
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-KLOROPİRİDİN’İN ALLİUMACEPA L. KÖKAMERİSTEMAHÜCRELERİ 

ÜZERİNEASİTOGENETİK VEAGENOTOKSİKAETKİLERİ 

(YüksekaLisansaTezi) 

 

Güller PİRDAL 

T.C. UŞAKaÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİaENSTİTÜSÜ 

 

HAZİRAN, 2019 



 
 

T.C. 

UŞAKaÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİaENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

 

MOLEKÜLERaBİYOLOJİ VE GENETİKaANABİLİM DALI 

 

 

 

2-KLOROPİRİDİN’İN ALLİUMaCEPA L. KÖK MERİSTEMaHÜCRELERİ 

ÜZERİNEaSİTOGENETİK VE GENOTOKSİKaETKİLERİ 

 

 

YÜKSEKaLİSANS TEZİ 

 

 

 

Güller PİRDAL 

 

 

 

 

 

 

HAZİRAN 2019 

UŞAK



 
 

T.C. 

UŞAKaÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİaENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

 

MOLEKÜLERaBİYOLOJİ VE GENETİKaANABİLİM DALI 

 

 

 

2-KLOROPİRİDİN’İN ALLİUMaCEPA L. KÖK MERİSTEMaHÜCRELERİ 

ÜZERİNEaSİTOGENETİK VE GENOTOKSİKaETKİLERİ 

 

 

 

YÜKSEKaLİSANS TEZİ 

 

 

 

Güller PİRDAL 

 

 

 

 

 

 

 

UŞAK 2019



 
 

Güller PİRDAL tarafındanahazırlanan “2-Kloropiridin’in Allium cepaaL. Kök 

MeristemaHücreleri ÜzerineaSitogenetik ve GenotoksikaEtkileri” adlı buatezin 

Yüksek Lisansatezi olarak uygunaolduğunu onaylarım.  

 

Doç. Dr. RecepaLĠMAN                                                        ……………………………….           

TezaDanıĢmanı, MoleküleraBiyoloji ve GenetikaAnabilim Dalı  

 

BuaçalıĢma, jürimizatarafından oyabirliği ileaMoleküleraBiyoloji ve GenetikaAnabilim 

Dalında YüksekaLisans teziaolarak kabulaedilmiĢtir.  

 

Prof.Dr. Safiye Elif KORCAN                                               ………………………………. 

Sağlık Hizmetleri Meslek Yüksekokulu, UĢak Üniversitesi 

 

Doç. Dr. RecepaLĠMAN                                                         ………………………………. 

MoleküleraBiyoloji ve GenetikaAnabilim Dalı, UĢakaÜniversitesi 

 

Prof. Dr. Ġbrahim Hakkı CĠĞERCĠ                                         ………………………………. 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı, Afyon Kocatepe Üniversitesi 

                                                                                                                      

                                                                                                                     Tarih: 19/06/2019  

 

 

Bu tezaile U.Ü. FenaBilimleri EnstitüsüaYönetim KuruluaYüksekaLisans 

derecesiniaonamıĢtır.  

                                                                                               

Doç. Dr. Murat Kemal KARACAN                                        ……………………………….                                

FenaBilimleri EnstitüsüaMüdürü  

 



 
 

TEZaBİLDİRİMİ 

 

Tezaiçindeki bütün bilgilerinaetik davranıĢ veaakademik kurallar çerçevesindeaelde 

edilerekasunulduğunu, ayrıcaatez yazım kurallarınaauygun olarak hazırlananabu çalıĢmada 

banaaait olmayan heratürlü ifade veabilginin kaynağınaaeksiksiz atıf yapıldığınıabildiririm.  

 

 

 

                                                                                               Güller PĠRDAL                                                        

  



i 
 

2-KLOROPİRİDİN’İN ALLİUM CEPAaL. KÖKaMERİSTEMaHÜCRELERİ 

ÜZERİNEaSİTOGENETİK VE GENOTOKSİKaETKİLERİ 

 (YüksekaLisans Tezi) 

 

Güller PİRDAL 

 

UŞAKaÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİaENSTİTÜSÜ 

Hazirana2019 

 

ÖZET 

 

2-Kloropiridin (2-KP)akozmetiklerin, böcekailaçlarının ve diğerafarmasötik ürünlerin 

önemliabir öncüsüdürave aynı zamandaaendüstriyel atık sulardakiatarımsal kimyasal 

ürünlerinave nehir kirleticilerinametabolitlerinin ürünleriaolarak, izakimyasal olaraka 

tanımlanmaktadır. BuaçalıĢmada, 2-KP'nin sitotoksikave genotoksikaetkileri Allium cepa 

kökameristematikahücrelerindea2-KP'nin kökabüyümesi, mitotik indeksa(MĠ), 

kromozomalaanormallik (KA)‘ler ve DNAahasarı üzerindekiaetkileri Alliumaanafaz-

telofazave Kometatestleri kullanılarakaaraĢtırılmıĢtır. 2-KP‘ninaEC50 değeriaAllium kök 

büyümesiniaengelleme testiaile yaklaĢık olaraka50 ppmabelirlenmiĢtir. A. cepaaköklerine 

½xEC50 (25 ppm), EC50a(50 ppm) ve 2xEC50a(100 ppm) 2-KP, Metilametansülfonat 

(MMS-10appm, pozitifakontrol) ve safasu (negatif kontrol)akonsantrasyonları A. cepa 

soğanakök hücrelerineafarklı zamanlardaa(24,a48,a72avea96asaat)auygulanmıĢtır. 2-KP, 

kök büyümesini ve MĠ'yi azaltarak sitotoksik etki göstermiĢken, 

KA'larıa(bozulmuĢaanafaz-telofaz, kalgınakromozom, yapıĢkanlık, anafazaköprüleri ve 

poliploidi)ave DNAahasarını önemliaseviyelerde arttırarakagenotoksik etki göstermiĢtir. 

Sıvıakromatografi-tandemakütle spektrometresia(LC-MS/MS) ile Allium köklerine geçen 

2-KP miktarı hem süreye hem de doza bağlıaolarak artmıĢtır. 

Bilim Kodu: 

AnahtaraKelimeler: 2-Kloropiridin, Allium cepa, Anafaz-Telofaz Testi, KometaTesti  

SayfaaAdedi: 124 
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ABSTRACT 

 

2-Chloropyridine (2-KP) is an importantaprecursor of cosmetics, pesticidesaand other 

technologies, as well as the chemical structure of agricultural chemicals in industrial 

wastewater and the trace chemical for the products of metabolites of river pollutants. Here, 

2-KP is cytotoxic and genotoxic in Allium cepa root meristematic environment 2-KP root 

development, mitotic index (MI), chromosomal abnormality (KA)'s DNA and DNA 

damage are dried. The EC50 value of 2-KP is approximately 50 ppm by the Allium root 

growth inhibition test. A. cepa roots ½xEC50 (25 ppm), EC50a(50 ppm) and 2xEC50a(100 

ppm) 2-KP, methylmethanesulfonate (MMS-10appm, positive control) and distilled water 

(negative control) (24, 48, 72 and 96 hours). When 2-KP shows cytotoxic effects by 

decreasing root growth and MI, it significantly affects CAs (impaired anaphase-telophase, 

persistent chromosome, adhesion, anaphase bridges and polyploidy) and DNA damage. 

Liquidachromatography-tandem massaspectrometry (LC-MS/MS) and the number of 2-

KP‘s that passed into Allium roots increased both time and dose. 
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1. GİRİŞ 

 

 

 

 

2-Kloropiridin (2-KP) pestisitlerin, kozmetik ürünlerinin ve farmasötik diğer çeĢitli 

ürünlerin üretiminde bir ara ürün olarak ortaya çıkmaktadır. Endüstriyel atık sularda, su 

kirletici ve tarım ilaçlarının bir iz organik kimyasal metaboliti olarak tanımlanmıĢtır [1]. 

Dünyamızdaki su habitatı ciddi bir dozda zirai kimyasal bileĢikleri, farmasötik ve çeĢitli 

kozmetik ürünlerinin üretiminde ortaya çıkan çeĢitli kimyasalları değiĢik Ģekillerde 

yapısına almaktadır. 2-KP, sucul ortama çeĢitli Ģekillerde girebilmektedir. 2-KP, ya 

endüstriyel çalıĢma alanlarının atıkları vasıtasıyla rastgele doğaya salınırlar, ya da ilaçların 

metabolik ürünleri olarak hayvan veya insan vücuduna alınmaktadır. Pestisitleri iĢleyebilen 

spesifik ürünleri içeren veya içermeyen bitkiler ile bir çok çeĢitli Ģekillerde ortama 

karıĢabilmektedirler. 2-KP, doğada kullanımı yaygın olmayan bir kimyasal olsa bile 

doğadaki kalıntıları, zirai ilaçlara ve ilgili farmasötiklere direnç gösteren oluĢumların 

ortaya çıkmasına sebep olur ve bu nedenle etkilerini azaltmaktadır [2-8]. 2-KP, çoğunluk 

olarak antropojenik kökenli bir çevre kirleticisidir.  

Kimyasalların, sitotoksik ve genotoksikaetkileri, bakteriyel, hayvansalave bitkisel 

test sistemleriaile saptanabilmektedir. Çevresel kirleticilerin sitogenotoksik etkilerini 

değerlendirmek için Allium testi yaygın olarak kullanılmaktadır. Soğanın saklanması ve 

kullanımı kolay olduğu için kök ucu hücreleri, mikroskobik (EC50, büyüme) ve 

makroskobik parametreler (MĠ ve KA gibi c-mitoz, mikronükleus ve yapıĢkanlık, 

kromozom sayısı vb.) için uygun bir sistem oluĢturmaktadır. Aynı zamanda bu test sistemi 

Dünya Sağlık Örgütü, ABD Çevre Koruma Ajansı ve BirleĢmiĢ Milletler Çevre Programı 

tarafından onaylanmıĢtır. Ek olarak, Allium test sonuçları diğer prokaryotik ve ökaryotik 

test sonuçları ile birlikte iyi bir uyum göstermektedir [9-19]. 

 A. cepa kök meristematik hücrelerinde Komet testi veya tek hücreli jel 

elektroforezi, çevresel kirletici maddelerin DNA hasarını değerlendirmek için 

kullanılmıĢtır. Bu test nispeten düĢük maliyetli, basit, hızlı ve güvenilirdir. Tekrarlanabilir 

sonuçlar verir ve mitozdan bağımsız olarak az sayıda hücreden bağımsız olarak 

incelenebilmektedir [20-26].  



2 
 

Kütle spektrometresi (LC-MS/MS), analizaörneğinin iyonlaĢtırılması, 

buharlaĢtırılmasıave oluĢan iyon parçalarının kütle/yüka(m/e veya m/z) değerlerine 

bakılarak ayrılması ve kaydedilmesiaiĢlemleri içinageliĢtirilmiĢ biracihazdır.  

Bu çalıĢmada, 2-KP'nin A. cepa'da kök meristemik uçlarındaki büyüme, KA‘ları ve 

DNAahasarı üzerindekiaetkileri Alliumaanafaz-telopfaz ve Kometatestiaile araĢtırılmıĢtır. 

A. cepa kök uçlarına geçen 2-KP miktarı ise LC-MS/MS cihazıaile belirlenmiĢtir. 
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2. LİTERATÜRaARAŞTIRMASI 

 

 

 

 

2.1. OrganikaKirleticiler 

 

Günümüz dünyasında insan sağlığı, yaĢadığı çevreden aldıkları ve onları oluĢturan 

genetik miras etkileri ile değiĢmektedir. Ġnsanlar, daha embriyo döneminde iken çeĢitli 

çevresel koĢullar ile etkileĢim olmaktadır. Bu etkileĢim, artarak veya azalarak insan yaĢamı 

boyunca süre gelmektedir.  

Sanayi devrimi, insan yaĢamına ve bulundukları topluma kolaylık getirmiĢ olup, 

ürettikleri çeĢitli kimyasallar, gübreler, pestisitler ve benzeri gibi çeĢitli süni ürünleri 

yaĢamlarının bir parçası haline getirmiĢlerdir. Ġçinde bulunduğumuz yüzyılın baĢlarında 

kullanılan kimyasalların miktarı birkaç bini geçmezken, Ģu anda daha çabuk geliĢen 

endüstriler, kullanıma hazır halde olan binlerce kimyasal çeĢidini dünyaya sunmuĢlardır. 

Günümüzde büyük bir çoğunluğu endüstri üretimi olan 70,000 civarında çeĢitli kimyasal 

maddenin birçok amaç için kullanıldığı bilinmektedir. Canlılarda ve özellikle insanlarda, 

dünyanın her bir yerinde bulunabilen ve üretilen insan yapımı bu çok çeĢitli kimyasal 

maddelerin kalıntıları ve izleri görülmektedir [27]. Bu zamana yaklaĢtıkça, üretilen bu 

çeĢitli kimyasalların olumsuz etkileri dünyadaki canlılar üzerinde görülür hale gelmeye 

baĢlamıĢtır. ÇeĢitli üretilen bazı kimyasallarla etki altında kalındığında geri dönüĢü 

olmayan, kalıcı hasarlar ortaya çıkardığı görülmeye baĢlanmıĢtır. 

Sanayi üretimi kimyasallar; her türlü endüstri için yardımcı olabilecek türde 

üretilmiĢlerdir. Bunlardan biri olan pestisitler, zararlı organizmaların çoğalmalarını kontrol 

etmek ve onlardan korunmak gibi nedenlerle yapılan çeĢitli maddelerdir [27]. 

Endüstriyel pestisitler ve kimyasalların diğerleri ise çeĢitli atıkların ya da 

pestisitlerin yakılması eylemlerinde yan ürün olarak oluĢurlar ve bunlara ―yan ürün olarak 

oluĢan organik kirleticiler‘‘ ya da ―istenmeden oluĢan organik kirleticiler‖ denilmektedir. 

Organik kirleticiler, biyolojik ve kimyasal olarak bozulmaya karĢı dayanıklılık 

göstermektedir. Doğal ortamda uzun süre boyunca ayrıĢmadan ya da bozulmadan 

kalabilmektedir [27]. 
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Organik kirleticilerin su ortamında çözünmeleri azdır, bu nedenle de yağ ya da yağ 

içeren dokularda iyi bir Ģekilde çözünürler ve o ortamda birikerek önemli sağlık 

sorunlarına yol açabilmektedirler [27]. Organik kirleticiler, doğal ortamda, onları tehlikeli 

kılan üç özelliğe de sahiptirler; kalıcılık, toksisite, biyoakümülasyon. Bunlar arasında 

biyoakümülasyon, en ciddi sorun yaratanıdır. Organik kirleticiler bulundukları çevreyi 

kirletmelerinin yanı sıra, hava akımları, nehirler ve okyanus akıntıları ile de tüm dünyayı 

gezerek daha fazla alana yayılıp zarar verebilmektedir. Bugün dünyamızda, Kuzey Kutbu 

da dahil olmak üzere gibi uzak bölgeleri dahi kirletmiĢ durumdadırlar [28]. Organik 

kirleticilerin bütün dünyada yaĢamı, doğayı ve çevreyi kirlettiğine dair bilimsel kanıtlar 

bulunmaktadır. Gıda sektörü, insanların ve doğal yaĢamın bu kirleticilerle etki altında 

kalmasındaki en önemli etkendir. Organik kirleticiler; plasenta yoluyla fetüse ve anne sütü 

yoluyla da bebeğe geçebilmektedir [28]. 

Organik kirleticilere örnek olarak; Heksaklorobenzen, Poliklorlu Bifeniller, 

Dioksinler ve Furanlar, Aldrin, Endrin ve Klordan, Dieldrin, Mireks, Heptaklor, Toksafen 

Polibromlu Bifeniller,  ve Endosülfan verilebilir [28]. 

Endüstri devrimi, çeĢitli kimyasalın yaĢamımıza girmesine ve bunların zorunlu 

olarak tüketilmesine sebep olmaktadır. Bu nedenle insanlar yaĢamları boyunca bu 

kimyasalların etkisi altında kalmaktadır. Gelecek yıllarda dünya nüfusunun artması 

düĢünüldüğünde, bu zararlı kirleticilerin yarattığı sorunların daha da artacağı 

düĢünülmektedir.  
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2.2. Pestisitler  

 

Günümüz dünyasında ki tartıĢılan en önemli konulardan biri artan dünya nüfusuna 

karĢılık gerekli besin gereksiniminin karĢılanıp karĢılanmadığıdır. Bu nedenle tarım için 

kullanılan alanların azalması ve yok olması bu konuyu daha önemli hale getirmektedir. Bu 

amaçla, verimi zarar uğratan çeĢitli etkenlere karĢı çeĢitli kimyasal maddeler üretilmiĢtir. 

Bu kimyasalların üretimi ve kullanımı kolay ve hemen etki etmesinden dolayı otların ve 

bitkilerin hastalıklardanakorunması ve sağlıklı ürünleraelde etmek isteğimizden dolayı 

tarımsalabir mücadele olanapestisitler yaygın olarak kullanılmayaabaĢlanmıĢtır [29, 30]. 

Pestisitler, çok eski tarihlerden beri yaygın olarak kullanılan kimyasallardır. 

Ġnsektisitin kullanımına dair M.Ö. 1500‘lüayıllarda papirüs üzerindeki pire, eĢek arılarına 

ve bite karĢı kayıtlar bulunmuĢtur. Pestisit olarak kullanılan ilk madde Kükürt ve 

Arseniktir. Bahçe böcekleriyle savaĢta ilk olarak Arsenikten faydalanmıĢlardır. Sonralarda 

nikotin maddesi eklenmeye baĢlanmıĢ, civa ve kurĢun gibi çeĢitli kimyasallarda 

eklenmiĢtir. Ġsviçreli kimyacı Paul Mueller, 1939 senesinde pestisit özellikte olan DDT‘yi 

(diklorodifenil trikoloroetanum) belirtmiĢ ve pestisitler 1940‘lı yıllarda zararlı böceklere 

karĢı kullanılmıĢtır. Ancak DDT‘nin toksik bir etkisinin olduğu, ekolojiye ve insan 

sağlığına zararı nedeni ile yasaklanmıĢtır. Bu nedenle pestisitlerin yararlarının yanı sıra 

zararlarının da olduğu bilinmiĢtir.  

Pestisitler, insanların tükettiği gıdalarda bulunan ve istenmeyen hayvanları ve 

bitkileri yok etmek amacıyla kullanılan çeĢitli kimyasal maddeler olarak ortaya çıkmıĢtır.  

Pestisitler günümüz tarımında oldukça yaygın kullanılarak, zararlı ve istenmeyen 

organizmaları yok etmek, üremelerini kontrol altına almak ve etkili olan zaralarını yok 

etmek veya azaltmak amacıyla kullanılan bakteri ya da virüs gibi biyolojik bir etken, 

kimyasal bir madde ya da dezenfektan ve antimikrobiyal olabilmektedirler. 

Bilinçli olarak ve yeterli miktarda kullanıldıklarında pestisitler, tarımsal ürünlerin 

ve insan sağlığının korunmasında yararlı kimyasallardır. Fakat fazla ve bilinçsiz tüketimi, 

çevreye, insan sağlığına, besinlere zarar vermektedir. Ekosisteme yayılarak, çeĢitli yollarla 

canlıların sistemine girerek yapısını bozmakta, toprak, su ve hava kirliliğine neden olarak 

ekosistemi etkilemekte ve bu denli durumların ortaya çıkmasına neden olmaktadır [31, 32].  
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2.2.1. Pestisitlerin Özellikleri 

 

Formülasyon, zirai ilaçların, yardımcı ve aktif maddelerin karıĢtırılması ile elde 

edilebilmektedirler. 

Ġlaç formülasyonunu oluĢturan maddeler: 

- Dolgu maddeleri: Formülasyonun etkin madde kısmını oluĢturan dolgu maddeleri, 

kimyasal bileĢiklerle tepkimeye girmemektedir.  

- Aktif veya etken madde: Formülasyon içindeki öldürücü ana maddeye aktif madde 

veya etken madde denilmektedir. 

- Yardımcı maddeler: Pestisitin dayanıklılığını arttıran, zehir etkisini azaltan, ilacın 

kullanıcısını uyaran ve kullanımını kolaylaĢtıran katkı maddesine yardımcı madde 

denilmektedir. 

 

2.2.2. PestisitlerinaSınıflandırılması 

 

Pestisitler; formülasyon Ģekillerine, fizikselayapılarına, kimyasal özelliklerine, 

görünüĢlerine, zehirlilik derecesine, aktif madde cinsine ve grubuna, hastalık grubu ve 

etkiledikleri zararlı maddeler ile bunların kullanım tekniklerine ve biyolojik dönemine göre 

sınıflandırılmaktadır. Sınıflandırılmalardan en yaygın kullanılanları, etkili oldukları zararlı 

grubuna göre ve formülasyon Ģekillerine göre olanlarıdır. Bu sınıflandırmalardan bazıları 

Ģunlardır; Formülasyon Ģekillerine göre, etki Ģekillerine göre, kimyasal yapılarına göre, 

iĢlevlerine göre, kalıcılıklarına göre, geliĢim evrelerine göre sınıflandırılmasıdır. Çizelge 

2.1‘de pestisitlerinakullanıldıkları zararlı grubuna göre sınıflandırma gösterilmiĢtir [33]. 
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Çizelge 2.1. Pestisitlerin Kullanıldıkları Zararlı Grubuna Göre Sınıflandırma  

 

Pestisit Çeşitleri Etkili Oldukları Zararlı Grubu 

Ġnsektisit Böcekler 

Fungusit Mantarlar 

Akarasit Örümcekler 

Bakterisit Bakteriler 

Herbisit Yabancı otlar 

Mitisit Keneleri 

Larvasit Larvalar 

Afisit Yaprak bitleri 

Rodentisit Kemirgenler 

Nematosit Solucanlar 

Algisit Algler 

Mollussisit YumuĢakçalar 

Repellent Kaçırıcılar 

Auensit KuĢlar 

Ovisit Yumurtalar 

Virisit Virüsler 

 

A. İnsektisitler 

 

Böcekler üzerinde etkili olan böcek ilacı veya insektisit, bir pestisit grubudur. 

Ġnsektisitler, larvasidleri ve ovisidleri içererek yumurtalar ve larvalar üzerine etkili 

olmaktadırlar. Pestisit grubu olan insektisitler, zararlı etkenlere karĢı yaygın olarak 

kullanılan gruptur. Ġnsektisitlerin daha çok endüstri, tıp ve evlerde kullanılırlar. 

Ġnsektisitler, nörotoksikan bir madde olup, sinir sistemi üzerindeki potasyum, sodyum ve 

membran transportunu, klor iyonları ve spesifik enzimleri baskılayarak veya sinir sistemi 

uçlarındaki kimyasal nörotransmitter üzerine etki ederek kendini göstermektedir. 

Böceklerin perifer sinir sistemleri ve merkezi sinir sistemleri fazla geliĢmiĢtir.  
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Ġnsektisitlerin, zararlı etkiamekanizmaları ve ulaĢtıkları organlar bütün canlı 

türlerinde aynı etkiye sahiptir. Ancak zararlı etkilerinin oranı değiĢebilir ve böcekleri 

öldürebilmektedirler. Böceklerleamücadelede; piretrinler, organoklorlular ve 

organofosfatlar, piretroidler ve karbamatlar olarak 4 temel insektisit kullanılmaktadır [33]. 

 

B. Fungusitler 

 

Ġlk kez, 1807‘de buğdayın tohumlarından sporları yok etmek için Benedict Prevost, 

bakır sülfat kullanmıĢ ve bakırın fungisit özellikte olduğunu bulmuĢtur [33]. Bitkilerde yok 

olmasına sebep olan bitki hastalıklarının kontrol altına alınıp yok edilmesinde kültürel, 

biyolojik ve kimyasalların kullanılması gerekli olmuĢtur. Bitki hastalıklarına karĢı 

genellikle birçok durum etkisiz kalmakta ve bu hastalıklara karĢı fungusit denilen kimyasal 

maddeler kullanılmakta ve hastalıklar kontrol altına alınmaktadır. Fungusitlerin 

kullanılmasının diğer sebepleri ise düĢük dayanıklılık riski, ucuz ve geniĢ spektrumlu 

olması ve yüksek uygulama dozudur [33]. Bitkideki organik ve anorganik yapının 

bozulmasını engelleyen fungusit mantar hastalığını giderirler ve ürünlerin zarar görmesini 

engellemektedirler. Fungusitlerin bazıları çok zararlıdır ve zehirlenmelere neden olmuĢtur 

(cıvalı fungusitler, Hekzaklorobenzen gibi). Fungusitlerden civa içerenlerin uygulandığı 

gıdalar, dikkatli kullanılmadığında, nörolojik bozukluklara daha da ileri olarak ölümlere 

neden olup bu nedenle kullanımasına 1970'li yıllarda yasa getirilmiĢtir. 

Kullanımı yaygın olan fungusitler: CivalıabileĢikler, BakırabileĢikleri, 

Ditiyokarbamatlar, Tetrametilthiuramadisülfür (thiram), Hekzaklorobenzen‘dir. 

 

C. Herbisitler 

 

Pestisitler gurubunda bulunan herbisitler, zararlı olabilecek ve istenmeyen ağaç, 

bitki gibilerin kontrolde tutulması veya öldürülmesi için kullanılan kimyasallardır. Fakat 

herbisitlerin yararları gibi zararları da bulunmaktadır. Herbisitler, kontrollü bir Ģekilde 

bitkiye uygulanmadığında, zarar veren bitkilerin yanında yararlı olan bitkilerinde zarar 

görmesine neden olmaktadır.  
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Bu nedenle bitkilerin fiziksel özelliklerini, biyokimyasal durumlarını, doğal 

ilerlemesini ve gövde yapısını bozarak bitkinin geliĢiminin bozulmasına ya da ölmesine 

neden olmaktadır.  

 

D. Akarisitler 

 

Akarların yani Mite‘lerin etkisi kullanılarak uygulanan kimyasallara akarisitler 

denir. Avrupa‘da Akarasit ilk kez 1959 ―Acarosan‖ adı ile kullanılmaya baĢlanmıĢtır. 

Türkiye‘de ise 1989 ve 1991 senelerinde Hatay ve Antalya‘da bulunmasına yurt dıĢından 

getirilen predatörün sonralarda üretimi yapılmaya baĢlanmıĢtır. Akarisitler, yaygın olarak 

tarımda alanlarında bulunan evlerde koltuk, halı gibi eĢyalardaki akarların yumurtalarını ve 

kendilerini yok etmek ve insanların sağlıklarını bozmamaları amacıyla kullanılmaya 

baĢlanmıĢtır. Çok geniĢ yayılım alanları olan akarisitler Kırım Kongo Kanamalı AteĢi 

olarak adlandırılan ve insan sağlığını tehdit eden kene türü ile savaĢmak için bir yarar 

sağlamıĢtır. Fakat bilinçsiz tüketimde insanları olumsuz etkileyen bir aracı olduğu 

unutulmamalıdır [34]. 

 

2.2.3. Pestisitlerin Kullanımı 

 

Dünyada ki pestisit kullanımı, gıdalara zarar veren böceklerin ve bitkilerin artması 

ile yaygın olarak kullanılmasına neden olmuĢtur. 1940'lı yıllarda, DDT'nin ilk kez üretime 

çıkmasıyla kullanılmaya baĢlanmıĢ olup, 1970‘lerde organik fosforların üretilmesiyle 

pestisit kullanımı yaygın olarak devam etmiĢtir [35].  

Pestisitler, geniĢ bir alan olarak gıdalardaki hastalıklar, bitkilere zarar veren bitkiler 

ve tarımdaki zararlılar olarak kullanılır. Ayrıca pestisitler tarım alanı dıĢında, çimlerde, 

evlerde, ahĢap koruyucu olarak, endüstride, iĢyerlerinde, halk sağlığında ve hayvansal 

üretim sürecinde yaygın kullanılmaktadır [36]. Tarım sektöründe yararlarının yanı sıra 

fabrika ürünlerinde çürüme önleyici ve koruyucu olarak, ev içinde dezenfektan, gıda 

paketlenmesi, tüketim ürünleri ile ve saklanması pestisitler, bu geniĢ kullanımları açısından 

çevredeki canlı dokularda bulunmuĢtur [36].   
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Tarımsal ekosistemler, doğal ekosistemi yapay hale getirmiĢtir. Çünkü insanların 

üretimi arttırmak istemesi sebebiyle pestisit, gübre gibi doğaya zarar verici maddeler 

kullanmaya baĢlamıĢlardır. Bu nedenle de ekosistem bozulmaya baĢlamıĢtır [36]. 

Ekolojik sisteme bakıldığında tarımda genellikle bir bitki çeĢidi kullanıldığından 

kuvvetsiz ve zayıf bitkilerden oluĢur ve böylece bitki popülasyonu oluĢur. GeliĢen bu 

ekosistem yüzünden hastalıklı, zararlı, yabancı otlar için ilaç yapmada yapılan ilaçtan 

sadece %0,015-%0,6 canlı etkilenir ve etkili olur, geride kalana%94-99,9‘lukakısım ise 

diğer canlılara veatoprağa bulaĢarak çevreyi etkiler ve çevrenin kirletilmesine, insan 

sağlığının etkilenmesine neden olmaktadır [36].  

Pestisitlerin ÇeĢitli Kullanım Alanları: Tarımsal üretimde, bahçecilikte, balık 

yetiĢtiriciliğinde, bahçeler, parklar ve oyun alanları, kereste ve tütsüleme korumacılığı, 

endüstriyel böcek kontrolünde, inĢaat, ev ve bahçelerde, denizlerde böcek kontrolünde, 

sucul böcek kontrolünde, gıdaların korunmasında, hayvancılıkta, toplum hijyenini 

sağlamada, böcek kontrolünde, beĢeri ilaç olarak kullanılmaktadır. 

 

A. Dünyada Pestisit Kullanımı 

 

Birçok pestisit çeĢidi dünya üzerinde kullanılmaktadır, fakat hepsi birbirinden farklı 

zehirlilik derecelerine sahiptir. Dünya Sağlık Örgütü, pestisitlerin zehirlilik oranları 

üzerine yaptığı araĢtırmada yaygın olarak kullanılan 700 kadar pestisitin 33‘nün zararlı 

olup sağlığı tehdit ettiğini, 48‘inin çok fazla zararlı olduğunu, 118‘inin orta düzeyde etkili 

olduğunu ve 239‘unun az bir etkiye sahip olduğunu belirterek, insan sağlığına pestisitlerin 

zarar vererek ölüm tehlikesi yarattığını belirtmiĢtir. pestisit tüketimi dünyada bakılırsa, 

%75‘i geliĢmiĢ ülkelere aittir ve bu ülkelerin baĢında ABD, BatıaAvrupa veaJaponya 

gelmektedir. 

Zararlı etmenlere karĢı dünyada bakıldığında en çok pestisitler içinden %47 oranı 

ile herbisitlerdir ve %29 ile onu insektisitler, %19 ile de fungusitler izlemektedir. %70‘lik 

pay ile en fazla herbisitler ve insektisitler kullanılmaktadır. Dünyada en çok tarım alanında 

%25‘lik bir oranla ilaç kullanımında en çok meyve ve sebze grubu bulunmaktadır. 

Hubutatlar %15, mısır %11, pamuk %10 gibi oranlarla dikkat çekmektedirler [36].  
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B. Türkiye’de Pestisit Kullanımı 

 

Türkiye, artan bir nüfusa sahiptir. Bu nedenle artan nüfusa yeterli besin üretimi 

sağlayabilmesi gerekmektedir. Besin miktarını arttırmak için bitkileri korumak amacıyla 

çeĢitli kimyasallar yani pestisitler kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Tarım ilacı kullanımına 

bakıldığında Türkiye‘de, ortalama 33.00 ton kadar pestisit kullanımı görülmektedir. 

%46‘sını insektisitler, %25‘ini herbisitler, %23‘ün fungisitler ve %6‘sını da değerleri 

oluĢturmaktadır [37]. Kullanılan ilaçlar bakıldığında %40'nın hububata ve pamuğa, 

%27‘sinin üzüme ve turunçgile, %16‘sının ise sebzelerin oluĢturduğu görülmüĢtür ve 

genelliklede insektisitler kullanılmaktadır [35, 37]. Çizelge 2.2‘de Türkiye‘de 2006-2016 

yılları arasında gruplarına göre pestisit kullanımı (ton) gösterilmiĢtir [38]. 

 

Çizelge 2.2. Türkiye‘de 2006-2016 yılları arasında gruplarına göre pestisit 

kullanımı (ton) [38] 

 

Yıllar  İnsektisitler  Fungusitler  Herbisitler  Akarasitler  Diğer  Toplam  

2006 7,628 19,900 6,956 902 9,987 45,376 

2007 21,046 16,707 6,669 966 3,277 48,716 

2008 9,521 17,863 6,177 737 5,613 39,992 

2009 9,914 17,396 5,961 1,533 2,302 37,184 

2010 7,176 17,546 7,452 1,040 5,344 38,705 

2011 6,120 18,124 7,407 1,062 6,978 40,112 

2012 7,264 15,525 7,351 859 8,766 40,012 

2013 7,741 16,248 7,336 858 7,128 39,439 

2014 7,586 16,674 7,794 1,513 6,007 39,722 

2015 8,117 15,984 7,825 1,576 5,327 39,026 

2016 10,425 20,984 10,025 2,025 6,835 50,054 
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2.2.4. Pestisitlerin Yayılımı 

 

A. Hava Yoluyla Yayılım 

 

Pestisitler; havaya sis, duman, püskürtme, basınçlı kutulardan püskürtmeyle 

karıĢmaktadır. Havaya yayılımları dağılan parçacıkların hacmine, büyüklüğüne, havanın 

sıcaklığına, hava akımının hızına ve diğer etkenlere bağlı olarak ortam ve ortam dıĢındaki 

alanlara yayılır ya da sadece uygulanan ortamda kalmaktadır. Pestisitler uygulanırken 

insan ve doğayı olumsuz yönde etkilememesi için hava koĢulları dikkate alınmalıdır.  

Pestisitler insanları daha fazla solunum yoluyla, emilim ve deriden temas ile etkiler, 

ayrıca suya ve gıdalara karıĢarak canlıların bünyesine girer ve zarar vermektedirler. 

Pestisitler kilometrelerce uzaklara havadaki toz zerreciklerine bağlanarak gider ve havada 

diğer kimyasallarla da etkileĢerek daha tehlikeli duruma gelmektedirler. Pestisitlerin 

insanlara ve çevreye zarar vermemesi için hava koĢullarına dikkat edilmeli ve ona göre 

uygulanma yapılmalıdır [37]. 

 

B. Su Yoluyla Yayılımı 

 

Pestisitlerin insan sağlığını tehdit etmesinin bir yoluda uygulanan çeĢitli 

pestisitlerin artan kısmının toprağa geçmesi ve buradan suyolu ile sulama alanlarına 

karıĢarak sızıntı ile evdeki sulara karıĢır ve canlılar ve özellikle insan sağlığı için tehdit 

oluĢturmaktadırlar. Bu yüzden pestisitlerin uygulanması için özellikle denetim gereklidir 

ve sular araĢtırılmalı, yoksa kar ve yağmur suları ile toprağa sızarak oradan suyolları ile 

canlı yaĢamını olumsuz etkilemektedirler. Pestisitlerin önemli faydalar sağlamasına karĢın 

kontrolsüz kullanımı su yaĢamını olumsuz etkilemektedir. Tarım alanlarında pestisitler ile 

çalıĢırken kuyu yanlarında yapılması ve bundan sonrada orada bırakılması sonucunda 

oradan faydalanan birçok canlı zehirlenir ve ölüme bile neden olabilmektedir [37]. 
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C. Yiyecekler Aracılı ile Yayılımı 

 

Pestisitler taĢınır iken yiyecek ve içeceklerle temas halinde olması ve ya 

depolanması tehlikelidir. Böyle bir durumda ortaya çıkan sonuçta kitlesel etkilenme ve 

kirlilik meydana gelmektedir. Dünya genelinde pestisitlerin yiyeceklerle tema halde olması 

veya depolanmasını yasak hale getiren yasalar çıksa dahi evlerde ve özellikle küçük 

iĢletmelerde bu yasaklara uyulmayarak içecek ve yiyecek kaplarına pestisitler konuyor ve 

böylece zehirlenme vakaları ortaya çıkmaktadır. 

Pestisitler yiyecek sektöründe insan sağlığını tehdit edecek miktarda değil de daha 

yeterli miktarda kullanılarak bir zarar etmeni oluĢmamaktadır. Fakat yiyeceklerin 

korunması için bunun daha fazla uygulanmasını düĢünen kiĢilerce bilinçsiz kullanıldığında 

canlı sağlığını tehdit etmektedir. Bu nedenle her türlü alanda pestisit kullanımı 

denetlenmeli ve aĢırı kullananlara karĢı önlem alınmalıdır [37]. ġekil 2.2‘de pestisitlerin 

çevredeki sirkülasyonu gösterilmiĢtir [39]. 

 

 

 

ġekil 2.2. Pestisitlerin çevredeki sirkülasyonu [39] 
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2.2.5. Pestisitlerin Bulaşma Yolları 

 

A. Deri Yoluyla Bulaşma 

 

Pestisitler uygulanırken gerekli önlemlerin yapılmaması nedeniyle deri ile temas 

ederek vücuda girer ve %95 civarında insanlar zehirlenmektedir. Pestisitler deri yolu ile; 

dökülmesi, sıçraması ile vücut pestisiti emer ve deri ile temas gerçekleĢmesi ile 

oluĢmaktadır. Etkilenme hızı, pestisitin kuvvetli bir kimyasal olup olmamasına, derideki 

olağan duruma göre değiĢiklilik gösterir ve derideki bir kesik, pestisitin etki hızını 

arttırmaktadır. Derinin nemli ya da ıslak olması da etki hızını arttırmaktadır [40]. 

 

B. Ağız Yoluyla Bulaşma 

 

Pestistler ağız yolu ile intihar etmek veya yanlıĢıkla alınması ile oluĢan 

zehirlenmedir. Ağız yoluyla bilinçsiz Ģekilde kullanılarak, etiket uygulanmadan içecek ve 

yiyecek kaplarına konularak, depolanmasında yiyecek ve içecek kapları kullanılmasıyla 

pestisitler ağızdan vücuda girerek çeĢitli zehirlenmeler oluĢtururlar [40]. 

 

C. Solunum Yoluyla Bulaşma 

 

Pestisitler solunum ile solunarak akciğerlere ulaĢırlar ve böylece vücuda alınarak 

çeĢitli zehirlenmeler ortaya çıkmaktadır. Kimyasal ilaç türlerinde solunum yolu ile vücuda 

alınanlarında ilaçların partikülleri boğazda birikmekte ve ağızdaki tükürük yolarıyla 

bulaĢmaktadır. Püskürtmenin yoğunluğuna ve yöntemine bağlı olarak bu zararın derecesi 

değiĢmektedir. Püskürtülen pestisitin tanecik boyutu küçük ise büyük olana karĢın daha 

çabuk absorbe edilip insan sağlığı için daha çok zarar vermektedirler [40]. 
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D. Göz Yoluyla Bulaşma 

 

Pestisitlere, vücudun diğer yapılarına karĢın gözler daha hassastır. Pestisitler 

gözlere; dökülme, ellere bulaĢması ve oradan göze temas etmesi, sıçrama, uygulamada 

giyilen giysilerin gözelere temas etmesi sonucu zehirlenmeler gerçekleĢmektedir. Gözler, 

pestisite karĢı %100 yanıt gösterir ve böylece ciddi zehirlenmeler ortaya çıkmaktadır [40]. 

 

2.2.6. Pestisitlerin Çevre ve İnsan Üzerine Etkileri 

 

A. Çevre Üzerine Etkileri 

 

Pestisitlerin çoğu çevreye ve insan vücuduna ciddi etki eder ve olumsuz sonuçlar 

oluĢturur. Zarar veren etmene karĢı kullanılan pestisitler, sadece uygulanan kızımda 

kalmayı bilinçsiz kullanımda etrafındaki yaĢamada zarar vermektedir. Pestisitler artık o 

kadar çok kullanılmaktadır ki, nehirler, yeraltları, göller, tarlalar, denizler pestisit 

kaynakları haline gelmektedir [41]. 

Pestisitler, tarımda zarar veren etmenleri ortadan kaldırmak, istenmeyen haĢerelere 

karĢı ve zararlı otlara karĢı bitkileri korumak amacı ile kullanılsa da, bilinçsiz ve 

kontrolsüz kullanımı hayvan, insan ve özellikle çevreye çok fazla zarar vermektedir [41]. 

Ayrıca, omurgasızların ve mikroorganizmaların da yok olmasına neden olan pestisitler, 

balık, kuĢ gibi hayvanların, ürüme fonksiyonlarını da etkileyerek üremelerini 

azaltmaktadır. Pestisitler uzun dönemde etki göstererek tür kaybına ve inĢan sağlığına da 

ciddi etki gösterirler [37]. 

 

B. İnsan Üzerine Etkileri 

 

Pestisitler, kompleks bir organizmaya etki ettiğinde, bu etki biyokimyasal bir 

toksisite sonucunda ortaya çıkmaktadır. Ortaya çıkma süreci kısa bir zamanda oluyorsa 

akut toksisite, uzun bir süreçte gerçekleĢiyorsa kronik toksisite denmektedir. Tarımda 

çiftçilerin bilinçsiz ilaç kullanımı nedeniyle soframızdaki gıdalar gen mutasyonuna, 

kansere, üreme bozukluklarına, kronik ve akut zehirlenmelere neden olmaktadır.  
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Pestisitlerin bilinçsiz kullanımı eriĢkin bireylerde; sindirim kanalı kanserleri, çeĢitli 

beyin tümörleri, testis kanseri, akciğer kanseri, böbrek kanseri, prostat kanseri, tiroid 

kanseri, lösemi ve meme kanseri ile iliĢkili olduğu bulunmuĢtur. Pestisitlerin, geliĢim 

geriliği, düĢüklere ve doğumsal anormallikleri ortaya çıkardığı görülmüĢtür. Pestisitlere 

maruz kalan çocuklarda pek çok yan etki görülmüĢtür [36, 37]. 

 

 Akut Etkiler 

 

Uzun bir süreç sonucu ortaya çıkmayan etkidir. Tek bir uygulama sonucu etki eder 

ve insanlar ve hayvanlar tarafından da etkilenilmektedir. Bu etkiler üç baĢlıkta meydana 

gelmektedir; Derinin kimyasalla etkileĢime geçmesi sonucu dermal toksisite, ortamdaki 

kimyasalın solunması sonucunda solunumsal toksisite, kimyasalın yiyecekte bulunmasıyla 

ağız yoluyla alınarak oral toksisite ortaya çıkmaktadır. Akut toksisite genel olarak LC50 

(lethal konsantrasyon 50) ve LD50 (lethal doz 50) ile kendini göstermektedir. Ortaya çıkan 

bu etkilerden astım hastaları çok çabuk etkilenmekte hatta ölümlerine sebep 

olabilmektedir.  

 

 Kronik Etkiler 

 

Uzun bir zaman sürecinde ortaya çıkan, ve tekrarlı alımlarında etki gösteren kronik 

toksisitedir. Kronik etkiler pestisitlerin etkilemesi sonucu ortaya çıkmaktadır. Bunlar; 

doğum anormallikleri, kanser, nörotoksisite, genetik değiĢiklikler, nörofizyolojik 

değiĢiklikler, nörodavranıĢsal bozukluklar, fertilite ve üreme üzerindeki etkiler 

olabilmektedir. Ayrıca bazı pestisitler toksik etki yaratmasa bile mutasyon, kanser, sinir 

sistemi, immün sistem, endokrin sistem, karaciğer, kalp, kas, kan, boĢaltım, nörolojik hasar 

gibi çeĢitli etkilere sebep olabilirler. Pestisitler çeĢitli alerjik etkenlere neden olmaktadırlar. 
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2.3. Piridin ve Piridin Bileşikleri 

 

Piridin, bazik bir heterosiklik organik bileĢiktir. Yapısal olarak benzen ile iliĢkilidir. 

Piridin halkası; vitaminler ve azinler, piridoksin ve niasin dahil olmak üzere birçok önemli 

bileĢikte ortaya çıkmaktadır. Piridin, hoĢ olmayan bir kokuya sahip renksiz bir sıvıdır. 

Piridin diğer maddeleri eritmek için kullanılmaktadır. Ayrıca ilaçlar, vitaminler, gıda 

aromaları, boyalar, boyalar, kauçuk ürünler, yapıĢtırıcılar, böcek öldürücüler ve herbisitler 

gibi birçok farklı ürün üretmek için kullanılmaktadır. Piridin ayrıca ortamdaki birçok doğal 

malzemenin parçalanmasından da oluĢabilmektedir. Çizelge 2.3‘de piridin kimyasalının 

moleküler yapısı gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.3. Piridin kimyasalının moleküler yapısı 

 

 

 

 

 

 

 

Piridin, 1849'da Ġskoç kimyacı Thomas Anderson [42] tarafından kemik yağının 

bileĢenlerinden biri olarak keĢfedilmiĢtir. Ġki yıl sonra, Anderson petrolün fraksiyonel 

damıtılması yoluyla saf piridin izole edilmiĢtir. 

Piridin, agrokimyasallara ve farmasötiklere bir öncü olarak kullanılır ve aynı 

zamanda önemli bir çözücü ve reaktiftir. Ġçmek için uygun olmayan hale getirmek için 

etanole piridin eklenmektedir. DNA'nın in vitro sentezinde, sülfapiridin sentezinde 

(bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karĢı bir ilaç), antihistaminik ilaçlar tripelennamin ve 

mikorraminin yanı sıra su iticiler, bakterisitler ve herbisitler de kullanılmaktadır. Bazı 

kimyasal bileĢikler, piridin'den sentezlenmemiĢ olsa da, halka yapısını içermektedir. B 

vitaminleri niasin ve piridoksin, anti-tüberküloz ilaç izoniazid, nikotin ve diğer azot içeren 

bitki ürünlerini içermektedir. Tarihsel olarak, piridin kömür katranından ve kömür 

gazlaĢtırmanın bir yan ürünü olarak üretilmiĢtir.  
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Bununla birlikte, piridin için artan talep, asetaldehit ve amonyaktan daha ekonomik 

sentezleme yöntemlerinin geliĢtirilmesine yol açmıĢtır ve yılda 20,000 tondan fazla üretim 

dünya çapında üretilmektedir. 

Piridin zayıf bazik heteroaromatik bir bileĢiktir. Su ve neredeyse tüm organik 

çözücülerle karıĢabilmektedir. Hidroklorik asit ile 145-147 °C'de eriyen bir kristal 

hidroklorür tuzu oluĢturmaktadır. Organik reaksiyonlarda, piridin, nitrojen atomunda 

protonasyon, alkilasyon, asilasyon ve N-oksidasyona uğrayan bir tersiyer amin gibi 

davranır ve nükleofilik sübstitüsyonlar geçiren bir aromatik bileĢik olarak bulunmaktadır. 

Saf olmayan piridin kuĢkusuz, hayvan kemikleri ve diğer organik maddeleri 

ısıntarak erken simyacılar tarafından hazırlanmıĢtır, ancak en eski belgelenmiĢ referans 

Ġskoç bilim adamı Thomas Anderson'a atfedilmiĢtir [42]. 1849'da Anderson [42], hayvan 

kemikleri yüksek sıcaklıkta ısıtılarak elde edilen yağın içeriğini incelemiĢtir. Çizelge 

2.4‘de piridinin bazı fiziksel ve kimyasal özellikleri verilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.4. Piridinin bazı fizikselave kimyasalaözellikleri  

 

Kimyasalaadı  Piridin (C5H5N) 

Molekülayapısı  

 

Molekülaağırlığı, g/mol  79.10 g.mol
− 1

 

Yoğunluğu, g/cm
3
  0.9819 g/mL 

Çözünürlük (20   C)  100 mg/mL 

Erime Noktası,   C  −41.6 ° C 

Kaynama Noktası,   C  115.2 ° C 

Kırılma indeksi  1,5093 

Viskozite  0,88 cP 

Görünüm  Renksiz/Sarımsı 

                                       

 

 

 

http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvQ2FyYm9u
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvQ2FyYm9u
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvTml0cm9nZW4
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Diğer maddeler arasında, iki yıl sonra saf piridin izole ettiği, hoĢ olmayan bir 

kokuya sahip renksiz bir sıvı olan sıvı yağdan ayrılmıĢtır. Suda çok çözünür olduğunu, 

konsantre asitlerde ve tuzla ısıtıldığında kolayca çözünür ve sadece yağlarda az çözünür 

olduğunu açıklamıĢtır [42]. 

ÇağdaĢ piridin üretimi yöntemleri düĢük bir verim almıĢtır ve yeni bileĢik için artan 

talep daha verimli yollar aramaya çağırmıĢtır. Rus kimyacı Aleksei Chichibabin'in, ucuz 

reaktiflere dayanan bir piridin sentezi reaksiyonunu icat ettiği 1924'te bir atılım olmuĢtur. 

Bu yöntem hala piridin endüstriyel üretimi için kullanılmaktadır. Piridin, belladonna 

(Atropa belladonna) ve hatmi (Althaea officinalis) yaprak ve kökleri dıĢında, doğada bol 

değildir. Bununla birlikte, piridin türevleri genellikle eponymous piridin nükleotidleri ve 

alkaloidler gibi biyomoleküllerin bir parçasıdır [43]. 

Günlük hayatta, eser miktarlarda piridin, kavurma ve konserve iĢlemlerinde üretilen 

uçucu organik bileĢiklerin bileĢenleridir, örneğin; kızarmıĢ tavukta, sukiyaki, kavrulmuĢ 

kahve, patates cipsi ve kızarmıĢ domuz pastırmasında bulunmaktadır [44]. Piridin izleri 

Beaufort peynirinde, vajinal sekresyonlarda, siyah çay, gingivitis, ve ayçiçeği balı olanların 

tükürüklerinde bulunmaktadır.  

Tarihsel olarak, piridin, kömür katranından çıkarıldı veya kömür gazlaĢtırmanın bir 

yan ürünü olarak elde edilmiĢtir. Süreç, iĢgücü tüketen ve verimsizdir: kömür katranı 

sadece yaklaĢık %0,1 oranında piridin içermektedir ve bu nedenle çok aĢamalı bir 

saflaĢtırma gerekliydi ve bu da çıktıyı daha da düĢürmüĢtür. Günümüzde, çoğu piridin, 

çeĢitli ad reaksiyonları kullanılarak sentetik olarak üretilmektedir ve baĢlıca olanlar aĢağıda 

tartıĢılmaktadır. Piridin, dünya çapında 26,000 tonluk 1989 üretimi ile kimya endüstrisinde 

önemli bir hammaddedir. Piridin için en büyük 25 üretim sahası arasında, onbir Avrupa'da 

(1999 itibariyle) yer almaktadır.  

Piridin ana kullanımı herbisit parakuat ve diquat için bir öncüdür. Ġnsektisit 

klorpirifosun ilk sentez adımı, piridin klorlanmasıdır. Piridin, aynı zamanda, pirition-bazlı 

fungisitlerin hazırlanması için baĢlangıç bileĢiğidir. Zincke reaksiyonu ile piridin'den 

üretilebilen setilpiridinyum ve laurilpiridinyum, ağız ve diĢ bakım ürünlerinde antiseptik 

olarak kullanılmaktadır. Piridin N-alkilpiridinyum tuzları vermek üzere alkilleyici 

maddeler tarafından kolaylıkla saldırıya uğramaktadır.  
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Solunduğunda, yutulduğunda ya da ciltten emilirse piridin zararlıdır. Olası bir 

kanserojen madde olarak değerlendirmeler, hayvanlarda karsinojenik etki olduğuna dair 

sınırlı kanıt olmasına rağmen, insanlarda piridin karsinojenisitesi için yetersiz kanıt 

olduğunu göstermiĢtir. Mevcut veriler, içme suyundaki piridin maruziyetinin, farelerde tüm 

doz seviyelerinde sperm hareketliliğinin azalmasına ve sıçanlarda en yüksek doz 

seviyesinde artan östrus döngüsü uzunluğuna yol açtığını göstermektedir. 

 

2.3.1. 2-Kloropiridin 

 

Ġnsanlar için sağlık tehlikesi oluĢturan genotoksik maddeler, çevredeki çeĢitli 

organizmaları da etkileri altına alabilmektedirler. Piridin ve piridin türevleri, potansiyel 

çevresel ve sağlık tehditleri nedeniyle büyük ilgi görmüĢtür. Tarımda insektisitler ve 

herbisitler olarak yaygın olarak kullanılmaları ve farmasötik ve tekstil üretimi ve kimyasal 

sentezle iliĢkili endüstriyel faaliyetler yoluyla çevreye girebilirler [45-47]. Bu tür 

pestisitlerin ve kentsel, endüstriyel atıkların yaygın kullanımı ile sonuçlanabilir. Uygulama 

ve boĢaltma bölgeleri etrafındaki yüzey ve yer altı sularının kirlenmesi buna bir örnektir. 

Bu bileĢiklerin doğal olarak meydana gelen fizikokimyasal ve/veya biyolojik süreçler 

yoluyla bozunması, su ortamlarında önemli düzeyde piridin ve piridin türevlerine neden 

olabilmektedir [48, 49]. 

 2-KP, doğal olarak meydana geldiği bildirilmemiĢse de, özellikle bir çevresel 

kirletici olarak rapor edilmiĢtir. Çizelge 2.5‘de 2-KP kimyasalının moleküler yapısı 

verilmiĢtir. 2-KP, kozmetiklerde ve çeĢitli farmasötik ürünlerinde kullanılmak üzere 

pirition bazlı biyositlerin üretiminde anahtar bir ara ürün olarak ortaya çıkmaktadırlar. 

Çizelge 2.6‘da 2-KP‘nin kimyasalave fizikselabazı özellikleri verilmiĢtir.  

 

Çizelge 2.5. 2-KP kimyasalının moleküler yapısı 
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Çizelge 2.6. 2-KP‘nin kimyasal ve fiziksel bazıaözellikleri 

 

Kimyasalaadı  2-Kloropiridin (C5H4ClN) 

Molekülayapısı 

 

 
 

Molekülaağırlığı, g/mol  113.54 

Yoğunluğu, g/mL
    

(20
 
  C)  1.2 g / mL 

ErimeaSıcaklığı,   C  −46    C 

KaynamaaSıcaklığı,   C  166    C 

Çözünürlük  27 g / L 

Asitlik (pKa)  0.49 

Görünüm  Renksiz/Sıvı form 

 

 

Su ortamı günlük olarak önemli miktarda farmasötik, zirai kimyasal ve kozmetik 

endüstrisi kimyasallarını kabul etmektedir. 2-KP, su ortamına farklı yollardan, sanayi 

birimlerinin atıklarında bulunan bileĢikler olarak, tesadüfen çevreye salınan bileĢikler 

olarak, insan veya hayvan vücudu tarafından uygulanan ilaçların metabolik ürünleri olarak 

ya da spesifik pestisitleri metabolize eden veya içermeyen bitkiler ile ulaĢabilmektedir. Bu 

kimyasallar veya bunların birincil metabolitleri genellikle kalıcı bileĢiklerdir. Ġstenmeyen 

kirletici olmanın yanı sıra, çevrede birikimleri, ilgili farmasötiklere/zirai ilaçlara dirençli 

olan varlıkların geliĢmesine katkıda bulunur ve böylece etkililiklerini azaltmaktadır [45-

51].  

2-KP pestisitler, kozmetikler ve diğer farmasötik ürünlerin üretiminde ortaya çıkan 

önemli bir ara üründür. Bu çoğunlukla antropojenik kökenli bir kirleticidir. Endüstriyel 

atıksularda, bir nehir kirletici ve tarımsal kimyasal ürünlerden oluĢan bir metabolit olarak 

iz organik kimyasal olarak tanımlanmıĢtır [52]. Ayrıca, imidacloprid gibi spesifik 

insektisitlerin ayrıĢması sırasında ikincil bir kirletici olarak oluĢturulmuĢ gibi 

görünmektedir. Memelilerde, bitkilerde ve böceklerde tanımlanan tüm ana imidakloprid 

metabolitleri 2-KP kısmını içermektedir.  

 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C5H4ClN
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3. GENEL BİLGİLER 

 

 

 

 

3.1 Mitoz Bölünme 

 

Hücre biyolojisinde mitoz, kopyalanmıĢ kromozomların iki yeni çekirdeğe 

ayrılmasıdır. Hücre bölünmesinde, kromozom sayısı muhafaza edilir ve genetik olarak aynı 

hücrelerin oluĢmaktadır. Genel olarak, mitoz (çekirdeğin bölünmesi), S fazı (DNA'nın 

replike edildiği) aĢamasından sonra hücrenin bölünmesini sitokinez takip eder. Mitoz ve 

sitokinez birlikte, bir hayvan hücre döngüsünün mitotik (M) fazını yani ana hücrenin 

birbiriyle genetik olarak özdeĢ iki yavru hücresine bölünmesini oluĢturmaktadır. 

Mitoz süreci, bir dizi aktivitenin tamamlanmasına ve sonrakilerin baĢlangıcına 

karĢılık gelen aĢamalara ayrılır. Bu aĢamalar profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve 

telofazdır. Mitoz sırasında, kromozomlar, daha önce kopyalanmıĢ, yoğunlaĢan ve her bir 

kromozomun bir kopyasını hücrenin karĢıt taraflarına çeken iğ fiberlerine bağlanmaktadır. 

Sonuç olarak genetik olarak aynı iki çekirdek oluĢmaktadır. Hücrenin geri kalanı daha 

sonra iki kardeĢ hücre üretmek için sitokinez ile bölünmeye devam etmektedir [53]. 

Normalde iki hücre yerine üç veya daha fazla sayıda yavru hücrenin üretilmesi, tripolar 

mitoz veya multipolar mitoz (doğrudan hücre triplikasyon/çoğalma) olarak adlandırılan 

mitotik bir hatadır [54]. Mitoz sırasında diğer hatalar apoptozu (programlanmıĢ hücre 

ölümü) indükleyebilir veya mutasyonlara neden olabilmektedir. Bazı mutasyon türleri bu 

tür hatalardan kaynaklanabilmektedir [55]. 

Mitoz sadece ökaryotik hücrelerde görülmektedir. Çekirdeksiz prokaryotik 

hücreler, ikili fizyon olarak adlandırılan farklı bir süreçle bölünmektedir. Mitoz 

organizmalar arasında değiĢmektedir. Örneğin, hayvan hücreleri, kromozomlar birbirinden 

ayrılmadan önce nükleer zarın parçalandığı bir mitozdan geçerken, mantarlar farklı bir 

mitoza uğrarlar, burada kromozomlar sağlam bir hücre çekirdeği içinde bölünmektedir 

[56].  
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Çoğu hayvan hücresi, mitoz baĢlangıcında yakın bir küresel morfolojiyi 

benimsemek için mitotik hücre yuvarlaması olarak bilinen bir Ģekil değiĢikliğine 

uğramaktadır. Çoğu insan hücresi mitotik hücre bölünmesi ile üretilmektedir. Önemli 

istisnalar mayoz ile üretilen spermler ve yumurta hücreleridir. 

 

3.1.1. Mitoza Genel Bakış 

 

Mitoz ve sitokinezin birincil sonucu, bir ana hücrenin genomunun iki yavru 

hücresine aktarılmasıdır. Genom, doğru hücre fonksiyonu için hayati öneme sahip genetik 

bilgi içeren sıkı bir Ģekilde sarılmıĢ DNA komplekslerinden oluĢan bir dizi kromozomdan 

oluĢmaktadır. Sonuçta ortaya çıkan her hücre, ana hücreye genetik olarak özdeĢ olması 

gerektiğinden, ana hücre mitozdan önce her bir kromozomun bir kopyasını almalıdır. Bu, 

interfazın S fazı sırasında ortaya çıkmaktadır. Kromozom çoğalması, sentromerdeki 

kinetokor proteinleri tarafından birbirine bağlanan iki özdeĢ kardeĢ kromatid ile 

sonuçlanmaktadır. 

Mitoz baĢladığında, kromozomlar yoğunlaĢır ve görünür hale gelmektedir. Bazı 

ökaryotlarda, örneğin hayvanlar, DNA'yı sitoplazmadan ayıran nükleer zarf, küçük 

kesecikler halinde parçalanır. Hücrede ribozom yapan nükleolus da kaybolmaktadır. 

Hücrenin zıt uçlarından mikrotübüller, sentromerlere yapıĢır ve kromozomları hücre içinde 

merkezi olarak hizalamaktadır. Mikrotüpler daha sonra her bir kromozomun kardeĢ 

kromatitlerini birbirinden ayırmak için kutuplara çekilirler [57]. Bu noktada kromatidlere 

kardeĢ kromozomlar denir. Hücre uzadıkça, karĢılık gelen kardeĢ kromozomları hücrenin 

karĢıt uçlarına doğru çekilir ve geç anafazda maksimum yoğunlaĢırlar. AyrılmıĢ kardeĢ 

kromozomlar etrafında yeni bir nükleer zarf oluĢturur ve bu da anafaz çekirdeklerini 

oluĢturmak üzere ayrıĢmaktadır. 

Mitotik progresyon sırasında, tipik olarak anafaz baĢlangıcından sonra, hücre 

sitokineze geçebilmektedir. Hayvan hücrelerinde, bir hücre zarı iki yeni hücre üretmek için 

iki geliĢmekte olan çekirdek arasında içe doğru uzanmaktadır. Bitki hücrelerinde, iki 

çekirdek arasında bir hücre plakası oluĢmaktadır. Sitokinez her zaman gerçekleĢmez; 

koenositik (birçok çekirdekli durum tipi) hücreler, sitokinez olmaksızın mitoza maruz 

kalmaktadır. 
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3.1.2. Mitoz Bölünme Nedenleri 

 

A) Gelişim ve büyüme 

 

Bir organizma içindeki hücre sayısı, mitoz ile artmaktadır. Bu, tek hücreli, yani 

zigot ve çok hücreli bir vücudun büyümesinin temelini oluĢturan çok hücreli bir gövdenin 

geliĢiminin temelidir. 

 

B) Hücre değişimi 

 

Vücudun bazı bölümlerinde, örneğin cilt ve sindirim sistemi, hücreler sürekli olarak 

dıĢarı atılır ve yenileriyle değiĢtirilir. Yeni hücreler mitoz ile oluĢur ve bu yüzden 

değiĢtirilen hücrelerin tam kopyaları vardır. Benzer Ģekilde kırmızı kan hücrelerinin kısa 

ömrü (yaklaĢık 4 ay) vardır ve yeni kan hücreleri mitoz ile oluĢurmaktadır. 

 

C) Yenilenme 

 

Bazı organizmalar vücut kısımlarını yeniden üretebilir. Bu gibi durumlarda yeni 

hücrelerin üretimi mitoz ile sağlanmaktadır. Örneğin, denizyıldızı, mitoz yoluyla kayıp 

kollarını yeniden canlandırır. 

 

D) Eşeysiz üreme 

 

Bazı organizmalar, aseksüel üreme yoluyla genetik olarak benzer yavrular 

üretmektedirler. Örneğin, hydra, tomurcuklanarak aseksüel olarak çoğalır. Hidra 

yüzeyindeki hücreler mitoza uğrar ve tomurcuk denen bir kütle oluĢturur. Mitoz tomurcuk 

hücrelerinde devam eder ve bu yeni bir birey haline gelir. Aynı bölünme, aseksüel üreme 

veya bitkilerde bitkisel yayılma sırasında gerçekleĢir. 
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3.1.3. İnterfaz 

 

Mitotik faz, hücre döngüsünün nispeten kısa bir periyodudur. Hücrenin hücre 

bölünmesi süreci için kendini hazırladığı çok daha uzun aralıklarla değiĢmektedir. Ġnterfaz 

üç aĢamaya ayrılır: G1 (ilk faz), S (sentez) ve G2 (ikinci faz). Üç bölümden oluĢan interfaz 

boyunca, hücre proteinler ve sitoplazmik organeller üreterek büyümektedir. Bununla 

birlikte, kromozomlar sadece S fazı sırasında çoğaltılır. Böylece, bir hücre büyüdükçe 

(G1), kromozomlarını (S) kopyaladığı, daha fazla büyüdüğü ve mitoz (G2) için hazırlandığı 

ve son olarak döngüyü yeniden baĢlatmadan önce (M) ayrıldığı için büyümeye devam 

etmektedir [57]. ġekil 3.1‘de hücre siklusu gösterilmiĢtir [58].  

 

Organellerin ve ribozomlar miktarı iki katına çıktığı; G1 Evresi  

Organellerinaiki katına çıkarılmasıadevam ederken DNA sentezinin gerçekleĢtiği; S Evresi 

Hücrenin mitoza hazırlandığı evre; G2 Evresi 

Mitoz ve sitoplazma bölünmesinin (sitokinez) gerçekleĢtiği evre; M Evresi‘dir. 

 

 

ġekil 3.1. Hücre siklusu [58] 

 

Hücre döngüsündeki tüm bu fazlar, siklinler, sikline bağımlı kinazlar ve diğer hücre 

döngüsü proteinleri tarafından düzenlenmektedir. Fazlar sıkı bir düzende birbirini takip 

eder ve hücre iĢaretlerini bir fazdan diğerine ilerletmek için "kontrol noktaları" vardır.  
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Hücreler ayrıca geçici olarak veya kalıcı olarak hücre döngüsünü terk edebilir ve 

bölünmeyi durdurmak için G0 fazına girebilmektedir. Bu, hücrelerin aĢırı 

kalabalıklaĢtığında (yoğunluk-bağımlı inhibisyon) veya insan kalp kas hücreleri ve 

nöronlar için olduğu gibi organizma için spesifik iĢlevleri yerine getirmek üzere 

farklılaĢtıklarında ortaya çıkabilmektedir [57]. ġekil 3.2‘de hücre döngüsü kontrol 

noktaları gösterilmiĢtir [59]. Bazı G0 hücreleri hücre döngüsüne yeniden girme kabiliyetine 

sahiptir. Hücre döngüsü kontrol noktaları aĢağıdaki gibidir; 

 

G1akontrol noktası :  

– Hücreninayeterli büyüklüğeaulaĢmıĢ ya daaulaĢmamıĢ olmasınıakontrol eder. 

– Hücre içerisindeayeterli besin olupaolmadığını kontrolaeder. 

– DNA‘nınahasar görüp görmediğiniakontrol eder. 

G2 kontrolanoktası : 

– ReplikeaolmamıĢ ve hasarlıaDNA‘yı kontrolaeder. 

– Hücreninabüyüklüğünü kontrolaeder. 

M kontrolanoktası : 

– Ġğ ipliğiaoluĢumunda kontrol noktasıayani kromozomlarınamitotik ipliklere 

düzgünatutunamamasını kontrolaeder. 

 

 

ġekil 3.2. Hücre döngüsü kontrol noktaları [59] 
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3.1.4. Mitoz Bölünme Aşamaları 

 

A. Preprofaz (Bitki hücreleri) 

 

Bitki hücrelerinde, öncül bir ön-faz aĢaması vardır. Yüksek dereceli bitki 

hücrelerinde, mitoz baĢlamadan önce çekirdeğin hücrenin merkezine göç etmesi 

gerekmektedir. Bu, hücre bölünmesinin gelecekteki düzlemi boyunca hücreyi ikiye ayıran 

çapraz bir sitoplazma tabakası olan bir fragmozom'un oluĢturulmasıyla elde edilmektedir. 

Fragmozom formasyonuna ek olarak preprofaz, gelecekteki mitotik evrenin ekvatoral 

düzlemi etrafındaki plazma zarının altında bir mikrotübül ve aktin filamentler (preprofaz 

bandı olarak adlandırılır) halkasının oluĢumu ile karakterize edilir. Bu bant, hücrenin 

bölüneceği konumu iĢaretlemektedir. Daha yüksek bitkilerin (çiçekli bitkiler gibi) 

hücreleri, sentriolden yoksundur; bunun yerine, mikrotübüller çekirdeğin yüzeyi üzerinde 

bir mil oluĢturur ve daha sonra nükleer zarfın parçalanmasından sonra, kromozomların 

kendileri tarafından bir iğle düzenlenir [57] Nükleer zarfın çökmesi ve prometafaz da iğ 

oluĢumu sırasında preprofaz bandı kaybolmaktadır.  

 

 

 

Resim 3.1. A. cepa‘da Mitoz bölünmeasafhaları  

a:aProfaz, b:aMetafaz c:aAnafaz d:aTelofaz 

a b 

d c 
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B. Profaz 

 

G2 interfazından sonra ortaya çıkan profaz sırasında, hücre kromozomlarını sıkı bir 

Ģekilde yoğunlaĢtırarak ve mitotik iğ formasyonu baĢlatarak bölünmeye hazırlanır. Ġnterfaz 

sırasında, çekirdekteki genetik materyal gevĢek bir Ģekilde paketlenmiĢ kromatin 

içermektedir. Profazın baĢlangıcında, kromatin lifleri tipik olarak ıĢık mikroskobu ile 

yüksek büyütmede görülebilen ayrı kromozomlara yoğunlaĢır. Bu aĢamada, kromozomlar 

uzun, ince ve iplik benzeridir. Her kromozomun iki kromatidi vardır. Ġki kromatid de 

sentromere katılırlar. Gen transkripsiyonu profaz sırasında durur ve geç anafaz erken G1 

fazına kadar devam etmemektedir [60-62]. Nükleus da erken profazda kaybolmaktadır 

(Resim 3.1a). 

Hayvan hücrelerinin çekirdeğine yakın, gevĢek bir protein toplanmasıyla 

çevrelenmiĢ bir çift yapıdan oluĢan sentrozom adı verilen yapılar vardır. Sentrozom, 

hücrenin mikrotübülleri için koordinasyon merkezidir. Bir hücre, hücre bölünmesindeki 

tek bir sentrozomu alır; bu, yeni bir mitoz turunun baĢlamasından önce hücre tarafından 

kopyalanır ve bir çift sentrozom vermektedir. Ġki sentrozom, mikrotübül mili aparatı 

oluĢturmaya yardımcı olmak üzere tübülünü polimerize ederler. Motor proteinleri daha 

sonra bu mikrotübüller boyunca sentrozomları hücrenin karĢıt taraflarına itmektedir. 

Sentrozomlar mikrotübül düzeneğini düzenlemeye yardım etse de, iğsi kısmının oluĢumu 

için gerekli değildir, çünkü bitkilerde bulunmamaktadır [57] ve hayvan hücresi mitozu için 

kesinlikle gerekli değildirler [63].  

 

C. Prometafaz 

 

Hayvan hücrelerinde prometafazın baĢlangıcında, nükleer laminlerin fosforilasyonu 

nükleer zarfın küçük zar keseciklerine ayrıĢmasına neden olmaktadır. Bu olduğu gibi, 

mikrotüp nükleer alanı istila etmektedir. Buna açık mitoz denir ve bazı çok hücreli 

organizmalarda görülür. [64, 65]. 

Geç prometafazda kinetokor mikrotübüller, kromozomal kinetokoroları eklemeye 

baĢlamaktadır. Kinetokor, geç profaz sırasında kromozomal sentromer üzerinde oluĢan bir 

proteinli mikrotübül bağlayıcı yapıdır [66, 67].  
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Bir dizi polar mikrotübül, miktotik mili oluĢturmak için karĢılık gelen 

cisimciklerden gelen polar mikrotübülleri bulup etkileĢmektedir [68]. Kinetokor yapısı ve 

iĢlevi tam olarak anlaĢılmamıĢ olsa da, bir çeĢit moleküler motor içerdiği bilinmektedir 

[69]. Bir mikrotübül kinetokor ile birleĢtiğinde, ATP‘den gelen enerjiyi kullanarak, tüpten 

çıkan sentrozoma doğru harekete geçmektedir. Bu motor aktivitesi, polimerizasyon ve 

mikrotübüllerin depolimerizasyonu ile birleĢtiğinde, daha sonra kromozomun iki 

kromatidini ayırmak için gerekli olan çekme kuvvetini sağlamaktadır [69].  

 

D. Metafaz 

 

Mikrotübüller prometafazda kinetokoralara yerleĢtirildikten ve bağlandıktan sonra, 

iki sentrozom, kromozomları hücrenin karĢıt uçlarına doğru çekmeye baĢlamaktadır. 

Ortaya çıkan gerilim kromozomların metafaz plakası veya ekvatoral düzlem boyunca 

hizalanmasına neden olur; bu, iki skoronom arasında (hücrenin yaklaĢık orta çizgisinde) 

yer alan hayali bir çizgidir [69]. Mitoz sonunda kromozomların eĢit dağılımını sağlamak 

için metafaz kontrol noktası, kinetokorların mitotik iğlere düzgün bir Ģekilde bağlandığını 

ve kromozomların metafaz plakası boyunca hizalandığını garanti etmektedir [70]. Hücre 

metafaz kontrol noktasından baĢarılı bir Ģekilde geçerse, anafaza geçmektedir (Resim 

3.1b). 

 

E. Anafaz 

 

Anafaz A sırasında, kardeĢ kromatidleri birbirine bağlayan kohezinler, iki özdeĢ 

kardeĢ kromozom oluĢtururlar [71]. Kinetokor mikrotübüllerin kısaltılması, yeni oluĢan 

kızı kromozomları hücrenin zıt uçlarına çekmektedir. Anafaz B sırasında, polar 

mikrotübüller birbirlerine doğru iterek, hücrenin uzamasına neden olmaktadır. Geç 

anafazda, kromozomlar ayrıca, kromozom ayrıĢmasına ve çekirdeğin yeniden oluĢumuna 

yardımcı olmak için genel maksimum yoğunlaĢma seviyelerine ulaĢırlar (Resim 3.1c). 

Çoğu hayvan hücrelerinde, anafaz A, anafaz B'den önce gelir, ancak bazı omurgalı 

yumurta hücreleri, olayların tersini göstermektedir [71]. 
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F. Telofaz 

 

Telofaz, profaz ve prometafaz olaylarının tersine çevrilmesidir. Telofazda, polar 

mikrotübüllerin uzatılması, hücrenin daha da uzaması devam etmektedir. Eğer nükleer zarf 

parçalanmıĢsa, ana hücrenin eski nükleer zarfının zar veziküllerini kullanarak yeni bir 

nükleer zarf oluĢur. Yeni zarf, her bir ayrılmıĢ kardeĢ kromozom kümesini oluĢturur (zar 

zar sentezlerini kaplamamasına rağmen) ve nükleolus yeniden ortaya çıkmaktadır. Her 

ikisi de yeni nükleer membranla çevrili olan kromozom setleri "gevĢemeye" veya 

ayrıĢmaya baĢlar. Mitoz tamamlanır. Her bir hücrenin çekirdeği aynı kromozom setine 

sahiptir (Resim 3.1d). 

 

G. Sitokinez 

 

Sitokinez, mitoz evresi değil, hücre bölünmesinin tamamlanması için gerekli olan 

ayrı bir süreçtir. Hayvan hücrelerinde, bir kasılma halkası içeren bölünme, metafaz 

plakasının eskiden ayrılmıĢ çekirdeği ayırdığı yerde geliĢmektedir [72]. Hücre bölünmesi, 

hem hayvan hem de bitki hücrelerinde de, hücrenin ortasına mikrotübüller boyunca hareket 

eden Golgi aygıtından türetilen kesecikler tarafından yönlendirilir [73]. Bitkilerde, bu yapı 

fragmoplastın merkezinde bir hücre plakasıyla birleĢir ve iki çekirdeği ayıran bir hücre 

duvarına dönüĢmektedir. Fragmoplast, daha yüksek bitkiler için tipik bir mikrotübül 

yapısıdır, bazı yeĢil algler ise sitokinez sırasında bir fikoplast mikrotübül dizisi kullanılır. 

Her hücre, ana hücresinin genomunun tam bir kopyasına sahiptir. Sitokinezin sonu M 

fazının sonunu iĢaret etmektedir. 

Mitoz ve sitokinezin ayrı ayrı meydana geldiği, birden fazla çekirdeğe sahip tek 

hücreler oluĢturan birçok hücre vardır. Bunun en dikkate değer olanları mantarlar, balçık 

kalıpları ve koenositik alglerdir, ancak diğer çeĢitli organizmalarda da bulunur [74].  

 

 

 

 

 



31 
 

3.2. Mutasyonlar  

 

Genetikabilginin, sağlıklı biraĢekilde nesillere aktarılmasında, DNA‘nınayapısının 

korunması oldukça önemlidir. DNAaüzerinde bulunan bazlardaki polar grupları 

fonksiyonu belirlemektedir. Polar gruplarda ki spesifik hidrojenabağları, çiftasarmal 

yapıdaki DNA‘yı oluĢturmaktadır. DNA üzerindeki bazların polar gruplarındaki çeĢitli 

kimyasal değiĢimler, replikasyon iĢlemi sırasında bazların yanlıĢ eĢleĢmesine ve bunun 

sonucunda mutasyona sebep olmaktadır. DNA‘yı oluĢturan iskelette oluĢan çeĢitli hasarlar 

ve kopmalar, replikasyon sürecini durdurabilir ve bu hasarlar çok fazla olduğunda hücrenin 

ölmesine neden olmaktadır.  

DNA‘mızda her gün yaklaĢık 104 tane yanlıĢ kodlanmaya yol açan ya da 

kodlanamayan çeĢitli hasarlar meydana gelmektedir [75]. DNA‘da oluĢan bu hasarları 

tamir etmek yani onarmak için birçok spesifik tamir mekanizmaları bulunmaktadır. Eğer, 

DNA tamir mekanizmalarının yetersiz kaldığı ya da tamir mekanizmalarının bir mutasyon 

sonucu hasara uğramasıyla DNA‘nı birleĢiminde ve miktarında değiĢiklikler, 

transkitipsiyon-protein sentezi durmasına, replikasyon sürecinin durmasına, uzun hasar 

varlığında ise kromozom hasarlarına ve mutasyona neden olmaktadır [76]. OluĢan hasar 

onarılabilecek durumda ise tamir mekanizmaları tarafından onarılır. DNA‘da oluĢan 

hasarlar çok ağır ise hücre apoptotik yola girerek kontrollü ölümünü gerçekleĢtirir. Orta 

seviyedeki hasarlar mutasyon oluĢmasına neden olmaktadır. DNA hasarı, çevre faktörleri 

ile ya da canlının kendisinden kaynaklanabilmektedir. DNA hasarında bazların yapısı 

kendiliğinden değiĢerek, pirimidin ve pürin bazlarının yerleri değiĢerek, yanlıĢ eĢleĢme 

denilen yapılara sebep olabilmektedir. Baz kaybı yaĢanarak da apirimidik ve apürinik 

bölgeler oluĢmaktadır. Bu kayılar replikasyonu etkilemektedir [75]. 

DNAahasarına nedenaolan çevreselafaktörler, kimyasal ve fizikselaajanlardır. 

Fiziksel ajanlarda en çok radyasyon gelmektedir. Radyasyonun etkisi ile sarmal üzerinde 

zincir kırıkları ve baz değiĢimleri meydana gelebilmektedir. UV ıĢınları ise pirimidin 

dimerleriaoluĢumuna, çapraz bağlanmalara ve zincirakırıklarına yolaaçmaktadır. Kimyasal 

ajanlarınabaĢında ise nitröz asid, alkilleyiciamaddeler, fenitoin ve aflatoksinler 

gelmektedir. Buakimyasallar, bazları oksitleyerek, alkilleyerek, çaprazabağlanmalar 

yaparak, zincirakırıklarına neden olarakaDNA‘da hasar oluĢtururlar [77]. Çizelge 3.1.‘de 

mutasyonlara sebep olan bazı endojen ve ekzojen etkenler gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 3.1. Mutasyonlara sebep olan bazı endojen ve ekzojen etkenler 

 

Endojen (spontan) Etkenler Ekzojen (evresel) Etkenler 

 

YanlıĢ eĢleĢmeler: Ġnsersiyon/delesyonlar 

 

Kimyasal değiĢiklikler: deaminasyon, 

metilasyon 

 

Baz kayıpları: 

Depurinasyon/depirimidinasyon 

 

Oksidatif hasar: 100,000 /h.cre/g.n 

 

Replikasyon hataları 

 

Kimyasal ajanlar: Vinil klorid, benzopren, 

kemoterapi ilaçları, mustard gazları, 

aflotoksin, alkilleyici ajanlar v.b 

 

Fizikselaajanlar: Ġyonizearadyasyon,aUV 

radyasyonav.b 

 

 

3.2.1. Mutajenler 

 

Mutasyona sebep olan bütün maddelere mutajen denir. Mutajenler, DNA‘nın 

yapısına girerek değiĢime uğratırlar. Temel olarak üçe ayrılırlar; fiziksel, kimyasal ve 

biyolojik olmak üzere sınıflandırılabilir [77]. 

 

A. Fiziksel Mutajenler 

 

Fiziksel mutajenler, etki ettikleri sürece ve Ģiddetine bağlı olarak geçici ya da kalıcı 

olabilmektedirler. Bu etmenler; sıcaklık, elektriksel alan, manyetik alan, X, UV, nötron ve 

proton ıĢınları gibi etkenlerdir. Bu mutajenler genellikler baz çiftlerini değiĢtirmektedir. 

 

B. Biyolojik Mutajenler 

 

Biyolojik mutajenler, genel olarak transposıbıl elementler ve virüsler 

görülmektedir. Virüs, bir konak hücreye girdiğinde, kendi DNA‗sından bir kısmı konak 

DNA‘sına geçirdiğinden mutajen olarak kabul edilirler. Transposıbıl elementler, DNA 

üzerinde bulunduğu yerden baĢka yere hareket ederek genetiksel yapı üzerinde değiĢikliğe 

neden olmaktadırlar. 
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C. Kimyasal Mutajenler  

 

 Baz Analogları 

 

Bu yapılar, bazların yerine geçerek onlarla aynı fonksiyonu yapmakta olan ancak 

kimyasal olarak farklı ajanlardır. Bu ajanların molekül yapıları DNA üzerinde bulunan 

bazlara oldukça fazla benzediğinden, kötü etkilerini DNA sentezi yani replikasyon 

sırasında yapıya katılması gereken bazların yerine geçerek DNA‘nın yapısını bozarak 

göstermektedirler. Bu nedenle replikasyon süreci bittiğinde birçok yanlıĢ eĢleĢmiĢ baz 

bulunmaktadır [77].  

 

 DNA’da Baz Değiştiren-Baz Ekleyen Maddeler 

 

DNA‘da baz değiĢtiren maddeler, DNA yapısına katılarak bazları değiĢtirirler. 

Bunların içinden en önemli olanı nitröz asididir. Bu madde DNA‘daki amino gruplarına 

etki ederek çıkarır ya da bazların sıralarında değiĢiklik yapmaktadırlar. Baz değiĢimi 

sonucunda, bazlar çok farklı bir yapıya dönebilirler. Bu dönüĢümle, replikasyon sırasında 

yanlıĢ eĢleĢme oluĢarak genetik kodda da değiĢikliğe neden olmaktadır. 

DNA‘ya baz ekleyen maddeler ise alkilleyici ajanlardır. Bu ajanlar pürin bazı olan 

guaninin 7. Atomuna bir alkil grubu eklerler ve yapı değiĢimine neden olmaktadırlar. 

Bunun sonucunda pürin bazı DNA yapısından ayrılmaktadır. Alkillenen guanin bazı, DNA 

zincirinden tamamen kapabilir ve böylece replikasyon sırasında kopan yere farklı bir baz 

bağlanabilmektedir [77].  

 

 Akridin Boyalar 

 

Akridin boyalar yanlıĢ eĢleĢmelere genellikle neden olabilmektedirler. Bu boyalar 

her zaman genin fonksiyonunun kaybolmasına sebep olurlar. DNA yapısında delesyon 

veya inversiyon meydana getirebilmektedirler. Akridin boylarının DNA üzerindeki 

mutasyon yerleri belirsiz bir Ģekilde dağılmıĢtır ve bu yerlere ―sıcak noktalar (hot spots)‖ 

denilmektedir [77]. 
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3.2.2. Gen Mutasyonları 

 

Mutasyonlar gen düzeyinde veya kromozomal düzeyde olmaktadır. Gen düzeyinde 

değiĢimler baz eklenmesi-çıkması, değiĢimi, baz çiftinin ters dönmesi veya baĢka bir yere 

transferi olarak ele alınabilir. GeliĢmiĢ ve çok hücreli canlılarda, mutasyon yani hasar 

somatik hücrelerde oluĢmuĢsa sadece oluĢan bireyi etkilemektedir. Bu mutasyon tipine 

somatik mutasyon denilmektedir. Fakat oluĢan mutasyon canlıların eĢey hücrelerinde 

oluĢursa döller aracılığıyla nesilden nesile aktarılabilmektedir. Bu mutasyonlar eĢey 

hücresi mutasyonları olarak adlandırılmaktadır.  

EĢeysiz olarak üreyebilen çok hücreli canlılarda, somatik mutasyonlar yeni nesile 

aktarılabilinmektedir. Prokaryotlarda, eĢey veya vücut hücresi ayrımı olmadığı için oluĢan 

her türlü mutasyon yeni nesillere aktarılabilinir. Eğer mutasyon bir gen içerisindeki 

değiĢim ise gen mutasyonları denilmektedir. Mutasyonlar ya kendiliğinden meydana 

gelebilmektedir ya da mutajenler denilen maddeler de uygulanarak mutasyonların oluĢması 

da sağlanabilmektedir.  

Mutajenlerin etki etmesi ile oluĢan mutasyonlara uyarılmıĢ mutasyonlar 

denilmektedir. Kendiliğinden oluĢan mutasyonlara ise doğal mutasyonlar denilmektedir. 

Kendiliğinden veya uyarılmıĢ olarak adlandırılan mutasyonları her zaman kesin bir çizgi 

ile ayırmak mümkün değildir [77]. 

 

A. Baz DeğişimiaMutasyonları 

 

DNA üzerindeki bir genabölgesinde bulunan bazın baĢka birabaz ile yer 

değiĢtirmesine baz değiĢimi mutasyonları denilmektedir. Eğer primidin-primidin ya da 

pürin-pürin bazı yer değiĢtirmesi görülüyorsa transisyon (karĢılıklı geçiĢ) mutasyonu; 

pürin-primidin yer değiĢtirmesi ise transversiyon (çapraz geçiĢ) mutasyonu olarak 

adlandırılmaktadır. Gen yapılarında meydana gelen bu değiĢimler aminoasit değiĢikliğine 

neden olarak ciddi sorunlara neden olabilmektedir. 
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DNA üzerinde oluĢan bütün hasarlara ve değiĢikliklere mutasyon denilse de, 

fenotipik bir etki oluĢturmayan mutasyonlarda bulunmaktadır. Bu tür mutasyonlar genin 

aktivitesini veya ürününü değiĢtirmediğinden sessiz mutasyonlar olarak kabul 

edilmektedir. Sessiz mutasyonda, kodonun üçlü yapısındaki bazın değiĢikliğinin tolere 

edilmesinden dolayı bu Ģekilde anılmaktadır. Sessiz mutasyonun belirlenmesi, genin baz 

dizisinin çıkarılmasıyla görülebilmektedir.  

Kodonların yapısında bir değiĢiklik oluĢarak protein sentezi sonucunda farklı bir 

aminoasid oluĢuyorsa bu mutasyon tipine yanlıĢ anlamlı mutasyon denilmektedir. YanlıĢ 

anlamlı mutasyonların proteinler üzerindeki etkileri değiĢkendir ve üç Ģekilde 

görülebilmektedir. Birinci olarak, aminoasid kendisiyle aynı fonksiyonel iĢleve sahip diğer 

bir aminoasid ile değiĢtiğinde biyolojik olarak iĢlevini sürdürebilmektedir. Ġkinci olarak, 

protein iĢlevini kısmen yani düĢük olarak sürdürmektedir. Üçüncü olarak ise, aminoasid 

proteinin tamamen değiĢmesine ve iĢlevini kaybedip görevini yerine getirememesine neden 

olabilmektedir [77].  

Gen mutasyonları, bazen hiçbir aminoasidi üretmeyip protein sentezini durdurucu 

olan dur kodonlarına dönüĢmesineaneden olabilmektedir. Buatür mutasyonlaraaanlamsız 

mutasyon adı verilmektedir. Anlamsız mutasyonda meydana gelen değiĢim sonucunda 

kodon yapısı değiĢtiğinden dolayı protein sentezi sırasında zincir erken sonlanabilir ve 

kısmen üretilen protein iĢlevini yerine getiremeyeceğinden dolayı mutasyon önemli bir 

sorun halini almaktadır.  

 

B. Çerçeve Kayması Mutasyonları 

 

DNA‘daki baz yapısına üç ve üçten fazla delesyonlar ya da insersiyon oluĢumunda 

kodonların değiĢmesine sebep olan mutasyonlara çerçeve kayması (frame shift) 

mutasyonları denir. Bu mutasyonlar eksilen/eklenen baz sayısına ve inserisyon/delesyonun 

pozisyonuna bakılarak kötü sonuçlar doğurabilmektedir. Eğer bir gende üç ve üçün katı bir 

sayıda baz çifti insersiyonu veya delesyonu meydana gelirse, buna uygun sayıda amino 

asitin fazla veya eksik olduğu bir protein sentezlenir ve bu durumda çerçeve kayması 

olmadığı halde yine de mutant proteinin fonksiyonel olması ihtimali düĢüktür [77]. 
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3.2.3. Kromozom Mutasyonları 

 

Kromozomunaparçalarında meydanaagelen mutasyonlaraakromozom mutasyonları 

denir. Kromozomamutasyonları, kromozomasayısı değiĢimleriave kromozom yapısı 

değiĢimleriaolmak üzere ikiagruba ayılırlar. 

 

A. Kromozom Sayı Mutasyonları 

 

Bütün organizmaların kromozom sayısı türden türe, cinsten cinse değiĢmektedir. 

Mayoz ve mitoz sırasında kromozomlar bazen tam ayrılmayabilir ve çeĢitli kromozom 

sayısına sahip hücreler oluĢabilir. Kromozom sayı değiĢimi mutasyonlarında, kromozom 

parçası kaybolur ya da sayı olarak artmaktadır. Öploidi veaanöploidi olmakaüzere iki Ģekli 

vardır. 

 

 Öploidi 

 

Kromozomların bütün hepsinin mevcut sayısının katları halinde artması ya da 

kromozom takımının her birinin tekabir Ģekilde bulunması durumudur. Öploidi, 

monoploidiave poliploidi olmak üzere ikiyeaayrılmaktadır [78]. Mevcut kromozom sayısı 

canlılara diploid (2n), üç ve katları Ģeklinde kromozom içeren canlılara poliploidi 

denilmektedir. Triploid (3n), tetraploid (4n), pentaploida(5n) ya da daha çok sayıda 

kromozomlar takımını içeren canlılar oluĢmaktadır [79]. 

Öploidi de çekirdek bölünmesi oluĢmaktadır, fakat sitoplazma bölünmesi 

gerçekleĢmemektedir. Bu durum endomitoz olarak adlandırılmaktadır. Endomitoz da, 

kromozomlar bölünme için iki katına çıkmaktadır. Mitozun profaz ve metafaz safhasından 

sonra anafaz, telofaz ve sitokinez gerçekleĢmez. Bunun sonucu olarak daher bir bölünme 

sonucunda kromozom sayıları katlar halinde artmıĢ olmaktadır  [78]. 

Poliploidinin üçe ayrılmaktadır. Bunlar; Otopoliploidia(Otoploidi), Allopoliploidi 

(Alloploidi)ave Endopoliploidia(Endoploidi)‘dir. 
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Otopoliploidi: Kromozom katlarının hepsinin aynı cins türden gelmesi yani aynı türe ait 

olmasıdır. Örneğin, bir diploit (2n) bireyin genomuaAA ise otopoliploidabireylera3A 

(AAA), 4Aa(AAAA) Ģeklinde olurlar. 

 

Allopoliploidi: Bir poliploidinin kromozom takımlarının farklı türlerden gelen 

kromozomlarla arttırılmasıdır. Birbirine yakın bir genetiği içeren iki farklı türün 

hibridizasyonu ile ortaya çıkmaktadır. Hayvan hücrelerinde çoğunlukla enderdir, çünkü 

hayvanlarda çiftleĢme her bir türe özgüdür. Bitki hücrelerinde çoğunlukla görülmektedir. 

 

Endopoliploidi: Hücrenin çekirdeği içerisinde, mevcut kromozom sayısının n‘in çeĢitli 

katları Ģeklinde, hücre zarı yok olmadan (hücre bölünmesi olmadan) artmasıdır. 

 

 Anöploidi 

 

Anöploid bir canlı, normal sayıdan fazla yada az kromozom içeren hücrelerin 

birleĢmesi ile ortaya çıkmaktadır [78, 79]. Anöploidi durumu, kromozomların anafazda 

geri kalması ya da kromozomların bölünmesi sırasında ayrılmaması sonucuyla 

oluĢabilmektedir. Metafazda, ekvatoral düzlemde dizilen kromozomlar, sentromerler 

aracılığıyla ters kutuplara doğru çekilirler. Fakat bazen kromozomlar bölünemez ve ayrı 

kutuplara gitmeyip tek bir kutba doğru çekilirler. Bu duruma ayrılmama (non disjunction) 

denir. Nonadisjunction olayı hem mitozahem de mayozabölünmede görülebilir [80].  

Kromozomların kutba çekilirken, kromozom parçalarından birinin geri kalması 

olayına anafazda geri kalma (anaphase lagging) denilmektedir. Bu kromozomların 

çoğunluğu ya bir hücreye geçer ya da kaybolurlar. Eğer bir hücreye geçer ise o tarafta o 

kromozom parçasından iki tane bulunur iken, diğer hücrede o kromozom parçası 

bulunamaz. Fakat kromozom parçası olması gereken hücrede kalırsa, birahücre normal 

kromozomasayısına sahip iken, diğerahücre kısmı kromozom eksikliği yaĢamaktadır [80]. 

Anöploidi; monosomi, nullisomiave polisomiaolmak üzere üçaĢekilde olabilir. 
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Monosomi: Diploid olan bir bireyde, tek bir kromozom parçasının yok olması durumudur. 

Bu bir birey, mayoz bölünme esnasında, kromozomların ayrılmaması sebebiyle ve 

bir kromozomu eksik olan (n-1) bir gametle normal (n) kromozomlu bir gametin birleĢmesi 

sonucunda meydana gelmektedir. Bu bireyin kromozom sayısı 2n-1 olmaktadır.  

 

Nullisomi: Bir organizmada, bir kromozomunahomoloğu ile birlikteaeksik olması, 

bulunmaması olayıdır. Bu tip diploid bireylera2n-2 formülü ileagösterilirler. 

Nullisomikabireyler, ayrılmama olayı sonucu tesadüfen aynı kromozom çiftini kaybetmiĢ 

olan iki farklı gametin birleĢmesiyle meydana gelmektedirler. 

 

Polisomi: Biratakımda bulunanakromozomlardanabirinin ya da birkaçınınasayısını 

yüseltmesi olayıdır. BunundaaTrisomi, Tetrasomi, HiperploidiaveaHipoploidi gibiaçeĢitleri 

vardır.  

 

B. Kromozom YapıaDeğişimleri 

 

Genetik materyalinayer değiĢtirmesi veya kaybı sonucunda oluĢan bir veya birden 

fazla kromozom kırıklarının oluĢması ile yapı değiĢimleri meydana gelmektedir. 

Kromozomlar doğal olarak kırılabilirler, fakat radyasyon ya da çeĢitli kimyasallara maruz 

kalan canlı hücrelerinde kromozomların kırılma sayısı oldukça yüksektir. Kopan bir 

kromozom parçası tekrar yapıĢabileceği gibi bu parça kaybolabilmektedir.  

Kromozomlarda kırılmalar sonucu oluĢan parça kayıpları, delesyon veya artıĢlarını 

duplikasyon, parça yerleĢim düzenlerindeki değiĢimleri inversiyon ve kromozomlar arası 

parça değiĢ tokuĢlarını translokasyonu kapsamaktadır. Bu tip mutasyonlar kromozomların 

sayısını veya kromozomlardaki geniĢ bölgeleri ilgilendiren büyük değiĢimlerdir. Bu tür 

değiĢimlerle genlerin ya sayısı ya da yerleĢim düzenleri değiĢir bunun sonucunda da 

bireyin fenotipinde kalıcı değiĢimler ortaya çıkar [80]. ġekil 3.3.‘de Delesyon, 

duplikasyon, inversiyon ve karĢılıklı traslokasyonun Ģekilleri gösterilmiĢtir. 
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ġekil 3.3. Delesyon, duplikasyon, inversiyon ve karĢılıklı traslokasyonun gösterilmesi 

 

Delesyon: Eksilme veya delesyon, kromozom üzerinde oluĢan bir kırık sonucu bir 

kromozom parçasının yerinden kopması anlamına gelmektedir (ġekil 3.3a). Kopan 

kromozom parçası sentromer içermiyorsa (asentrik ise) hücre canlılığını sürdüremez. 

Bunun nedeni, mayoz bölünme sırasında kromozomlar sentromer bölgelerinden kutuplara 

çekildiği için, sentromer taĢımayan kromozom parçası kutuplara çekilemez ve parça 

kaybolur. Kopan parça kısmında sentromer bulunuyorsa, kopan parça ne kadar küçük 

olsada iğ iplikleri sentromerden tutunur ve kutuplara çekilir. Böylece hücre oluĢumunda 

kendini göstermektedir. Kopmaaiki türlü olabilmektedir. Eğer bir darbeasonucu kromozom 

kopar ise terminaladelesyon; iki darbe sonucunda parça kopar ise insersiyonel delesyon 

oluĢur ve kopan kısım çıktıktan sonra iki parça yeniden birleĢmektedir [80].  

 

Duplikasyon: Duplikasyon, kromozomdaki bir gen parçasının kromozomaüzerinde 

iki ya da daha çok tekrarla bulunması durumudur (ġekil 3.3b). Duplikasyonlu parça, 

sentromer içeren bir parça ya da bir kromozom parçası olabilmektedir. Duplikasyonlar, 

mayozda bölünme esnasında sinaps yapan kromozomlarda, eĢit olmayan krossing over 

sonucunda ya da bir replikasyonda hata sonucu oluĢabilmektedir. Ġlk durumda 

duplikasyon-delesyon oluĢmaktadı [80]. 

 

 

a 

b 

c 

d 
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Duplikasyonun üç değiĢik özelliği bulunur. 

- Geninin kopyasının aynı kromozom üzerinde bulunmasını sağlayabilir.  

- Delesyondaki gibi, fenotipik farklılıklar oluĢabilir. 

- Duplikasyonlar, evrimasürecinde, genetikaçeĢitliliğin önemliabir kaynağıdır. 

 

İnversiyon: Ġnversiyon, kromozom parçasının iki darbe alarak kırılması ve kopan 

kromozom parçasının 180 derece ters dönerek koptuğu kromozom parçasına yeniden 

bağlanmasıdır (ġekil 3.3c). Kapan parça eğer sentromer bölgesini içeriyorsaaperisentrik 

inversiyon, sentromeraiçermiyorsa parasentrikainversiyon olarakaadlandırılır. Parasentrik 

inversiyonda, kodların oranı değiĢmezken perisentrik inversiyonda kolların oranı 

değiĢmektedir. Kırılma sonucu oluĢan yapıĢkan uçlar, birbirleri ile tekrar birleĢir. Böylece 

diziliĢ sırası değiĢmesine rağmen gen sayısı değiĢmez. Kromozom çiftinin her ikisinde de 

ters dönmeler var ise homozigot inversiyon olarak adlandırılırlar. Fakat homologların 

sadece bir tanesinde ters dönme var ise heterezigot inversiyon olarak adlandırılır. Mayozda 

heterozigot inversiyonlar, kromozomlar arasındaki eĢleĢme sadece inversiyon halkası 

oluĢumu ile yapılabilinir [80]. 

 

Translokasyon: Translokasyon, kromozomun bir parçasının ile homoloğu olmayan 

baĢka bir kromozomun bir kromozom parçasının yer değiĢtirmesidir (ġekil 3.3d). Ġki türü 

bulunmaktadır. Basit translokasyon, tek yönlü parça değiĢimini içermektedir. Resiprokal 

translokasyonda, iki homolog olmayan kromozomun parçalarının yer değiĢtirmesi olayıdır.  
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3.3. DNA Hasarı Tamir Mekanizmaları 

 

3.3.1. DirektaOnarım ya da HasarınaGeri Döndürülmesi 

 

A. Fotoreaktivasyona 

 

 DNA hasarında, hasarın geri çevrilmesi tamir için kolay bir iĢlemmiĢ gibi 

gözükmesine rağmen, kinetik ve termodinamik sebeplerden dolayı her zaman mümkün 

değildir. Bazen, enzimler yardımı ile (Fotoliyaz ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz) oluĢan 

hasar onarılabilmektedir. Fotoliyaz enzimi tarafından siklobütan pirimidin dimerleri 

ayrılarak hasar onarılabilinir. Bu oluĢan reaksiyona fotoreaktivasyon denir [81]. Bu onarım 

Ģekli, UV aracılığı ile oluĢan pirimidin dimerlerinin giderilmesi için kullanılmaktadır. 

Fotoreaktivasyonda sadece piridin dimerleri kırılır ve hata olasığı yoktur. 

 

B. O-6-Metilguanin Onarımı 

 

O-6-Metilguanin, oldukça yüksek oranda alkilleyicidir. O-6-metilguanin-DNA 

metil transferaz enzimi, normal guanin oluĢumunu sağlamak için DNA‘daki yanlıĢ 

metillenen bazların yapısındaki CH3 gruplarını kendi üzerindeki sistein rezidülerine 

almaktadır. Fakat bu transferi gerçekleĢtirirken enzim baskılanır ve geri dönüĢümsüz bir 

Ģekilde iĢlevini kaybetmektedir.  

 

C. BasitaTek ZinciraKırıklarının Tamiri 

 

 Peroksidler gibi bazı kimyasallar ya daaX-ray gibi bazı ıĢınlar DNAaüzerinde 

kırıklar oluĢturabilmektedir. DNA‘nın bir zincirinde oluĢan kırıklar DNAaligaz enzimi 

tarafındanaonarılmaktadır. Bu onarım sırasında enerji gerektirenabir reaksiyon ile 3‘ OH 

grubu ile 5‘-PO4 grubu arasında bulunan fosfodiester bağı oluĢarak hasar onarılmıĢ 

olmaktadır [82]. 
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3.3.2. Eksizyon (Kesip-Çıkarma) Onarımı 

 

 Ökaryot ve prokaryot organizmalarda bulunan ve üç temel basamak içeren en 

önemli onarım sistemlerinden biridir. Bu onarım mekanizmasında, DNA‘da bulunan 

hasarlı bazların oligonükleotid olan parçaları çıkarır ve hatalı olan ve çıkarılan boĢ kısma 

doğru bazın eklenmesi ve oluĢan boĢlukların ligasyon ile kapatılmasını içermektedir [83]. 

- Hata ya da hasar bulunur ve enzim olan bir nükleaz ile kesip çıkarılır. 

- OluĢan boĢlukları DNA polimeraz enzimi doldurur. 

- BoĢluk DNA ligaz enzimi ile tamamen kapatılır [84]. 

Eksizyon (Kesip-Çıkarma)aonarımı ikiye ayrılmaktadır. 

 

A. Baz Eksizyon Onarımı 

 

 Bazlardaki her bir kimyasal değiĢim, DNA hasarının onarılmasında kendine has bir 

onarım sistemi gerektirir. Eksizyon onarımı, hücrelerdeki birçok kimyasal hasar tiplerini 

onarım sistemine sahiptir. Baz eksizyon onarımı, hasarlı bazları ya da yanlıĢ eĢleĢen bazları 

yapıdan uzaklaĢtırmak için kullanılan bir onarım mekanizmasıdır [81, 85, 86]. 

 

B. Nükleotid Eksizyon Onarımı 

 

 DNA üzerindeki bazlara eklenen büyük parçaları tanıyan ve hasarı onarabilen 

mekanizmadır [87]. Bu onarım mekanizması, en ilkel canlıdan memelilere kadar kullanılan 

bir mekanizmadır. DNA‘da oluĢan birçok hasarın onarımında, en çokta heliks yapısının 

bozulmasına sebep olan hasarların onarımında etkili bir tamir mekanizmasıdır. Ġnsanlara, 

güneĢ tarafından gelen zararlı UV ıĢınlarının karsinojenik nedenli etkilerinde, cisplatin ve 

4-nitrokuinolin oksid gibi zararlılar sonucu oluĢan hasarlara karĢı önemli bir onarım 

mekanizmasıdır.  

Bu mekanizmada, UvrABC hasar spesifikaendonükleaz (veyaaeksonükleaz) multi-

fonksiyonlu enzim olarakaadlandırılır. Buaenzim; UvrA, UvrBaveaUvrC proteinlerinden 

(altabirimlerinden) oluĢmaktadır. UvrAaproteini, biraDNA bağlayıcıaproteindir ve ATPaz 

aktivitesi bulunmaktadır.  
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UvrBaproteininin ise tek baĢınaaATPaz aktivitesiayoktur. UvrB, UvrA 

proteinineabağlanarak aktiveaolduğunda veya spesifikaproteolizle ile yıkıldığında 

ATPazaaktivitesi kazanmaktadır. 

Nükleotid eksizyon mekanizmasının iĢleyiĢi; 

- Hasarlı bölgenin belirlenmesi, 

- Protein komplekslerinin hasarın bulunduğu yere bağlanması, 

-   24-32nükleotid uzunluğundaki bir fragment olacak Ģekilde lezyonlu bölgenin iki 

tarafından da hasarlı kısmın kesilmesi, 

- Hasarlı kısmın uzaklaĢtırılması, 

- DNA üzerinde oluĢan boĢluğun DNA polimeraz enzimi tarafından doldurulması, 

- Ligasyon bölümlerinden oluĢmaktadır [81]. 

 

C. Yanlış Eşleşme (Mismatch) Eksizyon Onarımı  

 

 YanlıĢ eĢleĢme eksizyon onarımında, DNA replikasyonu sırasında oluĢan, normal 

olan bazların yanlıĢ bir baz ile eĢleĢmesi hatalarını ve hasarlarını onaran bir mekanizmadır 

[81]. Bu mekanizma, replikasyon sonrası iĢleyen bir tamir sistemidir. Mekanizmada iki 

adet farklı heterodinamik içeren proteinler bulunmaktadır. YanlıĢ eĢleĢme, genellikle 

replikasyonun bir hatası olarak görülürse de, onarım ve rekombinasyon iĢlemleriasırasında 

da yanlıĢaeĢleĢme ihtimali olabilmektedir.  

YanlıĢaeĢleĢme, her zamanaeski zincirde olan bilgiyeagöre düzeltilmektedir. 

Onarımasisteminin, yeni sentezlenenazinciri ve eski zinciri ayırt edebilmesi gerekmektedir. 

Ġki zincirin artımı ise, eskiazincir üzerinde bulunanaancak yeni sentezlenmiĢazincirde 

üzerinde henüzabulunmayan metilagrupları aracılığı ileaoluĢmaktadır. Damametilaz 

enzimi, 5‘ GATCadizisindeki adenini N6 pozisyonundaametillemektedir.  

Replikasyondanahemen sonra, yaklaĢıkailk bir dakika içindeaeski olan zincir 

metillenirken, yeni sentezlenenazincir üzerinde henüz bir metillenme olmamaktadır. Bu 

olay yeniazincirin bilinmesini sağlamaktadır [81]. 

E.coli yanlıĢaeĢleĢme onarımasisteminde; 

- MutH, MutSave MutLaproteinleri, anahtar roleasahiptirler.  

- MutSaproteini, yanlıĢaeĢleĢmiĢ baz çiftininaiçinde bulunduğu geniĢabir bölgeye 

bağlanmaktadır.  
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- MutHaproteini, GATC dizisiniaiçeren bölgeyeabağlanmaktadır.  

- MutLaproteini ise, MutHave MutS proteinleriniabirbirine bağlayarakabir 

konmpleksaoluĢturmaktadır. 

- Sadece birazincir GATC dizisindeametillenmiĢ ise, yanlıĢaeĢleĢmiĢ baz çiftine 

yakınsaa(ilk 1000 bazaçifti içindeaise) MutH proteiniabir bölgeye 

özelaendonükleaz olarakametillenmiĢ koluaGATC dizisinina5‘ ucundan 

kesmektedir. Böyleceaonarılacak olan kısımabelirlenmiĢ olmaktadır. 

- MetillenmemiĢakolda kıvrımaaçılır, 3‘→5‘ yönündeayıkıma uğratılmaktadır.  

- OluĢan boĢlukaDNA polimeraz Iaile doldurulduktanasonra zincirabağlanmaktadır.  

- Bu iĢlemler, ekzonükleaz I, SSB, DNA helikaz II (DNA molekülündeasadece tek 

zincira3‘→5‘ yönünde yıkımaauğrar), DNA ligaz ve DNA polimerazaIII 

gerektirmektedir. 

 

3.3.3. Rekombinasyonal Onarım  

 

 Bu onarım mekanizması, replikasyondan sonra aktif hale gelmektedir. DNA‘da 

hatalı ya da hasarlı parçanın değiĢtirilip, doğru zincirden kalıp alarak tamamlayıcı ipliğin 

bulunmadığı hallerde kullanılan bir sistemdir. DNA replike olurken timir dimerleri gibi bir 

hasar bulunduruyorsa, DNA polimeraz hasarlı kısımda durur ve lezyonun üzerinden 

geçerek orada bir boĢluk bırakır. Bu esnada RecA adı verilen bir protein yapıya katılır ve 

rekombinastonal bir Ģekilde değiĢim yaparak hatalı kısmı düzeltir. Daha sonra kalan 

boĢluklar tekrar sentezlenerek kapatılmaktadır [82]. 

 

3.3.4. SOS Onarımı 

 

 Acil cevap sistemi adı verilen bu onarım sistemi, DNAahasarının çok fazla olduğu, 

diğeratamir mekanizmalarının yetersiz kaldığı zamanda devreye girmektedir. Çok ciddi 

DNA hasarlarında onarım mekanizmalarının zarara karĢı hepsinin sayısı artmaktadır. Bu 

sistemde, replikasyon sırasında DNA polimeraz bir hasara rastlasa bile replikasyona devam 

etmektedir. Yani replikasyon sırasında hasarlı kısım görmezden gelinmektedir. Bu sebeple 

bu sisteme hataya meyilli onarımda denilmektedir [82]. 

 



45 
 

SOS onarımında, birçokaproteini kodlayan genleraLexAaproteini ile normalde 

baskılanmıĢ haldedir. DNAahasarı esnasında, hasarlı tek zincire Rec A proteini bağlanırave 

RecaA-ssDNAakompleksi oluĢmaktadır. RecA proteini, LexA proteininin otoproteolitik 

yıkımını DNA‘ya bağlandıktan sonra aktiveaeder. RecA, DNAapolimeraza bağlanarak 

lezyonu geçer veaDNA‘nın replike olmasını sağlamaktadır. UmuC-UmuD kompleksi ile 

veaRecA proteini ile polimerazına3'→5' ekzonükleaza(hata okumaave çıkarma) 

aktivitesini baskılamasıyla hasarlı replikasyon gerçekleĢmektedir.  

 

3.3.5. DNA Çift Zincir Kırığı Onarımı 

 

 Çift zincir kırığı oluĢumları, topoizomeraz inhibitörleri veya iyonize radyasyon 

sayılabilmektedir. Bu zincir kırıkları DNA‘ya zarar veren önemli bir yıkımdır. Eğer hasar 

onarılmazsa kromozom kırılmalarına, hücre ölümlerine neden olabilmektedir. YanlıĢ 

onarılması sonucunda ise ciddi sorunlara yol açabilmektedir. Bu onarım mekanizması, 

homolog olmayan ve homolog olan rekombinasyon olarak iki Ģekilde onarım 

göstermektedir. 

 

3.4. DNA HasarınıaBelirlemede KullanılanaBazı Yöntemler 

 

 Genetik toksisite veya genotoksisite; kromozom, çekirdek ve DNA‘nın yapısında 

oluĢanaDNA kırıkları, kromozomaanormallikleri, genamutasyonları, anöploidi ve 

klastojenite gibi çeĢitli hasar türlerini kapsayan bir terimdir. Genotoksik etki, DNA ile 

etkileĢime girerek genomu hasara uğratan genotoksik maddelerin, DNA üzerinde hasara, 

kayıplara ve değiĢimlere yol açması olarak tanımlanabilir [88-90]. Karsinojenite ve 

genotoksisite arasındaki iliĢki araĢtırılmıĢtır ve insanlar üzerinde karsinojen çoğu 

maddenin genotoksik bir yapıda olduğu tespit edilmiĢtir. Bu araĢtırmalar sonucunda, 

kimyasal maddelerin etkileri araĢtırılmak üzere birçok tanımlama testleri ortaya çıkmıĢtır  

[88,  91-93]. 

Genotoksisite testleri 1970‘den itibaren in vivo ve in vitro olarak kullanılmaktadır 

[88, 91]. Günümüze kadar, genotoksisiteyi ve karsinojeniteyi belirleyici birçok test grubu 

ortaya çıkmıĢtır  [10].  



46 
 

 Bu yöntemler; Salmonella/mikrozomamutajenite (Ames)atesti, tekahücre jel 

elektroforezi (Komet testi), kromozomal anormallik testi (KA), mikronükleus (MN), 

allium testi, kardeĢ kromatid değiĢimi (KKD),  TUNEL, immünokimyasal yöntemler, 

floresans inasitu hibridizasyon (FISH), kromotografi, ELISAagibi çeĢitli yöntemlerdir. 

 

3.4.1. Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi 

 

Ames testi, belirli bir kimyasalın test organizmasının DNA'sında mutasyonlara 

neden olup olmadığını test etmek için bakterileri kullanan yaygın olarak kullanılan bir 

yöntemdir. Test, bir bileĢiğin karsinojenik potansiyelini tahmin etmek için hızlı ve uygun 

bir analiz görevi görmektedir. 

Test suĢları, histidin sentezlemek için gerekli olan genlerdeki frameshift (örneğin 

TA1537 ve TA1538 suĢları) veya nokta (örn. TA1531 suĢları) mutasyonlarını saptamak 

üzere özel olarak yapılandırılır, böylece farklı mekanizmalar yoluyla etki eden mutajenler 

tanımlanabilir. Bazı bileĢikler oldukça spesifiktir, sadece bir veya iki suĢta geri dönüĢlere 

neden olmaktadır [94]. Test suĢları ayrıca lipopolisakkarit sentezinden sorumlu genlerde 

mutasyonlar taĢır, bakterilerin hücre duvarını daha geçirgen hale getirir [95], ve eksizyon 

onarım sisteminde testi daha duyarlı hale getirmektedir [96].  

Memeliler gibi daha büyük organizmalar, mutajenik olarak kabul edilmeyen veya 

mutajenik olarak kabul edilen bir maddeyi potansiyel olarak dönüĢtüremeyen bir 

metaboliğe sahiptirler. Bu nedenle, daha büyük organizmalar ile ilgili olarak bir kimyasal 

bileĢiğin mutajenitesini daha etkili bir Ģekilde test etmek için, sıçan karaciğeri enzimleri, 

Ames Testinde test edilen bileĢik üzerindeki metabolik süreçlerin etkisini çoğaltma 

giriĢiminde görülebilmektedir. Sıçan karaciğeri ekstresi isteğe bağlı olarak metabolizmanın 

etkisini simüle etmek için eklenir, çünkü benzo piren gibi bazı bileĢikler mutajenik değil, 

metabolik ürünleridir [95]. Bakteriler az miktarda histidin ile agar plakasına yayılırlar. 

Büyüme ortamındaki histidin miktarı, bakterilerin baĢlangıç zamanı için büyümesini ve 

değiĢme fırsatına sahip olmasını sağlamaktadır. Histidin tükendiğinde, sadece kendi 

histidini üretme yeteneğini kazanmak için mutasyona uğramıĢ bakteriler hayatta 

kalmaktadır. Plaka 48 veya 72 saat inkübe edilir. Bir maddenin mutajenitesi, gözlemlenen 

kolonilerin sayısı ile orantılıdır.  
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Ames testi ile saptanan mutajenler de olası kanserojenlerdir ve Ames tarafından 

yapılan ilk çalıĢmalar, bu test ile bilinen karsinojenlerin %90'ının tanımlanabileceğini 

göstermiĢtir [97]. Daha sonra yapılan çalıĢmalar, bilinen karsinojenlerin %50-70'inin 

tanımlandığını göstermiĢtir. Bu test, daha önce ticari ürünlerde potansiyel karsinojenler 

olarak kullanılan birçok bileĢiği tanımlamak için kullanılmıĢtır [98]. Örnekler arasında 

plastikte alev geciktirici olarak kullanılan tris (2,3-dibromopropil) fosfat ve 1960'larda ve 

1970'lerde Japonya'da gıdada antibakteriyel katkı maddesi olarak kullanılan çocuk 

pijamaları [99], ve furylfuramide gibi tekstiller kullanılmıĢtır. Furylfuramide aslında daha 

önce hayvan testinden geçmiĢtir, ancak Ames testinde tanımlandıktan sonra daha kuvvetli 

testler bunun kanserojen olduğunu göstermiĢtir.  

Ames testinin ilginç bir sonucu, değiĢen kimyasal konsantrasyonlarını kullanan doz 

yanıtı eğrisinin neredeyse her zaman doğrusal olması [97], mutagenez için eĢik 

konsantrasyonunun olmadığını göstermektedir. Bu nedenle, radyasyonlarda olduğu gibi, 

kimyasal mutajenler veya karsinojenler için güvenli bir eĢik bulunmayabilir [100]. Ancak 

bazıları, organizmaların DNA onarımı gibi koruyucu mekanizmalara bağlı olarak düĢük 

mutajenler tolere edebildiğini ve bazı kimyasal mutajenler için eĢiğin bulunabileceğini öne 

sürmüĢtür [101]. Bruce Ames, hayvansal sistemlerde karsinojenez testlerinde kullanılan 

yüksek dozdan, insan maruziyetinde normal olarak karĢılaĢılan kimyasalların daha düĢük 

dozuna kadar doğrusal doza yanıt ekstrapolasyonuna karĢı çıkmıĢtır. Çünkü sonuçlar, 

yapay olarak yüksek dozun neden olduğu mitojenik yanıttan dolayı yanlıĢ olabilmektedir.  

Ames testi, olası ilaçların olası karsinojenleri belirlemek için sıklıkla 

kullanılmaktadır ve Pestisit Yasası (ABD) altında gerekli olan sekiz testten biridir ve 

Zehirli Maddeler Kontrol Yasası uyarınca gerekli olan altı testten biridir. Salmonella 

typhimurium bir prokaryottur, bu nedenle insanlar için mükemmel bir model değildir. 

Sıçan karaciğeri S9 fraksiyonu, memeli metabolik koĢullarını taklit etmek için kullanılır, 

böylelikle hepatik sistemdeki bir ana molekülün oluĢturduğu metabolitlerin mutajenik 

potansiyeli değerlendirilebilir. Bununla birlikte, test edilen kimyasalların mutajenitesini 

etkileyebilen insan ve sıçan arasındaki metabolizmada farklılıklar vardır [102]. Bu nedenle 

test, insan karaciğeri S9 fraksiyonu kullanılarak geliĢtirilebilir; kullanımı daha önce 

kullanılabilirliği ile sınırlandırılmıĢtır, ancak Ģimdi ticari olarak mevcuttur ve bu nedenle 

daha uygun olabilmektedir. Ökaryotik hücreler, örneğin maya için uyarlanmıĢ bir in vitro 

model yapılmıĢtır. 
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Ames testinde tanımlanan mutajenlerin mutlaka kanserojen olması gerekmez ve 

testte tespit edilen herhangi bir potansiyel kanserojen için daha fazla test gereklidir. Nitrat 

grubunu içeren ilaçlar bazen gerçekten güvenli olduklarında Ames için olumludurlar. 

Nitrat bileĢikleri, yanlıĢ bir pozitif verebilen önemli bir sinyal molekülü olan nitrik oksit 

oluĢturabilir. Ancak, gıdalardaki nitratlar, amin ve amidlerle reaksiyona girerek 

karsinojenler ürettiği bilinen nitritlere bakteriyel etki ile azaltılabilir. Bir Ames testini 

çürütmek için bu bileĢiklerle uzun toksikoloji ve sonuç çalıĢmalarına ihtiyaç vardır. ġekil 

3.4‘de Amesatestinin uygulamaaaĢamaları ve mutajeniteyiagösterenakoloniler 

gösterilmiĢtir [103]. 

 

 

 

ġekil 3.4. Ames testininauygulama aĢamalarıave mutajeniteyi gösterenakoloniler [103] 

 

3.4.2. KromozomalaAnormallik (KA)aTesti 

 

DNA‘da ortayaaçıkan hasar sonucunda oluĢan KA‘lardaki kromozomakırıkları, 

DNA‘da oluĢan zincir kırıklarının onarılamayıĢı nedeni ile replikasyon sonucunda oluĢan 

yeni kromozomlar, DNA‘daki kırıkların hatalı onarılması sonucu meydana gelmektedir. 

Onarılamayan bu hasarların nedeni ile oluĢan KA‘nın kanser riskiniaiĢaret etmektedir 

[104-108].  
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KAatesti, mutajenlerinasebep olduğu çeĢitliaKA‘larınaortaya çıkarılmasında 

genellikleatercih edilmektedir. Test, in vivo ve in vitro olarak ayrılır ve memeliahücre 

kültürlerindekiakromozom anormalliğini belirlemede in vitro KA testi kullanılırken, in 

vivoaKA testi ise çoğunluklaakemik iliği hücrelerindekiakromozomal 

anormalliğinabelirlenmesinde kullanılmaktadır. İn vivoaKA testi, DNA tamir 

mekanizmalarıagibi etkenlerinaanaliz edilmesine veya dokuya ve türe göre değiĢebilen 

metabolizmada, mutajenik hasarların belirlenmesine imkân sağlamaktadır [88, 109-111].  

İn vivo KAave in vitro memeli KA testiniabirbirinden ayıranadiğer bir yönü, in vivo 

KAatestinde vaskülarizasyonuahızlı ve yüksek dolaĢımagerçekleĢtiren hücreleriakapsayan 

kemik iliğiakullanılırken, in vitroaKA‘da geneldeaperiferal kanalenfosit hücrelerin 

inkübasyonuatercih edilmektedir. İn vitroaKA testinde oluĢturulan kültürlerin alımı 2 saat 

öncesinde çoğunlukla, in vivoaKA testinde iseahayvanlar alınmadan 2-4 saataöncesinde 

kolĢisin uygulamasıayapılarak yapılarak hücrelerametafaz safhasındaadurdurulmaktadır. 

Kemik iliği hücrelerinden ya da kültürlerden protokole uygunabir Ģekilde alınmıĢaolan 

metafazahücreleri ileakromozomlarda oluĢanaçeĢitli yapısal ve sayısal anormalliklera(ġekil 

3.5) saptanabilmektedir [109-112].  

 

 

 

ġekil 3.5. Metafazahücrelerinden eldeaedilen kromozomalaanormallikler [113] 

a:aFragment, b: KardeĢakromatit birleĢmesi, c: Kromatitakırıkları, d: Kromozomakırığı, 

e:aPoliploidi, f:aEndoreduplikasyon 
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3.4.3. KardeşaKromatit Değişimia(KKD) Testi 

 

KardeĢ kromatit değiĢimi (KKD), iki özdeĢ kardeĢ kromatid arasındaki genetik 

materyalin değiĢimidir. Önce mitozda anafaz öncesi kardeĢ kromatid kompleksine ait bir 

kromatid üzerinde Giemsa boyama yöntemi kullanılarak keĢfedilmiĢtir. Boyanma, birkaç 

parçanın boyalı olmayan kardeĢ kromatidine geçtiğini ortaya çıkarmıĢtır. Giemsa 

boyaması, istenen kromatide eklenen bromodeoksiüridin benzeri bazın varlığı nedeniyle 

belirlenebilmektedir [113]. ġekil 3.6‘da kardeĢ kromatitadeğiĢiminin BrdUaile saptanması 

ve KKDaiçeren metafazaplakları gösterilmiĢtir [113]. 

 

 

 

ġekil 3.6. KardeĢ kromatitadeğiĢiminin BrdUaile saptanmasıave KKD içerenametafaz 

plakları [113] 

 

 

KKD'nin nedeni bilinmemektedir, ancak birçok ürünün mutajenik testi olarak 

kullanılmakta ve kullanılmaktadır. Mitoz baĢına kromozom çifti baĢına dört ila beĢ kardeĢ 

kromatid değiĢimi normal dağılımda iken, 14-100 değiĢim normal değildir ve organizmaya 

bir tehlike oluĢturur. KKD, Bloom sendromu da dahil olmak üzere patolojilerde, hücre 

tipine bağlı olarak, normalin 10-100 katından fazla rekombinasyon oranlarına sahiptir. 

KKD'ler de tümörlerin oluĢumu ile iliĢkili olabilmektedir [114]. 
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KKD, B51 (+) Behçet hastalığında daha sık gözlenmiĢtir [114]. Tomurcuk mayası 

Saccharomyces cerevisiae'deki mitotik rekombinasyon, esas olarak vejetatif büyüme 

sırasında ortaya çıkan spontan veya indüklenmiĢ hasarlara yanıt veren DNA onarım 

iĢlemlerinin bir sonucudur [115].  

Maya hücrelerinin homolog rekombinasyon ile hasarı onarabilmesi için, aynı 

çekirdekte, onarılacak bölge ile sekans homolojisi içeren ikinci bir DNA molekülü 

bulunmalıdır. Hücre döngüsünün G1 fazında bir diploid hücrede, böyle bir molekül 

homolog kromozom formunda bulunmaktadır. Bununla birlikte, hücre döngüsünün G2 

fazında (DNA replikasyonunu takiben), ikinci bir homolog DNA molekülü de kardeĢ 

kromatiddir. Kanıtlar, yakın çevredeki özel iliĢki nedeniyle, kardeĢ kromatidlerin 

rekombinasyon onarımı için substrat olarak sadece uzak homolog kromatidler üzerinde 

tercih edilmediğini, ancak homologlardan daha fazla DNA hasarı tamir etme kapasitesine 

sahip olduklarını göstermektedir [115].  

Doğal popülasyonlarda diploid organizmaların genomları, ekleme ve delesyonlar 

için oldukça polimorfiktir. Bu polimorfik bölgeler içinde meydana gelen mayoz bölünmesi 

çift sarmal kırılmaları, eĢ-homolog değiĢimden ziyade, kardeĢ kromatit değiĢimi ile 

onarılmalıdır. Maya tomurcuklanma mayozu sırasında, moleküler düzeyde bir 

rekombinasyon çalıĢması, kardeĢ olmayan homologda karĢılık gelen dizilerin bulunmadığı 

bölgelerde çift sarmal kırılmaları tarafından baĢlatılan rekombinasyon olaylarının, 

kardeĢler kromatidler arası rekombinasyon ile verimli bir Ģekilde onarıldığını göstermiĢtir. 

Bu rekombinasyon, homolog rekombinasyonla aynı zamanlamayla, ancak Holliday eklem 

moleküllerinin indirgenmiĢ (2 ila 3 kat) verimle gerçekleĢmektedir. Bu çalıĢma ve diğer 

organizmalardan elde edilen karĢılaĢtırılabilir kanıtlar, kardeĢler arası rekombinasyonun 

mayoz sırasında sıklıkla meydana geldiğini ve esas olarak bir patika olmakla birlikte 

kardeĢ kromatidler arasında tüm rekombinasyon olaylarının üçte bir oranında 

gerçekleĢtiğini göstermektedir. 
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3.4.4. Mikronükleus (MN) Testi 

 

Bir mikronükleus testi, potansiyel genotoksik bileĢikler için toksikolojik taramada 

kullanılan bir testtir. Mikronükleus testi ilk olarak, Vicia faba'nın kök uçlarında 

kromozomal hasarı ölçmek için kullanılmıĢtır. Basit Giemsa boyası kullanılarak skorlaması 

yapılmıĢtır. Bu test genotoksik karsinojenler için en baĢarılı ve güvenilir deneylerden biri 

olarak kabul edilmektedir, yani genetik hasara neden olarak hareket eden ve kimyasalların 

test edilmesi için karsinojenlerdir [116]. Bu testin iki ana sürümü vardır, biri in vivo ve 

diğeri in vitro testlerdir. 

İn vivo testte çoğunlukla fare kemik iliği veya fare periferik kanını 

kullanılmaktadır. Bir kemik iliği eritroblast bir polikromatik eritrosit haline geldiğinde, ana 

çekirdek yok edilir; OluĢan herhangi bir mikronükleus, aksi takdirde anükleer sitoplazma 

da geride kalabilmektedir. Mikronükleusların görselleĢtirilmesi, bu hücrelerde ana 

çekirdeğe sahip olmadıkları için kolaydır. Tedavi edilen hayvanlarda mikronükleer 

polikromatik eritrositlerin sıklığında artıĢ, indüklenen kromozom hasarının bir 

göstergesidir. Daha sonra, sitokinez-blok mikronükleus (CBMN) yöntemi geliĢtirilmiĢ; 

burada nükleer bölmeden sonra sitokinezi önlemek için, mil düzeneğinin bir inhibitörü 

olan Cyt-B kullanılmıĢtır. CBMN yöntemi, farklı mutajenlerin neden olduğu kromozomal 

kayıp, kırılma ve iliĢkili apoptoz ve nekrozun değerlendirilmesi için kullanılmaktadır 

[116].  

Mikronükleus, mitoz veya mayozun anafazı sırasında oluĢan düzensiz (üçüncü) 

çekirdektir. Mikronükleus, anafaz sırasında zıt kutuplara taĢınmamıĢ olan, kromozom veya 

bütün kromozomun bir kısmına sahip sitoplazmik cisimlerdir. OluĢumları, bir 

kromozomun bir kısmının veya bir kısmının eksik olduğu kardeĢ hücresine yol açmaktadır. 

Bu kromozom fragmanları veya bütün kromozomlar normal olarak nükleer membranlar 

geliĢtirir ve üçüncü bir çekirdek olarak mikronükleus olarak meydana gelmektedir. 

Sitokinezden sonra bir adet hücre bir nükleus ile biter ve diğeri bir büyük ve bir küçük 

nükleus, yani mikronükleus ile bitmektedir. Daha fazla genetik hasar meydana geldiğinde 

birden fazla mikronükleus oluĢması ihtimali vardır. Mikronükleus testi, çeĢitli 

kimyasalların genotoksisite değerlendirmesi için bir araç olarak kullanılmaktadır. Prosedür 

ve değerlendirme açısından kromozomal aberasyon testinden daha kolaydır.  
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Sentromer bölgesine hedeflenen problarla floresan in situ hibridizasyon (FISH) 

kullanarak bir bütün kromozomun veya sadece bir parçanın kaybolması durumunda 

belirlenebilir. ġekil 3.7‘de klastojenlerinave anojenlerin etkisiyleauyarılan hücrelerdeki 

MN‘leragösterilmiĢtir [113]. 

 

 

 

ġekil 3.7. Klastojenlerinave anojenlerinaetkisiyle uyarılanahücrelerdeki MN‘ler [113] 

 

3.4.5. Allium Testi 

 

Test sistemleri, kullanılan biyolojik sisteme ve tespit edilen genetik uç noktalarına 

göre gruplara ayrılabilmektedir. Prokaryotlu biyo-tahliller, genamutasyonunu veaprimer 

DNA hasarlarını indükleyen ajanların saptanmasını sağlamaktadır. Diğer taraftan, 

ökaryotlarda yapılan analizler sonucu, gen mutasyonları ve kromozomahasarlarına, 

anöploidilereakadar değiĢen, büyükabir hasar derecesininatespitini mümkün kılmaktadır 

[117]. Yüksekabitkiler, çevreselakirleticileri değerlendirmek için iyi genetikamodeller 

yapan ve gözlemleme çalıĢmalarında sıklıkla kullanılan özellikleri sunmaktadır. 

Bununlaabirlikte, bu özellikasadece farklı ortamlardaki mutajenleri saptama 

duyarlılığından değil, aynı zamanda farklı organ ve dokulardaki hücrelerde nokta 

mutasyonlarından KA‘ya kadar değiĢen birçok genetik son noktayı değerlendirme 

olasılığından da kaynaklanmaktadır [118].  
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Halen, çevresel kirlenmeyi değerlendirmek için kullanılan yüksek bitki türleri 

arasında A. cepa, Zea mays, Vicia faba, Nicotiana tabacum, Tradescantia, Hordeum 

vulgare ve Crepis capillaris kullanılmaktadır [118]. Kullanılan bu bitkiler arasında A. cepa 

(2n=16), büyük kromozomlar ve düĢük bir sayıdaki iyi kromozom koĢullarının varlığı 

nedeniyle mitotik döngüdeki kromozom hasarlarını ve bozulmalarını değerlendirmek için 

sıklıkla kullanılmaktadır. Bu test sistemi çevresel kimyasalların tespitinde yüksek 

hassasiyet göstermiĢtir.  

A. cepa'nın bir test sistemi olarak kullanılması, kolĢisin kullanımına bağlı olarak 

mitotik indeksteki hataları gösteren Levan [119] tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha 

sonra, farklı organik tuz çözeltilerinin A. cepa'nın meristematik kök hücrelerinde çeĢitli 

KA tiplerini indüklediğini göstermiĢtir [120]. O zamandan beri, A. cepa testinde, çevresel 

numunelerin ve saf maddelerin çoğunu tanımlayan karmaĢık karıĢımlar olarak 

kimyasalların daha kapsamlı bir değerlendirmesini sağlamak için kullanılan test 

sistemlerinde çeĢitli değiĢiklikler yapılmıĢtır  [121-123]. A. cepa testinin ilk uyarlamaları 

Fiskesjoatarafından yapılmıĢtır ve çevresel izleme için bir test organizmasına 

dönüĢtürülmüĢtür. Bu amaçla, hem suda çözünür hem de çözünmeyen bileĢiklerin 

değerlendirilmesinde ve karmaĢık karıĢımların etkilerini değerlendirmede değiĢiklikler 

önerilmiĢtir. Rank ve Nielsen [124] testte yeni değiĢiklikler önererek karmaĢık karıĢımları 

analiz etmeyi daha da verimli hale getirmiĢtir. Bununla birlikte, yazarlar tarafından 

önerilen tüm modifikasyonlar, genotoksik ajanları potansiyel olarak tanımlayan KA'nın 

değerlendirilmesiyle ilgilidir.  

A. cepa testi birçok araĢtırmacı tarafından düĢük maliyetli ve kolay kullanım testi 

olarak kabul edilmiĢtir, bu da çevresel izlemede kullanılan diğer kısa süreli testlere göre 

bazı avantajlar sunmaktadır [124-127]. Bu avantajlar; kısa sürede ve kolay olması, yüksek 

hassasiyete sahip ve tekrarlanabilir sonuçlar vermesi, makroskopik (büyüme,aEC50) ve 

mikroskobik (c-mitoz,ayapıĢkanlık, kromozomakırıkları) etkiler arasında iyi bir korelasyon 

göstermesi ve organik kirleticilerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesinde 

yaygın bir Ģekilde kullanılan bitki test sistemidir. Rank ve Nielsen [125, 126] 'e göre, A. 

cepa testinin avantajlarından biri, test organizmasını test numunesinin daha önce iĢlem 

görmeden doğrudan karıĢımlara maruz bırakma olasılığıdır. A. cepa testinde incelenen 

parametreler aĢağıda verilmiĢtir. 
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A. Mitotik İndeks 

 

Hücre döngüsünde, bölünme safhasında bulunan toplam hücrelerin sayısı ile 

karakterize edilen MĠ, çeĢitli ajanların sitotoksisitesini değerlendirmek için bir parametre 

olarak kullanılmıĢtır. Bir ajanın sitotoksisite seviyeleri MĠ'deki artıĢ veya azalıĢ ile 

belirlenebilmektedir. Fernandes‘e [128]  göre, negatif kontrol grubundan önemli ölçüde 

daha düĢük MĠ'ler, maruz kalan organizmaların büyümesi ve geliĢmesindeki kimyasal 

etkisinden kaynaklanan değiĢiklikleri gösterebilir. Diğer taraftan, negatif kontrolden daha 

yüksek MĠ'lar, hücrelere zarar verebilecek bir hücre çoğalması, hatta düzensiz hücre 

çoğalmasına ve hatta tümör dokularının oluĢumuna yol açabilecek bir artıĢın sonucudur 

denilmiĢtir. Bununla birlikte, MĠ'deki azalma ve artıĢ, özellikle toksik ve sitotoksik 

potansiyel sunan kirletici maddelerin değerlendirilmesi için çevre kirliliğinin izlenmesinde 

önemli göstergeleridir. Smaka-Kincl ve arkadaĢları [129], A. cepa meristematik 

hücrelerinin MĠ'sindeki azalmanın, ortamdaki sitotoksik ajanların varlığını belirlemek için 

güvenilir bir yöntem olarak kabul edilebileceğini ve dolayısıyla kirlilik seviyelerini tahmin 

etmek için hassas bir test olarak kabul edilebileceğini göstermiĢtir. [128, 130-135]. 

 

B. Kromozom Anormalileri 

 

KA, hem kendiliğinden hem de fiziksel veya kimyasal maddelere maruz kalmanın 

bir sonucu olarak ortaya çıkabilecek kromozomal yapıdaki ve/veya toplam kromozom 

sayısındaki değiĢiklikler ile karakterize edilmektedir. Yapısal kromozomal değiĢiklikler, 

DNA kırılmaları, DNA sentezinin inhibisyonu ve hasara uğramıĢ DNA'nın replikasyonu 

gibi birçok faktör tarafından indüklenebilmektedir. Sayısal KA‘lar, ör. anöploidi ve 

poliploidi, kendiliğinden veya anöjenik ajanların etkisiyle ortaya çıkabilen anormal 

kromozomların ayrılmasının sonuçlarıdır [136]. A. cepa testi ile kromozom 

anormalliklerini değerlendirmek için, hücre bölünmesinin farklı fazlarında (profaz, 

metafaz, anafaz ve telofaz) çeĢitli KA tipleri göz önüne alınmaktadır. Bununla birlikte, bu 

analizin yapılması basit değildir, çünkü hücre bölünmesi aĢamaları ve olası anormallikleri 

hakkında doğru bir bilgi gerekmektedir.  
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Bu sorun nedeniyle Rank ve Nielsen [125], sitoloji alanında çalıĢmayan bilim 

adamları için KA analizini kolaylaĢtırmak amacıyla A. cepa testini uyarlamıĢtır. Bu 

nedenle, bu araĢtırmacılar anormalliklerin sadece anafaz ve telofazdaki analizini 

önermiĢlerdir [136].  

2003 yılında, anafazlar ve telofazlardaki KA analizine dayanarak Allium testini 

tanımlayan baĢka bir çalıĢma yayınlamıĢtır. Bununla birlikte, baĢlangıçta Fiskesjo 

tarafından önerilen hücre döngüsünün tüm aĢamalarında farklı KA tiplerinin analizi, test 

edilen ajanların eylemlerinin daha iyi araĢtırılmasını teĢvik ettiği için daha kapsamlı ve 

doğru bir değerlendirme yapılmasını sağlamaktadır. Klastojenik ve/veya anöjenik test 

organizmasının DNA'sı üzerindeki etkileri ve hatta muhtemel geliĢimleri araĢtırılmıĢtır 

[128, 130-132].  

Basit bir Ģekilde, kromozom köprüleri ve kopmaları gibi KA, bir klastojenik etki 

göstergesidir; oysa kromozom kayıpları, gecikmeler, yapıĢma, çok kutupluluk ve C-

metafazlar, anöjenik etkilerden kaynaklanmaktadır.  

 

C. Nükleer Anormaliler 

 

Bazı araĢtırmacılar son zamanlarda A. cepa meristematik hücrelerinde KA analizine 

baĢka bir veri daha eklemiĢlerdir. Bu veri nükleer anormallikleri (NA) belirtmektedir. NA, 

test edilen maddenin etkisinin bir sonucu olarak, çekirdeklerdeki morfolojik değiĢiklikler 

ile karakterize edilmektedir. Genel olarak, bu değiĢiklikler A. cepa testinde lobüler 

çekirdekler, nükleer tomurcukları taĢıyan çekirdekler, polinükleer hücreler, mini hücreler 

ve diğerleri gibi gözlenmektedir [128, 130, 135]. KA ile birlikte NA değerlendirmesinin, 

maruz kalan organizmaların DNA üzerindeki etkileri ile ilgili olarak test ajanı eylemlerinin 

araĢtırılmasını daha doğru yapmak için hassas bir analiz olduğu gösterilmiĢtir. Leme ve 

arkadaĢlarına göre [130], lobüler çekirdeklerin ve polinükleer hücrelerin varlığı, bir hücre 

ölüm sürecini gösterebilir, çünkü bu anormallikler, A. cepa köklerinin F1 hücrelerinde 

gözlenmemektedir.  
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3.4.6. Tek HücreaJel ElektroforezaYöntemi (KometaTesti) 

 

Ġlk keza1978 yılındaaDNA üzerindeatek zincir kırıklarıaRydberg veaJohanson 

tarafındanabelirlenmiĢtir [137]. Lam üzerineayerleĢtirilen hücrelerinaagaroz jel ileabirlikte 

gömülüpasabitlenmesinden sonraaDNA‘nın sarmalayapısının açılmasınıasağlamak için 

alkaliaortamda bekletilipahücre zarının parçalanmasıave proteinlerdenauzaklaĢması 

sağlanmıĢtır. Dahaasonra nötralizasyon iĢlemindenageçen hücreleraDNA akridin turuncusu 

yardımıylaaboyanmıĢtır. Tek zinciraDNA kırıklıklarında kırmızıafloresans, çiftazincir 

DNA kırıklıklarındaaise yeĢil floresansınadurumuna göreaDNA üzerindekiahasar oranını 

tespitaetmiĢlerdir. Sonrasında iseaOstling ve Johanson [138] tarafındanaDNA üzerinde 

oluĢanakırıklıkların hassasabir Ģekilde tespitaedilmesi içina1984 yılında mikroajel 

elektroforezayöntemi geliĢtirilmiĢtir. Buayöntemde, hücreler mikroskopalamlarının 

üzerindekiaagaroz jeleagömülür, yoğun lizisaçözeltisinde bekletilerekahücrelerin 

membranlarınınaparçalanması sağlanırasonrasında nötrapH ortamında kısaabir elektroforez 

uygulanırave DNA‘laraanoda doğruayürütülür. Anoda doğruayürütülen DNA‘lara 

bakıldığındaaise fazla sayıdaazincir kırığı olanlarınaaz sayıda zincirakırığı bulunan 

DNA‘laraagöre daha hızlıagöç ettiğiniatespit etmiĢlerdir. Sonaolarak DNA hasaraoranını 

belirlemekaiçin ise anodaadoğru göç edenaDNA‘ları EtidyumaBromür ile boyayarakahasar 

oranınıafloresans yoğunluğunaagöre belirlemiĢlerdir [138]. 

DNAaüzerinde meydanaagelen çift sarmalakırıkları nötr ortamdaatespitaedilip, tek 

sarmalakırıkları tespitaedilemediği için, Singhave arkadaĢları [139] tarafındana1988‘de 

elektroforez, kuvvetliaalkali ortamda (pH>13)auygulanmıĢtır. Günümüzdeabirçok 

çalıĢmadaasıkça kullanılana―Komet testi‖ Singhave arkadaĢları tarafındanageliĢtirilmiĢ 

yalnızcaaalkali Ģartlarda meydanaagelen DNA tekazincir kırıklarınınatanımlanmasına 

olanakasağlamıĢtır. Son yıllardaaFISH tekniği ileabelirli DNA dizilerineaspesifik olan 

iĢaretliaproblar kullanılarakaKomet testi ileabirleĢtirilerek dizidekiaveya gendekiaspesifik 

hasarabelirlenebilmektedir. 

Komet yöntemininaen önemli avantajıaçeĢitli hücre tipleriaüzerinde 

çalıĢılabilmesidir. YönteminaDNA hasarı tespitindeatercih edilmesiabasit, hızlı,aduyarlı 

olması, radyoaktifaiĢaretleme gerektirmemesindenakaynaklanmaktadır [140].  
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Kometayönteminin dezavatajlarındanabazıları ise tekahücre verisi, küçükahücreli 

numune, uygulamaaesnasında dikkatave el becerisiagerektirmesi veasonuçların 

yorumlanmasıdır. 

ġekil 3.8. AlkaliaKomet tekniğinde basamakları Ģematik olarak gösterilmiĢtir [141]. 

Kometayöntemi uygulanırkenaöncelikle, canlı dokulardanaizole edilmiĢ olananükleus 

içerisindekiaDNA ince biraagaroz jelinaiçine gömülür. DNA‘nınasüperkoil yapısının 

açılmasıave kırıkların ortayaaçıkması içinaalkali ortamda lizisaçözeltisine konulurave 

sonrasındaaelektroforetik mekanizmaaiçerisinde yürütmeaiĢlemi yapılır. Fizikselaveya 

kimyasalamutajenlerle hasaragörmüĢ DNA‘lar onarımamekanizmaları tarafından 

onarılmayıp,atek veya çiftazincirlerinde kırıklaraoluĢarak molekülaağırlığı veaelektrik 

yüklerine bağlıaolarak elektriksel alandaafarklı hızlarda göçaederler. Sonrasındaahasar 

görmüĢaDNA, DNA‘yaaözgü olanaEtBr gibiaboyalarla boyanıpafloresan mikroskop 

altındaaincelenir. 

 

 

 

ġekil 3.8. AlkaliaKomet tekniğinde basamaklarınaĢematik gösterimi [141] 
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ġekil 3.9‘da farklı derecelerdekiaDNA hasarının mikroskopaaltındaki görüntüsü 

gösterilmiĢtir [142]. 

 

 

 

ġekil 3.9. Farklıaderecelerdeki DNA hasarınınamikroskop altındaki görüntüsü 

[142] 

 

Komet testi, hasarı tespit etmek için çok yönlü bir tekniktir ve protokole yönelik 

ayarlamalar, DNA değiĢikliğine uğrayan lezyonların (hasarların) çok çeĢitli varlığını 

ölçmek için kullanılabilmektedir. Genellikle tespit edilen hasar tek iplik kırılmaları ve çift 

iplik kırılmalarıdır. Tek iplikçik kırılmalarını tespit etmek için bazik koĢulların ve 

DNA'nın tamamen denatürasyonunun gerekli olduğu belirtilmektedir [143, 144]. Ancak bu 

doğru değildir, nötr koĢullarda hem tek hem de çift iplik kopmaları da tespit edilmektedir 

[145, 146]. Bununla birlikte, alkali koĢullarda, DNA hasarı olarak ilave DNA bozuklukları 

tespit edilir; AP bölgeleri (bir pirimidin veya pürin nükleotidinden yoksun olan abazik 

bölgeler) ve eksizyon onarımının yapıldığı yerlerdir.  

Komet testi, son derece hassas bir DNA hasar tahlilidir. Bu duyarlılık, sonuçların 

tekrarlanabilirliğini etkileyebilecek fiziksel değiĢikliklere karĢı hassas olduğu için dikkatle 

ele alınmalıdır. Esas olarak, araĢtırılan faktör(ler) dıĢında DNA hasarına veya 

denatürasyona neden olabilecek her Ģeyden kaçınılmalıdır.  



60 
 

Genotoksisite, DNA oluĢan zincir kırıkları nedeni ile oluĢtuğundan Komet testi ile 

belirlenebilmektedir [147, 148]. İn vivo ve in vitro genotoksikoloji alanında Komet testi 

önemli bir uygulamayla herhangi bir organ dokusundan ya da farklı bir hücre tipinden 

alınan her bir hücre bu test ile belirlenebilmektedir. Mutajenitesi ya da genotoksisitesi 

belirlenmiĢ farklı tipteki hücrelerin spesifik aktivasyonları veya genotoksik etkisi 

belirlenmemiĢ olan çeĢitli kimyasalların toksik ve doz toksisite ekileri Komet testi ile 

belirlenebilmektedir. Genotoksisite araĢtırmalarında Komet testi, araĢtırmalarda kullanılan 

diğer test çeĢitleri ile karĢılaĢtırıldığında, her bir insan ya da hayvan dokusunda az bir 

hücre miktarına ihtiyaç duyması yönünden DNA‘da oluĢan kırıkları gösterebilmek için 

kullanılan yaygın bir yöntemdir. Bütün test bir gün içerisinde belli olur ve görüntülenmeye 

imkan vermektedir [148].  

Mikroskopaaltında incelenen DNA‘lara(soldanasağa) 0 (hasarsız), 1 (hafifahasar), 2 

(ortaahasar), 3 (ciddiahasar), 4 (tam hasar) olarak beĢagrup altındaadeğerlendirilmektedir 

(ġekil 3.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.10. Kometatesti ile farklıadüzeylerde hasarlıaDNA görüntüleri 0:aHasarsız, 1: 

Hafifahasar, 2: Ortaahasar, 3: Ciddiahasar, 4: Tamahasar [142]  
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4. MATERYALaveaMETOT 

 

 

 

 

4.1. Materyala 

 

4.1.1. Çalışmada KullanılanaOrganizma 

 

 A. cepa 

A. cepaa(2n=16, ġekila4.1); eldeaedilmesinin kolayave ucuzaolması, çok iyi 

çimlenmesi, kromozomlarınınabüyüklüğü, kromozom sayısının azlığı ve seneasüresince 

çok fazlaakök ucu oluĢması ve buakök uçları testamaddeleri ile direktaetkileĢim halinde 

bulunması nedeni ile yaygın olarak kullanılmaktadır. Kromozomları kolay 

gözlemlenebilmektedir. Kromozom analizleri oldukça basittir [149].  

 

 

 

ġekil 4.1. A. cepa aL.‘nin karyotipi [130] 
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4.1.2. ÇalışmadaaKullanılan Kimyasal Maddeler 

 

ÇalıĢmada kullanılanakimyasallar Çizelgea4.1‘deagösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.1.aÇalıĢmada kullanılanakimyasallar 

 

Sıra 

No 
KimyasalaAdı  CASaNo  AlındığıaYer 

1 2-Kloropiridin  109-09-1  SigmaaAldrich 

2 Etidyum Bromür (EtBr)  1239-45-8  SigmaaAldrich 

3 Magnezyum Klorid Hekzahidrat 

(MgCl2.6H2O) 

 

 
7791-18-6  SigmaaAldrich 

4 Triton X-100  9002-93-1  SigmaaAldrich 

5 Potasyum Fosfat Monobazik (H2KPO4)  7778-77-0  SigmaaAldrich 

6 SodyumaFosfat Dibazik-Heptahidrat 

(Na2HPO4.7H2O) 

 

 
7782-85-6  SigmaaAldrich 

7 Potasyum Klorür (KCl)  7447-40-7  SigmaaAldrich 

8 Sodyum Klorür (NaCl)  7647-14-5  SigmaaAldrich 

9 Sodyum Hidroksit (NaOH)  1310-73-2  SigmaaAldrich 

10 Trizma Hidroklorid (C4H11NO3.HCl)  1185-53-1  SigmaaAldrich 

11 Trizma Baz (NH2C(CH2OH)3 )  77-86-1  SigmaaAldrich 

12 Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)  6381-92-6  SigmaaAldrich 

13 DüĢük erime noktasınaasahip agarozajel 

(LMPA) 

 

 
39346-81-1  SigmaaAldrich 

14 Normal erimeanoktasına sahipaagaroz 

jel (NMPA) 

 

 
9012-36-6  SigmaaAldrich 

15 Absolüt Alkol (Etanol)  64-17-5  CarloaErba 

16 Basik Fuksin  569-61-9  SigmaaAldrich 

17 Hidroklorikasit (HCl)  7647-01-0  Fluka 

18 Potasyum Metabisülfit (K2S2O5)  16731-55-8  SigmaaAldrich 

19 Metilmetansülfonat (MMS)  66-27-3  SigmaaAldrich 

20 Glasiyal Asetik Asit  64-19-7  SigmaaAldrich 
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4.1.3. ÇalışmadaaKullanılan Cihazlar 

 

ÇalıĢmada kullanılanacihazlaraÇizelge 4.2‘de gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.2.aÇalıĢmada kullanılanacihazlar veateçhizatlar 

 

Sıra 

No Cihaz Adı  Marka/Model 

1 MikrosantrfüjaTüpleri - P.P- 1,5 mL  IsoLab 

IsoLab 2 Lam-Lamel  

3 Pipetlera(0,5-2aμL, 0,5-100aμL, 50-200 

μL, 200-1000aμL, 1-5amL) 

 

 

Eppendorf 

4 Otoklav  Nüve / NC-90L 

5 Hotplate  Thermolyne 

6 pH Metre  WTW
TM

 Profiline
TM

  pH 3210 

7 Buz Makinesi  Flake / IMS-50 

8 Manyetik KarıĢtırıcı   Daihan / MSH-20 

9 Vorteks  Daihan / VM-10 

10 Elektroforez ve Güç kaynağı  Clever / Clever / CS 300V 

11 Soğutmalı Santrifüj  Awel / MF 20-R 

12 Su Banyosu  Nüve / NB 20 

13 Saf Su Cihazı  Millipore / Direct Q-3 UV 

14 Buzdolabı  Vestel 

15 Hassas Terazi   Precisa/LS 220 A SCS 

16 Trinoküler AraĢtırma Mikroskobu   BAB/TAM-F 
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4.1.4. ÇalışmadaaKullanılan Çözeltilerave Hazırlanışları 

 

PBS Çözeltisi (10X)  

 

Kimyasallar 100 mL 

Sodyum Klorid (NaCl) 8 g 

Potasyum Klorid (KCl)  0,2 g 

PotasyumaFosfat Monobazik (H2KPO4P) 0,2 g 

DisodyumaHidrojen Fosfat (HNa2O4P ) 1,15 g  

Trizma Hidraklorid (C4H11NO3.HCl, MW= 157,6) 3,2 g 

 

Maddeler 80 mLadistile suda çözüldüktenasonra pH 7,4‘e ayarlanarak son hacmia100 

mL‘yeatamamlanmıĢtır. ÇalıĢmadaa1X PBS kullanılmıĢtır. HeraçalıĢmadan öncea1X‘lik 

çözelti tazeaolarak hazırlanmıĢtır. 

1X PBS= 1 mL stok PBS (10X) + 9 mL dH2O 

 

Nükleus İzolasyon Tamponu  

 

Kimyasallar 50 mL 

Tris (pH 7,5-0,2 M) 10 mL 

Distile Su 40 mL 

Magnezyum Klorid Hekzahidrat (MgCl2.6 H2O) 0,0425 g 

Triton X-100 (% 0,5) 250 µL 

 

Maddeler çözündükten sonra son hacimaistenilen miktarda distile su ile tamamlanarakapH 

7,5‘e ayarlanmıĢtır.  
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Tris (0,2 M) Çözeltisi 

 

Kimyasallar                   50 mL 

Distile Su                  40 mL 

Trizma Baz (NH2C(CH2OH)3,  MW= 121,14)                 1,211 g 

 

Trizma baz 40 mL‘de suda çözündükten sonraapH 7,5‘e ayarlanarak son hacim 50amL‘ye 

tamamlanmıĢtır. 

 

DüĢük ErimeaNoktalı Agaroza(LMPA) Çözeltisi (%1,5’luk) 

 

0,03 gaLMPA tartılıpaüzerine 2 mLa1X‘lik PBSaeklenip ısıtılaraka%1,5‘lik LMPA 

çözeltisiahazırlanmıĢtır.  

 

Normal ErimeaNoktalı Agaroza(NMPA) Çözeltisi (%1’lik)  

 

0,02 gaNMPA tartılıpaüzerine 2 mLa1X‘lik PBSaeklenip ve ısıtılaraka%1‘lik NMPA 

çözeltisiahazırlanıp veaısıtıcı tablaaüzerinde ısıtılanalamların üzerineayayılmıĢtır. 

 

Nötralizasyon Tamponu  

 

Kimyasallar       1000amL 

DistileaSu                                     

                                     

     800 mL 

      48,5 g Trizma baz (NH2C(CH2OH)3, MW=121,14) 

 

Trizma baz 800amL‘de suda çözündükten sonraapH 7,5‘e ayarlanıp ve son hacima1000 

mL‘yeatamamlanmıĢtır. 
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Elektroforez Tamponu  

 

Kimyasallar    1000 mL 

SoğukaDistile Su  800 mL 

Sodyum Hidroksid (NaOH)  12 g 

Etilendiamintetraasetik asit  0.36 g 

 

Ġstenilen hacime tamamlanarakapH>13 olacakaĢekilde ayarlanmıĢtır. 

 

EtidyumaBromür (EtBr) Çözeltisi (Stok)  

 

Kimyasallar        50 mL  

Etidyum Bromür       10 mg  

Distile Su        50 mL 

 

Stokaçözelti oda sıcaklığındaasaklanmıĢ ve çalıĢmaasırasında kullanmakaiçin stokaEtBr 

çözeltisindena1 mL alınıpa9 mL dH2Oaile tamamlanarakaçalıĢma içinakullanılacakaEtBr 

çözeltisiahazırlanmıĢtır. 

 

1 NaHCl Çözeltisi (%37’lik) 

 

Kimyasallar          25 mL  

Hidroklorik asit (HCl, %37‘lik)         2,1 mL  

Distile Su         22,9 mL 

 

Distile su üzerine istenilen miktar HCl eklenerek hazırlanmıĢtır. 
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Glasiyal Asetik Asit (%45’lik) 

 

Kimyasallar  100 mL 

GlasiyalaAsetik Asita(%45‘lik)   45 mL 

 55 mL Distile Su  

 

Distile su üzerine istenilen miktar glasiyal asetik asit eklenerek hazırlanmıĢtır. 

 

Pozitif Kontrol Çözeltisi (MMS) 

 

Kimyasallar  10 ppm 

Metilmetan sülfanat (MMS)   0,001 g 

1000 mL Distile Su  

 

Distile su üzerine istenilen miktar MMS eklenerek hazırlanmıĢtır. 

 

Carnoy Fiksatifi 

 

Kimyasallar  100 mL 

Absolüt Alkol   75 mL 

 25 mL Glasiyal Asetik Asit  

 

Ġstenilen miktarda absolüt alkol üzerine glasiyal asetik asit eklenerek hazırlanmıĢtır. 

 

Etil Alkol (%70’lik)  

 

Kimyasallar  100 mL 

Etil Alkol (%96)  72,9 mL 

27,1 mL Distile Su  

 

Ġstenilen miktarda etil alkol üzerine distile su eklenerek hazırlanmıĢtır. 
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FeulgenaBoyasının Hazırlanması  

 

Feulgenaboyası, çalıĢmalardaa(örn; kromozomasayımı içinakök uçarındaaya da 

yaprakave tomurcuklardakiabitki dokularında) çoğunluklaakullanılan biraboyadır. 

ÇalıĢmamızda, preparatlarınahazırlanması sırasındaafeulgen boyasıatercih edilmiĢtir. 

Feulgenaboyası, protokole [150]auygun bir ĢekildeaaĢağıdaki gibiahazırlanmıĢtır. 

Hazırlanışı: 1 gakristal halindeafuksin bazika(parafuksin) alınmıĢtır. YaklaĢıka10 cm 

çapındaasaat camı veyaaküçük birahavanda ezilmiĢtir. 500acm³‘lük biraerlenmayerin dip 

kısmınaatoz halindekiabazik fuksin, kabınaçevresine bulaĢtırmadanakonulmuĢtur. Farklı 

biraerlenmayerde isea200 cm³‘lükadamıtık suakaynatılıp; kaynamıĢadamıtık suatoz 

halindekiafuksin bazikaüzerine yavaĢçaadökülmüĢtür. Birayandan cam çubukaile boya 

devamlıaolarak karıĢtırılmıĢtır. Boyanınasıcaklığı 50 ºC oluncayaakadar karıĢtırmaya 

devamaedilmiĢtir. Boyaaüzerine 20 cm³a1N HCIailave edilmiĢtir. OluĢanakarıĢım filtre 

kâğıdıayardımıylaasüzülmüĢtür. Süzülenaboya içerisinea2 g potasyumametabisülfit 

(K2S2O5)ailave edilip ağzıakapaklı biraĢiĢeye alınmıĢtır. IĢıkaalmayan biraortamda enaaz 

bir geceaolmak üzerea24 saat kadaradolapta bekletilmiĢtir. ViĢneçürüğüarenginden 

açıkaçay rengineadönen boyaadaha sonrakiakullanımlar içina4 ºC‘de muhafazaaedilmiĢtir 

[150]. 
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4.2. Metot 

 

4.2.1. AlliumaTesti 

 

4.2.1.1. BüyümeyiaEngelleme Testi  

 

           Allium test bir maddenin mitotik indeks ve kromozom yapısı üzerine etkisini 

belirlemek için yapılmaktadır. 2-KP‘nin sitogenetikaetkilerininaincelenmesinde 

kullanılacakadozlarıabelirlemekaamacıylaabüyümeyi engellemeatesti yapılmıĢtır. Bunun 

içinaönce EC50 değeriabelirlenmiĢtir.aEC50 değeriniabelirlemek içinaaynı büyüklükteki 

soğanlar (1-2 cm çapında) alınıpadıĢ kabuklarıaçıkarılmıĢ veakök primordialarınaazarar 

vermeyecekaĢekilde çimlenmiĢaolan köklerindenatemizlenmiĢtir. 2-KP‘nin 5,a10, 25, 50, 

100, 200 ve 400 ppm‘likakonsantrasyonları hazırlanmıĢtır. Negatif kontrol grubu olarakta 

distile su kullanılmıĢtır. Her birakonsantrasyon veakontrol grubunda 5‘eraadet 

soğanakullanılmıĢtır. Odaasıcaklığında (~21a°C±4aºC) dört günaçimlendirilen 

soğanlardanaher bir konsantrasyonave kontrol grubuaiçin aynı soğanayumrusundan enaiyi 

filizlenmiĢ 10‘ar adet kökaalınarak ortalamaakök uzunluklarıabulunmuĢtur. Çözeltiler her 

gün yenilenmiĢtir.  EC50 değeriniabelirlemek için kökauçlarının büyümesinianegatif 

kontrolagrubuna görea%50 azaltanadoz esas alınmıĢtır. Uygulama 

dozlarınınabelirlenmesinde ½xEC50a(25appm), EC50 (50appm) ve 2xEC50 (100appm) 

değerleri kullanılmıĢtır. Allium cepa‘nın hücreadöngüsü 24 saataolduğu için 

uygulamaasüresi 24, 48,a72 ve 96 saat olarakabelirlenmiĢtir. A. cepa kök uçlarına 2-

KP‘ninayukarıda verilen konsantrasyonlarınıabelirlenen sürelerdeauygulamak için, herabir 

konsantrasyon içina6‘Ģar soğanaiki gün süre boyuncaasaf sudaaçimlenmeye bırakılmıĢtır. 

En iyiaköklenen 5 taneasoğan her birakonsantrasyon içinakullanılmıĢtır ve her 

günaverilecek konsantrasyonlaradeğiĢtirilmiĢtir. Bütünakök uçları aynıagün sabahasaat 

8
30
‘daaalınmıĢtır. Bütünauygulamalardan sonraaalınan kök uçlarıaayrı ayrı 

tüplereaalınarak absolütaalkol: glasialaasetik asit (3:1) fiksatifi içerisindeabuzdolabında bir 

gece bekletilerek tespitaedilmiĢtir. Daha sonraakök uçlarıa%70‘lik alkol içerisineaalınarak 

4 
o
C‘de buzdolabındaadepolanmıĢtır. Kökauçları, MĠ ve mitozabölünme sırasında 

oluĢanaanormallikleri belirlemekaamacıyla kullanılmıĢtır. 
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4.2.1.2.  FeulgenaTekniği İleaPreparatların Hazırlanması 

 

Kökauçları bulunduklarıa%70‘lik alkoldenaçıkartılıp bir tüpaiçerisine alınarak 

üzerinea1-2 mL 1NaHCl çözeltisiailave edilmiĢtir. Daha sonra 60 °C‘dekiasu 

banyosundaa8-10 dakikaabekletildikten sonra iki defa 5‘er dakika distile suda bekletilerek 

HCl‘nin etkisi seyreltilmiĢtir. Kökauçları Feulgenaboyası içerisine alınarakaoda 

sıcaklığındaakaranlık ortamdaa20-30 dakikaaboyanmaya bırakılmıĢtır. Kökauçlarının 

koyuaboyanan kısımlarıa1-2 mm uzunluğundaakesilerek bir lamın üzerinea1 damla 

%45‘likaglasiyel asetikaasit konularakajiletle parçalanmıĢtır. Daha sonraaüstleri 

lamelleakapatılarak ezmeapreparatları hazırlanmıĢtır. Preparatlarıayarı daimi 

haleagetirmek içinalamellerin etrafıatırnak cilasıaile kapatılmıĢtır. Kökaucu meristem 

hücrelerineaait mitotik indeksinabelirlenmesinde, her uygulamaaiçin hazırlanana5 

preparatın herabirinde 1000‘in üzerindeahücre olmak üzere toplamayaklaĢık 5000-

6000ahücre içindeamitoza girenahücreler sayılmıĢtıra (MĠ=Mitoza girmiĢahücre 

sayısı/Toplam hücreasayısı ×100) [151].  

Mitotikaindeks hesaplamalarındanasonra, preparatların incelenmesineayeniden 

baĢlanmıĢave bu sefer kromozomaaberasyonları herapreparattaa100 anafazaveya telofaz 

hücresiaolmak üzereaher uygulamada toplama500 anafaz veyaatelofaz hücresi 

incelenerekabelirlenmiĢtir. Mitotikaanormallikler saptanarakaen sıkagörülen 

anormalliklerinafotoğrafları x40aobjektifte çekilmiĢtir [11].  

 

4.2.2. KometaTesti 

 

Buametot, izole edilenaDNA içeren tekahücrelerin DNA‘larınınalam üzerinde 

hazırlananaagar jel içerisindeaelektroforetik ortamdaayürütülmesi ve hasaraseviyesine göre 

göç edenafarklı yük veamolekül ağırlıklarınaasahip DNA parçalarınınaDNA spesifik 

floresanaboya ile boyandıktanasonra, floresan mikroskopaaltında değerlendirilmesi 

esasınaadayanmaktadır. 

1) Gerekliasayıda soğana48 saat süreaile distile sudaaköklendirilmiĢtir. 

2) 48.asaatin sonundaasoğanlar öncedenahazırlanan konsantrasyonlaraaalınmıĢ kök 

uzamalarıabelli sürelerle devamaettirilmiĢtir (24, 48, 72ave 96asaat). 

3) En geça1 saataönceden camapetri kabları, jiletlerave filtre buzluktaabekletilmiĢtir. 
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4) Gerekliasayıda lam, ısıtıcıatabla üzerindea(50-60 ºC) ısıtılmıĢtır.  

5) %1‘likaNMPA hazırlanarakaısıtılan lamlarınaüzerlerine 90-100aµL yayılarakaoda 

ısısında dehidreaedilmiĢtir. Süresi dolanasoğanlardan herakonsantrasyon içinaher bir 

soğandanayediĢer kökakesilmiĢtir. 

6) Camapetri kapının içineaalınan kökleraüzerine soğukanükleus izolasyonatamponundan 

(pH 7,5)a600 µL ilaveaedilecek veabir jilet yardımıylaamekanik olarakadoğranmıĢtır. 

7) Nükleusaiçeren tamponapipet yardımıylaafiltreden geçirilerekaependorfatüpe 

alınmıĢtır. 

8) Bu iĢlemasırasıyla tümakonsantrasyonlar içinauygulanmıĢtır. 

9) Ġçerisindeaörneklerin bulunduğuaependorflar 1200arpm‘de 7adakika +4 ºC‘deasantrifüj 

edilmiĢtir.  

10) Peletakısmı DNA hasarınınabelirlenmesindeakullanılmıĢken, süpernatantakısmı miktar 

tayinindeakullanılmıĢtır.  

11) Bu sıradaa%1,5‘likaLMPA hazırlanmıĢave 55 ºC‘deatutulmuĢtur. 

12) 50 µLaörnek, 50 µLaLMPA ile karıĢtırılıpaönceden hazırlananalamların üzerlerine 

yayılmıĢtır. 

13) Üzerlerialamelle kapatılarakabuz kasetlerininaüzerinde 3-5 dakikaabekletilmiĢtir. 

14) 3-5 dakikanınasonunda jelleradonmuĢ olacakave lameller yavaĢçaaçekilerek alınmıĢtır. 

15) Örnekleraelektroforez tankınaaalınacak, elektroforezatampon çözeltisia(pH>13) içinde 

cihazaçalıĢtırılmadan +4 ºC‘dea25 dakikaabekletilmiĢtir. Ardındana25 V, 20adakika, 

300 mA‘de yürütülmüĢtür. 

16) ĠĢlem sonundaapreparatlar +4 ºC‘dea5 dakika distileasu içerisindeabekletilmiĢtir. Daha 

sonraanötralizasyon tamponuylaa+4 ºC‘dea5 dakika aralaraile 3‘er kezanötralize 

edilmiĢtir. 

17) Her preparataiçin 70 µL etidyum bromür ileaboyama yapılmıĢave +4 ºC‘dea5 dakika 

bekletildiktenasonra boyanınafazlası soğukadistile su ileaakıtılmıĢtır. 

18) Lamelle üzerleriakapatılarak mikroskopaaĢamasına geçilmiĢtir. Heralamda 50ahücre 

floresanamikroskobunda değerlendirilmiĢtir. DNAahasar derecesiagörsel skorlamaa(0-

4) ileabelirlenmiĢtir. 
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50 Kometa(50akomet/slayt), bir floresanamikroskobu kullanılarakabeĢ sınıftan 

birinea(0-hasarsız, 1-hafifahasar, 2-ortaahasar, 3-ciddiahasar, 4-tamahasar) aitaolarak 

görsel olarakapuanlanmıĢtır [152]. Böylece, Kometaiçin toplamaskor 0a(tümahasarsız)ave 

200 (tüm hasarlı)aarasında olabilir.  

 

DNA hasarınınaderecesi ifade etmekaiçin aĢağıdakiadenklem kullanılmıĢtır: 

 

Arbitraryaunit = ∑      
    

Ni = I derecesindekiahücrelerin sayısı; i = hasaraderecesi (0, 1, 2, 3, 4) 

 

4.2.3.  A. cepa Kök Meristem Hücrelerinde 2-KP Tayini (LC-MS/MS) 

 

Kütleaspektrometresi, analizaedilen örneğin iyonlaĢtırılması, veabuharlaĢtırılması 

ile oluĢan, iyonlarınakütle/yük (m/z veya m/e) değerlerine göre ayrılarak sağlayan bir 

cihazdır. 

Kütle spektrometrisi, uçucu bileĢenler içermeyen test maddelerinin analiziaiçin sıvı 

kromatografiaile birleĢtirilmiĢtir. MaddeakarıĢımı ya daamadde uygunasolvanlarda 

çözüldüktenasonra cihazaayerleĢtirilir. Numunedekiaher bir maddeninayüksek 

basınçlıasıvı kromatografiakısmında ayrılarakakütle spektrometresiabölümüne gelirave her 

biramaddenin ayrıaayrı kütle spektrumuaelde edilerek analizagerçekleĢtirilir. Pekaçok 

modern kütleaspektrometrede bilgisayaradestekli tarama kütüphaneleriavardır. 

Bilgisayardaayüklü spektrumlar, numuneninakütle spektrumu ileakarĢılaĢtırılarak teĢhis 

amacıylaakullanılabilmektedir. 

Kütle spektrometrisindeaamaç; Elektron bombardımanıylaaoluĢan artı yüklü 

parçacıklarınakütle/yük (m/e) değerininabağıl bolluklarınaagöre grafiğeageçirilmesiyle 

KütleaSpektrumu‘nu oluĢturarakamolekülün yapısınıatayin etmektir. 

A. cepa kök uçlarında toplam 2-KP miktarını belirlemek için LC-MS/MS (çift 

pompa sistemi, soğutma sistemi, sütun fırını ve otomatik örnekleyici ile donatılmıĢ bir 

Agilent 1200 serisi UPLC) kullanılmıĢtır. 6460 Kütle Spektrometrik Üçlü Quadrapole LC-

MS/MS sistemi ile iĢlem gerçekleĢtirilmiĢtir. Üçlü Quadrapole kütle spektrometresi, bir 

elektrosprey jet akımı iyonizasyon kaynak sistemi ile donatılmıĢtır. MS/MS sistemini 

çalıĢtırmak için çoklu reaksiyon izleme modu kullanılmıĢtır.  
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Analistlerin kromatografik ayrılması için Zorbax Eclipse plus C18 (2,1 x 50 mm-

1,8) kolon kullanılmıĢtır. Mobil faz, su içinde %0,1 formik asit, %70 (mobil faz A) ve %30 

asetonitrilde (mobil faz B), 40 ºC kolon sıcaklığına sahip 1,2 mL/dakikalık bir toplam akıĢ 

hızında yapılmıĢtır. 3,129 dk izokratik elüsyon kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Çizelge 

4.3‘de kütle spektrometresi koĢulları verilmiĢtir. AĢağıdaki MRM geçiĢleri 

gözlemlenmiĢtir:  

m / z 114 → 77,9 ve 114 → 51,1 

 

Çizelge 4.3. Kütle spektrometresi koĢulları 

 

Genel 

Ayarlar 

           Değerler     Analiz Parametreleri      Değerler 

Gaz Sıcaklığı 

 

325 ºC   Ana Kütle      114 g/mol 

Gaz AkıĢ 

Hızı 

 

11 L/dk   Tanınma Ürünleri Kütleleri      77,9-51 g/mol 

Püskürtme 

Basıncı 

 

45 psi   Kütle Ġzleme Süresi      45 ms 

TaĢıyıcı Gaz 

Sıcaklığı 

400 ºC   ÇarpıĢma Enerjisi     30 eV 

TaĢıyıcı Gaz 

AkıĢ Hızı 

12 L/dk   Alıkonma Süresi     3,205 dk 

 

 

4.3. Verilerin Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analiz 

 

Sonuçlaraortalama ± standartasapma ĢeklindeaverilmiĢtir. SonuçlaraSPSS 23.0 for 

Windowsapaket programında, grupaortalamalarının karĢılaĢtırılmasıaDuncan çoklu 

dağılımatesti ileasaptanmıĢtır. Anlamlılıkadüzeyi p<0,05aolarak belirlenmiĢtir. Dozacevap 

iliĢkisi Pearsonakorelasyon testi ileabelirlenmiĢtir. 
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5. ARAŞTIRMAaBULGULARI 

 

 

 

 

5.1. BüyümeyiaEngelleme Testi 

 

Büyümeyi engellemeatesti 2-KP‘ninaEC50 değerininabelirlenmesi içinayapılmıĢtır. 

2-KP‘nina5, 10, 25, 50, 100, 200, 400appm‘lik konsantrasyonlarıave safasu 

(negatifakontrol)a96 saat boyuncaaçimlenmeye bırakılmıĢtıra(Resim 5.1). Süreasonunda 

her birauygulama içinaen iyi çimlenmiĢa10 kök alınaraka(toplamdaa50 kök) ortalamaakök 

uzunluğuatespit edilmiĢtira(Çizelge 5.1). Çözeltiler her gün yenilenmiĢtir.   

 

 

 

Resim 5.1. 2-KP‘nin büyümeyiaengelleme testi 
 

 

 

Kontrol 5 

ppm 

10 
ppm 

25 

ppm 
50 

ppm 

100 

ppm 

200 

ppm 

400 

ppm 
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Kontrolagrubuna göreaortalama kökauzunluğunu %50aazaltan dozaEC50adeğerini 

vermektedir. ÇalıĢmamızdaanegatif kontrolagrubunda çimlenmeyeabırakılan soğanların 

ortalamaakök uzunluğua3,81 cm olarakatespitaedilmiĢ veaEC50 değerininabelirlenmesinde 

3,81acm‘nin yarısıaolan 1,905acm ya da buadeğere yaklaĢıkaolan büyümeaaraĢtırılmıĢtır. 

Sonuçlaraabakıldığında 50appm‘lik çözeltiaiçerisinde bulunanakök uçlarınınaortalama 

uzunluğua1,94 cm (Büyümeaoranı %50,92) olarakabelirlenmiĢ veabu değerinanegatif 

kontrolagrubundaki soğanlarınaortalama kökauzunluğunun yarısıaolana1,905 cm‘ye en 

yakınadeğer olduğuagörülmüĢtür. Bunaagöre 2-KP‘nin EC50 değeriayaklaĢıkaolarak 50 

ppm olarakabelirlenmiĢtir. 2-KP‘nin uygulananabütün dozlarıaortalama kökauzunluğunu 

doza bağımlıabir Ģekilde istatistikselaolarak azaltmıĢtıra(r=-0,975 p=0,01). 100appm‘lik 

uygulamada kontrolagrubuna görea%64,57 oranındaaazalma tespitaedilmiĢtir. 400 ppm‘lik 

uygulamalardaaise kontrol grubunaagöre büyümedea%87,54 oranında azalma görülmüĢtür. 

 

Çizelge 5.1. 2-KP‘nin A. cepa kök ucu hücrelerinde konsantrasyonuna bağlı olarak 

ortalama kök uzunlukları 

 

*Sütunlardakiafarklı küçükaharfler p< 0.05 düzeyinde önemli (Duncan çoklu dağılım testi)  

SS: Standart sapma 

 

 

 

 

 

 

 

Dozlar 

(ppm) 

Ortalama uzunluk 

cm±SS* 
% Büyüme 

% Büyümede 

azalma 

Kontrol 3,81±0,21a 100 0 

5 2,97±0,16b 77,95 22,05 

10 2,72±0,16c 71,39 28,61 

25 2,38±0,1d 62,47 37,53 

50 1,94±0,12e 50,92 49,08 

100 1,35±0,1f 35,43 64,57 

200 0,89±0,11g 23,36 76,64 

400 0,37±0,1h 12,46 87,54 
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5.2. 2-Kloropiridin’in Mitotikaİndeks ÜzerineaEtkisi 

 

2-KP'nin A. cepa kökameristematik hücrelerde MĠ ve mitotik fazlar üzerindeki 

etkisi Çizelge 5.2‘de gösterilmiĢtir. Tüm 2-KP dozları MĠ‘yı önemli ölçüde azaltılmıĢtır. 

Bu azalıĢlar hem doza bağlı (24 saataiçin r=-0,968 p=0,01, 48 saataiçin r=-0,974 p=0,01, 

72 saataiçin r=-0,933 p=0,01ve 96 saataiçin r=-0,944 p=0,01) hem de zamana bağlı olarak 

(25 ppm için r=-0,989 p=0,01, 50 ppm için r=-0,974 p=0,01 ve 100 ppm için r=-0,949 

p=0,01) istatistiksel açıdan anlamlı bulunmuĢtur. 

2-KP‘ninaMĠ değerlerine bakıldığındaaen düĢükadeğer 96asaatlik 

uygulamadakia100 ppm‘likakonsantrasyonda (47,35±0,57), enayüksek değeraise 24 

saatlikauygulamadaki 25 ppm‘lik konsantrasyonda (62,15±0,29) görülmüĢtür. MĠ'nın bu 

inhibisyonu, 2-KP'nin potansiyel olarak sitotoksik bir etkiye sahip olduğunu göstermiĢtir. 

2-KP‘nin 100 ppm'deki MĠ değerleri MMS'ten daha düĢük olduğu bulunmuĢ olup, sadece 

72 saatlik uygulama istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur.  

2-KPamitotik faz frekanslarınıadeğiĢik ĢekillerdeaetkilemiĢtir. 2-KP, profaz 

frekansını 48 saatik uygulamanına100 ppm‘lik deriĢiminde arttırmıĢ olup, 96 saatlik 

uygulamanına100 ppm‘lik deriĢimiahariç 2-KP‘nin diğer uygulamaları kontrol 

grubunaagöre istatistikselaolarak azaltmıĢtır.  

2-KP metafazafrekansını kontrol grubuna göre azaltmıĢ olup, 72 saatlik uygulama 

hariç diğer uygulamalardaki azalıĢlar istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. 2-KP 

anafazafrekansını kontrol grubunaagöre azalıĢlar ve artıĢlar Ģeklinde etkilemiĢ olup,abu 

değiĢiklikler 96 saatlik uygulamanın 50 ve 100 ppm‘likaderiĢimleri hariçaistatistiksel 

olarak anlamlıabulunmuĢtur. 2-KP telofazafrekansını kontrol grubuna göre istatistiksel 

olarak arttırmıĢ olup, enayüksek telofazafrekansına 24asaatlik uygulamanına50 

ppm‘likaderiĢiminde (%10,09±0,21)arastlanılmıĢken, en düĢükatelofaz frekansıaise 72 

saatlik uygulamanına100 ppm‘lik deriĢimdea(%7,26±0,33) rastlanılmıĢtır. 
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Çizelge 5.2. 2-KP‘nin A. cepa kökahücrelerindeki mitotikaindeks ve mitotikafazlara olanaetkisi 

 

* Her bir uygulamadaki aynı sütun içerisindeki farklı harfler p<0,05 düzeyinde önemli (Duncan çoklu dağılım testi) SS: Standart Sapma

Konsantrasyon 

( ppm ) 

Sayılan 

Hücre 

Mitotik İndeks 

± SS 

Mitotik Faz Safhaları (%) ± SS* 

Profaz Metafaz Anafaz Telofaz 

Kontrol- 24 saat 5084 71,54±0,57a 89,30±0,46a 1,90±0,12a 2,37±0,21a 6,43±0,26a 

MMS-10  5119 56,83±0,76b 88,04±0,61b 2,86±0,27b 2,58±0,26ab 6,53±0,31a 

25 5123 62,15±0,29c 85,39±0,31c 2,54±0,19c 2,67±0,23b 9,39±0,21b 

50 5123 58,6±0,35d 84,65±0,37d 2,56±0,23c 2,7±0,14b 10,09±0,21c 

100 5081 56,84±0,55b 85,49±0,24c 2,49±0,18c 2,84±0,16b 9,18±0,24b 

Kontrol- 48 saat 5114 70,91±0,51a 88,58±0,24ab 2,40±0,14a 2,65±0,19a 6,37±0,23a 

MMS-10  5094 54,26±0,66b 88,25±0,36bc 2,37±0,16ab 2,84±0,13a 6,54±0,28a 

25 5076 58,02±0,6c 86,45±0,21d 2,21±0,17bc 2,72±0,17a 8,62±0,16b 

50 5107 54,59±0,64d 87,90±0,34c 2,09±0,08c 2,31±0,14b 7,70±0,19c 

100 5084 51,6±0,77b 88,83±0,26a 1,82±0,11d 2,01±0,11c 7,33±0,18d 

Kontrol-72 saat 5098 69,50±0,7a 88,94±0,31a 2,12±0,09a 2,43±0,11a 6,52±0,25a 

MMS-10 5085 50,58±0,42b 88,76±0,28a 2,10±0,15a 2,76±0,15b 6,38±0,33a 

25 5177 54,27±0,92c 87,94±0,22b 2,09±0,16a 2,38±0,1b 7,59±0,36b 

50 5092 50,37±0,83b 88,09±0,13b 2,01±0,09a 2,29±0,21bc 7,62±0,16b 

100 5105 48,57±0,77d 88,67±0,4a 1,98±0,17a 2,1±0,2c 7,26±0,33b 

Kontrol- 96 saat 5074 70,77±0,59a 89±0,38a 2,23±0,12a 2,53±0,16ab 6,24±0,24a 

MMS-10 5083 47,5±0,79b 88,07±0,1b7 2,03±0,18ab 2,57±0,2a 7,33±0,31b 

25 5087 51,17±0,57c 88,32±0,54bc 1,88±0,18b 2,38±0,2ab 7,41±0,39b 

50 5094 48,78±0,53d 88,25±0,28bc 1,97±0,19b 2,25±0,18bc 7,52±0,34b 

100 5089 47,35±0,57b 88,74±0,31ac 1,89±0,17b 2,10±0,25c 7,28±0,18b 
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5.3. 2-Kloropiridin’in Neden OlduğuaKromozomal Anormallikler 

 

2-KP‘nin etkisiaile meydana gelenaanafaz-telofaz hücrelerindekiaanormalliklerin 

çeĢitleriave oranlarıaÇizelge 5.3‘te ve Resim 5.2‘deabelirtilmiĢtir. 2-KPatarafından 

oluĢturulanatoplam anormalliklereabakıldığında enafazla anormallika96asaatlik 

uygulamanına100 ppm‘likadozunda (%16,4±0,89), en azaanormallik olayınaaise 24 

saatlikauygulamanına25 ppm‘likadozunda (%9,20±0,45) rastlanılmıĢtır. Uygulanan 

süreave artan dozlaraagöre toplamaanormallik kontroleagöre istatistikselaolarak anlamlı 

bulunmuĢtur. ToplamaKA'ların konsantrasyonuna(24asaat p=0,829 r=0,01, 48asaat p=0,89 

r=0,01, 72asaat p=0,791 r=0,01 ve 96asaat p=0,882 r=0,01 için) ve zamanaabağlı bir artıĢ 

gözlemlenmiĢtir (25 ppm için r=0,979 p=0,01, 50 ppm için r=0,934 p=0,01 ve 100 ppm 

için r= 0,929 p=0,01). Ancak toplamaanormallikler pozitifakontrol grubuaolan 

MMS‘denadüĢük bulunmuĢtur. 

Farklıasüre ve dozlardaauygulanan 2-KP‘ninaA. cepa kökauçlarında meydana 

getirdiğiave anafaz-telofazasafhasında görülenaanormallikler bozulmuĢaanafaz-telofaz, 

kalgınakromozom, yapıĢkanlıkave anafazaköprüsüdür. 2-KP‘ninauyardığı enafazla 

görülenaanormallik kalgınakromozom ikena(%4, 100 ppm, 96 saat), en azagörülen 

anormallikaise anafaz köprüsüdüra(%0,4, 25-100 ppm, 24 saat).  
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Çizelge 5.3. A. cepa kökameristematik hücrelerindea2-KP‘nin nedenaolduğu kromozomalaanormallikler 

 

* Her bir uygulamadaki aynı sütun içerisindeki farklı harfler p<0,05 düzeyinde önemli (Duncan çoklu dağılım testi) SS: Standart Sapma

 

Konsantrasyon (ppm) 

İncelenen 

Hücre 

Sayısı 

                                 Anafaz-telofazdaki Anormallikler ( % )  

Bozulmuş 

anafaz-telofaz 

Kalgın 

kromozom 
Yapışkanlık Anafazaköprüsü Poliploidi 

Toplam Anormallikler 

( %± SS) 
 

Kontrol- 24 saat 500 1 0,6 0,8 0,6 0,6 3,60±0,55a  

MMS-10  500 2,4 3,2 2,8 3,4 2 13,8±0,84b  

25 500 2,6 2,8 2,6 0,8 0,4 9,20±0,45c  

50 500 2,8 2,6 3 1,4 0,8 10,60±0,55d  

100 500 2 3,4 3,4 2,2 0,4 11,40±0,89d  

Kontrol- 48 saat 500 0,6 1 0,6 0,8 0,2 3,20±0,45a  

MMS-10  500 2,8 3 3,2 3,2 2,2 14,4±0,89b  

25 500 2,6 2,6 2,6 1,8 0,8 10,40±0,55c  

50 500 2,8 2,6 2,6 2,4 1,2 11,60±0,55d  

100 500 2,6 3 2,8 3 1,6 13,00±0,71e  

Kontrol-72 saat 500 1,4 1,2 0,6 0,8 0,2 4,20±0,45a  

MMS-10 500 3 3,2 4 3,2 2,6 16,00±0,71b  

25 500 2,8 3 3,2 2,4 1,2 12,60±0,55c  

50 500 3 2,8 3,2 3,2 1,4 13,60±0,89d  

100 500 3,2 3,2 3,4 3,2 1,8 14,8±0,84e  

Kontrol- 96 saat 500 0,6 1,2 0,4 1 0,2 3,40±0,55a  

MMS-10 500 3,6 3,4 4,2 3,6 2,4 17,20±0,45b  

25 500 2,4 3,2 3,6 2,6 1,6 13,40±0,55c  

50 500 3,4 3,4 3,6 3,2 1,4 15,00±0,71d  

100 500 3,4 4 3,8 3,6 1,4 16,4±0,89b  
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Resim 5.2.  2-KP‘yeamaruz bırakılmıĢaA. cepa kökahücrelerinde görülenaanafaz-

telofazaanormallikleri a: BozulmuĢaanafaz-telofaz, b: Kalgınakromozom, c: YapıĢkanlık, 

d: Anafazaköprüsü, e: Poliploidi 
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2-KP‘nin oluĢturduğu anormalliklere bakıldığında doz veasürelerde 

bozulmuĢaanafaz-telofaz (ġekil 5.3a)aoranının kontrolagrubuna göreaarttığı görülmüĢtür. 

BozulmuĢ anafaz-telofaza en fazlaa96 saatlikasürenin 50 ve 100 

ppm‘likakonsantrasyonundaa(%3,4), en azaise 24 saatlikauygulamanın 100appm‘lik 

dozundaa(%2) rastlanılmıĢtır. 

Bir diğeraanormallik olanakalgın kromozoma(ġekil 5.3b) olayınaaen fazla 96 

saatlikasürenin 100 ppm‘likakonsantrasyonundaa(%4), en az isea24 saatlik 

uygulamanına25 ppm‘lik dozundaa(%2,6) rastlanılmıĢtır.  

YapıĢkanlıkaolayına iseaen fazla 96 saatlikauygulama süresinina100 ppm‘lik 

dozundaa(%3,8) rastlanılmıĢtır. En azayapıĢkanlık isea24 saatlik uygulamaasüresinin 25 

ppm‘likadozu ilea48 saatlikauygulama süresinina25-50 ppm‘likadozunda (%2,6) 

görülmüĢtüra(ġekil 5.3c). 

2-KP‘ninaneden olduğuaanormalliklerden biriaanafaz köprüsüdüra(ġekil 5.3d). En 

az 25 ppm‘likadozun 24asaatlik uygulamasında (%0,8), en fazlaaolarak daa96 

saatlikauygulamanına100 ppm‘likadozunda (%3,6)agörülmüĢtür. 

2-KP‘nin nedenaolduğu anormalliklerden biride poliploididir (ġekil 5.3e). 

Poliploidi en çok 100 ppm‘likadozun 72 saatlikauygulamasında (%1,8), en az ise 25 ve 

100 ppm‘lik dozların 24 saatlikauygulamasında %0,4 olarak tespitaedilmiĢtir.  
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5.4. AlliumaKomet TestineaAit Bulgular 

 

2-KP‘ninaA.cepa kök meristematikahücreleri üzerindeaoluĢturduğu DNAahasarı 

24-96 saataarasında Kometatesti ile tespitaedilmiĢtir (Çizelge 5.4). 2-KP‘ninauygulanan 

bütünadozları DNAahasarını kontrolagrubuna göre, zamana (25 ppm için r=0,85 p=0,01, 

50 ppm için r=0,896 p=0,01 ve 100 ppm için r=0,934 p=0,01) ve doza bağımlı olarak 

istatistiksel olarakaarttırmıĢtır (24asaat için p=0,938 r=0,01, 48 içinasaat p=0,89 r=0,01, 72 

saat için p=0,897 r=0,01 ve 96asaat için p=0,977 r=0,01). 2-KP'nin neden olduğu DNA 

hasarı 100,67±3,06 ile 148,67±1,57 arasında değiĢmiĢtir. Ancak bu değerler MMS'ten 

düĢük bulunmuĢtur. 2-KP‘nin oluĢturduğuaen yüksekahasar değeria100 ppm‘lik dozuna96 

saatlik uygulamasındaa(148,67±1,53) ve en düĢükahasar değeria25 ppm‘lik dozuna24 

saatlik uygulamasındaa(100,67±3,06) rastlanılmıĢtır. ġekil 5.1‘de Kometatesti ile 

farklıadüzeylerde hasarlıaDNA görüntüleri gösterilmiĢtir. 

  

Çizelge 5.4. 2-KP‘ninaA. cepa kökameristematik hücrelerindeaKomet testiaile DNA 

hasarınınatespiti 
 

 

Uygulama 

 

Konsantrasyon                 

(ppm) 

DNAaHasarı (ArbitraryaUnit) 

Ortalama ± Standartasapma 

24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 

Kontrol - 4,33±0,58a 3,67±0,58a 6,33±0,58a 4,67±1,15a 

MMS 10  146,33±2,31b 151,33±1,53b 155±1,73b 158,67±2,52b 

 

2-Kloropiridin 

25 100,67±3,06c 127±2,65c 129,67±2,08c 132,33±1,15c 

50 107,33±2,08d 130,67±1,53c 135,67±3,21d 139,33±2,08d 

100 130,67±2,89e 137,67±3,21d 140±2e 148,67±1,53e 

* Aynı sütun içerisindeki farklı harfler p<0,05 düzeyinde önemli (Duncan çoklu dağılım testi)  

SS: Standart Sapma 
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ġekil 5.1. Kometatesti ile farklıadüzeylerde hasarlıaDNA görüntüleri 0:aHasarsız, 1: 

Hafifahasar, 2: Ortaahasar, 3: Ciddiahasar, 4: Tamahasar  
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5.5. 2-Kloropiridin’in LC-MS/MS ile Kantitatif Analizi 

 

LC-MS/MS ile A. cepa köklerinde 2-KP'nin kantitatif analizi Çizelge 5.5'da 

gösterilmektedir. 2-KP'nin A. cepa köklerine geçen miktarı hem doz (24asaat için r=0,886 

p=0,01, 48asaat için r=0,977 p=0,01, 72asaat için r=0,984 p=0,01 ve 96asaat için r=0,984 

p=0,01) hem de süreye bağımlı olarak artmıĢ olup bu artıĢlar istatistiksel olaral anlamlı 

bulunmuĢtur (25 ppm için r=0,923 p=0,01, 50 ppm için r=0,908 p=0,01 ve 100 ppm için 

r=0,948 p=0,001). Kontrol ve MMS grubunda 2-KP‘ye rastalnılmamıĢ olup, 2-KP‘nin en 

düĢük miktarına 24 saatlikauygulamanın 25 ppm'lik deriĢiminde (0,109±0,006 ppb), en 

yüksek miktarına ise 96 saatlikauygulamanın 100 ppm'lik deriĢiminde (0,291±0,007) 

rastlanılmıĢtır. 

 

Çizelge 5.5. 2-KP‘nin A. cepa kök meristem hücrelerinde LC-MS / MS ile kantitatif analizi 

 

* Aynı harfli ortalamalar 0,05 düzeyinde istatistiksel olarak farklı değildir; ppb: milyar baĢına parça; SD: 

Standart Sapma 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uygulama 
Konsantrasyon   

(ppm) 

Miktar (ppb ±SD)
*  

                                     

24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 

Kontrol - - - - - 

MMS 10 - - - - 

2-Kloropiridin 

25 0,109±0,006a 0,138±0,005a 0,148±0,007a 0,164±0,01a 

50 0,121±0,005b 0,187±0,004b 0,196±0,008b 0,215±0,006b 

100 0,129±0,002c 0,227±0,013c 0,253±0,009c 0,291±0,007c 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER  

 

 

 

 

2-KP, doğal olarak oluĢmayan bir çevresel kirleticidir. Ġmidakloprid gibi 

pestisitlerin, kozmetiklerin ve piriton içeren biyositler gibi diğer farmasötiklerin ara 

ürünleri olarak oluĢmaktadır. Ayrıca antihistamin ilaç, feniramin, antiaritmik ve 

disopiramit üretiminde bir baĢlangıç materyali olarak kullanılmaktadır. Ayrıca iz element 

olarak akarsular, kirlenmiĢ sularda ve atık sularda tanımlanmıĢtır [50, 51, 152]. Birçok 

kullanım alanında yaygın olmasına rağmen, 2-KP toksisitesi ile ilgili çok az çalıĢma vardır. 

Birçokabitki türü (Crepisacapillaris, Hordeumavulgare, Pisumasativum, 

Tradescantiaasp., Viciaafaba, Zeaamays, Lycopersicumaaesculentum, Arabidopsis 

thalianaave Alliumacepa) kimyasallarınasitotoksik etkileriniabelirmek içinasıkçaatercih 

edilmektedir. Bu testasistemlerinden biriaolan Alliumatesti ilk defaa1938 yılındaaLevan 

[119] tarafındanakolĢisin etkisiniabelirlemek amacıylaakullanılmıĢtır. Dahaasonraki 

yıllardaabu temelatest sistemineabelirli modifikasyonlarayapılarak kullanımaalanı 

geliĢtirilmiĢtir [10]. Buatest sistemindeamakroskobikaparametreler (büyüme, EC50) ve 

mikroskobikaparametreler (mitoz, c-mitoz, kalgın kromozom, yapıĢıklılık, anafaz-telofaz 

bozuklukları, poliploidi gibi) çokakolay biraĢekilde değerlendirilebilmektedir. Ayrıcaabu 

testin sonuçlarıadiğer testasistemleriyle iyiabir korelasyonagöstermektedir [10, 11, 153-

156, 157-162]. 

2-KP‘ninayaklaĢık olarakabulunan EC50adeğerinin sonundaauygulama dozlarını 

belirlemekaiçin EC50adeğerinin, 2xEC50, EC50ave ½xEC50 değerleriakullanılmıĢtır. 

Alliumakök büyümeainhibisyon testiakullanılarak 2-KP'ninaEC50 değeriayaklaĢık 50 

ppma(%50,92) olarakabulunmuĢtur (Çizelge 5.1). Buna bağlıaolarak 2-KP‘nina25, 50 

vea100 ppm‘likakonsantrasyonlarıakullanılmıĢtır. Distileasu negatifakontrol grubu, 

MMS‘deapozitif kontrolagrubu olarakakullanılmıĢtır. A. cepaahücre siklusunua24 saat 

içerisindeatamamladığı içinauygulama süresia24-96 saataolarak seçilmiĢtir.  
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2-KP‘ninabütün konsantrasyonlarıaortalama kökauzamasını istatistikselaolarak 

azaltmıĢave bununayanında kök büyümeadeğerlerinde dozaabağlı biraazalma 

görülmüĢtüra(r=-0,975ap=0,01). Genel olarak, kökabüyümesinin engellenmesiaapikal 

meristematikaaktivite veafarklılaĢma esnasındaahücre uzamasıylaaalakalıdır [163]. 

Litaretürdeki farklı çalıĢmalarda 2-KP‘nin, 15 dakika Microtox bakteri tahlili ile 

EC50 1,64 mmol/L olduğu bulunmuĢtur. Deri uygulamasından veya intraperitoneal 

enjeksiyondan sonra tavĢanlarda 2-KP'nin LD50'si sırasıyla 64 ve 48 mg/kg bulunmuĢtur 

[164]. Oral uygulamadan sonra farede 2-KP'nin LD50'si 110 mg/kg bulunmuĢtur. Gastrik 

kanser hücresi SGC-7901'de 1,3,4-oksadiazol parçasına sahip 2-KP türevlerinin IC50'sinin 

1,61 ± 0,06 ile >20 µg/mL arasında değiĢtiği bulunmuĢtur [165]. 

Tüm 2-KP dozları MĠ'yi önemli ölçüde azaltılmıĢtır. MĠ'nin bu inhibisyonu, 2-

KP'nin potansiyel olarak sitotoksik bir etkiye sahip olduğunu göstermektedir (Çizelge 5.2). 

2-KP‘nin 100 ppm'deki MĠ değerlerinin MMS'ten daha düĢük olduğu bulundu, ancak 72 

saatlik uygulamadaki düĢüĢ sadece istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. 2-KP‘ninaMĠ 

değerlerine bakıldığındaaen düĢükadeğer 96asaatlik uygulamadakia100 

ppm‘likakonsantrasyonda (47,35±0,57), enayüksek değeraise 24 saatlikauygulamadaki 25 

ppm‘lik konsantrasyonda (62,15±0,29) görülmüĢtür. MĠ'nın bu inhibisyonu, 2-KP'nin 

potansiyel olarak sitotoksik bir etkiye sahip olduğunu göstermiĢtir. 2-KP‘nin 100 ppm'deki 

MĠ değerleri MMS'ten daha düĢük olduğu bulunmuĢ olup, sadece 72 saatlik uygulama 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur.  

Ġncelenenamaddenin hücreleraüzerindeki mitotikaindeks oranınıadüĢürmesi 

maddeninamitodepresif etkiayarattığını ortayaakoymaktadır. Madde, interfazaevresine 

giren hücreayoğunluğunu azaltıpahücre döngüsününaolağan mekanizmasınaazarar 

vermektedir. MĠ'daki belirgin azalma; G1 fazının durması, DNA sentezinin baskılanması 

veya S fazındaki DNA sentezinin inhibe edilmesi gibi etki edici [166, 167] veya G2 fazının 

engellenmesinden kaynaklanabilmektedir. Mitoza giren hücre [168] veya mitotik faz süresi 

değiĢmektedir [169]. Ayrıca hücre döngüsünün spesifik proteinlerinin inhibe edilmesine 

bağlı olarak, DNA polimerazı ve antimitotik etkiye yol açan diğer enzimleri [170] veya ve 

ROS homeostazını [171] inhibe eden olası hedef bölge olarak kalabilmektedir. 

Hücreasiklusununainhibisyonu ile DNAasentezine spesifikaolan DNAapolimeraz 

veaçeĢitli iĢlevleraiçin gerekli olanaçoğu enzimaproteinlerin incelenenamaddeye 

hedefaolması ileaengellenmektedir. 
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Mitotikaindeksinaazalmasındakiadiğer bir nedenaolarakta ATP‘ninaazalması ve 

enerjiaüretiminin engellenmesiagösterilebilmektedir. Bizim sonucumuzun aksine, 2-

KP‘nin insan lenfositlerinde sitotoksik etki göstermemiĢtir [172]. 2-KP istatistiksel olarak 

profaz fazını düĢürürken (48 ve 96 saatin 100 ppm‘leri hariç), telofaz endeksini arttırmıĢtır. 

Profaz fazındaki düĢüĢ, profaz hücrelerinin durmasına bağlı olabilir. Telofaz endeksinin 

artması mitotik döngüdeki gecikmeden kaynaklanıyor olabilmektedir [173].  

2-KP'nin Saccharomyces cerevisiae'de neden olduğu mitotik değiĢim anöploididir 

[174]. 2-KP, L5178Y fare lenfoma hücrelerinde, metabolik aktivasyon ile veya metabolik 

aktivasyon olmadan kromozom sapmaları ve mikronükleus oluĢumunu indükleyerek 

klastojenik etki göstermiĢtir [175]. 100 ug/mL'de 2-KP ile in vitro olarak tedavi edilen 

insan lenfosit kültürlerinde mikronükleus oluĢumu istatistiksel olarak artmıĢtır, ancak 50 

ug/mL'de veya altında genotoksik bulunmamıĢtır. 2-KP'nin foto-iĢleminde, 100 ug/mL'de 

genotoksik ürünler de üretmiĢtir [1]. Ancak, 2-KP, Afrika YeĢil maymun böbrek 

hücrelerinde 400 ila 3200 µg/mL doz aralığında sitotoksik ve klastojenik etki 

göstermemiĢtir [176]. Mikro çekirdekli normo-kromatik eritrositlerin frekansları, 3 ay 

boyunca içme suyunda 2-KP'ye (10 ila 1000 ppm) maruz bırakıldıktan sonra farelerde 

hücrelerinde değiĢme olmamıĢtır  [177]. 

Çizelge 5.3‘de 2-KP etkisiaile A. cepa kökameristem hücreleriaüzerinde meydana 

gelenaanafaz-telofaz bozukluklarınına(bozulmuĢaanafaz-telofaz, kalgınakromozom, 

yapıĢkanlık, anafazaköprüsü veapoliploidi) sonuçlarınıaözetlemektedir. ToplamaKA'ların 

konsantrasyonuna(24asaat p=0,829 r=0,01, 48asaat p=0,89 r=0,01, 72asaat p=0,791 r=0,01 

ve 96asaat p=0,882 r=0,01 için) ve zamanaabağlı bir artıĢ gözlemlenmiĢtir (25 ppm için 

r=0,979 p=0,01, 50 ppm için r=0,934 p=0,01 ve 100 ppm için r= 0,929 p=0,01). Uygulanan 

süreave artan dozlaraagöre toplamaanormallik kontroleagöre istatistikselaolarak anlamlı 

bulunmuĢtur. Ancak toplamaanormallikler pozitifakontrol grubuaolan MMS‘denadüĢük 

bulunmuĢtur. 2-KP tarafındanaoluĢturulan toplam anormalliklereabakıldığında enafazla 

anormallika96 saatlik uygulamanına100appm‘lik dozundaa(%16,4±0,89), enaaz 

anormallikaolayına ise 24asaatlik uygulamanına25 ppm‘likadozunda 

(%9,20±0,45)arastlanılmıĢtır. Toplam KA'larınakonsantrasyonun zamanaabağlı artıĢıa2-

KP'nin genotoksikapotansiyelinin olduğunuagöstermiĢtir.  
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2-KP'ninaetkilediği A. cepa kökameristem hücrelerindeaen fazlaagörülen 

anormallikaolan kalgınakromozom ikena(%4, 100 ppm, 96 saat), en azagörülen anormallik 

iseaanafazaköprüsüdür (%0,4, 25-100 ppm, 24 saat).  

2-KP‘ninaoluĢturduğu anormalliklereabakıldığında doz veasürelerde 

bozulmuĢaanafaz-telofaz oranınınakontrol grubunaagöre arttığıagörülmüĢtür. BozulmuĢ 

anafaz-telofaza en fazlaa96 saatlikasürenin 50 ve 100 ppm‘likakonsantrasyonundaa(%3,4), 

en azaise 24 saatlikauygulamanın 100appm‘lik dozundaa(%2) rastlanılmıĢtır. BozulmuĢ 

anafaz-telofazave kalgınakromozom, kutuplaraadoğru hareket edenakromozomların 

baĢarısızaolması, iğ yapısınınadeformasyonundan yaada bozulmuĢamikrotübüllerden 

kaynaklanabilir [155, 139, 178, 179].  

Bir diğeraanormallik olanakalgın kromozomaolayına en fazlaa96 saatlikasürenin 

100 ppm‘likakonsantrasyonundaa(%4), en azaise 24 saatlikauygulamanın 25appm‘lik 

dozundaa(%2,6) rastlanılmıĢtır. Kalgın kromozomlar da mikronükleus oluĢumuna neden 

olabilmektedir [130]. DNA-DNAaveya DNA-proteinaçapraz bağlanmasına yol açan 

yapıĢkanlık, muhtemelenaDNA'nın depolimerizasyonundan veya nükleoproteinlerinakısmi 

çözünmesinden veya kromatin liflerinin kromozomal araya girmesinden 

kaynaklanabilmektedir [180-182].  

Diğerabir anormallik olanayapıĢkanlık ise yapıĢkanlıkaolayına ise enafazla 96 

saatlik uygulamaasüresinin 100 ppm‘likadozunda (%3,8) rastlanılmıĢtır. Genellikle 

kromozomlaraüzerinde geriadönüĢümsüz etkiyeasebep olanayapıĢkanlık ise, artan 

kromozomakısalması veayoğunlaĢması, muhtemelenaDNA'nın depolimerizasyonuave 

nükleoproteinlerinakısmi çözünmesindenaveya kromatin liflerininaekstra kromozomalaile 

iç içeageçmesindenakaynaklanabilir [180-182, 183]. KromozomlardaayapıĢkanlık; DNA-

DNAaveya DNA-proteinaçapraz bağlanmalarınaaneden olur [184].  Aynıazamanda 

yapıĢkanlık, testaedilen bileĢiğinatoksik olduğununagöstergesi olmaklaaberaber bu 

anormalliğinahücre ölümüneaneden olduğuada düĢünülmektedir [10, 185]. 

2-KP‘ninameydana getirdiğiaanormalliklerden biriaolan anafazaköprüsü, enaaz 

24asaatlik uygulamasınına25 ppm‘likadozunda (%0,8), enafazla olarakada 96 

saatlikauygulamanına100 ppm‘likadozunda (%3,6)agörülmüĢtür.  
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Anafaz köprüleri, kullanılanakimyasal maddelerinaklastojenik etkisiasonucu 

kromozomların kırılmasıaya da füzyonu, eĢitaolmayan kromatidadeğiĢimi, disentrik 

kromozomdanadolayı, replikasyon enzimlerinin aktivasyonununadeğiĢtirilmesinden 

veyaayapıĢkanlıktanadolayı oluĢabilir [168, 186].  

2-KP‘nin neden olduğu anormalliklerden biride poliploididir. Poliploidi en çok 100 

ppm‘likadozun 72 saatlikauygulamasında (%1,8), en az ise 25 ve 100 ppm‘lik dozların 24 

saatlikauygulamasında (%0,4) olarak tespitaedilmiĢtir. Poliploidiler, fragmoplast 

oluĢumunda zorluklara yol açan sitokinez süreci bozulmasına neden olabilmektedir [128].  

Bu araĢtırmaakapsamında, 2-KP‘ninagenotoksik etkileriaKomet Testiaile 

belirlenmesiahedeflenmiĢtir. Günümüzde hücrelerdeaDNA hasar veatahminini 

belirleyebilmek içinakullanılan birayöntem olanaKomet testiabasit, çokayönlü, hızlı, 

görsel, maliyetiadüĢük, hassastır [187]. DNA çaprazabağlantılarıa(örneğin, timidin 

dimerleri) veaoksidatif DNAahasarı gibiadiğer bazıaDNA hasaralezyonları, spesifikaDNA 

tamiraenzimleri vealezyon-spesifik antikorlarıakullanılarak Kometatesti ileabelirlenebilir. 

Alliumatestinden farklıaolarak A. cepaameristematik kökahücreleri aynıazamanda Komet 

testindeade kullanılmaktadır [188]. Bütünabu avantajlaragöz önüneaalındığında 

çalıĢmamızdaaKomet testi uygulanmıĢave sağlıklı verileraelde edilmiĢtir. 

A. cepa kökameristematik hücreleriaüzerinde 2-KP'nin DNAahasarı Komet testiaile 

24-96 saataarasında değerlendirilmiĢtira(Çizelge 5.4). 2-KP ileamuamele edilenahücreler, 

negatif kontrolaile karĢılaĢtırıldığında,a24 saat (p=0,938 r=0,01), 48asaat (p=0,89 r=0,01), 

72asaat (p=0,897 r=0,01) ve 96asaat (p=0,977 r=0,01) boyuncaaönemli derecedeadoza 

bağımlı biraĢekilde DNAahasarı göstermiĢtir. 2-KP'nin neden olduğu DNA hasarı 

100,67±3,06 ila 148,67±1,57 arasında değiĢmiĢtir. 2-KP‘nin oluĢturduğuaen yüksek 

hasaradeğeri 100 ppm‘likadozun 96 saatlikauygulamasında (148,67±1,53) ve enadüĢük 

hasaradeğeri 25 ppm‘likadozun 24 saatlikauygulamasında (100,67±3,06) rastlanılmıĢtır.  

2-KP'nin metabolik aktivasyonlu Ames test sisteminde mutajenik olduğu 

bulunmuĢtur [139, 189]. 2-KP ile muamele edilen Salmonella typhimurium'un reaktif 

oksijen türlerine, DNA hasarına ve KA'lara neden olabildiği görülmüĢtür. 
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A. cepa kök uçlarında toplam 2-KP miktarını belirlemek için LC-MS/MS (çift 

pompa sistemi, soğutma sistemi, sütun fırını ve otomatik örnekleyici ile donatılmıĢ bir 

Agilent 1200 serisi UPLC) cihazı kullanılmıĢtır. LC-MS/MS ile A. cepa köklerinde 2-

KP'nin kantitatif analizi Çizelge 5.5‘te gösterilmektedir. Her süreye bağlı olarak 2-KP'nin 

miktarı artmıĢtır. En düĢük 2-KP miktarı, 24 saat 25 ppm'de (0,109±0,006 ppb), en yüksek 

miktarda ise, 96 saatt 100 ppm'de (0,109±0,006 ppb) elde edilmiĢtir. 

Sonuç olarak endüstriyel atık sularda, su kirletici ve tarım ilaçlarının bir iz organik 

kimyasal metaboliti olarak bulunan 2-KP‘nin, A. cepaakök meristem hücreleriaüzerinde 

sitotoksikaaktivitesi nedeniyleamitotik indeksteaçok az biraazalmaya nedenaolmakla 

beraberaKA'larda ve DNAahasarında artıĢaaneden olarak genotoksikaetkiye sebepaolduğu 

belirlenmiĢtir. Buanedenle, 2-KP‘ninadikkatli bir Ģekildeauygun dozlardaakullanılması 

aynı zamandaafarklı moleküleratest sistemleriaile de araĢtırılmasıagerektiği 

düĢünülmektedir. 
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