bir pestisit yoktuBununla beraber, belirli

kosullarda kullanildiklarinda riskleri azaltilabilir.

Pestisitler, kullaniimalari ile gerek halkgs& ve gerekse de aglikla satea besinlerin
korunmasi bakimindan ekonomik faydalarglamaktadir. Dier taraftan gesi bir
alanda biraktiklari kalintilarla su, toprak, hawa lesin kirlenmesine neden olarak,
ekolojik sistemin dengesini bozmaktadirlar. Ayrichazilari selektif olarak
kullanildiklart canl turd icin toksik olurken, bkismi da insanlar ve gkr memeli
hayvanlara zarar veririler. Boylece de endustrigakin cevrede akut ve kronik
zehirlenmelere neden olurlar. Pestisitlerin bu tayarar ilgkisini degerlendirmek ise

oldukca guctdr.

2.10. Pestisitlerin Cevreye Olan Etkileri (Ekotoksk Etkileri)

Pestisitlerin biyuk bir kismi uygulandiklari bitkpprak ve su ortaminda uzun sire
bozulmadan kalabilen, canllarin blnyesinde birilegb zehirlerdir. Gunamizde
milyarlarca ton araziye tarim ilaglarn uygulanmakta bunlarin buyuk bir kismi
uygulandiklari yerlerden g#li etkiler altinda baka yerlere tgnabilmektedirler. Belirli
bir alana uygulanan pestisitler; bitki tarafinddmabilir, buharlgabilir, striklenebilir
veya bdcek, mikroorganizma vb. canhlar tarafindanabilirler. Kullanilan pestisitler
toprak partiktllerine yagabildigi gibi sulama veya y@anur suyuna kagabilir, yikanma
ile toprazin derinliklerine veya yeralti su tabakasinasaklirler.

Pestisitlerin tainimi ve yeralti sularina kamasinda en dnemli etken kimyasal ve
biyolojik 0Ozellikleridir. Suda ¢6zunuriu ve buharlgma yetengi yiksek olan
pestisitler kolaylikla su dongusine girebilmektézinirlgtu disuk ve biyolojik yari

omdarleri yiksek olan pestisitler ise toprak parliaine tutunarak uzun sire
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kalabilmekte ve zamanla bu cevrelerde birikmektedi(Tosun vd. 2000). Cizelge
2.3.’de Turkiye’'de yillara b olarak kullanim oranlari (Delen vd. 2005) veriigtir.

Cizelge 2.3 Turkiye’de yillara bgl olarak kullanim oranlari (Delen et al. 2005)

Pestisit gruplari 1979 1987 1994

Insektisitler 2.287.658 3.303.446 2.064.991
Akarisitler 203.107 240.360 192.279
Fumigant ve Nematositle 315.665 322.227 530.738
Rodentisit

Ve Mollusitler 5.600 2.124 2.509
Fungisitler 1.537.315 2.611.960 2.201.406
Herbisitler 2.451.977 3.495.044 3.902.588
Toplam 6.801.322 9.975.161 8.894.511

Uygulama bdlgesindeksartlar (sicaklik, nem, basing, vb.) ve toprak oklelti de

pestisitlerin ¢cevrede @diminda biyuk etkiye sahip olan faktorlerdir.

Tarimsal mucadele amaciyla kullanilan pestisitlaggnyur sulari ve sulama sulari ile
ylzeysel sulara ve yeralti sularinaimanaktadir. Ayrica uygulamalar sirasinda havaya
karsan ilac zerreleri riizgarla o bolgedeki akarsulamanarak su kaynaklarini ve
denizleri kirletmektedir. Pestisitlerin kimyasal \feziksel yapisi, formulasyon tipi,
suyun pH derecesi ve stabilitesi, su icindgiliglarini etkileyen faktorlerdir. D@sik
yollarla su kaynaklarina bujan pestisit kalintilari sudaki organizmalar da
etkilemektedir. Olumler, hastaliklara kardireng azalmasi, lreme ve beslenme
bozuklyzu seklinde ortaya cikan bu etkiler su ekosisteminde¥olojik tir cesitlili gini
tehdit etmektedir (Akkaya 1996)

Pestisitler insan gagini, cevre ve dgal dengeyi olumsuz yénde etkilemesi, Urtnlerde,
toprakta, suda ve havada kalinti birakmasi, ha&staararli ve yabanci otlarda
dayanikhlik meydana getirmesi gibi bircok istenmey etkilerinin olmasiyla
sorgulanmaya B&nmstir. Bunun sonucu olarak bir taraftan pestisitlebitingli ve

teknik tavsiyelere uygun olarak kullaniimasinglaanak icin gerekli tedbirler alinirken
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diger taraftan 1980’li yillardan itibaren kimyasal psi$ tiketiminin azaltiimasi icin
politika ve stratejiler olgturulmus ve eylem planlari hazirlangtur (Helvaci 2003).

Pestisitler kullanimlari sirasinda oldukga dikkatlavraniimali ve olasi pestisit
zararlarina kar ¢ssitli onlemler alinmalidir. Bunun igin igerisinde fkiye'nin de

bulundwgu birgok tlke pestisit kullaniminin azaltiimasiitgli calismalar yapmaktadir.

Pestisit tiketiminin azaltiimasiningayaca yararlarisdyle siralayabiliriz;
Surdurulebilir tarimsal Uretimin gmnmasi

Pestisit kalintisi bulunmayan guvenilir gida eldéreesi

Canlilar arasindaki @@l dengenin ve biyolojik élili gin korunmasi
Cevrenin korunmasi

Insanlarin ve sicakkanli hayvanlariglsginin korunmasi

o gk w b PRE

Hastalik, zararli ve yabanci otlarin pestisitlerask diren¢ olgturma riskinin
azaltilmasi

7. 1lag ve ilaglama masraflarinin azaltiimasi (Buluffizener 1996).

Pestisite direncli hale gelme konusunun biyologkkéamasi, dgal secilim ve bireyler
aras! genetik farkliliklara dayanir. Bir bdcek plasyonuna yeni bir pestisit
uygulaninca populasyonun % 99’a yakin kismi oltalak %1, bireyler arasi genetik
farklilik sonucu vesans eseri olarak bu pestisite direnci olan bireljleHayatta kalan
birkac direncli birey ortamda hizla Ureyerek kisananda pestisite direncli yeni bir
populasyon olgturur. Dolayisiyla surekli olarak yiuksek dozlardestisit kullanmak,
pestisite direncli populasyonlarin g secilim ile ortaya ¢cikmalarina neden olmaktadir
(Gedikli 2001).

2.11. Turkiye'de Pestisit Kullanimi ve Zehirlenmelei

Ulkemizdeki pestisit pazari Avrupa llkelerine ogarson derece kiguktir. Yillik
tuketim miktari hektara 400-700 g. civarindadir. Bazarin parasal deri dinya
pazarinin yizde birinden azdir. Ulkemizde, pestisit en 6nemli uygulama alani
“tarim sava ilaglar” olarak kullanimidir. Turkiye tarimindairh kdltir bitkilerinde
hastaklik, zararli ve yabanci otlar ylizundersabilecek kayiplari engellemek igin her
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turlt argtirma ve uygulamay! yapmakla gorevli “Zirai Micaelete Zirai Karantina
Mudurligii” 1957’de kurulmgtur. Ulkemizde halen tarimsal amagcla 346 pestisif a
maddesi iceren 1483 formulasyonu ruhsatlidir. Buif aknaddelerin ¢gunlugu
insektisit, herbisit ve fungusitler aiturmaktadir (Gedikli 2001).

Tarkiye'de tarimsal mucadele icin gerekli pestesith teknik maddesi ya yurt icindeki
fabrikalarda imal edilmekte ya dasdiilkelerden ithal edilmektedir. Son yillarda
Ulkemizde pestisit imal eden bazi tesislerin kuumgnolmasi, ithal edilen preparat
miktarinin kismen azalmasina ve doéviz kaybinin dmiesine yardimci olngtur.
Tarkiye’de 1960-1997 yillar arasinda teknik madeke formulasyon udretimi igin
isletme izni alan tesis sayisi 17°'den 68’e, ithaléitgna sayisi 10’dan 81’e yukselstir
(Gedikli 2001).

Ulkemizde ¢gitli nedenlerle pestisit zehirlenmesi emaktadir. Tabloda da bu agikca
gorilmektedir. Merkeze yapilan gvairularda pestisitler, ilag zehirlenmelerinden sonr
ikinci sirada yer almaktadir. Pestisit zehirlenmelea ise en buyuk kismi (1991'de %
32.25, 1992’de %32,7) orgonik fosforlu insektigitidusturmaktadir (Gedikli 2001).

Bununla birlikte ¢eitli calismalar pestisit kullaniimadan tretim yapiimasi haddinirin
miktarinda ortalama %65 oraninda kayip @alou gostermektedir (Tanik vd. 2000).
Cizelge 2.4'de 1988-1993 yillari arasinda zehirigaa merkezine yapilan pestisitle
zehirlenme bgvurulari gosterilmitir.
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Cizelge 2.4.:11988-1993 yillari arasinda zehir dgna merkezine yapilan pestisitle

zehirlenme bgvurulari

Yil Pestisit Zehirlenme Tum Zehirlenmelere
Basvurulari Gore %

1988 233 13.4

1989 356 10.48

1990 515 9.97

1991 513 9.64

1992 691 10.48

1993* 733 7.25

(*): Ik alti aylik veri

2.12. Pestisitlerininsanlara Etkisi

Pestisitler toksik yapilari nedeniyle hedef alirmararli bécek ve hastgin dsinda
dogrudan ve dolayli yollarla insan ve cevresine olumsatkiler gostermektedir.
Pestisitlerle insanlarin temasi; ilag Uretimgin@a, depolama, kullanma ve ila¢ kalintisi
iceren udrunlerin tiketimi sirasinda olmaktadir. Bitkilesim sonunda pestisit, insan
vicuduna gz, deri ve solunum yoluyla girmektedir. Zararljliknaruz kalmanin
suresine ve alinan doza gorede. Ne kadar cok maruz kalinirsa, tehlike o kad#ara
Bu nedenle bir pestisit veya metabolit icin @o tehlike bilgigin toksisitesine ve
maruz kalma miktarina gadir. Tehlike derecesi:

* Aktif bilgimin toksisitesi

* Aktif bilgimin konsantrasyonu

» Formulasyon tipi

* Giyilen koruyucu giysi tipi

» Uygulama hizi

» Uygulama sicaili

» Uygulama metodu

« Kullanicinin pestisit hakkald bilgisi gibi faktorlere bglidir.

Pestisit'in insanlara etkisi kendi kimyasal yapt&n veya “metabolit” adi verilen

parcalanma drtnlerinden ileri gelebilir. Bu maddeléir kismi birikime gradgi, bir

kismi da birikmedii halde sinir hiicrelerinde tahribat yapticin ¢ok tehlikeli sonuclar
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dogurabilmektedir. Pestisit buharlari ile kams havanin solunum yolu ile binyeye
alinmasi veya ilacin @oudan cilde temasi, bir sire sonra toksik etkilerin

gOstermektedir.

Pestisitler insanlari degisik yollarla etkiler:

1.Direkt Toksik Etkiler: Pestisitin direkt etkisi, insan vicuduna ilacinusim, deri ve
agiz yolu ile dgrudan girmesi sonunda olmaktadir. Pestisit ile plalaesinin yenilmesi
veya icilmesi ile toksik etki meydana gelmektedincak intiharlar hari¢c bu safhada
0lum az olmakta, alinan pestisitin toksisite desese dozuna kg olarak zehirlenme
belirtileri kisa bir sure sonra damaktadir. Pestisitlerin gezdan alingi intiharlar
disinda ya kaza ile veya kucuk cocuklarinsebilecei yerlere konulmasi sonucunda
olur. Daha c¢ok da ilacin buharlarinin ya da colkeipartikillerinin solunmasi veya deri
yoluyla penetrasyonu sonucu zehirleme olur. Bu w@kip zehirlenmelere AKUT
ZEHIRLENME ad1 verilir.

Akut zehirlenme pestisitin bir defada alinan tekdmzunun absorbe edilmesinden sonra
ilacin ani zehirleme yapma potansiyelidir. Bursal®®3 yilinda parathionla ilaclangni

seftali yiyen 32 kiiden 7’si ayni giin 6lmtir.>

Insanlara oldiricu etkisi olan ilaglarin zehirlitllereceleri Lo ve LGCso deserleri ile

kiyaslanar. LI agiz ve deri yolu ile deneme hayvanlarina uygulgndaman, bunlarin
% 50’sini olduren dozdur ve mg/ kg ile ifade ediliCs, ise genellikle 4 saatlik sire
icinde teneffis sonrasi deneme hayvanlarin % 50 @&uoliiren konsantrasyondur.

Teneffiis edilen havanin hefninde mg olarak belirtilir’

2. Seconder toksik etkiler: Pestisit kalintilarini iceren bitkisel ve hayvanbasin
maddelerini yemek suretiyle meydana gelen zehirldeam“seconder toksik etkiler”
olarak bilinmektedir. Bunlara genelde KRONZEHIRLENME adi da verilmektedir.
Kronik zehirlenme belirli bir stirede giik dozdaki ilacin devaml olarak alinmasi ile

ortaya cikar.

? http://www.tokattarim.gov.tr/bitki_koruma/zehirleve.htm
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Pestisitlerle kagmis veya bekleme suresi bitmeden pestisit kalintisreig besinlerin
yenmesi ile de kronik zehirlenme meydana gelebibedik Orngin Giineydgu
Anadolu Bodlgesi'nde Hekzaklorobenzenli (HCB) Patés ilaclanms tohumluk
bugday! yiyen 3000 kide porfiria (Karayara) hastgl gorilmesi ve % 3-11 oraninda
6lim meydana gelmesi, diinya capinda ilgi uyancbimrehirlenme olayidir

Pestisitlerin tretim ve kullanimlari sirasinda maya gelensi kazalari, ilaglarin insan
saligina kasl olumsuz etkilerini derhal gostermektedir. QrimeHindistan’in Bhopal
kentinde 3 Aralik 1984 tarihinde ABD’ye ait UniorafbideSirketinin bir fabrikasindan
cevreye yayilan yakigk 45 ton Metilizosiyanat gazi, civardaki 250Gskii uykularinda
oldirmis ve fabrika cevresinde ¢ok gerbir alani yaanmaz hale getirrgtir. Aradan 4
yil gectikten sonra bile cevresindeki koylulerdesr lyil ortalama 500 kinin 6lmesi

tehlikenin boyutlarini gdstermesi agisindan éneinili

Kentlerde yaayan kadinlarin sitlerinde daha fazla pestisit tomlasi bu kadinlarin
koylerde yaayan hemcinslerine gore daha fazla bitkisel bealmdcaz hayvansal besin
tiketmelerine bglanmstir.Pestisitlere uzun sire maruz kalgdda olgan etkiler

Cizelge 2.5'de gosterilrgir.
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Cizelge 2.5 Pestisitlere uzun sire maruz kalfdda olgan etkiler
ORGAN SISTEMI ETKI

Sinir Sistemi Beyin dokusunun sestieesi, sinir koku iltihabi, damar

gewemesi, g0z kuresinin arkasinda iltihap, polinewsit

Solunum Sistemi | Kronik soluk borusu iltihabi, bg@h astim, akgier anfizemi,

frotik akciger

Kalp Damar Sistemi Kronik toksik kalp kasi iltihakronik kroner yetmezi, kas

sertlamesi, kas geyemesi

Karacger Kronik sarilik, safra kesesi iltihabi, kargei iltihabi

Bobrekler Ure, Azot ve Kreatin agtj sivi madde okumunda azaj)

disuk temizleme

Mide-Barsak SistemjKronik gastrit, tlser, kronik kolit, hemeroit(Kanair) spastik
ve polipik formasyonlar, oniki parmak bagsdtihabi, fazla

salgilama veya az asidite, hareket@zli

Dolasim Sistemi | Alyuvar azfji, akyuvar azayt, monoksit ari, hemoglobin

degisikli gi, retikulasit ve lenfositte kriz

Deri Deri iltihabi, egzama

Gozler Konjoktivit, gbz kapaklari iltihabi

2.13. Pestisitlerin Toprga, Suya, Bitkilere ve Hayvanlara Etkisi

Pestisitler dgrudan bitki Uzerine, toppga ve tohumlga uygulanir. Her nereye
uygulanirsa uygulansinlar sonugta énemli bir boluioprakta kalir. Eer uygulanan

pestisit kalici ise ¢evre yonunden cok blytk salara yol acar.

Pestisitler toprakta iki yolla gdirlar;

1- Cozlunerek ve drenaj sularina karak striuklenme yoluyla

2- Mikroorganizmalarin biyokimyasal etkileri sonuncla, hidroliz ve oksidasyonla
bozulup, ¢cozunebilir bikekler olusturarak, karbon gazi ve amonyak cikartip basit bir

mineral yapiya donginek suretiyle toprakta gdirlar.

37



Toprakta kil ve organik madde absorbe edilereknaliien ve gagiya d@gru stizilen su
ile hareket edebilen pestisitler, buhaalailir, toprak organizmalari veya bitkiler
tarafindan tutunabilir, erozyon ve graur suyu ile yizeyde hareket edebilir, kimyasal,

mikrobiyal veya gungisiglyla bozunmaya grayabilir.

Pestisitlerin su ekosistemine gaalar dgisik yollarla olmaktadir. Orngn drenaj ve
sulama kanallari icindeki ve cevresindeki yabartara veya sivrisinek gibi vektor
bdceklerin micadelesi sirasinda, batakliklargraldan yapilan pestisit uygulamalari ile
sulara cgtli ilaclar karsmaktadir. Pestisit kullanilmialanlardaki ilaglarin, y@anur
sulari ile toprak alt sularini veya irmaklara kamasi yoluyla da ¢#li pestisitler
akuatik bitki ve boceklere weaktadir. Ayrica havadaki ila¢ zerrelerinin ruzgiar
sulara tainmasi veya pestisit Uretimi yapan fabrika artikler durgun veya akarsulara
bosaltilmasi sonunda, denizler pestisitlerle kirlenteek. Uygulama aletlerinin ve ko

ambalaj kaplarinin yikanip temizlenmesi sirasitataartiklari sulara kagmaktadir.

Herbisit kalintilari ile kirlenen sularin, sulamays olarak kullanildii tarlalardaki bazi
bitkilere fitotoksik old@gu acrolein (herbisit), rotenon (bitkisel insektjsiee endosulfan
(klorlu hidrokarbon)'in baliklara ¢ok toksik etkaptii bilinmektedir. Sulara gli

yollarla karsan diik yogunluktaki birgok pestisit kalintisindan baliklarglumsuz

sekilde etkilendikleri ve davraglarinda farklilik meydana gelglianlasiimistir.

Bazi balik turlerinde yavrularin tarim ilaglarinark ¢ok hassas olduklari belirlengtir.
Durgun sularda minimal duzeydeki bir pestisit kafmin bile sudaki oksijeni hizla

azalttgl ve baliklarin beslenme ortamini bogdkonusunda bilgiler saptangtir.

Pestisit bakiyelerinin suda eser miktarda bulunrhatnde bile akuatik canlilarin besin
zincirinde ¢ok 6nemli yeri olan zoo ve phyto plastkin gelsmeleri 6nlenebilir. Sudaki
organizmalarin ilaci absorbe veya metabolize etmesdaki pestisit seviyesine,
organizmanin fizyolojisine, sicakh ve daha 6nceden binyede mevcut ila¢ kalintisina

baghdir.

Pestisitlerin etkisi ile 6len organizmalar dibe etk birikirler. Clriime esnasinda i
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cikan CQ veya zehirli gazlar @er akuatik organizmalarin bu bdlgelere yakiasina

engel olurlar.

Topraza ve bitkilere olan olumsuz etkilerinin yani sispsitler ¢eitli hayvanlarda da
olumsuzluklara sebep olmaktadir. Sulargitgeyollarla karisan diguk yogunluktaki
bircok pestisit kalintisindan baliklarin olumsgekilde etkilendikleri ve davraglarinda
farkhilik meydana gel@ anlasiimistir. Bazi balik ttrlerinde yavrularin tarim ilagiaa
karsi cok hassas olduklari belirlergtir. Durgun sularda minimal diizeydeki bir pestisit
kalintisinin bile sudaki oksijeni hizla azdttve baliklarin beslenme ortamini bogdu
saptanmytir. Pestisit bakiyelerinin suda eser miktarda bolasi halinde bile akuatik
canhlarin besin zincirinde ¢cok 6nemli yeri olanozee fitoplanktonun gejmeleri
onlenebilir. Sudaki organizmalarin ilaci absorbgavenetabolize etmesi, sudaki pestisit
seviyesine, organizmanin fizyolojisine, sicgklve daha 6nceden bunyede mevcut ilag
kalintisina bghdir.

Gerek ulkemizde ve gerekse dinyada bal arilarigistden etkilenen en dnemli
bdcek turlerini olgturmakta, pestisitlerin ygun ve bilingsiz kullanimlari sonucunda her

yil binlerce kovan zararastamaktadit.

Zararli populasyonunu baski altina alan, onlagin gogalmalarini 6nleyen en énemili
faktor olan dgal dismanlar kullanilan pestisitlerden en fazla etkilereamlilardir.
Genellikle avci bocekler olan gal dismanlar fazla hareketlilikleri nedeniyle daha fazla
pestisit bulamasina gramakta ve bu uygulamadan cok zarar gormektediier.
nedenle bunlarin baski altinda tgttukinci dereceden bazi zararhlar zararli konumuna

gecmektedirler (Strmeli 2003).

4 http://www.maliye.gov.tr/cevreatlasi/O8tarim.pdf.08.2006

5 http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/031 pdf @&.2006
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2.14. Ames/Salmonella/mikrozom Test Sistemi Kullanilarak Yapilan Calismalar

Eber Go6lu ve onu besleyen Akarcay Uzerindeki 3lfadtasyondan elde edilen su
orneklerinin muhtemel genotoksik etkilerini belimek icin TA 98 ve TA 100 siari
kullanilarak Ames plak inkorporasyon testi yapgim Metabolik aktivasyon
icermeyen deneylerde, TA 98ssuicin her ¢ istasyonda, TA 100ssuicin ise 2. ve 3.
istasyonlarda mutajenik etkiye rastlagtm Metabolik aktivasyon vaginda yapilan
deneylerde ise yalnizca 3. istasyonda cergeve kaymatasyonuna neden olan mutajen
maddelerin varfii belirlenmitir (Cigerci vd. 2006).

Ipek ve arkadgari (2005) yaptiklari bir cajmada ise, ilag, gida tatlandiricisi ve madde
uretiminde kullanilan veOriganum onitese yer alan eterik ya ve carvacrolin
genetoksik ve antigenotoksik etkilerini Ames tdstiargtirmislardir. TA 98 ve TA 100
swlarn kullanilarak S9 varin ve yoklygunda yapilan calmalarda bglangicta
mutajenik aktivite gozlemlenmtir. Metabolik aktivasyon yoklgunda carvacrolin
tesviki ile S9 karsiminin varlgl ve yoklyzgunda ise her iki suile yapilan argtirmalarda
yagda mutajeniteye rastlanmagir. Yag ve onun yapita olan carvacroliin son olarak
standart 30 dakikalik preinkiibasyon gaasi ile antimutajenik aktivitesi test ediktii.
Sonuclar gosterrgiir ki, S9 varlgl ve yokligunda 4-nitro-o-phenylenediamine ve 2-
aminofluorene ile tgvik edilen sglarin her ikisinde de mutajenite guclu kiekilde

inhibe edilmgtir

Cinko fosfat (Poscals), polycarboxylate (Aqualoxs)glass ionomerin gungiiakviyesi
ile ve gumg takviyesi olmaksizin potansiyel mutajeniteleri  Asne
Salmonelldnicrosome test sistemine gore swmamistir. Materyaller dimetilsilfoxid
veya fizyolojik tuz icerisinde ¢ozulmgiolup ya hemen ya da 37°C‘de 24 saatlik bir
inkilbasyondan sonra kullanilglardir. Materyallerin  mutajenik etkileri, rat
karacgerinin S9 fraksiyonu vaginda ve yoklgunda standart plak inkorporasyon
deneyi kullanilarak yapilmiolup Salmonella typhimuriuman TA 98, TA 100, TA 102
ve TA 1535 sslariyla test edilmilerdir. Poscals ve Aqualo8almonella typhimurium
TA 98 ve TA 1535 Uzerinde mutajenik etkiye sahipkéteron TA 98 Uzerinde
mutajenik bir etki gosterrgiir. Argionda ise hi¢ mutajenik etki saptanmaimi(Kaplan
vd. 2004).
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AmesSalmonelldMutajenite testiyle kullanilan TA 98 ve TA 100star kullanilarak
Porsuk Nehri'nin genotoksik etkisi gtailmistir. Calsmadan alinan sonuclar da Porsuk
Nehri’'nin fabrika etkisi altinda bulunan bélgedelgzerler dikkat ¢ekici bulunmyur.

Bu bolgenin baraj alanina yakigise barajda aritilan vgehre dgitilan suyun sgik
acisindan sorgulanmasi gergkortaya ¢ikmgtir (Dilek 2004).

Ruiz ve Marzin'in (1997) yaptiklari bir cainada, ikiin vitro test olanSalmonella
mutajenite testi ve SOS kromotesti 6sitepestisit Uzerinde uygulangive bu
pestisitlerin genotoksik aktivitesi gtailmistir. Deney Sprague Dawley cinsi ratlardan
alinms olan karagier homojenati ile S9 vaglinda ve yoklgunda gercekigirilmi stir.
Pestisitlerden Captan ve Captafol hem Ames hem@® Bomotestinde genotoksik
etki gostermitir. Bakteriyel test irklari atrazine, molinate, latpyrifosmethyl ve
tetrachlorvinphos’a maruz birakifginda ise S9 vaginda da yoklgunda da her iki
testte de genotoksik etkiye neden ogtacdir.

Izmir korfezinde akan dere sedimentlerinin mutagsiitaratinimistir. Bu calsma,
Aralik 1995 tarihleri arasindiamir Korfezi'ne drene olan Mvea, Melez, Laka, Bodta
Bornova ve Gediz nehirlerigazlarindan alinan sediment 6rneklerin@etyphimurium
TA 98 ve TA 100 sglar ile Ames’in mutajenite testi uygulangtr. Test sonucuna goére
korfezin ic kismina drene olan derelegidiklar kirlilik yiki sebebi ile korfez icin

mutajenik aktivite kayna teskil etmektedir (Boyaciglu ve Parlak 2001).

Diger bir calgmada,Camelia sinensiden Uretilen, yaygin olarak kullanilan 8sitecay
ve rastgele secilen 6 gk bitkisel cayin, heterosiklik aromatik aminleri(HAA)
mutajenitesi Uzerine etkileri Ames testi ile @nalmistir. Deneylerde TA 98 su ve S9
kullanildi. Camelia sinensiden alinan cay ekstratlari, @@ HAA'e Kkuvvetli
antimutajenik etki gosterntir. Kafeinsiz caylarda ayni etkiyi gostegtii. Bununla
beraber, bazi caylarin gik konsantrasyonlari 4.7.8-TriMelQx ve Trp-P-2" in
mutajenitesini arttirngtir. Bitkisel caylar ise farkli HAA' in mutajenités degisik
sekillerde etkilemgtir. Bazilar etkisiz kalirken, bazilan da 1Q’ umutajenitesini

durdurucu rol oynamitir. Yaygin kullanilan ¢ayin aksine bitkisel caylemp—-2, 4.7.8-
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TriMelQx gibi birkag HAA’ in mutajenitesini 6nembblcide arttirmgtir (Stavric et al.
1997).

Ames testi plak inkorporasyon metoduyla yapilandaiismada, dokuz sitostatik ilag,
Salmonalla typhimuriuom dort sgu kullanilarak test edilngiir. Bunlarin altisi klasik
ve genel olarak tcu (Kloturin, butasin, oracin) gadismenin farkli basamaklarinda
kullanilan sitostatiklerdir. Test sonuclar 6-meut@purin, kloturin, adriamisin,
mitoxantron, siklofosfamid ve lomustin’in mutajeniloutosin, orasin ve tris (2-

kloroetin) aminin mutajenik olmaghini gostermitir (Mahran 1995).

Dogu Afrika ve Arabistan Yarimadas!’ nda yaygin olacginenenCatha edulis’in taze
yapraklarindan sicak su ve kloroform ile elde edidbeiitiin mutajenitesi Ames testi ile

denenmitir. Oziitlerin hepsinde mutajenik temsilciler gamiiktiir (Hannon et al. 1995).

Kisa zamanl test sistemi olan Ames yontemi ileilgapfarkl bir calsmada, insan
safrasinin mutajenitesi incelemytni. Bunun icin Cholelithiasis, Choledocholithiasis
safra kesesi kanseri, ekstrahepatik safra kanabdtahastalari ve gier hastalarin safra
keselerinden safra ornekleri alindi. Mutajenik $KEerin ekstraksiyonu icin safra
ornekleri blue rayon ile muamele edildi. Yirmi déafra 6rnginden on dordin de
pozitif mutajenik aktivite bulundu. Mutajenitede libgin bir doz-cevap ikisi

gosterilmitir (Mano et al. 1993).

Bir baska calgmada, dimetilstlfoksitin (DMSO) potansiyel mutagesini
degserlendirmede Ames testinin 6n inkibasyon metoduakumistir. DeneyE. coli
irklarindan WP2, WP2UVRA ve 9 farkli Salmonellalark kullanilarak yapilngtir.
DMSO, S. typhimuriumTA 1537 ve TA 2637 veE.coli WP2UVRA icin mutajenik
bulunmutur (Hakura et al. 1993).

Yapilan dger bir calgmada ddrichlorfon pestisitinin mutajenitesinin gerlendiriimesi
icin Salmonella typhimuriulan TA 1535, TA 100, TA 97, TA 98 ve TA 104 dari
kullaniimistir.  Trichlorfon baz d@simi mutasyonlarina sebep olgiur ve onun

mutajenik aktivitesi S9 kagumi ile azalmgtir (Barrueco 1991)
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Thiram fungusitinin mutajenik aktivitesi histidinghtiyag duyan 4 Salmonella
typhimurium (TA 1535, TA 100, TA 1538, TA 98) su kullanilarak karager
mikrozomu ile aktivasyonlu ve aktivasyonsuz olaaadstiriimistir. TA 1535 ve TA 100
suslarinda metabolik aktivasyonsuz gatalarda thiram mutasyona sebep ajtau Rat
karacger fraksiyonunun varinda sistein ve glutathion bustarda mutajenik aktiviteyi
ortadan kaldirngtir. Aksine TA 1538 ve TA 98 slarinda mutajenik aktivetinin ifade
edilmesinde thiram metabolik aktivasyona ihtiyagymustur. Sulfidril grubu iceren
bilesikler bu sylarda da thiram'in mutajenik aktivitesini ortadanaldirmstir
(Zdzienicka 1979).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Calsmada kullanilan test maddeleri Sigma Aldrich’ demin edilmgtir. 4-nitro-o-
fenilendiamine, KHPO, MgS04.7HO, NaHNHPO,.4H,O, 2-aminofluorene, L-
Histidin HCI, D-Biyotin, Ampisilin trihidrat, D-glkoz 6-fosfat, B-NADP Fluka,
Sitrikasit monohidrat, Sodyum hidroksit, SodyumdazKCI, NaCl, Dimetilstlfoksit
Riedel, Bacto agar, Nutrient Broth No:2 Oxoid, 3iNk®lantren Sigma Aldrich’den
temin edilmgtir. Pozitif Mutajenler; Sodium azid Riedel’den,aPainofluorene ve 4-

nitro-o-fenilendiamine ise Fluka’dan temin editm.

3.1.2.Salmonella typhimurium Test Sulari

Deneyde, Prof. Dr. Ames ve arkaldau tarafindanSalmonella typhimuriurh T2 atasal
swundanin vitro mutasyonlarla gediriimis TA 98 ve TA 100 sglari kullaniimstir. Bu
sular Dr. Bruce N. Ames (Kaliforniya Universitesi Betey, CA., USA)den
sglanmstir. TA 98 syu kodon kaymasi, TA 100 ise baz cifti dgathi tipindeki

mutasyonlarirsaptanmasinda kullanilghardir.
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3.1.3. Deneyde Kullanilan Ortamlarinigerikleri ve Hazirlanmalari

Vogel-Bonner-E Ortami (50XVB tuzlari)

Kullanim: MGA ve HBA (master) plaklari

11000 ml igin
Magnezyum stilfat (MgS£7H,0) 10g
Sitrikasit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (KHPQOy) 500 ¢
Sodyum amonyum fosfat (NaHNRO,.4H,0) 175¢g
Distile su (45°C) 670 ml

Temiz bir erlen icine dkD konularak isitildi. Kaynama seviyesine gelmedgtaydaki
maddeler sirayla sicak suyun icine eklendi. Kristaheyi 6nlemek icin bir madde iyice
cbzinmeden geri eklenmemelidir. Toplam hacim 1000 ml'ye tamampaotoklavda
121°C’de 20 dakika sterilize edildi.

(0.5 mM) Histidin/Biyotin Sollisyonu

Kullanim: Mutajenite deneyi (100 ml top agara 10atalrak)

250 ml igin
D-Biyotin (F.W. 247,3) 30,9 mg
L-Histidin-HCI (F.W. 191,7) 24,0 mg
Distile su 250 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarakiitii ve daha sonra histidin ilave
edilerek otoklavda 12TC’de 20 dakika sterilize edildi. #€’de saklandi.
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(% 0.8/0.02 NaOH) Ampisilin Solisyonu

Kullanim: Sylarin ampisiline direnclilik Ozelfiinin kontroli ve R-faktor plazmidi

tastyan sglarin master plaklari

100 mligin
Ampisilin trihidrat 0,8¢g
0.02 N Sodyum hidroksit 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0.02 N NaOH iginde ¢ozuldu wterilizasyon i¢in 0.22 m capli
filtreden gecirildi ve +4C’de saklandi.

(%1) Kristal viyole Solusyonu

Kullanim: Sylarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiylda mutasyonunu tayip

tasimadiklarinin kontroll

100 mlicin
Kristal viyole 0,19
Distile su 100 ml

Kristal viyole ve distile su kagtirildi ve solisyon stk gecirmeyen bir kaba konup
+4°C’de saklandi.

(% 0.13) Biyotin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontroll ve HBA plaklari haziriaasi

50 mligin
D-biyotin 0.65 mg
Distile su 50 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarakiigii ve otoklavda 12C’'de 20

dakika sterilize edildi.
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(% 0.5) Histidin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontroli ve HBA plaklari haziriaasi

400 mligin
L-Histidin-HCI (F.W. 191,7) 29
Distile su 400 ml

Maddeler yukarida yazildiklari sira ile su icind&zigldi ve otoklavda 12C’de 20

dakika sterilize edildi.

(%20) Glukoz Cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklari hazirlanmasi

100 mlicin
Glikoz 20 ¢
Distile su 100 ml

Glukoz distile su icinde ¢6zullerek otoklavda iC@le 15 dakika sterilize edildi ve
0—4°C’de saklandi.

(2ug/ul) 2-aminofluorene (2AF)
Kullanim: Pozitif kontrol

1.0 mg/petri bgina olmak tzere dimetilsulfoksitde (DMSQO) ¢o6ziletaklanildi. TA 98

swu icin S9 fraksiyonu vaginda kullanilan kimyasaldir. 02@’de saklandi.

(2ug/ul) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD)
Kullanim: Pozitif kontrol

200 ug/petri olmak Gizere DMSQO’da ¢ozulerek kullanildA 98 siu icin S9 fraksiyonu

gerektirmeyen kimyasaldir. Oda i1sisinda saklandi.
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(%6.4) 3-Metilkolantren

Kullanim: Metabolik aktivasyonun hizlandiriimasi

3-metilkolantren 64 mg

Misir yag| 1ml

(80 mg/kg olmak tzere) misir ada ¢ozilerek 0,5 ml intraperitonal olarak enjekte
edildi.

(0.15 M) KCI ¢ozeltisi

Kullanim: Mikrozom izolasyonu

1000 mlicin
KCI 11.275¢
Distile su 1000 ml

KCI, bir miktar distile suda c¢6zuldi ve toplam hacilOO0 ml'ye tamamlanarak

otoklavda sterilize edildi ve 02&’'de saklandi.

Top agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 mligin
Agar 69
NaCl 59
Distile su 1000 ml

Agar-su ve tuz manyetik katiricida isitilarak ve kagtirilarak ¢c6zildiu ve otoklavda
121°C’de 20 dakika sterilize edildi.
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Histidin/Biyotin plaklari (HB Agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi

1000 ml igin
Agar 159
% 20 glukoz 50 ml
Histidin HCI. H,O 10 ml
0.5 mM Biyotin 6 ml
50XVB 20 ml
Distile su 914 ml

Agar ve su kastirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edids’C’ye sgutulup % 20
glikoz, 50XVB tuzlar ve histidin ¢ozeltisi eklendsolisyon biraz daha @aduktan
sonra biyotin eklendi, kagtirilip petri kutularina 30 ml olarak geuldi.

Histidin/Biyotin/Ampisilin plaklari (HBA Agar)

Kullanim: Ampisiline direnclilik testi ve mastergk hazirlanmasi

11000 ml igin

Agar 15¢g
Distile su 910 mi
50XVB tuzlari 20 ml

% 20 glukoz 50 ml
Histidin HCI.H,O 10 ml

0.5 mM Biyotin 6 ml
(%0.8/0.02 NaOH) Ampisilin 3.15 ml

Agar ve su otoklavlandi, 48'ye s@utulup % 20 glikoz, 50XVB tuzlari ve histidin bu
sicak solusyona eklenip kstirildi ve biraz daha gmyunca biyotin ve ampisilin
eklenip plaklar petrilere 30 ml olarak aktarildiu Blaklarda bakteriler “€’'de 2 ay

saklanabilir.
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Minimal Glukoz Agar Plaklari (MGA)

Kullanim: Mutajenite deneyi

1000 mligin
Agar 15¢g
Distile su 930 ml
50X VB 20 ml
% 20 glukoz 50 ml

Agar ve su 1 litrelik kapta kattirilip ¢6zuldu ve otoklavlanarak sterilize edild5°C’ye
sogutulup % 20 glikoz ve 50X VB tuzlari eklenir ve besi calkalanarak kagtirilr.
Daha sonra besiyeri, petri kutularina 30 ml olaatktariidi.

Nutrient agar plaklari (NA)

Kullanim: Gecelik kultirin ml'sindeki bakteri says belirleme ve genotip kontroli
a. Kristal viyole b. UV duyarhg

1000 mligin
Oxoid nutrient broth no:2 259
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml

Agar, broth ve su 2 litrelik kapta kamrihp otoklavlandi ve petri kutularina 30 ml

olacaksekilde aktarildi.

Nutrient Broth Sivi Kultar Ortami (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiltirde buyutilimele

200 ml igin
Oxoid nutrient broth no:2 59
Distile su 200 ml

Broth ve su kastirihp otoklavda 12iC’'de 20 dakika sterilize edildi ve°@’de

saklandi.
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Tuz Cozeltisi (1.65 M KCI + 0.4 M MgCh)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 kami

500 ml igin
Potasyum klorir (KCI) 6159
Magnezyum klorur 40.7 9
Distile su 500 mi

Maddeler distile suda ¢6zuldi ve 221de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi ve

4°C’de ya da oda sicakinda saklandi.

0.2 M Sodyum-fosfat tamponu (pH=7,4)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 kami

500 ml igin
0.2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaPRO, H,O) 13.82 g
0.2 M Disodyum hidrojen fosfat (NEPOy) 14,2 g
Distile su 500 ml

Karisim pH 7.4’e ayarlandiktan sonra 22lde 20 dakika otoklavda sterilize edildi.

0.1M B-NADP c¢ozeltisi

Kullanimi: Mutajenite deneyinde S9 kami

5 mligin
B—NADP (F.W. 765,4) 383 mg
Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0.2im delik capli filtrelerle yapildi.
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1 M Glukoz—6-Fosfat ¢ozeltisi

Kullanim: Mutajenite deneyi icin S9 kammi

10 mligin
Glukoz—6-fosfat 2.82¢g
Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0.22um delik ¢apli filtrelerle yapildi.

S9 Karigimi (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi

50 ml igin
Steril distile su 19.75 ml
0.2 M fosfat tamponu pH=7,4 25 ml
0.1 MB-NADP 2ml
1 M Glukoz—6-fosfat 0.25 ml
MgCl,-KCl tuz ¢ozeltisi 1ml
Rat karagieri S9 fraksiyonu 2 mi

Maddeler yukaridaki sira ile daima buz icinde tatulLl00 lUk erlene dikkatli biekilde
konur. Kargim, her zaman taze olarak ve yeterince hazirlaigdrikler daima buz

icinde tutuldu.

3.1.4. Test Maddeleri (dozlari ve hazirlarsr)

Calsmamizda tarimda drtin kalitesini artirmak ve zdeadan kurtulmak amaciyla
siklikla kullanilan pestisitlerden piperophos, felocphos, dioxacarb ve promecarb
maddelerinin  mutajenik etkileri Ame&&Almonellanikrozom test ydntemiyle
argtirnlmistir.  Uygulanacak dozlari belirlemek icin fenchlogsh dioxacarb ve
promecarb icin test bigeklerinin 0.01pug/plak, 0,1ug/plak, 1pg/plak, 10ug/plak, 100
pg/plak ve 100Qug/plak konsantrasyonlari, piperophos icin ise Ql@lak, 0,Jul/plak,
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1ul/plak, 10 pl/plak, 100 pl/plak ve 1000pl/plak konsantrasyonlari hazirlanghr.

Calismada kullanilan pestisitler Cizelge 3.1’de veriitini
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Cizelge 3.1Calismada kullanilan pestisitlerin genel 6zellikleri

Saflik
Yaygin adi Kimyasal adi Kimyasal yapisi Derecesi Kullanim alani
%
. o S2 Hsc/Q .
Piperophos methylpiperidinocarbonylmethy! )\ 97.7 Herbisit
0,0O-dipropyl phosphorodithioate o s J/CHa
H:C ~p
’ ‘\_o’P\O
1 5 O0—CH
Sy
0,0-Dimethyl-0-(2,4,5- /P“\ . .
Fenchlorphos trichlorophenyl) phosphorothioatem O 0—CH 99.5 Insektisit
— 1
S &
MN—C
H/ “o o

: 2-(1,3-dioxolan-2-yl)phenyl . .
Dioxacarb methylcarbamate o) 99.4 Insektisit

Hyo ,;—O

5-methylm-cumenyl g ""_C\b
methylcarbamate or 3-isopropyl- . .
Promecarb 5-methylphenyl /@\ 99.5 Insektisit

Hell—H T H

methylcarbamate
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3.2. Metod

Calsmamizda, Moran ve Ames’in (1983) plak inkorporasyonatodu uygulanmtir.
Deneyler S9'lu ve S9’'suz olarak iki grup halindégémistir. Uygulanan her doz icin 3
plak kullanilmg ve farkli zamanlarda iki @amsiz deney yapilrgir. Ayrica pozitif
kontrol, negatif kontrol ve spontan kontroller ddibenmistir. Calisma Afyonkarahisar

Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biji@dalimi’nde gerceklgtirilmi stir.

3.2.1.Salmonella Suslarinin Klturlerinin ve Master Plaklarinin Hazirla nmasi

Bakteri kulturleri HBA plaklarina paralel ekimleryapilarak 37C'de 48 saat
inkiibasyona birakilrgtir. 48 saatin sonunda iyi izole olgbir koloni segilip, 2 ml NB
icerisinde suispanse edilerek bir gece (12-16 $FatC'de inktbasyona birakilgtir.
Inkiibasyondan sonra steril bir 6ze ile bir 6ze doldslusu sivi kiltir alinip HBA
Uzerine cizgi ekimi yapilngtir. Plaklar 37°C’de 48 saat inklbasyona birakildiktan
sonra 4C’de saklanmtir. Bu sekilde hazirlanan plaklar 2 ay stiresince yeniddtiiki

hazirlamak icin kullaniingtir.

3.2.2.Salmonella Suslarinin Stoklanmasi ve Stok Kiiltirlerin Acgiimasi

Test syglarinin canllgini ve mutant 6zelliklerini uzun sire koruyabilmeigin
stoklanmasi gerekir. Genetik kontrolleri yapilaralBA’'da tremi olan Salmonella
suslarindan iyi izole olmg bir koloni 6ze ile alinarak alinarékml NB i¢cinde 37 °C’de
16 saat inkube edilstir. Bu surenin sonunda steril ependorf tiplerinin gjeg 1 ml
bakteri kiltird ve 90 ul DMSO ilave edilsnsonra da kapaklari sikica kapatilarak sivi
azot icerisine daldirilip cikartiigive boylece sok donmalari sganmstir. Sok
dondurulan kultirler stok olarak kullaniimak GzeB8 °C’'ye kaldiriimgtir. Bu stok
kultdrler 1-2 yil sure ile tazeliklerini korur.
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3.2.3.Salmonella Suslarinin Kontrol Testlerinin Yapiimasi

3.2.3.1. Bakterilerin Genotiplerinin Kontrol Edilmesi

Mutasyon testlerinde test maddesinin mutagtsatasal tipe dondirme gucu olgUtdi
icin, swun genotip bakimindan mutant karakterlere sahip almadginin kontrol
edilmesi, testin guvenigi acisindan gereklidir. Bu nedenle, bakterilerimatgleri

cesitli testler ile kontrol edilmtir.

Histidin gereksinimi kontroll

Bakterilerin hisyapisindan hisyapisina gesi MGA uizerine ekilmeleri sonucu ayirt
edilmistir. Bu kontrol i¢gin, bir gece NB icerisinde buylgi kultirlerden steril 6ze ile
alinan hisbakteriler MGA ve histidin/biyotin (HB) plaklaringizgi ekim yapilmg ve 37
°C’'de 48-72 saat inkube edilgtir. Stre sonunda HB plaklarinda treme gozlenirken

MGA plaklarinda Greme gozlenmegtir.

UvrB mutasyonu kontroli

Bu mutasyon ile bakterilerin ultraviyole (UV}¥imlarinin neden oldiu replikasyon
hatalarinin dizeltilmesi icin gerekli olan DNA omarmekanizmasi engellengtir ve
bu mutasyonun vagli UV isinlarina duyarhlik testiyle kanitlangtir. Bu test igin,
NB’de bir gece buyutulen bakteri kultirinden stéril 6ze yardimiyla bir 6ze dolusu
alinip NA plainin tamamina paralel ekim yapiktr. Plagin yarisi plastik bir plaka ile
kapatihp 33 cm. yuksekten 8 sn sure ile 15 waittlgdeki UV lambasina maruz
birakiimstir. Bu islem sonucunda plaklar kapatilip 3Z'de 24 saat inkibe edilerek

bakterilerin tireme durumlarina bakiktnr.
Rfa mutasyonu kontroli
Bu mutasyon bakteri hicre duvarinin lipopolisakkampisinda olgturulmus olup

hicre duvariningecirgenlgi arttirnlmistir. Rfa mutasyonun vagh kristal viyoleye
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duyarlilik testi ile tespit edilngfir. Bu test icin 45°C’ deki su banyosunda tutulan 2 ml
top agara 0,1 ml. gecelik bakteri kultira ilavel@i#ten sonra NA plaklarina karmin
homojen dailmasi igin 8 gareti yapilarak ekilngtir. 10 dk. donmasi beklendikten sonra
plagin ortasina 0.5 cm ¢aph steril disk yatiglip diskin ortasina %0.21’lik 10 pl kristal
viyole damlatiimgtir. Disk boyayr emdikten sonra plaklar 3Z'de 24 saat inkibe
edilmistir. inkibasyon sonunda disk cevresinde 14 mm’lik Ureneayan zon

gOzlenmitir.

R-faktor varh g1 kontroll

Deneyde kullanilan her iki testsida ampisiline direnclilik geni iceren R-faktdgtgan
pKM 101 plazmitini icermektedir. Bu plazmitin vafl sularin  ampisiline
direncliliklerinin olctlmesi ile tespit edilrgiir. Bu amacgla, NB icerisinde buyidtilen
bakteri kalttrleri ampisilin (%0,8 Ampisilin/0.02 NNaOH) iceren HBA plaklarina
cizgi seklinde ekimleri yapilmy ve daha sonra 37C’'deki etlivde 24 saat inklibasyona
birakihmstir. Inkiibasyon siresi sonucunda plazmit iceren mutarkteblerin

ampisilinli ortamda buyudukleri gozlengtir.

Spontan olarak geriye donig sikhginin kontroli

Mutant bakteri sglarinin kendilginden (spontan) hisfenotipinden hi§ durumuna
donitsmesi, belirli sinirlar iginde mumkindur. Bu sinirl@A 98 icin 20-50
revertant/plak; TA 100 icin 75—200 revertant/plakBu test icin, 37C’deki ettivde 110
rom’de NB’de bayudtilen bir gecelik kiltirlerden Oyl ahlinip, 45 °C’deki su
banyosunda tutulan 0.25 ml 0,5 M histidin-biyotimlisyonu iceren 2,5 ml top agar
Uzerine ilave edilmtir. Daha sonra test tupu yaga calkalanarak MGA plaklarina
yaylimig ve 37°C’deki etlivde 48-72 saat inkiibe edilerek plaklaidayen koloniler

sayilmstir. Normal sinirlarda revertant sayi gosterenikigr deneyde kullaniingtir.
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3.2.4. Sivi Kultaran ml'sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kaltirin ml'sinde bulanaakteri sayisini belirlemek icin
HBA plaklarindan iyi Urensi bir koloni 6ze yardimi ile alinarak 20 ml NB icgne
eklenmitir. Daha sonra, kultur ¢alkalamali inkibatorde°€7 de 110 rpm’ de 12-16
saat inkiibasyona birakilgwr. inkiibasyon sonunda gecelik kiltiirden 10@Glinip 20
ml NB igerisine eklenerek taze kulturleri hazirleala 140 rpm’de inktbe edilmtir.
inkiibasyon sonunda taze kiiltiiriin %0,9 serum fizijollg 10°, 107, 102 10° 107
10 ve 10° olacak sekilde sulandirmalari hazirlanghr. Bu seyreltmelerden NA
plaklarina her bir konsantrasyondan 3 petri olagekilde 100 ul' lik miktarlarda
alinarak 45°C’ deki su banyosunda tutulan 2,5 ml top agar aeeriave edilmgtir.
Daha sonra test tlpi calkalanarak NA plaklaringa&eti yapilarak yawga yayilms ve
37°C’ de 24 saat inkube edilerek plaklarda Greyen kitdo sayilmstir.

3.2.5.Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Sapanmasi

Test bilgenlerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi Dearalet(1985) gore yapilrsir.
Buna gore, 2 ml top agara TA100ssoun gecelik kdltirinden 100 pl ve DMSO
icerisinde ¢ozulmgi test bilgiklerinin degisik konsantrasyonlarindan (Fenchlorphos,
dioxacarb ve promecarb icin 0.Q@y/plak, 0,1ug/plak, 1 ug/plak, 10ug/plak, 100
pg/plak ve 1000ug/plak konsantrasyonlari, piperophos icin ise t@silul/plak,
0,1ul/plak, 1ul/plak, 10pul/plak, 100ul/plak ve 1000ul/plak) 100 ul ilave edilerek NA
plaklarina ekilmgtir. Plaklar 37°C’de 24 saat inkibe edilgiinkibasyondan sonra
plaklardaki ortalama koloni sayisi belirlegmie kontrol plaklari ile kaulastirilarak

toksik ve toksik olmayan dozlar belirlergtii. Her bir doz icin 3 plak kullanilmgtir.

3.2.6. Memeli Karacger S9 Fraksiyonunun Hazirlanmasi

3.2.6.1. Rat Karacger Enzimlerinin indiksiyonu ve S9 franksiyonunu

hazirlanmasi

Rat karagier enzimlerinin indiksiyonu ve S9 franksiyonunumziHanmasi Ames et al.

(1973a) goére yapilngtir. Test maddelerinin  metabolik GrGnlerinin - mutajelup

58



olmadgint anlamak igin kullanilmasi gereken kagmei mikrozomal yapisi
Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Hayvan Etikridu'ndan etik kurul raporu
alinms yaklasik 150 g @irliginda olan Sprague-Dawley irkindan olan erkek radar
ekstre edilmitir. Ratlarin karager mikrozomal enzimlerinin miktarini arttirmak icin
misir y&inda ¢ozulmg 3-metilkolantren tek doz halind&25 mg/kgvicut &irligi
olacaksekilde verilmgtir. Boylelikle 5 giin sure ile enzim agtiuyariimstir. Ratlar 5
gun suresince su ve yemle beslenfakat éldirilmeden 12 saat 6nce yem verilmesi
kesilerek sadece su verilgtir. indiksiyonun 5. guninde ratlarin boyunlar kirilarak
(servikal dislokasyon) oldirilngtur. Olduriilen ratlar diseksiyon masasinda aciohkt
sonra karager zedelenmeden cikarilgve net girligi bulunmugtur. Islemin batin
basamaklari, 0—4C’de, s@uk steril ¢ozeltiler ve steril cam malzeme kullanak
gerceklatirilmistir. Steril kosullarda cikarilan karager tartildiktan sonra beher
icerisinde 1 g karagere 1 ml sguk 0.15 M KCI olacalgekilde birka¢ kez yikanrgtir.
Yikama glemi bittikten sonra 1 g. karag@re 3 ml 0.15 M KCI olacakekilde behere
alinms ve steril pens ve makas yardimiyla ku¢ik parcagrdmistir. Karacger 24000
rom’'de homojenize edilerek koyu pembe renk goruldmelar bu gleme devam
edilmistir. Daha sonra 9000 xg’de’€’de 8700 rpm’ de 10 dakika santrifij ediknie
supernatant gwk steril ependorf tiplerine 1 ml olacgékilde aktarilmgtir. Hazirlanan
tipler once kuru buz igerisinde ani olarak donduypul daha sonra -80C’'de
saklanmgtir.

3.2.6.2. S9 Kagiminin Hazirlanmasi

Salmonellanikrozom test sistemi icin standart S9 kami bilesenleri 8 mM MgC}, 33
mM KCI, 5 mM glukoz—6-fosfat, 4 mM3-NADP, 100 mM Na-fosfat pH:7,4 ve bu
karsimin her ml'si icin 0.04 ml. degimindeki S9 fraksiyonudur. Kanm daima her

mutajenite deneyi igin taze hazirlagnae deney suresince buz igerisinde tutufiuu
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3.2.7. Ames Mutajenite Testinin Yapilgl

Deneydeki amacimiz, daha 6nceden buylmesi icimdimsamino asidine gereksinim
duyan mutant oksotrofik slarin, kullandgimiz test maddeleri ile tekrar histidin
sentezleyebilir hale dostiirme gucunu olgme temeline dayanmaktadir. Ayrest t
bilesenlerinin etkilerinin metabolik aktivasyonlari s@unda dgisip desismedigini

belirlemek amaci ile deneyler S9’ lu ve S9’suz dmiaere iki grup halinde yapilgtir.

3.2.7.1. S9'suz Deney

Bu deneyde, 45C’lik su banyosunda tutulan ve icerisinde 0.25 nstidin biyotin
cOzeltisi ilave edilmi 2,5 mllik top agara test maddelerinin gigk
konsantrasyonlarindan 100 pl ve 5 saatlik tzadderi kiltirlerinden 100 pl eklengtir.
Tlpler diguk hizdaki vorteks ile yagaga karstirilirak daha dnce 37C’de bekletilen
MGA plaklar Uzerine 8 sareti yapilarak kagimin homojen birsekilde da&ilmasi
salanmstir. 15 dakika agarin donmasi beklendikten soneklaf ters cevrilerek 37
°C'lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakstmi Inkiibasyon siiresi sonunda
petrilerdeki koloniler sayilngtir. Deney TA98 ve TA 100 icin her bir doz 3 aytaga
ekilmistir. Bagimsiz iki deney yapilngive sonuglarin aritmetik ortalamalari aligtm
Sonuclarin dgerlendirilebilmesi icin deneylere paralel olaralosfan kontrol, solvent
kontrol (DMSO) ve pozitif (diagnostik) kontrol okk TA 100 sgu icin 0,1 pg/ul
sodyum azid (NaB), TA 98 syu icin ise 2 pg/pl 4-nitro-o-fenilendiamine (NPD)

kullaniimistir.

3.2.7.2. S9'lu (+) Deney

Bu deneyde, 45C’lik su banyosunda tutulan ve igerisinde 0.25 nstidin biyotin
cOzeltisi ilave edilmi 25 mllik top agara test maddelerinin gigk
konsantrasyonlarindan 100 pl, 5 saatlik tdmekteri kaltirlerinden 100 pl ve S9
karsimindan 0,5 ml eklenrgtir. TUpler diguk hizdaki vorteks ile yagaa karstirilirak
daha 6nce 37C’de bekletilen MGA plaklar Uzerine 8&areti yapilarak kagimin

homojen birsekilde d&ilmasi sglanmstir. 15 dakika agarin donmasi beklendikten
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sonra plaklar ters cevrilerek 3T’'lik etlvde 48-72 saat inkiibasyona birakgkmn
Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki kolonilenlsaytir. Deney TA98 ve TA 100
icin her bir doz 3 ayri pla ekilmitir. Sonuclarin dgerlendirilebilmesi igin deneylere
paralel olarak spontan kontrol, solvent kontrol (B®) ve pozitif (diagnostik) kontrol
yapimstir. TA 100 syu icin 0,1 pg/pl sodyum azid (Ng\NTA 98 syu icin 2 pg/ul
2-aminofluorene (2AF) kullanilarak, pozitif mutajlenetki kontrolleri yapilmgtir.

Deney her doz icin 3 ayri plak olarak uygulagne iki bgzimsiz deney yapilngtir.

Sonuclarin dgerlendirilmesi SPSS 11,0 for Windows paket progratai One-Way
ANOVA Testi ile yapilmstir.
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4. BULGULAR

Calsmamizda tarimda drin kalitesini artirmak ve zdeadan kurtulmak amaciyla
siklikla kullanilan pestisitlerden piperophos, felecphos, dioxacarb ve promecarb
maddelerinin mutajenik etkile$almonella typhimuriuhan TA 98 ve TA 100 sglari

ile argtirilmisgtir.

4.1. Genetikisaretlerin Kontrolii

TA 98 ve TA 100 sglarinin histidin gereksinimiuvrB mutasyonusfa mutasyonu, R-
faktor varlgl ve spontan olarak geriye donen koloni sayisi rhakdan genetik
isaretlerinin kontrolt yapilngtir.

Histidin gereksinim kontrolu

Bakterilerin hisyapisindan hisyapisina gesi MGA (izerine ekilmeleri sonucu ayirt
edilmistir. Bu kontrol icin, bir gece NB igerisinde blyiga kultirlerden steril 6ze ile
alinan hisbakteriler MGA ve HB plaklarina ¢izgi ekim yapilgnve 37°C'de 48-72
saat inkibe edilmgiir. Stre sonunda HB plaklarinda Greme gozlenirkdGA
plaklarinda treme gozlenmegtii. Bu sonucgta bize TA100 ve TA98 garinin his
mutasyonunu tadigini gostermitir (Sekil 4.1 veSekil 4.2).

Sekil 4.1. S. typhimuriunTA 100 histidin gereksinimi kontrolti sonuglari
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Sekil 4.2.S. typhimuriunTA 98 histidin gereksinimi kontroll sonuclari

Rfa mutasyon kontroli

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkampisinda olgturulmus olup
hicre duvariningecirgenlgi arttiriimistir. Rfa mutasyonun vagh kristal viyoleye
duyarlilik testi ile tespit edilngiir (Sekil 4.3).Bu test icin 45°C’ deki su banyosunda
tutulan 2 ml top agara 0,1 ml. gecelik bakteri Uiilt ilave edildikten sonra NA
plaklarina kagimin homojen dalmasi igin 8 gareti yapilarak ekilngtir. 10 dk.
donmasi beklendikten sonra gila ortasina 0.5 cm caph steril disk yatiglip diskin
ortasina %0.1’lik 10 pl kristal viyole damlatilgtir. Disk boyayi emdikten sonra plaklar
37 °C’de 24 saat inkube edilgtir. inkiibasyon sonunda disk gevresinde 14 mm’lik
Ureme olmayan zon go6zlemgtii. Bu zonda bize kullangimiz bakteri sglarinin Rfa

mutasyonunu tadiklarini gosternsir.

Sekil 4.3.S. typhimuriunTA 98 ve TA 100 sglarinin rfa mutasyonu kontrolt sonuglari
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uvrB mutasyon kontrolu

UvrB mutasyon kontroliSekil 4.4’de gosterilmitir. Bu mutasyon ile bakterilerin
ultraviyole (UV) sinlarinin neden oldiu replikasyon hatalarinin duzeltiimesi igin
gerekli olan DNA onarim mekanizmasi engellegtimive bu mutasyonun vagh UV
Isinlarina duyarlilik testiyle kanitlangtir. Bu test icin, NB’de bir gece buyutulen
bakteri kulturinden steril bir 6ze yardimiyla bized dolusu alinip NA pfanin
tamamina yuzey ekim yapilgtr. . Pl&in yarisi plastik bir plaka ile kapatilip 33 cm
yuksekten 8 sn sire ile 15 watt gictindeki UV lamizsnaruz birakilngtir. Bu islem
sonucunda plaklar kapatilip 37'de 24 saat inkibe edilerek bakterilerin Greme
durumlarina bakilngtir. Bu slre sonucunda UV’'ye maruz kalan bdélgedemigr
gozlemlenmezken ger kisimlarda gozlenstir. Bu sonucgta bize TA98 ve TA100

suslarininuvrB mutasyonunu tadigini gostermektedir

Sekil 4.4.S. typhimuriunTA 98 ve TA 100 sglarininuvrB mutasyon kontrolu
sonuglari

R-Faktor varli g1 kontroli

Deneyde kullanilan her iki testguda ampisiline direnglilik geni iceren R-faktogiyzan
pKM 101 plazmitini igcermektedir. Bu plazmitin vatl swlarin  ampisiline
direncliliklerinin dlgtlmesi ile tespit edilrgiir (Sekil 4.5). Bu amacla, NB icerisinde
blyuttlen bakteri kalttrleri ampisilin (%0,8 Amgdis/0.02 M NaOH) iceren HBA
plaklarina cizgiseklinde ekimleri yapilmy ve daha sonra 37C’deki etlivde 24 saat

inkiibasyona birakilingtir. Inkiibasyon silresi sonucunda, plazmit iceren mutant
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bakterilerin ampisilinli ortamda tremeleri kullaganiz sylarin R-faktori taiyan
pKM 101 plazmitini icediini gostermstir.

Sekil 4.5.S. typhimuriunTA 98 ve TA 100 sglarinin R-faktér mutasyonu kontroli

sonuglari

4.2. Spontan olarak geriye dongisikliginin kontrolt

Mutant bakteri sglarinin kendilginden (spontan) hisdurumundan his durumuna
donismesi, belirli sinirlar iginde mumkindur. Bu sinirl@A 98 icin 20-50
revertant/plak; TA 100 icin 75-200 revertant/plakiyaptgimiz calsma sonucunda
spontan olarak geriye dosnisikligi TA 98 syu icin S9'suz ortamda 26.83+2.9, S9
varhginda 25.50+2.7 bulunmgken, TA 100 sgu icin sirasiyla 116+5.5 ve 147+6.9
degerleri bulunmgtur. Elde etimiz sonuglar da her iki suiginde bu dgerlerin

arasinda cikmgtir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6.S. typhimuriunTA 98 ve TA 100 sglarinin spontan olarak geriye d@nu

sikhg! kontrolisonuglari

4.3. Sivi Kiltariin ml'sindeki Bakteri Sayisinin Belrlenmesi

Salmonella typhimuriumlfA98 ve TA100 sglarinin kullanilarak yapilgg mutajenite
deneylerinde ml'deki bakteri sayisinin 1-2 x°1@l/bakteri olmasi gerekmektedir.
Yaptigimiz deney sonucunda ml'deki bakteri sayisi 1,D%ml/bakteri olarak belirlenrgi
ve bu sayida istenilen gerler arasinda ¢ikmstir.

4.4. Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Test bilgenlerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi Deanaét (1985) gore yapilrgiir.
Deney sonucunda piperophos’da @ifplak Gzerindeki dozlar ger ¢ madde icinde 100
pg/plak Gzerindeki dozlar sitotoksik bulungtur. Calsmada uygulanacak dozlarin
sitotoksik etki gostermemesi gerekmektedir. Bu iwdpiperophos igin 0.0Qd/plak,
0.04ul/plak, 0,1ul/plak, ul/plak ve 10pl/plak dozlar dger tc test bilggi icin ise 0.01
pg/plak, 0.1ug/plak, 1pg/plak, 10ug/plak ve 10Qug/plak dozlari kullaniingtir.

4.5. S9 Fraksiyonunun Protein Miktari

Memeli karacger S9 fraksiyonunun hazirlanmasi materyal ve medotgibi yapilmstir.
Rat karagteri 9000xg supernatantinin ml’sinde bulunan proteiktari ise Bradford'a
(1976) gore yapilni olup, protein miktari 27.81 mg/ml olarak JenwayO®3marka

spektrofotometre ile bulunngtur.
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4.6. Ames Mutajenite Testinin Yapils

Revertant sayisindaki gigiklikler Salmonella typhimuriunTA 98 icin S9 fraksiyonu
yoklugunda negatif kontrol grubuna gore gler ve azaklar seklinde olup bu dgerler
istatistiksel ac¢idan anlamli bulunmatm. Salmonella typhimuriuniTA 98 icin S9
fraksiyonu varlginda ise revertant sayisindakigdgklikler negatif kontrol grubuna
gore Salmonella typhimuriunTA 98 icin S9 fraksiyonu vaginda ise Dioxacarb’'in 10
ug/plak uygulamasi hari¢ revertant sayisindakiigdikler negatif kontrol grubuna
gore arty seklinde olup bu d&siklikler de istatistiksel agidan anlamli bulunmatmi
Piperophos’un 0.01 ve 0.0Qd/plak dozlarinda mutajenik etkiye rastlanigbm. Her iki
deneyde de test gdarinin geriye dongisikligini ve S9 kagiminin etkisini dgrulamak
icin mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal rddeler kullanilarak pozitif mutajenik
etki kontrolleri yapilmgtir. TA 98 syu icin S9 fraksiyonu varfiinda 2-aminofluorene
ve S9 fraksiyonu yokigunda 4-nitro-o-fenilendiamine kullanifginda revertant koloni
sayisi artmy ve bu arglar istatistiksel acidan kontrol grubuna gore amlam

bulunmugtur.

Salmonella typhimuriunTA 100 syunda ise revertant sayisindakiggglikler S9
fraksiyonu yoklgunda kontrol grubuna gore grue azal diizeyinde olup bu gerler
istatistiksel agidan anlamli bulunmaitm. S9 varlginda ise Fenchlorphos’'un 10 ve 100
ug/plak, Promecarb’in 100g/plak dozlari hari¢ uygulanan bitin dozlar nedatiftrol
grubuna gore istatistiksel acidan anlamh bulustonu TA 100 sgunda da sglarin
geriye dong sikhgini ve S9 kagiminin etkisini dgrulamak icin mutajenik etkileri
bilinen pozitif kimyasal maddeler kullanilarak piizimutajenik etki kontrolleri
yapiimstir. TA 100 icin S9 fraksiyonu vaginda ve yoklgunda pozitif mutajen olarak
sodyum azid kullanilggnda revertant koloni sayisi her ikisinde de agtwat bu arglar

istatistiksel a¢idan anlamli bulungtur.
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Cizelge 4.1 Salmonella typhimuriurfA 98 ve TA 100 sglari ile denenen pestisitlerin

(S9 franksiyonu var@inda ve yoklgunda) plak inkorporasyon testi sonuglari

3

3

*

*

*

Denenen Revertant Sayisi
Doz Aritmetik Ortalama + Standart Sapma
Test Maddesi
(ng/plak) TA 98 TA 100
S9’suz S9'lu S9’suz S9'lu
10a 21+1.7 28.5+2.5 96.16+3.4 166.16+8*
. la 27.33+1.5 32.8+2.9 102.83+7.9 200.66+3.8
Piperophos 0.l1a 21.83+1.4 27+3.2 88.16+4 238.16+4.27
0.01a 24+0.8 36.33+4.9 93.33+4.5 233.83+7.8*
0.001a 27.16+0.7 44.33+5.3 119+43.7 224.66+5*
100 24.33+1.7 31.16+2.8 82.83+4.9 14147
10 24+1.7 32+4.1 120.5+5.3 146.33+10.2
Fenchlorphos 1 19.50+2 33.16£3.1 10315.2 179.1615.7*
0.1 22.83+2.2 24.5+3.3 93.66+6.4 218.33+9.31
0.01 19.33+0.8 31.33+2.2 103.33+8.1 240.66+6.6
100 2012 22.83+2.4 9548.1 152.33+11.57
. 10 21.66+2.1 20.5+4.9 121.66+4.5 198.00+7.97
Dioxacarb 1 22.16+2.1 28.83+1.6 103.16+8.1 177.00+15.5
0.1 22.66+1.3 25.66+3.5 94.66+4.3 187.83+10.6
0.01 19.00+1.4 33.83+3.7 94.33+5.5 220.00+15.7
100 20.33+2.6 22.545 118.8316. 141.00+7.7
10 23+4 22.16+3.7 99.5+6.8 168.33+10*
Promecarb 1 23.83+1.7 28.33+4.7 104.3315 192+6.9*
0.1 21.66+2.6 28.66+3.2 95.16+4.6 198.16+9.6
0.01 19.16+5.3 23.66+2.7 102.66+7.7 196.33+9.6
Kontrol 26.83+2.9 25.5+2.7 116+5.5 147+6.9
DMSO 22.66+2.2 21.66+2 97.5+4.9 131.546.9
Sodyum azid 10 1032.83+6* 1300.33+13.5%
2-aminofluorene 200 1343.5+58.2*
4-nitro-o-
. _— 200 850.5+95.1*
fenilendiamine

* Negatif kontrol grubuna (DMSO) gore revertaayssi p< 0.05 diizeyinde anlamli
(One-Way ANOVA Testi)

a pl/plak
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5. TARTISMA VE SONUC

Gun gectikgce ygamin bizlere sundiu olanaklar nerdeyse tikenmgmasina gelmeye
basladi. Buna gerek insaglunun 6fkeli diinya tahribati gerekse de kullankamyasal
maddelerin ¢oklgu olanak sglar hale geldi. Gunlik yamla beraber sik sik yiz ylze
kaldigimiz dgzal ya da yapay kimyasal kirleticilerin bir kismirkanojenik ve mutajenik
etkileriyle dengeyi biz farkinda olmadan etkilemeymsladi. Bu maddelerin
karsinojenlik ve mutajenlik etkirginin ne dizeyde oldiu uzun zamanlardir
tartisiimaktadir. “Acaba bu etkiler Dinya glé Orgutunun belirledii sinirlar icinde
mi?” seklindeki sorulara bazi test yontemleriyle stwdlarak sonu¢ bulunmaya
calsihyor.

Pestisitler, modern tarimin tamamlayici bir geidir. Uriin argina bal olarak, sebze
ve meyvelerde yilda 10-15 pestisit uygulamasi nbrkagsilanabilmektedir. Birgok
uygulamada birden fazla aktif madde kullanilabilteelr. Bu aktif maddeler 6zellikle
hastalik, zararl ve yabanci otlari 6ldirmek Gzgwgturulmuslardir. Hastalik, zararl ve
yabanci otlarin tarimsal Uretimde neden gldkayip ortalama % 20-40 arasinda
degismektedir. Bu kayiplar hasat, kurutma, depolargigne gamalarinda da devam
etmektedir. Dinya hububat Uretiminin yayla % 20’si hasat Oncesi ve sonrasi
asamalarda kaybolmaktadir. Pestisitler; hastalikadawve yabanci otlarin zararlarini
azaltmaktadir, bunun sonucunda uretim artmaktatekglikselmekte, ekonomik geri
donis yukselmektedir. Pestisit kullanimi 1940’h yillam beri tarimsal Gretimi arttiran

en 6nemli bileendif.

Pestisitin zararl etkisi, insan vicuduna ilaciusam, deri veya @z yoluyla dgrudan
girmesi sonunda olmaktadir. Pestisit ile bolg besinin yenilmesi veya icilmesi ile
toksik etki meydana gelmektedir. Pestisit kalimiriaihtiva eden bitkisel ve hayvansal
besin maddelerini yemek suretiyle meydana gelenirleemeler ise kronik
zehirlenmelerdit. Pestisitler insanlar tizerinde olumsuz etkilere pebkluklari gibi
hayvanlar, bitkiler, toprak ve su Ulzerinde degrolan ya da dolayli bazi etkiler

meydana getirmektedir. Pestisitlergyaur, rizgar gibi ¢gtli etkenlerle toprga dolayh

6 http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/031pdf 242007
7http://www.maliye.gov.tr/(:evreatlasi/08tarim.pdf.(]lB.ZOO?
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yolla ulagabilmektedir. Toprga ve bitkilere olan olumsuz etkilerinin yani siespsitler
¢ssitli hayvanlarda da olumsuzluklara sebep olmaktaBulara cgitli yollarla karisan
disik yogunluktaki bircok pestisit kalintisindan baliklarimlumsuz sekilde

etkilendikleri ve davraglarinda farkhlik meydana gelglianlasiimistir.

Karsinojen ve mutajen maddelerin ghmu ile bircok sglik sorunu olygmus ve
gunimiz hastgh haline gelen kanser riskleri argnr. Kanserojen ve mutajen
maddelerin ardiriimasinda farkli test yontemleri kullaniimaktadBunlardan bazilari
DNA hasarina sebep olan kimyasal mutajen ve kajesgenin test edildii sitogenetik
metodlardir. Bu testler, kargl&kromatid dgisimi (SCE = sister chromatid exchange)
(Trosko, J.E. 1997 ve Hamasaki et al. 1992), miltkteus testi (MN) (Wyszynska et
al. 1991 ve Majone et al. 1990), kromozom bozulreatit(CA = chromosome
aberration) (Bakale et al. 1990Ames testi (Ames 1983) ve comet testi (gen
konversiyonlari ve DNA kirllmalari) (Hayashi et 4094, Zhuleva et al. 1994) olarak
bilinmektedir.

Salmonellamikrozom test sistemi, gitli kimyasal maddelerin mutajenik 6zelliklerini
bulmak adina gefiiriimis ve birgcok tlkede yaygin olarak kullanilan kisa aain test
sistemlerinden biridir. CUnkl bu test, test paragleti acisindan en iyi standardize
edilmis ve mutajen-karsinojen etkisi en iyi bilinen kimgéar ile gecerlilgi en fazla
kabul edilm§ kisa zamanh test sistemlerinden birisidir (Mak@Ames 1983, Kaplan
vd, 2004, Watanabe-Akanuma 2005, Reid 2006, Ma#@5, ipek vd 2005, Kutlu
2005).

Deneyde Salmonella typhimuriumbakterisinin LT-2 atasal sundan in vitro
mutasyonlar sonucu elde edilen TA 98 ve TA 10gasukullaniimstir. Bu mutantlar
his bakteriler olup, his operonun glgik bdlgelerinde farkl birer mutasyon igerirler.
Salmonellahikrozom testi ile kimyasal maddelerin bu tesglauni his revertantlar
haline dongtirme 6zellikleri belirlenmektedir. TA 98 sw cerceve kaymasi
mutasyonlarina (frameshift), TA 100ssuise baz-cifti dgisim mutasyonlarina (base-
pair) kagl duyarlhidir. Deneylerde bu bakterileri kullanmaminedeni baz-cifti dgsim
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mutasyonlari ve ¢ergeve kaymasi tipi mutasyonldigar mutasyonlara gore daha fazla
siklikta goralmesidir.

Bu calsmada tarimda yaygin olarak kullanilan dort farkkstisitin (piperophos,
fenchlorphos, dioxacarb, promecarb) mutajenik dtietieri kisa zamanl test
sistemlerinden biri olan Am&Salmonellahikrozom test yontemi ile agariimistir.
AmedSalmonelldanikrozom testinde bir maddeye mutajen denilebiimeis histidin
protroflarinin sayisinin kendginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kéhasi
ya da iki katindan az olgu durumlarda doza Bh bir artis gostermesi gerekmektedir
(Maron and Ames 1983).

Yaptigimiz ¢algma sonucunda TA 98 gu icin S9 fraksiyonu vagiinda ortalama
revertant koloni sayisi 25.50£2.7, yoglinda ise 26.831£2.9 olarak bulungtwr. TA
100 syu icin ise bu dgerler sirasiyla 147,00+9,1 ve 116,00+5,5 olarakuborustur.
Ames’e (1973) gore mutant bakterisguinin kendilginden (spontan) hislurumundan
his" durumuna donginesi, belirli sinirlar icinde mimkindiir. Bu sinireA 98 igin 20—
50 revertant/plak; TA 100 icin 75-200 revertantla Bizim calsmamizdaki sonuclar
da bu dgerler arasindadir. Bu sayigleri; minimal ortamin tipi, glukoz—6-fosfgs:
NADP, fosfat tamponu, glukoz ve tuz ¢ozeltisinirrigieni, petrilerdeki minimal agarin
hacmi, top agarin miktar ve yayilmgakli, ortamdaki hava sirkilasyonu ve sicakl
etivdeki nem orani, S9 fraksiyonunun miktari, miaimagarin bilgimi ve
hazirlanmasindaki farkliliklar gibi etkilerinden ldgi desisebilmektedir (Belser et al.
1981, Boath et al. 1980).

Yapilan dger calsmalara bakgimizda bizim cabimamizda da oldiu gibi genellikle
Salmonella typhimuriunTA 98 ve TA 100 sglari daha ¢ok kullaniimaktadir. Bunun
sebebi de bu iki sun caitli mutajenlere kagi duyarhiliginin diger sylara gore daha
fazla olmasindan kaynaklanmaktadir (Asal 1985).

Piperophos maddesinin TA 98ssuile S9 fraksiyonu yokigunda yapilan ¢aimada

maddemizin 1 pl/plak, 0,1 pl/plak, 0.01 pl/plakQ@ipul/plak konsantrasyonlari geri
donUim sayilarini gmis ve bu amalar mutajenik etki gostermegdir. Cunki Ames
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test sisteminde bir maddeye mutajen denilebilmeisi elde edilen revertant koloni
sayisinin, negatif kontrol grubunun iki katindamldaolmali ya da doza Bl bir artis
olmahdir. TA 98 ssu ile S9 fraksiyonu vargiinda ise Piperophos’un 0.01 ve 0.001
ul/plak dozlarinda sirasiyla 36.33+4,9 ve 44.33t8&erleri elde edilmi ve bu
degserlerde mutajenik etki gostergtir. Bu madde ile yapilan camalarda en yuksek
desere S9 varfiinda 0.001pl/plak, en diguk desere ise S9 yokigunda 10pl/plak
konsantrasyonunda rastlanim. TA100’Un S9 yoklgunda elde edilen kendiinden
geriye dong koloni sayilari istatistiksel agidan negatif kahtgrubuna gore anlamli
bulunmazken TA 100 sunun S9 yoklgunda elde edilen ortalama revertant koloni

sayllari istatiksel acidan anlamli bulunytuur.

Cholinesteraz inhibitdri olan piperophos, ylksekzddo toksik etkiye sahiptir.
Organofosfat bilgminden olup zehirlenme durumunda bazi rahatseaakl(tikrik
salgisinin artmasi, titreme, karin ves kagrisi) yol acar. Su ile insan @asini ciddi
derecede etkileyebilir. Genelde sucul organizmalatoksik etki yaratir. Ozellikle
Havuz balgl (Carassius carassius), Kanal yayin pdlictalurus punctatus), Gokkag|
alabalgl (Oncorhynchus mykiss) ve Lepistes (Poecilia tééia) tlrlerindeki baliklarda
48 saatlik argtirmalarda LGy dezerleri 8ug/L olarak bulunurken ayni baliklarda 96
saatlik uygulama sonucunda ise s@eserleri 5pug/L olarak bulunngtur. Bu sonuclar
piperophos maddesinin orta seviyede toksik gldwrtaya cikarmgtir (Bathe et al.
1975).

Fenchlorphosyapilan cakmalarda en yuksek gere TA 100 sgunun S9 varfiinda
0.0lul/plak konsantrasyonunda, en sdié desere ise S9 yokigunda O0.0ful/plak
konsantrasyonunda rastlanigtm. S9 varlginda jug/plak, 0,Jug/plak ve 0.0lug/plak
yapilarinda elde edilen sonugclar istatistiksel agidanlamli bulunmgken dgerleri
anlamh  bulunmamgtir. Fenchlorphos maddesinin TA 98 ssuile S9 fraksiyonu
yoklugunda yapilan ¢caimada maddemizin 1Q@/plak ve 1@g/plak konsantrasyonlari
disindaki hicbir konsantrasyon geri d@din sayilarini gmadgindan bu madde TA 98
swu Uzerine direkt mutajenik etki gostermatini Bu madde ile yapilan ¢camalarda en
yuksek dger S9 varlginda 10ug/plak, en diiik dezer ise S9 yoklgunda 0.01ug/plak

konsantrasyonunda bulungtur.
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Erime noktasi 34-37°C olan fenchlorphos hafif mkltya sahiptir. Zehirleme etkileri
ishal, kas, karin ve gaz arilari seklindedir. Sucul organizmalarda toksik etkiye
sahiptir. Gokkgagl alabalgl (Oncorhynchus mykiss) ve Poecilia reticulata (s&gs)
turleriyle yapilan catmalarda 48 saatlik uygulama sonucundasd-@ezerleri 9ug/L
olarak bulunmgken 96 saatlik uygulama sonucunda 5pg/L olarakrialytur. (Wells
1967).

Dioxacarb maddesinin TA 100 guile S9 varlgl ve yokligunda yapilan deneylerde
elde edilen ortalama revertant koloni sayilari kiepehden geriye donen ortalama
revertant koloni sayisi derlerine yakin olarak saptarghr. Bu madde ile yapilan
calismalarda en yuksek der S9 varlginda 0,1 ug/plak, en diik deser ise S9
yoklugunda 0,1ug/plak konsantrasyonunda bulungtur. Bu da bize bu maddenin her
iki susta da mutajenik bir etkiye sahip olmaoh goéstermektedir. Dioxacarb maddesi
ile TA 98 syu kullanilarak S9 yoklgunda yapilan deneylerde kullanilan dozlarin
degerlerine yakin olarak saptangiir. S9’lu deneyde ise bu gerler spontan deerlerin
¢cok az Uzerinde cikitir. Bu madde ile yapilan camalarda en yuksek der S9
varhginda 0,1 pg/plak, en dgik deer ise S9 yoklgunda 0.01 pg/plak

konsantrasyonunda bulungtur.

Dioxacarb, toksik etkiye sahip bir insektisittir. id®acarb’in insan Uzerindeki
semptomlari mide bulantisi, zayiflama, eklegnlari, uywukluk ve ishalseklindedir.

Sazan ba@ (Cyprinus carpi9, Gokkwagi alabalgl (Oncorhynchus mykigsLepistes
(Poecilia reticulatg turlerindeki baliklar Gzerinde yapilan 48 ve @&tk argtirmalar,

toksik etkileri konusunda bilgi vergtir. LCso degerleri 48 saatlik agirmada ortalama
23 ug/L, 96 saatlik uygulamada ise 25ug/L olarakumustur. Maddelerin tdrler
Uzerindeki toksik doz etkisi minimum 19 pg/L ikenaksimum 33 pg/L olarak
bulunmutur. (Hejduk and Svobodova, 1980).

Promecarb maddesinin TA 98ssuile S9 fraksiyonu yokigunda yapilan ¢cajmada

maddemizin 10 pg/plak ve 1ug/plak konsantrasyogiar dongium sayilarini gmis ve

bu amalar mutajenik etki gostermegdir. TA 98 syu ile S9 fraksiyonu variinda ise
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Promecarb’in herbir konsantrasyongde ¢ok az tzerinde ¢ikgtir. Bu da mutajenik
etkinin olmadgini gostermgtir. Bu madde ile yapilan ¢amalarda en ytiksek gere S9
varhginda 0,1 pg/plak, en dgik desere ise S9 yoklgunda 0.01 pg/plak
konsantrasyonunda rastlaniftm. TA100'Un S9 yoklgunda elde edilen kendinden
geriye dong koloni sayilari istatistiksel acidan negatif kahtgrubuna gore anlamli
bulunmazken TA 100 sunun S9 yoklgunda elde edilen ortalama revertant koloni

sayilari istatiksel agidan anlamli bulungtuw.

Terleme, gozya salgilama ve farkinda olmadan idrar yapma gilkilese maruz
birakan promecarb, kolinesteraz inhibitoridir. Renkkokusuz ve kristalimsi bir
maddedir. Deri yolu ile merkezi sinir sistemini itlyen yiksek derecede toksik etki
gGsteren bir maddediinsan sgligl ve cevre igin tehlikelidir. Cocuklar icin 15-301 g
yetiskinlerde ise 50-100 g’'I 200 ml suda oldiriicii etpmaktadf

Test edilen 4 maddeninde TA 98 ve TA 10GQlaunda ortalama revertant sayilarinin
doza bgli bir ili ski gostermedii tespit edilmgtir.

S. typhimuriunTA 98 ve TA 100 sgu ile yaptgimiz ¢alsmada uygulanan tim dozlarin
S9 varlginda elde edilen ortalama revertant koloni saylariS9 yoklgundaki
revertant koloni sayilarina gore daha yuksek gldgozlemlenmtir. Bu sonugta bize
test edilen 4 maddenin de canl vicuduna gindie metabolik reaksiyonlar sonucu
olusan metabolitlerinin DNA ile etkilgmini bir miktar artirdgl distincesini akla

getirmistir.

Literatlr aratirmalarina bakfimizda test edilen kimyasal maddelerin bazilarinda
mutajenik etkiye rastlanilirken bazilarinda rasttaamstir. Bizim deneylerimizde ise
Piperophos’un 0.01 ve 0.0Qd/plak konsantrasyonlarinda mutajenik etkiye rastken

diger uygulanan tiim dozlarda mutajenik etkiye rasitaamstir.

8 http://www.epa.gov/SW-846/pdfs/8318a.pdf, 21.012200
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Sonu¢ olarak; yapiimiz deneyde uygulanan maddelerden piperophos’un 9BA
swunun S9’lu franksiyonunun 0,1 ve 0.01 pl/plak dozthsindaki dger dozlarin hig
birinde mutajenik bir etkiye rastlanilmagtir. Ancak, kimyasal bilgklerin mutajenik
Ozelliklerinin belirlenmesinde, tek bir test sisiegerine, birka¢c kisa zamanl test
sisteminin  bir kombinasyonunun kullanilmasi sonucladaha guvenilir hale
getirmektedir. Bu yizden bu maddelerin farkh testemleriyle de dgerlendirilerek

sonugclarin kagilastiriimasi ve daha guvenilir bir sonuca variimasegeektedir
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