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OZET

2-Kloropiridin  (2-KP) kozmetiklerin, bocek ilaglarmin ve diger farmasotik tiriinlerin
Oonemli bir Onciisiidiir ve ayni zamanda endiistriyel atik sulardaki tarimsal kimyasal
tirtinlerin ve nehir Kirleticilerin metabolitlerinin {irGinleri olarak, iz kimyasal olarak
tanimlanmaktadir. Bu c¢alismada, 2-KP'nin sitotoksik ve genotoksik etkileri Allium cepa
kok meristematik hiicrelerinde 2-KP'nin kok biiylimesi, mitotik indeks (MI),
kromozomal anormallik (KA)’ler ve DNA hasar1 iizerindeki etkileri Allium anafaz-
telofaz ve Komet testleri kullanilarak arastirilmistir. 2-KP’nin ECso degeri Allium kok
biiylimesini engelleme testi ile yaklasik olarak 50 ppm belirlenmistir. A. cepa koklerine
Y2XECso (25 ppm), ECsp (50 ppm) ve 2XECsp (100 ppm) 2-KP, Metil metansiilfonat
(MMS-10 ppm, pozitif kontrol) ve saf su (negatif kontrol) konsantrasyonlar1 A. cepa
sogan kok hiicrelerine farkli zamanlarda (24, 48, 72 ve 96 saat) uygulanmistir. 2-KP,
kok  bilyiimesini ve  MI'yi  azaltarak  sitotoksik  etki  gdstermisken,
KA'lar1 (bozulmus anafaz-telofaz, kalgin kromozom, yapiskanlik, anafaz kopriileri ve
poliploidi) ve DNA hasarin1 6nemli seviyelerde arttirarak genotoksik etki gostermistir.
Sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile Allium koklerine gecen

2-KP miktar1 hem siireye hem de doza bagli olarak artmistir.
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ABSTRACT

2-Chloropyridine (2-KP) is an important precursor of cosmetics, pesticides and 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 ECso value of 2-KP is approximately 50 ppm by the Allium root
growth inhibition test. A. cepa roots 2XECso (25 ppm), ECso (50 ppm) and 2xECs, (100
ppm) 2-KP, methylmethanesulfonate (MMS-10 ppm, positive control) and distilled water
(negative control) (24, 48, 72 and 96 hours). When 2-KP shows cytotoxic effects by
decreasing root growth and M, it significantly affects CAs (impaired anaphase-telophase,
persistent chromosome, adhesion, anaphase bridges and polyploidy) and DNA damage.
Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and the number of 2-

KP’s that passed into Allium roots increased both time and dose.
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TESEKKUR

Bu caligmanin gerceklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan, kendisine ne
zaman danigsam bana kiymetli zamanini ayirip sabirla ve biiyiik bir ilgiyle bana faydali
olabilmek i¢in elinden gelenden fazlasini sunan, her sorun yasadigimda yanina
cekinmeden gidebildigim, giiler ylizinii ve samimiyetini benden esirgemeyen ve
gelecekteki mesleki hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden faydalanacagimi
diistindiiglim kiymetli ve danigman hoca Statiisiinii hakkiyla yerine getiren Dog. Dr. Recep
LIMAN’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Calismalarim siiresince her daim destegini
gordiigiim calisma arkadasim ve dostum oncelikle Secil OZKAN’a, laboratuar
calismalarimda bana yardimda bulunan diger degerli arkadaslarim Eslem AMAC’a, Hande
AYTUG’a, Bermal BASBUG’a ve yardimda bulunan diger arkadaslarima ¢ok tesekkiir
ederim. Bu yogun siirecimde manen her zaman yanimda olan ve beni destekleyen degerli
Ufuk YASAR’a tesekkiir ederim. Ogrenim hayatim boyunca sonsuz desteklerini
her zaman yanimda hissettigim ve bugiinlere gelmemde biiylik pay sahibi olan degerli ve

kiymetli aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Giiller PIRDAL
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

cm Santimetre

C Derece santigrat

ECso %50 etkili konsantrasyon (EC=Effective Concentration)
g Gram

kg Kilogram

L Litre

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

N Normal

ppb Milyarda bir kisim (Parts Per Billion=ng/mL) ¢6zelti
ppm Milyonda bir kisim (Parts Per Million pg/mL) ¢ozelti
pm Mikrometre

Kisaltmalar Aciklama

2-KP 2-Kloropiridin

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

EDTA Etilendiamintetraasetik Asit

HCI Hidroklorik Asit

KA Kromozomal Anormallik

KKD Kardes Kromatid Degisimi

LMPA Diisiik Erime Noktali Agaroz

Ml Mitotik Indeks



MMS
MN
NMPA

Metil Metan Siilfonat
Mikrontikleus

Normal Erime Noktali Agaroz

Xi



1. GIRIS

2-Kloropiridin (2-KP) pestisitlerin, kozmetik tiriinlerinin ve farmasétik diger cesitli
tirtinlerin tiretiminde bir ara {irlin olarak ortaya ¢ikmaktadir. Endiistriyel atik sularda, su
kirletici ve tarim ilaglarinin bir iz organik kimyasal metaboliti olarak tanimlanmistir [1].
Diinyamizdaki su habitati ciddi bir dozda zirai kimyasal bilesikleri, farmasétik ve gesitli
kozmetik tiriinlerinin iretiminde ortaya ¢ikan cgesitli kimyasallar1 degisik sekillerde
yapisina almaktadir. 2-KP, sucul ortama ¢esitli sekillerde girebilmektedir. 2-KP, ya
endiistriyel ¢alisma alanlarinin atiklari vasitasiyla rastgele dogaya salinirlar, ya da ilaglarin
metabolik tirtinleri olarak hayvan veya insan viicuduna alinmaktadir. Pestisitleri isleyebilen
spesifik iriinleri igeren veya igermeyen bitkiler ile bir ¢ok cesitli sekillerde ortama
karisabilmektedirler. 2-KP, dogada kullanimi yaygmn olmayan bir kimyasal olsa bile
dogadaki kalintilari, zirai ilaglara ve ilgili farmasdtiklere direng gosteren olusumlarin
ortaya ¢ikmasina sebep olur ve bu nedenle etkilerini azaltmaktadir [2-8]. 2-KP, ¢ogunluk
olarak antropojenik kokenli bir gevre Kirleticisidir.

Kimyasallarin, sitotoksik ve genotoksik etkileri, bakteriyel, hayvansal ve bitkisel
test sistemleri ile saptanabilmektedir. Cevresel kirleticilerin sitogenotoksik etkilerini
degerlendirmek icin Allium testi yaygin olarak kullanilmaktadir. Soganin saklanmasi ve
kullanimi1 kolay oldugu i¢in kok ucu hiicreleri, mikroskobik (ECsp, biiyiime) ve
makroskobik parametreler (MI ve KA gibi c-mitoz, mikroniikleus ve yapiskanlik,
kromozom sayisi vb.) i¢in uygun bir sistem olusturmaktadir. Ayn1 zamanda bu test sistemi
Diinya Saglik Orgiitii, ABD Cevre Koruma Ajans1 ve Birlesmis Milletler Cevre Programi
tarafindan onaylanmistir. Ek olarak, Allium test sonuglar1 diger prokaryotik ve okaryotik
test sonuglart ile birlikte iyi bir uyum gostermektedir [9-19].

A. cepa kok meristematik hiicrelerinde Komet testi veya tek hiicreli jel
elektroforezi, c¢evresel kirletici maddelerin DNA hasarin1  degerlendirmek icin
kullanilmistir. Bu test nispeten diigiik maliyetli, basit, hizli ve gilivenilirdir. Tekrarlanabilir
sonuglar verir ve mitozdan bagimsiz olarak az sayida hiicreden bagimsiz olarak

incelenebilmektedir [20-26].



Kiitle  spektrometresi  (LC-MS/MS),  analiz 6rneginin  iyonlastirilmasi,
buharlastirilmas1 ve olusan iyon parcalarmin kiitle/yiikk (m/e veya m/z) degerlerine
bakilarak ayrilmasi ve kaydedilmesi islemleri i¢in gelistirilmis bir cihazdir.

Bu ¢alismada, 2-KP'nin A. cepa'da kok meristemik uglarindaki biiyiime, KA’lar1 ve
DNA hasar tizerindeki etkileri Allium anafaz-telopfaz ve Komet testi ile aragtirilmustir.
A. cepa kok uglarina gegen 2-KP miktar1 ise LC-MS/MS cihazi ile belirlenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Organik Kirleticiler

Gilinlimiiz diinyasinda insan sagligi, yasadigi ¢evreden aldiklar1 ve onlar1 olusturan
genetik miras etkileri ile degismektedir. Insanlar, daha embriyo déneminde iken gesitli
cevresel kosullar ile etkilesim olmaktadir. Bu etkilesim, artarak veya azalarak insan yasami
boyunca siire gelmektedir.

Sanayi devrimi, insan yasamina ve bulunduklari topluma kolaylik getirmis olup,
tirettikleri cesitli kimyasallar, giibreler, pestisitler ve benzeri gibi ¢esitli siini triinleri
yasamlarinin bir parcasi haline getirmislerdir. Iginde bulundugumuz yiizyilin baslarinda
kullanilan kimyasallarin miktar1 birka¢ bini ge¢mezken, su anda daha cabuk gelisen
endiistriler, kullanima hazir halde olan binlerce kimyasal ¢esidini diinyaya sunmuslardir.
Giiniimiizde biiyiik bir ¢ogunlugu endiistri {iretimi olan 70,000 civarinda gesitli kKimyasal
maddenin bir¢ok amag¢ i¢in kullanildigi bilinmektedir. Canlilarda ve 6zellikle insanlarda,
diinyanin her bir yerinde bulunabilen ve lretilen insan yapimi bu cok ¢esitli kimyasal
maddelerin kalintilar1 ve izleri goriilmektedir [27]. Bu zamana yaklastik¢a, iiretilen bu
cesitli kimyasallarin olumsuz etkileri diinyadaki canlilar {izerinde goriiliir hale gelmeye
baslamistir. Cesitli tretilen bazi1 kimyasallarla etki altinda kalindiginda geri doniisii
olmayan, kalic1 hasarlar ortaya ¢ikardigi goriilmeye baslanmistir.

Sanayi tretimi kimyasallar; her tiirli endiistri i¢in yardimer olabilecek tiirde
tiretilmislerdir. Bunlardan biri olan pestisitler, zararli organizmalarin ¢ogalmalarini kontrol
etmek ve onlardan korunmak gibi nedenlerle yapilan gesitli maddelerdir [27].

Endiistriyel pestisitler ve kimyasallarin digerleri ise cesitli atiklarin ya da
pestisitlerin yakilmasi eylemlerinde yan iiriin olarak olusurlar ve bunlara “yan {iriin olarak
olusan organik Kirleticiler’> ya da “istenmeden olusan organik kirleticiler” denilmektedir.
Organik Kkirleticiler, biyolojik ve kimyasal olarak bozulmaya karsi dayaniklilik
gostermektedir. Dogal ortamda uzun siire boyunca ayrismadan ya da bozulmadan
kalabilmektedir [27].



Organik kirleticilerin su ortaminda ¢oziinmeleri azdir, bu nedenle de yag ya da yag
iceren dokularda iyi bir sekilde c¢oOziinlirler ve o ortamda birikerek ©Onemli saglik
sorunlarina yol agabilmektedirler [27]. Organik kirleticiler, dogal ortamda, onlar1 tehlikeli
kilan {i¢ ozellige de sahiptirler; kalicilik, toksisite, biyoakiimiilasyon. Bunlar arasinda
biyoakiimiilasyon, en ciddi sorun yaratanidir. Organik kirleticiler bulunduklari gevreyi
Kirletmelerinin yani sira, hava akimlari, nehirler ve okyanus akintilari ile de tiim diinyay1
gezerek daha fazla alana yayilip zarar verebilmektedir. Bugiin diinyamizda, Kuzey Kutbu
da dahil olmak iizere gibi uzak bolgeleri dahi kirletmis durumdadirlar [28]. Organik
kirleticilerin biitin diinyada yasami, dogay1 ve cevreyi kirlettigine dair bilimsel kanitlar
bulunmaktadir. Gida sektorii, insanlarin ve dogal yasamin bu kirleticilerle etki altinda
kalmasindaki en onemli etkendir. Organik Kirleticiler; plasenta yoluyla fetiise ve anne siitii
yoluyla da bebege gecebilmektedir [28].

Organik kirleticilere ornek olarak; Heksaklorobenzen, Poliklorlu Bifeniller,
Dioksinler ve Furanlar, Aldrin, Endrin ve Klordan, Dieldrin, Mireks, Heptaklor, Toksafen
Polibromlu Bifeniller, ve Endosiilfan verilebilir [28].

Endiistri devrimi, gesitli kimyasalin yasamimiza girmesine ve bunlarin zorunlu
olarak tiiketilmesine sebep olmaktadir. Bu nedenle insanlar yasamlari boyunca bu
kimyasallarin etkisi altinda kalmaktadir. Gelecek yillarda diinya niifusunun artmasi
diisiiniildiginde, bu zararli kirleticilerin yarattigt sorunlarin daha da artacag

diistiniilmektedir.



2.2. Pestisitler

Giliniimiiz diinyasinda ki tartisilan en 6nemli konulardan biri artan diinya niifusuna
karsilik gerekli besin gereksiniminin karsilanip karsilanmadigidir. Bu nedenle tarim igin
kullanilan alanlarin azalmasi ve yok olmasi bu konuyu daha énemli hale getirmektedir. Bu
amagla, verimi zarar ugratan gesitli etkenlere karsi cesitli kimyasal maddeler iiretilmistir.
Bu kimyasallarin iiretimi ve kullanimi1 kolay ve hemen etki etmesinden dolay1 otlarin ve
bitkilerin hastaliklardan korunmasi ve saglikli iiriinler elde etmek istegimizden dolay:
tarimsal bir miicadele olan pestisitler yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir [29, 30].

Pestisitler, ¢ok eski tarihlerden beri yaygin olarak kullanilan kimyasallardir.
Insektisitin kullanimina dair M.O. 1500°1ii yillarda papiriis iizerindeki pire, esek arilarina
ve bite karsi kayitlar bulunmustur. Pestisit olarak kullanilan ilk madde Kiikiirt ve
Arseniktir. Bahge bocekleriyle savasta ilk olarak Arsenikten faydalanmislardir. Sonralarda
nikotin maddesi eklenmeye baslanmis, civa ve kursun gibi c¢esitli kimyasallarda
eklenmistir. Isvigreli kimyac1 Paul Mueller, 1939 senesinde pestisit 6zellikte olan DDT’yi
(diklorodifenil trikoloroetanum) belirtmis ve pestisitler 1940’1 yillarda zararli boceklere
kars1 kullanilmistir. Ancak DDT’nin toksik bir etkisinin oldugu, ekolojiye ve insan
sagligina zarar1 nedeni ile yasaklanmistir. Bu nedenle pestisitlerin yararlarinin yani sira
zararlariin da oldugu bilinmistir.

Pestisitler, insanlarin tiikettigi gidalarda bulunan ve istenmeyen hayvanlar1 ve
bitkileri yok etmek amaciyla kullanilan ¢esitli kimyasal maddeler olarak ortaya ¢ikmustir.
Pestisitler gilinlimiiz tariminda olduk¢a yaygin kullanilarak, zararli ve istenmeyen
organizmalar1 yok etmek, liremelerini kontrol altina almak ve etkili olan zaralarini yok
etmek veya azaltmak amaciyla kullanilan bakteri ya da virlis gibi biyolojik bir etken,
kimyasal bir madde ya da dezenfektan ve antimikrobiyal olabilmektedirler.

Bilingli olarak ve yeterli miktarda kullanildiklarinda pestisitler, tarimsal {riinlerin
ve insan sagligimin korunmasinda yararli kimyasallardir. Fakat fazla ve bilingsiz tiiketimi,
cevreye, insan sagligina, besinlere zarar vermektedir. Ekosisteme yayilarak, ¢esitli yollarla
canlilarin sistemine girerek yapisin1 bozmakta, toprak, su ve hava kirliligine neden olarak

ekosistemi etkilemekte ve bu denli durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [31, 32].



2.2.1. Pestisitlerin Ozellikleri

Formiilasyon, zirai ilaglarin, yardimci ve aktif maddelerin karistirilmasi ile elde
edilebilmektedirler.
[lag formiilasyonunu olusturan maddeler:
- Dolgu maddeleri: Formiilasyonun etkin madde kismin1 olusturan dolgu maddeleri,
kimyasal bilesiklerle tepkimeye girmemektedir.
- Aktif veya etken madde: Formiilasyon i¢indeki 6ldiiriicii ana maddeye aktif madde
veya etken madde denilmektedir.
- Yardimci maddeler: Pestisitin dayanikliligini arttiran, zehir etkisini azaltan, ilacin
kullanicisint uyaran ve kullanimini kolaylagtiran katki maddesine yardimci madde

denilmektedir.

2.2.2. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Pestisitler; formiilasyon sekillerine, fiziksel yapilarina, kimyasal o6zelliklerine,
goriiniislerine, zehirlilik derecesine, aktif madde cinsine ve grubuna, hastalik grubu ve
etkiledikleri zararli maddeler ile bunlarin kullanim tekniklerine ve biyolojik donemine gore
siiflandirilmaktadir. Siniflandirilmalardan en yaygin kullanilanlari, etkili olduklar1 zararh
grubuna gore ve formiilasyon sekillerine gore olanlaridir. Bu siiflandirmalardan bazilar
sunlardir; Formiilasyon sekillerine gore, etki sekillerine gore, kimyasal yapilarina gore,
islevlerine gore, kaliciliklarina gore, gelisim evrelerine gore siniflandirilmasidir. Cizelge

2.1°de pestisitlerin kullanildiklari zararli grubuna gore siiflandirma gésterilmistir [33].



Cizelge 2.1. Pestisitlerin Kullanildiklar1 Zararli Grubuna Gore Smiflandirma

Pestisit Cesitleri Etkili Olduklar1 Zararh Grubu
Insektisit Bocekler
Fungusit Mantarlar
Akarasit Oriimcekler
Bakterisit Bakteriler

Herbisit Yabanci otlar
Mitisit Keneleri
Larvasit Larvalar
Afisit Yaprak bitleri
Rodentisit Kemirgenler
Nematosit Solucanlar
Algisit Algler
Mollussisit Yumusakgalar
Repellent Kagciricilar
Auensit Kuslar
Ovisit Yumurtalar
Virisit Viriisler

A. Insektisitler

Bocekler iizerinde etkili olan bocek ilaci veya insektisit, bir pestisit grubudur.
Insektisitler, larvasidleri ve ovisidleri icererek yumurtalar ve larvalar iizerine etkili
olmaktadirlar. Pestisit grubu olan insektisitler, zararli etkenlere karsi yaygin olarak
kullanilan gruptur. Insektisitlerin daha ¢ok endiistri, tip ve evlerde kullanilirlar.
Insektisitler, nérotoksikan bir madde olup, sinir sistemi iizerindeki potasyum, sodyum ve
membran transportunu, klor iyonlar1 ve spesifik enzimleri baskilayarak veya sinir sistemi
uclarindaki kimyasal norotransmitter iizerine etki ederek kendini gdstermektedir.

Boceklerin perifer sinir sistemleri ve merkezi sinir sistemleri fazla gelismistir.



Insektisitlerin, zararli etki mekanizmalari ve ulastiklari organlar biitiin canl
tirlerinde ayni etkiye sahiptir. Ancak zararli etkilerinin orant degisebilir ve bocekleri
oldiirebilmektedirler.  Boceklerle miicadelede;  piretrinler,  organoklorlular  ve

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

B. Fungusitler

[k kez, 1807°de bugdayin tohumlarindan sporlar1 yok etmek i¢in Benedict Prevost,
bakir siilfat kullanmis ve bakirin fungisit 6zellikte oldugunu bulmustur [33]. Bitkilerde yok
olmasina sebep olan bitki hastaliklarinin kontrol altina alinip yok edilmesinde kiiltiirel,
biyolojik ve kimyasallarin kullanilmasi gerekli olmustur. Bitki hastaliklarina karsi
genellikle bircok durum etkisiz kalmakta ve bu hastaliklara kars1 fungusit denilen kimyasal
maddeler kullanilmakta ve hastaliklar kontrol altina alinmaktadir. Fungusitlerin
kullanilmasmin diger sebepleri ise diisiik dayaniklilik riski, ucuz ve genis spektrumlu
olmasi1 ve yiiksek uygulama dozudur [33]. Bitkideki organik ve anorganik yapinin
bozulmasini engelleyen fungusit mantar hastaligini1 giderirler ve {iriinlerin zarar gérmesini
engellemektedirler. Fungusitlerin bazilar1 ¢ok zararlidir ve zehirlenmelere neden olmustur
(civali fungusitler, Hekzaklorobenzen gibi). Fungusitlerden civa igerenlerin uygulandigi
gidalar, dikkatli kullanilmadiginda, norolojik bozukluklara daha da ileri olarak o6liimlere
neden olup bu nedenle kullanimasina 1970'li yillarda yasa getirilmistir.

Kullanomi1  yaygin  olan  fungusitler:  Civali bilesikler, Bakir bilesikleri,

Ditiyokarbamatlar, Tetrametilthiuram disiilfiir (thiram), Hekzaklorobenzen’dir.

C. Herbisitler

Pestisitler gurubunda bulunan herbisitler, zararli olabilecek ve istenmeyen agac,
bitki gibilerin kontrolde tutulmasi veya oldiiriilmesi i¢in kullanilan kimyasallardir. Fakat
herbisitlerin yararlar1 gibi zararlar1 da bulunmaktadir. Herbisitler, kontrollii bir sekilde
bitkiye uygulanmadiginda, zarar veren bitkilerin yaninda yararli olan bitkilerinde zarar

gormesine neden olmaktadir.



Bu nedenle bitkilerin fiziksel Ozelliklerini, biyokimyasal durumlarini, dogal
ilerlemesini ve govde yapisini bozarak bitkinin gelisiminin bozulmasina ya da dlmesine

neden olmaktadir.

D. Akarisitler

Akarlarin yani Mite’lerin etkisi kullanilarak uygulanan kimyasallara akarisitler
denir. Avrupa’da Akarasit ilk kez 1959 “Acarosan” adi ile kullanilmaya baslanmuistir.
Tiirkiye’de ise 1989 ve 1991 senelerinde Hatay ve Antalya’da bulunmasina yurt disindan
getirilen predatoriin sonralarda tiretimi yapilmaya baglanmistir. Akarisitler, yaygin olarak
tarimda alanlarinda bulunan evlerde koltuk, hali gibi esyalardaki akarlarin yumurtalarini ve
kendilerini yok etmek ve insanlarin sagliklarini bozmamalari amaciyla kullanilmaya
baslanmistir. Cok genis yayilim alanlari olan akarisitler Kirrm Kongo Kanamali Atesi
olarak adlandirilan ve insan sagligini tehdit eden kene tiirli ile savasmak i¢in bir yarar
saglamistir. Fakat bilingsiz tiilketimde insanlari olumsuz etkileyen bir araci oldugu

unutulmamalidir [34].

2.2.3. Pestisitlerin Kullanimi

Diinyada ki pestisit kullanimi, gidalara zarar veren boceklerin ve bitkilerin artmasi
ile yaygin olarak kullanilmasina neden olmustur. 1940'l1 yillarda, DDT'nin ilk kez {iretime
cikmasiyla kullanilmaya baslanmis olup, 1970’lerde organik fosforlarin iretilmesiyle
pestisit kullanim1 yaygin olarak devam etmistir [35].

Pestisitler, genis bir alan olarak gidalardaki hastaliklar, bitkilere zarar veren bitkiler
ve tarimdaki zararlilar olarak kullanilir. Ayrica pestisitler tarim alani disinda, ¢imlerde,
evlerde, ahsap koruyucu olarak, endiistride, isyerlerinde, halk sagliinda ve hayvansal
tiretim siirecinde yaygin kullanilmaktadir [36]. Tarim sektoriinde yararlarinin yani sira
fabrika triinlerinde c¢iirime Onleyici ve koruyucu olarak, ev icinde dezenfektan, gida
paketlenmesi, tiiketim tiriinleri ile ve saklanmasi pestisitler, bu genis kullanimlar1 agisindan

cevredeki canli dokularda bulunmustur [36].



Tarimsal ekosistemler, dogal ekosistemi yapay hale getirmistir. Ciinkili insanlarin
tiretimi arttirmak istemesi sebebiyle pestisit, glibre gibi dogaya zarar verici maddeler
kullanmaya baslamiglardir. Bu nedenle de ekosistem bozulmaya baslamistir [36].

Ekolojik sisteme bakildiginda tarimda genellikle bir bitki ¢esidi kullanildigindan
kuvvetsiz ve zayif bitkilerden olusur ve bdylece bitki popiilasyonu olusur. Gelisen bu
ekosistem yiiziinden hastalikli, zararli, yabanci otlar i¢in ila¢g yapmada yapilan ilagtan
sadece %0,015-%0,6 canli etkilenir ve etkili olur, geride kalan %94-99,9’luk kisim ise
diger canlilara ve topraga bulasarak c¢evreyi etkiler ve c¢evrenin kirletilmesine, insan
sagliginin etkilenmesine neden olmaktadir [36].

Pestisitlerin  Cesitli Kullanim Alanlari: Tarimsal tiretimde, bahcecilikte, balik
yetistiriciliginde, bahgeler, parklar ve oyun alanlari, kereste ve tiitsiileme korumaciligi,
endiistriyel bocek kontroliinde, insaat, ev ve bahgelerde, denizlerde bocek kontroliinde,
sucul bocek kontroliinde, gidalarin korunmasinda, hayvancilikta, toplum hijyenini

saglamada, bocek kontroliinde, beseri ilag olarak kullanilmaktadir.

A. Diinyada Pestisit Kullanim

Birgok pestisit ¢esidi diinya lizerinde kullanilmaktadir, fakat hepsi birbirinden farkl
zehirlilik derecelerine sahiptir. Diinya Saghk Orgiitii, pestisitlerin zehirlilik oranlar
lizerine yaptigl arastirmada yaygin olarak kullanilan 700 kadar pestisitin 33’niin zararh
olup sagligi tehdit ettigini, 48’inin ¢ok fazla zararli oldugunu, 118’inin orta diizeyde etkili
oldugunu ve 239’unun az bir etkiye sahip oldugunu belirterek, insan sagligina pestisitlerin
zarar vererek Oliim tehlikesi yarattigini belirtmistir. pestisit tiiketimi diinyada bakilirsa,
%75’i gelismis tilkelere aittir ve bu {ilkelerin basinda ABD, Bati Avrupa ve Japonya
gelmektedir.

Zararli etmenlere kars1 diinyada bakildiginda en ¢ok pestisitler i¢inden %47 orani
ile herbisitlerdir ve %29 ile onu insektisitler, %19 ile de fungusitler izlemektedir. %70’lik
pay ile en fazla herbisitler ve insektisitler kullanilmaktadir. Diinyada en ¢ok tarim alaninda
%25’lik bir oranla ilag kullaniminda en c¢ok meyve ve sebze grubu bulunmaktadir.

Hubutatlar %15, misir %11, pamuk %10 gibi oranlarla dikkat gekmektedirler [36].
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B. Tiirkiye’de Pestisit Kullanim

Tirkiye, artan bir niifusa sahiptir. Bu nedenle artan niifusa yeterli besin iretimi
saglayabilmesi gerekmektedir. Besin miktari arttirmak icin bitkileri korumak amaciyla
cesitli kimyasallar yani pestisitler kullanilmaya baglanmistir. Tarim ilact kullanimina
bakildiginda Tiirkiye’de, ortalama 33.00 ton kadar pestisit kullanimi goriilmektedir.
%46°s1in1 insektisitler, %25’ini herbisitler, %23’tin fungisitler ve %6’sin1 da degerleri
olusturmaktadir [37]. Kullanilan ilaglar bakildiginda %40'nin hububata ve pamuga,
%27’sinin iziime ve turunggile, %16’sinin ise sebzelerin olusturdugu gorilmiistiir ve
genelliklede insektisitler kullanilmaktadir [35, 37]. Cizelge 2.2°de Tiirkiye’de 2006-2016

yillar1 arasinda gruplarina gore pestisit kullanimi (ton) gosterilmistir [38].

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de 2006-2016 yillart arasinda gruplarina gore pestisit
kullanimi (ton) [38]

Yillar  Insektisitler Fungusitler Herbisitler Akarasitler Diger  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 Yayilim

A. Hava Yoluyla Yayilim

Pestisitler; havaya sis, duman, piiskiirtme, basingli kutulardan piiskiirtmeyle
karigsmaktadir. Havaya yayilimlar1 dagilan parcaciklarin hacmine, biiylikliigline, havanin
sicakligina, hava akiminin hizina ve diger etkenlere bagli olarak ortam ve ortam digindaki
alanlara yayilir ya da sadece uygulanan ortamda kalmaktadir. Pestisitler uygulanirken
insan ve dogay1 olumsuz yonde etkilememesi i¢in hava kosullar1 dikkate alinmalidir.

Pestisitler insanlar1 daha fazla solunum yoluyla, emilim ve deriden temas ile etkiler,
ayrica suya ve gidalara karigarak canlilarin bilinyesine girer ve zarar vermektedirler.
Pestisitler kilometrelerce uzaklara havadaki toz zerreciklerine baglanarak gider ve havada
diger kimyasallarla da etkileserek daha tehlikeli duruma gelmektedirler. Pestisitlerin
insanlara ve ¢evreye zarar vermemesi i¢in hava kosullarina dikkat edilmeli ve ona gore

uygulanma yapilmalidir [37].

B. Su Yoluyla Yayilim

Pestisitlerin insan sagligmi tehdit etmesinin bir yoluda uygulanan gesitli
pestisitlerin artan kismimin topraga ge¢mesi ve buradan suyolu ile sulama alanlarina
karisarak sizint1 ile evdeki sulara karisir ve canlilar ve 6zellikle insan sagligi icin tehdit
olusturmaktadirlar. Bu yiizden pestisitlerin uygulanmasi i¢in 6zellikle denetim gereklidir
ve sular arastirilmali, yoksa kar ve yagmur sulari ile topraga sizarak oradan suyollar ile
canlt yasamini1 olumsuz etkilemektedirler. Pestisitlerin nemli faydalar saglamasina karsin
kontrolsiiz kullanim1 su yagamini olumsuz etkilemektedir. Tarim alanlarinda pestisitler ile
calisirken kuyu yanlarinda yapilmasi ve bundan sonrada orada birakilmasi sonucunda

oradan faydalanan birgok canli zehirlenir ve 6liime bile neden olabilmektedir [37].
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C. Yiyecekler Araciliile Yayilim

Pestisitler tasmir iken yiyecek ve igeceklerle temas halinde olmasi ve ya

depolanmasi tehlikelidir. Boyle bir durumda ortaya ¢ikan sonugta kitlesel etkilenme ve

kirlilik meydana gelmektedir. Diinya genelinde pestisitlerin yiyeceklerle tema halde olmasi

veya depolanmasini yasak hale getiren yasalar c¢iksa dahi evlerde ve ozellikle kiigiik

isletmelerde bu yasaklara uyulmayarak icecek ve yiyecek kaplarina pestisitler konuyor ve

boylece zehirlenme vakalari ortaya ¢ikmaktadir.

Pestisitler yiyecek sektoriinde insan sagligini tehdit edecek miktarda degil de daha

yeterli miktarda kullanilarak bir zarar etmeni olugsmamaktadir. Fakat yiyeceklerin

korunmasi i¢in bunun daha fazla uygulanmasini diisiinen kisilerce bilingsiz kullanildiginda

canli saghgini tehdit etmektedir. Bu nedenle her tiirlii alanda pestisit kullanimi

denetlenmeli ve asir1 kullananlara karsit 6nlem alinmalidir [37]. Sekil 2.2°de pestisitlerin

cevredeki sirkiilasyonu gosterilmistir [39].

Riizgar ve Uguculuk ———p HAVA 4—— Buharlasma

Toz, Yagmur i Toz, Yagmur —,
Ucuculuk
—— Uygulama ————— PESTISITLER |—— Uygulama ——
Besin v Besin
BITKILER * OMURGALILAR > INSAN
\ / r 1
OMURGASIZLAR Besin
ey )
Bitki 1
Artiklar:
| Plankton LY
Toprak Yikanma ——————® \ Su

Sizma

Suda Yasayan

Sekil 2.2. Pestisitlerin ¢evredeki sirkiilasyonu [39]

Omurgasizlar  ga)k
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2.2.5. Pestisitlerin Bulasma Yollar

A. Deri Yoluyla Bulasma

Pestisitler uygulanirken gerekli dnlemlerin yapilmamasi nedeniyle deri ile temas
ederek viicuda girer ve %95 civarinda insanlar zehirlenmektedir. Pestisitler deri yolu ile;
dokiilmesi, sigramasi ile viicut pestisiti emer ve deri ile temas gerceklesmesi ile
olusmaktadir. Etkilenme hizi, pestisitin kuvvetli bir kimyasal olup olmamasina, derideki
olagan duruma gore degisiklilik gosterir ve derideki bir kesik, pestisitin etki hizim

arttirmaktadir. Derinin nemli ya da 1slak olmasi da etki hizin1 arttirmaktadir [40].

B. Agiz Yoluyla Bulasma

Pestistler agiz yolu ile intihar etmek veya yanhisikla alinmas: ile olusan
zehirlenmedir. Agiz yoluyla bilingsiz sekilde kullanilarak, etiket uygulanmadan igecek ve
yiyecek kaplarina konularak, depolanmasinda yiyecek ve igecek kaplar1 kullanilmasiyla

pestisitler agizdan viicuda girerek gesitli zehirlenmeler olustururlar [40].

C. Solunum Yoluyla Bulagsma

Pestisitler solunum ile solunarak akcigerlere ulasirlar ve bdylece viicuda alinarak
cesitli zehirlenmeler ortaya ¢ikmaktadir. Kimyasal ilag tiirlerinde solunum yolu ile viicuda
alinanlarinda ilaglarin partikiilleri bogazda birikmekte ve agizdaki tiikiirik yolariyla
bulagmaktadir. Piiskiirtmenin yogunluguna ve yontemine bagli olarak bu zararin derecesi
degismektedir. Piiskiirtiilen pestisitin tanecik boyutu kiiciik ise biiyiik olana karsin daha

cabuk absorbe edilip insan saglig1 i¢in daha ¢ok zarar vermektedirler [40].
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D. Goz Yoluyla Bulasma

Pestisitlere, viicudun diger yapilarmna karsin gozler daha hassastir. Pestisitler
gozlere; dokiilme, ellere bulasmasi ve oradan gbéze temas etmesi, sigrama, uygulamada
giyilen giysilerin gozelere temas etmesi sonucu zehirlenmeler gergeklesmektedir. Gozler,

pestisite kars1 %100 yanit gosterir ve bdylece ciddi zehirlenmeler ortaya ¢ikmaktadir [40].

2.2.6. Pestisitlerin Cevre ve Insan Uzerine Etkileri

A. Cevre Uzerine Etkileri

Pestisitlerin ¢cogu c¢evreye ve insan viicuduna ciddi etki eder ve olumsuz sonuglar
olusturur. Zarar veren etmene karsi kullanilan pestisitler, sadece uygulanan kizimda
kalmayi bilingsiz kullanimda etrafindaki yasamada zarar vermektedir. Pestisitler artik o
kadar cok kullanilmaktadir ki, nehirler, yeraltlari, goller, tarlalar, denizler pestisit
kaynaklar1 haline gelmektedir [41].

Pestisitler, tarimda zarar veren etmenleri ortadan kaldirmak, istenmeyen haserelere
karst1 ve zararli otlara karsi bitkileri korumak amaci ile kullanilsa da, bilingsiz ve
kontrolstiz kullanim1 hayvan, insan ve 6zellikle ¢cevreye ¢ok fazla zarar vermektedir [41].
Ayrica, omurgasizlarin ve mikroorganizmalarin da yok olmasina neden olan pestisitler,
balik, kus gibi hayvanlarin, {irime fonksiyonlarini da etkileyerek tremelerini
azaltmaktadir. Pestisitler uzun donemde etki gostererek tiir kaybina ve insan saglhigina da

ciddi etki gosterirler [37].

B. insan Uzerine Etkileri

Pestisitler, kompleks bir organizmaya etki ettiginde, bu etki biyokimyasal bir
toksisite sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Ortaya ¢ikma siireci kisa bir zamanda oluyorsa
akut toksisite, uzun bir siiregte gerceklesiyorsa kronik toksisite denmektedir. Tarimda
giftgilerin bilingsiz ilag kullanimi nedeniyle soframizdaki gidalar gen mutasyonuna,

kansere, tireme bozukluklarina, kronik ve akut zehirlenmelere neden olmaktadir.
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Pestisitlerin bilingsiz kullanimi erigkin bireylerde; sindirim kanali kanserleri, gesitli
beyin timorleri, testis kanseri, akciger kanseri, bobrek kanseri, prostat kanseri, tiroid
kanseri, 16semi ve meme kanseri ile iliskili oldugu bulunmustur. Pestisitlerin, gelisim
geriligi, distiklere ve dogumsal anormallikleri ortaya g¢ikardigi goriilmiistiir. Pestisitlere

maruz kalan ¢ocuklarda pek ¢ok yan etki goriilmistiir [36, 37].

e Akut Etkiler

Uzun bir siire¢ sonucu ortaya ¢ikmayan etkidir. Tek bir uygulama sonucu etki eder
ve insanlar ve hayvanlar tarafindan da etkilenilmektedir. Bu etkiler ii¢ baslikta meydana
gelmektedir; Derinin kimyasalla etkilesime geg¢mesi sonucu dermal toksisite, ortamdaki
kimyasalin solunmasi sonucunda solunumsal toksisite, kimyasalin yiyecekte bulunmasiyla
ag1z yoluyla alinarak oral toksisite ortaya ¢ikmaktadir. Akut toksisite genel olarak LCsy
(lethal konsantrasyon 50) ve LDs (lethal doz 50) ile kendini gostermektedir. Ortaya ¢ikan
bu etkilerden astim hastalari ¢ok ¢abuk etkilenmekte hatta Oliimlerine sebep

olabilmektedir.

e Kronik Etkiler

Uzun bir zaman siirecinde ortaya ¢ikan, ve tekrarli alimlarinda etki gosteren kronik
toksisitedir. Kronik etkiler pestisitlerin etkilemesi sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Bunlar;
dogum anormallikleri, kanser, norotoksisite, genetik degisiklikler, norofizyolojik
degisiklikler, norodavranissal bozukluklar, fertilite ve {ireme dizerindeki etkiler
olabilmektedir. Ayrica bazi pestisitler toksik etki yaratmasa bile mutasyon, kanser, sinir
sistemi, immiin sistem, endokrin sistem, karaciger, kalp, kas, kan, bosaltim, nérolojik hasar

gibi cesitli etkilere sebep olabilirler. Pestisitler ¢esitli alerjik etkenlere neden olmaktadirlar.
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2.3. Piridin ve Piridin Bilesikleri

Piridin, bazik bir heterosiklik organik bilesiktir. Yapisal olarak benzen ile iliskilidir.
Piridin halkas1; vitaminler ve azinler, piridoksin ve niasin dahil olmak {izere bir¢ok 6nemli
bilesikte ortaya c¢ikmaktadir. Piridin, hos olmayan bir kokuya sahip renksiz bir sividir.
Piridin diger maddeleri eritmek icin kullanilmaktadir. Ayrica ilaglar, vitaminler, gida
aromalari, boyalar, boyalar, kauguk {iriinler, yapistiricilar, bocek oOldiiriiciiler ve herbisitler
gibi birgok farkli {iriin iiretmek icin kullanilmaktadir. Piridin ayrica ortamdaki bircok dogal
malzemenin pargalanmasindan da olusabilmektedir. Cizelge 2.3’de piridin kimyasalinin

molekiiler yapis1 gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Piridin kimyasalinin molekiiler yapisi

Piridin, 1849'da isko¢ kimyaci Thomas Anderson [42] tarafindan kemik yaginin
bilesenlerinden biri olarak kesfedilmistir. Iki yil sonra, Anderson petroliin fraksiyonel
damitilmasi yoluyla saf piridin izole edilmistir.

Piridin, agrokimyasallara ve farmasotiklere bir oncii olarak kullanilir ve aym
zamanda onemli bir ¢dziicii ve reaktiftir. Igmek icin uygun olmayan hale getirmek icin
etanole piridin eklenmektedir. DNA'nin in vitro sentezinde, siilfapiridin sentezinde
(bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karsi bir ilag), antihistaminik ilaglar tripelennamin ve
mikorraminin yani sira su iticiler, bakterisitler ve herbisitler de kullanilmaktadir. Bazi
kimyasal bilesikler, piridin'den sentezlenmemis olsa da, halka yapisini igermektedir. B
vitaminleri niasin ve piridoksin, anti-tiiberkiiloz ila¢ izoniazid, nikotin ve diger azot igeren
bitki triinlerini igermektedir. Tarihsel olarak, piridin komiir katranindan ve komiir

gazlastirmanin bir yan {iriinii olarak iiretilmistir.
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Bununla birlikte, piridin i¢in artan talep, asetaldehit ve amonyaktan daha ekonomik
sentezleme yontemlerinin gelistirilmesine yol agmistir ve yilda 20,000 tondan fazla iiretim
diinya ¢apinda iiretilmektedir.

Piridin zayif bazik heteroaromatik bir bilesiktir. Su ve neredeyse tim organik
¢oziiciilerle karigabilmektedir. Hidroklorik asit ile 145-147 °C'de eriyen bir Kkristal
hidrokloriir tuzu olusturmaktadir. Organik reaksiyonlarda, piridin, nitrojen atomunda
protonasyon, alkilasyon, asilasyon ve N-oksidasyona ugrayan bir tersiyer amin gibi
davranir ve niikleofilik stibstitiisyonlar ge¢iren bir aromatik bilesik olarak bulunmaktadir.

Saf olmayan piridin kuskusuz, hayvan kemikleri ve diger organik maddeleri
isintarak erken simyacilar tarafindan hazirlanmistir, ancak en eski belgelenmis referans
Iskog bilim adami Thomas Anderson'a atfedilmistir [42]. 1849'da Anderson [42], hayvan
kemikleri yiiksek sicaklikta isitilarak elde edilen yagin igerigini incelemistir. Cizelge

2.4°de piridinin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 2.4. Piridinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Kimyasal adi Piridin (CsHsN)
4
5 X3
Molekiil yapisi . | ,
N
1
Molekiil agirhgi, g/mol 79.10 g.mol™*
Yogunlugu, g/cm® 0.9819 g/mL
Coziiniirliik (20°C) 100 mg/mL
Erime Noktasi,”C —41.6°C
Kaynama Noktasi,” C 115.2°C
Kirilma indeksi 1,5093
Viskozite 0,88 cP
Goriiniim Renksiz/Sarimsi
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Diger maddeler arasinda, iki yil sonra saf piridin izole ettigi, hos olmayan bir
kokuya sahip renksiz bir sivi olan sivi yagdan ayrilmistir. Suda ¢ok ¢oziiniir oldugunu,
konsantre asitlerde ve tuzla 1sitildiginda kolayca ¢6ziiniir ve sadece yaglarda az ¢oziiniir
oldugunu ag¢iklamistir [42].

(Cagdas piridin tiretimi yontemleri diisiik bir verim almistir ve yeni bilesik i¢in artan
talep daha verimli yollar aramaya ¢agirmistir. Rus kimyaci Aleksei Chichibabin'in, ucuz
reaktiflere dayanan bir piridin sentezi reaksiyonunu icat ettigi 1924'te bir atilim olmustur.
Bu yontem hala piridin endiistriyel iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Piridin, belladonna
(Atropa belladonna) ve hatmi (Althaea officinalis) yaprak ve kokleri digsinda, dogada bol
degildir. Bununla birlikte, piridin tiirevleri genellikle eponymous piridin niikleotidleri ve
alkaloidler gibi biyomolekiillerin bir pargasidir [43].

Glinliik hayatta, eser miktarlarda piridin, kavurma ve konserve islemlerinde iiretilen
ucucu organik bilesiklerin bilesenleridir, 0rnegin; kizarmis tavukta, sukiyaki, kavrulmus
kahve, patates cipsi ve kizarmis domuz pastirmasinda bulunmaktadir [44]. Piridin izleri
Beaufort peynirinde, vajinal sekresyonlarda, siyah cay, gingivitis, ve ay¢igegi bali olanlarin
tiikiiriiklerinde bulunmaktadir.

Tarihsel olarak, piridin, komiir katranindan ¢ikarildi veya komiir gazlastirmanin bir
yan Uriinii olarak elde edilmistir. Siireg, isgiicli tiikketen ve verimsizdir: komiir katrani
sadece yaklasik %0,1 oraninda piridin igermektedir ve bu nedenle ¢ok asamali bir
saflastirma gerekliydi ve bu da ¢iktiyr daha da diisiirmiistiir. Giiniimiizde, ¢cogu piridin,
cesitli ad reaksiyonlar1 kullanilarak sentetik olarak iiretilmektedir ve baslica olanlar agagida
tartisitlmaktadir. Piridin, diinya ¢apinda 26,000 tonluk 1989 {iretimi ile kimya endiistrisinde
onemli bir hammaddedir. Piridin i¢in en biiylik 25 {iretim sahasi arasinda, onbir Avrupa'da
(1999 itibariyle) yer almaktadir.

Piridin ana kullanimi herbisit parakuat ve diquat igin bir onciidiir. Insektisit
Klorpirifosun ilk sentez adimi, piridin klorlanmasidir. Piridin, ayn1 zamanda, pirition-bazli
fungisitlerin hazirlanmasi i¢in baslangi¢ bilesigidir. Zincke reaksiyonu ile piridin'den
tiretilebilen setilpiridinyum ve laurilpiridinyum, agiz ve dis bakim iiriinlerinde antiseptik
olarak kullanilmaktadir. Piridin N-alkilpiridinyum tuzlari vermek iizere alkilleyici

maddeler tarafindan kolaylikla saldiriya ugramaktadir.
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Solundugunda, yutuldugunda ya da ciltten emilirse piridin zararlidir. Olasi bir
kanserojen madde olarak degerlendirmeler, hayvanlarda karsinojenik etki olduguna dair
sinirl1 kanit olmasina ragmen, insanlarda piridin karsinojenisitesi i¢in yetersiz kanit
oldugunu gostermistir. Mevcut veriler, igme suyundaki piridin maruziyetinin, farelerde tiim
doz seviyelerinde sperm hareketliliginin azalmasina ve siganlarda en yiikksek doz

seviyesinde artan Ostrus dongiisii uzunluguna yol agtigin1 gdstermektedir.
2.3.1. 2-Kloropiridin

Insanlar icin saglik tehlikesi olusturan genotoksik maddeler, gevredeki gesitli
organizmalar da etkileri altina alabilmektedirler. Piridin ve piridin tiirevleri, potansiyel
cevresel ve saglik tehditleri nedeniyle biiyiikk ilgi gormiistiir. Tarimda insektisitler ve
herbisitler olarak yaygin olarak kullanilmalar1 ve farmasotik ve tekstil tiretimi ve kimyasal
sentezle iliskili endiistriyel faaliyetler yoluyla c¢evreye girebilirler [45-47]. Bu tiir
pestisitlerin ve kentsel, endiistriyel atiklarin yaygin kullanimi ile sonuglanabilir. Uygulama
ve bosaltma bolgeleri etrafindaki ylizey ve yer alti sularinin kirlenmesi buna bir 6rnektir.
Bu bilesiklerin dogal olarak meydana gelen fizikokimyasal ve/veya biyolojik siiregler
yoluyla bozunmasi, su ortamlarinda 6nemli diizeyde piridin ve piridin tiirevlerine neden
olabilmektedir [48, 49].

2-KP, dogal olarak meydana geldigi bildirilmemisse de, Ozellikle bir ¢evresel
kirletici olarak rapor edilmistir. Cizelge 2.5’de 2-KP kimyasalinin molekiiler yapisi
verilmistir. 2-KP, kozmetiklerde ve ¢esitli farmasotik {irtinlerinde kullanilmak {izere
pirition bazli biyositlerin iiretiminde anahtar bir ara {irin olarak ortaya ¢ikmaktadirlar.

Cizelge 2.6’da 2-KP’nin kimyasal ve fiziksel bazi 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 2.5. 2-KP kimyasalinin molekiiler yapis1

AN
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Cizelge 2.6. 2-KP’nin kimyasal ve fiziksel baz1 6zellikleri

Kimyasal adi 2-Kloropiridin (C;H,CIN)
N\ Cl
Molekiil yapisi | P
Molekiil agirhgi, g/mol 113.54
Yogunlugu, ggmL (20°C) 1.2g/mL
Erime Sicakhgi,’°C —46 °C
Kaynama Sicakhgy, C 166 °C
Coziiniirliik 279/L
Asitlik (pKa) 0.49
Goriiniim Renksiz/S1v1 form

Su ortami1 giinliik olarak énemli miktarda farmasotik, zirai kimyasal ve kozmetik
endiistrisi kimyasallarin1 kabul etmektedir. 2-KP, su ortamina farkli yollardan, sanayi
birimlerinin atiklarinda bulunan bilesikler olarak, tesadiifen g¢evreye salinan bilesikler
olarak, insan veya hayvan viicudu tarafindan uygulanan ilaglarin metabolik tiriinleri olarak
ya da spesifik pestisitleri metabolize eden veya igermeyen bitkiler ile ulasabilmektedir. Bu
kimyasallar veya bunlarin birincil metabolitleri genellikle kalici bilesiklerdir. Istenmeyen
kirletici olmanin yani sira, ¢evrede birikimleri, ilgili farmasoétiklere/zirai ilaglara direngli
olan varliklarin gelismesine katkida bulunur ve boylece etkililiklerini azaltmaktadir [45-
51].

2-KP pestisitler, kozmetikler ve diger farmasotik tiriinlerin tiretiminde ortaya ¢ikan
onemli bir ara {riindiir. Bu ¢ogunlukla antropojenik kokenli bir kirleticidir. Endiistriyel
atiksularda, bir nehir kirletici ve tarimsal kimyasal iirlinlerden olusan bir metabolit olarak
iz organik kimyasal olarak tanimlanmistir [52]. Ayrica, imidacloprid gibi spesifik
insektisitlerin  ayrismasi sirasinda ikincil bir kirletici olarak olusturulmus gibi
goriinmektedir. Memelilerde, bitkilerde ve boceklerde tanimlanan tiim ana imidakloprid

metabolitleri 2-KP kismini i¢ermektedir.
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3. GENEL BiLGILER

3.1 Mitoz Boliinme

Hiicre biyolojisinde mitoz, kopyalanmis kromozomlarin iki yeni ¢ekirdege
ayrilmasidir. Hiicre boliinmesinde, kromozom sayist muhafaza edilir ve genetik olarak ayni
hiicrelerin olugsmaktadir. Genel olarak, mitoz (¢ekirdegin bdliinmesi), S fazi (DNA'nin
replike edildigi) asamasindan sonra hiicrenin béliinmesini sitokinez takip eder. Mitoz ve
sitokinez birlikte, bir hayvan hiicre dongiisiiniin mitotik (M) fazini1 yani ana hiicrenin
birbiriyle genetik olarak 6zdes iki yavru hiicresine boliinmesini olugturmaktadir.

Mitoz stireci, bir dizi aktivitenin tamamlanmasina ve sonrakilerin baslangicina
karsilik gelen asamalara ayrilir. Bu asamalar profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve
telofazdir. Mitoz sirasinda, kromozomlar, daha dnce kopyalanmis, yogunlasan ve her bir
kromozomun bir kopyasini hiicrenin karsit taraflarina ¢eken ig fiberlerine baglanmaktadir.
Sonug olarak genetik olarak ayni iki ¢ekirdek olusmaktadir. Hiicrenin geri kalani daha
sonra iki kardes hiicre iiretmek igin sitokinez ile boliinmeye devam etmektedir [53].
Normalde iki hiicre yerine ii¢ veya daha fazla sayida yavru hiicrenin iretilmesi, tripolar
mitoz veya multipolar mitoz (dogrudan hiicre triplikasyon/¢cogalma) olarak adlandirilan
mitotik bir hatadir [54]. Mitoz sirasinda diger hatalar apoptozu (programlanmis hiicre
oliimii) indiikleyebilir veya mutasyonlara neden olabilmektedir. Bazi mutasyon tiirleri bu
tiir hatalardan kaynaklanabilmektedir [55].

Mitoz sadece Okaryotik hiicrelerde goriilmektedir. Cekirdeksiz prokaryotik
hiicreler, ikili fizyon olarak adlandirilan farkli bir siiregle boliinmektedir. Mitoz
organizmalar arasinda degismektedir. Ornegin, hayvan hiicreleri, kromozomlar birbirinden
ayrilmadan once niikleer zarmn pargalandigi bir mitozdan gegerken, mantarlar farkli bir

mitoza ugrarlar, burada kromozomlar saglam bir hiicre ¢ekirdegi icinde bdliinmektedir
[56].
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Cogu hayvan hiicresi, mitoz baslangicinda yakin bir kiiresel morfolojiyi
benimsemek i¢in mitotik hiicre yuvarlamasi olarak bilinen bir sekil degisikligine
ugramaktadir. Cogu insan hiicresi mitotik hiicre boliinmesi ile iiretilmektedir. Onemli

istisnalar mayoz ile iiretilen spermler ve yumurta hiicreleridir.

3.1.1. Mitoza Genel Bakis

Mitoz ve sitokinezin birincil sonucu, bir ana hiicrenin genomunun iki yavru
hiicresine aktarilmasidir. Genom, dogru hiicre fonksiyonu icin hayati 6neme sahip genetik
bilgi iceren siki bir sekilde sarilmis DNA komplekslerinden olusan bir dizi kromozomdan
olugmaktadir. Sonugta ortaya ¢ikan her hiicre, ana hiicreye genetik olarak 6zdes olmasi
gerektiginden, ana hiicre mitozdan 6nce her bir kromozomun bir kopyasini almalidir. Bu,
interfazin S fazi sirasinda ortaya c¢ikmaktadir. Kromozom ¢ogalmasi, sentromerdeki
Kinetokor proteinleri tarafindan birbirine baglanan iki 6zdes kardes kromatid ile
sonuclanmaktadir.

Mitoz basladiginda, kromozomlar yogunlasir ve goriiniir hale gelmektedir. Bazi
Okaryotlarda, Ornegin hayvanlar, DNA'y1 sitoplazmadan ayiran niikleer zarf, kiiclik
kesecikler halinde parcalanir. Hiicrede ribozom yapan niikleolus da kaybolmaktadir.
Hiicrenin zit uclarindan mikrotiibiiller, sentromerlere yapisir ve kromozomlari hiicre i¢inde
merkezi olarak hizalamaktadir. Mikrotiipler daha sonra her bir kromozomun kardes
kromatitlerini birbirinden ayirmak i¢in kutuplara g¢ekilirler [57]. Bu noktada kromatidlere
kardes kromozomlar denir. Hiicre uzadikga, karsilik gelen kardes kromozomlari hiicrenin
karsit uclarina dogru gekilir ve ge¢ anafazda maksimum yogunlagirlar. Ayrilmis kardes
kromozomlar etrafinda yeni bir niikleer zarf olusturur ve bu da anafaz cekirdeklerini
olusturmak iizere ayrigsmaktadir.

Mitotik progresyon sirasinda, tipik olarak anafaz bagslangicindan sonra, hiicre
sitokineze gecebilmektedir. Hayvan hiicrelerinde, bir hiicre zar1 iki yeni hiicre liretmek i¢in
iki gelismekte olan ¢ekirdek arasinda ice dogru uzanmaktadir. Bitki hiicrelerinde, iki
¢ekirdek arasinda bir hiicre plakasi olusmaktadir. Sitokinez her zaman gerceklesmez;
koenositik (birgok g¢ekirdekli durum tipi) hiicreler, sitokinez olmaksizin mitoza maruz

kalmaktadir.
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3.1.2. Mitoz Béliinme Nedenleri

A) Gelisim ve biiyiime

Bir organizma ig¢indeki hiicre sayisi, mitoz ile artmaktadir. Bu, tek hiicreli, yani
zigot ve ¢ok hiicreli bir viicudun biiyiimesinin temelini olusturan ¢ok hiicreli bir govdenin

gelisiminin temelidir.

B) Hiicre degisimi

Viicudun bazi boliimlerinde, 6rnegin cilt ve sindirim sistemi, hiicreler siirekli olarak
disar1 atilir ve yenileriyle degistirilir. Yeni hiicreler mitoz ile olusur ve bu ylizden
degistirilen hiicrelerin tam kopyalar1 vardir. Benzer sekilde kirmizi kan hiicrelerinin kisa

omrii (yaklasik 4 ay) vardir ve yeni kan hiicreleri mitoz ile olusurmaktadir.

C) Yenilenme

Bazi organizmalar viicut kisimlarint yeniden {iretebilir. Bu gibi durumlarda yeni
hiicrelerin iiretimi mitoz ile saglanmaktadir. Ornegin, denizyildizi, mitoz yoluyla kayip

kollarin1 yeniden canlandirir.

D) Eseysiz iireme

Baz1 organizmalar, aseksiiel iireme yoluyla genetik olarak benzer yavrular
iiretmektedirler. Ornegin, hydra, tomurcuklanarak aseksiiel olarak cogalir. Hidra
yiizeyindeki hiicreler mitoza ugrar ve tomurcuk denen bir kiitle olusturur. Mitoz tomurcuk
hiicrelerinde devam eder ve bu yeni bir birey haline gelir. Ayn1 boliinme, asekstiel ireme

veya bitkilerde bitkisel yayilma sirasinda gercgeklesir.
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3.1.3. interfaz

Mitotik faz, hiicre dongiisiiniin nispeten kisa bir periyodudur. Hiicrenin hiicre
boliinmesi siireci icin kendini hazirladig1 cok daha uzun araliklarla degismektedir. interfaz
iic asamaya ayrilir: Gy (ilk faz), S (sentez) ve G, (ikinci faz). Ug¢ boliimden olusan interfaz
boyunca, hiicre proteinler ve sitoplazmik organeller iireterek biiylimektedir. Bununla
birlikte, kromozomlar sadece S fazi sirasinda ¢ogaltilir. Boylece, bir hiicre biiyiidiikge
(G1), kromozomlarini (S) kopyaladigi, daha fazla biiyiidiigii ve mitoz (Gy) i¢in hazirlandigi
ve son olarak dongliyli yeniden baglatmadan once (M) ayrildigi i¢in biiylimeye devam

etmektedir [57]. Sekil 3.1°de hiicre siklusu gosterilmistir [58].

Organellerin ve ribozomlar miktar1 iki katina ¢iktigi; G; Evresi
Organellerin iki katina ¢ikarilmas1 devam ederken DNA sentezinin gergeklestigi; S Evresi
Hiicrenin mitoza hazirlandigi evre; G, Evresi

Mitoz ve sitoplazma boliinmesinin (sitokinez) gergeklestigi evre; M Evresi’dir.

™~

Béliinmeyen
hiicre

Anafaz Metafaz

Sekil 3.1. Hiicre siklusu [58]
Hiicre dongiistindeki tiim bu fazlar, siklinler, sikline bagimli kinazlar ve diger hiicre

dongiisli proteinleri tarafindan diizenlenmektedir. Fazlar siki bir diizende birbirini takip

eder ve hiicre isaretlerini bir fazdan digerine ilerletmek i¢in "kontrol noktalar1" vardir.
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Hiicreler ayrica gegici olarak veya kalict olarak hiicre dongiisiinii terk edebilir ve
bolinmeyi durdurmak i¢in Go fazina girebilmektedir. Bu, hiicrelerin asir
kalabaliklastiginda (yogunluk-bagimli inhibisyon) veya insan kalp kas hiicreleri ve
noronlar i¢in oldugu gibi organizma icin spesifik islevleri yerine getirmek {izere
farklilastiklarinda ortaya ¢ikabilmektedir [57]. Sekil 3.2°de hiicre dongiisii kontrol
noktalar1 gosterilmistir [59]. Baz1 G hiicreleri hiicre dongiisiine yeniden girme kabiliyetine

sahiptir. Hiicre dongiisti kontrol noktalar1 asagidaki gibidir;

G; kontrol noktas: :

— Hiicrenin yeterli bliyiikliige ulasmis ya da ulagsmamis olmasmi kontrol eder.
— Hiicre igerisinde yeterli besin olup olmadigini kontrol eder.

— DNA’nin hasar goriip gormedigini kontrol eder.

G, kontrol noktasi :

— Replike olmamis ve hasarli DNA’y1 kontrol eder.

— Hiicrenin biiyikliigiinii kontrol eder.

M kontrol noktasi :

—Ig ipligi olusumunda kontrol noktas1 yani kromozomlarin mitotik ipliklere

diizgiin tutunamamasini kontrol eder.

G1/S kontrol noktas:
Hicre, boyutu ve DNA
butunligind izler

Hicre donglstine G1 l >
yeniden girig karar

)

un
0!19,',

Qurg

(l GO

Hiicre dongusinden 1
¢ikis kararn

X

G2 G2/M kontrol noktas:
Hiicre, DNA sentezini

™M l(ontrol nol(tasu ve hasarin izler

Hiicre, ig iplik
olusumunu ve kinetokorlara
tutunmasini izler

Sekil 3.2. Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 [59]
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3.1.4. Mitoz Boliinme Asamalari

A. Preprofaz (Bitki hiicreleri)

Bitki hiicrelerinde, Onciil bir 6n-faz asamasi vardir. Yiiksek dereceli bitki
hiicrelerinde, mitoz baslamadan o©nce c¢ekirdegin hiicrenin merkezine go¢ etmesi
gerekmektedir. Bu, hiicre boliinmesinin gelecekteki diizlemi boyunca hiicreyi ikiye ayiran
capraz bir sitoplazma tabakasi olan bir fragmozom'un olusturulmasiyla elde edilmektedir.
Fragmozom formasyonuna ek olarak preprofaz, gelecekteki mitotik evrenin ekvatoral
diizlemi etrafindaki plazma zarmin altinda bir mikrotiibiil ve aktin filamentler (preprofaz
bandi1 olarak adlandirilir) halkasinin olusumu ile karakterize edilir. Bu bant, hiicrenin
boliinecegi konumu isaretlemektedir. Daha yiiksek bitkilerin (¢icekli bitkiler gibi)
hiicreleri, sentriolden yoksundur; bunun yerine, mikrotiibiiller ¢ekirdegin yiizeyi tizerinde
bir mil olusturur ve daha sonra niikleer zarfin parcalanmasindan sonra, kromozomlarin
kendileri tarafindan bir igle diizenlenir [57] Niikleer zarfin ¢okmesi ve prometafaz da ig

olusumu sirasinda preprofaz bandi kaybolmaktadir.

Resim 3.1. A. cepa’da Mitoz boliinme safhalari
a: Profaz, b: Metafaz c: Anafaz d: Telofaz
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B. Profaz

G, interfazindan sonra ortaya ¢ikan profaz sirasinda, hiicre kromozomlarini siki bir
sekilde yogunlastirarak ve mitotik i§ formasyonu baslatarak boliinmeye hazirlanir. Interfaz
sirasinda, c¢ekirdekteki genetik materyal gevsek bir sekilde paketlenmis kromatin
icermektedir. Profazin baslangicinda, kromatin lifleri tipik olarak 1s1k mikroskobu ile
yiiksek biiylitmede goriilebilen ayri1 kromozomlara yogunlasir. Bu asamada, kromozomlar
uzun, ince ve iplik benzeridir. Her kromozomun iki kromatidi vardir. Iki kromatid de
sentromere katilirlar. Gen transkripsiyonu profaz sirasinda durur ve ge¢ anafaz erken G
fazina kadar devam etmemektedir [60-62]. Niikleus da erken profazda kaybolmaktadir
(Resim 3.1a).

Hayvan hiicrelerinin ¢ekirdegine yakin, gevsek bir protein toplanmasiyla
cevrelenmis bir ¢ift yapidan olusan sentrozom adi verilen yapilar vardir. Sentrozom,
hiicrenin mikrotiibiilleri i¢in koordinasyon merkezidir. Bir hiicre, hiicre boliinmesindeki
tek bir sentrozomu alir; bu, yeni bir mitoz turunun baslamasindan 6nce hiicre tarafindan
kopyalanir ve bir ¢ift sentrozom vermektedir. Iki sentrozom, mikrotiibiil mili aparati
olusturmaya yardimci olmak tiizere tiibiilinii polimerize ederler. Motor proteinleri daha
sonra bu mikrotiibiiller boyunca sentrozomlar1 hiicrenin karsit taraflarina itmektedir.
Sentrozomlar mikrotiibiil diizenegini diizenlemeye yardim etse de, igsi kisminin olusumu
icin gerekli degildir, ¢linkii bitkilerde bulunmamaktadir [57] ve hayvan hiicresi mitozu i¢in

kesinlikle gerekli degildirler [63].

C. Prometafaz

Hayvan hiicrelerinde prometafazin baslangicinda, niikleer laminlerin fosforilasyonu
niikleer zarfin kii¢iik zar keseciklerine ayrigmasima neden olmaktadir. Bu oldugu gibi,
mikrotlip niikleer alani istila etmektedir. Buna agik mitoz denir ve bazi ¢ok hiicreli
organizmalarda goriiliir. [64, 65].

Geg prometafazda kinetokor mikrotiibiiller, kromozomal kinetokorolari eklemeye
baglamaktadir. Kinetokor, ge¢ profaz sirasinda kromozomal sentromer tizerinde olusan bir

proteinli mikrotiibiil baglayici yapidir [66, 67].
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Bir dizi polar mikrotiibiil, miktotik mili olusturmak i¢in karsilik gelen
cisimciklerden gelen polar mikrotiibiilleri bulup etkilesmektedir [68]. Kinetokor yapisi ve
islevi tam olarak anlasilmamis olsa da, bir ¢esit molekiiler motor igerdigi bilinmektedir
[69]. Bir mikrotiibiil kinetokor ile birlestiginde, ATP’den gelen enerjiyi kullanarak, tiipten
¢ikan sentrozoma dogru harekete gegmektedir. Bu motor aktivitesi, polimerizasyon ve
mikrotiibiillerin depolimerizasyonu ile birlestiginde, daha sonra kromozomun iki

kromatidini ayirmak igin gerekli olan ¢ekme kuvvetini saglamaktadir [69].

D. Metafaz

Mikrotiibiiller prometafazda kinetokoralara yerlestirildikten ve baglandiktan sonra,
iki sentrozom, kromozomlar1 hiicrenin karsit uglarina dogru ¢ekmeye baslamaktadir.
Ortaya ¢ikan gerilim kromozomlarin metafaz plakasi veya ekvatoral diizlem boyunca
hizalanmasina neden olur; bu, iki skoronom arasinda (hiicrenin yaklasik orta ¢izgisinde)
yer alan hayali bir ¢izgidir [69]. Mitoz sonunda kromozomlarin esit dagilimini saglamak
icin metafaz kontrol noktasi, kinetokorlarin mitotik iglere diizgiin bir sekilde baglandigini
ve kromozomlarin metafaz plakasi boyunca hizalandigin1 garanti etmektedir [70]. Hiicre
metafaz kontrol noktasindan basarili bir sekilde gegerse, anafaza geg¢mektedir (Resim

3.1b).

E. Anafaz

Anafaz A sirasinda, kardes kromatidleri birbirine baglayan kohezinler, iki 6zdes
kardes kromozom olustururlar [71]. Kinetokor mikrotiibiillerin kisaltilmasi, yeni olusan
kizi kromozomlar1 hiicrenin zit uglarina ¢ekmektedir. Anafaz B sirasinda, polar
mikrotiibiiller birbirlerine dogru iterek, hiicrenin uzamasina neden olmaktadir. Geg
anafazda, kromozomlar ayrica, kromozom ayrismasina ve ¢ekirdegin yeniden olusumuna
yardimc1 olmak i¢in genel maksimum yogunlasma seviyelerine ulasirlar (Resim 3.1c).
Cogu hayvan hiicrelerinde, anafaz A, anafaz B'den Once gelir, ancak bazi omurgali

yumurta hiicreleri, olaylarin tersini gostermektedir [71].
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F. Telofaz

Telofaz, profaz ve prometafaz olaylarinin tersine g¢evrilmesidir. Telofazda, polar
mikrotiibiillerin uzatilmasi, hiicrenin daha da uzamasi devam etmektedir. Eger niikleer zarf
parcalanmisgsa, ana hiicrenin eski niikleer zarfinin zar vezikiillerini kullanarak yeni bir
niikleer zarf olusur. Yeni zarf, her bir ayrilmis kardes kromozom kiimesini olusturur (zar
zar sentezlerini kaplamamasina ragmen) ve niikleolus yeniden ortaya c¢ikmaktadir. Her
ikisi de yeni niikleer membranla ¢evrili olan kromozom setleri "gevsemeye" veya

ayrismaya baglar. Mitoz tamamlanir. Her bir hiicrenin g¢ekirdegi ayni kromozom setine

sahiptir (Resim 3.1d).

G. Sitokinez

Sitokinez, mitoz evresi degil, hiicre boliinmesinin tamamlanmasi igin gerekli olan
ayr1 bir siirectir. Hayvan hiicrelerinde, bir kasilma halkasi igeren boliinme, metafaz
plakasinin eskiden ayrilmis ¢ekirdegi ayirdigr yerde gelismektedir [72]. Hiicre bdliinmesi,
hem hayvan hem de bitki hiicrelerinde de, hiicrenin ortasina mikrotiibiiller boyunca hareket
eden Golgi aygitindan tiiretilen kesecikler tarafindan yonlendirilir [73]. Bitkilerde, bu yap1
fragmoplastin merkezinde bir hiicre plakasiyla birlesir ve iki ¢ekirdegi ayiran bir hiicre
duvarina doniismektedir. Fragmoplast, daha yiiksek bitkiler igin tipik bir mikrotiibiil
yapisidir, bazi yesil algler ise sitokinez sirasinda bir fikoplast mikrotiibiil dizisi kullanilir.
Her hiicre, ana hiicresinin genomunun tam bir kopyasina sahiptir. Sitokinezin sonu M
fazinin sonunu isaret etmektedir.

Mitoz ve sitokinezin ayr1 ayr1 meydana geldigi, birden fazla ¢ekirdege sahip tek
hiicreler olusturan bircok hiicre vardir. Bunun en dikkate deger olanlar1 mantarlar, balgik

kaliplar1 ve koenositik alglerdir, ancak diger ¢esitli organizmalarda da bulunur [74].
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3.2. Mutasyonlar

Genetik bilginin, saglikli bir sekilde nesillere aktarilmasinda, DNA’nin yapisinin
korunmasi olduk¢a Onemlidir. DNA iizerinde bulunan bazlardaki polar gruplar
fonksiyonu belirlemektedir. Polar gruplarda ki spesifik hidrojen baglari, c¢ift sarmal
yapidaki DNA’y1 olusturmaktadir. DNA iizerindeki bazlarin polar gruplarindaki gesitli
kimyasal degisimler, replikasyon islemi sirasinda bazlarin yanlis eslesmesine ve bunun
sonucunda mutasyona sebep olmaktadir. DNA’y1 olusturan iskelette olusan ¢esitli hasarlar
ve kopmalar, replikasyon siirecini durdurabilir ve bu hasarlar ¢cok fazla oldugunda hiicrenin
6lmesine neden olmaktadir.

DNA’mizda her giin yaklasik 104 tane yanlis kodlanmaya yol agan ya da
kodlanamayan cesitli hasarlar meydana gelmektedir [75]. DNA’da olusan bu hasarlar
tamir etmek yani onarmak icin bir¢ok spesifik tamir mekanizmalar1 bulunmaktadir. Eger,
DNA tamir mekanizmalariin yetersiz kaldigi ya da tamir mekanizmalarinin bir mutasyon
sonucu hasara ugramasiyla DNA’n1 birlesiminde ve miktarinda degisiklikler,
transkitipsiyon-protein sentezi durmasina, replikasyon siirecinin durmasina, uzun hasar
varhiginda ise kromozom hasarlarina ve mutasyona neden olmaktadir [76]. Olusan hasar
onarilabilecek durumda ise tamir mekanizmalar1 tarafindan onarilir. DNA’da olusan
hasarlar ¢cok agir ise hiicre apoptotik yola girerek kontrollii 6liimiinii gergeklestirir. Orta
seviyedeki hasarlar mutasyon olusmasina neden olmaktadir. DNA hasari, ¢evre faktorleri
ile ya da canlinin kendisinden kaynaklanabilmektedir. DNA hasarinda bazlarin yapisi
kendiliginden degiserek, pirimidin ve piirin bazlarinin yerleri degiserek, yanls eslesme
denilen yapilara sebep olabilmektedir. Baz kayb1 yasanarak da apirimidik ve apiirinik
bolgeler olugsmaktadir. Bu kayilar replikasyonu etkilemektedir [75].

DNA hasarima neden olan cevresel faktorler, kimyasal ve fiziksel ajanlardir.
Fiziksel ajanlarda en ¢ok radyasyon gelmektedir. Radyasyonun etkisi ile sarmal iizerinde
zincir kiriklar1 ve baz degisimleri meydana gelebilmektedir. UV 1sinlar ise pirimidin
dimerleri olusumuna, ¢apraz baglanmalara ve zincir kiriklarina yol agmaktadir. Kimyasal
ajanlarin baginda ise nitréz asid, alkilleyici maddeler, fenitoin ve aflatoksinler
gelmektedir. Bu kimyasallar, bazlar1 oksitleyerek, alkilleyerek, c¢apraz baglanmalar
yaparak, zincir kiriklarina neden olarak DNA’da hasar olustururlar [77]. Cizelge 3.1.’de

mutasyonlara sebep olan bazi endojen ve ekzojen etkenler gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Mutasyonlara sebep olan bazi endojen ve ekzojen etkenler

Endojen (spontan) Etkenler Ekzojen (evresel) Etkenler

Yanlis eslesmeler: Insersiyon/delesyonlar  Kimyasal ajanlar: Vinil klorid, benzopren,
kemoterapi ilaglari, mustard gazlari,

Kimyasal degigiklikler: deaminasyon, aflotoksin, alkilleyici ajanlar v.b

metilasyon
Baz kayiplarr: Fiziksel ajanlar: Iyonize radyasyon, UV
Depurinasyon/depirimidinasyon radyasyon v.b

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

Replikasyon hatalar

3.2.1. Mutajenler

Mutasyona sebep olan biitin maddelere mutajen denir. Mutajenler, DNA’nin
yapisina girerek degisime ugratirlar. Temel olarak tige ayrilirlar; fiziksel, kimyasal ve

biyolojik olmak tizere siniflandirilabilir [77].

A. Fiziksel Mutajenler

Fiziksel mutajenler, etki ettikleri siirece ve siddetine bagli olarak gegici ya da kalici
olabilmektedirler. Bu etmenler; sicaklik, elektriksel alan, manyetik alan, X, UV, nétron ve

proton 1sinlar1 gibi etkenlerdir. Bu mutajenler genellikler baz ¢iftlerini degistirmektedir.

B. Biyolojik Mutajenler

Biyolojik mutajenler, genel olarak transposibil elementler ve viriisler
goriilmektedir. Virlis, bir konak hiicreye girdiginde, kendi DNA‘sindan bir kism1 konak
DNA’sma gecirdiginden mutajen olarak kabul edilirler. Transposibil elementler, DNA
tizerinde bulundugu yerden baska yere hareket ederek genetiksel yapi lizerinde degisiklige

neden olmaktadirlar.
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C. Kimyasal Mutajenler

e Baz Analoglan

Bu yapilar, bazlarin yerine gegerck onlarla ayn1 fonksiyonu yapmakta olan ancak
kimyasal olarak farkli ajanlardir. Bu ajanlarin molekiil yapilari DNA {izerinde bulunan
bazlara olduk¢a fazla benzediginden, kotii etkilerini DNA sentezi yani replikasyon
sirasinda yapiya katilmasi gereken bazlarin yerine gegcerek DNA’nin yapisini bozarak
gostermektedirler. Bu nedenle replikasyon siireci bittiginde bir¢ok yanlis eslesmis baz

bulunmaktadir [77].

e DNA’da Baz Degistiren-Baz Ekleyen Maddeler

DNA’da baz degistiren maddeler, DNA yapisina katilarak bazlar1 degistirirler.
Bunlarin iginden en 6nemli olani nitr6z asididir. Bu madde DNA’daki amino gruplarina
etki ederek cikarir ya da bazlarin siralarinda degisiklik yapmaktadirlar. Baz degisimi
sonucunda, bazlar ¢ok farkli bir yapiya donebilirler. Bu doniisiimle, replikasyon sirasinda
yanlis eslesme olusarak genetik kodda da degisiklige neden olmaktadir.

DNA’ya baz ekleyen maddeler ise alkilleyici ajanlardir. Bu ajanlar piirin bazi olan
guaninin 7. Atomuna bir alkil grubu eklerler ve yap1 degisimine neden olmaktadirlar.
Bunun sonucunda piirin baz1t DNA yapisindan ayrilmaktadir. Alkillenen guanin bazi, DNA
zincirinden tamamen kapabilir ve bdylece replikasyon sirasinda kopan yere farkli bir baz

baglanabilmektedir [77].

e Akridin Boyalar

Akridin boyalar yanlis eslesmelere genellikle neden olabilmektedirler. Bu boyalar
her zaman genin fonksiyonunun kaybolmasina sebep olurlar. DNA yapisinda delesyon
veya inversiyon meydana getirebilmektedirler. Akridin boylarmin DNA iizerindeki
mutasyon yerleri belirsiz bir sekilde dagilmistir ve bu yerlere “sicak noktalar (hot spots)”

denilmektedir [77].
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3.2.2. Gen Mutasyonlari

Mutasyonlar gen diizeyinde veya kromozomal diizeyde olmaktadir. Gen diizeyinde
degisimler baz eklenmesi-¢ikmasi, degisimi, baz ¢iftinin ters donmesi veya baska bir yere
transferi olarak ecle alinabilir. Gelismis ve ¢ok hiicreli canlilarda, mutasyon yani hasar
somatik hiicrelerde olusmussa sadece olusan bireyi etkilemektedir. Bu mutasyon tipine
somatik mutasyon denilmektedir. Fakat olusan mutasyon canlilarin esey hiicrelerinde
olusursa doller araciligiyla nesilden nesile aktarilabilmektedir. Bu mutasyonlar esey
hiicresi mutasyonlar1 olarak adlandirilmaktadir.

Eseysiz olarak iireyebilen cok hiicreli canlilarda, somatik mutasyonlar yeni nesile
aktarilabilinmektedir. Prokaryotlarda, esey veya viicut hiicresi ayrimi1 olmadigi igin olusan
her tiirli mutasyon yeni nesillere aktarilabilinir. Eger mutasyon bir gen igerisindeki
degisim ise gen mutasyonlart denilmektedir. Mutasyonlar ya kendiliginden meydana
gelebilmektedir ya da mutajenler denilen maddeler de uygulanarak mutasyonlarin olusmasi
da saglanabilmektedir.

Mutajenlerin  etki etmesi ile olusan mutasyonlara uyarilmis mutasyonlar
denilmektedir. Kendiliginden olusan mutasyonlara ise dogal mutasyonlar denilmektedir.
Kendiliginden veya uyarilmis olarak adlandirilan mutasyonlar1 her zaman kesin bir ¢izgi

ile ayirmak miimkiin degildir [77].

A. Baz Degisimi Mutasyonlari

DNA iizerindeki bir gen bolgesinde bulunan bazin baska bir baz ile yer
degistirmesine baz degisimi mutasyonlar1 denilmektedir. Eger primidin-primidin ya da
plirin-plirin baz1 yer degistirmesi goriiliiyorsa transisyon (karsilikli gecis) mutasyonu,
purin-primidin yer degistirmesi ise transversiyon (c¢apraz ge¢is) mutasyonu oOlarak
adlandirilmaktadir. Gen yapilarinda meydana gelen bu degisimler aminoasit degisikligine

neden olarak ciddi sorunlara neden olabilmektedir.
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DNA iizerinde olusan biitiin hasarlara ve degisikliklere mutasyon denilse de,
fenotipik bir etki olusturmayan mutasyonlarda bulunmaktadir. Bu tiir mutasyonlar genin
aktivitesini veya iriiniinii degistirmediginden sessiz mutasyonlar olarak kabul
edilmektedir. Sessiz mutasyonda, kodonun iiglii yapisindaki bazin degisikliginin tolere
edilmesinden dolayr bu sekilde anilmaktadir. Sessiz mutasyonun belirlenmesi, genin baz
dizisinin ¢ikarilmasiyla goriilebilmektedir.

Kodonlarin yapisinda bir degisiklik olusarak protein sentezi sonucunda farkli bir
aminoasid olusuyorsa bu mutasyon tipine yanlis anlamli mutasyon denilmektedir. Yanlis
anlamli mutasyonlarin proteinler tizerindeki etkileri degiskendir ve ¢ sekilde
goriilebilmektedir. Birinci olarak, aminoasid kendisiyle ayn1 fonksiyonel isleve sahip diger
bir aminoasid ile degistiginde biyolojik olarak islevini siirdiirebilmektedir. ikinci olarak,
protein islevini kismen yani diisiik olarak siirdiirmektedir. Uciincii olarak ise, aminoasid
proteinin tamamen degismesine ve islevini kaybedip gérevini yerine getirememesine neden
olabilmektedir [77].

Gen mutasyonlari, bazen hi¢bir aminoasidi iiretmeyip protein sentezini durdurucu
olan dur kodonlarina doniismesine neden olabilmektedir. Bu tiir mutasyonlara anlamsiz
mutasyon adi verilmektedir. Anlamsiz mutasyonda meydana gelen degisim sonucunda
kodon yapisi degistiginden dolayr protein sentezi sirasinda zincir erken sonlanabilir ve
kismen iretilen protein islevini yerine getiremeyeceginden dolayr mutasyon 6nemli bir

sorun halini almaktadir.

B. Cerceve Kaymasi Mutasyonlari

DNA’daki baz yapisina ii¢ ve ligten fazla delesyonlar ya da insersiyon olusumunda
kodonlarin degismesine sebep olan mutasyonlara c¢ergeve kaymasi (frame shift)
mutasyonlar1 denir. Bu mutasyonlar eksilen/eklenen baz sayisina ve inserisyon/delesyonun
pozisyonuna bakilarak kotii sonuglar dogurabilmektedir. Eger bir gende ii¢ ve tigiin kati bir
sayida baz ¢ifti insersiyonu veya delesyonu meydana gelirse, buna uygun sayida amino
asitin fazla veya eksik oldugu bir protein sentezlenir ve bu durumda gerceve kaymasi

olmadigi halde yine de mutant proteinin fonksiyonel olmasi ihtimali diisiiktiir [77].
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3.2.3. Kromozom Mutasyonlari

Kromozomun pargalarinda meydana gelen mutasyonlara kromozom mutasyonlari
denir. Kromozom mutasyonlari, kromozom sayisi degisimleri ve kromozom yapisi

degisimleri olmak tizere iki gruba ayilirlar.

A. Kromozom Say1 Mutasyonlari

Biitiin organizmalarin kromozom sayis1 tiirden tiire, cinsten cinse degismektedir.
Mayoz ve mitoz sirasinda kromozomlar bazen tam ayrilmayabilir ve ¢esitli kromozom
sayisina sahip hiicreler olusabilir. Kromozom say1 degisimi mutasyonlarinda, kromozom
parcasi kaybolur ya da say1 olarak artmaktadir. Oploidi ve andploidi olmak iizere iki sekli

vardir.

e Oploidi

Kromozomlarin biitiin hepsinin mevcut sayisinin katlari halinde artmasi ya da
kromozom takimmin her birinin tek bir sekilde bulunmasi durumudur. Oploidi,
monoploidi ve poliploidi olmak {izere ikiye ayrilmaktadir [78]. Mevcut kromozom sayisi
canlilara diploid (2n), ti¢ ve katlar1 seklinde kromozom igeren canlilara poliploidi
denilmektedir. Triploid (3n), tetraploid (4n), pentaploid (5n) ya da daha ¢ok sayida
kromozomlar takimini igeren canlilar olusmaktadir [79].

Oploidi de c¢ekirdek boliinmesi olusmaktadir, fakat sitoplazma bdliinmesi
gerceklesmemektedir. Bu durum endomitoz olarak adlandiriimaktadir. Endomitoz da,
kromozomlar boliinme i¢in iki katina ¢ikmaktadir. Mitozun profaz ve metafaz sathasindan
sonra anafaz, telofaz ve sitokinez gerceklesmez. Bunun sonucu olarak daher bir boliinme
sonucunda kromozom sayilari katlar halinde artmis olmaktadir [78].

Poliploidinin iice ayrilmaktadir. Bunlar; Otopoliploidi (Otoploidi), Allopoliploidi
(Alloploidi) ve Endopoliploidi (Endoploidi)’dir.
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Otopoliploidi: Kromozom katlarinin hepsinin ayni cins tiirden gelmesi yani ayni tiire ait
olmasidir. Ornegin, bir diploit (2n) bireyin genomu AA ise otopoliploid bireyler 3A
(AAA), 4A (AAAA) seklinde olurlar.

Allopoliploidi:  Bir poliploidinin kromozom takimlarinin farkli tiirlerden gelen
kromozomlarla arttirilmasidir. Birbirine yakin bir genetigi iceren iki farkli tiiriin
hibridizasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir. Hayvan hiicrelerinde ¢ogunlukla enderdir, ¢iinkii

hayvanlarda ¢iftlesme her bir tiire 6zgiidiir. Bitki hiicrelerinde ¢ogunlukla gériilmektedir.

Endopoliploidi: Hiicrenin gekirdegi igerisinde, mevcut kromozom sayisinin n’in gesitli

katlar1 seklinde, hiicre zar1 yok olmadan (hiicre boliinmesi olmadan) artmasidir.

e Anoploidi

Andploid bir canli, normal sayidan fazla yada az kromozom igeren hiicrelerin
birlesmesi ile ortaya ¢ikmaktadir [78, 79]. Andploidi durumu, kromozomlarin anafazda
geri kalmasi ya da kromozomlarin bdoliinmesi sirasinda ayrilmamasi sonucuyla
olusabilmektedir. Metafazda, ekvatoral diizlemde dizilen kromozomlar, sentromerler
araciligiyla ters kutuplara dogru cekilirler. Fakat bazen kromozomlar bdliinemez ve ayri
kutuplara gitmeyip tek bir kutba dogru ¢ekilirler. Bu duruma ayrilmama (non disjunction)
denir. Non disjunction olayr hem mitoz hem de mayoz béliinmede goriilebilir [80].

Kromozomlarin kutba ¢ekilirken, kromozom pargalarindan birinin geri kalmasi
olayma anafazda geri kalma (anaphase lagging) denilmektedir. Bu kromozomlarin
cogunlugu ya bir hiicreye geger ya da kaybolurlar. Eger bir hiicreye gecer ise o tarafta o
kromozom parcasindan iki tane bulunur iken, diger hiicrede o kromozom pargasi
bulunamaz. Fakat kromozom pargasi olmasi gereken hiicrede kalirsa, bir hiicre normal
kromozom sayisina sahip iken, diger hiicre kismi1 kromozom eksikligi yasamaktadir [80].

Andploidi; monosomi, nullisomi ve polisomi olmak iizere ii¢ sekilde olabilir.
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Monosomi: Diploid olan bir bireyde, tek bir kromozom pargasinin yok olmasi durumudur.
Bu bir birey, mayoz bdélinme esnasinda, kromozomlarin ayrilmamasi Sebebiyle ve
bir kromozomu eksik olan (n-1) bir gametle normal (n) kromozomlu bir gametin birlesmesi

sonucunda meydana gelmektedir. Bu bireyin kromozom sayisi 2n-1 olmaktadir.

Nullisomi: Bir organizmada, bir kromozomun homologu ile birlikte eksik olmasi,
bulunmamasit olayidir. Bu tip diploid bireyler 2n-2 formiilii ile gosterilirler.
Nullisomik bireyler, ayrilmama olay1 sonucu tesadiifen ayn1 kromozom ¢iftini kaybetmis

olan iki farkli gametin birlesmesiyle meydana gelmektedirler.

Polisomi: Bir takimda bulunan kromozomlardan birinin ya da birkaginin sayisini
yiiseltmesi olayidir. Bununda Trisomi, Tetrasomi, Hiperploidi ve Hipoploidi gibi ¢esitleri

vardir.

B. Kromozom Yapi1 Degisimleri

Genetik materyalin yer degistirmesi veya kaybi sonucunda olusan bir veya birden
fazla kromozom kiriklarinin olusmasi ile yapi degisimleri meydana gelmektedir.
Kromozomlar dogal olarak kirilabilirler, fakat radyasyon ya da gesitli kimyasallara maruz
kalan canli hiicrelerinde kromozomlarin kirilma sayisi oldukca yiiksektir. Kopan bir
kromozom pargasi tekrar yapisabilecegi gibi bu parga kaybolabilmektedir.

Kromozomlarda kirilmalar sonucu olusan parga kayiplari, delesyon veya artiglarim
duplikasyon, parca yerlesim diizenlerindeki degisimleri inversiyon ve kromozomlar arasi
parca degis tokuslarinmi translokasyonu kapsamaktadir. Bu tip mutasyonlar kromozomlarin
sayisint veya kromozomlardaki genis bolgeleri ilgilendiren biiyiik degisimlerdir. Bu tiir
degisimlerle genlerin ya sayist ya da yerlesim diizenleri degisir bunun sonucunda da
bireyin fenotipinde kalict degisimler ortaya ¢ikar [80]. Sekil 3.3.’de Delesyon,

duplikasyon, inversiyon ve karsilikli traslokasyonun sekilleri gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Delesyon, duplikasyon, inversiyon ve karsilikl traslokasyonun gosterilmesi

Delesyon: Eksilme veya delesyon, kromozom {iizerinde olusan bir kirik sonucu bir
kromozom pargasinin yerinden kopmasi anlamina gelmektedir (Sekil 3.3a). Kopan
kromozom parcasit sentromer igermiyorsa (asentrik ise) hiicre canliligini siirdiiremez.
Bunun nedeni, mayoz boliinme sirasinda kromozomlar sentromer bolgelerinden kutuplara
cekildigi i¢in, sentromer tasimayan kromozom parcast kutuplara g¢ekilemez ve parca
kaybolur. Kopan parga kisminda sentromer bulunuyorsa, kopan parca ne kadar kiigiik
olsada ig iplikleri sentromerden tutunur ve kutuplara ¢ekilir. Boylece hiicre olusumunda
kendini gostermektedir. Kopma iki tiirlii olabilmektedir. Eger bir darbe sonucu kromozom
kopar ise terminal delesyon; iki darbe sonucunda parg¢a kopar ise insersiyonel delesyon

olusur ve kopan kisim ¢iktiktan sonra iki parga yeniden birlesmektedir [80].

Duplikasyon: Duplikasyon, kromozomdaki bir gen par¢asinin kromozom iizerinde
iki ya da daha cok tekrarla bulunmasi durumudur (Sekil 3.3b). Duplikasyonlu parga,
sentromer igeren bir parca ya da bir kromozom pargasi olabilmektedir. Duplikasyonlar,
mayozda bolinme esnasinda sinaps yapan kromozomlarda, esit olmayan krossing over
sonucunda ya da bir replikasyonda hata sonucu olusabilmektedir. Ilk durumda

duplikasyon-delesyon olusmaktadi [80].
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Duplikasyonun ii¢ degisik 6zelligi bulunur.
- Geninin kopyasinin ayni kromozom tizerinde bulunmasini saglayabilir.
- Delesyondaki gibi, fenotipik farkliliklar olusabilir.

- Duplikasyonlar, evrim siirecinde, genetik gesitliligin 6nemli bir kaynagidir.

Inversiyon: Inversiyon, kromozom parcasmin iki darbe alarak kirilmas1 ve kopan
kromozom parcasinin 180 derece ters donerek koptugu kromozom pargasina yeniden
baglanmasidir (Sekil 3.3c). Kapan parga eger sentromer bolgesini igeriyorsa perisentrik
inversiyon, sentromer igermiyorsa parasentrik inversiyon olarak adlandirilir. Parasentrik
inversiyonda, kodlarin orani degismezken perisentrik inversiyonda kollarin orani
degismektedir. Kirilma sonucu olusan yapiskan uclar, birbirleri ile tekrar birlesir. Boylece
dizilis siras1 degismesine ragmen gen sayisi degismez. Kromozom giftinin her ikisinde de
ters donmeler var ise homozigot inversiyon olarak adlandirilirlar. Fakat homologlarin
sadece bir tanesinde ters donme var ise heterezigot inversiyon olarak adlandirilir. Mayozda
heterozigot inversiyonlar, kromozomlar arasindaki eslesme sadece inversiyon halkasi

olusumu ile yapilabilinir [80].

Translokasyon: Translokasyon, kromozomun bir pargasinin ile homologu olmayan
baska bir kromozomun bir kromozom pargasinin yer degistirmesidir (Sekil 3.3d). 1ki tiirii
bulunmaktadir. Basit translokasyon, tek yonlii parca degisimini icermektedir. Resiprokal

translokasyonda, iki homolog olmayan kromozomun pargalarinin yer degistirmesi olayidir.
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3.3. DNA Hasari1 Tamir Mekanizmalari

3.3.1. Direkt Onarim ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi

A. Fotoreaktivasyon

DNA hasarinda, hasarin geri ¢evrilmesi tamir i¢in kolay bir islemmis gibi
goziikkmesine ragmen, kinetik ve termodinamik sebeplerden dolayr her zaman miimkiin
degildir. Bazen, enzimler yardimi ile (Fotoliyaz ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz) olusan
hasar onarilabilmektedir. Fotoliyaz enzimi tarafindan siklobiitan pirimidin dimerleri
ayrilarak hasar onarilabilinir. Bu olusan reaksiyona fotoreaktivasyon denir [81]. Bu onarim
sekli, UV aracilig1 ile olusan pirimidin dimerlerinin giderilmesi i¢in kullanilmaktadir.

Fotoreaktivasyonda sadece piridin dimerleri kirilir ve hata olasig1 yoktur.

B. O-6-Metilguanin Onarmm

O-6-Metilguanin, oldukca yiiksek oranda alkilleyicidir. O-6-metilguanin-DNA
metil transferaz enzimi, normal guanin olusumunu saglamak i¢cin DNA’daki yanlis
metillenen bazlarin yapisindaki CH3z gruplarmi kendi iizerindeki sistein rezidiilerine
almaktadir. Fakat bu transferi gergeklestirirken enzim baskilanir ve geri doniistimsiiz bir

sekilde islevini kaybetmektedir.

C. Basit Tek Zincir Kiriklarimin Tamiri

Peroksidler gibi bazi kimyasallar ya da X-ray gibi bazi 1gimnlar DNA iizerinde
kiriklar olusturabilmektedir. DNA’nin bir zincirinde olusan kiriklar DNA ligaz enzimi
tarafindan onarilmaktadir. Bu onarim sirasinda enerji gerektiren bir reaksiyon ile 3° OH
grubu ile 5’-PO, grubu arasinda bulunan fosfodiester bagi olusarak hasar onarilmis

olmaktadir [82].
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3.3.2. Eksizyon (Kesip-Cikarma) Onarimi

Okaryot ve prokaryot organizmalarda bulunan ve ii¢ temel basamak iceren en
Onemli onarim sistemlerinden biridir. Bu onarim mekanizmasinda, DNA’da bulunan
hasarl1 bazlarin oligoniikleotid olan parcalari ¢ikarir ve hatali olan ve ¢ikarilan bos kisma
dogru bazin eklenmesi ve olusan bosluklarin ligasyon ile kapatilmasini icermektedir [83].

- Hata ya da hasar bulunur ve enzim olan bir niikleaz ile kesip ¢ikarilir.
- Olusan bosluklar1 DNA polimeraz enzimi doldurur.
- Bosluk DNA ligaz enzimi ile tamamen kapatilir [84].

Eksizyon (Kesip-Cikarma) onarimi ikiye ayrilmaktadir.

A. Baz Eksizyon Onarimi

Bazlardaki her bir kimyasal degisim, DNA hasarinin onarilmasinda kendine has bir
onarim sistemi gerektirir. Eksizyon onarimi, hiicrelerdeki birgok kimyasal hasar tiplerini
onarim sistemine sahiptir. Baz eksizyon onarimi, hasarli bazlar1 ya da yanlis eslesen bazlar

yapidan uzaklastirmak i¢in kullanilan bir onarim mekanizmasidir [81, 85, 86].

B. Niikleotid Eksizyon Onarimi

DNA iizerindeki bazlara eklenen biliyiik parcalar1 taniyan ve hasar1 onarabilen
mekanizmadir [87]. Bu onarim mekanizmasi, en ilkel canlidan memelilere kadar kullanilan
bir mekanizmadir. DNA’da olusan bir¢ok hasarin onariminda, en ¢okta heliks yapisinin
bozulmasina sebep olan hasarlarin onariminda etkili bir tamir mekanizmasidir. Insanlara,
giines tarafindan gelen zararli UV 1gmlarimin karsinojenik nedenli etkilerinde, cisplatin ve
4-nitrokuinolin oksid gibi zararlilar sonucu olusan hasarlara karsi 6nemli bir onarim
mekanizmasidir.

Bu mekanizmada, UvrABC hasar spesifik endoniikleaz (veya eksoniikleaz) multi-
fonksiyonlu enzim olarak adlandirilir. Bu enzim; UvrA, UvrB ve UvrC proteinlerinden
(alt birimlerinden) olugsmaktadir. UvrA proteini, bir DNA baglayici proteindir ve ATPaz

aktivitesi bulunmaktadir.
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UvrB proteininin  ise tek basina ATPaz aktivitesi yoktur. UvrB, UvrA
proteinine baglanarak aktive oldugunda veya spesifik proteolizle ile yikildiginda
ATPaz aktivitesi kazanmaktadir.

Niikleotid eksizyon mekanizmasinin isleyisi;

- Hasarli bolgenin belirlenmesi,

- Protein komplekslerinin hasarin bulundugu yere baglanmasi,

- ~24-32niikleotid uzunlugundaki bir fragment olacak sekilde lezyonlu bolgenin iki
tarafindan da hasarli kismin kesilmesi,

- Hasarli kismin uzaklagtirilmasi,

- DNA iizerinde olusan boslugun DNA polimeraz enzimi tarafindan doldurulmasi,

- Ligasyon boliimlerinden olusmaktadir [81].

C. Yanhs Eslesme (Mismatch) Eksizyon Onarimi

Yanlis eslesme eksizyon onariminda, DNA replikasyonu sirasinda olusan, normal
olan bazlarin yanlig bir baz ile eslesmesi hatalarini ve hasarlarini onaran bir mekanizmadir
[81]. Bu mekanizma, replikasyon sonrasi isleyen bir tamir sistemidir. Mekanizmada iki
adet farkli heterodinamik igeren proteinler bulunmaktadir. Yanhs eslesme, genellikle
replikasyonun bir hatasi olarak goriiliirse de, onarim ve rekombinasyon islemleri sirasinda
da yanlis eslesme ihtimali olabilmektedir.

Yanlis eslesme, her zaman eski zincirde olan bilgiye gore diizeltilmektedir.
Onarim sisteminin, yeni sentezlenen zinciri ve eski zinciri ayirt edebilmesi gerekmektedir.
Iki zincirin artimi ise, eski zincir iizerinde bulunan ancak yeni sentezlenmis zincirde
tizerinde heniiz bulunmayan metil gruplar1 araciligi ile olugsmaktadir. Dam metilaz
enzimi, 5’ GATC dizisindeki adenini Ng  pozisyonunda metillemektedir.
Replikasyondan hemen sonra, yaklasik ilk bir dakika icinde eski olan zincir
metillenirken, yeni sentezlenen zincir {izerinde heniiz bir metillenme olmamaktadir. Bu
olay yeni zincirin bilinmesini saglamaktadir [81].

E.coli yanlis eslesme onarim sisteminde;

- MutH, MutS ve MutL proteinleri, anahtar role sahiptirler.
- MutS proteini, yanlis eslesmis baz ¢iftinin iginde bulundugu genis bir bolgeye

baglanmaktadir.
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- MutL proteini ise, MutH ve MutS proteinlerini birbirine baglayarak bir
konmpleks olusturmaktadir.

- Sadece bir zincir GATC dizisinde metillenmis ise, yanlis eslesmis baz ciftine
yakinsa (ilk 1000 baz cifti i¢inde ise) MutH proteini bir  bolgeye
Ozel endoniikleaz  olarak metillenmis  kolu GATC  dizisinin 5> ucundan
kesmektedir. Boylece onarilacak olan kisim belirlenmis olmaktadir.

- Metillenmemis kolda kivrim agilir, 3°—5’ yoniinde yikima ugratilmaktadir.

- Olusan bosluk DNA polimeraz | ile doldurulduktan sonra zincir baglanmaktadir.

- Bu islemler, ekzoniikleaz I, SSB, DNA helikaz 11 (DNA molekiiliinde sadece tek
zincir 3°—5° yoniinde yikima ugrar), DNA ligaz ve DNA polimeraz il

gerektirmektedir.

3.3.3. Rekombinasyonal Onarim

Bu onarim mekanizmasi, replikasyondan sonra aktif hale gelmektedir. DNA’da
hatali ya da hasarli parcanin degistirilip, dogru zincirden kalip alarak tamamlayict ipligin
bulunmadigi hallerde kullanilan bir sistemdir. DNA replike olurken timir dimerleri gibi bir
hasar bulunduruyorsa, DNA polimeraz hasarli kisimda durur ve lezyonun iizerinden
gecerek orada bir bosluk birakir. Bu esnada RecA adi verilen bir protein yapiya katilir ve
rekombinastonal bir sekilde degisim yaparak hatali kismi diizeltir. Daha sonra kalan

bosluklar tekrar sentezlenerek kapatilmaktadir [82].

3.3.4. SOS Onarmmm

Acil cevap sistemi ad1 verilen bu onarim sistemi, DNA hasariin ¢ok fazla oldugu,
diger tamir mekanizmalarinin yetersiz kaldig1 zamanda devreye girmektedir. Cok ciddi
DNA hasarlarinda onarim mekanizmalarinin zarara karsi hepsinin sayisi artmaktadir. Bu
sistemde, replikasyon sirasinda DNA polimeraz bir hasara rastlasa bile replikasyona devam
etmektedir. Yani replikasyon sirasinda hasarli kisim gormezden gelinmektedir. Bu sebeple

bu sisteme hataya meyilli onarimda denilmektedir [82].
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SOS onarmminda, birgok proteini kodlayan genler LexA proteini ile normalde
baskilanmis haldedir. DNA hasar1 esnasinda, hasarli tek zincire Rec A proteini baglanir ve
Rec A-ssDNA kompleksi olusmaktadir. RecA proteini, LexA proteininin otoproteolitik
yikimint DNA’ya baglandiktan sonra aktive eder. RecA, DNA polimeraza baglanarak
lezyonu geger ve DNA’nin replike olmasimi saglamaktadir. UmuC-UmuD kompleksi ile
ve RecA proteini ile polimerazin 3'—5"' ekzoniikleaz (hata okuma ve ¢ikarma)

aktivitesini baskilamasiyla hasarli replikasyon ger¢eklesmektedir.

3.3.5. DNA Cift Zincir Kirig1 Onarim

Cift zincir ki@ olusumlari, topoizomeraz inhibitorleri veya iyonize radyasyon
sayilabilmektedir. Bu zincir kiriklart DNA’ya zarar veren énemli bir yikimdir. Eger hasar
onarilmazsa kromozom kirilmalarina, hiicre oliimlerine neden olabilmektedir. Yanlis
onarilmasi1 sonucunda ise ciddi sorunlara yol agabilmektedir. Bu onarim mekanizmasi,
homolog olmayan ve homolog olan rekombinasyon olarak iki sekilde onarim

gostermektedir.

3.4. DNA Hasarim1 Belirlemede Kullanilan Bazi Yontemler

Genetik toksisite veya genotoksisite; kromozom, ¢ekirdek ve DNA’nin yapisinda
olusan DNA kiriklari, kromozom anormallikleri, gen mutasyonlari, andploidi ve
Klastojenite gibi gesitli hasar tiirlerini kapsayan bir terimdir. Genotoksik etki, DNA ile
etkilesime girerek genomu hasara ugratan genotoksik maddelerin, DNA {izerinde hasara,
kayiplara ve degisimlere yol agmasi olarak tanimlanabilir [88-90]. Karsinojenite ve
genotoksisite arasindaki iliski arastirilmistir ve insanlar iizerinde Karsinojen c¢ogu
maddenin genotoksik bir yapida oldugu tespit edilmistir. Bu aragtirmalar sonucunda,
kimyasal maddelerin etkileri arastirilmak iizere bir¢cok tanimlama testleri ortaya ¢ikmuistir
[88, 91-93].

Genotoksisite testleri 1970’den itibaren in vivo ve in vitro olarak kullanilmaktadir
[88, 91]. Giinlimiize kadar, genotoksisiteyi ve karsinojeniteyi belirleyici birgok test grubu
ortaya ¢cikmistir [10].
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Bu yontemler; Salmonella/mikrozom mutajenite  (Ames) testi, tek hiicre jel
elektroforezi (Komet testi), kromozomal anormallik testi (KA), mikroniikleus (MN),
allium testi, kardes kromatid degisimi (KKD), TUNEL, immiinokimyasal yontemler,
floresans in situ hibridizasyon (FISH), kromotografi, ELISA gibi ¢esitli yontemlerdir.

3.4.1. Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi

Ames testi, belirli bir kimyasalin test organizmasinin DNA'sinda mutasyonlara
neden olup olmadiginmi test etmek icin bakterileri kullanan yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Test, bir bilesigin karsinojenik potansiyelini tahmin etmek i¢in hizli ve uygun
bir analiz gorevi gormektedir.

Test suslari, histidin sentezlemek igin gerekli olan genlerdeki frameshift (6rnegin
TA1537 ve TA1538 suslar) veya nokta (6rn. TA1531 suslar1) mutasyonlarini saptamak
tizere 6zel olarak yapilandirilir, boylece farkli mekanizmalar yoluyla etki eden mutajenler
tanimlanabilir. Baz1 bilesikler oldukga spesifiktir, sadece bir veya iki susta geri doniislere
neden olmaktadir [94]. Test suslar1 ayrica lipopolisakkarit sentezinden sorumlu genlerde
mutasyonlar tasir, bakterilerin hiicre duvarin1 daha gegirgen hale getirir [95], ve eksizyon
onarim sisteminde testi daha duyarli hale getirmektedir [96].

Memeliler gibi daha biiyiik organizmalar, mutajenik olarak kabul edilmeyen veya
mutajenik olarak kabul edilen bir maddeyi potansiyel olarak doniistiremeyen bir
metabolige sahiptirler. Bu nedenle, daha biiyiik organizmalar ile ilgili olarak bir kimyasal
bilesigin mutajenitesini daha etkili bir sekilde test etmek i¢in, sigan karacigeri enzimleri,
Ames Testinde test edilen bilesik iizerindeki metabolik siireclerin etkisini ¢ogaltma
girisiminde goriilebilmektedir. Sican karacigeri ekstresi istege bagli olarak metabolizmanin
etkisini simiile etmek i¢in eklenir, ¢linkii benzo piren gibi bazi bilesikler mutajenik degil,
metabolik trlinleridir [95]. Bakteriler az miktarda histidin ile agar plakasina yayilirlar.
Biiyiime ortamindaki histidin miktari, bakterilerin baslangi¢ zamani i¢in biiylimesini ve
degisme firsatina sahip olmasmi saglamaktadir. Histidin tiikkendiginde, sadece kendi
histidini {liretme yetenegini kazanmak i¢in mutasyona ugramis bakteriler hayatta
kalmaktadir. Plaka 48 veya 72 saat inkiibe edilir. Bir maddenin mutajenitesi, gézlemlenen

kolonilerin sayisi ile orantilidir.
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Ames testi ile saptanan mutajenler de olas1 kanserojenlerdir ve Ames tarafindan
yapilan ilk caligmalar, bu test ile bilinen karsinojenlerin %90'1min tanimlanabilecegini
gostermistir [97]. Daha sonra yapilan g¢alismalar, bilinen karsinojenlerin %50-70'inin
tamimlandigimi gostermistir. Bu test, daha once ticari iriinlerde potansiyel karsinojenler
olarak kullanilan bir¢ok bilesigi tanimlamak icin kullanilmistir [98]. Ornekler arasinda
plastikte alev geciktirici olarak kullanilan tris (2,3-dibromopropil) fosfat ve 1960'larda ve
1970'lerde Japonya'da gidada antibakteriyel katki maddesi olarak kullanilan ¢ocuk
pijamalar1 [99], ve furylfuramide gibi tekstiller kullanilmistir. Furylfuramide aslinda daha
once hayvan testinden ge¢mistir, ancak Ames testinde tanimlandiktan sonra daha kuvvetli
testler bunun kanserojen oldugunu géstermistir.

Ames testinin ilging bir sonucu, degisen kimyasal konsantrasyonlarini kullanan doz
yaniti egrisinin neredeyse her zaman dogrusal olmasi [97], mutagenez igin esik
konsantrasyonunun olmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle, radyasyonlarda oldugu gibi,
kimyasal mutajenler veya karsinojenler i¢in giivenli bir esik bulunmayabilir [100]. Ancak
bazilari, organizmalarin DNA onarimi gibi koruyucu mekanizmalara bagl olarak diisiik
mutajenler tolere edebildigini ve bazi kimyasal mutajenler i¢in esigin bulunabilecegini 6ne
stirmistiir [101]. Bruce Ames, hayvansal sistemlerde karsinojenez testlerinde kullanilan
yiiksek dozdan, insan maruziyetinde normal olarak karsilasilan kimyasallarin daha diisiik
dozuna kadar dogrusal doza yanit ekstrapolasyonuna karst ¢ikmistir. Ciinkii sonugclar,
yapay olarak yiiksek dozun neden oldugu mitojenik yanittan dolay: yanlis olabilmektedir.

Ames testi, olast ilaglarin olas1 karsinojenleri belirlemek i¢in siklikla
kullanilmaktadir ve Pestisit Yasast (ABD) altinda gerekli olan sekiz testten biridir ve
Zehirli Maddeler Kontrol Yasast uyarinca gerekli olan alti testten biridir. Salmonella
typhimurium bir prokaryottur, bu nedenle insanlar i¢in miikemmel bir model degildir.
Sican karacigeri S9 fraksiyonu, memeli metabolik kosullarini taklit etmek i¢in kullanilir,
boylelikle hepatik sistemdeki bir ana molekiiliin olusturdugu metabolitlerin mutajenik
potansiyeli degerlendirilebilir. Bununla birlikte, test edilen kimyasallarin mutajenitesini
etkileyebilen insan ve sigan arasindaki metabolizmada farkliliklar vardir [102]. Bu nedenle
test, insan karacigeri S9 fraksiyonu kullanilarak gelistirilebilir; kullanimi daha once
kullanilabilirligi ile sinirlandirilmistir, ancak simdi ticari olarak mevcuttur ve bu nedenle
daha uygun olabilmektedir. Okaryotik hiicreler, 6rnegin maya igin uyarlanmis bir in vitro

model yapilmustir.
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Ames testinde tanimlanan mutajenlerin mutlaka kanserojen olmasi gerekmez ve
testte tespit edilen herhangi bir potansiyel kanserojen i¢in daha fazla test gereklidir. Nitrat
grubunu iceren ilaglar bazen gergekten giivenli olduklarinda Ames i¢in olumludurlar.
Nitrat bilesikleri, yanlis bir pozitif verebilen énemli bir sinyal molekiilii olan nitrik oksit
olusturabilir. Ancak, gidalardaki nitratlar, amin ve amidlerle reaksiyona girerek
karsinojenler iirettigi bilinen nitritlere bakteriyel etki ile azaltilabilir. Bir Ames testini
cliriitmek i¢in bu bilesiklerle uzun toksikoloji ve sonug¢ caligmalarina ihtiyag vardir. Sekil
3.4’de  Ames testinin  uygulama asamalar1 ve  mutajeniteyi gosteren koloniler

gosterilmistir [103].

Olast mutajen

Inkiibasyon Lo
@ — >" o /y

Histidin 1germeyen bes: ortam Gert mutasyonla gogalan bakter: kolomlert

Inkubasyon
Histidin sentezleme yetenegini = @ ?

kaybetmis mutant
’ Histidin igermeyen besi ortam Kontrol grubu

Salmonella bakter: suglart

Sekil 3.4. Ames testinin uygulama asamalar1 ve mutajeniteyi gosteren koloniler [103]

3.4.2. Kromozomal Anormallik (KA) Testi

DNA’da ortaya ¢ikan hasar sonucunda olusan KA’lardaki kromozom kiriklari,
DNA’da olusan zincir kiriklariin onarilamayisi nedeni ile replikasyon sonucunda olusan
yeni kromozomlar, DNA’daki kiriklarin hatali onarilmasi sonucu meydana gelmektedir.
Onarilamayan bu hasarlarin nedeni ile olusan KA’nin kanser riskini isaret etmektedir

[104-108].
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KA testi, mutajenlerin sebep oldugu ¢esitli KA’larin ortaya c¢ikarilmasinda
genellikle tercih edilmektedir. Test, in vivo ve in vitro olarak ayrilir ve memeli hiicre
kiiltiirlerindeki kromozom anormalligini belirlemede in vitro KA testi kullanilirken, in
vivo KA testi ise ¢ogunlukla kemik iligi hiicrelerindeki kromozomal
anormalligin belirlenmesinde  kullanilmaktadir. /n  vivo KA testi, DNA tamir
mekanizmalar1 gibi etkenlerin analiz edilmesine veya dokuya ve tiire gore degisebilen
metabolizmada, mutajenik hasarlarin belirlenmesine imkan saglamaktadir [88, 109-111].

In vivo KA ve in vitro memeli KA testini birbirinden ayiran diger bir yonii, in vivo
KA testinde vaskiilarizasyonu hizli ve yiiksek dolasim gergeklestiren hiicreleri kapsayan
kemik iligi kullanilirken, in vitro KA’da genelde periferal kan lenfosit hiicrelerin
inkiibasyonu tercih edilmektedir. /n vitro KA testinde olusturulan kiiltiirlerin alim 2 saat
oncesinde ¢ogunlukla, in vivo KA testinde ise hayvanlar alinmadan 2-4 saat 6ncesinde
kolsisin uygulamasi yapilarak yapilarak hiicreler metafaz sathasinda durdurulmaktadir.
Kemik iligi hiicrelerinden ya da kiiltiirlerden protokole uygun bir sekilde alinmis olan
metafaz hiicreleri ile kromozomlarda olusan ¢esitli yapisal ve sayisal anormallikler (Sekil
3.5) saptanabilmektedir [109-112].
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Sekil 3.5. Metafaz hiicrelerinden elde edilen kromozomal anormallikler [113]
a: Fragment, b: Kardes kromatit birlesmesi, c: Kromatit kiriklari, d: Kromozom kirigi,
e: Poliploidi, f: Endoreduplikasyon
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3.4.3. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

Kardes kromatit degisimi (KKD), iki 6zdes kardes kromatid arasindaki genetik
materyalin degisimidir. Once mitozda anafaz dncesi kardes kromatid kompleksine ait bir
kromatid iizerinde Giemsa boyama yontemi kullanilarak kesfedilmistir. Boyanma, birkag
parcanin boyali olmayan kardes kromatidine gectigini ortaya ¢ikarmistir. Giemsa
boyamasi, istenen kromatide eklenen bromodeoksiiiridin benzeri bazin varligi nedeniyle
belirlenebilmektedir [113]. Sekil 3.6’da kardes kromatit degisiminin BrdU ile saptanmasi
ve KKD igeren metafaz plaklar gosterilmistir [113].
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Sekil 3.6. Kardes kromatit degisiminin BrdU ile saptanmasi ve KKD igeren metafaz
plaklari [113]

KKD'nin nedeni bilinmemektedir, ancak bir¢ok {iriiniin mutajenik testi olarak
kullanilmakta ve kullanilmaktadir. Mitoz basina kromozom ¢ifti basina dort ila bes kardes
kromatid degisimi normal dagilimda iken, 14-100 degisim normal degildir ve organizmaya
bir tehlike olusturur. KKD, Bloom sendromu da dahil olmak {izere patolojilerde, hiicre
tipine bagli olarak, normalin 10-100 katindan fazla rekombinasyon oranlarina sahiptir.

KKD'ler de tiimoérlerin olusumu ile iliskili olabilmektedir [114].
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KKD, B51 (+) Behget hastaliginda daha sik gozlenmistir [114]. Tomurcuk mayasi
Saccharomyces cerevisiae'deki mitotik rekombinasyon, esas olarak vejetatif biiylime
sirasinda ortaya c¢ikan spontan veya indiiklenmis hasarlara yanit veren DNA onarim
islemlerinin bir sonucudur [115].

Maya hiicrelerinin homolog rekombinasyon ile hasari onarabilmesi i¢in, ayni
cekirdekte, onarilacak bolge ile sekans homolojisi igeren ikinci bir DNA molekiilii
bulunmalidir. Hiicre dongiisiiniin G; fazinda bir diploid hiicrede, bdyle bir molekiil
homolog kromozom formunda bulunmaktadir. Bununla birlikte, hiicre dongiisiiniin G,
fazinda (DNA replikasyonunu takiben), ikinci bir homolog DNA molekiilii de kardes
kromatiddir. Kanitlar, yakin ¢evredeki 06zel iliski nedeniyle, kardes kromatidlerin
rekombinasyon onarimi i¢in substrat olarak sadece uzak homolog kromatidler iizerinde
tercih edilmedigini, ancak homologlardan daha fazla DNA hasar1 tamir etme kapasitesine
sahip olduklarini gostermektedir [115].

Dogal popiilasyonlarda diploid organizmalarin genomlari, ekleme ve delesyonlar
icin oldukc¢a polimorfiktir. Bu polimorfik bolgeler i¢inde meydana gelen mayoz bodliinmesi
c¢ift sarmal kirilmalari, es-homolog degisimden ziyade, kardes kromatit degisimi ile
onartlmalidir. Maya tomurcuklanma mayozu sirasinda, molekiiler diizeyde bir
rekombinasyon calismasi, kardes olmayan homologda karsilik gelen dizilerin bulunmadigi
bolgelerde c¢ift sarmal kirilmalari tarafindan baglatilan rekombinasyon olaylarmin,
kardesler kromatidler arasi rekombinasyon ile verimli bir sekilde onarildigini gostermistir.
Bu rekombinasyon, homolog rekombinasyonla ayn1 zamanlamayla, ancak Holliday eklem
molekiillerinin indirgenmis (2 ila 3 kat) verimle gerceklesmektedir. Bu ¢alisma ve diger
organizmalardan elde edilen karsilastirilabilir kanitlar, kardesler arasi rekombinasyonun
mayoz sirasinda siklikla meydana geldigini ve esas olarak bir patika olmakla birlikte
kardes kromatidler arasinda tiim rekombinasyon olaylarinin {igte bir oraninda

gergeklestigini gostermektedir.
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3.4.4. Mikroniikleus (MN) Testi

Bir mikroniikleus testi, potansiyel genotoksik bilesikler i¢in toksikolojik taramada
kullanilan bir testtir. Mikroniikleus testi ilk olarak, Vicia faba'nin kok uglarinda
kromozomal hasar1 6l¢mek i¢in kullanilmistir. Basit Giemsa boyasi kullanilarak skorlamasi
yapilmistir. Bu test genotoksik karsinojenler i¢in en basarili ve giivenilir deneylerden biri
olarak kabul edilmektedir, yani genetik hasara neden olarak hareket eden ve kimyasallarin
test edilmesi i¢in karsinojenlerdir [116]. Bu testin iki ana siirtimii vardir, biri in vivo ve
digeri in vitro testlerdir.

In vivo testte cogunlukla fare kemik iligi veya fare periferik kanmi
kullanilmaktadir. Bir kemik iligi eritroblast bir polikromatik eritrosit haline geldiginde, ana
¢ekirdek yok edilir; Olusan herhangi bir mikrontikleus, aksi takdirde aniikleer sitoplazma
da geride kalabilmektedir. Mikroniikleuslarin gorsellestirilmesi, bu hiicrelerde ana
cekirdege sahip olmadiklar1 i¢in kolaydir. Tedavi edilen hayvanlarda mikroniikleer
polikromatik eritrositlerin  sikliginda artis, indiikklenen kromozom hasarinin bir
gostergesidir. Daha sonra, sitokinez-blok mikroniikleus (CBMN) yontemi gelistirilmis;
burada niikleer bolmeden sonra sitokinezi onlemek i¢in, mil diizeneginin bir inhibitorii
olan Cyt-B kullanilmistir. CBMN yontemi, farklt mutajenlerin neden oldugu kromozomal
kayip, kirilma ve iligkili apoptoz ve nekrozun degerlendirilmesi ic¢in kullanilmaktadir
[116].

Mikroniikleus, mitoz veya mayozun anafazi sirasinda olusan diizensiz (li¢lincii)
cekirdektir. Mikroniikleus, anafaz sirasinda zit kutuplara tasinmamis olan, kromozom veya
biitiin kromozomun bir kismima sahip sitoplazmik cisimlerdir. Olusumlari, bir
kromozomun bir kisminin veya bir kisminin eksik oldugu kardes hiicresine yol agmaktadir.
Bu kromozom fragmanlar1 veya biitiin kromozomlar normal olarak niikleer membranlar
gelistirir ve Uglincli bir g¢ekirdek olarak mikroniikleus olarak meydana gelmektedir.
Sitokinezden sonra bir adet hiicre bir niikleus ile biter ve digeri bir biiyiikk ve bir kiigiik
niikleus, yani mikroniikleus ile bitmektedir. Daha fazla genetik hasar meydana geldiginde
birden fazla mikroniikleus olusmasi ihtimali vardir. Mikroniikleus testi, ¢esitli
kimyasallarin genotoksisite degerlendirmesi i¢in bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Prosediir

ve degerlendirme agisindan kromozomal aberasyon testinden daha kolaydir.
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Sentromer bolgesine hedeflenen problarla floresan in situ hibridizasyon (FISH)
kullanarak bir biitiin kromozomun veya sadece bir parcanin kaybolmasi durumunda
belirlenebilir. Sekil 3.7’de klastojenlerin ve anojenlerin etkisiyle uyarilan hiicrelerdeki
MN’ler gosterilmistir [113].
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Sekil 3.7. Klastojenlerin ve anojenlerin etkisiyle uyarilan hiicrelerdeki MN’ler [113]

3.4.5. Allium Testi

Test sistemleri, kullanilan biyolojik sisteme ve tespit edilen genetik u¢ noktalarina
gore gruplara ayrilabilmektedir. Prokaryotlu biyo-tahliller, gen mutasyonunu ve primer
DNA hasarlarin1 indiikleyen ajanlarin saptanmasini saglamaktadir. Diger taraftan,
Okaryotlarda yapilan analizler sonucu, gen mutasyonlari ve kromozom hasarlarina,
anoploidilere kadar degisen, biiylik bir hasar derecesinin tespitini miimkiin kilmaktadir
[117]. Yiiksek bitkiler, g¢evresel kirleticileri degerlendirmek icin iyi genetik modeller
yapan ve gozlemleme calismalarinda siklikla kullanilan 6zellikleri sunmaktadir.
Bununla birlikte, bu 0zellik sadece farkli ortamlardaki mutajenleri saptama
duyarhiligindan degil, ayn1 zamanda farkli organ ve dokulardaki hiicrelerde nokta
mutasyonlarindan KA’ya kadar degisen birgok genetik son noktayr degerlendirme

olasiligindan da kaynaklanmaktadir [118].
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Halen, ¢evresel kirlenmeyi degerlendirmek igin kullanilan yiliksek bitki tiirleri
arasinda A. cepa, Zea mays, Vicia faba, Nicotiana tabacum, Tradescantia, Hordeum
vulgare ve Crepis capillaris kullanilmaktadir [118]. Kullanilan bu bitkiler arasinda A. cepa
(2n=16), biiyiik kromozomlar ve diisiikk bir sayidaki iyi kromozom kosullarinin varligi
nedeniyle mitotik dongiideki kromozom hasarlarini ve bozulmalarini degerlendirmek i¢in
siklikla kullanilmaktadir. Bu test sistemi cevresel kimyasallarin tespitinde yiiksek
hassasiyet gostermistir.

A. cepa'nin bir test sistemi olarak kullanilmasi, kolsisin kullanimina bagli olarak
mitotik indeksteki hatalar1 gosteren Levan [119] tarafindan gergeklestirilmistir. Daha
sonra, farkli organik tuz ¢dzeltilerinin A. cepa'nin meristematik kok hiicrelerinde cesitli
KA tiplerini indiikledigini gostermistir [120]. O zamandan beri, A. cepa testinde, ¢evresel
numunelerin ve saf maddelerin ¢ogunu tanimlayan karmasik karisimlar olarak
kimyasallarin daha kapsamli bir degerlendirmesini saglamak igin kullanilan test
sistemlerinde ¢esitli degisiklikler yapilmistir [121-123]. A. cepa testinin ilk uyarlamalari
Fiskesjo tarafindan yapilmistir ve ¢evresel izleme igin bir test organizmasina
dontigtirilmiistiir. Bu amagla, hem suda ¢oziinir hem de ¢6ziinmeyen bilesiklerin
degerlendirilmesinde ve karmasik karisimlarin etkilerini degerlendirmede degisiklikler
Onerilmistir. Rank ve Nielsen [124] testte yeni degisiklikler onererek karmasik karisimlari
analiz etmeyi daha da verimli hale getirmistir. Bununla birlikte, yazarlar tarafindan
Onerilen tiim modifikasyonlar, genotoksik ajanlar1 potansiyel olarak tanimlayan KA'nin
degerlendirilmesiyle ilgilidir.

A. cepa testi bircok arastirmaci tarafindan diisiik maliyetli ve kolay kullanim testi
olarak kabul edilmistir, bu da ¢evresel izlemede kullanilan diger kisa siireli testlere gore
bazi avantajlar sunmaktadir [124-127]. Bu avantajlar; kisa siirede ve kolay olmasi, yiiksek
hassasiyete sahip ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi, makroskopik (biiylime, ECsp) ve
mikroskobik (c-mitoz, yapiskanlik, kromozom kiriklari) etkiler arasinda iyi bir korelasyon
gostermesi ve organik Kirleticilerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesinde
yaygin bir sekilde kullanilan bitki test sistemidir. Rank ve Nielsen [125, 126] 'e gore, A.
cepa testinin avantajlarindan biri, test organizmasini test numunesinin daha once islem
gormeden dogrudan karisimlara maruz birakma olasihigidir. A. cepa testinde incelenen

parametreler asagida verilmistir.
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A. Mitotik indeks

Hiicre dongiisiinde, boliinme safhasinda bulunan toplam hiicrelerin sayis1 ile
karakterize edilen Mi, cesitli ajanlarin sitotoksisitesini degerlendirmek icin bir parametre
olarak kullamlmustir. Bir ajanin sitotoksisite seviyeleri Mi'deki artis veya azalis ile
belirlenebilmektedir. Fernandes’e [128] gore, negatif kontrol grubundan 6nemli 6lgiide
daha diisiik Mi'ler, maruz kalan organizmalarin biiyiimesi ve gelismesindeki kimyasal
etkisinden kaynaklanan degisiklikleri gosterebilir. Diger taraftan, negatif kontrolden daha
yiiksek Ml'lar, hiicrelere zarar verebilecek bir hiicre ¢ogalmasi, hatta diizensiz hiicre
cogalmasina ve hatta tiimor dokularmin olusumuna yol acabilecek bir artigin sonucudur
denilmistir. Bununla birlikte, Mi'deki azalma ve artis, ozellikle toksik ve sitotoksik
potansiyel sunan kirletici maddelerin degerlendirilmesi i¢in ¢evre kirliliginin izlenmesinde
onemli gostergeleridir. Smaka-Kincl ve arkadaslari [129], A. cepa meristematik
hiicrelerinin Mi'sindeki azalmanin, ortamdaki sitotoksik ajanlarin varligin1 belirlemek icin
giivenilir bir yontem olarak kabul edilebilecegini ve dolayisiyla kirlilik seviyelerini tahmin

etmek i¢in hassas bir test olarak kabul edilebilecegini gostermistir. [128, 130-135].

B. Kromozom Anormalileri

KA, hem kendiliginden hem de fiziksel veya kimyasal maddelere maruz kalmanin
bir sonucu olarak ortaya c¢ikabilecek kromozomal yapidaki ve/veya toplam kromozom
sayisindaki degisiklikler ile karakterize edilmektedir. Yapisal kromozomal degisiklikler,
DNA kirilmalari, DNA sentezinin inhibisyonu ve hasara ugramis DNA'nin replikasyonu
gibi birgok faktor tarafindan indiiklenebilmektedir. Sayisal KA’lar, or. anoploidi ve
poliploidi, kendiliginden veya andjenik ajanlarin etkisiyle ortaya ¢ikabilen anormal
kromozomlarin ayrilmasinin  sonuglaridir [136]. A. cepa testi ile kromozom
anormalliklerini degerlendirmek igin, hiicre bdoliinmesinin farkli fazlarinda (profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz) cesitli KA tipleri goz 6nline alinmaktadir. Bununla birlikte, bu
analizin yapilmasi basit degildir, ¢iinkii hiicre boliinmesi agamalar1 ve olast anormallikleri

hakkinda dogru bir bilgi gerekmektedir.
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Bu sorun nedeniyle Rank ve Nielsen [125], sitoloji alaninda c¢alismayan bilim
adamlar i¢in KA analizini kolaylastirmak amaciyla A. cepa testini uyarlamistir. Bu
nedenle, bu arastirmacilar anormalliklerin sadece anafaz ve telofazdaki analizini
onermislerdir [136].

2003 yilinda, anafazlar ve telofazlardaki KA analizine dayanarak Allium testini
tanimlayan bagka bir c¢alisma yayinlamigtir. Bununla birlikte, baslangigta Fiskesjo
tarafindan Onerilen hiicre dongiisiiniin tiim asamalarinda farkli KA tiplerinin analizi, test
edilen ajanlarin eylemlerinin daha iyi arastirilmasini tesvik ettigi i¢in daha kapsamli ve
dogru bir degerlendirme yapilmasini saglamaktadir. Klastojenik ve/veya anojenik test
organizmasinin DNA's1 iizerindeki etkileri ve hatta muhtemel gelisimleri arastirilmistir
[128, 130-132].

Basit bir sekilde, kromozom kopriileri ve kopmalar1 gibi KA, bir klastojenik etki
gostergesidir; oysa kromozom kayiplari, gecikmeler, yapisma, ¢ok kutupluluk ve C-

metafazlar, angjenik etkilerden kaynaklanmaktadir.

C. Niikleer Anormaliler

Bazi aragtirmacilar son zamanlarda A. cepa meristematik hiicrelerinde KA analizine
bagka bir veri daha eklemislerdir. Bu veri niikleer anormallikleri (NA) belirtmektedir. NA,
test edilen maddenin etkisinin bir sonucu olarak, c¢ekirdeklerdeki morfolojik degisiklikler
ile karakterize edilmektedir. Genel olarak, bu degisiklikler A. cepa testinde lobiiler
cekirdekler, niikleer tomurcuklar1 tasiyan g¢ekirdekler, poliniikleer hiicreler, mini hiicreler
ve digerleri gibi gézlenmektedir [128, 130, 135]. KA ile birlikte NA degerlendirmesinin,
maruz kalan organizmalarin DNA {izerindeki etkileri ile ilgili olarak test ajan1 eylemlerinin
arastirtlmasini daha dogru yapmak i¢in hassas bir analiz oldugu gosterilmistir. Leme ve
arkadaglarina gore [130], lobiiler ¢ekirdeklerin ve poliniikleer hiicrelerin varligi, bir hiicre
Oliim stirecini gosterebilir, ¢linkii bu anormallikler, A. cepa koklerinin F; hiicrelerinde

gozlenmemektedir.
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3.4.6. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi (Komet Testi)

Ik kez 1978 yilinda DNA iizerinde tek zincir kiriklar1 Rydberg ve Johanson
tarafindan belirlenmistir [137]. Lam tizerine yerlestirilen hiicrelerin agaroz jel ile birlikte
gomiiliip sabitlenmesinden sonra DNA’nin sarmal yapisinin agilmasini saglamak igin
alkali ortamda bekletilip hiicre zarmin parcalanmasi ve proteinlerden uzaklagmasi
saglanmigtir. Daha sonra nétralizasyon igleminden gegen hiicreler DNA akridin turuncusu
yardimiyla boyanmistir. Tek zincir DNA kirikliklarinda kirmizi floresans, ¢ift zincir
DNA kirikliklarinda ise yesil floresansin durumuna gore DNA {izerindeki hasar oranini
tespit etmislerdir. Sonrasinda ise Ostling ve Johanson [138] tarafindan DNA iizerinde
olusan kirikliklarin hassas bir sekilde tespit edilmesi igin 1984 yilinda mikro jel
elektroforez yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde, hiicreler mikroskop lamlarinin
izerindekia garoz  jele gomiilir, yogun lizis ¢ozeltisinde bekletilerek hiicrelerin
membranlarinin pargalanmasi saglanir sonrasinda nétr pH ortaminda kisa bir elektroforez
uygulanir ve© DNA’lara noda dogru yiritiiliir. Anoda dogru yiiriitilen DNA’lara
bakildiginda ise fazla sayida zincir kirigir olanlarin az sayida zincir kirig1 bulunan
DNA’lara gore daha hizli gog ettigini tespit etmislerdir. Son olarak DNA hasar oranini
belirlemek i¢in ise anoda dogru gé¢ eden DNA’lar1 Etidyum Bromiir ile boyayarak hasar
oranini floresans yogunluguna gore belirlemislerdir [138].

DNA {izerinde meydana gelen ¢ift sarmal kiriklar1 nétr ortamda tespit edilip, tek
sarmal kiriklar1 tespit edilemedigi igin, Singh ve arkadaslar1 [139] tarafindan 1988’de
elektroforez, kuvvetli alkali ortamda (pH>13) uygulanmistir. Giiniimiizde birgok
calismada sik¢a kullanilan “Komet testi” Singh ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis
yalnizca alkali sartlarda meydana gelen DNA tek zincir kiriklarinin tanimlanmasina
olanak saglamistir. Son yillarda FISH teknigi ile belirli DNA dizilerine spesifik olan
isaretli problar kullanilarak Komet testi ile birlestirilerek dizideki veya gendeki spesifik
hasar belirlenebilmektedir.

Komet  yoOnteminin en  6nemli  avantaji gesitli  hiicre  tipleri lizerinde
caligilabilmesidir. Yontemin DNA hasari tespitinde tercih edilmesi basit, hizli, duyarl

olmasi, radyoaktif isaretleme gerektirmemesinden kaynaklanmaktadir [140].
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Komet yonteminin dezavatajlarindan bazilari ise tek hiicre verisi, kiigiik hiicreli
numune, uygulama esnasinda dikkat ve el becerisi gerektirmesi ve sonuglarin
yorumlanmasidir.

Sekil 3.8. Alkali Komet tekniginde basamaklar1 sematik olarak gosterilmistir [141].
Komet yontemi uygulanirken oncelikle, canli dokulardan izole edilmis olan niikleus
icerisindeki DNA ince bira garoz jelin igine gomiilir. DNA’nin siiperkoil yapisinin
acilmasi ve kiriklarin ortaya ¢ikmasi igin alkali ortamda lizis ¢ozeltisine konulur ve
sonrasinda elektroforetik mekanizma igerisinde yiiriitme islemi yapilir. Fiziksel veya
kimyasal mutajenlerle  hasar gérmiis DNA’lar onarim mekanizmalar1 tarafindan
onarilmayip, tek veya ¢ift zincirlerinde kiriklar olusarak molekiil agirligi ve elektrik
yiiklerine bagli olarak elektriksel alanda farkli hizlarda go¢ ederler. Sonrasinda hasar
gormiis DNA, DNA’ya 6zgii olan EtBr gibi boyalarla boyanip floresan mikroskop

altinda incelenir.

[

LMA Agaroz

Elektroforez

Nitralizasyon

Sekil 3.8. Alkali Komet tekniginde basamaklarin sematik gosterimi [141]
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Sekil 3.9’da farkli derecelerdeki DNA hasarinin mikroskop altindaki goriintiisii

gosterilmistir [142].

Sekil 3.9. Farkli derecelerdeki DNA hasarii mikroskop altindaki goriintiisii
[142]

Komet testi, hasar tespit etmek igin ¢ok yonlii bir tekniktir ve protokole yonelik
ayarlamalar, DNA degisikligine ugrayan lezyonlarin (hasarlarin) ¢ok cesitli varligim
6lgmek icin kullanilabilmektedir. Genellikle tespit edilen hasar tek iplik kirllmalar1 ve ¢ift
iplik kirilmalaridir. Tek iplik¢ik kirilmalarint tespit etmek icin bazik kosullarin ve
DNA'nin tamamen denatiirasyonunun gerekli oldugu belirtilmektedir [143, 144]. Ancak bu
dogru degildir, ndtr kosullarda hem tek hem de cift iplik kopmalar1 da tespit edilmektedir
[145, 146]. Bununla birlikte, alkali kosullarda, DNA hasari olarak ilave DNA bozukluklari
tespit edilir; AP bolgeleri (bir pirimidin veya piirin niikleotidinden yoksun olan abazik
bolgeler) ve eksizyon onariminin yapildig: yerlerdir.

Komet testi, son derece hassas bir DNA hasar tahlilidir. Bu duyarlilik, sonuglarin
tekrarlanabilirligini etkileyebilecek fiziksel degisikliklere karsi hassas oldugu icin dikkatle
ele almmalidir. Esas olarak, arastirilan faktor(ler) disinda DNA hasarina veya

denatiirasyona neden olabilecek her seyden kaginilmalidir.
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Genotoksisite, DNA olusan zincir kiriklar: nedeni ile olustugundan Komet testi ile
belirlenebilmektedir [147, 148]. In vivo ve in vitro genotoksikoloji alaninda Komet testi
onemli bir uygulamayla herhangi bir organ dokusundan ya da farkli bir hiicre tipinden
alman her bir hiicre bu test ile belirlenebilmektedir. Mutajenitesi ya da genotoksisitesi
belirlenmis farkli tipteki hiicrelerin spesifik aktivasyonlar1 veya genotoksik etkisi
belirlenmemis olan ¢esitli kimyasallarin toksik ve doz toksisite ekileri Komet testi ile
belirlenebilmektedir. Genotoksisite arastirmalarinda Komet testi, arastirmalarda kullanilan
diger test gesitleri ile karsilastirildiginda, her bir insan ya da hayvan dokusunda az bir
hiicre miktarina ihtiya¢ duymasi yoniinden DNA’da olusan kiriklart gosterebilmek igin
kullanilan yaygin bir yontemdir. Biitiin test bir giin i¢erisinde belli olur ve goriintiilenmeye
imkan vermektedir [148].

Mikroskop altinda incelenen DNA’lar (soldan saga) O (hasarsiz), 1 (hafif hasar), 2
(orta hasar), 3 (ciddi hasar), 4 (tam hasar) olarak bes grup altinda degerlendirilmektedir
(Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Komet testi ile farkl1 diizeylerde hasarli DNA goriintiileri 0: Hasarsiz, 1:
Hafif hasar, 2: Orta hasar, 3: Ciddi hasar, 4: Tam hasar [142]
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4. MATERYAL ve METOT

4.1. Materyal

4.1.1. Calismada Kullanilan Organizma

A. cepa

A. cepa (2n=16, Sekil 4.1); elde edilmesinin kolay ve ucuz olmasi, ¢ok iyi
cimlenmesi, kromozomlarimin biiytlikliigli, kromozom sayisinin azlig1 ve sene siiresince
¢ok fazla kok ucu olusmasi ve bu kok uglari test maddeleri ile direkt etkilesim halinde
bulunmasi nedeni ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Kromozomlar: kolay
gozlemlenebilmektedir. Kromozom analizleri oldukga basittir [149].
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Sekil 4.1. A. cepa L. nin karyotipi [130]
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4.1.2. Calismada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Sira

No Kimyasal Adi CAS No Alindig1 Yer

1 2-Kloropiridin 109-09-1 Sigma Aldrich

2 Etidyum Bromiir (EtBr) 1239-45-8 Sigma Aldrich

3 Magnezyum Klorid Hekzahidrat 7791-18-6 Sigma Aldrich
(MgCl,.6H,0)

4 Triton X-100 9002-93-1 Sigma Aldrich

5 Potasyum Fosfat Monobazik (H2KPOy,) 7778-77-0 Sigma Aldrich

6 Sodyum Fosfat Dibazik-Heptahidrat 7782-85-6 Sigma Aldrich
(Na;HPO,.7H,0)

7 Potasyum Kilortir (KCI) 7447-40-7 Sigma Aldrich

8 Sodyum Kloriir (NaCl) 7647-14-5 Sigma Aldrich

9 Sodyum Hidroksit (NaOH) 1310-73-2 Sigma Aldrich

10  Trizma Hidroklorid (C4H11NO3.HCI) 1185-53-1 Sigma Aldrich

11  Trizma Baz (NH,C(CH,0H)3) 77-86-1 Sigma Aldrich

12 Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) 6381-92-6 Sigma Aldrich

13 Disiik erime noktasina sahip agaroz jel 39346-81-1 Sigma Aldrich
(LMPA)

14  Normal erime noktasina sahip agaroz 9012-36-6 Sigma Aldrich
jel (NMPA)

15  Absoliit Alkol (Etanol) 64-17-5 Carlo Erba

16 Basik Fuksin 569-61-9 Sigma Aldrich

17  Hidroklorikasit (HCI) 7647-01-0 Fluka

18  Potasyum Metabisiilfit (K2S,0s) 16731-55-8 Sigma Aldrich

19 Metilmetansiilfonat (MMS) 66-27-3 Sigma Aldrich

20  Glasiyal Asetik Asit 64-19-7 Sigma Aldrich
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4.1.3. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan cihazlar ve techizatlar

Sira

No Cihaz Adx Marka/Model
1 Mikrosantrfiij Tiipleri - P.P- 1,5 mL IsoLab
2 Lam-Lamel IsoLab
3 Pipetler (0,5-2 uL, 0,5-100 uL, 50-200 Eppendorf
uL, 200-1000 pL, 1-5 mL)
4 Otoklav Niive / NC-90L
5 Hotplate Thermolyne
6 pH Metre WTW™ Profiline™ pH 3210
7 Buz Makinesi Flake / IMS-50
8 Manyetik Karigtirici Daihan / MSH-20
9 Vorteks Daihan / VM-10
10 Elektroforez ve Giig kaynagi Clever / Clever / CS 300V
11 Sogutmal1 Santrifiij Awel / MF 20-R
12 Su Banyosu Niive / NB 20
13 Saf Su Cihazi Millipore / Direct Q-3 UV
14 Buzdolab1 Vestel
15 Hassas Terazi Precisa/LS 220 A SCS
16 Trinokiiler Arastirma Mikroskobu BAB/TAM-F
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4.1.4. Cahsmada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislar

PBS Cozeltisi (10X)

Kimyasallar 100 mL
Sodyum Klorid (NaCl) 80
Potasyum Klorid (KCI) 0,29
Potasyum Fosfat Monobazik (H,KPO,P) 02g
Disodyum Hidrojen Fosfat (HNa,O4P ) 1,159
Trizma Hidraklorid (C4H::NO3.HCI, MW= 157,6) 329

Maddeler 80 mL distile suda ¢oziildiikkten sonra pH 7,4’¢ ayarlanarak son hacmi 100
mL’ye tamamlanmistir. Calismada 1X PBS kullanilmigtir. Her calismadan 6nce 1X’lik
¢ozelti taze olarak hazirlanmistir.

1X PBS=1 mL stok PBS (10X) + 9 mL dH,0O

Niikleus izolasyon Tamponu

Kimyasallar 50 mL
Tris (pH 7,5-0,2 M) 10 mL
Distile Su 40 mL
Magnezyum Klorid Hekzahidrat (MgCl,.6 H,0) 0,0425 g
Triton X-100 (% 0,5) 250 uL

Maddeler ¢6ziindiikten sonra son hacim istenilen miktarda distile su ile tamamlanarak pH

7,5’e ayarlanmistir.
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Tris (0,2 M) Cozeltisi

Kimyasallar 50 mL
Distile Su 40 mL
Trizma Baz (NH,C(CH,OH)3;, MW= 121,14) 1211¢g

Trizma baz 40 mL’de suda ¢oziindiikten sonra pH 7,5’e ayarlanarak son hacim 50 mL’ye

tamamlanmaistir.

Diisiik Erime Noktali Agaroz (LMPA) Cozeltisi (%01,5’luk)

0,03 g LMPA tartilip iizerine 2 mL 1X’lik PBS eklenip isitilarak %1,5°’lik LMPA

¢oOzeltisi hazirlanmustir.

Normal Erime Noktali Agaroz (NMPA) Cozeltisi (%01°lik)

0,02 g NMPA tartilip lizerine 2 mL 1X’lik PBS eklenip ve sitilarak %1°lik NMPA

¢ozeltisi hazirlanip ve 1sitici tabla iizerinde 1sitilan lamlarin iizerine yayilmaistir.

Notralizasyon Tamponu

Kimyasallar 1000 mL
Distile Su 800 mL
Trizma baz (NH,C(CH,0H);, MW=121,14) 48,5 ¢

Trizma baz 800 mL’de suda ¢6ziindiikten sonra pH 7,5’¢ ayarlanip ve son hacim 1000

mL’ye tamamlanmstir.
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Elektroforez Tamponu

Kimyasallar 1000 mL
Soguk Distile Su 800 mL
Sodyum Hidroksid (NaOH) 12 g
Etilendiamintetraasetik asit 0.36¢

Istenilen hacime tamamlanarak pH>13 olacak sekilde ayarlanmistir.

Etidyum Bromiir (EtBr) Cozeltisi (Stok)

Kimyasallar 50 mL
Etidyum Bromiir 10 mg
Distile Su 50 mL

Stok ¢ozelti oda sicakliginda saklanmis ve galisma sirasinda kullanmak igin stok EtBr
¢ozeltisinden 1 mL alinip 9 mL dH,O ile tamamlanarak calisma i¢in kullanilacak EtBr

¢oOzeltisi hazirlanmistir.

1N HCI Cézeltisi (%37°1ik)

Kimyasallar 25 mL
Hidroklorik asit (HCI, %37°1ik) 2,1 mL
Distile Su 22,9 mL

Distile su iizerine istenilen miktar HCI eklenerek hazirlanmistir.
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Glasiyal Asetik Asit (%45°1ik)

Kimyasallar 100 mL
Glasiyal Asetik Asit (%45°1ik) 45 mL
Distile Su 55 mL

Distile su tizerine istenilen miktar glasiyal asetik asit eklenerek hazirlanmistir.

Pozitif Kontrol Cozeltisi (MMS)

Kimyasallar 10 ppm
Metilmetan siilfanat (MMS) 0,001 g
Distile Su 1000 mL

Distile su lizerine istenilen miktar MMS eklenerek hazirlanmustir.

Carnoy Fiksatifi

Kimyasallar 100 mL
Absoliit Alkol 75 mL
Glasiyal Asetik Asit 25 mL

Istenilen miktarda absoliit alkol iizerine glasiyal asetik asit eklenerek hazirlanmistir.

Etil Alkol (%70°1iK)

Kimyasallar 100 mL
Etil Alkol (%96) 72,9 mL
Distile Su 27,1 mL

Istenilen miktarda etil alkol iizerine distile su eklenerek hazirlanmustir.

67



Feulgen Boyasinin Hazirlanmasi

Feulgen boyasi, c¢alismalarda (6rn; kromozom sayimi igin kok ugarinda ya da
yaprak ve tomurcuklardaki bitki dokularinda) ¢ogunlukla kullanilan  bir boyadir.
Calismamizda, preparatlarin hazirlanmasi sirasinda feulgen boyasi tercih edilmistir.

Feulgen boyasi, protokole [150] uygun bir sekilde asagidaki gibi hazirlanmustir.
Hazirlamisi: 1 g kristal halinde fuksin bazik (parafuksin) alinmistir. Yaklasik 10 cm
capinda saat cami veya kiiciik bir havanda ezilmistir. 500 cm?®’liikk bir erlenmayerin dip
kismina toz halindeki bazik fuksin, kabin g¢evresine bulastirmadan konulmustur. Farkli
bir erlenmayerde ise 200 cm?’lik damitik su kaynatilip; kaynamis damitik su toz
halindeki fuksin bazik {izerine yavasca dokiilmistiir. Bir yandan cam g¢ubuk ile boya
devamli olarak karistirilmistir. Boyanin sicakligit 50 °C oluncaya kadar karigtirmaya
devam edilmistir. Boya itizerine 20 cm® 1IN HCI ilave edilmistir. Olusan karigim filtre
kagidi yardimiyla siiziilmiistiir.  Siiziilen boya icerisine 2 ¢ potasyum metabisiilfit
(K2S,05) ilave edilip agz1 kapakli bir siseye alinmistir. Isik almayan bir ortamda en az
bir gece olmak iizere 24 saat kadar dolapta bekletilmistir. Visnegiiriigii renginden
acik cay rengine donen boya daha sonraki kullanimlar i¢in 4 °C’de muhafaza edilmistir
[150].
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4.2. Metot
4.2.1. Allium Testi
4.2.1.1. Biiyiimeyi Engelleme Testi

Allium test bir maddenin mitotik indeks ve kromozom yapisi iizerine etkisini
belirlemek i¢in  yapilmaktadir. 2-KP’nin  sitogenetik etkilerinin incelenmesinde
kullanilacak dozlar1 belirlemek amaciyla biiyiimeyi engelleme testi yapilmistir. Bunun
icin once ECsp degeri belirlenmistir. ECso degerini belirlemek i¢in ayni biiytikliikteki
soganlar (1-2 cm capinda) alinip dis kabuklar1 ¢ikarilmis ve kok primordialarina zarar
vermeyecek sekilde ¢imlenmis olan koklerinden temizlenmistir. 2-KP’nin 5, 10, 25, 50,
100, 200 ve 400 ppm’lik Konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Negatif kontrol grubu olarakta
distile su kullamlmistir. Her bir konsantrasyon ve kontrol grubunda 5’er adet
sogan kullanilmigtir.  Oda sicakliginda (=21 °C+4 °C)  dort  giin ¢imlendirilen
soganlardan her bir konsantrasyon ve kontrol grubu igin ayni sogan yumrusundan en iyi
filizlenmis 10’ar adet kok alinarak ortalama kok uzunluklari bulunmustur. Cozeltiler her
giin yenilenmistir.  ECsp degerini belirlemek ig¢in kok uglarinin biiytimesini negatif
kontrol grubuna gore %50 azaltan doz esas alinmistir. Uygulama
dozlarinin belirlenmesinde ":xECsy (25 ppm), ECso (50 ppm) ve 2xECsy (100 ppm)
degerleri  kullanilmistir.  Allium  cepa’nin  hiicre dongiisii 24 saat oldugu igin
uygulama siiresi 24, 48, 72 ve 96 saat olarak belirlenmistir. A. cepa kok uglarma 2-
KP’nin yukarida verilen konsantrasyonlarini belirlenen siirelerde uygulamak igin, her bir
konsantrasyon igin 6’sar sogan iki giin siire boyunca saf suda ¢imlenmeye birakilmistir.
En iyi koklenen 5 tane sogan her bir konsantrasyon icin kullanilmistir ve her
giin verilecek konsantrasyonlar degistirilmistir. Biitiin kok uglari ayni giin sabah saat
8%da alimmustir.  Biitin uygulamalardan  sonra alman  kdk  uclari ayr1  ayri
tiiplere alinarak absoliit alkol: glasial asetik asit (3:1) fiksatifi igerisinde buzdolabinda bir
gece bekletilerek tespit edilmistir. Daha sonra kok uglar1 %70’lik alkol igerisine alinarak
4 °C’de buzdolabinda depolanmustir. Kok uglar;, MI ve mitoz boliinme sirasinda

olusan anormallikleri belirlemek amaciyla kullanilmastir.
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4.2.1.2. Feulgen Teknigi ile Preparatlarin Hazirlanmasi

Kok uglart bulunduklart %70’lik alkolden ¢ikartilip bir tlip icerisine alinarak
tizerine 1-2 mL 1IN HCIl c¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra 60 °C’deki su
banyosunda 8-10 dakika bekletildikten sonra iki defa 5’er dakika distile suda bekletilerek
HCI'nin etkisi seyreltilmistir. Kok uglar1  Feulgen boyasi igerisine alinarak oda
sicakliginda karanlik ortamda 20-30 dakika boyanmaya birakilmistir. Kok uglarinin
koyu boyanan kisimlari 1-2 mm uzunlugunda kesilerek bir lamin iizerine 1 damla
%45’lik glasiyel asetik asit konularak jiletle parcalanmistir. Daha sonra istleri
lamelle kapatilarak ~ ezme preparatlari  hazirlanmustir. Preparatlar1 yart  daimi
hale getirmek icin lamellerin etrafi tirnak cilasi ile kapatilmigtir. Kok ucu meristem
hiicrelerine ait mitotik indeksin belirlenmesinde, her uygulama i¢in hazirlanan 5
preparatin her birinde 1000’in {izerinde hiicre olmak {izere toplam yaklasik 5000-
6000 hiicre iginde mitoza giren hiicreler sayilmistir ~ (MI=Mitoza girmis hiicre
sayist/Toplam hiicre sayis1 x100) [151].

Mitotik indeks hesaplamalarindan sonra, preparatlarin incelenmesine yeniden
baglanmis ve bu sefer kromozom aberasyonlar1 her preparatta 100 anafaz veya telofaz
hiicresi olmak iizere her uygulamada toplam 500 anafaz veya telofaz hiicresi
incelenerek belirlenmistir. Mitotik anormallikler saptanarak en sik goriilen

anormalliklerin fotograflari x40 objektifte ¢cekilmistir [11].

4.2.2. Komet Testi

Bu metot, izole edilen DNA iceren tek hiicrelerin DNA’larinin lam iizerinde
hazirlanan agar jel icerisinde elektroforetik ortamda yiiriitiilmesi ve hasar seviyesine gore
goc eden farkli yiik ve molekiil agirliklarina sahip DNA parcalarinin DNA spesifik
floresan boya ile boyandiktan sonra, floresan mikroskop altinda degerlendirilmesi

esasina dayanmaktadir.

1) Gerekli sayida sogan 48 saat siire ile distile suda koklendirilmistir.
2) 48. saatin sonunda soganlar Onceden hazirlanan konsantrasyonlara alinmis kok
uzamalar1 belli siirelerle devam ettirilmistir (24, 48, 72 ve 96 saat).

3) Enge¢ 1saat onceden cam petri kablari, jiletler ve filtre buzlukta bekletilmistir.
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4) Gerekli sayida lam, 1sitic1 tabla iizerinde (50-60 °C) 1sitilmistir.

5) %1°lik NMPA hazirlanarak isitilan lamlarin iizerlerine 90-100 pL. yayilarak oda
1s1sinda dehidre edilmistir. Siiresi dolan soganlardan her konsantrasyon igin her bir
sogandan yediser kok kesilmistir.

6) Cam petri kapinin i¢ine alinan kokler {izerine soguk niikleus izolasyon tamponundan
(pH 7,5) 600 uL ilave edilecek ve bir jilet yardimiyla mekanik olarak dogranmustir.

7) Niikleus igeren  tampon pipet  yardimiyla filtreden  gegcirilerek ependorf tiipe
alinmustir.

8) Buislem sirasiyla tiim konsantrasyonlar i¢in uygulanmustir.

9) igerisinde 6rneklerin bulundugu ependorflar 1200 rpm’de 7 dakika +4 °C’de santrifiij
edilmistir.

10) Pelet kismi DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilmisken, siipernatant kismi miktar
tayininde kullanilmustir.

11) Bu sirada %1,5’lik LMPA hazirlanmig ve 55 °C’de tutulmustur.

12)50 uL o6rnek, 50 pL LMPA ile karistirthp onceden hazirlanan lamlarin tizerlerine
yayilmistir.

13) Uzerleri lamelle kapatilarak buz kasetlerinin iizerinde 3-5 dakika bekletilmistir.

14) 3-5 dakikanin sonunda jeller donmus olacak ve lameller yavasga ¢ekilerek alinmustir.

15) Ornekler elektroforez tankina alinacak, elektroforez tampon ¢ozeltisi (pH>13) iginde
cihaz calistirnlmadan +4 °C’de 25 dakika bekletilmistir. Ardindan 25 V, 20 dakika,
300 mA’de yiiriitilmiistiir.

16) Islem sonunda preparatlar +4 °C’de 5 dakika distile su icerisinde bekletilmistir. Daha
sonra notralizasyon tamponuyla +4 °C’de 5 dakika aralar ile 3’er kez nétralize
edilmistir.

17) Her preparat i¢in 70 pL etidyum bromiir ile boyama yapilmis ve +4 °C’de 5 dakika
bekletildikten sonra boyanin fazlasi soguk distile su ile akitilmistir.

18) Lamelle {iizerleri kapatilarak mikroskop asamasina gegilmistir. Her lamda 50 hiicre
floresan mikroskobunda degerlendirilmistir. DNA hasar derecesi gorsel skorlama (O-

4) ile belirlenmistir.
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50 Komet (50 komet/slayt), bir floresan mikroskobu kullanilarak bes siniftan
birine (0-hasarsiz, 1-hafif hasar, 2-orta hasar, 3-ciddi hasar, 4-tam hasar) ait olarak
gorsel olarak puanlanmistir [152]. Boylece, Komet i¢in toplam skor O (tim hasarsiz) ve

200 (tiim hasarl1) arasinda olabilir.

DNA hasarinin derecesi ifade etmek igin asagidaki denklem kullanilmistir:

Avrbitrary unit =Y}, Ni * i

Ni = I derecesindeki hiicrelerin sayisi; i = hasar derecesi (0, 1, 2, 3, 4)

4.2.3. A. cepa Kok Meristem Hiicrelerinde 2-KP Tayini (LC-MS/MS)

Kiitle spektrometresi, analiz edilen 6rnegin iyonlastirilmasi, ve buharlastiriimasi
ile olusan, iyonlarin kiitle/yiik (m/z veya m/e) degerlerine gore ayrilarak saglayan bir
cihazdir.

Kiitle spektrometrisi, ugucu bilesenler igermeyen test maddelerinin analizi igin sivi
kromatografi ile birlestirilmistir. Madde karisimi ya da madde uygun solvanlarda
¢ozildiikten sonra  cihaza yerlestirilir. ~ Numunedeki her  bir  maddenin yiiksek
basingli sivi kromatografi kisminda ayrilarak kiitle spektrometresi boliimiine gelir ve her
bir maddenin ayri1 ayri kiitle spektrumu elde edilerek analiz gergeklestirilir. Pek c¢ok
modern  kiitle spektrometrede  bilgisayar destekli  tarama  kiitiiphaneleri vardir.
Bilgisayarda yiiklii spektrumlar, numunenin kiitle spektrumu ile karsilagtirilarak teshis
amaciyla kullanilabilmektedir.

Kiitle spektrometrisinde amag; Elektron bombardimaniyla olusan art1 yiikli
parcaciklarin kiitle/yiikk (m/e) degerinin bagil bolluklarma gore grafige gecirilmesiyle
Kiitle Spektrumu’nu olusturarak molekiiliin yapisini tayin etmektir.

A. cepa kok uglarinda toplam 2-KP miktarmi belirlemek igin LC-MS/MS (gift
pompa sistemi, sogutma sistemi, siitun firin1 ve otomatik ornekleyici ile donatilmig bir
Agilent 1200 serisi UPLC) kullanilmistir. 6460 Kiitle Spektrometrik Uclii Quadrapole LC-
MS/MS sistemi ile islem gergeklestirilmistir. Uclii Quadrapole kiitle spektrometresi, bir
elektrosprey jet akimi iyonizasyon kaynak sistemi ile donatilmistir. MS/MS sistemini

calistirmak i¢in ¢oklu reaksiyon izleme modu kullanilmstir.
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Analistlerin kromatografik ayrilmasi i¢in Zorbax Eclipse plus C18 (2,1 X 50 mm-
1,8) kolon kullanilmistir. Mobil faz, su i¢inde %0,1 formik asit, %70 (mobil faz A) ve %30
asetonitrilde (mobil faz B), 40 °C kolon sicakligina sahip 1,2 mL/dakikalik bir toplam akis

hizinda yapilmistir. 3,129 dk izokratik eliisyon kullanilarak gergeklestirilmistir. Cizelge
MRM  gecisleri

4.3’de kiitle spektrometresi  kosullart  verilmistir.  Asagidaki

gozlemlenmistir:
m/z114 —779ve 114 — 51,1
Cizelge 4.3. Kiitle spektrometresi kosullari
Genel Degerler Analiz Parametreleri Degerler
Ayarlar
Gaz Sicaklig 325°C Ana Kiitle 114 g/mol
Gaz Akis 11 L/dk Taninma Uriinleri Kiitleleri 77,9-51 g/mol
Hiz1
Piiskiirtme 45 psi Kiitle izleme Siiresi 45 ms
Basinci
Tastyic1 Gaz 400 °C Carpisma Enerjisi 30 eV
Sicakligt
Tasiyict Gaz 12 L/dk Alikonma Stresi 3,205 dk
Akis Hiz1

4.3. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. Sonuglar SPSS 23.0 for

Windows paket programinda, grup ortalamalarinin = karsilastirlmasi Duncan ¢oklu

dagilim testi ile saptanmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak belirlenmistir. Doz cevap

iligkisi Pearson korelasyon testi ile belirlenmistir.

73



5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Bilyiimeyi Engelleme Testi

Biiytimeyi engelleme testi 2-KP’nin ECsy degerinin belirlenmesi igin yapilmistir.
2-KP’nin 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 ppm’lik konsantrasyonlar1 ve saf su
(negatif kontrol) 96 saat boyunca ¢imlenmeye birakilmistir (Resim 5.1). Siire sonunda
her bir uygulama i¢in en iyi ¢imlenmis 10 kok alinarak (toplamda 50 kok) ortalama kok

uzunlugu tespit edilmistir (Cizelge 5.1). Cozeltiler her giin yenilenmistir.

5 10 25 50 100 200 400
ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm

%

Resim 5.1. 2-KP’nin biiylimeyi engelleme testi
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Kontrol grubuna goére ortalama kok uzunlugunu %50 azaltan doz ECsp degerini
vermektedir. Calismamizda negatif kontrol grubunda ¢imlenmeye birakilan soganlarin
ortalama kok uzunlugu 3,81 cm olarak tespit edilmis ve ECsy degerinin belirlenmesinde
3,81 cm’nin yaris1 olan 1,905 cm ya da bu degere yaklasik olan biiylime arastirilmistir.
Sonuglara bakildiginda 50 ppm’lik ¢6zelti ig¢erisinde bulunan kok uglarmin ortalama
uzunlugu 1,94 cm (Biiyiime oran1i %50,92) olarak belirlenmis ve bu degerin negatif
kontrol grubundaki soganlarin ortalama kok uzunlugunun yaris1 olan 1,905 cm’ye en
yakin deger oldugu goriilmistiir. Buna gore 2-KP’nin ECsy degeri yaklasik olarak 50
ppm olarak belirlenmistir. 2-KP’nin uygulanan biitiin dozlar1 ortalama kok uzunlugunu
doza bagimli bir sekilde istatistiksel olarak azaltmistir (r=-0,975 p=0,01). 100 ppm’lik
uygulamada kontrol grubuna gore %64,57 oraninda azalma tespit edilmistir. 400 ppm’lik

uygulamalarda ise kontrol grubuna gore biiylimede %87,54 oraninda azalma goriilmiistiir.

Cizelge 5.1. 2-KP’nin A. cepa kok ucu hiicrelerinde konsantrasyonuna bagli olarak
ortalama kok uzunluklari

Dozlar Ortalama uzunluk o/ i B % Biiyiimede
%0 Biiyiime

(ppm) cm+SS* azalma

Kontrol 3,81+0,21a 100 0
5 2,97+0,16b 77,95 22,05
10 2,72+0,16¢ 71,39 28,61
25 2,38+0,1d 62,47 37,53
50 1,94+0,12¢ 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

*Stitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan goklu dagilim testi)
SS: Standart sapma

75



5.2. 2-Kloropiridin’in Mitotik Indeks Uzerine EtKisi

2-KP'nin A. cepa kok meristematik hiicrelerde Mi ve mitotik fazlar iizerindeki
etkisi Cizelge 5.2°de gdsterilmistir. Tiim 2-KP dozlar1 MI’y1 6nemli 6lciide azaltilmistir.
Bu azaliglar hem doza bagh (24 saat i¢in r=-0,968 p=0,01, 48 saat i¢in r=-0,974 p=0,01,
72 saat i¢in r=-0,933 p=0,01ve 96 saat icin r=-0,944 p=0,01) hem de zamana bagl olarak
(25 ppm i¢in r=-0,989 p=0,01, 50 ppm i¢in r=-0,974 p=0,01 ve 100 ppm i¢in r=-0,949
p=0,01) istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.

2-KP’nin MI degerlerine bakildiginda en diisiik deger 96 saatlik
uygulamadaki 100 ppm’lik konsantrasyonda (47,35+0,57), en yiiksek deger ise 24
saatlik uygulamadaki 25 ppm’lik konsantrasyonda (62,15+0,29) goriilmiistiir. Mi'nmn bu
inhibisyonu, 2-KP'nin potansiyel olarak sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
2-KP’nin 100 ppm'deki MI degerleri MMS'ten daha diisiik oldugu bulunmus olup, sadece
72 saatlik uygulama istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

2-KP mitotik faz frekanslarin1 degisik sekillerde etkilemistir. 2-KP, profaz
frekansin1 48 saatik uygulamanin 100 ppm’lik derisiminde arttirmis olup, 96 saatlik
uygulamanin 100 ppm’lik derisimi hari¢ 2-KP’nin diger uygulamalar1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak azaltmistir.

2-KP metafaz frekansini kontrol grubuna gore azaltmis olup, 72 saatlik uygulama
hari¢ diger uygulamalardaki azalislar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 2-KP
anafaz frekansimi kontrol grubuna gore azaliglar ve artislar seklinde etkilemis olup, bu
degisiklikler 96 saatlik uygulamanin 50 ve 100 ppm’lik derisimleri hari¢ istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. 2-KP telofaz frekansin1 kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak arttirmis olup, en yiliksek telofaz frekansina 24 saatlik uygulamanm 50
ppm’lik derisiminde (%210,094+0,21) rastlanilmisken, en diisiik telofaz frekansi ise 72
saatlik uygulamanin 100 ppm’lik derisimde (%7,26+0,33) rastlanilmistir.
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Cizelge 5.2. 2-KP’nin A. cepa kok hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik fazlara olan etkisi

Konsantrasyon Sayilan Mitotik Indeks Mitotik Faz Safhalar1 (%) = SS*
(ppm) Hiicre =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+0,29¢ 85,39+0,31¢ 2,54+0,19¢ 2,67+0,23b 9,39+0,21b
50 5123 58,6+0,35d 84,65+0,37d 2,56+0,23¢ 2,7+0,14b 10,09+0,21¢
100 5081 56,84+0,55b 85,49+0,24¢ 2,49+0,18¢ 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+0,6¢ 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+0,08¢c 2,31+0,14b 7,70+£0,19¢
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+0,92¢ 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+0,2¢ 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+0,57¢  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+0,25¢ 7,28+0,18b

* Her bir uygulamadaki ayn1 siitun igerisindeki farkli harfler p<0,05 diizeyinde dnemli (Duncan ¢oklu dagilim testi) SS: Standart Sapma
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5.3. 2-Kloropiridin’in Neden Oldugu Kromozomal Anormallikler

2-KP’nin etkisi ile meydana gelen anafaz-telofaz hiicrelerindeki anormalliklerin
cesitleri ve oranlart Cizelge 5.3’te ve Resim 5.2°de belirtilmistir. 2-KP tarafindan
olusturulan toplam anormalliklere bakildiginda  en fazla  anormallik 96 saatlik
uygulamanin 100 ppm’lik dozunda (%16,4+0,89), en az anormallik olaymna ise 24
saatlik uygulamanin 25 ppm’lik dozunda (%9,20+0,45) rastlanilmistir. Uygulanan
stire ve artan dozlara gore toplam anormallik kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Toplam KA'larin konsantrasyonun (24 saat p=0,829 r=0,01, 48 saat p=0,89
r=0,01, 72 saat p=0,791 r=0,01 ve 96 saat p=0,882 r=0,01 igin) ve zamana bagl bir artis
gozlemlenmistir (25 ppm i¢in =0,979 p=0,01, 50 ppm i¢in r=0,934 p=0,01 ve 100 ppm
icin r= 0,929 p=0,01). Ancak toplam anormallikler pozitif kontrol grubu olan
MMS’den diisiik bulunmustur.

Farkli siire ve dozlarda uygulanan 2-KP’nin A. cepa kok uglarinda meydana
getirdigi ve anafaz-telofaz safhasinda goriilen anormallikler bozulmus anafaz-telofaz,
kalgin kromozom, yapiskanlik ve anafaz kopriisidiir. 2-KP’nin uyardigi en fazla
goriilen anormallik kalgin kromozom iken (%4, 100 ppm, 96 saat), en az goriilen

anormallik ise anafaz koprisiidiir (%0,4, 25-100 ppm, 24 saat).
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Cizelge 5.3. A. cepa kok meristematik hiicrelerinde 2-KP’nin neden oldugu kromozomal anormallikler

Anafaz-telofazdaki Anormallikler (%)

Incelenen
Hiicre L i
Konsantrasyon (ppm) Sayisi anlzl:‘)aZ;-ltl:Ig?az krlgr?:g;gm Yapiskanlik Anafaz kopriisiic Poliploidi Toplarr(1 OAA)rlogrg)alllkler

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+0,45¢

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+0,55¢

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+0,55¢

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+0,84¢
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+0,55¢

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

* Her bir uygulamadaki ayni siitun igerisindeki farkli harfler p<0,05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi) SS: Standart Sapma
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Resim 5.2. 2-KP’ye maruz birakilmis A. cepa kok hiicrelerinde goriilen anafaz-
telofaz anormallikleri a: Bozulmus anafaz-telofaz, b: Kalgin kromozom, c: Yapiskanlik,
d: Anafaz kopriisi, e: Poliploidi
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2-KP’nin  olusturdugu  anormalliklere  bakildiginda  doz  ve siirelerde
bozulmus anafaz-telofaz (Sekil 5.3a) oranmin kontrol grubuna gore arttigi goriilmiistiir.
Bozulmus anafaz-telofaza  en fazla 96 saatlik siirenin 50 ve 100
ppm’lik konsantrasyonunda (%3,4), en az ise 24 saatlik uygulamanin 100 ppm’lik
dozunda (%2) rastlanilmustir.

Bir diger anormallik olan kalgin kromozom (Sekil 5.3b) olayma en fazla 96
saatlik siirenin 100  ppm’lik konsantrasyonunda (%4), en az ise 24 saatlik
uygulamanin 25 ppm’lik dozunda (%2,6) rastlanilmstir.

Yapiskanlik olayina ise en fazla 96 saatlik uygulama siiresinin 100 ppm’lik
dozunda (%3,8) rastlanilmistir. En az yapiskanlik ise 24 saatlik uygulama siiresinin 25
ppm’lik dozu ile 48 saatlik uygulama siiresinin 25-50 ppm’lik dozunda (%2,6)
gorilmistir (Sekil 5.3c).

2-KP’nin neden oldugu anormalliklerden biri anafaz kopristidiir (Sekil 5.3d). En
az 25 ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasinda (%0,8), en fazla olarak da 96
saatlik uygulamanin 100 ppm’lik dozunda (%3,6) goriilmiistiir.

2-KP’nin neden oldugu anormalliklerden biride poliploididir (Sekil 5.3e).
Poliploidi en ¢ok 100 ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasinda (%1,8), en az ise 25 ve
100 ppm’lik dozlarin 24 saatlik uygulamasinda %0,4 olarak tespit edilmistir.
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5.4. Allium Komet Testine Ait Bulgular

2-KP’nin A.cepa kok meristematik hiicreleri iizerinde olusturdugu DNA hasari
24-96 saat arasinda Komet testi ile tespit edilmistir (Cizelge 5.4). 2-KP’nin uygulanan
biitiin dozlart DNA hasarmi kontrol grubuna gore, zamana (25 ppm i¢in r=0,85 p=0,01,
50 ppm i¢in r=0,896 p=0,01 ve 100 ppm i¢in r=0,934 p=0,01) ve doza bagimli olarak
istatistiksel olarak arttirmistir (24 saat igin p=0,938 r=0,01, 48 i¢in saat p=0,89 r=0,01, 72
saat i¢in p=0,897 r=0,01 ve 96 saat i¢in p=0,977 r=0,01). 2-KP'nin neden oldugu DNA
hasar1 100,67£3,06 ile 148,67+1,57 arasinda degismistir. Ancak bu degerler MMS'ten
diisiik bulunmustur. 2-KP’nin olusturdugu en yiiksek hasar degeri 100 ppm’lik dozun 96
saatlik uygulamasinda (148,67+1,53) ve en diisiik hasar degeri 25 ppm’lik dozun 24
saatlik uygulamasinda (100,67+3,06) rastlanilmigtir. Sekil 5.1°de  Komet testi ile
farkli diizeylerde hasarli DNA goriintiileri gosterilmistir.

Cizelge 5.4. 2-KP’nin A. cepa kok meristematik hiicrelerinde Komet testi ile DNA
hasarinin tespiti

DNA Hasar (Arbitrary Unit)

Uygulama Konsantrasyon Ortalama + Standart sapma
(ppm) 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
25 100,67+3,06c  127+2,65¢ 129,67+2,08c 132,33+1,15¢
2-Kloropiridin 50 107,33+2,08d 130,67+1,53¢ 135,67+3,21d 139,33+2,08d
100 130,67+2,89¢ 137,67+3,21d 140+2¢ 148,67+1,53¢

* Ay siitun igerisindeki farkli harfler p<0,05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
SS: Standart Sapma
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Sekil 5.1. Komet testi ile farkli diilerde hasarli DNA goriintiileri 0: Hasarsiz, 1:
Hafif hasar, 2: Orta hasar, 3: Ciddi hasar, 4: Tam hasar

83



5.5. 2-Kloropiridin’in LC-MS/MS ile Kantitatif Analizi

LC-MS/MS ile A. cepa koklerinde 2-KP'nin kantitatif analizi Cizelge 5.5'da
gosterilmektedir. 2-KP'nin A. cepa koklerine gegen miktart hem doz (24 saat igin r=0,886
p=0,01, 48 saat i¢in r=0,977 p=0,01, 72 saat i¢in r=0,984 p=0,01 ve 96 saat icin r=0,984
p=0,01) hem de siireye bagimli olarak artmis olup bu artiglar istatistiksel olaral anlaml
bulunmustur (25 ppm i¢in r=0,923 p=0,01, 50 ppm icin r=0,908 p=0,01 ve 100 ppm i¢in
r=0,948 p=0,001). Kontrol ve MMS grubunda 2-KP’ye rastalnilmamis olup, 2-KP’nin en
diisiik miktarina 24 saatlik uygulamanin 25 ppm'lik derisiminde (0,109+0,006 ppb), en
yiksek miktarina ise 96 saatlik uygulamanin 100 ppm'lik derisiminde (0,291+0,007)

rastlanilmistir.

Cizelge 5.5. 2-KP’nin A. cepa kok meristem hiicrelerinde LC-MS / MS ile kantitatif analizi

Konsantrasyon Miktar (ppb +SD)"
Uygulama
(ppm) 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Kontrol - - - - -
MMS 10 - - - -
25 0,109+0,006a 0,138+0,005a 0,148+0,007a 0,164+0,01a
2-Kloropiridin 50 0,121+0,005b 0,187+0,004b 0,196+0,008b 0,215+0,006b

100 0,129+0,002¢ 0,227+0,013¢  0,253+0,009¢ 0,291+0,007c

* Ayni1 harfli ortalamalar 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak farkli degildir; ppb: milyar basina parca; SD:
Standart Sapma
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6. SONUC VE ONERILER

2-KP, dogal olarak olusmayan bir ¢evresel kirleticidir. Imidakloprid gibi
pestisitlerin, kozmetiklerin ve piriton igeren biyositler gibi diger farmasétiklerin ara
riinleri olarak olusmaktadir. Ayrica antihistamin ilag, feniramin, antiaritmik ve
disopiramit iiretiminde bir baslangic materyali olarak kullanilmaktadir. Ayrica iz element
olarak akarsular, kirlenmis sularda ve atik sularda tanimlanmistir [50, 51, 152]. Bir¢ok
kullanim alaninda yaygin olmasina ragmen, 2-KP toksisitesi ile ilgili ¢cok az ¢alisma vardir.

Birgok bitki tirii  (Crepis capillaris, Hordeum vulgare, Pisum sativum,
Tradescantia sp., Vicia faba, Zea mays, Lycopersicum aesculentum, Arabidopsis
thaliana ve Allium cepa) kimyasallarin sitotoksik etkilerini belirmek igin sikga tercih
edilmektedir. Bu test sistemlerinden biri olan Allium testi ilk defa 1938 yilinda Levan
[119] tarafindan kolsisin etkisini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Daha sonraki
yillarda bu temel test sistemine belirli  modifikasyonlar yapilarak kullanim alan
gelistirilmistir [10]. Bu test sisteminde makroskobik parametreler (biiyiime, ECs) ve
mikroskobik parametreler (mitoz, c-mitoz, kalgin kromozom, yapisiklilik, anafaz-telofaz
bozukluklari, poliploidi gibi) ¢ok kolay bir sekilde degerlendirilebilmektedir. Ayrica bu
testin sonuglar1 diger test sistemleriyle iyi bir korelasyon gostermektedir [10, 11, 153-
156, 157-162].

2-KP’nin yaklagik olarak bulunan ECsy degerinin sonunda uygulama dozlarmi
belirlemek i¢cin ECsq degerinin, 2xECsg, ECsp ve 'AXECsy degerleri kullanilmstir.
Allium kok biiytime inhibisyon testi kullanilarak 2-KP'nin ECsy degeri yaklasik 50
ppm (%50,92) olarak bulunmustur (Cizelge 5.1). Buna bagh olarak 2-KP’nin 25, 50
ve 100 ppm’lik konsantrasyonlar: kullanilmistir. Distile su negatif kontrol grubu,
MMS’de pozitif kontrol grubu olarak kullanilmigtir. A. cepa hiicre siklusunu 24 saat

icerisinde tamamladigi i¢in uygulama siiresi 24-96 saat olarak secilmistir.

85



2-KP’nin biitiin konsantrasyonlar1 ortalama kok uzamasimni istatistiksel olarak
azaltmis ve  bunun yaninda kok  biiylime degerlerinde doza baghi  bir azalma
gorilmistir (r=-0,975 p=0,01). Genel olarak, kok biiyiimesinin engellenmesi apikal
meristematik aktivite ve farklilasma esnasinda hiicre uzamasiyla alakalidir [163].

Litaretiirdeki farkli ¢alismalarda 2-KP’nin, 15 dakika Microtox bakteri tahlili ile
ECsp 1,64 mmol/L oldugu bulunmustur. Deri uygulamasindan veya intraperitoneal
enjeksiyondan sonra tavsanlarda 2-KP'nin LDsg'si sirastyla 64 ve 48 mg/kg bulunmustur
[164]. Oral uygulamadan sonra farede 2-KP'nin LDsg'si 110 mg/kg bulunmustur. Gastrik
kanser hiicresi SGC-7901'de 1,3,4-oksadiazol pargasina sahip 2-KP tiirevlerinin ICsq'sinin
1,61 + 0,06 ile >20 pg/mL arasinda degistigi bulunmustur [165].

Tiim 2-KP dozlar1t Mi'yi énemli 6lgiide azaltilmistir. Mi'nin bu inhibisyonu, 2-
KP'nin potansiyel olarak sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Cizelge 5.2).
2-KP’nin 100 ppm'deki MI degerlerinin MMS'ten daha diisiik oldugu bulundu, ancak 72
saatlik uygulamadaki diisiis sadece istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 2-KP nin MI
degerlerine bakildiginda en diisiik deger 96 saatlik uygulamadaki 100
ppm’lik konsantrasyonda (47,35+0,57), en yiiksek deger ise 24 saatlik uygulamadaki 25
ppm’lik konsantrasyonda (62,15+0,29) goriilmiistiir. MI'nin bu inhibisyonu, 2-KP'nin
potansiyel olarak sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu géstermistir. 2-KP’nin 100 ppm'deki
MI degerleri MMS'ten daha diisiik oldugu bulunmus olup, sadece 72 saatlik uygulama
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Incelenen maddenin  hiicreler iizerindeki  mitotik indeks  oranini diisiirmesi
maddenin mitodepresif etki yarattigini ortaya koymaktadir. Madde, interfaz evresine
giren hiicre yogunlugunu azaltip hiicre dongiisiinlin olagan mekanizmasina zarar
vermektedir. Mi'daki belirgin azalma; G; fazinin durmasi, DNA sentezinin baskilanmasi
veya S fazindaki DNA sentezinin inhibe edilmesi gibi etki edici [166, 167] veya G, fazinin
engellenmesinden kaynaklanabilmektedir. Mitoza giren hiicre [168] veya mitotik faz siiresi
degismektedir [169]. Ayrica hiicre dongiisiiniin spesifik proteinlerinin inhibe edilmesine
bagli olarak, DNA polimerazi ve antimitotik etkiye yol acan diger enzimleri [170] veya ve
ROS homeostazini [171] inhibe eden olast hedef bolge olarak kalabilmektedir.
Hiicre siklusunun inhibisyonu ile DNA sentezine spesifik olan DNA polimeraz
ve gesitli islevler i¢in gerekli olan ¢ogu enzim proteinlerin incelenen maddeye

hedef olmasi ile engellenmektedir.
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Mitotik indeksin azalmasindaki diger bir neden olarakta ATP’nin azalmasi ve
enerji iretiminin engellenmesi gosterilebilmektedir. Bizim sonucumuzun aksine, 2-
KP’nin insan lenfositlerinde sitotoksik etki gostermemistir [172]. 2-KP istatistiksel olarak
profaz fazini diisiiriirken (48 ve 96 saatin 100 ppm’leri harig), telofaz endeksini arttirmistir.
Profaz fazindaki diisiis, profaz hiicrelerinin durmasina bagl olabilir. Telofaz endeksinin
artmas1 mitotik dongiideki gecikmeden kaynaklaniyor olabilmektedir [173].

2-KP'nin Saccharomyces cerevisiae'de neden oldugu mitotik degisim andploididir
[174]. 2-KP, L5178Y fare lenfoma hiicrelerinde, metabolik aktivasyon ile veya metabolik
aktivasyon olmadan kromozom sapmalart ve mikroniikleus olusumunu indiikleyerek
klastojenik etki gostermistir [175]. 100 ug/mL'de 2-KP ile in vitro olarak tedavi edilen
insan lenfosit kiiltlirlerinde mikroniikleus olusumu istatistiksel olarak artmistir, ancak 50
ug/mL'de veya altinda genotoksik bulunmamistir. 2-KP'nin foto-isleminde, 100 ug/mL'de
genotoksik triinler de iretmistir [1]. Ancak, 2-KP, Afrika Yesil maymun bdbrek
hiicrelerinde 400 ila 3200 pg/mL doz araliginda sitotoksik ve klastojenik etki
gostermemistir [176]. Mikro ¢ekirdekli normo-kromatik eritrositlerin frekanslari, 3 ay
boyunca igme suyunda 2-KP'ye (10 ila 1000 ppm) maruz birakildiktan sonra farelerde
hiicrelerinde degisme olmamistir [177].

Cizelge 5.3°de 2-KP etkisi ile A. cepa kok meristem hiicreleri {izerinde meydana
gelen anafaz-telofaz ~ bozukluklarinin (bozulmus anafaz-telofaz,  kalgin kromozom,
yapigkanlik, anafaz kopriisii ve poliploidi) sonuglarimi 6zetlemektedir. Toplam KA'larin
konsantrasyonun (24 saat p=0,829 r=0,01, 48 saat p=0,89 r=0,01, 72 saat p=0,791 r=0,01
ve 96 saat p=0,882 r=0,01 i¢in) ve zamana bagl bir artis gézlemlenmistir (25 ppm igin
r=0,979 p=0,01, 50 ppm i¢in r=0,934 p=0,01 ve 100 ppm igin r= 0,929 p=0,01). Uygulanan
stire ve artan dozlara gore toplam anormallik kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Ancak toplam anormallikler pozitif kontrol grubu olan MMS’den diisiik
bulunmustur. 2-KP tarafindan olusturulan toplam anormalliklere bakildiginda en fazla
anormallik 96  saatlik  uygulamanin 100 ppm’lik  dozunda (%16,4+0,89), en az
anormallik olayina ise 24 saatlik uygulamanin 25 ppm’lik dozunda
(%9,20+0,45) rastlanilmigtir. Toplam KA'larin konsantrasyonun zamana bagli artist 2-

KP'nin genotoksik potansiyelinin oldugunu goéstermistir.
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2-KP'nin etkiledigi A. cepa kok meristem hiicrelerinde en fazla goriilen
anormallik olan kalgin kromozom iken (%4, 100 ppm, 96 saat), en az goriilen anormallik
ise anafaz koprisiidiir (%0,4, 25-100 ppm, 24 saat).

2-KP’nin olusturdugu anormalliklere bakildiginda doz ve siirelerde
bozulmus anafaz-telofaz oraninin kontrol grubuna gore arttigi goriilmiistir. Bozulmus
anafaz-telofaza en fazla 96 saatlik siirenin 50 ve 100 ppm’lik konsantrasyonunda (%3,4),
en az ise 24 saatlik uygulamanin 100 ppm’lik dozunda (%2) rastlanilmistir. Bozulmus
anafaz-telofaz ve kalgin kromozom, kutuplara dogru hareket eden kromozomlarin
basarisiz olmasi, ig yapisinin deformasyonundan ya da bozulmus mikrotiibiillerden
kaynaklanabilir [155, 139, 178, 179].

Bir diger anormallik olan kalgin kromozom olayina en fazla 96 saatlik siirenin
100 ppm’lik konsantrasyonunda (%4), en az ise 24 saatlik uygulamanin 25 ppm’lik
dozunda (%2,6) rastlanilmistir. Kalgin kromozomlar da mikroniikleus olusumuna neden
olabilmektedir [130]. DNA-DNA veya DNA-protein ¢apraz baglanmasina yol agan
yapigkanlik, muhtemelen DNA'nin depolimerizasyonundan veya niikleoproteinlerin kismi
¢oziinmesinden veya  kromatin liflerinin  kromozomal araya  girmesinden
kaynaklanabilmektedir [180-182].

Diger bir anormallik olan yapiskanlik ise yapiskanlik olayina ise en fazla 96
saatlik uygulama siiresinin 100 ppm’lik dozunda (%3,8) rastlanilmistir. Genellikle
kromozomlar tizerinde geri doniisiimsiiz etkiye sebep olan yapiskanlik ise, artan
kromozom kisalmasi ve yogunlagmasi, muhtemelen DNA'nin depolimerizasyonu ve
niikleoproteinlerin kismi ¢oziinmesinden veya kromatin liflerinin ekstra kromozomal ile
i¢ ige ge¢cmesinden kaynaklanabilir [180-182, 183]. Kromozomlarda yapiskanlik; DNA-
DNA veya DNA-protein capraz baglanmalarina neden olur [184]. Aymi zamanda
yapiskanlik, test edilen bilesigin toksik oldugunun gostergesi olmakla beraber bu
anormalligin hiicre 6liimiine neden oldugu da diistiniilmektedir [10, 185].

2-KP’nin meydana getirdigi anormalliklerden biri olan anafaz kopriisii, en az
24 saatlik uygulamasmin 25 ppm’lik dozunda (%0,8) en fazla olarak da 96
saatlik uygulamanin 100 ppm’lik dozunda (%3,6) goriilmustiir.
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Anafaz  kopriileri,  kullanilan kimyasal ~ maddelerin klastojenik  etkisi sonucu
kromozomlarin kirilmasi ya da flizyonu, esit olmayan kromatid degisimi, disentrik
kromozomdan dolayi, replikasyon enzimlerinin  aktivasyonunun degistirilmesinden
veya yapiskanliktan dolayi olusabilir [168, 186].

2-KP’nin neden oldugu anormalliklerden biride poliploididir. Poliploidi en ¢ok 100
ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasinda (%1,8), en az ise 25 ve 100 ppm’lik dozlarin 24
saatlik uygulamasinda (%0,4) olarak tespit edilmistir. Poliploidiler, fragmoplast
olusumunda zorluklara yol agan sitokinez siireci bozulmasina neden olabilmektedir [128].

Bu arastirma kapsaminda, 2-KP’nin genotoksik etkileri Komet Testi ile
belirlenmesi hedeflenmistir.  Giiniimiizde  hiicrelerde DNA  hasar  ve tahminini
belirleyebilmek i¢in kullanilan bir yontem olan Komet testi basit, ¢ok yonlii, hizl,
gorsel, maliyeti diisiik, hassastir [187]. DNA c¢apraz baglantilari (6rnegin, timidin
dimerleri) ve oksidatif DNA hasari gibi diger bazi DNA hasar lezyonlari, spesifik DNA
tamir enzimleri ve lezyon-spesifik antikorlari kullanilarak Komet testi ile belirlenebilir.
Allium testinden farkli olarak A. cepa meristematik kok hiicreleri ayn1 zamanda Komet
testinde de kullanilmaktadir [188]. Biitiin bu avantajlar géz Oniine alindiginda
calismamizda Komet testi uygulanmis ve saglikli veriler elde edilmistir.

A. cepa kok meristematik hiicreleri lizerinde 2-KP'nin DNA hasari Komet testi ile
24-96 saat arasinda degerlendirilmistir (Cizelge 5.4). 2-KP ile muamele edilen hiicreler,
negatif kontrol ile karsilastirildiginda, 24 saat (p=0,938 r=0,01), 48 saat (p=0,89 r=0,01),
72 saat (p=0,897 r=0,01) ve 96 saat (p=0,977 r=0,01) boyunca énemli derecede doza
bagimli bir sekilde DNA hasar1 gostermistir. 2-KP'nin neden oldugu DNA hasari
100,67+3,06 ila 148,67+£1,57 arasinda degismistir. 2-KP’nin olusturdugu en yiiksek
hasar degeri 100 ppm’lik dozun 96 saatlik uygulamasinda (148,67+1,53) ve en diisiik
hasar degeri 25 ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasinda (100,67+3,06) rastlanilmistir.

2-KP'nin metabolik aktivasyonlu Ames test sisteminde mutajenik oldugu
bulunmustur [139, 189]. 2-KP ile muamele edilen Salmonella typhimurium'un reaktif

oksijen tiirlerine, DNA hasarina ve KA'lara neden olabildigi goriilmiistir.
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A. cepa kok uglarinda toplam 2-KP miktarmni belirlemek i¢in LC-MS/MS (gift
pompa sistemi, sogutma sistemi, siitun firin1 ve otomatik ornekleyici ile donatilmig bir
Agilent 1200 serisi UPLC) cihazi kullanilmistir. LC-MS/MS ile A. cepa koklerinde 2-
KP'nin kantitatif analizi Cizelge 5.5’te gosterilmektedir. Her siireye bagli olarak 2-KP'nin
miktart artmistir. En diisiik 2-KP miktari, 24 saat 25 ppm'de (0,109+0,006 ppb), en yiiksek
miktarda ise, 96 saatt 100 ppm'de (0,109+0,006 ppb) elde edilmistir.

Sonug olarak endiistriyel atik sularda, su kirletici ve tarim ilaglarinin bir iz organik
kimyasal metaboliti olarak bulunan 2-KP’nin, A. cepa kok meristem hiicreleri tizerinde
sitotoksik aktivitesi nedeniyle mitotik indekste ¢cok az bir azalmaya neden olmakla
beraber KA'larda ve DNA hasarinda artisa neden olarak genotoksik etkiye sebep oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle, 2-KP’nin dikkatli bir sekilde uygun dozlarda kullanilmasi
aynt  zamanda farkli  molekiiler test  sistemleri ile  de arastirilmasi gerektigi

distiniilmektedir.

90



7. KAYNAKLAR

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

Vlastos, D., Skoutelis, C. G., Theodoridis, I. T., Stapleton, D. R. And Papadaki, M.
I., 2010, “Genotoxicity study of photolytically treated 2-chloropyridine aqueous
solutions”, J. Hazard. Mater., 177 (1-3): 892-898.

Tabashnik, B. E., Van Rensburg, J. B. J., Carriére, Y., 2009, “Field-evolved insect
resistance to Bt crops: definition, theory, and data”, J. Econ. Entomol., 102 (6):
2011-2025.

Kolpin, D., Furlong, E., Meyer, M., Thurman, E. M., Zaugg, S., Barber, L., Buxton,
H., 2002, ‘“Pharmaceuticals, Hormones, and Other Organic Wastewater
Contaminants in U.S. Streams, 1999-2000: A National Reconnaissance”, Environ.
Sci. Technol., 36 (6): 1202-1211.

Wilson, C., Tisdell, C., 2001, “Why farmers continue to use pesticides despite
environmental, health and sustainability costs”, Ecol. Econ., 39 (3): 449-462.

Prieto-Rodriguez, L., Miralles-Cuevas, S., Oller, 1., Agiiera, A., Li Puma, G., Malato,
S., 2012, “Treatment of emerging contaminants in wastewater treatment plants
(WWTP) effluents by solar photocatalysis using low TiO, concentrations”, J.
Hazard. Mater., 211— 212, 131 137.

Bolong, N., Ismail, A. F., Salim, M. R., Matsuura, T., 2009, “A review of the effects
of emerging contaminants in wastewater and options for their removal”,
Desalination, 239 (1-3): 229-246.

Klamerth, N., Malato, S., Maldonado, M. 1., Agiiera, A., Fernandez-Alba, A. R.,
2010, “Application of photo-Fenton as tertiary treatment of emerging contaminants
in municipal wastewater”, Environ. Sci. Technol., 44 (5): 1792-1798.

Halling-Serensen, B., Nors Nielsen, S., Lanzky, P. F., Ingerslev, F., Holten Liitzheft,
H. C.,, 1998, “Jergensen, S. E. Occurrence, fate and effects of pharmaceutical
substances in the environment- A review”, Chemosphere, 36 (2): 357-393.

91



[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

Grant, W. F., 1982, “Chromosome aberration assays in Allium. A report of the U.S.
environmental protection agency gene-tox program”, Mutat. Res., 99: 273-291.

Fiskesjo, G., 1985, “The Allium test as a standard in environmental monitoring”,
Hereditas, 102 (1): 99-112.

Rank, J., Nielsen, M. H., 1994, “Evaluation of the Allium anaphase-telophase test in

relation to genotoxicity screening of industrial wastewater”, Mutat. Res.-Envir.
Muta., 312 (1): 17-24.

Teixeira, R. D. O., Camparoto, M. L., Mantovani, M. S., Vicentini, V. E. P., 2003,
“Assessment of two medicinal plants, Psidium guajava L. and Achillea millefolium
L., in vitro and in vivo assays”, Genet. Mol. Biol., 26 (4): 551-555.

Ma, T. H., Cabrera, G. L., Owens, E., 2005, “Genotoxic agentsdetected by plant
bioassays”, Rev. Environ. Health, 20 (1): 1-14.

Leme, D. M., Marin-Morales, M. A., 2009, “Allium cepa test in environmental
monitoring: a review on its application”, Mutat. Res.-Rev. Mutat., 682 (1): 71-81.

Kwasniewska, J., Nalecz-Jawecki, G., Skrzypczak, A., Plaza, G. A., Matejczyk, M.,
2012, “An assessment of the genotoxic effects of landfill leachates using bacterial
and plant tests”, Ecotox. Environ. Safe., 75: 55-62.

Liman, R., Cigerci, I. H., Oztiirk, N. S., 2015, “Determination of genotoxic effects of
Imazethapyr herbicide in Allium cepa root cells by mitotic activity, chromosome
aberration, and comet assay”, Pestic. Biochem. Phys., 118: 38-42.

Palmieri, M. J., Andrade-Vieira, L. F., Trento, M. V. C., Eleutério, M. W. F., Luber,
J., Davide, L. C,, et al., 2016, “Cytogenotoxic effects of spent pot liner (SPL) and its
main components on human leukocytes and meristematic cells of Allium cepa”,
Water Air Soil Poll., 227: 1-10.

Kigiik, D., Liman, R., 2018, “Cytogenetic and genotoxic effects of 2-chlorophenol
on Allium cepa L. root meristem cells”, Environ. Sci. Pollut. R., 25 (36): 36117-
36123.

Verma, S., Srivastava, A., 2018, “Morphotoxicity and cytogenotoxicity of
pendimethalin in the test plant Allium cepa L., A biomarker based study”,
Chemosphere, 206: 248-254.

92



[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

Seth, C. S., Misra, V., Chauhan, L. K. S., Singh, R. R., 2008, “Genotoxicity of
cadmium on root meristem cells of Allium cepa: cytogenetic and Comet assay
approach”, Ecotox. Environ. Safe., 71 (3): 711-716.

Tirkoglu, S., 2012, “Determination of genotoxic effects of chlorfenvinphos and
fenbuconazole in Allium cepa root cells by mitotic activity, chromosome aberration,
DNA content, and comet assay”, Pestic. Biochem. Phys., 103 (3): 224-230.

Ventura, L., Giovannini, A., Savio, M., Dona, M., Macovei, A., Buttafava, A.,
Balestrazzi, A., et al., 2013, “Single cell gel electrophoresis (comet) assay with
plants: research on DNA repair and ecogenotoxicity testing”, Chemosphere, 92 (1):
1-9.

Jiang, Z., Qin, R., Zhang, H., Zou, J., Shi, Q., Wang, J., Liu, D., et al., 2014,
“Determination of Pb genotoxic effects in Allium cepa root cells by fluorescent

probe, microtubular immunofluorescence and comet assay”, Plant Soil, 383 (1-2):
357-372.

Cigerci, 1. H., Liman, R., Ozgiil, E., Konuk, M., 2015, “Genotoxicity of indium tin
oxide by Allium and Comet tests”, Cytotechnology, 67 (1): 157-163.

Silveira, G. L., Lima, M. G. F., dos Reis, G. B., Palmieri, M. J., Andrade-Vieria, L.
F., 2017, “Toxic effects of environmental pollutants: Comparative investigation
using Allium cepa L. and Lactuca sativa L.”, Chemosphere, 178: 359-367.

Cortés-Eslava, J., Gomez-Arroyo, S., Risuefio, M. C., Testillano, P. S., 2018, “The
effects of organophosphorus insecticides and heavy metals on DNA damage and
programmed cell death in two plant models”, Environ. Pollut., 240: 77-86.

Li, Q. Q., Loganath, A., Chong, Y. S., Tan, J., Obbard, J. P., 2006, “Persistent
organic pollutants and adverse health effects in humans”, J. Toxicol. Environ.
Health, 69 (21): 1987-2005.

Lee, D. H., Lee, 1. K., Jin, S. H., Steffes, M., Jacobs, D. R., 2007, “Association
between serum concentrations of persistent organic pollutants and insulin resistance
among nondiabetic adults: Results from the National Health and Nutrition
Examination Survey 1999-2002”, Diabetes Care, 30 (1): 622-628.

Cicek, N., 2005, “Topraga Adsorbe Haldeki Karbamatli Pestisitlerin Glines Isi1g1
Etkisi Altinda Bozunma Siireclerinin incelenmesi”, Yiiksek Lisans Tezi, Cukurova
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana, s. 1.

93



[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

Erdogan, B. Y., 2010, “Samsunda Yaygin Olarak kullamlan Pestisitlerin sagliga ve
Cevreye Etkileri”, Samsun Ondokuz Mayis Universitesi. Terme Meslek Yiiksek
Okulu Gida Isleme Bolimii, Alinteri Zirai Bilimler Dergisi, 19 (2): 28-35.

Caliskan, M., 2010, “Sentetik Piretroid Bir Insektisit Olan Tetromitlerinin Albino
Farelerin Serum Proteinleri Uzerine Etkileri”, Gazi Universitesi, Saglik Hizmetleri
MYO, Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, Ankara, 67 (2): 65-71.

Findikl, Z., Tirkoglu, S., 2010, “Glyphos ve DDVP’ nin Allium cepa L. da Mitoz
Boliinme ve Kromozomlar Uzerine Etkisi”, Cumhuriyet Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Fen Bilimleri Dergisi, Sivas, 31 (2): 49-62.

Demirci, E., 1996, “Fungisitlere Kars1 Dayanikliligin Gelisimi ve Yonetimi”, Atatiirk
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 27 (4): 576-88.

Akyazi, R., Ecevit, O., 2008, “Phytoseiulus Persimilis Athias- Henriot (Acari
Phytoseidae)’in Laboratuar Kosullarinda Tetranychus Cinnabarinus Boisduval (Acari
Tetranychidae)’u Tiiketim Kapasitesi ve Bazi Akarisitlerin Bu iki Tiir Uzerine
Etkileri”, Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 25 (2): 7-18.

(_;iftcioglu, G., Issa, G., 2006, “Cevre ve Gidalardaki Pestisit Kalintilar1”, Istanbul
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 32 (3):81-90.

Yildiz, M., Giirkan, O., Turgut, C., Kaya, U., Unal, G., 2005, “Tarimsal Savasimda
KullanilanPestisitlerin Yol Actig1 Cevre Sorunlar1”, VI. Turkiye Ziraat Muhendisligi
Teknik Kongresi, TMMOB Ziraat Muhendisleri Odasi, Ankara, 649-665.

Tiryaki, O., Canhilal, R., Horu, S., 2010, “Tarim ilaglari Kullamim1 ve Riskleri”,
Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 26 (2): 154-169.

TUIK, 2017.

Monteith, H. D., Parker, W. J., Bell, J. P., Melcer, H., 1995, “Modeling the fate of
pesticides in municipal wastewater treatment”, Wat. Env. Res., 67: 964-970.

Kinik, O., Kavas, G., 2002, “Siit ve Siit Uriinlerinde Pestisitler”, Ege Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, G:da Msihendisligi Dergisi, 16: 1-22.

Yildirm, E., 2008, “Tarimsal Zararhlarla Miicadele Yontemleri ve Ilaclar Formunda
Pestisitlerin  Siniflandiriimas1”, Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Yay:nlar:,
Erzurum, s. 350.

94



[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

Anderson, T., 1849, “On the constitution and properties of picoline, a new organic
base from coal-tar”, T. Roy. Soc. Edin.-Earth, 16: 123-136.

Chichibabin, A. E., 1924, “Uber Kondensation der Aldehyde mit Ammoniak zu
Pyridinebasen [On condensation of aldehydes with ammonia to make pyridines]”, J.
Prakt. Chem., 107: 122.

Buttery, R. G., Seifert, R. M., Guadagni, D. G., Ling, L. C., 1971, “Characterization
of Volatile Pyrazine and Pyridine Components of Potato Chips”, J. Agr. Food Chem.,
19 (5): 969-971.

Kuney, J. H., 1994, “The Manual of Commercially Available Chemicals, The
American Chemical Society”, Washington, DC, Chemcyclopedia, p. 410.

Stapleton, D. R., Konstantinou, 1. K., Hela, D. G., Papadaki, M., 2009, “Photolytic
removal and mineralisation of 2-halogenated pyridines”, Water Res. 43: 3964-3973.

Stapleton, D. R., Konstantinou, I. K., Karakitsou, A., Hela, D. G., Papadaki, M.,
2009, “2- Hydroxypyridine photolytic destruction by 254nm UV irradiation at
different conditions”, Chemosphere, 77: 1099-1105.

Fent, K., Weston, A., Caminada, D., 2006, “Ecotoxicology of human
pharmaceuticals”, Aquat. Toxicol., 76: 122-159.

Konstantinou, 1. K., Hela, D. G., Albanis, T. A., 2006, “The state of pesticide
pollution in freshwater resources (rivers and lakes) of Greece. Part I. Review on
occurrence and levels”, Environ. Pollut., 141: 555-570.

Hendricks, A. J., Maas-Diepeveen, J. L., Noordsij, A., Van der Gaag, M. A., 1994,
“Monitoring response of XAD-concentrated water in the Rhine delta: a major part of
the toxic compounds remains unidentified”, Water Res., 28: 581-598.

Guardiola, A., Ventura, F., Matia, L., Caixach, J., Rivera, J., 1991, “Gas
chromatographic-mass spectrometric characterization of volatile organic compounds
in Barcelona tap water”, J. Chromatogr., 562: 481-492.

Suchail, S., De Sousa, G., Rahmani, R., Belzunces, L.P., 2004, “In vivo distribution
and metabolisation of 14C-imidacloprid in different compartments of Apis mellifera
L.”, Pest. Manage. Sci., 60: 1056-1062.

Maton, A., Hopkins, J. J., LaHart, S., Quon, W. D., Wright, M., Jill, D., 1997, “Cells:
Building Blocks of Life”, Prentice Hall., New Jersey, p. 70-4.

95


http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly9iYWJlbC5oYXRoaXRydXN0Lm9yZy9jZ2kvcHQ_aWQ9bmpwLjMyMTAxMDc0ODM0MjU4O3ZpZXc9MXVwO3NlcT0xNTM
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly9iYWJlbC5oYXRoaXRydXN0Lm9yZy9jZ2kvcHQ_aWQ9bmpwLjMyMTAxMDc0ODM0MjU4O3ZpZXc9MXVwO3NlcT0xNTM
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL2dhbGxpY2EuYm5mLmZyL2FyazovMTIxNDgvYnB0Nms5MDg3N20vZjEzMi5jaGVtaW5kZWZlcg
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL2dhbGxpY2EuYm5mLmZyL2FyazovMTIxNDgvYnB0Nms5MDg3N20vZjEzMi5jaGVtaW5kZWZlcg

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

Kalatova, B., Jesenska, R., Hlinka, D., Dudas, M., 2015, “Tripolar mitosis in human
cells and embryos: occurrence, pathophysiology and medical implications”, Acta
Histochem., 117 (1): 111-25.

Kops, G. J.,, Weaver, B. A., Cleveland, D. W., 2005, “On the road to cancer:
aneuploidy and the mitotic checkpoint”, Nature Reviews. Cancer., 5 (10): 773-85.

De Souza, C. P., Osmani, S. A., 2007, “Mitosis, not just open or closed”, Eukaryot.
Cell, 6 (9): 1521-7.

Lloyd, C., Chan, J., 2006, “Not so divided: the common basis of plant and animal
cell division”, Nat. Rev. Mol. Cell Bio., 7 (2): 147-52.

Hiicre dongiisti.
http://bio3400.nicerweb.com/Locked/media/ch02/02_05-cell_cycle.jpg 14.6.2010

Klug, W. S., Cummings,n M. R., Spencer, C. A., 2009, “Hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi ve kanser”, Oner C (Editor), Genetik kavramlar’da, Palme Yayincilik,
Ankara, p.434-456.

Prasanth, K. V., Sacco-Bubulya, P. A., Prasanth, S. G., Spector, D. L.,
2003, “Sequential entry of components of the gene expression machinery into
daughter nuclei”, Mol. Biol. Cell, 14 (3): 1043-57.

Kadauke, S., Blobel, G. A., 2013, “Mitotic bookmarking by transcription
factors”, Epigenet. Chromatin, 6 (1): 6.

Prescott, D. M., Bender, M. A., 1962, “Synthesis of RNA and protein during mitosis
in mammalian tissue culture cells”, Exp. Cell Res., 26 (2): 260-8.

Basto, R., Lau, J., Vinogradova, T., Gardiol, A., Woods, C. G., Khodjakov, A., Raff,
J. W., 2006, “Flies without centrioles”, Cell, 125 (7): 1375-86.

Heywood, P., 1978, “Ultrastructure of mitosis in the chloromonadophycean alga
Vacuolaria virescens”, J. Cell Sci., 31: 37-51.

Ribeiro, K. C., Pereira-Neves, A., Benchimol, M., 2002, “The mitotic spindle and
associated membranes in the closed mitosis of trichomonads”, Biol. Cell, 94 (3):
157-72.

Chan, G. K., Liu, S. T, Yen, T. J., 2005, “Kinetochore structure and
function”, Trends Cell Biol., 15 (11): 589-98.

96


http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL3d3dy5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292L3BtYy9hcnRpY2xlcy9QTUMyMDQzMzU5
http://bio3400.nicerweb.com/Locked/media/ch02/02_05-cell_cycle.jpg%2014.6.2010
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL3d3dy5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292L3BtYy9hcnRpY2xlcy9QTUMxNTE1Nzg
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL3d3dy5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292L3BtYy9hcnRpY2xlcy9QTUMxNTE1Nzg
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL3d3dy5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292L3BtYy9hcnRpY2xlcy9QTUMzNjIxNjE3
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL3d3dy5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292L3BtYy9hcnRpY2xlcy9QTUMzNjIxNjE3

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

Cheeseman, 1. M., Desai, A., 2008, “Molecular architecture of the kinetochore-
microtubule interface”, Nat. Rev. Mol. Cell Bio., 9 (1): 33-46.

Winey, M., Mamay, C. L., OToole, E. T., Mastronarde, D. N., Giddings, T. H.,
McDonald, K. L., Mclntosh, J. R., 1995, “Three-dimensional ultrastructural analysis
of the Saccharomyces cerevisiae mitotic spindle”, J. Cell Biol., 129 (6): 1601-15.

Maiato, H., DelLuca, J., Salmon, E. D., Earnshaw, W. C., 2004, “The dynamic
Kinetochore-microtubule interface”, J. Cell Sci., 117 (23): 5461-77.

Chan, G. K., Yen, T. J., 2003, “The mitotic checkpoint: a signaling pathway that
allows a single unattached kinetochore to inhibit mitotic exit”, Prog. Cell R., 5: 431—
Q.

FitzHarris, G., 2012, “Anaphase B precedes anaphase A in the mouse egg”, Curr.
Biol., 22 (5): 437-44.

Glotzer, M., 2005, “The molecular requirements for cytokinesis”, Science, 307
(5716): 1735-9.

Albertson, R., Riggs, B., Sullivan, W., 2005, “Membrane traffic: a driving force in
cytokinesis”, Trends Cell Biol.,. 15 (2): 92-101.

Lilly, M. A., Duronio, R. J., 2005, “New insights into cell cycle control from the
Drosophila endocycle”, Oncogene, 24 (17): 2765-75.

Lindahl, T., 1990, “Repair of intrinsic DNA lesions”, Mutat. Res., 238 (3): 305-11.

Johnson, R. T., Collins, A. R., Squires, S., Mulliner, A. M., Elliot, G. C., Downes, C.
S., etal., 1987, “DNA Repair under stres”, J. Cell Sci., 6: 263-88.

Dinger, Y., Ak¢ay, T., 2000, “DNA damage”, Tiirk Biyokimya Dergisi, 25 (2): 73-9.

Kuru, M., Ergene, S., 2011, “Genetik (Ornek Problemlerle)”, Palme Yayincilik,
Ankara, 48-266.

Ak, C., 2002, “Genel Genetik”, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Canakkale, 46-48.

Gardner, R. M., Sutherland, G. R. Shaffer, L. G., 2011, “Chromosome abnormalities
and genetic counseling” 4™ ed., Oxford Monographs on Medical Genetics, Oxford
University Press, OUP USA, 277-341.

97


http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL3d3dy5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292L3BtYy9hcnRpY2xlcy9QTUMyMjkxMTc0
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL3d3dy5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292L3BtYy9hcnRpY2xlcy9QTUMyMjkxMTc0
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL3JlcG9zaXRvcmlvLWFiZXJ0by51cC5wdC9iaXRzdHJlYW0vMTAyMTYvMzUwNTAvMS9UaGUlMjBkeW5hbWljJTIwa2luZXRvY2hvcmUtbWljcm90dWJ1bGUlMjBpbnRlcmZhY2UucGRm
http://www.wikizeroo.net/index.php?q=aHR0cDovL3JlcG9zaXRvcmlvLWFiZXJ0by51cC5wdC9iaXRzdHJlYW0vMTAyMTYvMzUwNTAvMS9UaGUlMjBkeW5hbWljJTIwa2luZXRvY2hvcmUtbWljcm90dWJ1bGUlMjBpbnRlcmZhY2UucGRm

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

Debele¢ Biitiiner, B., Kantarci, G., 2006, “Mutasyon, DNA Hasari, Onarim
Mekanizmalari, ve Kanserle iliskisi”, J. Fac. Pharm., 35 (2): 149-70.

Klug, W. S., Cummings, M. R., 2002, “Genetik Kavramlar”, Altinc1 Baskidan
Tiirkge geviri, Palme Yaywmncilik, Ankara, 477-481.

Kulaksiz, G., Sancar, A., 2007, “Niikleotid Eksizyon Onarimi ve Kanser”, Tiirk
Biyokimya Dergisi, 32 (3): 104-11.

Slupphaug, G., Kavli, B., Krokan, H. E., 2003, “The interacting pathways for
prevention and repair of oxidative DNA damage”, Mutat. Res., 531: 231-51.

Hedge, M. L., Hazra, T. K., Mitra, S., 2008, “Early steps in the DNA base
excision/single-strand interruption repair pathway in mammalian cells”, Cell Res.,
18: 27-47.

Karahalil, B., Hogue, B. A., de Souza-Pinto, N. C., Bohr, V. A., 2002, “Base
excision repair capacity in mitochondria and nuclei: Tissue-specific variations”,
Faseb. J., 16: 1895-902.

Hanawalt, P. C., 2002, “Subpathways of nucleotide excision repair and their
regulation”, Oncogene, 21: 8949-56.

Choy, W. N., 2001, “Genetic toxicology and cancer risk assessment”, Marcel
Dekker, New York, 29-187.

Young, R. R., 2002, “Genetic toxicology”, Toxicology, 173, 103-21.

Mortelmans, K., Rupa, S. D., 2004, “Current issues in genetic toxicology testing for
microbiologists”, Adv. Appl. Microbiol., 56: 379-401.

Zeiger, E., 2004, “History and rationale of genetic toxicology testing: an impersonal,
and sometimes personal”, Environ. Mol. Mutagen., 44: 363-71.

Purchase, I. F. H., Longstaff, E., Ashby, J., Styles, J. A., Anderson, D., Lefevre, P.
A., Westwood, F. R., 1978, “An evaluation of 6 short-term tests for detecting organic
chemical carcinogens”, Brit. J. Cancer, 37: 873-959.

Mavournin, H. K., Blakey, H. D., Cimino, C. M., Salamone, F. M., Heddle, A. J.,
1990, “The in vivo micronucleus assay in mammalian bone marrow and peripheral
blood: A report of the U.S. Environmental Protection Agency Gene-Tox Program”,
Mutat. Res., 239: 29-80.

98



[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

Ames, B. N., Gurney, E. G., Miller, J. A., Bartsch, H., 1972, “Carcinogens as
frameshift mutagens: metabolites and derivatives of 2-acetylaminofluorene and other
aromatic amine carcinogens”, P. Natl. Acad. Sci. Usa., 69 (11): 3128-32.

Ames, B. N, Lee, F. D., Durston, W. E., 1973, “An improved bacterial test system
for the detection and classification of mutagens and carcinogens”, P. Natl. Acad. Sci.
Usa., 70 (3): 782-6.

McCann, J., Spingarn, N. E., Kobori, J., Ames, B. N., 1975, “Detection of
carcinogens as mutagens: bacterial tester strains with R factor plasmids”, P. Natl.
Acad. Sci. Usa., 72 (3): 979-83.

McCann, J., Choi, E., Yamasaki, E., Ames, B. N., 1975, “Detection of carcinogens as
mutagens in the Salmonella/microsome test: assay of 300 chemicals”, P. Natl. Acad.
Sci. Usa., 72 (12): 5135-9.

Ames, B. N, 1979, “Identifying environmental chemicals causing mutations and
cancer”, Science, 204 (4393): 587-93.

Prival, M. J., McCoy, E. C., Gutter, B., Rosendranz, H. S., 1977, “Tris(2,3-
dibromopropyl) phosphate: mutagenicity of a widely used flame retardant”, Science,
195 (4273): 76-8.

[100] Tubiana, M., 1992, “The -carcinogenic effect of exposure to low doses of

carcinogens” Brit. J. Ind. Med., 49 (9): 601-5.

[101] Jenkins, G. J., Doak, S. H., Johnson, G. E., Quick, E., Waters, E. M., Parry, J. M.,

2005, “Do dose response thresholds exist for genotoxic alkylating agents?”,
Mutagenesis, 20 (6): 389-98.

[102] Hakura, A., Suzuki, S., Satoh, T., 1999, “Advantage of the use of human liver S9 in

the Ames test”, Mutat. Res., 438 (1): 29-36.

[103] Sekeroglu, V., Atli-Sekeroglu, Z., 2011, Tiibav Bilim Dergisi, 4 (3): 221-229.

[104] Anderson, D., 1988, “Human Biomonitoring”, Mutat. Res., 204: 353-541.

[105] Carrano, A. V. Natarajan, A. T., 1988, “Consideration for population monitoring

using cytogenetic techniques”, Mutat. Res.-Genet. Tox., 204(3): 379-406.

99



[106] Albertini, R. J., Anderson, D., Douglas, G. R., Hagmar, L., Hemminki, K.,
Merlo, F., Natarajan, A. T., Norppa, H., Shuker, D. E. G., Tice, R., Waters, M.
D. And Aitio, A., 2000, “IPCS guidelines for the monitoring of genotoxic effects
of carcinogens in humans”, Mutat. Res.-Rev. Mutat., 463 (2): 111-172.

[107]Savage, J. R. K., 1993, “Update on target theory as applied to chromosomal
aberrations”, Env. Mol. Mutagen., 22 (4): 198-207.

[108] Norppa, H., Bonassi, S., Hansteen, 1. L., Hagmar, L., Strémberg, U., Rossner, P.,
Boffetta P., Lindholm, C., Gundy, S., Lazutka, J., Cebulska-Wasilewska, A.,
Fabianova, E., Sram, R. J., Knudsen, L. E., Barale, R. And Fucic, A., 2006,
“Chromosomal aberrations and SCE as biomarkers of cancer risk, Mutat. Res.-
Fund. Mol. M., 600 (1): 37-45.

[109] Preston, R. J., Au, W., Bender, M. A., Brewen, J. G., Carrano, A. V., Heddle, J. A,
McFee, A. F., Wolff, S. And Wassom, J. S., 1981, “Mammalian in vivo and in vitro
cytogenetic assays: A report of the U.S. EPA’s Gene-Tox Program”, Mutat. Res.-Rev
Genet., 87 (2): 143-188.

[110] Evans, H. J. And O'Riordan, M. L., 1975, “Human peripheral blood lymphocytes for
the analysis of chromosome aberrations in mutagen tests”, Mutat. Res., 31 (3): 135-
148.

[111] Preston, R. J., Dean, B. J., Galloway, S., Holden, H., McFee, A. F. And Shelby, M.,
1987, “Mammalian in vivo cytogenetic assays: Analysis of chromosome aberrations
in bone marrow cells”, Mutat. Res., 189 (2): 157-165.

[112] Ford, C. E. And Hamerton, J. L., 1956, “A colchicine, hypotonic citrate, squash
sequence for mammalian chromosomes”, Stain Technol., 31 (6): 247-251.

[113] Sekeroglu, V., Atli-Sekeroglu, Z., 2011, “Genotoksik hasarin belirlenmesinde
mikroniikleus testi”, Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, 68 (4): 241-252.

[114]Ikbal, M., Atasoy, M., Pirim, I., Aliagaoglu, C., Karatay, S., Erdem, T., 2006,
“The alteration of sister chromatid exchange frequencies in Behget's disease with
and without HLA-B51”, J. Eur. Acad. Dermatol. Venereol., 20 (2): 149-52.

[115] Symington, L.S., Rothstein, R., Lisby, M., 2014, “Mechanisms and regulation of
mitotic recombination in Saccharomyces cerevisiae”, Genetics, 198 (3): 795—
835.

100



[116]Luzhna, L., Kathiria, P., Kovalchuk, O., 2013, “Micronuclei in genotoxicity
assessment: from genetics to epigenetics and beyond”, Epigenomics and
Epigenetics, 4: 131.

[117] Houk, V. S., 1992, “The genotoxicity of industrial wastes and effluents-a review”,
Mutat. Res., 277: 91-138.

[118] Grant, W. F., 1994, “The present status of higher plant bioassays for detection of
environmental mutagens”, Mutat. Res., 310: 175-185.

[119] Levan, A., 1938, “The effect of colchicines in root mitosis in Allium”, Hereditas,
24: 471-486.

[120] Levan, A., 1945, “Cytological reactions induced by inorganic salt solutions”,
Nature, 156: 751-752.

[121] Grant, W. F., 1982, “Chromosome aberration assays in Allium”, Mutat. Res., 99:
273—291.

[122] Rank, J., Jensen, A. G., Skov, B., Pedersen, L. H., Jensen, K., 1993, “Genotoxicity
testing of the herbicide Roundup and its active ingredient glyphosate isopropylamine
using the mouse bone marrow micronucleus test, Salmonella mutagenicity test, and
Allium anaphase-telophase test”, Mutat. Res., 300: 29-36.

[123] Ma, T. H., Xu, Z., Xu, C., McConnell, H., Rabago, E. V., Arreola, G. A. And Zhang,
H., 1995, “The improved Allium/Vicia root tip micronucleus assay for
clastogenicity of environmental pollutants”, Mutat. Res., 334: 185-195.

[124] Rank, J., Nielsen, M. H., 1993, “A modified Allium test as a tool in the screening of
the genotoxicity of complex mixtures”, Hereditas, 18: 49-53.

[125] Rank, J., 2003, “The method of Allium anaphase-telophase chromosome aberration
assay”, Ekologija, 10: 38-42.

[126] Rank, J., Nielsen, M. H., 1994, “Evaluation of the Allium anaphase—telophase test in
relation to genotoxicity screening of industrial wastewater”, Mutat. Res., 312: 17-24.

[127] Fatima, R. A., Ahmad, M., 2006, “Genotoxicity of industrial wastewaters obtained
from two different pollution sources in northern India: a comparison of three
bioassays”, Mutat. Res., 609: 81-91.

101



[128] Fernandes, T. C. C., Mazzeo, D. E. C., Marin-Morales, M. A., 2007, “Mechanism of
micronuclei formation in polyploidizated cells of Allium cepa exposed to trifluralin
herbicide”, Pest. Biochem. Physiol., 88: 252—-259.

[129] Smaka-Kincl, V., Stegnar, P., Lovka, M. And Toman, M. J., 1996, “The evaluation
of waste, surface and ground water quality using the Allium test procedure”, Mutat.
Res., 368: 171-179.

[130] Leme, D. M. And Marin-Morales, M. A., 2008, “Chromosome aberration and
micronucleus frequencies in Allium cepa cells exposed to petroleum polluted
water—a case study”, Mutat. Res., 650: 80—86.

[131] Ateeq, B., Adul Farrah, M., Ali, M. N., Ahmad, W., 2002, “Clastogenicity of
pentachlorophenol, 2-4-D and butachlor evaluated by Allium rot tip test”, Mutat.
Res., 514: 05-113.

[132] Bolle, P., Mastrangelo, S., Tucci, P., Evandri, M. G., 2004, “Clastogenicity of
atrazine assessed with the Allium cepa test”, Environ. Mol. Mutagen., 43: 137-141.

[133] Akinboro, A., Bakare, A. A., 2007, “Cytotoxic and genotoxic effects of aqueous
extracts of five medicinal plants on Allium cepa Linn.”, J. Ethnopharmacol., 112:
470-475.

[134]Yi, H., Wu, L., Jiang, L., 2007, “Genotoxicity of arsenic evaluated by Allium-root
micronucleus assay”, Sci. Total Environ., 308: 232-236.

[135] Carita’, R., Marin-Morales, M. A., 2008, “Induction of chromosome aberrations in
the Allium cepa test system caused by exposure of seeds to industrial effluents
contaminated with azo dyes”, Chemosphere, 72: 722—725.

[136] Albertini, R. J., Anderson, D., Douglas, G. R., Hagmar, L., Hemmink, K., Merlo, F.,
Natarajan, A. T., Norppa, H., Shuker, D. E., Tice, R., Water, M. D., Aitio, A., 2000,
“IPCS guideline for the monitoring of genotoxic effects of carcinogens in humans,
International Programme on Chemical Safety”, Mutat. Res., 463: 111-172.

[137] Rydberg, B. And Johanson, K. J., 1978, “Estimation of single strand breaks in single
mammalian cells”, In: Hanawalt PC, Friedberg EC, Fox CF, editors. DNA Repair
mechanisms. New York, NY: Academic; pp: 465-468.

[138] Ostling, O. And Johanson, K. J., 1984, “Microelectrophoretic study of radiation-
induced DNA damages in individual mammalian cells”, Biochem. Biophys. Res.
Commun., 123 (1): 291-298.

102



[139] Singh, N. P., McCoy, M. T., Tice, R. R And Schneider, E. L., 1988, “A simple
technique for quantitation of low levels of DNA damage in individual cells”, EXp.
Cell Res., 175 (1): 184-191.

[140] Tice, R. R., Agurell, E., Anderson, D., Burlinson, B., Hartmann, A., Kobayashi, H.,
et al., 2000, “Single cell gel/comet assay: guidelines for in vitro and in vivo genetic
toxicology testing”, Environ. Mol. Mutagen., 35 (3): 206-21.

[141] Pu, X., Wang, Z., Klaunig, J. E., 2015, “Alkaline Comet Assay for Assessing DNA
Damage in Individual Cells”, Curr. Prot. in Toxicol., 65 (3-12): 1-11.

[142] Dikilitas, M. And Kogyigit, A., 2010, “Canlilarda Tek Hiicre Jel Elektroforez
yontemi ile DNA hasar analizi” (Teknik Not): Comet analiz yontemi, Harran Tarim
ve Gida Bilimleri Dergisi, 14 (2): 77-89.

[143] Moller, P., 2006, “The alkaline comet assay: towards validation in biomonitoring of
DNA damaging exposures”, Clin. Pharmacol. Toxicol., 98 (4): 336-345.

[144] Belyaev, 1. Y., Eriksson, S., Nygren, J., Torudd, J., Harms-Ringdahl, M., 1999,
“Effects of ethidium bromide on DNA loop organisation in human lymphocytes
measured by anomalous viscosity time dependence and single cell gel
electrophoresis”, B.B.A.-Gen. Subjects, 1428 (2—-3): 348-356.

[145] Olive, P. L., Banath, J. P., Durand, R. E., 1990, “Heterogeneity in radiation-induced
DNA damage and repair in tumor and normal cells measured using the "comet"
assay”, Radiat. Res., 122 (1): 86-94.

[146] Tice, R. R., Agurell, E., Anderson, D., Burlinson, B., Hartmann, A., Kobayashi, H.,
et al., 2000, “Single cell gel/comet assay: guidelines for in vitro and in vivo genetic
toxicology testing”, Environ. Mol. Mutagen., 35 (3): 206-21.

[147] Hartmann, A., Agurell, E., Beevers, C., Brendler- Schwaab, S., Burlinson, B., Clay,
P., et al., 2003, “4th International Comet Assay Workshop.Recommendations for
conducting the in vivo alkaline Comet assay, 4th International Comet Assay
Workshop”, Mutagenesis, 18 (1): 45-51.

[148] McKelvey-Martin, V. J., Green, M. H., Schmezer, P., Pool- Zobel, B. L., De Méo,
M. P., Collins, A., 1993, “The single cell gel electrophoresis assay (comet assay): a
European review”, Mutat. Res., 288 (1): 47-63.

[149] Badr, A., Ibrahim, A. G., 1987, “Effect of herbicide Glean on mitosis, chromosomes
and niicleic acids in Alium cepa and Vicia faba root meristems”, Cytologia, 52 (2):
293-302.

103



[150] Elgi, §., 1982,  “Sitogenetikte Gozlemler ve Arastirma Yontemleri”, Firat
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Yayinlari, Elaz1g, 3: 37-85.

[151] Saxena, P. N., Chauhan, L. K. S. And Gupta, S. K., 2005, “Cytogenetic effects of
commercial formulation of cypermethrin in root meristem cells of Allium sativum:
spectroscopic basis of chromosome damage” Toxicology, 216 (2-3): 244-252.

[152] Rank, J., Lopez, L. C., Nielsen, M. H. And Moretton, J., 2002, “Genotoxicity of
maleic hydrazide, acridine and DEHP in Allium cepa root cells performed by two
laboratories”, Hereditas, 136 (1): 13-18.

[153] Yiizbasioglu, D., Unal, F., Sancak C. And Kasab, R., 2003, “Cytological effects of
herbicide racer flurochloridone on Allium cepa”, Caryologia, 56 (1): 97-105.

[154] Evseeva, T. I., Geras’kin, S. A., Shuktomova, I. I. And Taskaev, A. I., 2005,
“Genotoxicity and cytotoxicity assay of water sampled from the underground nuclear
explosion site in the north of the Perm region (Russia)”, J. Environ. Radioactiv., 80
(1): 59-74.

[155] Kara, M., Sanda, M. A., And Ates, A., 1994, “Cytogenetics effect of the insecticide
cypermethrin on the root meristems of Allium cepa L.”, Turk. J. Biol., 18 (4): 323-
331.

[156] Grant, W. F., 1992, “Cytogenetics studies of agricultural chemicals in plants”
Genetic Toxicology an Agricultural Perspective, R. Fleck and A., Hollaender eds.,
Plenum Press, New York, 335-378.

[157] Konuk, M., Liman, R., Cigerci, 1. H., 2007, “Determination of genotoxic effect of
boron on Allium cepa root meristematic cells”, Pakistan J. Bot., 39 (1): 73-79.

[158] Liman, R., Akyil, D., Eren, Y. And Konuk, M., 2010, “Testing of the mutagenicity
and genotoxicity of metolcarb by using both Ames/Salmonella and Allium Test”,
Chemosphere, 80 (9): 1056-1061.

[159] Liman, R., Cigerci, I. H., Akyil, D., Eren, Y. And Konuk, M., 2011, “Determination
of genotoxicity of fenaminosulf by Allium and Comet Tests”, Pestic. Biochem. Phys.,
99 (1): 61-64.

[160] De Marco, A., Romanelli, M., Stazi, M. A., Vitagliano, E., 1986, “Introduction of
micronucleated cells in Vicia faba and Allium cepa root tips treated with
nitrilotiacetic acid (NTA)”, Mutat. Res.-Genet. Tox., 171 (2-3): 145-148.

104



[161] Liman, R., Goke¢e, U. G., Akyil, D., Eren, Y., Konuk, M., 2012, “Evaluation of
genotoxic and mutagenic effects of aqueous extract from aerial parts of Linaria
genistifolia subsp. Genistifolia”, Rev. Bras. Farmacogn., 22 (3): 541-548.

[162] Fusconi, A., Repetto, O., Bona, E., Massa, N., Gallo, C., Dumas-Gaudot, E., Berta,
G., 2006, “Effect of cadmium on meristem activity and nucleus ploidy in roots of
Pisum sativum L. cv. Frisson seedligs”, Env. Exp. Bot., 58 (1-3): 253-260.

[163] Gehring, P. J., Torkelson, T. R., Oyen, F., 1967, “A comparison of the lethality of
chlorinated pyridines and a study of the acute toxicity of 2-chloropyridine”, Toxicol.
Appl. Pharm., 11 (2): 361-371.

[164] Zheng, Q. Z., Zhang, X. M., Xu, Y., Cheng, K., Jiao, Q. C., Zhu, H. L., 2010,
“Synthesis, biological evaluation, and molecular docking studies of 2-chloropyridine
derivatives possessing 1, 3, 4-oxadiazole moiety as potential antitumor agents”,
Bioorgan. Med. Chem., 18 (22): 7836-7841.

[165] Sadia, K. B., Vahidy, A. A., 1994, “Cytotoxic effect of herbicide ronstar on
meristematic cells of Allium cepa, L.”, Pak. J. Bot., 26 (1): 69-74.

[166] Gupta, K., Mishra, K., Srivastava, S., Kumar, A., 2018, “Cytotoxic Assessment of
Chromium and Arsenic Using Chromosomal Behavior of Root Meristem in Allium
cepa L.”, B. Environ. Contam. Tox.,100 (6): 803-808.

[167] EI-Ghamery, A. A., El-Nahas, A. L., Mansour, M. M., 2000, “The action of atrazine
herbicide as an indicator of cell division on chromosomes and nucleic acid content in
root meristems of Allium cepa and Vicia faba”, Cytologia, 65: 277-287.

[168] Chauhan, L. K. S., Gupta, S. K., 2005, “Combined cytogenetic and ultrastructural
effects of substituted urea herbicides and synthetic pyrethroid insecticide on the root
meristem cells of Allium cepa”, Pestic. Biochem. Phys., 82 (1): 27-35.

[169] Hidalgo, A., Gonzales-Reyes, J. A., Navas, P., Garcla-Herdugo, G., 1989,
“Abnormal mitosis and growth inhibition in Allium cepa roots induced by propham
and chlorpropham”, Cytobiologie, 57: 7-14.

[170] Livanos, P., Galatis, B., Quader, H., Apostolakos, P., 2012, “Disturbance of reactive
oxygen species homeostasis induces a typical tubulin polymer formation and affects
mitosis in root-tip cells of Triticum turgidum and Arabidopsis thaliana”,
Cytoskeleton, 69: 1-21.

105



[171] Evseeva, T., Geras’kin, S. A. And Shuktomova, 1. 1., 2003, “Genotoxicity and
toxicity assay of water sampled from a radium production industry storage cell
territory by means of Allium-test”, J. Environ. Radioactiv., 68 (3): 235-248.

[172] Rangaswamy, V., Shanthamurthy, K. B., Arekal, G. D., 1981, “Cytological effects of
industrial effluent on somatic cells of Allium cepa”, In: Manna GK, Sinha V (eds),
Pers. Cyto. Gen., Hind Asia Publication Delhi, 3: 303-308.

[173] Zimmermann, F. K., Henning, J. H., Scheel, I., Ochler, M., 1986, “Genetic and anti-
tubulin effects induced by pyridine derivatives”, Mutat. Res.-Fund. Mol. M., 163 (1):
23-31.

[174] Dearfield, K. L., Harrington-Brock, K., Doerr, C. L., Parker, L., Moore, M. M.,
1993, “Genotoxicity of three pyridine compounds to L5178Y mouse lymphoma
cells”, Mutat. Res. Lett., 301 (1): 57-63.

[175] Anuszewska, E. L., Koziorowska, J. H., 1995, “Role of pyridine N-oxide in the
cytotoxicity and genotoxicity of chloropyridines”, Toxicol. In Vitro., 9 (2): 91-94.

[176] Roberts, G. K., 2017, “NTP Technical Report on the Toxicity Studies of o-
Chloropyridine (CAS NO. 109- 09-1) Administered Dermally and in Drinking Water
to F344/N Rats and B6C3F1/N Mice”, National Toxicology Program Toxicity
Report, 83: 1-133.

[177] Rajeshwari, A., Roy, B., Chandrasekaran, N. And Mukherjee, A., 2016,
“Cytogenetic evaluation of gold nanorods using Allium cepa test”, Plant Physiol.
Bioch., 109: 209-219.

[178] Fiskesjo, G., Levan, A., 1993, “Evaluation of the first ten MEIC chemicals in the
Allium test”, Atla, 21: 139-149.

[179] Patil, B. C., Bhat, G. 1., 1992, “A Comparative Study of MH and EMS in The
Induction of Chromosomal Aberrations on Lateral Root Meristem in Clitoria termata
L.”, Cytologia, 57 (2): 259-264.

[180] Tiirkoglu, S., 2015, “Evaluation of genotoxic effects of five flavour enhancers
(glutamates) on the root meristem cells of Allium cepa”, Toxicol. Ind. Health., 31
(9): 792-801.

[181] EI-Ghamery, A. A., Mousa, M. A., 2017, “Investigation on the effect of
benzyladenine on the germination, radicle growth and meristematic cells of Nigella
sativa L. and Allium cepa L.”, Ann. Agric. Sci., 62 (1): 11-21.

106



[182] Luo, L. Z., Werner, K. M., Gollin, S. M. And Saunders, W. S., 2004, “Cigarette
smoke induces anaphase bridges and genomic imbalances in normal cells”, Mutat.
Res.-Fund. Mol. M., 554 (1): 375-385.

[183] Amin, A. W., 2002, “Cytotoxicity Testing of Sewage Water Treatment Using Allium
cepa Chromosome Aberration Assay”, Pak. J. Biol. Sci., 5 (2): 184-188.

[184] Barbério, A., Voltolini, J. C., Mello, M. L. S., 2011, “Standardization of bulb and
root sample sizes for the Allium cepa test”, Ecotoxicology, 20 (4): 927-935.

[185] Dhawan, A., Bajpayee, M., Parmar, D., 2009, “Comet assay: a reliable tool for the
assesment of DNA damage in diffrerent models”, Cell Biol. Toxicol., 25 (1): 5-32.

[186] Vlastos, D., Skoutelis, C. G., Theodoridis, I. T., Stapleton, D. R., Papadaki, M. 1.,
2010, “Genotoxicity study of photolytically treated 2-chloropyridine aqueous
solutions”, J. Hazard. Mater., 177 (1-3): 892-898.

[187] Liman, R., 2013, “Genotoxic effects of Bismuth (III) oxide nanoparticles by Allium
and Comet assay”, Chemosphere, 93 (2): 269-273.

[188] Claxton, L. D., Dearfield, K. L., Spanggord, R. J., Riccio, E. S., Mortelmans, K.,
1987, “Comparative mutagenicity of halogenated pyridines in the Salmonella
typhimurium/mammalian microsome test”, Mutat. Res.-Fund. Mol. M., 176 (2): 185-
198.

[189] Chlopkiewicz, B., Wojtowicz, M., Marczewska, J., Prokopczyk, D., Koziorowska, J.,
1993, “Contribution of N-oxidation and OH radicals to mutagenesis of 2-
chloropyridine in Salmonella typhimurium”, Acta Biochim. Pol., 40 (1): 57-59.

107



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Soyadi, Adi : PIRDAL, Giiller
Uyrugu - T.C.

Dogum tarihi ve yeri  : 30.03.1995 / ISTANBUL

Medeni hali : Bekar

E-mail : gullerpirdal@hotmail.com

Egitim
Derece Boliim/Program Bitirdigi Okul Yil
Yiiksek Lisans | Molekiiler Biyoloji ve Genetik | Usak Universitesi Halen
Lisans Molekiiler Biyoloji ve Genetik | Usak Universitesi 2017
Lise Fen Bilimleri Sehit Cengiz Saribas Lisesi | 2013

Is Deneyimi

Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi — Molekiiler Genetik ve Molekiiler Sitogenetik
Laboratuvari (Biyolog-Stajyer)

Yabanci Dil

Ingilizce

Makaleler

Pirdal, G., Liman, R., 2019, “Cytotoxic and genotoxic assessment of 2-chloropyridine
using Allium cepa ana-telophase and comet test”, Mediterranean Agricultural Sciences, 32
(2): 1-1.

Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda Basilan Bildiriler

Giiller Pirdal, Recep Liman “Cytogenetic and genotoxic effects of 2-Chloropyridine on
Allium Cepa L. root meristem cells” 4th International Anatolian Agriculture, Food,
Environment and Biology Congress, Afyonkarahisar, Turkey, p. 586, 20-22 April 2019.

108




