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OZET

CANAKKALE YORESINDE KULLANILAN KULSIL FUNGUSITININ
INSAN PERIFERAL LENFOSITLERI UZERINDE
GENOTOKSIK VE SITOTOKSIK ETKIiLERININ DEGERLENDIRILMESI

Nihan AKINCI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Ciineyt AKI
03/07/2012, 80

Bu arastirmada triazol sinifi fungusitlerden myclobutanil etken maddesi igeren Kiilsil
pestisitinin insan periferal lenfosit kiiltiirleri tizerindeki genotoksik etkisi, in vitro
kromozomal anormallikleri (KA) ve mikroniikleus testi (MN) ile saptanmustir. Bu testlerin
yani sira sitotoksik etkinin belirlenmesi i¢in mitotik indeks (MI) ve niikleer béliinme
indeksi (NBI) yontemleri de kullanilmistir. Kiiltiire edilen lenfositler myclobutanilin 3,125;
6,25; 12,5; 25 ve 50 ppm’lik bes farkli dozuna 24 ve 48 saat boyunca maruz birakilmstir.
Kiilsil fungusiti 24 saatlik 3,125 ppm’lik dozu hari¢ tiim uygulamalarda kontrole gore
kromozomal anormallik frekansini doza bagli olarak anlamli derecede arttirmistir. Ayni
sekilde Kiilsil’in 48 saatlik 3,125 ppm’lik dozu hari¢ tim uygulamalar kontrolle
karsilastirildiginda mikroniikleus frekansini doza bagli olarak anlamli derecede arttirmustir.
Kiilsil fungusitinin 50 ppm’lik dozu ise her iki uygulama siiresinde de lenfositler iizerine
toksik etki gostermistir. Kiilsil fungusitinin niikleer béliinme indeksinde istatistiksel agidan
anlamli olmayan diisiise neden oldugu bulunmustur. Kontrolle karsilagtirildiginda Kiilsil
fungusiti 24 saatlik 3,125 ppm’lik dozu hari¢ tiim uygulamalarda mitotik indeksi doza
bagl olarak anlamli derecede diisiirmustiir. 24 saatlik 25 ppm ve 48 saatlik 25 ppm’lik
dozlarda mitotik indeks sirasi ile %43,75 ve %78,47°1ik diislis gostermistir. Arastirma
sonuglarma gore myclobutanil etken maddeli Kiilsil fungusitinin uygulanan doza bagh
olarak insan lenfosit kiiltlirleri iizerinde klastojenik ve andjenik etki gosterebilecegi

belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Myclobutanil, Kiilsil, Genotoksisite, Kromozom Aberasyonlari,

Mikrontikleus
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE GENOTOXIC AND CYTOTOXIC EFFECTS OF
KULSIL FUNGICIDE IN HUMAN PERIPHERAL LYMPHOCYTES
USED IN CANAKKALE PROVINCE

Nihan AKINCI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ciineyt AKI
03/07/2012, 80

In this study, in vitro genotoxic effects of Kiilsil, which includes triazole fungicide
myclobutanil, was investigated by using chromosomal aberrations (CAs) and micronucleus
test (MN) in human peripheral lymphocyte cultures. Effects of on mitotic index (MI) and
nuclear division index (NDI) were also investigated for determination cytotoxicity.
Lymphocytes were treated with 3,125; 6,25; 12,5; 25 and 50 ppm doses of Kiilsil
fungucide for 24 and 48 hours. Kiilsil fungicide significantly increased chromosomal
aberration frequency at all treatments except 3,125 ppm dose for 24 h when compared with
the control and this increase was dose-dependent in both treatment times. In the same way,
Kiilsil increased micronucleus frequency with dose-dependently at all treatments except
3,125 ppm dose for 48 h when compared with the control. Kiilsil fungicide was toxic on
lymphocytes at 50 ppm with both treatment times. Kiilsil decreased nuclear division index
but this decrease was not statistically significant. Kiilsil fungicide significantly decreased
the mitotic index with dose-dependently at all treatments except 3,125 ppm for 24 h when
compared with the control group. Most effective decreasing in mitotic index in 25 ppm
treatment when compared with the control group in 24 h and 48 h were observed
respectively 43,75% and 78,47%. The results of this experiments showed that Kiilsil
fungicide, which includes triazole fungicide myclobutanil, has clastogenic and aneugenic
effects on human lymphocytes cultures depending on dose.

Keywords: Myclobutanil, Kiilsil, Genotoxicity, Chromosome Aberrations, Micronucleus
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BOLUM 1
GIRIS

Glinlimiizde hizla artan niifus diinyanin en biiyliikk sorunlarindan birini teskil
etmektedir. Diinyanin yilizol¢iimii sabit oldugundan hatta yildan yila toprak kayiplari
yasandigindan, iiretim i¢in yeni tarim alanlar1 agilmast miimkiin olamamakta, buna karsin
niifus artisina bagh olarak yeni yerlesim yerlerinin kurulmasi, fabrikalar acilmasi ve gesitli
afetlerin meydana gelmesi ile verimli topraklarin yiizélgiimii hizla azalmakta ve bunun
sonucunda da diinya aclik sorunuyla karsi karsiya kalmaktadir. Bu sorunu ¢ézmek icin
oncelikli olarak tarim alanlarindan maksimum diizeyde iiriin aliniminin saglanabilmesi
yoniindeki caligmalara agirlik verilmistir. Bu konuda verilebilecek en iyi 6rnek 1960°h
yillarda {irlin verimini arttirmak amaci ile suni giibrelerin ve tarim ilaclarinin asiri
kullanilmast sonucunda Yesil Devrim olarak adlandirilan bir donemin yasanmis olmasidir.
Yesil devrimde tiretim, tohum-bitki-tohum dongiisiinde gerceklestirilir (Babaoglu ve ark.,
2002). Ancak Yesil Devrim gegici bir siire ile insanlart umutlandirmis olmakla birlikte
ilerleyen yillarda, asir1 miktarda kullanilan kimyasallarin yol agtigi zararlar sonucunda,
gecici olarak artan verim artisinda biiyiik diisiisler yasanmistir.

Yillardir insanlarin tarimsal zararlilar ve bitki hastaliklar: ile miicadele edebilmek
icin basvurduklar1 farkli tarimsal savasim yontemleri arasinda kiiltiirel, biyoteknik ve
karantina onlemleri ile mekaniksel, fiziksel, biyolojik ve kimyasal savas yer almaktadir.
Ancak tilkemizde uygulamasinin kolay olmasi ve iyi sonu¢ alinmasi sebebi ile daha ¢ok
kimyasal savasa bagvurulmustur. Dolayisi ile lilkemizde tarim ilaglar1 (pestisit) yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Cesitli tarim ilaglarinin kullaniminin artmasi ile birlikte gerek bu
maddelerin uygulamadaki yanlisliklar1 gerekse ileri asamadaki zararlar1 oldukca biiytlik
boyutlara ulasmis durumdadir (Oztiirk ve Tosun, 2004).

Glinlimiizde diinya niifusunun hizla artmasi ile birlikte aglik sorununun ¢oziilmesi
i¢in, tarimsal {liretimde pestisitlerin ¢ok miktarda ve kontrolsiiz bir sekilde tiiketilmesinin
(Jamil ve ark., 2004) yani sira endiistriyel atiklar, gida katki maddeleri, kozmetik
tiriinlerinde kullanilan kimyasallar, ilaglar ve sigara dumani gibi kirleticiler toplum
sagligini giderek artan boyutlarda tehdit etmektedir (Batga-Kayhan ve ark., 2009).

Bu kirleticilerin pek c¢ogunun dogrudan dogruya veya bazi metabolik
aktivasyonlardan sonra DNA ile etkileserek mutasyona ve kansere neden olduklart hemen

herkes tarafindan kabul edilmektedir.
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Insanlarin degisik yollarla maruz kaldiklar1 gesitli pestisitlerin, mutasyonlara neden
olmast durumunda, hem bireyin kendisini hem de gelecek nesilleri etkileyebilecek
anormallikler ortaya ¢ikabilir. Gorildigii gibi ¢cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri
heniiz tam olarak bilinmeyen pestisitlerin kanserojenik ve mutajenik potansiyellerinin test
edilmesi hem bireylerin kendi sagligit hem de sonraki nesillerin sagligi agisindan
gerekmektedir.

DNA’da hasar olusturan etki olarak da isimlendirilen genotoksik etki, kanser
baslatic1 bir mekanizma olarak kabul edilmekte, bu nedenle de gelistirilen ¢esitli yontemler
ile DNA’daki hasarin saptanmasi kanser riskinin belirlenmesinde yardimci olabilmektedir
(Salama ve ark., 1999). Genotoksisite testleri in vivo ve in vitro olmak tizere iki tiirlii
uygulanabilmektedir.

In vivo test sistemlerinde; mutajenik etkisi aragtirilacak kimyasallar gesitli yollarla
(beslenme, enjeksiyon gibi) deney hayvanlarina verilerek, belirli dozlarm belirli
stirelerdeki etkisine bakilir. Bu testlerde genellikle bocek (6zellikle Drosophila) (Osaba ve
ark., 2002) ve memeliler (sigan ve fare gibi) yaygin olarak kullanilir (Yilmaz, 2008).
Ancak laboratuvar hayvanlar1 ile yapilan kanserogenez deneyleri hem ¢ok pahali ve
zahmetli hem de uzun zaman almaktadir (Ames, 1979). Oysa bir genotoksisite test
yonteminde olmas1 istenen temel oOzellikler; uygulama agisindan basit olmasi, genetik
hasarlar1 belirlemede etkin olmasi, hizli sonu¢ vermesi, ekonomik a¢idan ucuz olmasi ve
analiz i¢in az sayida 6rnegin yeterli olmasidir (Scarpato ve ark., 1990).

Bu nedenle arastiricilar, pestisitler, ilaglar, gida katki maddeleri gibi kimyasal
maddelerin mutajenik ve kanserojenik etkilerinin belirlenebilmesi ig¢in hizli ve ucuz olan
kisa siireli genotoksisite testleri gelistirmislerdir.

Aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmakta olan bu test sistemleri arastirmanin
amacma ve kullanilan organizmaya bagli olarak farkli doku ve viicut sivilarinda
gerceklestirilmekle birlikte insanlarda genellikle periferal lenfositler kullanilmaktadir.
Insan mutajenitesi, genotoksisitesi ve sitotoksisitesi i¢in en iyi sonuglar insan periferal
lenfositlerinden elde edilmektedir. Periferal lenfositlerin kolay elde edilebilirligi, doku
kiiltiiriinde kolay ¢ogaltilabilmeleri ve maruziyet analizlerinde tiim viicuda dagilabilmeleri
nedenliyle periferal lenfositleri kullanmak avantajlidir (Tucker ve Preston, 1996).

Pestisit formiilasyonlari, etken maddenin yan1 sira iireticilerin gizli tuttugu ¢oziic,
seyreltici, emiilgator gibi ¢ok sayida yan {irlin icermektedir ve bu yan lriinlerin de etken

maddeler kadar genotoksik riskleri olabilmektedir (Zeljezic ve Garaj-Vrhovac; 2004).
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Arastirmamizda saf etken madde yerine pestisit formiilasyonu ¢alismamizin nedeni,
pestisitlere maruz kalanlarin, pestisitlerin sadece etken maddelerine degil bu maddelerin
sentez iriinlerine ve yan triinlerine de maruz kalmasindan dolayidir. Dolayist ile saf etken
madde yerine tiim pestisit formiilasyonunun genotoksik etkisini degerlendirmenin daha
dogru olacag diistintilmiistiir.

Arastirmamizda, insanlar iizerinde genotoksisitesi belirlenmemis ve Canakkale ilinde
yogun olarak kullanilan triazol sinifindan myclobutanil etken maddesini igeren Kiilsil
fungusitinin farkli dozlarinin, insan hiicrelerinde ne tiir zararlara yol agabilecegi yoniinde
fikir edinebilmek icin; deneysel amacl kullaniminda insan saglig1 agisindan herhangi bir
zarart olmayan, zahmetsizce elde edilerek laboratuvar sartlarinda cogaltilabilen insan
periferal lenfositleri kullanilmistir. Bu test sisteminde, periferal lenfositler kromozom besi
ortamlarinda Tretilerek kimyasal madde uygulamasinin, mikroniikleus (MN) ve
kromozomal anormallik (KA) olusturma potansiyelleri gozlenmistir. Ayni1 zamanda
sitotoksik etkilerinin ortaya konmasi icin mitotik indeks ve niikleer boliinme indeksi

degerlendirmeleri de gerceklestirilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Genel Bilgiler

Insanlar; diinya niifusunun artmasi ve teknolojinin gelismesi ile endiistriyel atiklar,
kozmetik {iriinleri, sigara dumani, gida katki maddeleri gibi ¢ok sayida kirletici ile giin
icinde devamli kars1 karsiya kalmaktadir. Bu kirleticilerin basinda tarimsal alanlardan fazla
miktarda iiriin elde etmek amaci ile kontrolsiiz bir bi¢imde ve asir1 miktarda kullanilan

pestisitler gelmektedir.
2.1.1. Pestisitler

Pestisitler, herhangi bir zararliy1 uzaklastirmak, azaltmak, baskilamak ya da bozmak
i¢in kullanilan madde ya da madde karigimlar: olarak tanimlanmaktadir. Pestisit, kKimyasal
bir madde ya da viriis ve bakteri gibi biyolojik ajan olabilmektedir (EPA, 2000). Pestisitler,
insan, hayvan ve bitki iizerinde, ¢evresinde bulunan veya yasayan, ayrica besin
maddelerinin {iretimi, hazirlanmasi, depolanmasi ve tiikketimi sirasinda onlarin besin
degerini azaltan, hasara ugratan zararlilara kars1 kullanilmaktadir (Sataloglu ve ark., 2007).
Bu zararlilar basta tarim ve bitki zararlis1 bocekler olmak tizere, ¢esitli hastaliklar tasiyan
parazitler, yabani ot ve mantarlar, insan, hayvan, ¢evre ve barinaklardaki sinek, bit, pire,
kene, uyuz, hamam bdcegi gibi ucan ve yiiriiyen canlilardir (Soydz ve Ozgelik, 2003).

Diinyada tarim tiretimini artirma ¢abalar1 yaninda insan, hayvan ve ¢evreye olumsuz
etkileri ¢cok daha az olan tarim ilag¢larimin kullanilmasi ¢alismalarina ve ozellikle 1970’li
yillardan sonra tarim ilaglar1 kullaniminin kontrollii yapildigr emniyetlilik arastirmalarina
cok daha fazla ve genis 6nem verildigi goriilmektedir. Diinyada bu gelismelere paralel
olarak Tiirkiye’de de iilke menfaatleri dikkate alinarak ruhsatli pestisitler arastirma
sonuglari 15181 altinda degerlendirmeye tabi tutulmaktadir.

Bu degerlendirmeye gore tarim ilaglari;

1. Biyolojik olarak aktif olmali,

Etkili olmali,

2

3. Giivenilir olmali,

4. Yeteri kadar stabil olmali,
5

Kullanicilar agisindan giivenilir olmali,
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Ucgiincii sahislar agisindan giivenilir olmals,
Tiiketiciler agisindan giivenilir olmali,

Besi hayvanlart acisindan giivenilir olmali,

© o N o

Yabani hayata zararli olmamali,

10. Faydali organizmalara zararli olmamali,

11. Cevre icin kabul edilebilir olmalidir (Anonim, 2005).
2.1.1.1. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler; goriintislerine, fiziksel yapilarina, formiilasyon sekillerine, etkiledikleri
zararli ve hastalik grubu ile bunlarin biyolojik donemine, igerdikleri aktif madde cins ve
grubuna, zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine gore cok degisik sekillerde
siiflandirilabilirler.

Pestisitlerin siniflandirilmasinda; etkili olduklar1 zararli grubu ve formiilasyon
sekillerine gore olan siniflandirma daha yaygin olarak kullanilmaktadir.

Pestisitlerin baz1 formiilasyon sekillerine gore siniflandirilmasi;

Toz ilaglar (Dust)

Islanabilir toz ilaglar (WP)

Emiilsiyon konsantre ilaglar (E.C veya E.M.)
Soliisyon konsantre ilaglar (SC)

Suda ¢6ziinebilir toz ilaglar (SP)

Grandiiller (G)

Peletler

Tabletler

© o N o g b~ w bR

Toz tohum ilaglar

10. Sivi tohum ilaglari

11. Aerosoller (Anonim, 2005).

Pestisitlerin bazi kimyasal tiplerine gore siniflandirilmast;
Organofosfatlar

N-metil karbamatlar

Klorlu hidrokarbonlar

Organotinler

Fenoksialifatik asitler

o 0o~ W N

Piretroidler
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7. Fenol tiirevleri (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Etkiledigi Canlinin Biyolojik Donemine Gore Siniflandirilmasi;
1. Larvisit (Larva dldiiren)

2. Ovisit (Yumurta dldiiren)

3. Adlutisit (Erginleri 6ldiiren) (Giiler ve Cobanoglu 1997).
Zararlilara Etki Yollarina Gore Siniflandirilmasi;

1. Mide zehirliler

2. Degme (Kontakt) zehirliler

3. Fumigant (Solunum) zehirlileri (Giiler ve Cobanoglu 1997).
Toksik Ozelliklerine Gore Siniflandirilmasi;

1. Fiziksel zehirliler

2. Protoplazma zehirlileri

3. Sinir sistemi zehirlileri

4. Solunum zehirlileri

5. Antikoagiilantlar (Miirk ve Cireli, 2003).

Kullanma Teknigine Gore Siniflandirilmas;

1. Dogrudan kullanilanlar

2. Suveya bir bagka ¢oziicii ile seyreltilerek kullanilanlar (Miirk ve Cireli, 2003).
Etkili Madde Gruplarina Gore Siiflandiriimast;

Canl1 kokenli olanlar (Mikroorganizma kokenliler)
Anorganik yapida olanlar

Dogal organik yapida olanlar

Bitkisel kokenli olanlar

Petrol yaglar

Sentetik organik yapida olanlar

Klorlandirilmis hidrokarbonlar

Organik fosforlular

© o N o bk wbdhd e

Karbamatlilar

[EEN
©

Sentetik piretroitler

[EEN
[EEN

. Benzoyl tiirevleri

[EEN
N

. Dinitro bilesikleri

[EEN
w

. Amin ve hidrazin tiirevleri

[EEN
=

Dinitrofenol ve esterleri (Baris, 2007).
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Pestisitler Etkiledikleri Parazit Cesitlerine Gore Siniflandirilmast;

© ®©® N o o0 b~ w b

[EEN
©

Insektisitler (boceklere kars1 kullanilan),

Akarisitler (6riimcek, bit, kene gibi parazitlere karsi kullanilan),

Afisitler (yaprak bitlerine karsi kullanilan),

Rodentisitler (sigan zehirleri)

Molluskisitler (siimiiklii boceklerin kontroliinde kullanilan),

Fungusitler (tarimda mantar zararlilarina kars1 kullanilan),

Nematositler (toprak ve bitki nematotlarina kars1 kullanilan),

Herbisitler (tarimda yabani otlarla miicadele i¢in kullanilan),

Algisitler (alglere, yosunlara kars1 kullanilan)

Bitki gelisme diizenleyicileri (tarim tiriinlerinde genellikle verim ve kalitenin

artirtlmasi amaci ile kullanilan) (Gtiler ve Cobanoglu, 1997).

Pestisitler, zehirliliklerine gore 4 sinifa ayrilirlar. Bu siniflar:

1.

2
3.
4

Sinif 1 (¢ok zehirli),

Sinif 2 (zehirli),

Sinif 3 (az zehirli),

Sinif 4 (zehirlilik bakimindan az tehlikeli olanlar) bilesikler olarak dort sinifta
toplanmistir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

Pestisitler uygulandiklar1 ¢evrede kaliciliklar: veya dayanikliliklarina gore genellikle

4 grupta toplanirlar:

1.

2
3.
4

Kalic1 olmayan pestisitler,

Orta derecede kalici pestisitler,

Kalici pestisitler,

Stirekli kalict pestisitler (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

2.1.1.1.1. insektisitler

Bitkilere ve diger canlilara zarar veren hayvansal organizmalari 6ldiirmek igin

kullanilan kimyasal maddelere insektisit adi1 verilir (Barig, 2007). Zararhilarin biiyiik bir

cogunlugu, hizli etkinligi nedeni ile kimyasal insektisitler tarafindan kontrol edilmektedir
(Jamil ve ark., 2004).

Boceklerin merkezi sinir sistemleri ¢ok gelismis olup memelilerinkine benzer. Ayni

sekilde perifer sinir sistemleri de benzerlik gosterirler. Bu nedenle insektisitlerin toksik

etki mekanizmalar1 ve hedef aldiklar1 organlar biitiin tiirlerde aynidir. Ancak bu toksik etki
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siddetli dozla (maruziyet siiresi ve diizeyi, biyotransformasyon hizi, absorbsiyon yoluna
bagl olarak) ilgilidir (Mural, 2005).

Bocek oldiiriiciilerin dogal dengeyi bozarak besin maddeleri {izerinde, toprakta ve
suda uzun siire parcalanmayan kalintilar birakarak, besin zinciri yolu ile yiiksek yapili
organizmalara ve insanlara gecerek dokularda biriktigi bilinen bir gercektir. Bdcek
Oldiiriictilerin kendileri bazen dogrudan zehirli etki gostermeseler de biyokimyasal veya
histokimyasal bir lezyon olusturan, bir ya da birka¢ metabolitin Onciisii olabilirler (Batga-
Kayhan ve ark., 2009).

2.1.1.1.2. Herbisitler

Yabanci otlarla miicadelede kullanilan kimyasal maddelere ise herbisit denilmektedir.
Istenmeyen bitkiler ve yabanci otlar1 yok etmek igin kullanilan herbisitlerin &nemi gittikce
artmaktadir. Bitkilerdeki etkilerine gore herbisitler ikiye ayrilir. Biitiin bitki tiirlerini
etkileyen herbisitler segici olmayan (nonselektif); belirli bitki tiirleri igin toksik, digerleri
icin zararli olmayanlara ise selektif herbisitler denmektedir. Bitkilerdeki etki yeri ve
kullanma sekillerine gore herbisitler ti¢ alt gruba ayrilabilir:

1. Kontakt herbisitler: Bitki yaprak ve govdesi ile temasta bitkiye zarar verirler.

2. Sistemik herbisitler: Bitkinin vaskiiler sisteminde yayilarak bitkiye zarar
verirler. Bu tip herbisitler bitkinin yaprak ve kokii ile temasta oldugunda, ¢ok
¢abuk olarak bitkinin damarlar tarafindan absorbe olur. Kuvvetli kok sistemi
olan yabanci1 otlarin yok edilmesinde kullanilir.

3. Bitkinin kok sistemini veya ¢imlenen tohumlarini etkileyen herbisitler: Topraga
karistirilan herbisit buradaki istenmeyen bitki tohumlarini yok eder (Vural,
2005).

2.1.1.1.3. Fungusitler

Fungusitler bitkilerde hastalik yapan funguslarin kontroliinde kullanilan tarim
ilaglaridir (Tezcan, 2009).

Mantarlar1 yok ederek, iirlinlerin bozulmasini engelleyen organik ve anorganik
yapida bir¢ok fungusit vardir. Bazilari ¢ok toksiktir ve birgok yaygin zehirlenmeler

goriilmiistiir (Vural, 2005).
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Fungusitler genellikle endiistri, tarim, ev ve bahgelerde ¢ok ¢esitli amaglar icin
siklikla kullanilmaktadirlar. Ozellikle tohumlarin ¢imlenmesi, depolanmasi ve tasinmasi
sirasinda, etli meyvelerin tohumlari, ¢igek ve ¢imlerin depolanma ve taginmasi sirasinda,
yiizeylere bulagan kiiflerin engellenmesi ve evlerde kullanilan hali ve kumaslarin
korunmast sirasinda fungusitler yaygin olarak kullanilirlar (Reigart ve Roberts, 1999).

Ayrica, kiiltiir bitkilerine zarar veren pas ve kiif gibi hastaliklara kars1 da fungusitler
kullanilmaktadir. Bu hastaliklarin etkisi mikroskobik mantar misellerinin ¢esitli bitki
dokularim1 ortmesi ile gerceklesmektedir. Bu hastaliklara karsi miicadele, fungusitlerin
yapraklara uygulanmasi ve bdylece sporlarin gelisiminin 6nlenmesi ile olmaktadir (Akyil,
2006)

Fungusitler etkileme sekillerine gore 3’e ayrilirlar:

e Koruyucu Fungusitler

o Bakirlilar

o Dikarboksimidler

o Dithiokarbamatlar
o Kalaylilar

o Kiikiirtler

o Nitro Bilesikler

o Oksazolidinedionlar
o Digerleri

o Sistemik Fungusitler

o Amin ve amidler
o Benzimidazoller
o Morpholinler

o Pyrimidinler

o Imidazoller

o Triazoller

o Strobilurinler

o Digerleri

¢ Biyolojik Fungusitler (Yiicer, 2008).
2.1.1.1.3.1. Triazoller

1980’lerde tanitilan fungusitlerin bu kimyasal sinifi, difenoconazole, fenbuconazole,
myclobutanil, propiconazole, tebuconazole, tetraconazole, triadimefon ve triticonazole

olmak tiizere ¢ok sayida iiye igermektedir. Bir fungusit grubu olarak diinyada en g¢ok
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kullanilanlar arasindadir (Fishel, 2005).

Triazol fungusitler, sistemik etkili ve oldukga genis etki spektrumuna sahip bir
fungusit grubudur. Funguslarda C-14 demetilasyonunu engelleyerek sterol biyosentezini
engellerler (Demirci ve Maden, 2006). Sitokrom P450 51 (Cyp 51) tim okaryotik
sistemlerde sterol biyosentezi igin gerekli olan, bitkiler, memeliler, protistalar ve
mantarlarda korunmus bir gendir. Triazoller hemoglobinde bulunan “heme” proteinini
baglama ve Cyp-bagimli enzimleri inhibe edebilme yetenegine sahip bir fungusit grubudur
(Barton ve ark., 2006; Hester ve ark., 2006; Wolf ve ark., 2006).

Triazol mantar lanosterol-14a-demetilaz aktivitesini (cyp51) baglama ve engelleme
yetenegi sayesinde pek ¢ok mantar tiiriini ve suslarim1 kontrol etmek amaci ile
kullanilmaktadir (Ghannoum ve Rice, 1999; Goetz ve Dix, 2009a, 2009b). Ergesterol
biyosentezinin bozulmasi; mantarlarin hiicre membranlarindaki toksik ara sterollerin
birikmesine, membran gegirgenliginin artmasina ve mantarlarin  biiyiimesinin
engellenmesine yol acar. Bu nedenle triazol antifungaller mantarlarda cyp51 engellemesi
icin kullanilmaktadir. Bu pestisitlerin mantar hastaliklarinin birgok tiiriine karsi kontrolde
degerli oldugu kanitlanmistir (Goetz ve Dix, 2009b).

Sistemik fungusitlerden triazol simifinda yer alan myclobutanil yiiksek verimli ve
genis spektrumlu bir fungusittir. Orta toksisiteye sahip myclobutanil genellikle bugday,
piring gibi tahillarda, baz1 sebzelerde, tohumlarda, elma ve liziim gibi meyvelerde ve konut
ve ticari ¢im iizerinde meydana gelen kiillenme ve pas hastaliklarina karst yaygin olarak
kullanilir (Sun ve ark., 2005; Goetz ve ark., 2007).

Myclobutanil, ergesterol biyosentezinden kismen sorumlu bir sitokrom P-450 enzimi
olan 24- metilen hidrolanosterol demetilaz1 engelleme yolu ile etkisini gosterir. Bu sterol
fungal hiicre membran yapisinin kritik bir bileseni oldugundan mantarlarin iiremesi ve

cogalmasi agisindan 6nemlidir (Athanasopoulos ve ark., 2003).
2.1.1.2. Pestisitlerin Tarihgesi ve Kullanim Oykiileri

Pestisitlerin kullanimi ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait bir
papiriis iizerinde bit, pire ve esek arilarina karsi insektisitlerin hazirlanigina dair kayitlar
bulunmustur.

Bugiine kadar 6000 kadar sentetik bilesik patent almasina karsin, bunlardan 600
kadari ticari kullanim olanagi bulmustur. Ulkemizde tarimi yapilan kiiltiir bitkileri, say1lart

200’1 asan hastalik ve zararlinin tehdidi altinda olup yeterli savasim yapilmadigi igin

10
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toplam {irlinlin yaklasik 1/3’1 kayba ugramaktadir. Bu kayiplarin 6nlenmesi bakimindan
pestisitlerin daha uzun yillar biiyiik bir kullanim potansiyeline sahip olacagi kuskusuzdur.
Formiilasyon olarak 30.000 ton civarinda olan pestisit kullanimimizda en yogun kullanilan

gruplar sirasi ile; herbisitler, insektisitler, fungusitler ve yaglardir (Kirimli, 2007).
2.1.1.3. Pestisitlerin Kalint1 Problemi

Tarimsal gelisme siirecinde pestisitler bir bitki koruma ajani olarak gida iiretimini
artirmada 6nemli bir arag¢ haline gelmislerdir. Fakat kullanimlari, gelismekte olan diinyada
insan saglhigi i¢in ciddi bir tehdit olusturmustur. Zehirli olan bu tarim kimyasallar
gidalarda kalintilar birakmakta ve bdylece yogunluklar1 azami kalintt sinirim
(MRL=maximum residue limit) gegtiginde hastaliklara neden olmaktadir (Rekha ve ark.
2006).

Bazi pestisitler birgok yildir yasaklanmis olmasina ragmen kaliciliga egilimleri
sebebiyle cevrede hala bulunmaktadirlar. Bu kirleticiler beslenme zincirinde yukariya
dogru birikmekte ve yaban hayat1 iizerinde gesitli etkilere yol agmaktadirlar (Mazet ve ark.
2005). Yaban hayatinda kirlenme genelde kirleticilerin besin zincirinde yukari dogru
tasinmast sonucunda oldugundan, balik gibi yiiksek lipit igeren organizmalarin bu
kirleticileri yliksek miktarda yogunlastirmasina neden olmaktadir (Bordajandi ve ark.
2003).

Gida ve yem bitkilerinde, et ve kiimes hayvanlarinda, balik ve akuakiiltiirde ve ayrica
siit ve siit irlinlerindeki pestisit kalintilar1 genelde pestisitlerin ¢esitli tarimsal
uygulamalarda, hububat depolanmasinda ve halk sagliginda dikkatsiz kullanilmalarindan
kaynaklanmaktadir (Rekha ve ark. 2006). Ayrica pestisit uygulama sikligindaki artis,
pestisit kaliciligina zemin hazirlamaktadir (Isubikalu ve ark., 1999).

2.1.1.4, Pestisitlerin Etki Bicimleri

Pestisitler canlilara iki sekilde etki eder:

a) Dogrudan etki: Deri ve solunum yolu ile veya pestisitler ile direkt temas etmis
gida maddelerinin tiiketilmesi ile bu etki ger¢eklesir. Dogrudan zehirleyici etki, zehirlilik
diizeyine ve canlilarin bu pestisitlerle temas etme derecesine baglidir. Canli biinyesine
girdikten sonra uzun siire degismeden kalabildikleri gibi, bozulmaya ugrayarak ara tirtinler

de olusturabilirler.

11
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b) Dolayh etki: Pestisit kalintilar1 igeren bitkilerin ve hayvan dokularinin besin
maddesi olarak tiiketilmesi sonucunda dolayli etki gerceklesir. Klorlandirilmis
hidrokarbonlar viicut yag dokusunda birikirler. Bu tlir besin almig canlida 6lim veya

fizyolojik bozukluklar meydana gelebilmektedir (Kirimli, 2007).
2.1.1.5. Pestisitlerin Toksisitesi

Pestisitler, amacina uygun olarak dikkatli ve uygun dozlarda kullanildiklarinda
oldukca yararhdirlar ve gliniimiizde tarimsal arazilerden yiiksek verim elde edebilmek igin
genellikle yiliksek miktarda ve yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Fakat yanlis, bilingsiz,
denetimsiz ve asir1 dozlarda kullanimi1 hem insan sagligina zarar verebilir, hem de gevre
kirliligini arttirarak diger canlilar1 olumsuz yonde etkileyebilir (Sataloglu ve ark., 2007).

Zirai miicadelede kullanilan pestisitler yalniz bunlar1 bitki yetistiriciliginde kullanan
insanlart degil, ayn1 zamanda bu pestisitlerin {liretiminde, islenmesinde, spreylemesinde ve
paketlemesinde ¢alisan isgileri de etkilemektedir (Jamil ve ark., 2004). Bu yiizden
pestisitler hem iiretim hem de tiiketim siirecinde insanlar i¢in zararlidirlar.

Tarimsal alanlara, orman veya bahgelere uygulanan pestisitler havaya, su ve topraga,
oradan da bu ortamlarda yasayan diger canlilara gegmekte ve doniisiime ugramaktadir. Bir
pestisitin ¢evredeki hareketlerini onun kimyasal yapisi, fiziksel 6zellikleri, formiilasyon
tipi, uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi faktorler etkilemektedir (Kirimli,
2007).

Ideal bir pestisit yalmizca hedef organizmay: etkileyen, ekosistemde uzun siireli
olarak kalici olmayan ve zararli g¢evresel etkileri olmayan kimyasal madde olarak
tanimlanmasina ragmen, giliniimiizde bir¢ok pestisitin ekosistemler arasinda tasindigi ve
hedef olmayan organizmalarda direkt ya da dolayli olarak cesitli toksik etkilere yol
acabildikleri bilinmektedir (Mansour, 2004). Bu toksik etkilerden ozellikle kalitim
materyali DNA {izerinde ortaya c¢ikabilecek genotoksik hasarlarin belirlenmesi biiyiik

onem tasimaktadir (Madle ve ark., 2000).
2.1.1.5.1. Pestisitlerin Cevreye Olan Etkileri

Pestisitlerin yalniz canli lizerine degil ayn1 zamanda kullanildig1 ¢evreye de toksik

etkileri bulunmaktadir.
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2.1.1.5.1.1. Pestisitlerin Toprak Kirliligi Uzerine Etkileri

Pestisitler dogrudan bitki {izerine, topraga ve tohumluga uygulanir ve bu
uygulamalardan sonra 6nemli miktari toprakta kalir (Baris, 2007). Gerek bitkiler {izerine,
gerekse dogrudan topraga verilerek yapilan tarim ilact uygulamasindan mikro ve makro
toprak flora ve faunasi etkilenir (Kocatas, 2006). Eger uygulanan pestisit kalici ise ¢evre

yoniinden ¢ok biiyiik sakincalara yol agar.
2.1.1.5.1.2. Pestisitlerin Su Kirliligi Uzerine Etkileri

Avrupa Birligi’nin yonergesine gore pestisit kalintis1 igme suyunda 0,1 pg/L, ylizey
suyunda ise 1-3 pg/L’den daha yiiksek olmamalidir (Aguilar ve ark., 1997). Ayrica
pestisitlerin belirli konsantrasyondan fazlasi akuatik organizmalar icin toksik etki
yapmaktadir (Atamanalp ve Yanik, 2001). Ancak pestisit kullanimi; tarimsal iiretim,
akuakiiltir ve toplum saghgindaki faydalarinin farkina varildikca glinden giine
artmaktadir.

Pestisitler; suda yasayan canlilara veya su kanallarinda yasayan bitkilere karsi
yapilan ilaglamalarla, yerlesim bolgelerinde kanalizasyon ve lagim sularina pestisitlerin
karismasi ile ve pestisit imalat artiklarimin desarji ile su kaynaklarina ge¢mektedirler.
Pestisitler ayn1 zamanda yagmur sulari, drenaj sulari, ylizey akislart ve sulama sularina
karisarak da bu sulara kontamine olurlar. Ayrica sivrisinek uygulamasinda oldugu gibi
dogrudan suya yapilan uygulamalar sonucunda pestisitler su bitkileri veya dip ¢amurlari
tarafindan tutulurlar (Atamanalp ve Yanik, 2001).

Pestisitlerin baliklara etkileri ise degisik sekillerde goriiliir. Yumurta koymayr ve
tiremeyi durdurmak suretiyle ya da direk olarak o6ldiirme yoluyla balik populasyonu
tizerinde etkili olabilmektedirler. Bu letal etki balik tiirline ve pestisitin kimyasal yapisina
bagli olarak degisir. Ayrica dokularda meydana getirdikleri hasarlar ile baliklarda
duyarliliga yol acarak, baliklarin mevsimlik 1s1 degisimlerinden ve gegici agliktan
gereginden fazla etkilenmesine yol acarlar (Atamanalp ve Yanik, 2001).

Kisaca farkli yollarla sulara bulasan pestisitler sudaki organizmalar1 kotii yonde
etkilemekte ve bu organizmalarin dokularinda hasara, iiremelerinde bozukluguna, direng

azalmasina hatta 6liimlere yol agmaktadir.
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2.1.1.5.1.3. Pestisitlerin Hedef Olmayan Organizmalar Uzerine Etkisi

Pestisitler toksik yapilar1 nedeni ile hedef alinan zararlilarin disinda, dogrudan ve
dolayl1 yollarla insan ve ¢evresine olumsuz etkiler gostermektedir (Mansour, 2004).

Tarimsal savasimda kullanilan pestisitler hedef organizmalar1 yok ederek {iriin
artisina neden olduklar1 gibi ayn1 zamanda hedef olmayan canlilarda da ¢esitli hasarlara
yol acabilirler. Bu maddeler hedef olmayan organizmaya cesitli yollarla bulagmakta ve bu
organizmada pankreas hasarina (Weizman ve Sofer, 1992), sinir sisteminde akut ve kalict
hasara, endokrin sistem ve immiin sistemde fonksiyon bozukluguna, iireme organlar1 ve
akciger gibi organlarda hasara, kansere (Mansour, 2004) ve dogum kusurlarina (Garcia ve
ark., 1998; Mansour, 2004) yol acabilmektedir. Pestisitlerin etkiledigi sistemlerden biri de
viicuttaki en donemli koruyucu sistemlerden olan antioksidan sistemdir (Comelekoglu ve
ark., 2000).

Pestisitler spesifik olmadiklar1 i¢in sadece hedef organizmalar1 6ldiirmez, omurgali
ve omurgasiz diger organizmalar1 da etkilerler. Zararli etkilerin siddeti, pestisite ve
formiilasyonun tipine, uygulama sekline ve tarimsal arazinin tipine bagli olarak
degismektedir (Kirimli, 2007).

Topraga uygulanan pestisitlerin %10-30’u, piiskiirtiilen pestisitlerin %50-75’1 hedef
canlilara ulagmamakta, bunun yerine bu oranlar ¢evreye tasinarak bitki ve hayvanlara
gecebilmektedir. Sucul cevreler karmasik bir topluluk olusturan pestisitler tarafindan
etkilenmekte, bunun en biiyiik kaynagini tarim olusturmaktadir (Ribeiro ve ark., 2005).

Zararli populasyonunu baski altina alan, onlarin asir1 ¢ogalmalarini Onleyen en
onemli faktor olan dogal diismanlar kullanilan pestisitlerden en fazla etkilenen canlilardir.
Genellikle avct bocekler olan dogal diismanlar fazla hareketlilikleri nedeni ile daha fazla
pestisit bulagsmasina ugramakta ve bu uygulamadan ¢ok zarar gérmektedirler. Bu nedenle,
bunlarin baski altinda tuttugu ikinci dereceden bazi zararlilar zararli konumuna
geemektedirler (Siirmeli, 2003; Akyil, 2006).

Tiirkiye’de pestisit kullanim1 ve ruhsatlandirmasi 1957 yilindan bu yana 6968 sayili
Zirai Miicadele ve Zirai Karantina Kanunu ile yasal olarak kontrol altinda tutulmaya
calistlmigtir. Ancak 2008 yilinda yapilan yeni diizenlemelerle bu yasa daha etkili hale
getirilmistir. Bu kanuna dayanilarak cikarilan yonetmeliklerle de 6zel konular gilivence
altina alinmaktadir. Ancak, genelde pestisitlerin, 6zelde ise fungusitlerin hedef dis1 etkileri

halen yeterince dnemsenmemektedir (Tezcan, 2009).
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2.1.1.5.2. Pestisitlerin insanlara Etkisi

Pestisitlerin insanlara etkilerinin degerlendirilmesinde tam niteligi bilinmeyen bir¢ok
etmen bulunmaktadir. Yas, cins, irk, beslenme diizeni, saglik durumu, etkilenim siiresinin
uzunlugu ve bigimi, pestisit dozu, pestisitlerin etkisi altinda kalan kisilerin etkilenimlerini
ve sonuglarini 6nemli boyutlarda degistirmektedir (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Pestisitlerle insanlarin temasi; ila¢ {iretimi, tasima, depolama, kullanma ve ilag
kalintis1 i¢eren tirtinlerin tiiketimi ve is kazalar1 sirasinda olmaktadir. Bu etkilesim sonunda
pestisit, insan viicuduna agiz, deri ve solunum yolu ile girmektedir (Baris, 2007).

Agiz yolu ile

Pestisite maruz kalma; agiz yolu ile, kaza ile ya da dikkatsizlik ile olmaktadir.
Ornegin, pestisit uygulanmis meyvelerin yikanmadan tiiketilmesi pestisitin agiz yolu ile
viicuda alinmasina neden olabilmektedir.

Deri yolu ile

Buharlagsmayan pestisitleri kullanan bireylerin yaklasik % 90’1 pestisite deri yolu ile
maruz kalir. Ornegin, pestisit karistirilirken ya da uygulanirken deri ile temas edebilir. Sivi
pestisitler kadar toz, pudra ve graniil gibi kuru pestisitler de deri yolu ile absorbe edilebilir.
Pestisitin dermal toksisitesi, deri tarafindan absorbe edilme orani, kontamine olmus derinin
buytikligl, deri ile temas eden materyalin deride kalma siiresi ve derideki pestisitin
miktari, bu maddelerin zararl etkiler olusturmasinda 6nemli etkenlere sahiptir.

Soluma yolu ile

Ozellikle gaz halindeki buharlasabilen pestisitler olmak iizere, toz ya da partikiil
halindeki pestisitler de soluma yolu ile viicuda alinabilir (Nesheim ve ark., 2005; Yavuz-
Kocaman, 2007).

Pestisit’in insanlara etkisi kendi kimyasal yapisindan veya “metabolit” adi verilen
parcalanma iiriinlerinden ileri gelebilir. Bu maddelerin bir kismi birikime ugradigi igin, bir
kism1 da birikmedigi halde sinir hiicrelerinde tahribat yaptig1 i¢in ¢ok tehlikeli sonuglar
dogurabilmektedir (Baris, 2007).

Pestisitlere direk veya indirek maruz kalan insanlarda kanser frekansinin arttigi
gozlenmistir (Findikli ve Tiirkoglu, 2010). Pestisitlerin 16semi (Brown ve ark., 1990), deri,
dudak, mide, beyin ve prostat kanseri (Blair ve Zahm, 1995), mesane kanseri (Viel ve
Challier, 1995), pankreas kanseri (Ji ve ark., 2001), non-hodgkin lenfoma (Waddel ve ark.,
2001; Zheng ve ark., 2001; Chiu ve ark., 2004; Chiu ve Blair, 2009) gibi kanserlere
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yakalanma riskini arttirdigi bildirilmistir. Pestisitlerin ayn1 zamanda parkinson (Jenner,
2001) gibi genetik hastaliklara yol agtig1 ve kanserojenik etkilerinin yaninda teratojenik

etkilerinin de olabildigi (Garcia ve ark., 1998) bildirilmistir.
2.1.1.6. Pestisit Tiiketimi

Diinyada ve iilkemizde tarim alanlarindaki zararlilar1 yok etmek ve daha kaliteli iiriin elde
etmek amaci ile pestisitler yogun olarak kullanilmaktadir (Comelekoglu ve ark., 2000).
Tirkiye’de yillik pestisit tiiketimi, yillik inis ve ¢ikiglara ragmen, 1979-2007 yillar
arasinda %270 oraninda artmigtir (Delen, 2008). Bu deger yillik olarak %9.64’¢ karsilik
gelmektedir. Ozellikle son yillardaki onemli artiglar dikkat cekicidir. Pestisit tiiketimimiz,
2002 yilinda 12.199 ton iken, 2006 yilinda yaklasik %50 artis ile 18.258 ton ve 2007°de de
%24,22 artarak 22.681 ton olmustur (Yesil ve Ogiir, 2011).

Tiirkiye siralamasinda uzun yillardir insektisitler ilk sirada yer alirken fungusitler
ikinci sirada yer almaktadir. Geligsmis lilkelerin cogunda ise siralamada herbisitler birinci,

fungusitler ise ikinci siradadir (Tezcan, 2009).
2.1.2. Genotoksisite Testleri

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri heniiz tam olarak bilinmeyen bu sentetik ve
dogal maddelerin kanserojenik ve mutajenik potansiyellerinin test edilmesi hem bireylerin
kendi sagligt hem de sonraki nesillerin sagligr agisindan gerekmektedir. Bunun i¢in bu
kimyasallar ¢esitli genotoksisite testleri ile incelenmektedir.

In vivo test sistemlerinde; mutajenik etkisi arastirilacak kimyasallar ¢esitli yollarla
(beslenme, enjeksiyon gibi) deney hayvanlarina verilerek, belirli dozlarin belirli
sirelerdeki etkisine bakilir. Bu testlerde genellikle bocek (6zellikle Drosophila) (Osaba ve
ark., 2002) ve memeliler (si¢an ve fare gibi) yaygin olarak kullanilir (Y1lmaz, 2008).

In vitro test sistemlerinde genotoksik etkisi arastirilacak madde deney hayvanindan
veya insandan alinan dokulara belirli dozlarda belirli siire uygulanir. Bu testlerin in vivo
testlerden farki, test edilen kimyasalin canliya degil ondan alinan dokuya dis ortamda
uygulanmasidir (Mamur, 2009). Kisa zamanl testler (short-term tests) diye bilinen bu
testlerle kimyasal maddelerin belirli genetik sistemlerde belirli sonuglar verip vermedikleri
Ol¢iilmekte ve elde edilen sonuglarla kimyasal veya etken maddelerin kanserojenik veya

mutajenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmaktadir (Y1lmaz, 2008).
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Glinimiizde genotoksik etkilerin incelenmesi amaci ile gergeklestirilen
arastirmalarda temel olarak alinan ve mikroorganizmalar, bocekler, bitkiler, omurgali
hayvanlar, insanlar iizerinde uygulanabilecek c¢ok sayida genotoksik test metodu
bulunmaktadir.

Ames testi (Salmonella/mikrozom test sistemi) Dr. Bruce Ames tarafindan
gelistirilen, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin arastirilmasinda yaygin olarak
kullanilan, mutajen-kanserojen etkisini etkili sekilde 6l¢ebilen kisa zamanli bakteriyel test
sistemlerinden birisidir (Maron ve Ames, 1983). Bu testin temeli, yapay mutasyon
olusturulmus olan Salmonella typhimurium tiiriiniin histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis (his-) olan suslarinin, test bileseni ile muamelesinden sonra tekrar bir mutasyon
gecirip his+ haline doniismesi esasina dayanir (Ames ve ark., 1973).

Allium testi, kisa siireli genotoksisite testlerinden bir digeridir. Hizli ve hassas bir
testtir. Allium testinde kullanilan bitkiler Allium sativum ve Allium cepa tiirleridir. Bu testte
kullanilan tiirler, ucuz olmalari, kolayca ¢imlenebilmeleri, kromozomlarinin az ve biiyiik
olmasi, koklerinin ortama verilen kimyasallarla dogrudan etkilesim halinde olmas1 nedeni
ile tercih edilmektedir (Fiskesjo, 1985). Allium testini ilk kez 1938 yilinda Levan
kullanmis daha sonra da Fiskesj0 bu metodu degisik kimyasallarin toksisitesinin
belirlenmesinde standart bir metod olarak kullanmaya baslamistir (Fiskesjo, 1985; Rank ve
Nielson, 1993).

Bocek denemelerinde ise Drosophila melanogaster L. tiirii ile yapilan testler yaygin
olarak kullanilmaktadir (Ekebas ve ark., 2000). Drosophila sp. tiiriinde en ¢ok uygulanan
test cinsiyete bagh resesif letalite testidir (Mamur, 2009). Drosophila sp. wklari ile
gerceklestirilen bir diger mutajenite metodu somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART)’dir. SMART teknigi, c¢esitli kimyasallarin etkisine birakilan mutant isaret
genleri nedeniyle heterozigot fenotipe sahip larvalardan olusan ergin sineklerin kanat
hiicrelerindeki mutajenik etkinin fenotipte gézlenmesine dayanir (Ekebas ve ark., 2000).

Komet (=kuyruklu wyildiz), tek hiicre jel elektroforezi (Single Cell Gel
Electrophoresis (SCGE)) testi, 6zellikle son yillarda gelisen ve ¢esitli kimyasal ajanlarin
olusturduklart DNA tek zincir kiriklarimi belirlemek i¢in kullanilan metodlardan biridir
(Singh ve ark., 1988; Tice ve ark., 2000; Poletta ve ark., 2008). Bu metodun 6zelligi, bir
elektrik alaninda, kirilan DNA molekiillerinin, bozulmamis DNA molekiillerine nazaran
daha hizli hareket etmelerine dayanmaktadir (Singh ve ark., 1988). DNA hasarmin

gostergesi olan hiicrelerin niikleusundaki fragmentlerin hizli go¢iiyle bir kuyruklu yildiz
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goriiniimii olustururlar (Poletta ve ark., 2008).

Kardes kromatid degisimi (KKD); mutajenite ve kanserojenitenin saptanmasinda
kullanilan en etkili metodlardan biridir. Kardes kromatid degisimi, bir kromozomun iki
kromatidinin homolog bolgelerinde kromatitlerin kirillan parcalar1 yer degistirdikten sonra
yeniden birlesmesi sonucunda olusmaktadir (Hagmar ve ark., 2001; Baltac1 ve Zeyneloglu,
2004). Kardes kromatid degisimi testi g¢esitli ¢evresel ajanlarin mutajenik/kanserojenik
potansiyelini 6lgmek i¢in kullanilan oldukg¢a hassas bir testtir (Lambert ve ark., 1976; Hill
ve ark., 1997; Baltaci ve Zeyneloglu, 2004). Mitoz boliinme sirasinda olusan kardes
kromatid degisimlerinin  frekansinda meydana gelen artislar, genotoksisitenin
degerlendirilmesinde ve DNA hasarina neden olan ajanlarin erken biyolojik etkilerinin
belirlenmesinde olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilan sitogenetik belirleyicilerden biridir
(Bolognesi, 2003).

Kromozomal anormallik (KA) testi, kiiltiire alinmis periferal lenfositlerde
kromozomal anormallik frekansini belirlemek ve iyonize radyasyon ile genotoksik oldugu
bilinen veya siiphelenilen maddelere maruziyeti ya da maruziyetin biyolojik etkilerini
degerlendirmede 1960’lardan itibaren siklikla kullanilan 6nemli bir yontemdir (Hagmar ve
ark., 1994; Sivikova ve Dianovsky, 1999; Natarajan, 2002).

DNA hasarmin hiicre boliinmesi sirasinda kontrol edildigi noktalar vardir. DNA
hasarlarina kars1 oldukga duyarli olan bu kontrol noktalari; mitozdan 6nce yer alan G2/M
kontrol noktasi, DNA replikasyonundan 6nce yer alan G1/S kontrol noktast ve S kontrol
noktasidir (Dasika ve ark., 1999). Olusan kromozomal anormaliklerin ¢ogu, hasar gormiis
olan bu kromozomlarin, bu kontrol noktalarinda tamir edilememesi veya yanlis tamir
edilmesi sonucunda ya da mitoz veya mayozda kutuplara go¢ sirasinda olusan
anormalliklerden kaynaklanmakta ve metafaz asamasinda mikroskobik diizeyde
gozlenebilmektedir (Hagmar ve ark., 1998; Ji ve ark., 2001; Bolognesi, 2003).

Yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri en 1iyi metafaz asamasinda
gozlendiginden, kiiltiirde ¢ogalan hiicreleri metafaz asamasinda tutmak gerekmektedir.
Bunun i¢in insan lenfosit kiiltiirline tiibiilin polimerizasyon inhibitorii olan kolsemid veya
kolsisin eklenir ve kromozomlar kolayca gozlenebilir (Albertini ve ark., 2000).

Lenfositlerdeki DNA hasarinin frekansi, DNA onarim siirecleri, apoptoz ve nekroz
yoluyla kandan agir hasarli hiicrelerin kayb1 ve hiicre yenilenmesinden dolayr drnekleme
ve maruziyet arasindaki siire arttikga diiser. Bu yiizden hiicreler en ge¢ 2 giin iginde
toplanmalhidir.  Aksi  takdirde pozitif klastojenik  etkilerden dolayr  hiicreler
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sayillamayabilirler (Albertini ve ark.,, 2000). Bundan dolay1 olusan anormallikleri
gozleyebilmek igin yapilan testlerde kimyasal madde uygulamasindan sonraki siire iyi
ayarlanmalidir.

Insan periferal lenfositlerinde yapilan kromozom anormallikleri testi hedef
dokulardaki kanserojenik siireglerin benzerini yansitmasindan dolayr anormal lenfositlerin
seviyesi, kansere egilimli dokulardaki hasar seviyesini gosterir. Bu kromozom
anormallikleri testinin kanser riskinin gostergesi oldugu diisiiniilmektedir (Hagmar ve ark.,
1994; Bonassi ve ark., 2000, 2005, 2007). Hatta yapilan galismalar KA frekans ile artan
kanser riski arasinda pozitif bir iliski oldugunu géstermistir (Hagmar ve ark., 1998;
Natarajan, 2002; Bolognesi, 2003). KA’lerinin her iki tipi (kromatid tipi- kKromozom tipi)
de kanser riskinin gostergesidir. Ancak bazi veriler kromozom tipi KA’lerinin kanser
riskini belirlemede kromatid tip anormalliklere gore daha bariz Ongorii niteliginde
oldugunu gostermektedir (Norppa ve ark., 2006; Boffetta ve ark., 2006).

Mikroniikleus (MN) Testi, genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesi igin
kullanilan sitogenetik testlerden birisidir (Heddle ve ark., 1991; Fenech, 2002).
Mikroniikleus testi basit ve hizli ve ekonomik olmasindan dolayr genetik toksikoloji
calismalarinda ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir (Fenech, 1993 ve 2000).

Yapilan ¢alismalar, baz1 genotoksik ve sitotoksik ajanlarin, kromozomlarin kirilmasi
ve kaybina, disentrik kromozom olusumuna (niikleoplazmik kopriiler), gen
amplifikasyonlarina, nekroza ve apoptoza sebep olduklar1 tespit edilmistir. Bu hasarlarin
Olgtimlerinde MN yontemi kullanilmaktadir (Sekil 1) (Fenech, 2000 ve 2006).
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Sekil 1: Sitotoksik ve genotoksik ajanlarin etkisi ile mikroniikleus olusumu, apoptozis
ve nekroz (Fenech, 2006).

Mikroniikleuslar, spontan olarak ya da genotoksik maruziyete yanit olarak (Falck ve
ark., 1997) esas c¢ekirdege dahil olmayan asentrik fragmentlerden (sentromeri eksik
kromozom fragmentleri) koken alan veya anafazda sentrik elementler kutuplara ¢ekilirken
1g ipliklerine baglanamayan bir veya birka¢ kromozomun daha sonra etrafinda ¢ekirdek
zar1 tesekkiil etmesi ile olusurlar (Ford ve ark., 1988; Fenech, 1993, 1998 ve 2000; Feng ve
ark., 2005; Pala ve ark., 2008; Eroglu ve ark., 2010).

Fragment kayb1 ve mikroniikleus olusumu muhtemelen hiicrenin ve komozomlarin
boyutuna ve sekline bagli olarak bir hiicre tipinden digerine farklilik gdstermektedir
(Heddle ve ark., 1991).

Mikrontikleus yontemi ile cesitli kimyasallarin ve fiziksel ajanlarin sebep olduklari
anojenik ve klastojenik etkiler belirlenebilir (Kirsch-Volders ve ark., 1997; Norppa ve
Falck, 2003; Eroglu ve ark., 2010).

MN sayisindaki artig, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi
uyaran ajanlar, sentromer bdliinme hatalarina ve ig iplikgiklerinde fonksiyon

bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna
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katkida bulunmaktadir (Majer ve ark., 2001; Demirel ve Zamani, 2002).

MN ilk defa Howell tarafindan 1800’lii yillarin sonunda eritrositlerin
sitoplazmasinda tanimlanmis ve niikleer materyalin fragmenti olarak adlandirilmistir. Daha
sonra 1900’li yillarin baginda da Jolly tarafindan Howell’in ¢alismalar1 desteklenmistir
(Kirsch-Volders ve ark., 2003). MN’ler bunun i¢in hematolojide “Howell-Jolly Cisimleri”
olarak adlandirilirlar (Fenech, 2000; Kirsch-Volders ve ark., 2003). Bu ¢alismalardan
sonra benzer yapilar Brenneke (1937) tarafindan fare ve sigan embriyolarinda, Thoday
(1951) tarafindan Vicia faba 'da gézlenmistir. (Kirsch-Volders ve ark., 2003). 1959 yilinda
Evans ve arkadaglar1 Vicia faba kok uglarinda goézlemledikleri MN’lerin asentrik
fragmentlerden meydana geldiklerini ve mitozun son evresinde yavru gekirdeklerden
ayrilarak olustuklarini belirlemislerdir (Evans ve ark., 1959; Timoroglu, 2009) ve ilk defa
sitogenetik hasarin belirlenmesindeki kullanighihigini kesfetmislerdir (Kirsch-Volders ve
ark., 2003). Boller ve Schmid 1970’de, Heddle 1973’te kimyasallarin genotoksik etkilerini
belirlemede kemik iligi eritrositlerinde MN olusumlarini degerlendirmislerdir (Kirsch-
Volders ve ark., 2003). Daha sonraki yillarda Countryman ve Heddle (1976) bu yontemi
1sinlanmig insan lenfosit kiiltiirlerinde belirlemeye ¢alismisladir (Kirsch-Volders ve ark.,
2003). Yontemin kabul gérmesi yavas olmustur, ¢iinkii degerlendirmeye alinan hiicrelerin
boliinme gegirip gegirmedigini saptamak giigtiir (Y1lmaz, 2008).

Boliinebilme yetenegi olan her hiicrede mikroniikleus meydana gelebilmektedir. Bu
olay herhangi bir kimyasala maruz kalmadan da olusabilmektedir. Yani in vitrodaki
boliinme safhasinda olmayan bir niikleuslu bir hiicreye bakildiginda var olan bir
mikroniikleusun kendiliginden mi olustugunu yoksa uygulanan bir kimyasalin m1 sonucu
oldugu anlasilmaz. Fakat boliinme esnasinda karyokinezden sonra sitokinezden Once;
kendiliginden olusan mikroniikleuslar kaybolur, kimyasalin etkisi ile olusanlar kalir.
(Tomanin ve ark., 1991; Eke, 2007)

1985 tarihinde, Fenech ve Morley, kiiltiir ortamindaki hiicrelere sitokalasin B
ekleyerek boliinen hiicreleri tanimlamak tizere bir yontem gelistirmislerdir. Sitokalasin B
Helminthosporium dematioideum tiiriine ait bir metabolittir; sitokinezi engeller, fakat
cekirdek boliiniir ve ¢ekirdek boliinmesi gegiren hiicrelerden iki ¢ekirdekli hiicreler olusur.
Sitokalasin B, bdliinen hiicrenin ikiye ayrilmasini uyaran mikroflamentleri olusturacak
aktin polimerizasyonuna neden olan plazma membranindaki molekiil agirligi biiyiik
yapilara baglanarak sitokinezi inhibe eder (Fenech ve Morley 1985). Bu 6zelligi nedeni ile

niikleer boliinmeyi durdurup biniikleer hiicreler olusmasini saglar (Fenech ve Morley,

21



BOLUM 2 — ONCEKI CALISMALAR Nihan AKINCI

1985; Fenech, 1993; Parry ve ark., 1997; Bonassi ve ark., 2001; Giiven ve ark., 2006). Bu
sayede biniikleat hiicreler kolaylikla tespit edilerek kiiltiirdeki tek mitoz geciren
hiicrelerdeki mikroniikleuslar degerlendirilir (Sekil 2) (Fenech ve Morley, 1985; Peace ve
Succop, 1999; Giiven ve ark., 2006). Kimyasalin etkisi ile olusan MN’ler kaldigi igin, iki
niikleuslu bir hiicreye bakildiginda mikroniikleus gozlenmisse bu verilen kimyasalin

genotoksisitesinin bir gostergesidir (Tomanin ve ark., 1991; Eke, 2007).

- .. Sitokalasin B ile
Kimyasal veya fiziksel sitokinezin bloklanmasi

mutagen

Interfaz Anafaz Telofaz h-‘Iil_{l‘.C.)lli'lklEllf tagiyan
biniikleat hiicre

Sekil 2: Sitokinezin bloklanmasi yontemiyle MN iceren biniikleat hiicrenin olusumu

(Sekeroglu ve Ath-Sekeroglu, 2011).

MN testi i¢in sadece lenfosit hiicreleri ayn1 zamanda; {iriner sistem epitel hiicreleri,
eritrositler, kemik 1iligi, damak, dil, dudaklarin i¢ kismi, ve fibroblastlar da kullanilmistir
(Fenech ve ark., 1999; Kirsch-Volders ve Fenech, 2001). Ancak insanlarda periferal
lenfositlerde mikroniikleus uygulamasi ile hedef doku toksisitesi yerine total viicut
maruziyeti degerlendirilmektedir (Fenech, 1993). Bu yiizden genotoksisite ¢aligmalarinda
genellikle periferal kan lenfositleri kullanilmaktadir.

In vitro caligmalarda izole lenfositler yerine, tam kanin kiiltiire alinmasinin,
mikroniikleus yonteminde daha iyi deneysel kosullar ve sonuglar sagladigi Onerilmistir
(Migliore ve ark., 1989).

Bazi arastirmacilar klastojeniteye sahip olan kimyasallar ile andploidiyi sebep olan
kimyasallarin ayirt edilmesi icin MN ydnteminde bazi modifiye islemlerden gegirmislerdir.
Olusan MN biiyiikligiine bakilarak klastojenler ve anojenler tespit edilmistir. Kiiglik
MN’lerin asentrik kromozom fragmenti igerdikleri ve klastojenlerce uyarildiklari; biiyiik
MN’lerin ise tam kromozom igerdikleri ve anojenlerce uyarildiklarini belirtmislerdir (Sekil

3) (Countryman ve Heddle, 1976; Sato ve Tomita, 2001; Demirel ve Zamani, 2002).
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Sekil 3: Klastojen ve anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki mikroniikleuslar
(Sekeroglu ve Ath-Sekeroglu, 2011).

Mikroniikleus degerlendirmesinde kullanilan 6lgiitler;

Esas cekirdek ile ayn1 yapiya sahip olmalidirlar.

Caplar esas ¢ekirdegin 1/3’1 ile 1/16°s1 arasinda bir biiytikliikte olmalidir.

Biniikleat hiicre i¢inde yer almalidir.

e Hiicrenin sitoplazma sinirlari belirgin olmalidir.

Ana ¢ekirdege niikleoplazmik koprii ile bagli olmamalidir.

Esas cekirdekten ayr1 oval veya yuvarlak olmalidir.

Niikleer olmayan partikiillerden farkli olarak 15181 yansitmamalidir. Asil
cekirdekle ayni renkte gozlenmelidir (Fenech ve ark, 2003).

Ayni zamanda MN’ler ana ¢ekirdege temas edebilir; ancak {ist iiste ¢cakismamali ve
mikroniikleer smir c¢ekirdek smirindan ayirt edilebilir olmalidir. MN’ler genellikle
cekirdek ile ayni1 yogunlukta boyanmalidir; ana c¢ekirdek bazen daha yogun boyanabilir
(Fenech, 2000; Fenech ve ark., 2003).

Mikroniikleuslar sayilirken dikkat edilmesi gereken bazi hususlar bulunmaktadir:

e Ana niikleuslar ayr1 olabilirler ancak boya yogunluklari, desenleri ve

boyutlar1 esit olmalidir,
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e Ana niikleuslar birbirlerine degebilir ya da kismen {ist {iste binmis olabilirler,
ancak niikleer sinirlar1 ayirt edilir olmalidir.
e Ana niikleuslar komsu hiicrelerden sitoplazmik izlerle agik¢a ayr1 olmalidir
(Fenech, 2000).
Bu hiicreler sayilirken asagidaki hiicreler sayilmazlar;
e Ug, dort ya da daha fazla niikleusa sahip olanlar
e Ana niikleuslar1 esit boyda olmayanlar,
e Apoptoz durumundaki hiicreler (Fenech ve ark., 2003)
Sitokalasin kullanilarak yapilan MN yonteminin asagida siralanan avantajlar
bulunmaktadir.
e Boliinmeye ugramis hiicreler ile boliinmeye ugramamis hiicrelerin

birbirinden ayrilmasini kolaylastirir.

Disentrik kromozomlarin, niikleoplazmik kopriiler seklinde tayinine olanak

VErir.

Hiicre proliferasyonu degerlendirilebilir.

Olusan mikrogekirdekler hiicre i¢inde kalacagindan mikroskop altinda tayin

edip saymak daha kolaydir.

Doz-cevap iliskisinin belirgin bir sekilde gozlenmesine imkan saglar
(Fenech, 2000; Kirsch-Volders ve ark., 2003).
MN oranin etkileyen faktorler

e Yas

e Cinsiyet

e Sigara kullanimi

o Alkol tiikketimi

¢ Viral enfeksiyonlar

o X151

e Gamma 1s1n1 (Eroglu ve ark., 2010)

¢ Diyetle alinan folat miktarinin diisiik olmasi

e Vitamin B;, ve homosisteinin plazma diizeyleri (Fenech ve ark., 1998, 1999;
Bonassi ve ark., 2001).
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Lenfositlerdeki MN frekansinin kanser riski ile korele oldugu bilinmektedir (Bonassi
ve ark., 2007; Wultsch ve ark., 2011). Ayrica in vivo insan periferal lenfositlerindeki MN
frekansiin artis1 kanser riskini isaret etmektedir (Bonassi ve ark., 2007; Yavuz-Kocaman
ve Topaktas, 2007).

Dokulardaki MN frekanst ile kanser gelisimi arasinda dogrudan bir iliskinin
oldugunu gosteren ¢ok sayida bulgular bulunmaktadir. Bu bulgular;

e Kanserli hastalarin periferal kan lenfositleri ile hedef dokularindaki MN
frekansinin belirgin artisi.

¢ Bloom sendromu ve ataksi telenjiektazi gibi konjenital hastaliklarin hem MN
frekansin1 anormal derecede yiikseltmesi hem de kanser olma riskini
arttirmasi.

e Iyonizasyon radyasyonu, etilen oksit, benzen, sigara i¢imi gibi insan ve
hayvanlarda MN frekansini yiikseltebilen bazi ajanlarin genotoksisite ve
kanserojenite arasinda anlamli bir korelasyon olmast.

Tiim bu bulgular MN ile kanser arasinda nedensel bir iligkinin olabilecegini
gostermektedir (Fenech ve ark., 1999).

Mitotik indeks (MI) testi, kimyasal bir mutajenin sitotoksisitesi cesitli testler
kullanilarak tahmin edilebilir. Bu testlerden en ¢ok kullanilan ise MI’tir. Lenfosit kiiltiirii
kullanildiginda, toksisite dl¢iisii olarak MI’in kullanimi kabul edilebilir (Celikler ve ark.,
2010). MI analizi metodlarin in vivo ve in vitro calismalarin her ikisinde de kullanilan
sitogenetik testtir. MI testi hiicrelerin ¢ogalmasini karakterize etmek ve mitotik ilerlemeyi
indiikleyen veya inhibe eden kimyasallar1 tanimlamak icin kullanilir. MI béliinmeden
onceki interfazdan biitiin dongiiye katilan hiicre populasyonunun orani ve interfazin bagil

uzunlugu ile fark edilebilir mitotik asamalar1 olmak tizere iki faktore baghdir (Eroglu ve
ark., 2010).

2.2. Cesitli Pestisitlerin Genotoksisiteleri ile ilgili Yapilmis Bazi Calismalar

Genotoksik  potansiyelin  belirlenmesi  konusunda gergeklestirilen  bilimsel
aragtirmalarda kullanilan organizmalarin tipi elde edilecek olan sonuglarin hizli ve
giivenilir olmasi agisindan o6nemlidir. Bu nedenle genotoksik potansiyel belirleme
aragtirmalarinda sican, fare veya daha kolay elde edilebilir olma &zelliginden dolay1

arastirmamizda kullandigimiz insan periferal lenfositleri glivenilir olarak kullanilmaktadir.
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2.2.1. Pestisitlerin Insan Periferal Lenfosit Kiiltiirleri Uzerinde Yapilan

Genotoksisite Calismalar:

Ribas ve ark. (1996), alachlor ve maleik hidrazid herbisitlerinin genotoksik etkilerini
insan periferal lenfositlerinde KKD, KA ve MN testleri ile iki dondrde incelemislerdir.
Alachlor herbisitinin 1, 5, 10 ve 20 pg/mL’lik dozlarini, maleik hidrazidin 100, 250, 500
ve 1000 pg/mL’lik dozlarmi kullanmiglardir. Ayni zamanda her iki pestisitin
genotoksisitesindeki metabolik modifikasyonlar1 belirlemek i¢in, KKD ve MN kiiltiirlerine
S9 fraksiyonu da eklemislerdir. Ribas ve ark. (1996), alachlor ve maleik hidrazidin kiiltiire
edilmis insan periferal lenfositlerinde in vitro genotoksik oldugunu belirtmislerdir.

Guadafio ve ark. (1998) rotenone isimli bir insektisitin insan periferal lenfositlerinde
in vitro MN, KKD ve KA testleriyle S9 varliginda ve yoklugunda genotoksik etkilerini
arastirmiglardir. Rotenone insektisitinin  0,1; 0,25; 0,5 ve 1 pg/mL’lik dozlan
kullanilmistir. Rotenone, her iki kosul altinda da, kromozomal anormallik frekansini,
kardes kromatid degisimi frekansin1 ve mitotik indeksi etkilemezken mikroniikleus
frekansin1 doza bagli olarak anlamli derecede arttirmistir. S9 varlifinda rotenone
insektisitinin genotoksik etkisinin azaldigini tespit etmislerdir.

Gokalp ve Kaymak (2002), insan periferal lenfositlerini bir herbisit olan maleik
hidrazidin 75, 300, 500 ve 1000 pg/mL’lik dozlariyla 24 ve 48 saat boyunca muamele
etmislerdir. Gaplar bir anormallik olarak kabul edildiginde maleik hidrazidin kontrole gore
anlamli KA’ya neden oldugunu, gaplar anormallik olarak kabul edilmediginde ise insan
lenfositlerinde etkili olmadigin1 bulmuslardir. Ayni zamanda maleik hidrazidin tiim
uygulama siirelerinde ve dozlarinda doza bagli olarak mitotik indeksi distirdiigiini
bulmuslardir. Gokalp ve Kaymak (2002) bu kimyasalim tarimsal alanlarda dikkatli
kullanilmasini 6nermislerdir.

Renciizogullar1 ve ark. (2004), etoxazole adli akarisitin genotoksik etkilerini insan
periferal lenfositlerinde KA, MN ve KKD testleri ile arastirmislardir. Etoxazole
akarisitinin 5, 10 ve 20 pg/mL’lik dozlar kullanilmis ve periferal lenfositler 24 ile 48 saat
boyunca bu dozlar ile muamele edilmislerdir. Renciizogullar1 ve ark. insan periferal kiiltiir
lenfositlerinde  etoxazole akarisitinin  potansiyel genotoksik etkileri oldugunu
belirtmislerdir.

2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) etken maddesinden 500 mg/mL igeren
Deherban A® herbisitinin insan lenfositlerinde in vitro genotoksik etkisi KA ve niikleusa
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ait tomurcuklar da sayillarak MN testleri ile degerlendirilmistir. 2,4-D’nin
konsantrasyonlar1 0.4 ve 4 pg/mL olacak sekilde S9 karaciger enzimi igeren ve igermeyen
iki deney diizenegi kurulmustur. Deherban’in insan periferal lenfositlerinde genotoksik
olabilecegini belirtmislerdir (Zeljezic ve Garaj-Vrhovac, 2004).

Sistemik olmayan bir akarisit ve kontak bir fungusit olan Karathane LC (dinocap
etken maddeli)’nin etkileri insan periferal lenfositlerinde KA, KKD, MI ve RI testleri ile
degerlendirilmistir. Karathane LC’nin 5; 10; 15 ve 20 ug/mL’lik konsantrasyonlarini
kullanmislar ve insan periferal lenfosit kiiltiiriine 24 ve 48 saat boyunca uygulamislardir.
Karathane LC’nin insanlar i¢in genotoksik, sitotoksik, klastojenik ve mutajenik olabilecegi
anlasilmistir (Celik ve ark., 2005).

Feng ve ark. (2005), imidacloprid ve RH-5849 pestisitlerinin insan periferal
lenfositlerinde in vitro MN ve KKD testleri ile genotoksik etkilerini aragtirmiglardir.
Imidaclopridin 0,05; 0,1; 0,5 pg/mL’lik dozlari, RH-5849’in 5, 25, 100 pug/mL’lik dozlar
kullanilmistir. Feng ve ark., imidacloprid ve RH-5849’un insan periferal lenfositlerinde in
vitro genotoksik oldugunu belirtmislerdir.

Gonzalez ve ark. (2006), dicamba isimli fenoksi herbisitin ve onun ticari formu olan
Banvel”in (57.71%) insan lenfosit kiiltiirtinde sitogenetik etkilerini ve KKD testi ile
genotoksik etkilerini arastirmislardir. Dicamba ve Banvelin 10, 50, 100, 200 ve 500
ug/mL’lik dozlar1 kullanilmistir. Gonzalez ve ark., dicamba herbisitinin insanlar igin
potansiyel tehlikeli madde olarak g6z oniine alinmasi gerektigini belirtmislerdir.

Yiizbasioglu ve ark. (2006), afugan isimli sistemik fungusitin genotoksik etkilerini
insan periferal lenfositlerinde in vitro KA, KKD ve MN testleri ile arastirmiglardir.
Lenfositler afugan fungusitinin 2,5; 5; 10 ve 20 pg/mL’lik dozlart ile 24 ve 48 saat
boyunca muamele edilmislerdir. Yiizbasioglu ve ark., afuganin insan lenfosit kiiltiiriinde
klastojenik ve sitotoksik oldugunu belirtmislerdir.

Bagka bir ¢aligmada deltamethrin (Decis 2.8% EC) ve isoproturon (Arelon 5%
WP)’un sitogenetik etkileri insan periferal lenfositlerinde arastirilmistir. Insan periferal
lenfosit kiiltiirii icin deltamethrinin 2,5; 5; 10 ve 20 uM, isoproturonun 25, 50, 100 ve 200
uM ile deltamethrin ve isoproturonun 2,5+25; 5+50; 10+100 ve 20+200 uM lik dozlar
kullanilmig ve KA ve MN testi ile degerlendirme yapilmistir. Arastirmacilar sadece
deltamethrinin ticari formiilasyonun insan periferal lenfositlerinde genotoksik olabilecegini
belirtmislerdir (Chauhan ve ark., 2007).
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Demsia ve ark. (2007), bir sistemik kloro-nikotinil insektisit olan imidacloprid ile bir
sistemik benzenoid fungusit olan metalaxylin yalniz baslarina ve beraber kullanildiklarinda
olusturabilecekleri genotoksik etkileri, insan periferal lenfositlerinde in vitro MN ve KKD
testi ile arastirmiglardir. 1midac10pridin insan periferal lenfositlerinde 0,1; 1; 5; 10; 50 ve
100 pg/mL’lik dozlari, metalaxylin 0,1; 1; 5; 10; 50 ve 100 pg/mL’lik dozlar ile
imidacloprid+metalaxyl karisiminin 5+5; 12,5+12,5; 25425; 50+50; 100+100 pg/mL’lik
dozlar1 kullanilmistir. Demsia ve ark., imidacloprid+metalaxyl karisiminin insan periferal
lenfositlerinde anlamli derece MN ve KKD frekansini arttirmasi sonucu bu iki pestisitin
muhtemel sinerjistik etki gosterdigini belirtmislerdir.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2007), %20 acetamiprid i¢ceren Mosetam 20 SP
insektisitinin potansiyel genotoksisitesini arastirmak i¢in insan periferal lenfositlerinde
KA, KKD ve MN testleri yapmislardir. Lenfositleri acetamipridin 25, 30, 35 ve 40
ug/mL’lik dozlart ile 24 ve 48 saat boyunca muamele etmislerdir. Sonug olarak,
acetamipridin ticari formunun in vitro insan periferal lenfositlerinde sitotoksik ve
genotoksik oldugunu gostermislerdir.

Yilmaz ve ark. (2008), triazol smifindan bir fungusit olan hexaconazoleden 50 g/L
iceren Conan S5FL fungusitinin genotoksik etkilerini insan periferal lenfositlerinde
incelemislerdir. Bu c¢alismada Conan S5FL’nin 17,50; 35,0 ve 70,0 pug/mL dozlari
kullanilmistir.  Yilmaz ve ark., Conan S5FL’nin in vitro kosullarda insan periferal
lenfositlerinde sitotoksik, klastojenik ve mutajenik oldugunu belirtmislerdir.

Ennaceur ve ark. (2008), hexachlorobenzene (HCB) isimli bir organoklorlu insektisit
ile dichlorobiphenyltrichloroetane (DDT) isimli organoklorlu insektisitin bir metaboliti
olan 1,1-dichloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)ethylene (DDE)’nin insan lenfositlerinde in vitro
genotoksik etkilerini MN testi ile degerlendirmislerdir. DDE insektisitinin 10, 20, 40 ve 80
mM’lik dozlari, HCB insektisitinin 0,005; 0,01; 0,05 ve 0,1 mM’lik dozlar1 kullanilmstir.
Ennaceur ve ark., DDE insektisitinin zayif genotoksik etki gosterdigini belirtmiglerdir.

Cyfluthrin insektisitinin genotoksik etkisi in vitro kiiltire alinmig insan
lenfositlerinde KA, KKD ve MN testleri ve Ames/mikrozom testi uygulanarak
degerlendirilmistir. Buna gore cyfluthrinin S9 varliginda ve yoklugunda Salmonella
typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suslarinda mutajenik etkisinin olmadig, insan
lenfosit kiiltiiriinde de KKD’ye neden olmadig1 ancak muhtemel klastojenik etkisinden KA
ve MN’a neden oldugu ve sitotoksik etkisinden Mi, PI ve NBI’yi diisiirdiigii bulunmustur
(Ila ve ark., 2008).
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Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2009), %10 a-cypermethrin i¢eren Fastac 100 EC
insektisitinin potansiyel genotoksisitesini aragtirmak i¢in insan periferal lenfositlerinde
KA, KKD ve MN testleri yapmiglardir. Bunun ig¢in hiicreleri a-cypermethrinin 5, 10, 15 ve
20 pg/mL’lik dozlariyla 24 ve 48 saat boyunca muamele etmisler ve a-cypermethrinin
ticari formunun in vitro insan periferal lenfositlerinde KKD, KA ve MN’a neden oldugu
icin yiiksek ihtimal genotoksik riski oldugunu ve Pi, MI ve NBI’ni diisiirdiigii igin
sitotoksik/sitostatik etkisi oldugunu géstermislerdir.

Chakravarthi ve ark. (2009), organofosfat smifindan monocrotophos isimli
insektisitin insan periferal lenfositlerinde in vitro genotoksik etkilerini arastirmiglardir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda monocrotophos uygulamasinin istatistiksel olarak
anlamli derecede (p<0.05) satellitleri bir araya getirdigi, kromozomlarda kirik ve gap
olusturdugu bulunmustur.

Eroglu (2009), dichlorvos isimli bir organofosfat insektisitinin insan periferal
lenfositlerinde in vitro genotoksik etkilerini incelemistir. Dichlorvos insektisitinin 5, 10,
20, 40, 80 ve 100 pg/mL’lik dozlari kullanilmistir. Eroglu, kromozom hasar1 olusturdugu
ve hiicre olimiine neden oldugu icin dichlorvos insektisitinin genotoksik oldugunu
belirtmistir.

Ozkan ve ark. (2009), acephate isimli organofosforlu insektisitin insan periferal
lenfositlerinde in vitro KA, KKD, MN testi ve komet testi ile genotoksik etkisini
arastirmiglardir. Acephate insektisitinin 12,5; 25; 50; 100 ve 200 pg/mL’lik dozlari
kullamlmistir. Ozkan ve ark., acephate insektisitinin Klastojenik ve sitotoksik ajan
oldugunu ve insan lenfosit kiiltiirlinde yiiksek dozlarda DNA hasarma yol agtigini
belirtmislerdir.

Celikler ve ark. (2010), thiocyclam (Evisect) insektisitinin genotoksik etkisini
belirlemek i¢in insan periferal lenfositlerinde KA testi yapmiglar ayni zamanda MI
belirlemislerdir. Bunun i¢in thiocyclamin 0,1- 120,0 pg/mL’lik 14 farkli dozu kullanilmis
ve hiicreler 24 saat boyunca muamele edilmistir. Thiocyclamin bu dozlarda insan periferal
lenfositlerinde in vitro genotoksik olmadigini ancak MI’i diisiirdiigii icin hiicre
proliferasyonuna toksik etkisi oldugunu saptamislardir.

Jovtchev ve ark. (2010), paraquat isimli herbisitin insan lenfositlerinde in vitro KA
ve MN testleri ile genotoksisitesini incelemislerdir. Paraquatin 10° mol/I’den 10™ mol/I’ye
kadar olan bes dozu kullanilmistir. Jovtchev ve ark., paraquatin insan lenfositlerinde

sitotoksik ve klastojenik oldugunu belirtmisler ve insan lenfositleri test sisteminin bitki test
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sistemine gore daha hassas oldugunu belirtmislerdir.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2010), acetamiprid ve a-cypermethrin karigiminin
genotoksik etkilerini, insan periferal lenfositlerinde acetamiprid+a-cypermethrinin
12,5+2,5; 15+5; 17,5+7,5; 20+10 pg/mL’lik dozlarinda 24-48 saat muamele ederek KA,
KKD ve MN testleri ile incelemislerdir. Bu arastiricilar acetamiprid+a-cypermethrin
karisiminin insan periferal lenfositlerinde sinerjistik etki gdstererek genotoksik ve
sitotoksik etki gosterdigini belirtmislerdir.

Unal ve ark. (2011), diclofop-metil isimli klorofenoksi herbisitin insan periferal
lenfositlerinde in vitro KA ve komet testi ile genotoksik etkilerini arastirmiglardir. Insan
periferal lenfositleri 24 ve 48 saat boyunca diclofop-metilin 15,63; 31,25; 62,5; 125 ve 250
png/mL’lik dozlari ile muamele edilmislerdir. Unal ve ark., diclofop-metilin memeli
hiicrelerinde in vitro genotoksik oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan baska bir arastirmada insan periferal lenfositlerinde thiabendazole
fungusitinin genotoksik etkisi, mikroniikleus testi ile arastirilmistir. Lenfositler 48 saat
boyunca thiabendazole’un 0,5; 5 ve 50 pg/mL’lik dozlari ile 37°C’de inkiibe edilmistir.
Thiabendazole fungusitinin tiim dozlarda mikroniikleus diizeyini arttirdigi ve potansiyel
anojenik olabilecegi belirtilmistir (Santovito ve ark., 2011).

2.2.2. Pestisitlerin Hayvan Kemik iligi Etkileri Uzerine Yapilan Genotoksisite

Cahismalan

Gebel ve ark. (1997), alachlor, atrazine, terbuthylazine, gluphosinate-ammonium,
isoproturon, pendimethaline ve trifluraline herbisitlerinin genotoksisitesini test etmek igin
fare kemik iliginde mikroniikleus testini kullanmiglardir. Alachlor, terbuthylazine,
gluphosinate-ammonium, isoproturon ve pendimethaline herbisitlerinin hem disi hem de
erkek farelerde genotoksik etkisi olmadigini bulmuslardir.

Organofosfor sinifindan bir insektisit olan malathionun in vivo genotoksik etkisi KA
ve KKD testi ile degerlendirilmis ve malathionun 2,5; 5; 10 mg/kg akut dozlari
kullanilmigtir ve malathionun giiglii bir genotoksik ajan olarak degerlendirmislerdir (Giri
ve ark., 2002).

Karabay ve Oguz (2005), neonikotinoid insektisit olan imidacloprid ile organofosfat
insektisit olan methamidophosun tek basina ve karisim olarak kullanildiginda
olusturabilecekleri sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirmislardir. Imidaclopridin 50 ve

100 mg/kg’lik, methamidophosun ve methamidophos+imidacloprid karigiminin 2,5 ve 5
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mg/kg’lik dozlar1 ile muamele edilmis laboratuvar yemleri ile hergiin beslenen Wistar
albino sicanlarin kemik iliklerinde meydana gelen KA ve MN frekansina bakilmistir.
Karabay ve Oguz methamidophos ve imidaclopridin mutajenik ve genotoksik oldugunu ve
ikisinin sinerjistik etkisinin hedef olmayan canlilar {izerinde meydana gelebilecek
potansiyel hasarda artis meydana getirebilecegini vurgulamislardir.

Dimitrov ve ark. (2006), Roundup (glyphosate), Stomp (pendimethaline) ve Reglone
(diquat) adli herbisitlerinin genotoksik etkilerini fare kemik iligi hiicrelerinde KA ve MN
testleri ile incelemislerdir. Roundup herbisitinin fare kemik iligi hiicrelerinde kromozom
anormalligi veya mikroniikleus meydana getirmedigi saptanmistir. Reglone herbisitinin ise
fare kemik iligi hiicrelerinde kromozom anormalligi meydana getirmedigi ancak fare
kemik iligi polikromatik eritrositlerinde, mikroniikleus frekansinda artisa neden oldugu
tespit edilmistir. Stomp ise hem kromozom anormallikleri meydana getirmis hem de
mikroniikleus frekansini arttirmigtir. Bu arastirmacilar, farelere Stomp uygulamasindan
sonra gbzlemlenen kromozom anormalliklerindeki artigin  nedeninin  genotoksik
metabolitlerin biyosentezinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Farkli pestisitlerin
sonuglarinin farkli ¢ikmasimin nedeninin onlarin metabolizmas1 ve mitotik ig igliklerine
verdikleri zararlardan olabilecegini belirtmiglerdir.

Bagka bir ¢alismada deltamethrin (Decis 2,8% EC) ve isoproturon (Arelon 5%
WP)’un sitogenetik etkileri fare kemik iligi hiicrelerinde arastirilmistir. Farelere 24 saat
icin oral gavaj yolu ile deltamethrinin 6,6 mg/kg, isoproturonun 670 mg/kg ile
deltamethrin ve isoproturonun 6,6+670 mg/kg’lik dozlar1 ve 30 giin i¢in deltamethrinin 3,3
mg/kg/glin , isoproturonun 330 mg/kg/giin ile deltamethrin ve isoproturonun 3,3+330
mg/kg/giin’liik dozlar1 verilmis ve KA testi ile degerlendirme yapilmistir. Arastirmacilar
deltamethrinin ticari formiilasyonun memelilerde genotoksik olabilecegini belirtmislerdir
(Chauhan ve ark., 2007).

Demsia ve ark. (2007), bir sistemik kloro-nikotinil insektisit olan imidacloprid ile bir
sistemik benzenoid fungusit olan metalaxylin tek baslarina ve beraber kullanildiklarinda
olusturabilecekleri genotoksik etkileri sican kemik iliginde in vivo MN testi ile
aragtirmislardir. Imidaclopridin 100, 200 ve 300 mg/kg’lik, metalaxylin 75, 150 ve 300
mg/kg’lik, imidacloprid+metalaxyl karigiminin ise 75+75, 100+100, 200+200 mg/kg’lik
dozlar1 kullanilmigtir. Demsia ve ark., imidacloprid+metalaxyl karisimmin MN frekansini
arttirdigin1 ve bu iki pestisitin muhtemel sinerjistik etki gosterdigini belirtmislerdir.

Cyfluthrin insektisitinin genotoksik etkisi ve sitotoksisitesi in vivo sigan (Rattus
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norvegicus var. Albinos) kemik iligi hiicrelerinde KA testi ile incelenmistir. Cyfluthrinin
akut uygulamalarda memeli test sistemlerinde sitotoksik ve genotoksik bulduklarini
belirtmislerdir (ila ve ark., 2008).

Yilmaz ve ark. (2008), fungusitlerin triazol sinifindan hexaconazole iceren (50 g/)
Conan 5FL fungusitinin genotoksik etkilerini fare kemik iligi hiicrelerinde incelemislerdir.
Bu calismada Conan 5FL’nin 17,50; 35,0 ve 70 mg/kg dozlar1 kullanilmigtir. Yilmaz ve
ark., Conan 5FL’nin in vivo fare kemik iligi hiicrelerinde sitotoksik, Kklastojenik ve
mutajenik oldugunu belirtmislerdir.

Unal ve ark. (2011), diclofop-metil isimli klorofenoksi herbisitin fare kemik iliginde
in vivo KA testi ile genotoksik etkilerini aragtirmiglardir. Diclofop-metil pestisitinin 15,63;
31,25; 62,5 ve 125 mg/kg’lik dozlar1 farelere intraperitonal olarak verilmis ve fareler 24
saat boyunca diclofop-metil ile muamele edilmislerdir. Unal ve ark., diclofop-metilin
memeli hiicrelerinde in vivo genotoksik oldugunu belirtmislerdir.

Sekeroglu ve ark. (2011), bir a-siyano piretroid insektisit olan deltamethrin (Decis
2,5 E.C., deltamethrin 25 g¢/L) ile bir Kkloropiridimetil neonikotinoid insektisit olan
thiacloprid (Clypso OD 240, thiacloprid 240 g/L)’in tek basina ve karisim halinde
kullanildiklarinda, Wistar sigan kemik iligi hiicrelerinde meydana getirdikleri genotoksik
etkileri KA, MN ve MI testleri ile incelemislerdir. Bunun i¢in Wistar siganlarma 24 saatlik
akut uygulama i¢in deltamethrinin 15 mg/kg’lik dozu, thiaclopridin 112,5 mg/kg’lik dozu
ile deltamethrin+thiacloprid 15+112,5 mg/kg’lik dozu ve 30 giinliikk subakut uygulama igin
giinlik, deltamethrinin 3 mg/kg’lik dozu, thiaclopridin 22,5mg/kg’lik dozu ile
deltamethrin+thiaclopridin  3+22,5 mg/kg’lik dozu kullanilmistir. Sekeroglu ve ark.,
deltamethrin ve thiaclopridin kromozomal anormallik frekansini arttirdig1 igin genotoksik

ve mitotik indeksi diisiirdiigii i¢in sitotoksik oldugunu belirtmislerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmamizda materyal olarak, sigara, alkol ve ilag kullanmayan, herhangi bir
saglik problemi ve genotoksik ajanlara maruz kalma Oykiisii olmayan 24-25 yaslarinda bir
bayan ve bir erkek dondrden alinan periferik kan ornekleri kullanilmistir. Genotoksik
etkilerin incelenmesi amaci ile triazol siifindan bir fungusit olan myclobutanil (Sekil 4)
etken maddesini iceren ticari adi Kiilsil, molekiiler formiilii C35sH17CIN,, Kimyasal Adi
(IUPAC): 2-p-chlorophenyl-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)hexanenitrile, 2-(4-
chlorophenyl)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)  hexanenitrile, sicanlarda akut oral
LDs0:1600 mg/kg (EPA, 2009) olan pestisit kullanilmistir. Kiilsil isimli 20.06.2006/5553

ruhsat tarihli ve numarali pestisit Truva Tarim firmasindan temin edilmistir.

Cl C—CH>—CH>—CH2—CHs3
|
CHo2

|
N
)

Sekil 4: Myclobutanil fungusitinin yapisal formiilii.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler;
e Mitomisin-C (Sigma M0440),
e Kolsisin (Acros Organics 227125000),
e Sitokalasin-B (Sigma C 6762),
e Kromozom Medium B (Biochrom F 5023),
e HNOj; (Merck 1.00450.1000),
e Methanol (Sigma 24229),
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o Asetik asit (Glasiyel) (Sigma 27225),
e KH,PO4 (Merck 1.04873.1000),

e Na;HPO, (Merck 1.06580.1000),

e KCI (Sigma 12636) dir.

3.2. Yontem
3.2.1. Kromozomal Anormallik Denemeleri

Lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmasi igin saglikli, sigara igmeyen 24-25 yaslarinda bir
bayan ve bir erkek bireyden alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis 0,2 mL periferik
kan, steril sartlarda 2,5 mL’lik besi ortamina (Chromosome Medium B) ekilmis ve kiiltiir
tipleri, daha onceden 37°C’ye getirilmis inkiibatérde 72 saat boyunca inkiibasyona
alinmigtir. Kiltiir stiresinin baslangicindan 24 ve 48 saat sonra Kiilsil’in 3,125; 6,25; 12,5;
25; 50 ppm’lik dozlar ilave edilmistir. Ayrica bir negatif kontrol bir de pozitif kontrol
(MMC, 0,20 pug/mL) kullanilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminden 2 saat énce yani
kiiltiirtin 70. saatinde her tiipe, 0,06 pg/mL olacak sekilde kolsisin soliisyonu ilave
edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin bitiminde tiipler 1200 rpm’de (dakikadaki devir sayis1) 10
dakika santrifiij edilmis ve iistte kalan s1v1 (slipernatant) atilmistir. Tiipiin dibinde kalan ve
hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 mL’lik kism1 vorteks yardimiyla iyice karistirilarak homojen
hale getirilmistir. Sonra bu tiiplere, 37 °C’de bekletilen hipotonik soliisyondan (0,075 M
KCl) 5’er mL vorteks ilizerinde damla damla ilave edilmistir. Tiipler 37 °C’deki etiivde 30
dakika bekletilmistir. Siire sonunda tiipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
slipernatant atildiktan sonra, tliplere dnceden buzdolabinda sogutulan 3:1 metanol:asetik
asitten olusan soguk fiksatiften 5’er mL vorteks iizerinde damla damla ilave edilmistir.
Daha sonra tiipler buzdolabinda 45 dakika bekletilmistir. Bu tiipler 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmistir. Fiksatif ile yikama islemi {i¢ kez
tekrarlanmistir.

Son fiksatif isleminden sonra tiipiin dibinde kalan 0,5-0,7 mL’lik beyaz kan
hiicrelerini igeren ¢okelti pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Pastor pipetine
¢ekilen bu siispansiyon, onceden 1 N HNOj (Nitrik asit)’te temizlenmis ve % 70’lik etil
alkolde -20 °C’de bekletilen nemli lamlar iizerine 40-50 cm yiikseklikten farkli alanlara

damlatilarak hiicrelerin patlatilmast ve kromozomlarin yayilmalar1 saglanmistir.
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Hazirlanan bu preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmiglardir.
3.2.2. Preparatlarin Boyanmasi

Kuruyan preparatlar kuruduktan sonra mitotik indeks, kromozomal anormallik tespiti
icin, Sorensen tamponu ile hazirlanmis %5’lik Giemsa ile (pH=6,8) 20-25 dakika
boyanmistir. Giemsadan ¢ikarilan preparatlar saf sudan gegirilerek, boyanin fazlasinin
akmasi saglanmigtir. Oda sicakliginda kurutulan preparatlar DPX ile daimi hale
getirilmistir. Daimi hale gelen preparatlar Olympus BX51 markali kamerali mikroskopta

incelenmistir.
3.2.3. Mitotik indeks ve kromozom anormalliklerinin saptanmasi

Mitotik indeksin (MI) saptanmasinda, biitiin uygulamalar icin kadin ve erkek bireye
ait preparatlarin her birinden 1000’er hiicre olmak iizere toplam 2000 hiicre incelenmistir.
Boliinen hiicre sayisinin toplam hiicreye orani yilizde cinsinden hesaplanarak mitotik
indeks belirlenmistir (3.1). Kromozomal anormalliklerin saptanmasinda, her bir uygulama
icin kadin ve erkek bireye ait preparatlarda 46+1 kromozomlu ve kromozomlar1 iyi
dagilmis olan 100’er hiicre (toplam 200 hiicre) degerlendirilerek kromozom anormallikleri
tespit edilmistir. Incelenen toplam hiicre igindeki anormal hiicrelerin yiizdesi ve hiicre

basina diisen kromozom anormalligi (KA/Hiicre) sayis1 belirlenmistir.

Mitotik Indeks (%) = Béliinen Hiicre Sayis1 x 100

Toplam Hiicre Sayisi
(3.1)

3.2.4. Mikroniiklues (MN) Denemeleri

Mikroniikleus g¢alismasinda, lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmasinda saglikli, sigara
icmeyen 24-25 yaslarinda bir bayan ve bir erkek bireyden almman ve 1/10 oraninda
heparinize edilmis 0,2 mL periferik kan, steril sartlarda 2,5 mL’lik besi ortamina
(Chromosome Medium B) ekilmistir. Daha sonra kiiltiir tiipleri daha 6nceden 37°C’ye
getirilmis inkiibatorde 72 saat boyunca inkiibasyona alinmigtir. Kiiltiir siiresinin
baslangicindan 24 saat sonra, Kiilsil’in 3,125; 6,25; 12,5; 25, 50 ppm’lik dozlar1 ekilmistir.
Ayrica bir negatif ve bir pozitif kontrol (MMC, 0,20 pg/mL) kullanilmistir. Inkiibasyonun
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44, saatinde hiicrelerin sitokinezini engellemek amaci ile ortama sitokalasin B (5,2 ug/mL)
ilave edilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde tiipler 1000 rpm’de (g degeri) 10 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Tiipiin dibinde kalan ve hiicreleri ihtiva eden
0,5-0,7 mL’lik kismi vorteks yardimiyla iyice karistirilarak homojen hale getirilmistir.
Sonra bu tiiplere, 4°C’de bekletilen hipotonik soliisyondan (0,075 M KCI), vorteks
tizerinde damla damla (5 mL) ilave edilmis ve tiipler 4°C’de 5 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra, tiiplere
onceden buzdolabinda sogutulan 3:1 metanol:asetik asitten olusan soguk fiksatif, vorteks
tizerinde damla damla (5 mL) ilave edilmis ve buzdolabinda 10 dakika bekletilmistir.
Fiksatifle yikama islemi ii¢ kez tekrarlanmistir. Ugiincii fiksatife sitoplazmalarin
korunmasi amaci ile % 1°lik formaldehit ilave edilmistir.

Son fiksatif isleminin sonunda tiipiin dibinde kalan 0.5-0.7 mL’lik ¢6kelti pipetleme
yapilarak homojen hale getirilmistir. Pastor pipetine c¢ekilen bu siispansiyon, daha dnceden
1 N HNOj3 (Nitrik asit)’te temizlenmis ve % 70’lik etil alkolde -20 °C’de bekletilen nemli
lamlar tizerine 10-15 cm yiikseklikten farkli alanlara damlatilmistir. Hazirlanan bu

preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmislardir.
3.2.5. Preparatlarin Boyanmasi

Mikroniikleus olusumlarinin saptanmasi i¢in, hazirlanan preparatlar Sorensen
tamponu ile hazirlanmis % 5’lik Giemsa ile (pH=6,8) 10-15 dakika boyanmuistir.
Giemsadan cikarilan preparatlar saf sudan gegirilerek, boyanin fazlasinin akmasi
saglanmistir. Oda sicakliginda kurutulan preparatlar, DPX ile daimi hale getirilmistir.

Daimi hale gelen preparatlar Olympus BX51 markali kamerali mikroskopta incelenmistir.
3.2.6. Niikleer Boliinme Indeksi ve Mikroniikleus Frekansinin Saptanmasi

Daimi hale getirilmis preparatlarda her bir doz ve siire i¢in erkek ve disi dondrde
toplam olarak 2000 biniikleat hiicrede mikroniikleus frekanslar1 belirlenmistir. Niikleer
boliinme indeksi belirlenitken, her bir dondrden 500 hiicre sayillmis ve
IXN;+2XN2+3X(N3+N4)/N formiiliinden yararlanilarak 1, 2, 3, 4 ¢ekirdekli hiicrelerin
sayisina gore niikleer boliinme indeksi tespit edilmistir. Formiile gore Nj bir niikleuslu
(Sekil 5), Ny iki niikleuslu (Sekil 6), N3 {i¢ niikleuslu (Sekil 7), Ny ise dort niikleuslu (Sekil

8) hiicrelerin sayisin1 gostermektedir. N ise toplam hiicre sayisin1 gostermektedir.
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Sekil 6: ki niikleuslu insan lenfositi (Ozgiin).
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Sekil 7: Uc niikleuslu insan lenfositi (Ozgiin).

Sekil 8: Dort niikleuslu insan lenfositi (Ozgiin).
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3.2.7. istatistiksel Analizler

Yapilan aragtirmada mitotik indeks, niikleer bdliinme indeksi, kromozomal
anormallik testi ve mikroniikleus frekanslarinin kontrole gore anlamli olup olmadiginin
incelenmesi i¢in z testi uygulanmistir. Ayrica doz-etki iliskisine bakmak amaci ile 24 ve 48

saatlik her bir uygulamanin korelasyon katsayisina bakilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

Tamamlanan arastirma sonuglarina gore, etken maddesi myclobutanil olan sistemik
etkili Kiilsil fungusitinin 3,125; 6,25; 12,5; 25 ve 50 ppm olmak tiizere 5 farkli dozu insan
periferal lenfositlerine kiiltiir ortaminda uygulanmistir. Uygulamalar neticesinde lenfosit
kiiltiirlerinde, kromozomal anormalliklerden alti yapisal, iki sayisal olmak {izere toplam
sekiz farkli tipte anormallige rastlanmistir. Bunlardan yapisal olanlar kromatid kirigi,
kromozom kirig1, fragment, kardes kromatid birlesmesi, disentrik ve kromatid degisimidir.
Bu anormalliklerin rastlanma orani sirast ile %43.,6; % 24,2, % 17.4; %11,4; %0,4;
%0,6’d1r. Sayisal kromozom anormallikleri ise endoreduplikasyon ve poliploididir. Sayisal
anormalliklerin rastlanma orani ise sirast ile %0,6 ve %]1,5tir. Kiilsil’in uygulanan tiim
dozlarinda en sik rastlanan kromozom anormallik tipleri %43,6’lik rastlanma orani ile
kromatid kirig1 ve %24,2°lik rastlanma orani ile kromozom kirigidir.

Yapilan analizlerde, kontrolle karsilastirildiginda, Kiilsil’in 24 saatlik 3,125 ppm’lik
en diisiik dozu haricindeki 24 saatlik uygulamalar ile 48 saatlik tiim uygulamalar, anormal
hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen kromozom anormallik frekansini istatistiksel olarak
anlamli derecede arttirmistir. Bu artis doza baglh olarak ger¢eklesmistir (24 saat i¢in r=0,96
ve 48 saat i¢in r=0,92).

Ayni sekilde Kiilsil’in farkli dozlarinin uygulanmasi sonucunda, 24 saatlik 3,125
ppm’lik en diisik dozu haricindeki 24 saatlik uygulamalar ile 48 saatlik tim
uygulamalarda kontrolle karsilastirildiginda mitotik indeks istatistiksel olarak anlaml
derecede diislis gostermis ve bu diisiisiin doza bagli oldugu tespit edilmistir (24 saat i¢in
r=-0,83 ve 48 saat i¢in r=-0,88). Mitotik indekste en fazla diistis 24 saatlik ve 48 saatlik 25
ppm’lik dozda sirasi ile %43.75 ve %78.47 olarak saptanmustir.
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Cizelge 1. Kiilsil uygulanmas ile insan periferal lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler ve mitotik indeks frekans: degisimleri.

Test . Anormal .. Mitotik
Maddesi Uygulama Anormallikler Hiicre+SH KAfsiflcre indeks
(%) (%)
Siire Doz
(Saat) (ppm) Ktk Kzk Kkb F Ds Ktd Ed P
Kontrol 24 0 8 4 1 3 - - 1 - 8,0+1,92 0.085+0.020 7,2+0,58
Poz.Kon.
(MMC) 02ug/mL 27 32 5 8 1 - - - 33,0+3,32 0.365+0.034 5,1+0,49
Kiilsil 3,125 16 1 5 - - 1 - 13,5£2.42 0.145£0.025 5,7+0,52
6,25 22 4 7 5 - - - - 17,542,69+ 0.19+0.028+ 4,9+0,48+
12,5 20 13 4 6 - - - 1 18,5£2,75+ 0.22+0.029* 4,4+0,46+
25 21 16 12 9 - - 1 4 27,5+3,16* 0.315+0.033* 4,05+0,44*
50 - - - - - - - - Toksik Toksik Toksik
Kontrol 48 0 8 4 1 3 - - 1 - 8,0+1,92 0.085+0.020 7,2+0,58
Poz. Kon.
(MMC) 02ug/mL 32 35 13 21 2 - - 1 444351 0.52+0.035  4,8+0,48
Kiilsil 3,125 17 9 6 5 - - - 1 18,54+2,75+ 0.19+0.028+ 4,85+0,48*
6,25 20 13 2 15 2 - - - 2354+3,00* 0.26+0.031* 3,45+0,41*
12,5 32 20 12 16 - - 1 1 36,0£3,39* 0.41+0.035* 2,55+0,35*
25 50 29 8 18 - 3 - - 40,5£3,47* 0.54+0.035* 1,55+0,28*
50 - - - - - - - - Toksik Toksik Toksik

Ktk: kromatid kirigi, Kzk: kromozom kirigi, Kkb: kardes kromatidlerde birlesme, F: fragment, Ds: disentrik
kromozom, Ktd: kromatid degisimi, P: poliploidi, Ed: endoreduplikasyon, +Kontrole gére p<0.01 diizeyinde

anlamli (z testi), * Kontrole gore p<0.001 diizeyinde anlamli (z testi).
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10 uinn

Sekil 9: Kiilsil uygulamasi1 sonucu insan lenfositlerinde olusan kromozomal

anormallikler a) Kromatid kirig1 b) Kromozom kirigi (Ozgiin).
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Sekil 10: Kiilsil uygulamasi sonucu insan lenfositlerinde olusan kromozomal

anormallikler a) Fragment b) Kardes kromatidlerde birlesme (Ozgiin).
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Sekil 11: Kiilsil uygulamasi sonucu insan lenfositlerinde olusan kromozomal

anormallikler a) Disentrik kromozom b) Kromatid degisimi (Ozgiin).
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Sekil 12: Kiilsil uygulamasi sonucu insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) Endoreduplikasyon b) Cesitli anormallikler iceren poliploidi
(Ozgiin).
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Sekil 13: Kiilsil fungusiti ile 24 saat muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde

anormal hiicre yiizdesinin doza bagh degisimi.
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Sekil 14: Kiilsil fungusiti ile 48 saat muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde

anormal hiicre yiizdesinin doza bagh degisimi.
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Sekil 15: Kiilsil fungusiti ile 24 saat muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde

doza bagh KA/Hiicre degisimi.
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Sekil 16: Kiilsil fungusiti ile 48 saat muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde

doza bagh KA/Hiicre degisimi.
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Sekil 17: Kiilsil fungusiti ile 24 saat muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde

mitotik indeks yiizdesinin doza bagh degisimi.

== (izlenen

=—Dogrusal (Gozlenen)

Mitotik indeks(®o)
I

0 3125 625 125 25

Dozlar (ug/mL)

Sekil 18: Kiilsil fungusiti ile 48 saat muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde

mitotik indeks yiizdesinin doza bagh degisimi.

Bu ¢alismada insan periferal lenfosit kiiltiirlerine in vitro Kiilsil uygulamasi
sonucunda, Kiilsil fungusitinin dozlarinin bir, iki, ii¢ ve dort mikroniikleus igeren biniikleat

hiicreler meydana getirdigi gozlenmistir. Kiilsil’in insan lenfosit kiiltiirleri iizerindeki
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dozlar1 kontrol ile karsilagtirildiginda, 3,125 ppm’lik dozun mikroniikleus frekansini
etkilemedigi, buna karsin 6,25; 12,5 ve 25 ppm’lik dozlarda ise mikroniikleus frekansinin
doza bagli olarak anlamli derecede arttirdig1 tespit edilmistir (r=0,99). Kiilsil’in 50 ppm’lik
dozu ise insan periferal lenfosit kiiltlirii tizerinde sitotoksik etki gostermistir. Niikleer
bolinme indeksinde ise doz arttikca degerler azalmasina ragmen kontrolle

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir.

Cizelge 2. Kiilsil’in insan lenfositlerinde mikroniikleus frekansi ve niikleer béliinme
indeksi iizerine etkisi

Test BN Hiicreler I¢inde Niikleer

Maddesi Mikrontuikleus 51

Uygulama Frekanslar MN=SH (%) 1£ZE?§H
Siire (Saat) Doz (ppm) (1) (2 (3) (4 (NBI)
Kontrol 48 0 19 2 - - 1,150,238  1,563+0,392
Poz. Kon.

(MMC) 020ug/mL 44 10 2 - 3550410  1,654+0,403
Kiilsil 3,125 27 1 - - 1,45+0,267 1,354+0,365
6,25 25 5 1 1,95+0,309* 1,189+0,343
12,5 38 1 3 - 2,45+0,346** 1,045+0,322
25 51 9 - 1 3,65+0,419+ 1,013+0,317

50 - - - - Toksik Toksik

*Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi), ** Kontrole gére p<0,01 diizeyinde anlamli (z testi), +
Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

4
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Sekil 19: Kiilsil fungusiti ile 48 saat muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde

mikroniikleus frekansi yiizdesinin doza bagh degisimi.
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10 U

Sekil 20: Kiilsil uygulamasi sonucu insan lenfositlerinde goriilen mikroniikleuslu
biniikleat hiicreler a) Bir mikroniikleuslu biniikleat hiicre b) ki mikroniikleuslu

biniikleat hiicre (Ozgiin).
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10 um

Sekil 21: Kiilsil uygulamasi sonucu insan lenfositlerinde goriilen mikroniikleuslu

biniikleat hiicreler a) U¢ mikroniikleuslu biniikleat hiicre b) Dért mikroniikleuslu

biniikleat hiicre (Ozgiin).
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4.2. Tartisma

Cagimizda pestisitler siklikla, yogun ve bilingsizce kullanilmakta, dolayisiyla i¢inde
yasadigimiz cevre kirlenmektedir. Bu durum insanlar dahil ¢evrenin barindirdigi tiim
canlilart tehdit etmektedir. Bundan dolayr pestisitlerin diger toksik etkilerinin yaninda
genotoksik ve sitotoksik etkilerinin de olup olmadiginin belirlenmesi sagligimizin
korunmasi i¢in gerekmektedir. Ciinkii genotoksik etki kanser baslatici bir mekanizma
olarak kabul edilmekte bu nedenle de gelistirilen ¢esitli yontemler ile DNA’daki hasarin
saptanmast kanser riskinin belirlenmesinde yardimci olabilmektedir (Salama ve ark.,
1999). Bunun i¢in ¢esitli testler uygulanmaktadir. Bu testler arasinda ucuz olmalar1 ve kisa
siirede sonu¢ vermeleri nedeni ile in vitro testler siklikla kullanilmaktadir. Bu testlerden de
en sik kullanilanlarin basinda kromozomal anormallik ve mikroniikleus testi gelmektedir.

Bu arastirmada in vitro testlerden kromozomal anormallik testi; kromozom
anormalliklerinin farkli dokularda benzerlik gdstermesinden dolayi, kansere egilimli
dokulardaki anormallik seviyesini gosterdigi ve bdylece kanser riskininin de gostergesi
oldugu diisiiniilen insan periferal lenfositlerinde uygulanmistir. Insan lenfositlerinde hiicre
siklusu yaklagik olarak 24 saat oldugundan, genotoksisite ¢alismalarinda inkiibasyon siiresi
2. ve 3. mitozlarin gozlenebilmesi igin 72 saat olarak belirlenmistir (Timoroglu, 2009).
Insan lenfosit kiiltiirinde genotoksik etkisi arastirilacak olan kimyasallarin uygulama
stireleri, hiicre siklusu dikkate alinarak 24 ve 48 saat olarak belirlenmistir (Hrelia ve ark.,
1996).

Tamamlanan arastirmamizda triazol smifina ait bir fungusit olan myclobutanilin
ticari formunun (Kiilsil) insan periferal lenfositlerinde in vitro kromozomal anormallikler
(KA) calisilmis ve bu test yardimi ile bu maddenin insanlar {izerine genotoksik etkisi olup
olmadigi belirlenmeye ¢alisilmistir. Bunun igin insan periferal lenfositleri tizerine Kiilsil’in
3,125; 6,25; 12,5; 25 ve 50 ppm’lik dozlar1 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. KA
testinde deneysel birim hiicre oldugundan, anormallik tasiyan hiicrelerin ylizde oranlari
hesaplanarak Kiilsil’in klastojenitesi degerlendirilmistir. Her bir doz ve muamele siiresi
icin 100 adet metafaz plagi sayilmistir ve ¢ikan sonuglar istatistiksel olarak analiz
edilmistir.

Arastirmamizda Kiilsil’in 24 saatlik en diisiik dozu olan 3,125 ppm’lik dozu disinda

kalan tiim uygulama siireleri ve dozlarda Kiilsil anormal hiicre yiizdesini ve hiicre basina
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diisen kromozom anormallik frekansin1 doza bagli olarak anlamli derecede arttirmigtir (24
saat i¢in r=0, 96 ve 48 saat i¢in r=0,92).

Kiiltiire alinmis insan lenfositlerinde c¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarla olusan
kromozomal anormalliklerin belirlenmesi olduk¢a onemlidir. Ciinkii hiicrelerde ortaya
cikan kromozomal anormalliklerinin kanser riskinin gostergesi oldugu diistiniilmektedir
(Hagmar ve ark., 1998; Obe ve ark., 2002; Bonassi ve ark., 2005, 2007). Kromozom
anormallikleri testinde gozlenen yapisal kromozom anormallikleri kromozom tip ve
kromatid tip olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Eger anormallik tek bir kromatidde
gbzleniyorsa buna kromatid tip, her iki kromatidde birden gozleniyorsa buna kromozom
tip anormallik ad1 verilmektedir (Natarajan ve Obe, 1982; Ustiiner, 2011).

Arastirmamizda Kiilsil insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormalliklerden
sekiz farkli tipte anormallige neden olmustur. Bunlar kromatid kirigi, kromozom kirigi,
fragment, kardes kromatid birlesmesi, disentrik, kromatid degisimi, endoreduplikasyon ve
poliploididir. Kiilsil uygulamasi sonucunda en sik rastlanan kromozom anormallik tipi
(9%43,6) kromatid kirigidir. Kromatit kirigi, DNA’da meydana gelen ¢ift zincir kiriklari
sonucu olusan ve bir kromozoma ait iki kromatitten bir tanesinde kirik olmasi durumudur.
Kromatit kiriklar1 uygulanan maddelerin ¢ogunlukla ge¢ S veya G, asamasinda etkili
oldugunu gostermektedir (Natarajan, 2002). Arastirmamizda en sik rastlanan ikinci
anormallik tipi ise (%24,2) kromozom kirigidir. Kromozom kirigi ise her iki kromatitte ug
kisimda gozlenen tamir edilmemis ¢ift zincir kiriklaridir (Savage; 1993; Topaktas ve
Renciizogullari, 2010). Eger G; fazinda yalniz bir kromatitte bir kirik meydana gelir ve S
faz1 boyunca devam ederse, metafazdan sonra her iki kromatitte de kirik olusur ve boylece
kromozom kirig1 meydana gelir (Ustiiner, 2011). Arastirmamiz sirasinda en sik rastlanan
ticlincii anormallik ise (%17,4) fragmenttir. Fragmentler kromozomlardan kopan pargalarin
kromozomdan ayr1 bir yerde bulunmasidir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010). Asentrik
fragmentler kromozomda terminal delesyonlar sonucu olusabilmektedir (Yilmaz ve ark.,
2008). Bunlarin disinda arastirmamizda kardes kromatitlerde birlesme (%11,4), disentrik
kromozom (%0,4), kromatid degisimi (%0,6), poliploidi (%1,5) ve enderoduplikasyon
(%0,6) da rastlanan anormallik tiplerindendir. Bunlardan; kardes kromatitlerde birlesme
kromozom kollar1 arasinda karsilikli birlesme olarak gozlenir ve ¢ogunlukla kromozom
uclarinda meydana gelen terminal delesyonlar sonucunda olusabilir (Yiizbasioglu ve ark.,
2006). Disentrik kromozomlar, iki kromozomun her iki kromatidinin birden kirilmasi ve

bu sentrik fragmentlerin kopuk uglarindan birbirleri ile birlesmesi sonucu meydana gelir
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(Coskun ve Coskun, 2003; Topaktas ve Rencilizogullari, 2010). Kromatid degisimi, ii¢
kollu konfigiirasyonla sonuglanan ¢ift kromatidlerdeki triradyal kromatid degisimi, dort
kollu konfigiirasyonla sonuglanan ¢ift kromatidlerdeki kuadriradyal kromatid degisimi
olan kromozomlar aras1 degisimlerdir (Satoh ve ark., 2002). Poliploidi, diploid bir hiicrede
kromozom sayisinin en az o canlimin gametinde bulunan kromozomlar kadar artmasi
olayidir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010). Dort kromatit igeren diplokromozomlar
olarak da adlandirilan endoreduplikasyon ise kromatid ayrilmasi olmaksizin art arda iki
DNA replikasyonunu takiben ortaya c¢ikmaktadir. Endoreduplikasyonun olusmasinda ig
ipliklerinin bozulmas1 ve DNA’da meydana gelen hasarlar 6nemli rol oynamakla beraber,
mitoz bolinmede anafazda kromatit ayrilmasinda Onemli gorev alan DNA
topoizomerazlarda meydana gelebilecek bozukluklar da endoreduplikasyonun ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Cortes ve Pastor, 2003). Metafaz plaginda iki kromozom ve
dort kromatitten olusmus yapilar seklinde goziikiirler (Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Ribas ve ark. (1996), alachlor herbisitinin 20 ug/mL’lik en yiiksek dozunda her iki
dondrde toplam anormallik frekansinda anlamli artisa neden oldugu ve alachlorun
kromatid kirigi, kromozom kirigi, kromatid degisimi, kromozom degisimi, kromatid gap
ve kromozom gap meydana getirdigini bulmuslardir. Maleik hidrazid herbisitinin ise
sadece bir dondrde ve 1000 ug/mL’lik en yiiksek dozunda toplam anormallik frekansinda
anlamli oldugunu ve maleik hidrazid’in de kromatid kirigi, kromozom kirigi, kromatid
degisimi, kromozom degisimi, kromatid gap ve kromozom gap meydana getirdigini
bulmuslardir. Gokalp ve Kaymak (2002)’da maleik hidrazid herbisitinin insan periferal
lenfositlerinde meydana getirdigi kromozomal anormallikleri incelemisler ve onlar da
Ribas ve ark. (1996) gibi maleik hidrazid herbisitinin kromatid gap, kromatid kirik,
izokromatid gap ve izokromatid kirik gibi kromozom anormallikleri meydana getirdigini
saptamiglardir.

Renciizogullar1 ve ark. (2004), etoxazole adli akarisitin 24 saatlik tim dozlar ile 48
saatlik 20 pg/ml’lik dozda anlamli derecede KA frekansini arttirdigini ve kromatid kirigi,
kromozom kirig1, kardes kromatidlerde birlesme, kromatid degisimi, disentrik kromozom,
halka kromozom ve poliploidi anormalliklerine neden oldugunu bulmuslardir. Bunlarin
icinden en sik goriilen anormalliklerin, bizim aragtirmamizda oldugu gibi, kromatid kirigi,
kromozom kirig1 oldugunu, bu anormalliklerden sonra en sik rastlanan diger
anormalliklerin ise kardes kromatidlerde birlesme ve kromatid degisimi oldugunu

belirtmislerdir.
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Zeljezic ve Garaj-Vrhovac (2004), 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) etken
maddesinden 500mg/ml igeren Deherban A® herbisitinin insan lenfositlerinde kromatid
kirig, kromozom kirigi ve asentrik fragmentlerin sayisini anlamli derecede arttirdigini
bulmuslardir.

Celik ve ark. (2005), bir kontak fungusit ve sistemik olmayan bir akarisit olan
Karathane LC (dinocap etken maddeli)’nin insan lenfositlerinde KA frekansini anlamli
derecede arttirdigin1 ve Karathane LC’nin insan lenfositlerinde kromatid kirigi, fragment,
kardes kromatidlerde birlesme, disentrik, gap, halka kromozom, kromatid degisimi ve
poliploidiye neden oldugunu bulmuslardir.

Yiizbasioglu ve ark. (2006), afugan isimli sistemik fungusitin insan lenfositlerinde 48
saatlik uygulamada 5, 10 ve 20 pg/mL’lik dozlarinin kromozom anormallik frekansini
anlamli derecede arttirdigin1 ve insan lenfositlerinde kromatid kirigi, kromozom kirigi,
kardes kromatidlerde birlesme, poliploidi, disentrik kromozom ve halka kromozom
olusturdugunu bulmuslardir. Bunlarin i¢in en ¢ok gézlenen anormalliklerin sirasiyla kardes
kromatidlerde birlesme, poliploidi ve kromatid kirig1 oldugunu belirtmislerdir.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2007), %20 acetamiprid i¢ceren Mosetam 20 SP
insektisitinin insan lenfosit kiiltiiriinde kontrole ve ¢oziicii kontrole gore kromozom
anormalliklerini anlamli derecede arttirdigini ve Mosetam 20 SP insektisitinin insan
lenfositlerinde kromatid ve kromozom tip anormalliklere neden oldugunu belirtmislerdir.

Yilmaz ve ark. (2008), triazol sinifindan hexaconazole i¢ceren Conan SFL (50 g/L)
fungusitinin insan lenfositlerinde kromozomal anormallik frekansini anlamli derecede
arttirdigin1 ve kromatid kirigi, kromatid degisimi, kromozom kirigi, kardes kromatid
degisimi, disentrik kromozom, asentrik fragment, halka kromozom ve polipolidiye neden
oldugunu bulmuslardir.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2009), %10 a-cypermethrin iceren Fastac 100 EC
insektisitinin 24 ve 48 saatlik tiim uygulamalarinin insan periferal lenfositlerinde kontrol
ve ¢Oziicii kontrolle karsilagtirildiginda kromozomal anormallik frekansini anlamli derece
arttirdigin1 ve insan lenfositlerinde kromatid tip ve kromozomal tip anormallik meydana
getirdigini belirtmislerdir.

Chakravarthi ve ark. (2009), insan periferal lenfositlerinde organofosfat sinifindan
monocrotophos isimli insektisit uygulamasimin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede satellitleri bir araya getirdigi, kromozomlarda kirik ve

gap olusturdugu bulunmustur.
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Ozkan ve ark. (2009), acephate adli bir organofosfat insektisitinin insan periferal
lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik tim uygulamalarda doza bagli olarak kromozomal
anormallik frekansini arttirdigint ve insan periferal lenfositlerinde kromatid kirigi,
kromozom kirigi, kardes kromatidlerde birlesme, fragment, kromatid degisimi ve
poliploidi meydana getirdigini belirtmislerdir.

Unal ve ark. (2011), diclofop-metil isimli klorofenoksi herbisitin insan periferal
lenfositlerinde 15,63 pg/mL’lik en diisiik doz disindaki tiim dozlarda KA frekansini doza
bagl olarak anlamli derecede arttirdigini ve insan lenfositlerinde tamami ile bizim
arastirmamizda da gozlenen kromatid kirigi, kromozom kirigi, kardes kromatidlerde
birlesme, kromatid degisimi, disentrik kromozom, fragment, endoreduplikasyon ve
poliploidi anormalliklerini meydana getirdigini belirtmislerdir.

Yapilan diger arastirmalarda da goriildiigii ilizere insan lenfositleri {izerinde
pestisitlerin farkli gruplari ile ilgili tamamlanan arastirma sonuglari ile aragtirmamizda elde
ettigimiz doza bagli genotoksisite artis1 sonuglari ile farkli arastirmalarda pestisitlerin
meydana getirdigi anormallikler ile arastirmamizda elde ettigimiz anormallikler parallelik
gostermektedir.

Arastirmamizda Kiilsil’in sitotoksisitesini 6lgmek i¢in mitotik indeks kullanilmistir.
Kiilsil’in 24 saatlik 3,125 ppm’lik dozu haricinde tiim uygulamalarinda ve 48 saatlik tiim
uygulamalarda mitotik indeks doza bagli olarak anlamli derecede diisiis gostermistir (24
saat i¢in r=-0,83 ve 48 saat i¢in r=-0,88). Mitotik indekste en fazla diisiis 24 saatlik ve 48
saatlik 25 ppm’lik dozda sirasi ile %43.75 ve %78.47 olarak saptanmistir. Mitotik
indeksin diismesi, mitoza girecek olan hiicrede G, asamasinin bloke edilmesinden (Van’t
Hof, 1968) veya ATP seviyesinin diisiisiine bagli olarak enerji tliretim merkezlerinin
baskilanmasindan (Epel, 1963) ya da DNA polimeraz gibi mitotik ig ipliklerinde etkili olan
cesitli enzim yapilarimin bozulmasindan kaynaklanmis olabilir (Yiizbasioglu ve ark.,
2006).

Gokalp ve Kaymak (2002), insan periferal lenfositlerini bir herbisit olan maleik
hidrazidin ¢esitli dozlar ile 24 ve 48 saat boyunca muamele etmigler ve maleik hidrazid
herbisitinin artan doz ve muamele siiresine bagli olarak mitotik indeksi disiirdiigiini
bulmuslardir.

Arastirma sonuglarimiza paralel olarak, Rencilizogullar1 ve ark. (2004), etoxazole
akarisitinin, Celik ve ark. (2005), sistemik olmayan akarisit ve bir kontak fungisit olan
Karathane LC (dinocap etken maddeli)’nin 24 saatlik en diisiik dozlari hari¢ 24 saatlik
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diger dozlarda ve 48 saatlik tiim dozlarda mitotik indeksi anlamli derecede diisiirdiigiinii
bulmuslardir.

Gonzalez ve ark. (2006), dicamba isimli fenoksi herbisitin ve onun ticari formu olan
Banvel¥in (57,71%) insan lenfosit kiiltirinde sitogenetik etkilerini incelenmisler ve
mitotik indeksi 100 pg/mL’lik konsantrasyonun istiindeki konsantrasyonlarda kontrole
gore anlamli derece diiglirdiiglinti bulmuslardir.

Yiizbasioglu ve ark. (2006), afugan isimli sistemik fungusitin sitotoksik etkilerini
insan periferal lenfositlerinde in vitro incelemisler ve 24 ve 48 saatlik uygulamalarda 2,5
pg/mL’lik konsantrasyon hari¢ tiim konsantrasyonlarda mitotik indeksi anlamli derecede
diisiirdiigiinii saptamislardir.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2007), in vitro kosullarda insan periferal
lenfositlerinde incelenen %20 acetamiprid igeren Mosetam 20 SP insektisitinin kontrolle
ve c¢oOziicii kontrolle karsilastirildiginda mitotik indeksi tiim uygulama siireleri ve
konsantrasyonlarinda anlamli derecede diislirdiigiinii saptamislardir.

Yilmaz ve ark. (2008), triazol sinifindan hexaconazole igeren Conan 5FL (50 g/L)
fungusitinin genotoksik etkilerini insan periferal lenfositlerinde incelemislerdir. Conan
SFL’nin mitotik indeksi anlamli derecede diisiirdiigii tespit edilmistir.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2009), %10 a-cypermethrin igeren Fastac 100 EC
insektisitinin in vitro insan periferal lenfositlerinde mitotik indeksi 24 ve 48 saatlik her iki
uygulama siiresinde de doza bagl olarak diistiigii tespit edilmistir.

Ozkan ve ark. (2009), acephate isimli organofosforlu insektisitin insan periferal
lenfositlerinde in vitro genotoksik ve sitotoksik etkilerini arastirmiglar ve mitotik indeksi
24 saatlik 50, 100 ve 200 pg/mL’lik konsantrasyonlar ile 48 saatlik 12.5 pg/mL’lik
konsantrasyon hari¢ biitiin konsantrasyonlarda doza bagli olarak anlamli derecede
diisiirdiigiinii tespit etmislerdir.

Celikler ve ark. (2010), thiocyclam (Evisect) insektisitinin, Jovtchev ve ark. (2010),
paraquat isimli herbisitin insan periferal lenfositlerinde mitotik indeksi diistirdiigiinii
saptamiglardir.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2010), acetamiprid ve a-cypermethrin karigiminin
sitotoksik etkilerini incelemisler ve mitotik indeks 24 ve 48 saatlik her iki uygulama
siresinde ve tim konsantrasyonlarda anlamli derecede diisiis gosterdigini tespit

etmislerdir.
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Unal ve ark. (2011), diclofop-metil isimli klorofenoksi herbisitin insan periferal
lenfositlerinde in vitro sitotoksik etkilerini arastirmislar ve 24 saatlik 250 ng/mL’lik ve 48
saatlik 62,5 ve 125 pug/mL’lik dozlarda mitotik indeksin anlamli derecede diistiigiinii
belirtmislerdir.

Gortldiigii gibi; pestisitlerle yapilan diger calismalarda da pestisitlerin mitotik
indeksi digiirdiigii gozlenmistir. Arastirmamiz bu agidan diger arastirmalarla paralellik
gostermektedir.

Arastirmamizda ayrica hizli, hassas ve gilivenilir bir test olan mikroniikleus testi de
uygulanmustir. Insan periferal lenfosit kiiltiirlerine in vitro Kiilsil uygulamas: sonucunda
Kiulsil’in farkli dozlarinda bir, iki, ti¢ ve dort mikroniikleus igeren biniikleat hiicreler
meydana getirdigi gozlenmistir. Kiilsil’in insan periferal lenfosit kiiltiirleri tizerindeki
dozlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 3,125 ppm’lik dozun mikroniikleus frekansini
etkilemedigi buna karsin 6,25; 12,5 ve 25 ppm’lik dozlarda ise mikroniikleus frekansinin
doza bagli olarak anlamli derecede arttigi tespit edilmistir (r=0,99). Kiilsil’in 50 ppm’lik
dozu ise insan periferal lenfosit kiiltiirii izerinde toksik etki gostermistir.

Mikroniikleuslar, spontan olarak ya da genotoksik maruziyete yanit olarak (Falck ve
ark., 1997) esas c¢ekirdege dahil olmayan asentrik fragmentlerden (sentromeri eksik
kromozom fragmentleri) koken alan veya anafazda sentrik elementler kutuplara cekilirken
1g ipliklerine baglanamayan bir veya birka¢ kromozomun daha sonra etrafinda ¢ekirdek
zar1 tesekkiil etmesi ile olusurlar (Ford ve ark., 1988; Fenech, 1993, 1998 ve 2000; Feng ve
ark., 2005; Pala ve ark., 2008; Eroglu ve ark., 2010).

Arastirma sonuglarimiza gore Kiilsil’in MN olusumunu arttirmasi bu maddenin
klastojenik etkiye sahip oldugunun gostergesi olabilir. Kiilsil fungusitinin KA testinde
sayisal anormalliklerden ¢ok yapisal anormalliklere, 6zellikle kromatid kiriklarina neden
olmasi, MN olusumunun Kiilsil’in andjenik etkilerinden ¢ok klastojenik etkilerinden
kaynaklandig diistindiirmektedir.

Guadanio ve ark. (1998), rotenone isimli bir insektisitin insan periferal
lenfositlerinde in vitro S9 varliginda ve yoklugunda MN testi uygulamislardir. S9
yoklugunda 48 saatlik ve 2 saatlik kiiltlirlerde mikroniikleus frekansinda artis gozlenirken,
S9 fraksiyonunun eklenmesi rotenone insektisitinin etkisini azaltmistir.

Renciizogullar1 ve ark. (2004), etoxazole akarisitinin insan lenfositlerinde in vitro

mikroniikleus testi ile genotoksik etkileri incelenmistir. Etoxazole 48 saatlik en diisiikk dozu
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olan 5 pg/mL’lik doz hari¢ tim uygulamalarda doza bagimli olarak MN frekansini
arttirmistir.

Zeljezic ve Garaj-Vrhovac (2004), 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) etken
maddesinden 500 mg/mL igeren Deherban A® herbisitinin insan lenfositlerinde in vitro
genotoksik etkisini niikleusa ait tomurcuklar: da sayarak MN testi ile degerlendirmislerdir.
Deherban herbisitinin her iki dozu kontrolle karsilastirildiginda toplam mikroniikleus
sayisini ve niikleusa ait tomurcuklar1 anlamli derecede arttirmistir. S9 fraksiyonu olmayan
uygulama ile karsilastirildiginda, S9 fraksiyonu varligi Deherban herbisitinin test edilen
her iki dozunda da anlamli derecede mikroniikleusa neden olmustur.

Feng ve ark. (2005), imidacloprid ve RH-5849 pestisitlerinin sirasiyla en diisiik
dozlar1 olan 0,05 pg/mL ve 25 pg/mL’lik dozlar1 hari¢ diger dozlarda MN frekansini doza
bagli olarak arttirdigini tespit etmislerdir.

Yiizbasioglu ve ark. (2006), afugan isimli sistemik fungusitin genotoksik etkilerini
insan periferal lenfositlerinde in vitro MN testi ile arastirmiglardir. Afuganin tiim dozlarda
doza bagli olarak MN olusumunu arttidig1 tespit edilmistir.

Bagka bir ¢alismada deltamethrin (Decis %2,8 EC) ve isoproturon (Arelon %5
WP)’un sitogenetik etkileri insan periferal lenfositlerinde MN testi ile arastirilmistir. Insan
periferal lenfosit kiiltiirii igin deltamethrinin 2,5; 5; 10 ve 20uM, isoproturonun 25; 50; 100
ve 200uM ile deltamethrin ve isoproturonun 2.5+25; 5+50; 10+100 ve 20+200uM lik
dozlar1 kullanilmistir. Deltamethrinin SuM ve 10uM’lik dozu, isoproturonun 100uM’lik
dozu ile deltamethrin+isoproturonun 5+50uM ve 10+100uM’lik dozlar1 MN frekansinda
anlamli artigsa neden olmustur (Chauhan ve ark., 2007).

Demsia ve ark. (2007), bir sistemik Kloro-nikotinil insektisit olan imidacloprid ile bir
sistemik benzenoid fungusit olan metalaxylin yalniz baslarina ve beraber kullanildiklarinda
olusturabilecekleri genotoksik etkileri, insan periferal lenfositlerinde in vitro MN testi ile
aragtirmislardir. Insan lenfosit kiiltiirlerinde sadece metalaxylin 50 pg/mL’lik dozu MN
frekansin1  anlamli  derecede arttirirken, imidacloprid ve imidacloprid+metalaxyl
karistminin herhangi bir etki yaratmadig tespit edilmistir.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2007), %20 acetamiprid i¢ceren Mosetam 20 SP
insektisitinin en diisiik dozu olan 24 pg/mL’lik dozu hari¢ diger dozlarda MN frekansini
anlamli derecede arttirdigini belirtmislerdir.

Ennaceur ve ark. (2008), hexachlorobenzene (HCB) isimli bir organoklorlu insektisit
ile dichlorobiphenyltrichloroetane (DDT) isimli organoklorlu insektisitin bir metaboliti
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olan  1,1-dichloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)ethylene ~ (DDE)’nin  insan  periferal
lenfositlerinde in vitro genotoksik etkilerini MN testi ile degerlendirmislerdir. DDE
insektisitinin 10, 20, 40 ve 80mM’lik dozlari, HCB insektisitinin 0.005, 0.01, 0.05 ve
0.1mM’lik dozlart kullanilmistir. HCB insektisiti mikroniikleus frekansini etkilemezken,
DDE insektisiti en yliksek dozda MN frekansini anlamli derecede arttirmistir.

fla ve ark. (2008), cyfluthrin insektisitinin genotoksik etkisi in vitro kiiltiire alinmus
insan periferal lenfositlerinde MN testi ile arastirmislardir. Cyfluthrin insektisitinin 500,
1000 ve 2000ug/ml’lik dozlar1 kullanilmistir. Cyfluthrin insektisiti 24 saatlik
1000pg/ml’lik uygulamast ile 48 saatlik tiim uygulamalarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda mikroniikleus frekansinda anlamli artisa neden olmustur.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2009), %10 a-cypermethrin iceren Fastac 100 EC
insektisitinin  genotoksik etkisini insan periferal lenfositlerinde MN testi ile
arastirmiglardir. Bunun i¢in hiicreleri a-cypermethrinin 5, 10, 15 ve 20 pg/mL’lik dozlar
ile 24 ve 48 saat boyunca muamele etmisler ve acetamipridin kontrol ve ¢6ziicti kontrole
gore mikroniikleus frekansini 5, 10 pg/mL’lik dozlarda anlamli derecede arttirdigini
bulmuslardir.

Eroglu, (2009) dichlorvos isimli bir organofosfat insektisitinin insan periferal
lenfositlerinde in vitro genotoksik etkilerini incelemistir. Dichlorvos insektisitinin 5, 10,
20, 40, 80 ve 100 pg/mL’lik dozlar1 kullanilmistir. Dichlorvosun mikroniikleus frekansini
arttirdig tespit edilmistir.

Ozkan ve ark. (2009), acephate isimli organofosforlu insektisitin insan periferal
lenfositlerinde in vitro MN testi ile genotoksik etkisini aragtirmislardir. Acephate
insektisitinin 12,5; 25; 50; 100 ve 200 pg/mL’lik dozlari kullanilmigtir. Acephate
insektisitinin tiim dozlar1 MN frekansini doza bagl olarak arttirmustir.

Jovtchev ve ark. (2010), paraquat isimli herbisitin insan lenfositlerinde in vitro MN
testi ile genotoksisitesini incelemislerdir. Paraquatin 10® mol/I’den 10 mol/I’ye kadar
olan bes dozu kullanilmigtir. Paraquatin tiim dozlarmin MN frekansin1 doza bagli olarak
anlamli derecede arttirdig1 tespit edilmistir.

Yavuz-Kocaman ve Topaktas (2010), acetamiprid ve a-cypermethrin karigiminin
genotoksik etkilerini, insan periferal lenfositlerinde, acetamiprid+a-cypermethrinin
12,5+2,5; 15+5; 17,5+7,5; 20+10 pg/mL’lik dozlar ile 24 ve 48 saat muamele ederek MN
testi ile incelemislerdir. Kontrol ile karsilagtinldiginda 12,5+2,5; 15+5; 17,5+7,5
ng/mL’lik dozlarda MN frekansinda artig gozlenmistir.
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Santovito ve ark. (2011), insan periferal lenfositlerinde thiabendazole fungusitinin
genotoksik etkisini mikroniikleus testi ile arastirmislardir. Thiabendazole fungusitinin 0,5;
5 ve 50 pg/mL’lik dozlart kullanilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
thiabendazole’un tiim dozlarda mikroniikleus diizeyini arttirdig1 tespit edilmistir.

Yapilan diger arastirmalarda da goriildigl iizere insan lenfositleri iizerinde
pestisitlerin farkli gruplar ile ilgili tamamlanan mikroniikleus testine ait olan aragtirma
sonuglari ile arastirmamizda elde etti§imiz sonuglar parallelik gostermektedir.

Tamamlanan arastirmada Kiilsil’in niikleer boliinme indeksini diistirdiigii ancak bu
diisiisiin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir.

EPA (2008)’nin raporuna gore daha onceden kopek ve siganlar {izerinde yapilmis
caligmalarin sonucuna gore Kiilsil’in etken maddesi olan myclobutanilin kanserojenik
etkisi olmadigi belirtilmistir. Ancak tamamlanan arastirmamizda myclobutanil etken
maddesini igeren Kiilsil pestisitinin genotoksik oldugu saptanmistir. Myclobutanil ile ilgili
insan periferal lenfosit kiiltiirleri tizerinde daha Onceden yapilmis herhangi bir
genotoksisite arastirmast yoktur. Bu nedenle saptanan genotoksik etki myclobutanilin
insan periferal lenfositleri lizerine etkisinden ya da saf etken madde yerine myclobutanilin
ticari formiilasyonu olan Kiilsil’i kullanmamizdan kaynaklanmis olabilir. Holland ve ark.
(2002) calismalarinda adjuvanlarin, ticari pestisitlerin ¢oziintirliigiinti arttirmak ve aktif
icerigini giiglendirmek {izere onlara ilave edilen kimyasallar oldugunu, bu kimyasallarin
polivinil bilesikler, polioksietilenler, parafin yaglar igerdiklerini ve 0zel olarak
belirtilmedigini fakat “katki maddeleri” kategorisi altinda ticari pestisitlerin bu maddeleri
igerdigini belirtmislerdir. Zeljezic ve Garaj-Vrhovac (2004) ise pestisit formiilasyonlarinda
etken maddenin yani sira iireticilerin gizli tuttugu bu ¢ok sayidaki yan tiriinlerin (¢6ziici,
seyreltici, emiilgatéor vb) de etken maddeler kadar genotoksik riskleri olabildigini
belirtmislerdir. Nitekim Gokalp-Muranli ve Kaymak (2004), triasulfuron etken maddesi
iceren Logran herbisitinin 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 ng/ mL’lik dozlarinin genotoksik
etkisini insan periferal lenfosit kiiltiirleri izerinde incelemisler ve Logran herbisitinin 16 ve
256 ng/mL’lik dozlarinda in vitro sitotoksik ve klastojenik oldugunu belirtmislerdir.
Ancak ayni arastirmacilar 2008 yilinda triasulfuron saf etken maddesinin insan periferal
lenfosit kiiltiirlinde klastojenik olmadigini belirtmislerdir (Gokalp-Muranli ve Kaymak,
2008). Ayni sekilde Rank ve ark. (1993) Roundup herbisiti ve onun etken maddesi olan
glyphosphate isopropylamine in genotoksik etkilerine Allium testi ile bakmislar ve

glyphosphate isopropylamine’in herhangi bir etkisi olmadigin1 buna ragmen Roundup’in
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KA frekansini arttirdigini tespit etmislerdir. Scassellati-Sforzolini ve ark. (1997), bir iireik
herbisit olan linuronun saf ve ticari formunun genotoksik etkilerini aragtirmiglardir.
Calismalar1 bizim aragtirmamizla uygunluk gdstermistir. Ayrica insanlardaki gercek hasari
tespit edebilmek i¢in saf etken maddelerin yani sira tarimda kullanilan pestisit

formiilasyonlarinin da tespit edilmesi gerektigini belirtmislerdir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Tamamlanan arastirmada myclobutanil etken maddeli bir pestisit olan Kiilsil’in
genotoksik ve sitotoksik etkileri insan periferal lenfosit kiiltliriilerinde in vitro kosullarda
arastiritlmistir. Her ne kadar daha onceden bagka canlilar iizerinde yapilmis calismalar
myclobutanil etken maddesinin genotoksik etkisinin ¢ok az oldugu yoniinde olsa da daha
onceden insan lenfosit Kkiiltiirleri tizerinde bir arastirma yapilmamistir. Bizim bu
calismamizin sonucunda myclobutanil etken maddeli Kiilsil’in klastojenik, mutajenik ve
andjenik olabilecegi gosterilmistir. Bu yonii ile yapilan arastirma 6zgiinliik géstermektedir.

Pestisitlerin tarimda ¢ok biiyiik yararlart oldugu yadsinamaz bir gercektir. Ancak
pestisitler tarimda yararli olsalar dahi, bunlarin ¢evreye ve insanlar dahil hedef dis1 bagka
canlilara  genotoksik, kanserojenik, teratojenik etkiler gibi  zararli etkileri
goriilebilmektedir. Canlilarin pestisitlere karsi direng kazanimi ve duyarlilik azaligindan
dolayi, pestisitler giderek artan oranlarda kullanilmaya baslanmistir. Bu durum insanlarin
istemli veya istemsiz bir sekilde zararli olan bu maddelere devamli maruz kalmasiyla
sonuclanmakta dolayisiyla kanserojenik ve teratojenik gibi zararli etkileri giderek artan
oranlarda gozlenmektedir.

Ozellikle tarim faaliyetlerinin yaygin olarak yapildigi ve riizgarin etkili oldugu
Canakkale gibi illerde ciftgilerin pestisitleri daha etkili olmalar1 agisindan fazla miktarda
kullandig1 bilinmektedir. Bu kullanim sonucunda hedef organizmalar diginda insanlarin da
icerisinde yer aldig1 hedef olmayan diger organizmalar da zarar gormektedir.

Pestisitlerin sebep oldugu bu zararlar1 engeleyebilmek ig¢in; g¢iftgilerin ve diger
pestisit kullananlarin  bilinglendirilmeleri, toksik etkileri gozlenmis pestisitlerin
kullanimdan kaldirilmalar1 ya da daha az miktarda kullanilmasiin saglanmasi, organik
tarimin tesvik edilmesi, geleneksel pestisitlerin yerine biyopestisit kullanimmin tegvik
edilmesi gerekmektedir. Bunlarin yaninda sadece {iretici kesimin degil tiiketici kesimin de
pestisitlerin zararlar1 konusunda aydinlatilmas1 gerekmektedir. Kisaca pestisitlerin zararl
yonlerinin de bulunmasi ile ilgili tiim toplum bilinglendirilmeli ve bunun i¢in bu konu ile
ilgili calisan kurumlarin ve iniversitelerin bilgilendirme seminerleri diizenlemeleri

gerekmektedir.
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