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ONSOZ

Bu ¢aligmada metomil ve indoksakarb’in farelerde goriilen genotoksik etkileri
arastirilmistir. Diinya niifusu her gecen giin giderek artmaktadir. Artan bu niifusun
besin ihtiyacim1 karsilamak i¢in tarim friinlerinden daha fazla verimin alinmasi
gerekmektedir. Bu gereklilik insan ve hayvanlarin saglikli bir sekilde beslenmeleri
icin sarttir. Bu amagcla yeterli derecede tarimsal iiretimin, saglikli bir sekilde elde
edilmesi biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Tarimsal iiretimi artirmanin ilk sart1 1yi bir
genetik iiriine sahip olmaktir. Ancak bu yalmz basmna yeterli degildir. Uriinlerin
ekildigi yeteri biiyiikliikteki alanlara da ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ylizden iyi bir
cevre planlamast yapilmalidir. Tarimsal alanlarin yerlesime agilmamasi ve
kirliliklerden korunmasi sarttir. Ayrica irilinlerin ekildigi topragin korunmasi ve
topraklardan bilingli olarak yararlanilmasi gerekir. Bu anlamda giibreleme ve sulama
faaliyetlerine Ozellikle dikkat edilmelidir. Yanlis ve yaygin yapilan giibrelemeler
topragin dogal yapisinin bozulmasina neden oldugundan tarimsal {iretimi hem saglik
hem de miktar acisindan olumsuz kilmaktadir. Ozellikle yer alt1 sulamalari zaman
icerisinde topragin tuz oranini artirarak verimi olumsuz yonde etkilemektedir. Yine
kirlilik tagiyan sularin topraga verilmesi bitkisel tiretimin kalitesini diistirmektedir.
Boyle iiriinler istenmeyen maddeleri yapilarinda tasiyabileceginden tiiketicilerin
sagligini olumsuz yonde etkilemesi daima s6z konusu olabilir. Hayvanlara yansiyan
bu kirlilikler hayvan sagligin1 ve dolayli olarak insan sagligini olumsuz yonde
etkilemektedir. Giinlimiizde azalan tarim alanlarindan daha fazla verim artirmak icin
triinlerin korunmasi da ozellikle 1950’11 yillardan sonra giindeme gelmistir. Bu
amagla tarim iriinlerine zarar veren canlilara karsi cesitli kimyasal maddelerin
kullanildig1 goriilmektedir ki, bunlara genel anlamda pestisitler adi verilir. Verimi
artirmak igin tarim driinlerine giinimiizde pestisit uygulanmasi maalesef zorunlu
goriilmektedir. Bu uygulamalar bitkilerin {iretim safthasindan sofraya gelinceye kadar
ki herhangi bir zamanmi kapsar. Buradaki amac¢ {irlinlerin bozulmasinin
Onlenmesinin yaninda ikinci bir durumda s6z konusudur. Bu durum iiriin daha tarla
da iken zararlilara kars1 korunmasimin yapilmasidir. Ilaglamalar iiriiniin hem yetisme
esnasinda hem de yetistikten sonra tiliketilinceye kadar bozulmasinin Oniine
gecilmesini amaclamaktadir. Bu yilizden o6zellikle boceklere karsi kullanilan ve
insektisit ad1 verilen tirlinlerin kullanimi glinlimiizde olduk¢a yaygin bir durumdur.

Her ilag i¢in s6z konusu olan uygun doz gerekliligi bu ilaglar i¢in de s6z konusudur.



Ciinkii uygun dozlarin iizerinde verilen her ilacin zehir etkisi gostermesi igten bile
degildir.

Insanoglu son yillarda tarim alanlarindan daha fazla yararlanabilmek icin
genetigi degistirilmis lriinlere de basvurmustur. Bir bitkiye genelde bakteri geninin
aktarilmasi ile elde edilen bu {iriinlerin zararlar1 tartigmalara yol a¢gmaktadir. Bu
tirtinler fiziksel anlamda ana iiriine benzemekte ama biyokimyalari ana iriinden
farklilik gostermektedir. Boceklere dayanikli olan bu iirlinler daha uzun siirede
bozunmakta ve kendilerinden ana flriine gore hacim olarak daha fazla verim
alinabilmektedir. Ancak tasidiklar1 yiiksek glikoprotein oranlar1 nedeniyle
tiiketilmeleri ciddi sorunlara neden olabilir.

Bu ¢alismada kullanilan metomil ve indoksakarb karbamat grubunda bulunan
insektisitlerdendir. Bu maddelerin gereksiz ya da gereginden fazla kullanilmasi hem
canlilar hem de doga i¢in vahim sonuglar dogurabilir. Bu iriinler kullanildiginda
zararli etkilerini hemen ya da daha uzun siirede ortaya ¢ikarabilirler. Yani bir akut ya
da kronik zehirlenme tablosu sergileyebilirler. Bazi uygulamalar zararli etkilerini
hemen gdstermese bile toprakta, bitkilerde ve hayvanlarda birikim yaparak yillar
sonra ortaya ¢ikarabilirler. Bu konuda ciddi zararli etkileri oldugu bilinmektedir. Bu
yiizden kullanilmalar1 esnasinda ¢ok dikkat edilmesi gereken maddelerdir. Bilimsel
olarak belirlenen siireler ve dozlarda kullanilmak zorunlulugu ve sorumlulugu her
kullanict i¢in gegerlidir.

Bu caligmada bu {iriinler hakkinda genel bilgiler verilecek ve muhtemel
genotoksik etkileri arastirilacaktir. Yapilan bu laboratuar c¢aligsmasiyla toplumu
bilgilendirme ve bilime katki yapma sorumlulugu yerine getirilmis olacaktir. Ayrica

bu maddelerin zararlh etkilerine dikkat ¢ekilecektir.



v

TESEKKUR

Bu tez konusunun belirlenmesi ve yiiriitilmesinde bana her zaman yon
gosteren ve destek veren, calismalarim siiresince ilgi ve yardimlarini esirgemeyen
danmisman hocam Yrd. Dog¢. Dr. Ayse KANICI’ya, danisman hocam olmamasina
ragmen her agamada yanimda olan bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, bolime
geldigim ilk giinden beri ilgi ve alakayla hep yanimda olan Prof. Dr. Abdullah
DOGAN’a, ayrica bu tezin galisma ve yazilmasi safhasinda desteklerini gordiigiim
Yrd. Dog. Dr. Pinar AKSU ve Yrd. Dog. Dr. Dinger ERDAG’a ve beraber dgrencilik
giinlerime dondiigiim béliim arkadaslarim Ugur ERMIS ve Omer SALTIK a degerli
boliim hocalarima ve hayatimin her aninda yanimda olan ve beni cesaretlendiren,
destekleyen sevgili annecigim Zarife DEMIR’e, degerlerini higbir sey ile kiyas
edemeyecegim sevgili kiz kardeslerim Fatma Zehra, Rabia ve Aysenur’a. Degerli is
arkadagim Servan ARPACI’ya. Artik ahiret yurdunda olan hayatta her seyimi borglu
oldugum, hayatimin geri kalan kisminda da her zaman yoklugunu hissedip, 6zlemle
ve minnetle anacagim sevgili babacigim Ibrahim DEMIR’e tesekkiirii bir borg

bilirim.



1.1.
1.1.1.
1.1.2.
1.1.3.
1.1.4.
1.1.4.1.
1.1.4.2.
1.1.4.2.1.
1.1.4.2.2.
1.1.4.2.3.
11424
1.1.4.3.
1.1.4.4.
1.145.
1.1.4.6.
1.1.4.7.
1.1.4.8.

ICINDEKILER

BEYAN

ONSOZ

TESEKKUR

SIMGE VE KISALTMALAR LISTESI
GRAFIKLER LISTESI
RESIMLER LiSTESI
SEKILLER LIiSTESI
TABLOLAR LISTESI

OZET

SUMMARY

GIRIS VE AMAC

GENEL BILGILER

Genel Bilgiler

Biyositler ve Pestisitler
Pestisitlerin Siniflandiriimasi
Insektisitler

Karbamat Grubu Insektisitler
Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Kinetik ve Metabolizma
Absorpsiyon

Dagilim

Metabolizma

Atilim

Cevrede Birikme ve Pargcalanma

Asetil Kolin Ve Asetilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolinesteraz Enziminin Biyolojik Onemi

Asetilkolinesteraz Inhibitorleri
Toksik Etki Mekanizmasi

Toksisite Belirtileri

Sayfa No

Xl
XV
XVI

10
13
14
14
14
15
15
15
16
16
17
19
20
20



1.1.4.9.
1.1.4.10.
1.1.4.11.
1.1.5.
1.1.6.
1.1.7.
1.2.
1.2.1.

1.2.2.
1.2.3.
1231
1.2.3.2.
1.2.3.3.
1.2.4.
1.2.5.

2.1.
2.1.1.
2.2

2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.2.4.
2.2.5.
2.2.6.
2.2.1.
2.2.8.
2.2.9.
2.3.

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.

Mutajenite
Karsinojenite
Tedavi
Metomil
Indoksakarb
Mitomisin C
Genotoksisite

Kromozom Aberasyonlari

Kardes Kromatid Degisimi (KKD)
Mikroniikleus (MN)

Fare Kemik iligi Mikro Nukleus Yéntemi
Sitokinezi Engellenmis Mikro Nukleus Y dntemi
Mikronukleus Hesaplama Kriterleri

Ames Testi

Comet Testi

MATERYAL ve METOT

Materyal

Hayvan Materyali (Deney Hayvanlari)
Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve
Cozeltiler

Metomil

Indoksakarb

Mitomycin-C (MMC)

Eter (Dietil Eter, Etoksietan)

Sorensen Tampon (Sorensen Buffer) Cozeltisi
Giemsa

May-Grunwald

Entellan

Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol)
Calismada Kullanilan Deney Ekipmanlari
Hassas Terazi

Santrifiij

Mikroskop

21
21
22
23
24
26
28
28

30
32
33
34
35
35
36
37
37
37
37

37
37
38
38
38
38
39
39
39
39
39
39
39



2.4.

2.4.1.

2.4.2

2.4.3.
2.4.4.

3.1.

Metot

Gruplar

Mikroniikleus Testi
Boyama Islemi

Istatistik Yéntemi
BULGULAR

Kontrol ve Deney Gruplarina Verilen Bilesiklerin
Olusturduklart MNPCE’ler
TARTISMA VE SONUC
KAYNAKLAR
OZGECMIS

40
40
40
41
41
43
43

52
66
75



°C
ACh
AchE
ALS
Asetil-Coa
ATP
BChE
BrdU
BN

CA
CAT
CBMN
ChAT
CK
Cyt-B
DDT
Dk
DNA
DSB
DSO
EPA

FAO

GR

SIMGE ve KISALTMALAR LISTESI

:Santigrad derece

:Asetilkolin

:Asetilkolinesteraz

:Alkali Labil Bolgeler
:Asetilkoenzim A

:Adenozin Trifosfat
:Butirilkolinesteraaz

. 5-bromodeoksiiiridin

:Bi nukleus

:Kromozom Aberasyonu
:Katalaz

:Sitokinezis Blok Mikronukleus
:Kolinasetiltransferaz

:Kreatin Kinaz

:Sitokrom B

:Dikloro Difenil Trikloroethan
:Dakika

:Deoksiribo Niikleik Asit
:(DNA) Cift Zincir Kiriklar
‘Diinya Saglik Orgiitii
:Environmental Protection Agency (Cevre Koruma Kurumu)
:Food and Agriculture Organisation (Gida ve Tarim Orgiitii)
:Gram

:Glutasyon Rediiktaz



Vi

GSH :Glutasyon

GSH-Px :Glutasyon Peroksidaz

IUPAC :Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
I.v. :Intravendz

KAU- : Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
HADEK

Kg :Kilogram

KKD :Kardes kromatid degisimi

L :Litre

LDso :Median Lethal Dose

M :Mililitre

MMC Mitomisin-C

Mg :Miligram

MN Mikroniikleus

MNPCE :Mikroniikleuslu Poli Kromatid Eritrosit
MSS :Merkezi Sinir Sistemi

NCE :Normo Kromatid Eritrosit

NPB : Niikleoplazmik Koprii

05 :Tekil Oksijen

OK :Organo klorlu

OF Organofosfat

0Dy, :Ortalama Oldiiriicii Doz

PCE :Poli Kromatid Eritrosit

PSS : Periferal Sinir Sistemi

Rpm :Dakikadaki doniis hiz1

SCE :Kardes Kromatid Degisimi



SOD

SSB

WHO

%

Vil

:Stiperoksit Dismutaz
:(DNA) Tek Zincir Kiriklar
:‘World Health Organization

‘Yuzde



Vil

GRAFIKLER LISTESI
Sayfa No
Grafik 3. 1. : 10.000 PCE iizerinden bakilan MNPCE degerleri 47
Grafik 3. 2. : Fare kemik iliginde saptanan MNPCE oranlari 47
Grafik 3. 3. : Toplam MNPCE sayisindaki yiizdelik dagilim 48
Grafik 3. 4. : Gruplar aras1 mikroniikleus sayilar1 ve standart 50

sapmalari



Resim 3. 1.

Resim 3. 2.

IX

RESIMLER LISTESI

Yapilan ¢alismada pozitif kontrol grubunda goriinen bir
MNPCE (10x200)

Yapilan ¢alismada pozitif kontrol grubunda goriinen bir
MNPCE ve PCE (10x200)

Sayfa No

48

49



Sekil 1. 1.
Sekil 1. 2.
Sekil 1. 3.

Sekil 2. 1.

SEKILLER LISTESI

: Metomil’in kimyasal yapisi
: Indoksakarb’m kimyasal yapist
: Mitomycin-C’nin kimyasal yapisi

: Mikroniikleus testi yapilisi sematik gosterimi

Sayfa No

23
24
26

42



Xl

TABLOLAR LiSTESI
Sayfa No

Tablo 1. 1. : DSO tarafindan pestisitlerin akut zehirlilik yoniinden 9
siiflandirilmasi

Tablo 3. 1. : Negatif kontrol grubunda saptanan PCE ve MNPCE 43
sayilar1 ve ylizdelik oranlari

Tablo 3. 2. : Pozitif kontrol grubunda saptanan PCE ve MNPCE 44
sayilar1 ve ylizdelik orani

Tablo 3. 3. : Metomil verilen farelerde saptanan PCE ve MNPCE 45
sayilar1 ve ylizdelik orani

Tablo 3. 4. . Indoksakarb verilen farelerde saptanan PCE ve 46
MNPCE sayilar1 ve ylizdelik oranlari

Tablo 3. 5. : Gruplardan saptanan toplam PCE ve MNPCE sayilari 46
ve ortalamalari

Tablo 3. 6. : Calismada kullanilan maddelerin dozlari, verilen 49

stireleri ve MNPCE sayilarinin standart dagilimlar:



Xl

OZET

Bu c¢alismada organik karbamatli insektisitlerden olan metomil ve
indoksakarb iceren bazi preparatlarin farelerde mikroniikleus testi ile genotoksik

etkileri arastirildi.

Metomil ve indoksakarb organik karbamatli insektisitlerdendirler. Tarim
alaninda pestlere karsi kullanilirlar. Diinya niifusundaki hizli artigsa bagli olarak besin
ihtiyact her gegen giin artmaktadir. Bunun yaninda kent yasaminin cazibesinden
dolay1 eski tliretim tarzlar1 ve miktar1 glinlimiizde yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
giinimiizde besin maddelerinin yliksek verimle iiretilmesi gerekmektedir. Bunu
saglayabilmek icin tarim alanlarina sulama, giibreleme, pestisit uygulamalarinin
yapilmas1 maalesef kagimilmaz goriinmektedir. Insanoglu Hem bitki hem de
hayvansal iretiminin arttirilmasi i¢in genetik calismalar yapildigi hatta genetigi
degistirilmis organizmalar {izerine ciddi ¢aligmalar yapildig1 bir donemden geciyor.

Biitlin bunlar giiniimiizde pestisit uygulamalarinin 6nemine dikkat cekmektedir.

Pestisit kullanimda onemli bir nokta ise gereken zamanda ve gerektigi
miktarda kullanilmalaridir. Bu gereklilik verim i¢in ne kadar gerekliyse insan saglig
ve ekosistemin dengesi i¢in de o kadar onemlidir. Pestisitlerin birikim yaparak
zamanla ¢evrede kalintilarinin goriildiigti ve bu kalintilarin canlilar i¢in olusturdugu
tehlike asikardir. Bu tehlike kendini akut, subakut ve kronik zehirlenmeler seklinde
gosterebilir. Zehirlenmelerin yaninda genotoksisiteye de neden olarak insan
genomunda degisiklikler yapabilecekleri ve bu defektlerin gelecek nesillere
aktarilmasi da s6z konusudur. Gen toksisitelerinin bilinmesi ¢evre ve canli sagliginin

korunmasi agisindan ¢ok dnemlidir.

Bu c¢aligmada agirliklart 20 + 1 g arasinda degisen, 8 haftalik erkek, Mus
musculus cinsi swiss albino irki toplam 40 adet fare kullanildi. Fareler 121 °C’ de
otoklove edilebilen, polikarbon malzemeden yapilmis kafeslerde barindirildi.
Hayvanlar kafeslere 10’lu gruplar halinde yerlestirildi. Fareler 20 + 2 °C sicaklik, %
50 bagil neme sahip, sabah 8’den aksam 8’e kadar olan 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik 151k periyotlu laboratuvar kosullarinda barindirildi. Hayvanlar ad libitum
olarak standart diyetle beslendi. Uygulanacak maddelerin dozu distile suda ¢oziilerek

oral yol ile verildi. Kontrol grubuna (Grup 1) igme suyu olarak distile su verildi.
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Pozitif kontrol grubuna (Grup 2) i.p. yolla 2 mg/kg/fare tek dozda Mitomisin C
enjekte edildi. Grup 3’¢ 30 mg/kg kadar metomil igme suyuyla 14 giin siireyle
verildi. Grup 4’e ise igme suyuyla 15 mg/kg dozda indoksakarb 14 giin siireyle
uygulandi. Hayvanlar 14 gilin sonra eter anestezisi altinda dislokasyonla Otenazi
edildi. Kemik ilikleri ¢ikarildi. Boyanarak mikroskopta incelenebilecek preparatlar
haline getirildi. Her hayvandan hazirlanan bir preparattan 1000 adet hiicre olmak
lizere bir gruptan toplam 10 000 adet hiicre sayildi. Hiicrelerde polikromatid eritrosit
(PCE) ve mikroniikleuslu poli kromatid eritrosit (MNPCE) oranlar1 tespit edildi.
Aragtirma sonucunda MNPCE sayilarinin grup ortalamasi kontrol grubunda 3,6, grup
2’de 66, grup 3°de 24,9 ve grup 4’de 12,8 olarak tespit edildi. Grup 1, 2 ile Grup 3 ve
4, ayrica Grup 3 ile Grup 4 arasindaki farklar istatistiksel agidan dnemli bulunmustur
(p<0,001). Elde edilen sonuglara gére Metomil ve indoksakarbin farelerde uygulanan

dozlarda genotoksik etkili oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Pestisit, Metomil, Indoksakarb, Genotoksisite, Mikroniikleus.
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SUMMARY

In this study, which is one of the organic carbamate insecticides methomyl
and some preparations containing indoxacarb in the mouse micronucleus test and

genotoxic effects were investigated.

Methomyl and indoxacarb put them among the organic carbamate
insecticides. Used against pests in agriculture. Depending on the rapid increase in
world population food needs are increasing with each passing day. Besides, due to
the attraction of city life and the amount of old modes of production are insufficient
today. Therefore today nutrients should be produced with high efficiency. To ensure
this, agricultural areas, irrigation, fertilization, pesticide application made to seem
inevitable, unfortunately. Mankind for both plant and animal genetic studies will be
made to increase production even made a serious study on genetically modified
organisms, which is going through a period. All this draws attention to the

importance of pesticide applications today.

An important point in the use of pesticides and the right amount of time
required is used. This requirement, if necessary, how to yield to human health and
the ecosystem is so important for balance. By the accumulation of pesticide residues
seen around times and the danger posed to live in these ruins is obvious. Acute and
subacute and chronic poisoning, this threat may form. Besides poisonings also cause
genotoxicity in the human genome will make changes and be passed on to future
generations of these defects is also true. Knowledge of gene toxicity in terms of the

protection of the environment and vibrant health is very important.

In this study weights ranging from 20 + 1 g, 8 weeks, male, albino genus Mus
musculus, a total of 40 mice were used. Mouse 121 C. The autoclave, which can be
housed in cages made of polycarbonate material. Animals are housed in a group of
10 cages. Mice, 20 = 2 ° C temperature, 50% relative humidity, with 8 in the
morning until eight in the evening the 12-hour light, 12 hours dark light periods were
housed under laboratory conditions. Animals were fed a standard diet ad libitum. The
dose of the substance to be applied dissolved in distilled water was given by oral
route. Control group (Group 1) was given distilled water as drinking water. Positive

control group (Group 2) i.p. 50 ul/10 g mouse ways Mitomycin C was injected in a
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single dose (2 mg / kg). Group 3 30 mg / kg dose methomyl, drinking water was
given for 14 days. And Group 4 with the drinking water of 15 mg / kg was
administered for 14 days indoxacarb. After 14 days the animals were euthanized with
dislocation under ether anesthesia. Bone marrow was removed. Staining was made
into preparations which can be examined under microscope. Preparations prepared
from each animal cells, including a group from the 1000 total of 10 000 cells were
counted. PCE and MNPC rates in cells was determined. As a result the number of
research groups MNPC average 3.6 in the control group, 66 in group 2, group 3 was
found to be 24.9 and 12.8 in group 4. Groups 1, 2 and Groups 3 and 4 may also be
differences between Group 3 and 4 were statistically significant (p <0.001).
According to the results obtained in mice in doses Methomyl and Indoxacarb

genotoxic said to be effective.

Key Words: Pesticide, Methomyl, Indoxacarb, Genotoxicity, Micronucleus.
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GIRIS VE AMAC

Pestisitler dogada tarim alaninda kullanilan ilaglardir. Glinlimiizde
pestisitlerin yaygin olarak kullanilmalar1 kaginilmaz bir hal almistir. Yaygin
kullanimina bagli olarak yanlis kullanilmalar1 canli ve cansiz ¢evreye istenmeyecek
derecelerde zarar verme potansiyeli tasimaktadir. Gereksiz ve 6zensiz kullanilmalari
insan ve hayvanlarda akut ve kronik tipte zehirlenmelere neden olmaktadir. Bu
maddelerle ortaya ¢ikan zehirlenme etkileri bilesiklerin fiziksel ve kimyasal yapisina
gore degisiklik arz eder. Bazi etkilerinin gelecek nesillere aktarilmasi ¢ok daha
bliylik 6nem tasimaktadir. Bu etkilerden biri genotoksisitedir. Genotoksik etkiler
hiicrelerde mutasyon seklinde seyredebildiginden kanser, teratojenite, alerji ve hiicre
Olumlerinin ortaya c¢ikmasiyla sonucglanabilir. Bazilar1 kalitsal hastaliklar

dogurabilmesi agisindan da dikkate degerdir.

Bu aragtirmada veteriner hekimlikte ve tarimda pestisit olarak yaygin
kullanilan organik karbamatli insektisit grubu insektisitlerden Metomil ve
Indoksakarb’in genotoksik etkilerinin olup olmadig1 arastirilmistir. Arastirmada fare
kemik iligi hiicrelerinden yararlamlmistir. /n vivo olarak planlanan bu ¢alismada
farelerin kemik iliginden elde edilen eritrositlerde mikroniikleus tespit edilerek
genotoksisitenin olup olmadig belirlenmeye calisilmistir. Elde edilen sonuglarin halk
saghigr ve cevre saghigr acisindan faydali olacagi degerlendirilmektedir. Ayrica
ilaglarin  kullanim amaglari, kullanilmas1 gereken dozlar1 ve kalintilarinin

degerlendirilmesine de katki yapacaktir.



1. GENEL BiLGILER

1.1. Genel Bilgiler

Diinya niifusundaki hizli artisa bagl olarak gida maddesine olan ihtiya¢ da
her gegen giin artmaktadir. Klasik bir bilgi olarak diinya niifusu geometrik olarak
artarken, besin Uretiminin aritmetik olarak arttigi ¢ogu bilim adamlarinca ileri
siiriilmektedir. Artan gida ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in tarim alanlarindan elde
edilen verimin daha yiiksek olmasi gerekmektedir. Verimi artirmak i¢in tarim
alanlariin yaygin olarak giibrelendigi goriilmektedir. Bu amacla en ¢ok kullanilan
giibreler arasinda iire, nitrat ve amonyum siilfat esasina dayanan maddelerden
yararlanilmaktadir. Bu maddelerin yaygin kullanilmasi 6zellikle suda ¢6ziinen nitrat
ve nitritli maddeler yer alt1 ve kuyu sularini bariz bir sekilde kirletmektedir. Ayrica
bu maddelerin bitki ve topraktaki diizeylerinin de giderek arttig1 goriilmektedir. Bu
durum toksisite acisinda biitiin diinya iilkelerinde olumsuz olarak ele alinir.
Zararlarini ve birikimlerini azaltmak i¢in ¢esitli calismalar yapilmakta ve kirliliklere
dikkat c¢ekilmektedir. Verim artirmanin diger dnemli bir calisma alanin1 da genetik
yapilarin degistirilmesi yoniindeki girisimler olusturmaktadir. Elde edilen transgenik
ve genetigi modifiye edilmis iriinlere giinlimiizde yaygin bir sekilde
rastlanilmaktadir.  Genetigi degistirilmis organizmalardaki lektin diizeylerin
yiksekligi ayrica ele alinmasi gereken toksik problemlerdendir (Dogan 2012).
Tarimsal alanda sadece verimin artmas1 degil ayn1 zamanda elde edilen {irlinlerin 1yi
bir sekilde korunmasi da gerekmektedir. Bu anlamda 6ncelikle insanoglu saklanma
sartlarinin iyilestirilmesine onem vermis ve bu amagla ¢esitli koruma yontemleri
gelistirilmistir. Bu yontemlerden en eskisi sogukta saklama ve soguk zincirin
olusturulmasidir ki, halen gecerli olan ve ekolojik agidan en az zarar veren
yontemlerden biri olarak degerlendirilmektedir. Fiziksel tedbirlere bagli korunma
yontemlere ilaveten hastalik ve bozucu etkileri olan zararlilardan yeterince korunma
icin insekt, rodent, mantar vb biyolojik faktorlere basvurulmaktadir. Fiziksel ve
kimyasal tedbirlerle iriinlerin saglikli olarak muhafaza edilmesi miimkiin gibi
gorinmektedir. Bu amag i¢in 6zellikle gelismis iilkeler basta olmak iizere tiim
diinyada “pestisit” adi verilen kimyasal tarim ilaglarinin yaygin olarak kullanildig:

goriilmektedir (Yigit ve ark. 2008, Dogan 2012).



Tarimsal miicadele; bitkilerin hastaliklardan, zararli ve yabanci otlarin
olumsuz etkilerinden korunmasi ve elde edilen iiriinlerin miktar ve kalite bakimindan
daha yiiksek olmasini1 kapsamaktadir. Ayrica bu amagla yapilan biitiin miicadelenin
miimkiin oldugunca ekonomik olmasi istenir. Uygulanan miicadelenin basarili olmasi
icin uygulanan yontemin entegre savas (entegre zararli yOnetimi) ydntemlerine
uygun olarak yapilmasi gerekmektedir. Zararlilarla yapilan entegre miicadele
yontemi tarimsal miicadelenin insan ve cevre sagligina olumsuz etkileri en az
olmasia dikkat edilmelidir. Segilecek yontem ¢evreye, uygulayici ve iiriinlere en az
toksik etki yapacak sekilde olmalidir. Bu nedenle en iyi ve etkili, ayrica zarar1 en
diisiik olan miicadele yontemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢esitli ¢alismalar
yapilmaktadir. Miicadelenin bu ¢aligmalarin dikkate alinarak yapilmasi biiyiik 6nem
arz etmektedir (Delen ve ark. 2005).

Pestisitler, besin maddelerinde bulunduklarinda fiziksel ve kimyasal olarak
bozulmaya ve bunun sonucu besin maddelerinin degerinin azalmasina neden olan
“pest” adi verilen organizmalara karst kullanilan ilaglar olarak tanimlanmaktadir.
Pestisitler ilaglarla yapilan biyolojik miicadelenin bir boliimiinii olustururlar.
Pestisitler pestleri 6ldiirerek tarim iriinlerinin bozulmasini engellerler, dolayisiyla
tirtinlerin dayanma stirelerini uzatirlar. Bu durum ayni1 zamanda pestisit kullaniminin
temel amacini olusturmaktadir (Dogan 2012, Kaya 1998).

Pestlerle yapilan miicadele bilinenin aksine ¢ok eski zamanlara
dayanmaktadir. Pestlerin kontrolii amaciyla ilk defa Cinliler kiikiirdi M.O. 1000
yillarinda fumigant olarak kullanmistir. Aslinda bundan ¢ok daha eski zamanlarda
savaglarda kullanilan kimyasal maddeler de bir ¢esit biyosit olduklarindan
pestisitlerin gelistirilmesine diisiince olarak hizmet etmis olabilirler. Kimya bilimi
gelistikce bu amagla kullanilan kimyasal maddelerin sayisinin  da  arttid
goriilmektedir. Bu maddelerden biri nikotindir. Nikotinin kullanilmasint 17. yy’da
tiitlin yapraklarinin sulu ekstresinin sprey seklinde insektisit olarak uygulanmasiyla
baslatmistir. Bu durum geliserek giinlimiizde nikotinoidlerin sentez ve kullanimlarin
dogurmustur. Yine 17. yy’da Nux vomica (Strychnos nux vomica) tohumlari
kemirgenlere karsi kullanilmigtir. Halen bu bitkiden elde edilen sitriknin rodentisit
olarak kullanilmaktadir. Derris eliptica koklerinden elde edilen rotenon ve
Chrysanthemum ¢igeklerinin ekstresinden elde edilen piretrin 1, Il, Sinnerin 1, Il
insektisit olarak kullanilmig, daha sonra bu maddelerden yaygin olarak kullanilan

piretroidler sentezlenmistir. Bu maddeler bitkisel kaynakli insektisitler olarak 19.



yy’da kullanima girmislerdir (Yurdun 2007). Yine 19.yy’da organik fosforlu, klorlu,
karbamat grubu insektisitler gelistirilmistir. Bu bilesiklerin sayilar1 giiniimiizde
oldukg¢a fazladir ve insektisit amagla yaygin bir sekilde kullanilan kimyasal
maddelerdir. (Dogan 2012, Kaya 1998).

Pestisitlerin yaygmn kullanilmasinin iki ana nedeni vardir. Bunlardan biri
diinya niifusundaki hizli artig, digeri de tarim alanlarindan ekonomik olarak daha
fazla yararlanma istegidir. Bu nedenle niifus artisi hizla devam ettigi siirece ve
insanoglu diinyanin kirlenmesine aldiris etmeden daha fazla maddi kazang saglamak
amaciyla pestisitleri kullanmaya devam edecegi sOylenebilir Daha fazla kar elde
etme istegi maalesef daha fazla kimyasal madde kullanimini ve sonucunda kirliligi
gindeme getirecektir (Dogan 2012). Bu baglamda pestisitler ele alindiginda
ekonomik yonden olduk¢a 6nem arz eden ilaglardir. Bu ilaglar iireten firmalarin
ekonomik bir ¢ikar elde etmeleri kaginilmazdir. Diger bir degisle pestisit tiretimi
onemli bir ig sahasi halini almistir. Dolayisiyla bu durumdan {iretici firmalar 6nemli
Olclide ekonomik ¢ikar elde etmektedirler. Pestisitler tarim tiriinlerinin bozunma ve
kaybini oOnleyerek yetistiriciye ekonomik anlamda bir kar saglarlar. Bu nedenle
pestisitler ayn1 zamanda ekonomik zehirler grubuna alinmis ve ekonomik toksikoloji
icerisinde de incelenmektedir. (Dogan 2012).

Pestisitler biyositlerin bir alt dali olarak ele alinabilir. Pestisitler oldukga
genis bir ilag grubunu olusturur ve kullanim alanlarina gore insektisitler, herbisitler,
fungisitler, molusisitler, akarasitler ve rodentisitler vb olmak tizere degisik sekillerde
isimlendirilmektedirler. Bu isimlendirme kullanildiklar1 zararli maddeye gore
yapilmaktadir (6rnegin, insektlere karsi kullaniliyorlarsa insektisit, rodentlere karsi
kullaniliyorlarsa rodentisit vb). (Dogan 2012, Kaya 1998).

Pestisitler yalnizca tarimsal iretimde artis ve {irliniin korumasina neden
olmazlar. Ayn1 zamanda hem bitki hem de tiiketicilerde pestlerle tasinan hastaliklarin
oraninda ciddi anlamda diisme yaparlar. Bitki ve hayvanlarda goriilen ¢ok sayidaKki
hastalik pestisit uygulamalar1 ile kontrol altina alinabilmektedir. Bu agidan ele
alindiginda pestisitler hem halk sagliginin hem de besinlerin uzun siire korunmasina
hizmet ederler. Bu faydali etkilerinin yaninda uygulandiklarinda bazi olumsuz
etkileri de giindeme gelebilir. Ozellikle yanlis doz ve uygulama siiresi bariz
tamimlanabilen zararlara neden olabilir. Bu nedenle pratikte cesitli alanlarda
kullanilmalar1 ¢evre saghigi acisindan biiylik bir dezavantaj olusturmaktadir.

Uygulanmalari1 esnasinda gereken 6zen gosterilmedigi takdirde toprak, su, hava ve



besin  kirlenmesine yol agarak ekolojik dengenin bozulmasina neden
olabilmektedirler. Bu nedenle pestisitler uygulanirken 6zellikle c¢evrede kalinti
birakabilecegi unutulmamali ve bunlarin belli dizeylerinin canlilara zarar
verebilecegine dikkat edilmelidir. Bu olumsuzluklar1 kontrol altina alabilmek i¢in
cesitli  kriterlerden yararlanilabilir ki, bunlarin basinda pestisitlerin ¢esitli
ortamlardaki parcalanma siireleri (parcalanma yar1 Omiirleri) gelir. Her pestisitin
cevredeki parcalanma yari omrii degisir. Cevre kapsamindan burada su, toprak ve
hava gibi farkli ortamlar anlasilmalidir. Pestisitlerin bulunduklar1 bu ortamlarda
pargalanma yar1 6miirleri farklidir. Baska bir deyisle bir maddenin toprak ve sudaki
parcalanma yar1 dmrii ciddi oranda degisiklik arz etmektedir (Kaya ve ark. 1998).

Pestisitlerin tamami canlilarda ya da ¢evrede kullanildiklarinda bazi biyolojik
yapilar iizerine farkli derecelerde selektif toksisite gostermektedirler. Bu aslinda
¢evrenin korunmasi agisindan degerlendirildiginde istenen bir 6zellik olarak kabul
edilebilir. Fakat pestisit olarak kullanilan ¢ogu maddede selektif toksisitesi ya ¢ok
diisiiktiir ya da ¢evrenin korunmasi agisindan bir anlam ifade etmemektedir. Ciinkii
uygulandiklari canlinin yani sira insan ve diger memeli hayvanlarda akut ve kronik
tipte zehirlenmeler meydana getirebilmektedirler (Mural 2005). Burada zehirlenme
acisindan kullanilan maddenin ¢evre sartlarina olan dayanikliligi ve ¢oziiniirligii gibi
faktorler belirleyici rol oynamaktadir. Ozellikle bazi pestisit tiirlerine uzun siire
maruz kalinmasi durumunda insan ve hayvanlarda mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik gibi 6zel toksik etkiler meydana gelebilmektedir. Ayrica pestisitler insan
ve hayvan saglig1 agisindan ¢ok 6nemli olan lipit peroksidasyonuna, kas ve sinirlerde
dejenerasyona, c¢esitli doku ve organlarda hasar ve tamiri zor bozukluklara neden
olabilmektedirler (Kaya ve ark. 1998, Dogan 2012).

Bazi pestisit tiirleri ¢esitli mekanizmalarla hiicresel membranlarda lipit
peroksidasyonunu tetiklemektedir. Pestisitler ya dogrudan ya da dolayili olarak bu
etkilerini gosterebilir. Bazi pestisit tiirevleri metabolize edildikten sonra ortaya ¢ikan
serbest radikaller araciligiyla etkili olurlar ki, bunlarm bir kismini reaktif oksijen
tiirleri olugturmaktadir. Bu radikaller hiicre yapilar ile kolaylikla reaksiyona girerek
ciddi hasarlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar. Bazi pestisitler ise etkilerini
antioksidanlari pargalayarak gostermektedirler. Bazilar1 da enzimleri inhibe
edebilmekte ya da pargalayabilmektedirler (Yarsan ve ark. 1999).

Serbest radikaller biyokimyasal redoks tepkimeleri sonucu ortaya ¢ikan, dis

yoriingelerinde ¢ok az bir siire i¢in bile olsa ¢iftlenmemis bir-iki elektron bulunduran



atom ya da molekiillerdir. Bunlar arasinda siiperoksit anyon radikali (O5*), peroksit
anyonu (Oy), hidroksil radikali (OH), singlet (tekil) oksijeni (107) ve nitrik oksit
(NO) gibi radikal tiirleri sayilabilir. Bu radikaller ¢ok reaktif olup, hiicre yapilariyla
kolayca reaksiyona girmektedirler. Metabolizma sonucu ortaya ¢ikan serbest
radikaller oncelikli olarak viicut savunma sistemleri ile ortadan kaldirilirlar. Eger bu
reaktif oksijen tirleri viicudun antioksidan savunma sistemleri ile ortadan
kaldirilamaz ise hiicrelerde yapisal hasarlar ortaya g¢ikar. Bunun nedenini viicut
yapilarini olusturan basta yaglar olmak tizere diger yapilarin okside olmas1 olusturur.
Ozellikle hiicre zarinda bulunan lipitlerin peroksidasyonuna bagli olarak yapisal
hasarlar ortaya ¢ikabilir. Antioksidan savunma sistemi bu hasarlar1 bertaraf etmesi
acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Viicut antioksidan savunma sistemi siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutasyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutasyon
rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimler ile glutasyon (GSH), vitamin A, C ve E gibi
enzim olmayan antioksidan etkili maddeleri kapsamaktadir (Kiling 1985).

1.1.1. Biyositler ve Pestisitler

Biyositler genel anlamda canli organizmalari 6ldiiren maddeler olarak
adlandirilmaktadir. Biyositler bakteri, mantar, alg, bitki, nematot, bocek, rat gibi
canlilara karsi insanlarin lehine olmak {izere kullanilmaktadirlar. Biyositler bu anlam
itibariyle genis bir kavram olup, pestisitleri de kapsamaktadirlar. Pest terimi tarim
triinlerinde fiziksel ve kimyasal bozunmaya neden olan canlilar1 6ldiirmek i¢in
kullanilan bir kavramdir. Diger bir deyisle tarim alanlarinda kullanilan biyositlere
pestisitler denilmektedir (Dogan 2012).

Pestler besin maddelerini hem fiziksel hem de biyokimyasal olarak bozarlar.
Dolayisiyla yeni toksik kimyasal iiriinlerin ortaya ¢ikmasina da sebep olabilirler.
Ornegin baz1 mantar ve bakteriler besin maddelerinde iirediklerinde besinin fiziksel
olarak bozunmasina ve ayrica ortama gesitli toksinlerin sentezlenerek verilmesine
sebep olurlar. Boyle besinlerin tiiketilmesinde mikotoksin gibi zehirler ile canlilarin
temas haline gegmesi s6z konusudur. Bu durumda ciddi akut ve kronik
zehirlenmelere sikga rastlanir. Pestler insan ve hayvanlarin yalnizca besin
maddelerini bozmakla kalmaz, aynm1 zamanda besinlere hastalik etkenlerinin
taginmasina da neden olurlar. Pestler tarim iirlinlerine tarlada, tasinma esnasinda ya

da iiretim, isleme, depolama ve tiiketim safhasinin herhangi birinde bulasabilirler.



Bulagsma bu safhalarin birden fazlasinda da olabilir. Bu sathalarin hepsi tiretimden,
tilketime ya da tarladan sofraya kadar gelir. Pestler bu safhalarin herhangi birinde ya
da birden fazlasinda tarim iriinlerini fiziksel ve biyokimyasal anlamda bozarak
degerini azaltirlar. Biitiin bunlar1 6nlemek yani besin maddesinin degerini korumak
icin pestisitler tarimda yaygin olarak kullanilirlar. Pestisitler besinlerin degerinin
azalmasinin ya da pestlere bagli bozunmalarinin 6nlenmesinde kullanilan maddeler
olarak da tanimlanabilirler. Bu anlamda tarimda yaygin olarak kullanilan 6nemli
kimyasal maddelerdir ve giiniimiizde alternatifleri heniiz tam olarak ortaya
konmamistir. Bu nedenle uzunca bir siire pestisit kullanimimin devam edecegi
ongoriilebilir (Dogan 2012)

Pestisitlerin yaygin kullaniminin en 6nemli nedeni artan diinya niifusunun
besine duydugu ihtiyacin giderek artmasidir. Bu durumun giderek artacagi da
tahmin edilmektedir. Bu ihtiyacin karsilanabilmesi i¢in elde edilen verimin daha
yiksek olmasi ve {rlinlerin korunmasi biiyiikk onem arz etmektedir. Tarim
iriinlerinden arzu edilen miktar ve kalitede liriin alinabilmesi, bu iiriinlerin hastalik
ve zararlilardan yeterince korunmasiyla bu ihtiyacin karsilanmasi miimkiin olabilir.
Bu yalnizca bir secenek olarak ele almmalidir (Yigit ve ark. 2008). Ozellikle birim
alandan daha fazla verim alma, biyolojik miicadele yapma, sulama, topragin
kalitesini koruma kirlilikleri 6nleme vb tedbirlerle birlikte yiiriitiilmesi siirdiiriilebilir
bir ¢evre acisindan olumlu olarak diistiniilmektedir.

Pestisitler Tiirkiye ve biitiin diinyada yaygin bir sekilde tarim alanlarinda
zararlilarla miicadelede kullanilirlar. Pestisitlerin bu yaygm kullanimi besin
maddelerinde 6nemli Olgiide kalintiya sebep olmaktadir. Bu nedenle analizlerde
besinler tizerinde pestisitlere sik¢a karsilagilir. Dogrudan toprak, bitki ve hayvanlar
tizerine uygulanirlar. Dolayisiyla dogrudan ya da dolayh olarak cevreye, tarim
alanlarina, bitki Ortlisiine, insan ve hayvanlarin viicuduna bulasabilmektedirler.
Pestisitlerin genis bir uygulama alanlar1 vardir. Su, toprak, bitki, hayvan, depolar,
ambarlar pestisitlerinin yaygin kullanildiklar1 alanlar arasinda sayilabilir. Biitiin
bunlar 6zellikle insan ve hayvanlar igin ¢ok sayida etkilenme alani olusturur. Bu tiir
uygulamalarla ¢evreye, su ve bitki Ortiisii ile besinlere yansiyan pestisit kalintilar
bulunduklar1 ortamda kisa veya uzun siire kalarak énemli bir ¢evre kirliligine sebep
olurlar. Ayrica insan ve hayvanlarda zehirlenme tehlikesine yol agarlar. Pestisitlerin
uzun sireli (tekrarlanarak) kullanilmasi ve bazilarmin kalict olmasi ya da

parcalanmaya dayanikli olmasi, bunlarin uygulamadan hemen sonra, yani biyosfere



girdikleri andan itibaren besin zincirine dahil olmasina yol agar. Pestisitler canli ve
cansiz gevreden canlilara yansiyabilir. Besin zincirinin en iist noktasinda bulunan
insanlara kadar ulasirlar. Viicuttaki metabolizma hizlarina ve depolanma
Ozelliklerine gore bir kalis siiresi gosterirler. Cevre, hayvan ve insanlarin
viicudundaki miktarlar1 depolanma oranlarina gore giderek artar. Pestisitler
besinlerin yaninda dogrudan hava ve su aracilifiyla da hayvanlar tarafindan alinirlar.
Viicuda disa agik yollar olan solunum, sindirim ve deri yoluyla giren pestisitler insan
ve hayvanlarda oliime kadar gidebilen degisik siddette zehirlenmelere yol agabilirler.
Ayrica kasit amaciyla ya da yanliglikla yiiksek dozlarda hayvanlara verilmesi diger
zehirlenme nedenleri arasinda sayilabilir. Yapilan ¢aligmalarda kasit ya da suistimal
edilen zehirlerin basinda pestisitlerin geldigi goriilmektedir. Bunun en 6nemli nedeni
bu zehirlerin ¢evrede kolay bulunabilmesidir. Pestisit zehirlenmeleri akut ve kronik
tabiatta olabilir. Akut zehirlenmeler pestisitlerin viicuda bir defada yiiksek dozlarda
alinmasi sonucu ortaya g¢ikar. Bu durum ayni zamanda zehirin etki kuvvetiyle de
iligkilidir. Canli viicudunda zor yikimlanan ya da metabolize edilen pestisitler ile
viicutta birikme egilimi gosterenler kronik tipte zehirlenmelere; canli viicudunda
kolay yikimlanan ve viicuttan ¢abuk atilan kuvvetli etkililer ise akut tipte
zehirlenmelere neden olurlar (Kaya ve ark. 2002). Ancak kolay ve kisa siirede
yikimlanan pestisitlerin siirekli alinmasi da kronik zehirlenme meydana getirebilir.
Ozellikle bazi pestisit tiirlerine uzun siireli maruz kalmmasi durumunda ya da
zehirlerin tekrarlanarak alinmasi insan ve hayvanlarda mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik etkiler meydana getirebilir. Basta organik klorlu (OK) pestisitler olmak
tizere pestisitlerden bazilarimin doza baglh olarak ¢esitli deney hayvanlarinin
karaciger ve tiroid bezinde tiimdr olusumuna yol agtiklari bildirilmistir. Ayrica
pestisitler lipit peroksidasyonuna, kas ve sinirlerde dejenerasyona, cesitli doku ve
organlarda hasar ve bozukluklara neden oldugu bilinmektedir. Pestisit kalintilart
uygulandiklar1 ya da depolandiklar1 yerlerde baslica enzimatik ve kimyasal
yikimlanma, buharlasma ve c¢esitli hava olaylar1 ile pargalanir veya kaybolurlar
(Kaya ve ark. 1998). Parcalanmalarin da diger faktorlerde rol oynayabilir (fiziksel ve
kimyasal faktorler). Parcalanmalar1 pestisitlerin toksisitelerini diisiiriir. Bu nedenle
kalintilarin  durumunun degerlendirilmesi ve zehirlenmelerin kontrol altina
aliabilmesi pestisitlerin ¢evredeki pargalanma yar1 Omiirlerinin tespiti ile gercek
anlamda miimkiin olabilir. Parcalanma yar1 Omiirlerinin belirlenmesi icin ciddi

aragtirmalar yapilmalidir. Bu durumun forensik agidan zehirlenmelerin olup



olmadigmmin degerlendirilmesine de onemli bir katki yapacagi diisiiniilmektedir

(Dogan 2012).

1.1.2. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Pestisitler, degisik parametreler géz Oniine almarak smiflandirilmaktadir.
Bunlar arasinda etkiledikleri zararli grubu ile bunlarin biyolojik donemi, zararlilara
etki yollar1, zehirlilik dereceleri ya da kuvveti, igerdikleri aktif madde grubu (zehirin
kimyasal yapisi1), formiilasyon sekilleri ve kullanim teknikleri sayilabilir.

Pestisitler etki ettikleri canlilara gore afisitler, akarisitler, algisitler,
arborositler, avisitler, fungusitler, herbisitler, insektisitler, molluskisitler,
nematositler, rodentisitler diye siniflandirilirlar.

Pestisitlerin en fazla siiflandirma sekillerinden biri kimyasal yapilarina gore
olamidir. Kimyasal yapilarina gore pestisitler organik fosforlu bilesikler, organik
klorlu bilesikler, organik karbamatlar, dinitrofenoller, piretroidler, formamidinler,
klorlu karbonik asit tiirevleri, fenoksikarbonik asit tiirevleri, tire bilesikleri,
dipiridinium bilesikleri, nitrobenzoller vb seklinde siniflandirilmaktadirlar.

Bir pestisit bir canli grubunu ya da birden fazla canli grubunu etkileyebilir.
Kaynaklar sentetik olabilecegi gibi bazilar1 dogal yollardan da elde edilebilmektedir.
Bu nedenle pestisitler kaynaklarina gore de siniflandirilabilmektedirler. Bu
smniflandirma sekilleri pestisitlerin bir alt grubu olan insektisitler i¢in de gecerlidir.
Yani insektisitler kaynaklarma ve kimyasal yapilarma gore Oncelikle
smiflandirilmaktadirlar (Dogan 2012).

Pestisitler ~ zehirlilik  derecelerine  (zehirin  kuvveti)  gore de
simiflandirilmaktadir.  Bu  smiflandirilmanin  yapilmasinda  pestisitlerin - hedef
organizmalar iizerinde toksik etkilerinin yani sira hedef olmayan organizmalar ve
insanlar tizerindeki toksik etkilerinin degelendirilmesi agisindan o6nemlidir. Cok
toksik pestisitler kullanilirken bu durumlari daima g6z Oniine alinmalidir. Dozlarina
daha cok dikkat edilmelidir. Boyle zehirler ¢evrede uzun siire kaliyorlarsa canlilar
acisindan ¢cok daha 6nemli olmaktadir. Az ¢ok tehlikeli sayilan bu pestisitler mutlaka
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Cevre Koruma Kurulu (EPA) tarafindan belirlenen
zehirlilik tablolar1 g6z Oniinde bulundurularak c¢ok titizlilikle uygulanmalidir.
Zehirlilik durumu i¢in genel bir kural olarak canli viicudunda zor metabolize olan ve

birikme egilimi gosteren pestisitler kronik nitelikliyken canli viicudunda hizla yikilan



ve bunun sonucunda viicuttan ¢abuk atilan pestisitler ise akut niteliklidir. WHO
tarafindan kabul edilen ve genellikle siganlarda oral veya deri yoluyla ODsg
miktarlarma gore zehirler Sinif Ia, Sinif Ib, Siuf II, Sinif III ve zehirsiz-zararsiz

seklinde simiflandirilir (D6kmeci 2001, Dogan 2012)

Tablo 1.1 : DSO tarafindan pestisitlerin akut zehirlilik yoniinden siniflandiriimasi
(Dogan 2012)

Zehirlilik Sican, ODsy, mg/kg
sinifi

Agiz yoluyla Deri yoluyla

Kati Sivi Kati Sivi
Simif TA <5 <20 <10 <40
Simf IB 5-50 20-200 10-100 40-400
Sumf 11 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
Sumf 111 >500 >2000 >1000 >4000
Normal Kat1 halde > 2000mg/kg
kullamimda
sehirsiz S1vi halde > 3000mg/kg

Zehirlerin simflandirma sekillerinden en fazla kullanilan grup etki ettikleri
canl tiirii ve kimyasal yapilarina gore olanlardir. Kullanildiklar1 zararli gruplara ya
da hedef alinan organizmaya gore yapilan smiflandirmaya gore en 6nemli pestisit
grubunu, insektisit, fungisit ve herbisitler olusturur. Insektisitlerin kimyasal
yapilarina gore sinflandirilmalart ise organik Kklorlular, organik fosforlular,
karbamatlar, dogal ve sentetik piretroidler seklinde yapilmaktadir.

Tiirkiye’de pestisitlerin en 6nemli kullanim alanini bitkisel tarim olusturur.
Bu alanda kullanilan gruplar arasinda % 47 ile insektisitler, % 24 ile herbisitler ve %
16 ile fungisitler yer almaktadir (Erdagi 2012). Diinyada pestisit kullaniminda ise %
47°lik dilimle herbisitler ilk sirada yer almaktadir. Bunu % 29 ile insektisitler, % 19
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ile fungisitler ve % 5 ile diger pestisit gruplar takip etmektedir. Bu durum ozellikle
gelismis iilkelerde gecerlidir. Zaten bu grup ilaglar diinyada en fazla gelismis
iilkelerde  kullanilmaktadir. Kullanim  miktar1  {ilkeler arasinda  farklilik
gostermektedir. Kullanim miktarlarini iilkelerin ekonomik 6neme sahip iirlinlerinin
¢esidi ve bunlarin liretim miktarlar etkiler. Ayrica, sanayi ve kullanim aligkanliklar

da 6nemli bir faktordiir ( Tiryaki ve ark. 2010).

1.1.3. insektisitler

Insektisitler zararli bocek tiirlerine karst kullanilan ilaclardir. Bu ilaglar
boceklerde metabolizma ve iireme bozukluklarina sebep olurlar. Ayrica enzim
aktiviteleri, davramis sekilleri ve beslenme aliskanliklar1 iizerinde degisiklikler
olusturarak etki ederler. Bu durum insektlerin iireme ve yasam siklusunu bozar,
insektlerde metabolik ve fizyolojik ativitelerin bozulmasina neden olur. Insektler bu
etkilere maruz kaldiklarinda olumsuz etkilenirler ve etkinin siddeti ile ¢esidine bagli
olarak oliirler. Oliimiin ortaya ¢ikmasinda insektisitin uygulanan dozu, uygulama
tekrar1 ve temas siiresi de dnemli bir faktdr olarak ele almabilir. flaclamalar sonrasi
gidalardaki insektlere bagli bozunmalar ve parazitlenmeler 6nlenmis olur. Bu
nedenle tarimsal alanda yaygin kullanilan ilaglardandirlar (Haynes 1988, Dogan
2012).

Insektisitlerin hemen hepsi ya da biiyiik ¢ogunlugu ndrotoksik etkiye sahiptir.
Bu ilaglarin biiyiik ¢ogunlugu hedef organizmalarda sinir sistemi {izerine toksik etki
gosterirler. Boceklerde merkezi sinir sistemi (MSS) ¢ok 1yi gelismis olup,
memelilerinkine benzerlik gosterir. Aynmi sekilde periferal sinir sistemi (PSS) de
memelilerle benzerlik gostermektedir. Bu nedenle insektisitlerin toksik etki
mekanizmalar1 insekt ve konakgida benzerdir. Ayrica ilaglarin insektlerde hedef
aldiklar1 organlar biitiin bocek tiirlerinde aynidir. Ancak insektisitlere karsi
hayvanlarin bireysel ve tiirsel duyarliliklar1 farkliliklar gosterebilir. Insektisitlerin
¢ogu sinir sisteminde sodyum, potasyum ve kloriir iyonlarinin membran transportunu
engelleyerek (organik Klorlular, piretroidler gibi) ya da sinir sisteminde bulunan
spesifik enzimleri inhibe edip (6rnegin organik karbamath insektisitler,
asetikolinesteraz inhibitdriidiir), sonucta sinir ug¢larindan (sinapslarda ya da noéro-
effektor kavsaklarda) salgilanan kimyasal ndrotransmitterlerin konsantrasyonlarini

degistirerek (organik fosforlular, karbamatlar gibi) ndrotoksisitelerini gosterirler.
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Organik karbamatli insektisitlerin etki mekanizmasi asetilkolinesteraz enzimini
(AchE) inhibe etmeleri ile agiklanir. Bu nedenle toksik etkilerini sinir ve kas
sistemini etkileyerek gosterirler. Organik karbamatli insektisitlerin toksisitelerinin
siddeti asetilkolinesteraz enziminin inhibisyon derecesine baghdir. Bu da insektisitin
bireysel olarak kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ile yakin iliski i¢erisindedir. Burada
Ozellikle insektisin molekiiliiniin  bireysel c¢oziiniirliik 6zellikleri 6nemlidir.
Cozintrlik insektisitlerin emilme ve etki edecekleri yerlerdeki konsantrasyonunu
dogrudan etkilemektedir (Mural 2005). Yagda ¢oziintirligiin yiiksek olmasi ya da
yagl bir tasit madde igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra canlilara uygulanmasi organik
fosforlu insektisitlerin toksisitesinde bariz bir sekilde yiikselmeye neden olmaktadir
(Dogan 2012).

Gilinlimiizde pestisit kullaniminin biiyiik boyutlara ulagmasina bagli olarak
cevre ve lizerinde yasayan canlilar i¢in kaygi uyandiran bir takim sorunlar ortaya
¢tkmaya baslamis hatta bazi iilkelerde biiyiik sorunlar ortaya cikmistir. Ozellikle
bilingsiz ve yiiksek oranda gevrede kullanilan pestisitlerden bazilart dogada diger bir
degisle hava, su, toprakta hem kendileri hem de boyle pestisitlerin pargalanma
tiriinleri birikmeye baglamis hatta bazi bolgelerde tehlikeli derecelerde birikmistir.
Bu durum hem hedef hem de hedef olmayan biitiin canlilar tizerinde olumsuz etkiler
olusturmakta ya da saglik agisindan biiyiik bir risk tagimaktadir. Pestisit kalintilarinin
onemi Ozellikle 1948 ve 1951 yillar1 arast organik klorlu pestisitlerin kalintilarinin
bulunmasiyla anlagilmistir. Cilinkii bu kimyasal yapiy: tasiyan pestisitlerin ¢evredeki
dayanikliklar1 oldukc¢a uzundur. Parcalanma yari1 omdiirlerinin uzun olmasi organik
klorlu insektisitlerin besin zincirine girmesine neden olmaktadir. Kalint1 sorunu bu
insektisitlerin diginda diger pestisitlerde de bulunmaktadir. Pestisitlerin hedef
olmayan canlilar ve insanlar {izerinde birikimine yol acan en Onemli faktor
besinlerdeki kalintilaridir. Bu anlamda insanlari bilgilendirme ve birikimin Oniine
gecmek amaciyla FAO ve WHO Pestisit Kalintilar1 Kodeks Komitesi kurmustur ve
bilimsel calismalarla gidalarda bulunan pestisit kalintilar1 i¢in izin verilen maksimum
dozlar1 belirlemislerdir. Bu diizeyler tolerans diizeyleri olarak da adlandirilir.
Ulkemizde bu tolerans limitleri Tarrm Bakanlig:i tarafindan belirlenmektedir.
Belirlenme FAO, WHO ve diger bilimsel kaynaklar goz oniine alinarak ¢esitli uzman
komisyonlar aracilig1 ile gerceklestirilmektedir (Ozkaya ve ark. 2013). Bu anlamda
Avrupa Birligi ilkelerinde uygulanan ilgili yasalardan da faydalanilmaktadir.

Bilimsel kriterler ve uyum olgiitleri c¢ergevesindeki degerlerde giincellemeler
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yapilmaktadir. Biitiin bunlar canlilarin sagligin1 korumaya yonelik yapilan girisimler
olarak degerlendirilebilir.

Tolerans diizeylerinin titizlilikle uygulanmasi insektisitlerin = olumsuz
etkilerinden korunmak icin yalniz basina yeterli degildir. Insektisitlerin olumsuz
etkisinden korunmak i¢in ayrica bazi tedbirlerin de alinmasi sarttir. Kullananlarin ya
da uygulayanlar1 6nce kendilerini, sonra uyguladiklari canli ve cansiz g¢evreyi
koruyacak tedbirlere bagvurmasi gerekmektedir. Ayrica besin maddelerini koruyacak
girisimlere bagvurmalidirlar. Kullanicilar uygulama esnasinda maske takmali ve 6zel
elbiseler giymelidirler. Bu durum solunum ve mukozalar-derinin korunmasi
acisindan faydaldir. Insektisitler uygun dozda uygulanmalidirlar. Uygulamalarin
yapildigi bolgelerdeki iiriinler belli bir siire gegmeden tiikketime sunulmamali, ilagh
besin ve sularn kullanilmamasina dikkat edilmelidir. Ila¢ atiklari ve ambalajlari
rastgele gevreye atilmamalidir. Ayrica boyle ilaglarin depolanmasina da gereken
ozen gosterilmelidir. Insektisitler depolardan ve gida maddelerinden uzak yerlerde
bulundurulmalidirlar. Agzi kilitli dolaplarda saklanmalidir. Cocuklarin ve evcil

hayvanlarin insektisit preparatlarina ulasmasina izin verilmemelidir (Dogan 2012).

Bilingsizce kullanilan pestisitlerin dogada birikmelerinin yani sira hedef
organizmalar tizerinde direng gelisimi gibi istenmeyen bir duruma da neden oldugu
gozlenmistir. Ornegin 1970 yilinda pestisit tiirlerine dayanikli sayilabilecek canli
tiri sayis1 244 iken bu sayr 1980 yilinda nerdeyse iki katina c¢ikarak 428’e
yiikselmistir. Boyle bir durumun en oOnemli sakincast bu tiirlerin ilagtan
etkilenmemesidir. Ayrica dayanikli organizmalarla miicadele i¢in daha fazla oranda
pestisit kullanimina gereksinim duyulur. Bunun sonucu olarak da ilag maliyetleri
artar ve pestisitlerin ekosistem iizerindeki istenmeyen etkiler ortaya ¢ikar (Amdur ve
ark. 2014). Pestlerin mevcut ilaglarla ortadan kaldirilamamasi yeni ilag sentezine
olan gereksinimi de beraberinde getirmektedir. Bu durum dogal olarak daha fazla is

giicli ve maliyet anlamina gelmektedir.

Zararlt boceklerle miicadelede yaygin olarak 4 temel insektisit grubu
kullanilmaktadir. Bunlar organik fosforlu (OF), organik klorlu (OK), organik
karbamat ve piretroid sinifi insektisitlerdir (Ishaaya 2000,Dogan 2012).
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1.1.4. Karbamat Grubu insektisitler

Karbamat grubu insektisitlerler 1950’lerde iretilmis (fizostigmin dikkate
alinarak) ve ayni yillarda tarimda kullanilmaya baslanmistir. Sentezlenen karbamat
grubu insektisitlerden olan N-metil karbamatlar ekinlerin korunmasinda insektisit,
akarisit, nematosit ve mollusisit olarak organoklorlu pestisitlerin yerine tarimda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica endiistride ve evlerde biyosit olarak da
uygulanirlar. Sentetik pestisitlerin biiyiik bir kismini olusturan bu bilesiklerin son 50
yilda oldukga genis bir 6lgekte yeni tiirevleri gelistirilmis olup, bunlar gliniimiizde
yaygin olarak tretilerek kullanilmaktadir. Halen tarimda yaygin olarak kullanilan
50’den fazla karbamat grubu insektisitin varligi bilinmektedir (Mickova ve ark.
2005). Ozellikle gevrede diger bazi sentetik insektisitlere gore kolay par¢alanmalart
ve etki mekanizmalar1 nedeniyle toksisite agisindan daha avantajli durumda olmalari
yaygin kullanilmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Karbamat grubu insektisitler karbamik asitin esterleridirler ve genel
formiilleri RyNH-CO-OR, seklindedir.

Karbamatlar, karbamik asidin g¢esitli N siibstitiie esterleri olmalari nedeniyle
degisik kimyasal yapiya sahiptirler ve yapilarinda farkli kimyasal gruplar
tastyabilirler. Bu anlamda R; ve R; alkil veya aril grup tasimaktadir. Karbamat grubu
herbisitler ise yapilarinda Ry ve R; radikali olarak aromatik veya alifatik grup tasirlar

Organik karbamat grubu pestisitler etki ettikleri biyolojik yap1 ve kimyasal
yapilarina gore 3 degisik sinifa ayrilirlar.

1. Organik karbamat grubu insektisitler: Bu bilesiklerin yapilarinda bulunan
R: metil grubudur (aldicarb sulfon, aminocarb, metihiocarb, propoxur, promecarb,
ethiofencarb).

2. Organik karbamat grubu herbisitler: Bu grup ilaglar yapilarindaki R; grubu
aromatik bir yapidir (carbetamid, asulam).

3. Organik karbamat grubu fungisitler: Organik karbamat grubu fungusitlerin
kimyasal yapisindaki Ry benzimidazolden olusmaktadir (Benomyl, carbendazime).

Bu kimyasal yapilarin 6grenilmesi yeni sentezlenecek organik karbamat
grubu insektisitlerin etkilerinin hangi yonde ortaya g¢ikacagina biiyiik oranda 151k
tutabilir. Sonugta ila¢c aragtirma gelistirme ¢alismalarinda hem zaman hem de

ekonomik acidan biiyiik bir kazanim elde edilir.
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1.1.4.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Karbamik asit esterleri yiiksek 1sida buharlasma 6zelligine sahip
olduklarindan ¢ok diisiik buhar basincina sahiptirler. Bu bilesiklerin sudaki
¢oziintirliikleri de azdir. Nonpolar organik ¢oziiciilerde az, polar organik ¢oziiciilerde
yiiksek oranda ¢oziintirler. Karbamik asidin N-siibstitiie tiirevleri veya esterleri alkali
ortamda genellikle stabil degillerdir, kolaylikla pargalanirlar. Siibstitiie karbamik
asidin ester ve tuzlar1 (karbamik asitin tiirevleri veya bilesikleri) karbamik asitten
daha stabildir. Insektisit aktivitesi olan karbamat tiirevleri, herbisit aktivitesi olan
metil karbamat tiirevlerine gore alkali kosullarda daha kolay pargalanirlar. Organik
karbamat grubu insektisitlerin 1s1ya dayaniksiz olmalar1 ve polaritelerinden dolay1
gaz kromatografisi ile analizleri zordur. Bu yiizden karbamat grubu pestisitlerin
analizleri genellikle floresan, UV-VIS, diode-array ve kiitle sprektrofotometre
detektorlii yiiksek basingli sivi kromatografi cihazlar ile yapilir (Mickova ve ark.
2005, Nunes ve ark. 1999). Bu yontemde diisiikk 1s1 uygulanir. Ayrica polaritenin
olumsuz etkisini gidermek i¢in analiz edilecek materyal kolana basing altinda uygun

bir ¢oziicli ile verilir.

1.1.4.2. Kinetik ve Metabolizma

1.1.4.2.1. Absorbsiyon

Karbamatlarin bitki, bocek ve memelilerde emilme, dagilma, metabolizma ve
atilma yollar1 temelde birbirine benzerdir. Organik karbamat grubu bilesikler
genellikle deri, mukoza, solunum ve gastrointestinal yollardan kolayca absorbe
olurlar. Gastrointestinal yoldan absopsiyonlart % 100’e¢ yakindir (WHO 1986).
Solunum yolundan gaz halinde ortamda bulunduklarinda tama yakin yiiksek oranda

emilirler. Deriden emilmeleri ise dogal olarak daha diisiiktiir.
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1.1.4.2.2. Dagihm

Farede karbamat grubu ilaglarin kandan organ ve dokulara hizli dagildig:
belirlenmistir. Kandaki yar1 dmiirlerinin 8 ile 17 dakika arasinda oldugu saptanmustir.
Ayrica karaciger, bobrekler, beyin, yag dokusu ve kas gibi organlarda organik

karbamat grubu insektisitlere rastlanir (bu anlamda az da olsa depolanir) (WHO
1986).

1.1.4.2.3. Metabolizma

Organik karbamat grubu bilesikler esterdirler. Bu nedenle karbamatlarin
metabolizmasindaki ilk adimi karbamik aside su ile hidrolizi olusturur. Karbamik asit
daha sonra karbon dioksit, alkol veya fenol ve ilgili amine pargalanir. Organik
karbamatlarin hidrolizi A-esterazlar ve arilesterazlar olarak bilinen bir grup enzim
tarafindan katalizlenmektedir. Karbamat grubu bilesiklerin metabolizmasi hidroliz
reaksiyonlar1 ile birlikte oksidasyon reaksiyonlariyla da gerceklesebilmektedir.
Oksidasyonda bir¢ok dokuda var olan karma fonksiyonlu oksidaz enzimleri
(monooksijenazlar) katalizor olarak gorev fstlenir. Oksidasyon mekanizmalari
baglica aromatik halkanin hidroksilasyonu veya epoksidasyonu, O-dealkilasyon, N-
metil hidroksilasyon, N-dealkilasyon, alifatik yan zincirlerin oksidasyonu veya
hidroksilasyonu ve tiyoeter oksidasyonudur. Bu sekilde faz bir reaksiyonu sonucu
ortaya ¢ikan ve genelde dokular igin aktif olan ara iirlinler konjugasyona tabi
tutulurlar. Karbamatlarin konjugasyon reaksiyonlari sonucunda O-glukuronid, N-
glukuronid, siilfat konjugatlart ve merkaptiirik asit olusur (WHO 1986). Genelde
oksidasyon ve diger reaksiyonlar karbamat grubunun hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan
bilesiklerde goriiliir. Bu bilesikler ¢esitli yolaklarla metabolize edilerek inaktif

bilesiklere ¢evrildikten sonra organizmadan disar atilirlar.
1.1.4.2.4. Atilm
Karbamatlar suda ¢oziiniir metabolitler seklinde baslica idrar, safra ve diski

ile atilirlar. Karbamatlarin insanda idrar yoluyla eliminasyonu hizlidir ve insandaki

metabolik yolaklar, si¢anlar ile benzerlik gostermektedir (WHO 1986). Bu nedenle
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organik karbamat grubu bilesikler biliyiilk oranda metabolize edilerek viicuttan

atilmaktadir.

1.1.4.3. Cevrede Birikme ve Par¢alanma

Organik karbamat grubu insektisitlerin ¢evrede pargalanma yar1 Omiirlerini ve
kaliciliklarint bazi faktorler etkilemektedir. Kullanilan bilesigin uguculugu, sudaki
¢Oziinlirligli, uygulanan topragin tipi, toprak nemi, adsorpsiyon oOzelligi, pH’si,
cevrenin sicakligi ve 1s1k gibi nedenler bu faktorler arasinda sayilabilir. Bu faktorler
kullanilan pestisitin ¢evredeki par¢alanma yar1 6mriinii, dolayisiyla topraktaki biyo
birikimlerini dogrudan etkiler. Bunlarin igerisinde en Onemlileri toprak tipi ve
insektisitin sudaki ¢oztinirligiidir. Karbamatlarin toprakta metabolik ayrigsmalarinin
ilk basamaginmi hidroliz teskil eder. Bitkiler karbamatlar1 arilhidroksilasyon,
konjugasyon veya hidrolitik parcalamayla detoksifiye ederler. Toprakta ve suda
bulunan ¢esitli mikroorganizmalar organik karbamat grubu insektisitlerin
par¢alanmasinda gorev alirlar. Ayrica bitkiler ve hayvanlar tarafindan metabolize

edilirler (WHO 1986).

1.1.4.4. Asetil Kolin (ACh) Ve Asetilkolinesteraz Enzimi (AChE)

Sistematik adi asetilkolin asetilhidrolaz [EC.3.1.1.7] olan, daha ¢ok yaygin
adiyla asetilkolinesteraz olarak bilinen bu enzim hidrolaz sinifindandir. Bu enzimin
bilinen diger isimleri de vardir. Bunlardan bazilari da gergek kolinesteraz,
kolinesteraz | ve eritrosit kolinesterazidir. Asetilkolinesteraz enzimi (AChE). Ilk defa
1938 yilinda elektrik baliginin (Torpedo marmoreta) elektrik organindan
ekstraksiyonla elde edilerek saflastirilmistir. Bu enzim diger esterazlardan
asetilkolini hidrolize etmesi Ozelliginden dolayr kolaylikla ayirt edilmektedir.
(Nachmansohhn ve Lededer 1939).

Asetilkolinesteraz enziminin gliniimiizde 7. kromozom tarafindan kodlandigi
bilinmektedir. Asetilkolinesterazin farmakolojik 6nemi basta Alzheimer olmak iizere
bazi hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan bazi ilaglar ile tarimda kullanilan bazi
pestisitlerin hedefinde bulunmasindandir (Dogan 2012). Ozellikle organik karbamat
ve organik fosforlu insektisitlerin etki ~mekanizmasinin agiklanmasinda

kullanilmaktadir. Ciinkii bu insektisitler AChE inhibe ederek etkilerini ortaya
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koymaktadir. Asetilkolinesteraz enzimi ayrica bazi hastaliklarin teshis edilmesinde
de bir anlam ifade etmektedir. Anensefali (kafanin olmamasi ya da yarim olmasi),
spina bifida (omur hattinin sirtta agik kalmasi) gibi noral organ (tiip) defektlerinde
(NTD) ve ekzomfalos (karin i¢i organlarin karin duvarinin diginda kalmasi) gibi
anomalilerde amniyon sivisinda AChE’1 belirgin bir artis gostermektedir. Orak
hiicreli anemide serum AChE diizeyi yiikselirken, paroksimal noktiirnal
hemoglobiniiride asetilkolinesteraz diizeyi diismektedir (Ozgiinen 1994). Bunlarin
tespit edilmesi hastaliklarin teshisinde yararli olabilmektedir. Ayrica sinir sistemi
bozukluklari ile iliskili oldugunu da dolayli olarak ortaya koymaktadir.

Asetilkolinesteraz enzimi organizmada kolinerjik noronlar, kolinerjik
sinapslar, noromiiskiiler kavsak, eritrositler, akciger, dalak ve beyinin gri maddesinde
bulunmaktadir. AChE’1n en 6nemli substrati asetilkolindir ve bunu biiyiik bir hizla
hidrolize etmektedir. Bunun disinda agil gruplari, asetat ve propiyonattan daha uzun
olan kolin esterleri de AChE tarafindan substrat olarak kullanilmaktadir (Rosenberry
1975, Harel 1996).

1.1.4.5. Asetilkolinesteraz Enziminin Biyolojik Onemi

Alkaloid olan asetilkolin (ACh), viicutta tanimlanan ilk ve en ¢ok bilinen bir
norotransmitterdir. Kapali formiilii CH3COOCH,CH,N"(CHs)s olan asetilkolin,
asetik asit ile kolinin esteridir. ilk kez 1914 yilinda Ingiliz bilim adami Henry Hallet
Dale tarafindan tanimlanmig, 1921 yilinda ise Avustralyali bilim adami Otto Lewi
tarafindan, kurbaga kalpleri {izerinde yapilan deneyler sonucunda bir nérotransmitter
madde oldugu dogrulanmistir. Bu kesif bilim adamlarina 1936 yilinda Nobel Odiilii
kazandirmistir.

Asetilkolin  bugiin Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin teshis ve
tedavisinde kullanilmaktadir (Kent 2000). Ayrica viiciittaki ¢ok sayida ilacin etki
mekanizmasi ve fizyolojik islevlerin aydinlatilmasinda 6nem arz etmektedir.

Asetilkolin, kolinerjik sinir uglarinda Kkolinasetiltransferaz (ChAT) enzimi
tarafindan kolinin asetil-CoOA ile enzimatik asetilasyonuyla sentez edilmektedir.
Asetil kaynagmi sinir ucundaki mitokondrilerde sentezlenen Asetilkoenzim A
olusturur. Kolin kaynaklarini ise sinir aralifinda asetilkolinin yikimlanmasi ve
viicutta hiicre zarlarinda bulunan fosfolipidlerin (fosfatidilkolin) yikimlanmasi ile

aciga ¢ikan kolin, ayrica diyetle alinan kolin olusturmaktadir. Kolin sinir ucuna,
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sinaps veya kavsak araligindan aktif transportla alinmaktadir. Kolinin asetillenmesi
ise hiicrelerin sitoplazmasinda gergeklesmektedir (Kent 2000, Dogan 2012).
Sentezlenen asetilkolin presinaptik sinirlerde bulunan vezikiiller igerisinde kullanim
icin depolanmaktadir.

Sinir  hiicrelerindeki  aksonlar diger hiicrelere sinyal iletiminden
sorumludurlar. Sinir gévdesinin ince uzantilart olan dendritler ise komsu sinir
hiicresinden gelen kimyasal uyarilart almakla gorevlidirler. Bu uyarilar sinapslarda
kimyasal uyariya doniistiiriilmekte ve sinir hiicresinin aksonunda elektriksel uyariyla
ilerlemektedir. Sinir hiicresi zar1 boyunca kendini gosteren bu elektrokimyasal
degisime "aksiyon potansiyeli" adi verilmektedir (Kiss ve Vizi 2001). Olusan
aksiyon potansiyeli dendritten aksona ve oradan akson boyunca ilerleyerek aksonun
diger ucuna geldiginde, igleri kimyasal iletici maddelerle (asetilkolin gibi bir
norotransmitter) dolu Kkesecikleri uyarmaktadir. Uyarilmig olan bu kesecikler,
ekzositoz yoluyla igerdikleri iletici maddeleri sinapsa salgilamaktadirlar (Noyan
1988). Boylece elektriksel uyari sinapslarda norotransmitter maddeler yardimiyla
kimyasal bir uyar1 haline doniistliriilmektedir. Bu kimyasal uyar1 da bir sonraki sinir
hiicresinde yeni bir aksiyon potansiyeli baslatmaktadir (Noyan 1993,Bayrak 2008).
Burada transmitter maddelerin alic1 sinir membraninda bulunan reseptorler devreye
girmektedir. Akson ucundan bu sekilde salinan sinirsel ileticiler, iki sinir hiicresinin
arasindaki sinaptik araliga gegmektedir (Bunin ve Wightman 1999). Sinaptik aralig:
olusturan sinir uglarindan sinirsel uyariyr aktaran uca "sinaps Oncesi (presinaptik)
uc", sinirsel uyariyr alan uca ise "sinaps sonrasi (postsinaptik) ug¢" adi verilmektedir
(Bunin ve Wightman 1999). Elektriksel uyar1 akson ucuna vardiginda, sinaps 6ncesi
uctan salinan sinirsel ileticiler, sinaps sonrast ug¢ta bulunan reseptorleri
uyarmaktadirlar. Reseptorler, hiicrelerde dis (or. ilaglar) ya da i¢ kaynakli kimyasal
madde molekiillerini secici bir sekilde baglayan, etkinin baslamasina aracilik eden
protein yapidaki 6zel maddelerdir (Bear ve ark. 2006). Uyarilmis olan reseptor,
kendisine bagli olarak c¢alisan ¢esitli enzim sistemlerini etkinlestirerek veya
baskilayarak ya da hiicre yiizeyinde bulunan iyon kanallarini1 agip kapatarak hiicrede
aksiyon potansiyeli olusmasinit saglamaktadir. Ancak unutulmamasi gereken her
transmitter maddenin aksiyon potansiyelini aktarmada rol oynayamadigidir. Bazi
transmitter maddeler aksiyon potansiyeli olusumunu engellerler yani inhibitor
ozelliktedirler. Bu sekilde bazi uyarilar alici sinirlere aktarilmaz. Uyartyr aktaran

transmitter maddelere eksitator, bloke eden transmitter maddelere ise inhibitor
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transmitter maddeler ad1 verilir. Asetil kolin eksitator etkili bir transmitter maddedir.
Uyarma islemi tamamlandiktan sonra, siirecte rol oynayan ndrotransmitterler
(asetilkolin), ya sinaptik aralikta bulunan enzimlerce pargalanarak inaktif hale
doniistiiriilmekte ya da presinaptik uca geri alinarak etkisiz kilinmaktadir (Bear ve
ark. 2006, Bayrak 2008).

Bir norotransmitter madde olan asetilkolinin gorevi, presinaptik sinir
hiicreleri tarafindan sinaptik araliga salindiktan sonra sinirsel uyarilar1 postsinaptik
uca aktarmaktir. Bu sekilde sinir sistemi boyunca ileti sinirlere ya da kas gibi ilgili
dokulara ulasmis olur (Geula ve Mesulam 1999). Kolinerjik ileti sinaptik araliktaki
asetilkolinin asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hizla (30 milisaniye igerisinde)
katalitik hidroliz yolu ile sonlandirilir. Bu durum gelecek yeni bir iletinin devami igin
sarttir (Swartz 2000). Aksi halde yeni iletiye sinapslar cevap veremez.

Asetilkolinin hidrolizi sonucu sinaptik aralikta olusan kolin, presinaptik
ndrona alinarak tekrar ACh sentezinde kullanilmaktadir. Kolinesterazlarin ortamda
bulunmamasit hem ACh sentezi i¢in gereken hiicre i¢i kolinin azalmasina hem de
sinaptik araliktaki ACh etkisinin uzamasina yol a¢maktadir (Silver 1974). Bazi
asetilkolinesteraz inhibitorleri ise pestisit olarak kullanilmasinin yaninda oldiiriicii
asetilkolinerjik uyarim yaratmak iizere kimyasal sinir gazlarinin (organik fosfat
temelli, sarin, soman, tabin vb.) tretiminde de kullanilmaktadir (Silver 1974,

Mesulam ve ark. 2002, Dogan 2012).

1.1.4.6. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ilaglara asetilkolinesteraz inhibitorleri
veya antikolinesterazlar denilmektedir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri
asetilkolinesterazin yikimini inhibe ederek santral ve periferal kolinerjik fonksiyonu
gliclendirmektedirler. Santral ve periferik kolinerjik etkinin giiclenmesi kullanilan
ilaglarin farmakokinetigi ile ilgilidir. Ornegin fizostigmin beyine gegerek santral
etkilere sebep olurken, neostigmin beyine gegememekte ve yalnizca periferik etkilere
neden olmaktadir. Antikolinesterazlarin simniflandirilmast en fazla reversibl ve
irreversibl etkileri gbz Oniine alinarak yapilmaktadir. 1I. Diinya Savasi’ndan 6nce
sadece reversibl kolinesteraz inhibitorleri (fizostigmin) bilinirken savas sirasinda
uzun siire etkili ve olduk¢a toksik bilesikler olan irreversibl bilesikler (organik

fosforlu insektisitler) gelistirilmistir. Kolinesteraz inhibitorleri klinik olarak, basta
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alzheimer olmak iizere myastenia gravis gibi asetilkolin yetmezligi ile paralel giden
hastaliklarda sinaptik araliktaki ACh’i artirmak iizere tedavi amaglh kullanilir
(neostigmin vb). Glokomda da kullanimi1 vardir (Alasehirli 2005, Yaren ve ark. 2007,
Dogan 2012).

Asetilkolin esteraz enziminin anyonik Ozellige sahip bolgesini tutan ajanlar
reversibl, esteratik ozellige sahip bolgesini uzun siire tutanlar ise irreversibl
inhibisyona neden olmaktadirlar (Quinn 1987). Aslinda birlesme asetilkolinde her iki
noktaya da olmaktadir. Ancak organik fosforlu insektisitler kovalent bagla esteratik
bolgeye baglanarak uzun siire orada kalirlar ve bu da onlarin etkilerinin doniisiimsiiz
olmasina neden olur. Karbamat grubu insektisitler ise anyonik bolgeye affinite duyar
yani iyonik olarak baglanir ve kisa siirede bu noktadan ayrilir. Bu nedenle karbamat

grubu insektisitlerin etkileri reversibldir.

1.1.4.7. Toksik Etki Mekanizmasi

Karbamatlar sinir sisteminde asetilkolinesteraz enzimini reversibl olarak
inhibe ederler. Asetilkolinesteraz enziminin esteratik bolgesinin karbamilasyonu
sonucu inhibisyon goriliir. Karbamat-enzim kompleksi kisa siirede kendiliginden
ayrilmaktadir. Asetilkolinesteraz rejenerasyonu fosforlanmis enzime kiyasla hizlidir.
Dolayisiyla organofosforlu pestisitlere oranla hem insanlar hem de diger memeliler
icin daha az toksiktirler. Karbamat grubu pestisitlerin 6liime sebep olan dozlar ile
minimum zehirlenme belirtileri olusturan dozlar1 arasindaki oran, organofosforlu
bilesiklere gore genistir (toksik giiven faktorii). Ayrica kimyasal yapilarindan dolay:
karbamatlar gecikmis noropatiye neden olmazlar. Bu durum karbamat grubu

insektisinlerin 6nemli avantajlarindandir (WHO 1986, Barile 2004).

1.1.4.8. Toksisite Belirtileri

Substrat-enzim kompleksi reversibl oldugundan karbamatlarin toksisitesi
organofosfatlara gore daha kisa siirede sonlanir ve daha diisiik siddette goriiliir.
Karbamatlar hizli metabolize edildiginden ve metabolitleri de ¢abuk elimine
edildiginden ortaya c¢ikardiklar1 zehirlenme belirtileri Saatler iginde kaybolur.
Eritrositler ve plazmadaki kolinesteraz aktivitesi tekrar kisa siirede normale doner.

Bu yiizden karbamat grubu insektisitlerin hem nikotinik hem de muskarinik
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bolgelerdeki etkileri sinirlt ve zayif olarak ortaya c¢ikar. Kolinerjik aktivasyon kisa
strelidir. Karbamatlarin kan-beyin bariyerine penetrasyonlari zayif oldugundan
dolayr santral sinir sistemi toksisiteleri de disiiktiir (Barile 2004, WHO 1986).
Neostigmin gibi ilaglar santral sinir sistemine gecememektedir.

Organik karbamat grubu insektisitlerin etkileri fosforlu insektisitlerin
etkilerine benzer. Ancak onlardan daha hafif ve daha kisa siireli olarak goriiliir.
Etkileri genel maddeler halinde asagida siralanmistir.

-Muskarinik etkiler: Bronsiyal salgilarda artma, bronkokonstriiksiyon, terleme,
salivasyon, lakrimasyon, miyozis, bradikardi, kan basincinda diisme ve abdominal
kramplardir.

-Nikotinik etkiler: Tasikardi ve kaslarda ortaya ¢ikar.

-Santral sinir sistemine etkileri: Bas donmesi, bas agrisi, anksiyete, mental
konfiizyon, konviilziyon, solunum depresyonu ve koma seklinde siralanabilir.

Bunlarin disinda bazi karbamatlar deri ve goz iritasyonu, hiperpigmentasyon
ve sperm anomalisine de neden olabilirler (WHO 1986, Yurdun 2007, Barile 2004).

1.1.4.9. Mutajenite

Genel olarak N-metil karbamatlar memelilerde yapilan bazi testlerinde
mutajenik yonden negatif bulunmustur. Ancak karbendazim, benzomyl ve 2-
thiofanat gibi karbamat tiirevi bilesiklerin yiiksek dozlarda bazi test sistemlerinde
pozitif mutajenik etki gosterdikleri belirlenmistir. Bunlarin disinda benzimidazol
grubu maddelerin DNA bazlarina ve ig ipligine toksik etkilerinin olabilecegi
bildirilmektedir. Bunlar antimitotik ajanlardir. Bu nedenle mitozu durdurma, mitotik
gecikmeye neden olma ve diisiik oranda kromozomal hasar olusturma gibi etkileri
s6z konusudur. Arastirmalarla elde edilen bazi1 sonuglar celiskilidir ve tekrar
edilememistir. Fakat nokta mutasyonu ve kromozom aberasyonu ile elde edilen
pozitif sonuglar yeterince agiklanmistir. Sonug olarak benzimidazol tiirevleri ve bazi

karbamatlar zayif mutajenik bilesikler olarak kabul edilebilirler (WHO 1986).

1.1.4.10. Karsinojenite

Etil karbamatlar (6rnegin iiretan) kimyasal yapist nedeniyle iyi bilinen bir

karsinojendir. Molekiilde goriilen herhangi bir degisiklik 6zellikle etil gruplarinin
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daha biiyiik yan zincirlerle yer degistirmesi sonucu iiretanin karsinojenik potansiyeli
azalmaktadir. Ayrica nitrojene bagh alkil gruplari da benzer etkiye neden olur.
Bununla birlikte farkli karbamatlarla uzun donem karsinojenik etki ¢alismalarinda
karsinojen olup olmadiklar1 konusunda kesin bir sonuca varilamamistir (WHO
1986).

Karbamat grubu pestisitler metabolizma sonucu N-nitrozo bilesiklerine
dontigebilirler. N-nitrozo bilesikleri mutajenik ve karsinojenik olarak kabul edilirler.
Bununla birlikte karbamat grubu pestisit kalintilarinin besinlerle alinmasi ile ortaya
¢ikan nitrozo bilesiklerinin miktar1 oldukca diisiiktiir. Dogal olarak besin ve igme
suyu ile alinan nitrozo-prekiirsorlerinin yaninda ihmal edilebilir diizeydedir (WHO
1986). Ancak yine de karsinojenik etkileri nedeniyle daima dikkate alinmalidir.

Ciinkii karsinojenik maddelerin tolerans diizeyi sifir olarak kabul edilmektedir.

1.1.4.11. Tedavi

Karbamat grubu bilesiklerle meydana gelen zehirlerin tedavisi semptomatik
olarak yapilmaktadir. Dekontaminasyon yapilir. Hava yolu agik tutulur ve solunum
sistemi stimiile edilir. Agiz yoluyla aktif komiir verilerek sindirim kanalindan alinan
bu bilesiklerin adsorbe edilmesi saglanarak emilmeleri geciktirilir. Bunlar
bagvurulacak ilk destekleyici tedavilerdir.

Dermal maruziyet olustugunda pestisit bulagsmis kiyafetler ¢ikarilir ve deri
sabunla yikanir. G6ze maruziyet oldugunda gozler bol suyla ve % 3’lilkk sodyum
bikarbonat ¢ozeltisi ile bolca yikanir. Agiz yoluyla alinmigsa kusabilen hayvanlar
kusturulur (kedi, kopek ve kiiglik ruminantlar). Kusturmanin basarili olabilmesi igin
ayrica suurun da yerinde olmasi gerekir. Eger hastanin bilinci agiksa 10-30 ml ipeka
surubu, ardindan 200 ml su uygulanir. Eger hayvan kusamayacak ozellikte ise ve
bilinci yerinde degilse o zaman kusturmanin yerine midenin yikanmasi Onerilir.
Bilesigi uzaklagtirmak icin gastrik lavaj veya miishil uygulamasi yapilabilir (siirgiit
uygulanmasi kusamayan ve suuru olmayan hayvanlara uygulanabilir). Solunum
bozuklugu goriildiigi takdirde trakeal tiip ile yapay solunum uygulanmalidir.
Solunum diizelinceye kadar bu isleme devam edilmelidir. Solunum uyaricilari ile
bronkodilatérlerden ihtiya¢ halinde yararlanilir. Gerekiyorsa zehirlenenlere sivi

takviyesi yapilmalidir (Barile 2004).
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Organik karbamat grubu insektisitlerin spesifik antidotu atropindir. Antidot
olarak kullanilan atropin, asetilkolinin etkilerini reseptor diizeyinde kompetitif olarak
bloke eder. Dolayisiyla sinapslarda yiikselmis olan asetilkolinin kolinerjik etkilerini
(zehirlenme belirtilerini) ortadan kaldirir. Atropin agiz ve bronsiyal salgilama
kuruyuncaya kadar verilmelidir. Cocuklarda 0.02 mg/kg dozda i.v. yolla 5-10 dak.
bir, erigkinlerde 1-5 mg/kg dozda i.v. yolla 5-10 dak. bir tekrarlanabilir.
Hayvanlardaki dozu 2 mg/50 kg’dir. Klinik belirtiler kayboluncaya kadar doz tekrar
edilebilir. Karbamoillenmis kompleksde ‘enzim eskimesi’ goriilmediginden 2-PAM
kullanilmamaktadir. Eger kullanilirsa toksisiteyi artirma riski dogar. Ancak eger
karbamat ve organofosfat zehirlenmeleri birbirinden kesin olarak ayirt edilemiyorsa
2-PAM uygulamasi yapilabilir (ilk 4-6 saat igerisinde, miimkiinse daha erken
yapilmalidir). Organik fosforlu insektisitlerde zaman gectikge enzim eskimesi ortaya
cikacagindan oksim preparatlarinin uygulanmasinin da bir 6nemi kalmamaktadir
Anksiyete ve atropinin etki gostermedigi merkezi sinir sistemi kaynakli belirtilere
kars1 diazepam kullanilmaktadir. Bu amagla diazepam 10 mg subkutan (s.c). veya

i.v. dozu yeterlidir ve gerekirse uygulama tekrar edilebilir (Barile 2004).

1.1.5. Metomil
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Sekil 1.1: Metomil’in kimyasal yapis1

(http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/search/r?dbs+hsdb: @term+@rn+16752-77-5)

Bu ¢aligmada kullanilan organik karbamat grubu insektisitlerden olan metomilin
kapali formiilii CSH10N20O2S yukarida verilmistir.
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Metomilin Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ismi (E,
Z)-metil N-{[(methilamino) karbonil] oksi}etanimidothioate.’dir.Cevre koruma
kurumu (EPA) smifi 1 dir ( Pastor ve ark. 2001).

Metomil kolinesteraz enziminin bir inhibiitdriidiir. Sistemik insektisit ve akarisit
Ozelligindeki bu pestisitin ayn1 zamanda kontak ve mide zehri etkisi de vardir.
Ozellikle Lepidoptera, Hemiptera, Homoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarindan
cok sayida bocek ve kirmizi driimcek tiiriine karst meyve, bag, zeytin, sebze, siis
bitkisi ile keten, pamuk, soya fasulyesi gibi ¢ok sayida kiiltiir bitkisinde kimyasal
savas maddesi olarak kullanilmaktadir. Bunlara ilaveten ayn1 zamanda kiimes ve
ahirlarda sinek kontroliinde kullanildigi da bilinmektedir (Tomlin 2006). Bu sekilde
hayvanlar dig paraziter etkenlerden uzaklastirilmis olur. Dolayisiyla parazitlerin
dogrudan etkilerinin yaninda tasidiklari hastalik etkenleri ile verdikleri zararlar

azaltilir. Verim ve karlilik artar. Daha saglikli canlilar elde edilir.

Metomilin akut oral LD50 degeri sicanlarda 30 mg/kg olup, zehirlilik sinifi I’dir.
MRL (Maksimum kalint1 limit ) degeri hiyarda 0.05, biberde 0,2 ppm, bekleme
sliresi hiyarda 3 giindiir (Tomlin 2006).

Metomil arilarda orta derecede zehirli (LD50: 0.16 pg/ ar1), baliklarda orta
derecede zehirli (LC50: 0.63 mg/l), kuslarda c¢ok zehirli (LD50: 24,2 mg/kg),
solucanlara ise orta derecede zehirli (LD50: 19 mg/kg)’dir. Topraktaki yarilanma
omrii olduk¢a kisa olup (DT50: 4-8 giin) kalici insektisit olmayan grubundadir
(Onciier ve ark. 2008).

1.1.6.Indoksakarb
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Sekil 1.2: Indoksakarbin kimyasal yapisi
( http://www.lookchem.com/Indoxacarb/ )
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Indoksikarbin kapali formiilii C22H17CIF3N307°dir. Uluslararas: Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ismi metil 7-kloro-2,5-dihidro-2-
[[(methoksikarbonil) [4-(trifloromethoksi) fenil] amino] karbonil] indeno [1,2 €]
[1,3,4] oksadiazin-4a(3H)-karboksilate’dir (EPA smifi 2°dir). (U.S. EPA 1982).

Indoksakarb karbamat grubu bir insektisit olup, etki mekanizmasi onlardan
biraz farklidir. Sinir sistemindeki sodyum kanallarim1 bloke ederek sodyum
iyonlarinin girisini engellenmesine neden olur. Bocegin felg olmasi, beslenmesinin
durmasi ve sonunda oliime dayali bir etki mekanizmasimna sahiptir. Indoksakarb
viicuda alindiktan sonra 0-4 saat igerisinde bocekte beslenme durur. Sonra 4-48 saat
icerisinde gelisen felci oliim izler (Lee ve ark. 2005).

Tarimda Lobesia botrana’ya karsi ruhsatli olup yogun olarak baglarda
kullanilmakta olan indoksakarb, bagdan baska antepfistigi, biber, domates, findik,
incir, kiraz, pamuk, patates, sebze, seftali, turunggiller ve zeytinde degisik zararlilari
kontrol etmek amactyla kullanilmaktadir (Yiicer 2012).

Indoksakarb’in insektisit aktivitesi oldukca stereospesifisik olsa da R
enantiyomeri insektisit olarak aktif degildir. Boceklerde proinsektisit olarak rol
oynayan indoksakarb, DCJW ile gosterilen ve ¢ok daha kuvvetli N-
dekarbometoksillenmis metabolitine donilisiimii i¢in esteraz ya da amidaz’ a ihtiyag
duymaktadir. Yani metabolizma sonucu aktif olmaktadir.

Lepideptora bocekleri indoksakarb’s DCJW’ ye doniistirmekte oldukga
basarilidirlar. Bu yiizden ilag oldukca etkilidir. Indoksakarb’in DCJW’ ye bu
metabolik donilisiimii yliksek basingli sivi kromatografisi ve kiitle spektrometrisi
yardimuiyla larvalar tizerindeki ndrotoksik belirtilerle es zamanli olarak belirlenmistir.
Lepideptora larvalarinin gesitli tiirleri de indoksakarb’1 insektisit etkiye sebep olan
aktif  bilesik  dekarbometoksillenmis tirevi olan DCJW’ye metabolize
edebilmektedir. Memelilerde DCJW’nin etkisi igin literatiirde kullanilabilir bir
bilgiye rastlanamamistir. Cesitli ¢alismalar DCJW’nin  sodyum kanallarini
bloklamada indoksakarb’dan daha etkili oldugunu gostermistir (Kristopher ve ark.
2005).

Indoksakarb’in 25 °C” de pH 5°te DTso 500 giin, pH 7°de DTsp 22 giin, pH
9°da ise DTso’si 0,3 giin olarak belirlenmistir.
(http://www.cdpr.ca.gov/docs/emon/pubs/fatememo/indoxacarb.pdf Erisim Tarihi:
14 May1s 2014). Erkek si¢anlarda akut oral LDsg’si 1730 mg/kg, disi si¢anlarda akut
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oral LDsy’si 268 mg/kg, siganlarda akut dermal LDsg’si >5000 mg/kg’dir. Siganlarda
akut solunum yoluyla alinabilecek doza maruz kalma siiresi 4 saat kadardir.

(http://www.cdpr.ca.gov/docs/emon/pubs/fatememo/indoxacarb.pdf Erisim Tarihi 14

Mayis 2014). Burada gegen LDz Solunum yolu disinda diger bir yol ile organizmaya
girerek etki gosteren kati veya sivi haldeki kimyasal maddenin belli kosullarda bir
defada verildiginde, verildigi gruptaki hayvanlarin %50’sini dldiiren dozdur. LCs ise
solunum yolu ile organizmaya girerek etki gosteren gaz halindeki Kimyasal
bilesiklerin akut toksisite dlgiistidiir. Belirli kosullarda solunum yolu ile bir gruptaki
hayvanlarin ~ %50’sini ~ 6ldiiren  kimyasal —maddenin  solunan  havadaki
konsantrasyonudur.

Indoksakarb organofosfatlar karbamatlar ve pretreoidler kars1 direng kazanmis
bocekler igin kullanilan ilk ticari yeni tip karbamat grubu bir insektisittir. Cevre igin
giivenli, hedefte olmayan organizmalar i¢in diisiik zehirli, bocekler i¢in yiiksek
derecede oldiiriicii 6zellikleri vardir. indoksakarb’in kesfi biiyiik cabalar sonunda
olmustur ( DuPont 1999).

1.1.7. Mitomisin C (MMC)

Sekil 1.3 :Mitomisin C’nin kimyasal yapist (Mao ve ark. 1999)

Mitomisin C’nin molekiiler formiilii C;15H1gN4Os5’dir. Kimyasal olarak Ulus-
lararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ismi [6-Amino-8a-metoksi-5-
metil-4,7-diokso-1,1a,2,4,7,8,8a,8b oktahidroazireno [2',3":3,4] pirolo [1,2-a]indol-8-
il] metil karbamat’dir. Sistematik olarak ise {11-Amino-7-metoksi-12-metil-10,13-

diokso2,5diazatetrasiklo[7.4.0.0.0]trideca-1(9),11-dien-8-il} metilkarbamat olarak
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adlandirilir. Mitomisin C’nin molekiil agirlig1r 334.33 g mol—1 diir. Goriiniimii mavi
lacivert kristaller halindedir. Mitomisin C 360 °C’nin iizerinde erir. Suda
¢Oziiniirligl 8.43 g L-1 ve izoelektrik noktasi 10.9’dur. Suda, metanolde, asetonda
kolay ¢oziiniir ama benzen, karbontetrakloriirde ve eterde zor ¢oziintir (Dal 2002).

Mitomisin C 1950 yillarinda Sterptomyces caespitosus veya Streptomyces
lavendulae’den elde edilen aziridin kimyasal yapisini igeren dogal iirlinler ailesine
aittir. Antitiimoral etkili bir antibiyotiktir. Mitomisin C ¢ok etkili bir DNA ¢apraz
baglayicisidir (Cirak 2008). Dolayisiyla hiicrelerin ¢ogalmasini engellemektedir.

Mitomisin C tiimor hiicrelerindeki DNA'ya baglanir ve DNA ¢ift sarmalinin
iki kolu arasinda c¢apraz baglar olusturur. Boylelikle DNA’nin replikasyonunu
Onleyerek antitiimoral etki gosterdigi diistiniilmektedir. Mitomisin C’ye duyarliligin
DNA’nin ge¢ G1 fazindan DNA sentezinin erken S fazi boyunca yiiksek oldugu
ispatlanmustir.

Mitomisin C’nin farmakokinetik 6zellikleri asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1. Intravendz olarak enjekte edildiginde kanda 17 dakika sonra kaybolur.

2. Biiyiik oranda pargalanir ve kan-beyin bariyerini asamaz.

3. Karacigerde metabolize edilir.

4. Viicuttan metabolitleri idrarla atilir. Diisiik miktarlarda feces ve safradan da

atilir.

Mitomisin C ¢ok genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Alkilleyici ajan gibi
davranarak DNA capraz baglarin1 kirmak yolu ile etkili olur. Ayrica yiiksek
konsantrasyonlarda protein ve RNA sentezini inhibe ederek antineoplastik etkisini
gostermektedir (Arbag ve ark. 2005).

Genitoiiriner sistemin transisyonel tiimorleri ve yaygin adenokarsinomlarin
tedavisi icin geleneksel olarak kullanilan sistemik bir kemoterapotik ilagtir (Fattah ve
ark 2003). Ayrica mitomisin ¢ gbz cerrahisinde rutin olarak kullanilmaktadir.
Otolaringolojik yaklasimlarda nazolakrimal kanal tikanikliginin engellenmesi, iist
solunum yolu darliginin engellenmesi, dis kulak yolunda skar gelisiminin 6nlenmesi
ve laringotrakeal rekonstriksiyon i¢in mitomisin ¢ kullanildigi rapor edilmistir (Talmi
ve ark. 2005). Yiiksek dozda uygulanan mitomisin C’nin orta kulakta toksik etkisi

sonucu yogun ototoksisiteye neden oldugu bildirilmistir (Jassir ve ark. 2001).
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1.2. Genotoksisite

Canlilarin kendine has genetik bilgilerini tasiyan gen rekombinasyonunda
cesitli sebeplerle ortaya ¢ikan kalitsal degisikliklerine mutasyon adi verilir.
Mutasyonlar dogada kendiliginden olusabilecegi gibi mutajen adi verilen fiziksel ve
kimyasal etkenler tarafindan da meydana getirilebilirler. Mutajenler DNA
molekiiliinde bir ya da birden ¢ok hasar olusturabilirler. Bu hasarlarin bir kism1 hiicre
diizeyinde 6zel mekanizmalar ile onarilmaya ¢alisilir. Bazen DNA’da meydana gelen
hasarlar hiicrenin oliimden kurtarilabilmesi i¢in mecburen yanlis olarak da
onarilabilir. Bazen de bu onarim mekanizmalarinin ¢alismasini kontrol eden
genlerdeki mutasyon sonucu veya yas, hastaliklar, beslenme, 1s1 gibi sartlarin
olumsuz etkisiyle DNA’da meydana gelen bu hasarlar onarilmadan kalabilir. Bunun
sonucu olarak o hiicrenin genlerindeki mutasyon artik kalict hale gelebilir. Bu
mutasyon gelecek nesillere aktarilabilir. Mutasyon sonucu yeni nesillerde cesitli
anomaliler ortaya c¢ikar. Kanser ve hiicre Oliimii bunlar arasinda sayilabilir.
Mutasyonlar bazen de canlida istiin bir karakterin ortaya ¢ikmasina da neden
olabilir. Genellikle mutajenler ile ortaya ¢ikan mutasyonlar canlilar ig¢in olumsuz
olan ozelliklerin ortaya ¢ikmasimna sebep olmaktadir (Galloway ark. 1998, Ipek ve
ark. 2003).

DNA’da olusan mutasyonlarin belirlenmesinde bazi testler kullanilir. Bunlar;
Ames Testi, In Vivo Memeli Fare Kemik iligi Kromozom Aberasyon Testi, In Vivo
Memeli Eritrosit Mikronukleus Testi, In Vitro Memeli Hiicre Gen Mutasyon Testi,
bakteri kullanarak yapilan geri mutasyon testleri ile belirlenebilir. DNA’da olusan
hasarin ve genotoksik etkilerin sitogenetik agidan arastirilmasinda bu saydigimiz
yontemler igerisinde en fazla kullanilanlar in vitro memeli kromozom aberasyon,
kardes kromatid degisimi, ames testi, comet testi ve mikronukleus testidir (Natarajan
ve ark. 1982).

1.2.1. Kromozom Aberasyonlari
Kromozomlarin yap1 ve sayisindaki degisimlere kromozom aberasyonlari

(KA=CA) denir. Bu degisiklikler sonunda genlerin yerlesim diizenleri ve sayilari

degisir. Bu degisimlerin sonucu olarak da farkli genotipik &zellikler ortaya ¢ikar. Bu
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da dogal olarak canlilarin fenotipine yansir. Kromatid kirigi, fragment, kromozom
kirig, disentrik kromozom, halka kromozom, kardes kromatid birlesmesi,
inversiyon, translokasyon izokromozomlar yapisal kromozom aberasyonlaridir.
Yapisal kromozom aberasyonlari, aberasyonun kromozomun bir veya iki
kromatidinde goriilmesine bagl olarak ikiye ayrilir. Eger aberasyon tek bir
kromatidde goriiliiyorsa buna  kromatid tipi aberasyon, her iki kromatidinde
goriiliiyorsa bu olaya da kromozom tipi aberasyon denir. Bu aberasyon tipleri
mutajen uygulamasinin yapildigi hiicre siklusu sathasina ve mutajenin ¢esidine bagl
olarak degisiklik gostermektedir (Natarajan ve ark. 1982).

Homolog olmayan kromozomlar arasinda meydana gelen karsilikli parca
degisimine ise translokasyon denilir. Farkli kromozomlar arasinda simetrik parca
degisiminde, sonraki mitozda goriilebilir bir degisiklik meydana gelmez iken,
asimetrik parca degisiminde, bir sonraki mitozda bir disentrik kromozom ve iKki
asentrik fragment goriiliir. izokromatid delesyonlar, bir kromozomun iki kardes
kromatidinde ayni hizada kirilma meydana gelmesiyle olusur. Bunun sonucu olarak
mitozun anafaz sathasinda asentrik ve koprii fragment olusabilir. Diger bir olasilik
ise sadece fragmentler birbirine yapisir ve metafazda bir fragment seklinde
gortiliirler. Baska bir olasilik ise, kirilan kromozomun iki kromatidinin sadece
uclarimin yapigsmasidir. Bu durumda kirilan pargalar birbirine yapismazlar. Buna ek
olarak, hi¢bir yapismanin olmamasi durumu da séz konusu olabilir. Simetrik parga
degisikligi bir kromozomun ayni kromatidinde kirilma meydana gelmesi ve ardindan
kiritlan bu pargalarin karsilikli olarak yer degistirmesi ile olusur. Bu olay
gerceklestiginde mitozda goriilebilir bir degisiklik meydana gelmez. Eger
kromatidlerin kirik uglart birbirlerine, kirilan iki asentrik parca da birbirine yapisirsa
asimetrik parga degisikligi meydana gelir. Bunu izleyen mitozda kardes
kromatidlerden birisi normal iken digeri halka kromozom ile asentrik fragment
seklinde goriiliir. Farkli kromozomlar arasinda simetrik ve asimetrik parga
degisiklikleri goriilmektedir. Simetrik degisiklikte, iki ayr1 kromozomun birer
kromatidinden kopan pargalar karsiliklt yer degistirirler. Mitozda goriilebilir bir
degisiklik olmaz. Eger kirilan pargalar birbirlerine ve kromatidlerin de kirilan uglar
birbirlerine yapisirsa, takip eden mitozda bu durum bir disentrik kromozom ve
asentrik fragment seklinde goriiliir. Triradial aberasyonlar, bir kromozomun tek
kromatidinde, diger kromozomun iki kromatidinde (izokromaid) kirilma meydana

gelmesi ve izokromatid kirilma sonucu meydana gelen asentrik pargalarin, tek
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kromatid kirilmasi ile olusan kirik uglarina yapismasiyla meydana gelir. Mitozda 3
kollu bir kromozom ile izokromatid delesyon seklinde izlenir. Bunlardan bagka
olusan kromozom aberasyonlarindan biri olan inversiyonlar, bir kromozomun kopan
bir pargasinin 180° doniip tekrar ayn1 kromozoma yapismasiyla olusur.
Izokromozomlar ise kromozomun sentromer bolgesinden kromozom tipi enine bir
kopmanin olmas1 sonucu olusur. Her iki kromatidinin genetik bilgileri ayn1 olan yeni
bir kromozom meydana gelir. Gap, kromozomda kromatid kalinligina esit ya da
ondan daha dar, boyanmamis (akromatik) bolgelere verilen isimdir. Kromozomdaki
boyanmamis boélge kromatid kalinligindan fazla ise kromatid kirik olarak kabul
edilmektedir (Topaktas ve ark. 1995). Gaplar da kiriklarda oldugu gibi izokromatid
veya kromatid gap seklinde olabilir. Her iki kromatidde de gap varsa izokromatid
gap, tek bir kromatidde gap varsa buna kromatid gap denir. Elektron mikroskobu
calismalarinda, gap bdlgelerinde (akromatik bolgelerde) baglantinin  oldugu
saptanmigtir. Ozellikle DNA sentezini inhibe eden bazi kimyasallar, yiiksek siklikla
gaplara neden olurlar (Natarajan ve ark. 1982). Spiral ¢6ziilmesi, kromozomda soluk
boyanan bdlgelerdir. Gap’a gore daha genis bir alan1 kapsar. Kromozomlarin
kontrole goére boylarmin ¢ok kisalmast ve kalinliginin artmasina kromozom
kontraksiyonu denir. Bu olay kimyasal maddenin histon proteinlerine etki ettigini
gostermektedir (Topakta ve ark. 1995).

1.2.2. Kardes Kromatid Degisimi (KKD)

Kardes kromatid degisimi, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenite ve
kanserojenite etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilan bir yontemdir. Kardes
kromatid degisimi; es kromozom lokuslarinda iki kromatid arasinda meydana gelen
ve kromozom morfolojisinde degisiklige neden olmayan, karsilikli segment degisimi
olarak tanimlanmistir. Kardes kromatid degisimi sikliginin tespit edilmesi,
klastojenite, genotoksisite veya genetik instabilitenin arastirilmasinda kullanilir.
Kardes kromatid degisimi sikliginda ki artis, mutasyon ve kanser riskinde artisin bir
gostergesi olarak kabul edilir. Bu yontem ¢ok zaman aliyor olmasi ve radyoaktivite

icermesinden dolay1 yaygin olarak kullanilmamaktadir (Ergiin 2005).

Zacharov ve [Egolina 1972 yilinda timidin analogu olan 5-

bromodeoksiiiridin’i (BrdU) kardes kromatidleri gostermek amaciyla Cin hamster
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hiicre kiiltiirlerinde denemislerdir. 5-bromodeoksitiridin replikasyon sirasinda yeni
yapilan DNA molekiiliiniin yapisina girmektedir, bunun sonucu olarak da Giemsa
boyasi ile iki kardes kromatid farkli olarak boyanmaktadir. Preparat, Giemsa ile
boyandiginda 5-bromodeoksitiridin iceren DNA daha agik boyanmakta ve floresan
mikroskopta mavi yesil renk vermektedir. Kardes kromatid degisimi sikligininin
belirlenmesi, en ¢ok periferik kanda lenfositler iizerinde gergeklestirilmektedir.
Lenfositlerin, bir antijen olan fitohemaglutinin ile stimule edilerek boliinmeleri
saglanmaktadir. Kardes kromatid degisimi siiresince, DNA’nin duplikasyonu
sirasinda kromatidler arasinda par¢a degisimi ve DNA sarmalinda kiriklar
olusmaktadir. Bu olay hiicre siklusunun S fazinda normal olarak meydana
gelmektedir. Ancak kromatidler arasindaki parga degisimi ile DNA sarmalindaki
kiriklar DNA replikasyonunu engelleyen mutajenlerin etkisi altinda daha sik

olmaktadir (Ergiin 2005).

Kardes kromatidler arasindaki parca degisimleri 151k mikroskobu altinda
kolaylikla belirlenerek, sayilabilmektedir. Kardes kromatid degisimi sikligi, sayilan
kardes kromatid degisimi sayisinin incelenen metafaz sayisina boliinmesiyle elde
edilir. Sayilan metafaz en az 30 olmakla beraber, ideal olan1 ise 50 olarak
bilinmektedir. Kardes kromatid degisimi sikliginin artmasi, mutajenik etkinin
varligin1 gostermektedir. Viral enfeksiyonlar ve malign hastaliklarda kardes kromatid
degisimi siklig1 artmaktadir. Ayrica kimyasal maddeler ve ultraviyole 1s1g1na maruz

kalmanin da kardes kromatid degisimi sikligin1 artirdig gosterilmistir (Ergiin 2005).

Kardes kromatid degisimi hiicre bdliinmesi esnasinda kromozom
morfolojisinde degisiklige neden olmamaktadir. Hiicre DNA’s1 genotoksik ajanlar
tarafindan zarar gordiigiinde kardes kromatid degisimi siklig1 artmaktadir (Altintas
ve ark. 2005).

Kardes kromatid degisimi sikligimin belirlenmesi hassas bir yontemdir.
Kiiltiire ilave edilen 5-bromodeoksiiiridin miktarmin degismesi, sonuglari 6nemli
Ol¢iide etkilemektedir. Kardes kromatid degisimi yonteminin dezavantaji ise ¢ok
zaman alict ve radyoaktivite icermesidir bundan dolayr Kardes kromatit degisimi

yontemi yaygin olarak kullanilmamaktadir ( Ergiin 2005).
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1.2.3. Mikroniikleus (MN)

Mikroniikleus, hiicre boliinmesi sirasinda serbest kalan kromozom fragmenti,
kromozom pargasidir. Mikroniikleus bir niikleoplazma ile sarilarak stoplazma
igerisinde ana niikleusun hemen yaninda yer almaktadir (Fenech 2002). Hiicrelerde
goriilen MN, DNA hasarmin bir gostergesidir. Organizmanin c¢esitli mutajenik,
klastojenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalmasi sonucu DNA harabiyetine bagl
olarak olusmaktadir (Fenech 2010). MN testi, DNA’daki hasar oraninin in vivo ve in
vitro olarak belirlenmesinde en ekonomik ve pratik tekniklerden biridir. Bu yiizden
kullanimi yaygindir (Fenech 2002, Thomas ve ark. 2009, Wu ve ark. 2009).

Mikroniikleus yontemi Biyoloji, Farmakoloji-Toksikoloji ve Biyokimyasal
arastirmalarda kullanilmaktadir. Kanser riskinin tespitinde olduk¢a onemlidir. Kanser
tedavisinde erken teshis radyoterapi ve kemoterapideki basariyr artirmaktadir
(Fenech 2010). Birgok kanser tipi ile kromozom diizensizlikleri arasinda baglanti
oldugu bilinmektedir. Bu amagla kanserli olgularda teshis amaciyla mikroniikleus
testi yapilmaktadir. Mikroniikleus Testi genotoksisitenin derecesinin belirlenmesine
de hizmet etmektedir. Tedavide kullanilan iyonize radyasyonun tedavi agisindan
faydalarinin yaninda zararli etkileri oldugu da bilinmektedir. Iyonize radyasyonla
yapilan tedavi esnasindaki sitotoksik etkileri de MN Testi ile belirleyebilmekteyiz.
Bu nedenle MN Testi, hem Kkanserin teshisinde hem de tedavi sirasinda
kullanilabilmektedir (Bolognesi ve ark. 2002, Rothfub ve ark. 2000, Smimizu ve ark.
2000). Yas artistyla andploidi sikligi arasinda yakin bir iliski s6z konusudur. Bu
nedenle MN Testinin yaygin olarak kullanildig bir bagka alan ise yaglanmanin tespit
edilmesidir. Bireyin kromozomlar1 yasam igerisinde maruz kaldig1 ¢cevresel ajanlarin
etkisiyle normal bdliinmeden saptig1 tespit edilmistir. Her hiicrenin mitotik aktivitesi
yas ilerledik¢e yavaslamakta ve mitoz boliinme esnasinda ig iplik¢iklerinde katalizor
olarak gorev yapan enzimlerde dejenerasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Bonassi ve ark.
2004, Elhajouji ve ark. 1997, Lindholm ve ark. 1991, Tawn ve ark. 2001, Umegaki
ve ark. 2000).

Mikroniikleus Teknigi, kemik iligi, insan periferik kan lenfositleri ve yanak
mukoza hiicrelerinde kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini belirlemek igin

kullanilmaktadir. Bu teknik basit ve az zaman almaktadir. DNA harabiyeti
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konusunda giivenilir bilgi vermektedir. Bu 6zellikleri teknigi 6nemli hale getirmistir

(Fenech, M. 2000, Thomas ve ark 2009, Wu ve ark. 2009).

1.2.3.1. Fare Kemik iligi Mikro Nukleus Yontemi

Kemik iligi, hematopoietik bir dokudur. Hematopoietik hiicrelerin ¢ogalmasi
sirasinda bir kimyasalin uygulanmasi, mitotik ig ipliklerinin baskilanmasina veya
kromozom hasarina yol agmaktadir (OECD 2005). Bu test, kimyasal maddelerin
etkilerine bagli olarak, hasar gormiis kromozomlarda ortaya c¢ikan kiigiik
nukleuslarin (MN) belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Olusan MN ¢ekirdegin
yaninda sitoplazmada bir niikleoplazma igerisinde bulunur. Fare kemik iligi
mikroniikleus testinde eritrositler kullanilmaktadir. FEritroblastlar PCE’lere
(polikromatik eritrositler) doniistiigiinde mitozdan yaklasik 6 saat sonra nukleuslarini
kaybederler. Bundan dolay1 MN’u belirlemek daha kolay hale gelmektedir
(Mavournin ve ark. 1990). Mikroniikleus yiizdesini belirlemek igin, polikromatik
eritrositler (PCE) ve normokromatik eritrositler (NCE) kullanilir (Vijayalaxmi ve
ark. 1999). Eritropoez sirasinda meydana gelen niikleus hasarini tespit etmek igin
kullanilan bu eritrositler, boyanma oOzelliklerinden dolayr kolaylikla ayirt
edilebilmektedirler (Rabbani ve ark. 2005). PCE, yeterince gelismemis ve
olgunlagmamis eritrosit demektir. Gelisimin ara safthasindadirlar ve ayrica
ribozomlar1 vardir. NCE, yeterince gelismis ve olgunlasmis eritrositlerdir. Periferal
kanda yaklasik bir ay kalirlar ve ribozomlar1 yoktur. PCE’ler, May Griinwald-
Giemsa ile maviye boyanirken, NCE’ler ise kirmiz1 renge boyanirlar (Mavournin ve
ark. 1990).

Mikroniikleuslarin degerlendirilmesi belli bazi kriterlere gére yapilmaktadir.
Buna gore Mikroniikleusun ¢api, eritrosit nukleusunun c¢apinin yarisindan daha az
olmalidir. Sekli genellikle yuvarlaktir, fakat bazen oval, halka ya da badem seklinde
de olabilir (Schmid, W. 1975). Mikroniikleusun g¢evre sinirlart ¢ogunlukla agiktir.
Eritrosit populasyonunda MN’un % 6’dan fazla olmasi, kullanilan kimyasal
maddenin genotoksisitesini belirlerken (Heddle ve ark. 1983, Rabbani 2005),
PCE/NCE oranindaki azalma ise, kimyasal maddenin sitotoksisitesini
belirlemektedir. Schmid’e (1975) gore ise, normal kemik iliginde PCE/NCE orani
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genellikle 1:1°dir (Celik 2003, Schmid 1975). Nukleuslu hiicrelerin olgunlasmasi ve
boliinmesi lizerine sitotoksik etkiler meydana geldigi zaman, kemik iliginin bosluklu
bir yapida olmasi nedeniyle, PCE/NCE oraninda azalma goriilebilmektedir

(Gollapudi ve ark. 1984, Schmid 1976).

Sican kemik iliginde PCE’lerin yasam siiresi 10 ila 33 saat arasindadir (Cole
ve ark. 1979, Salamone ve ark. 1983). Mikroniikleuslu PCE sayis1 aneujenler ve
klastojenler uygulamalarindan sonra sirasiyla 6 ile 10 saat daha uzamaktadir (Cole ve
ark. 1981, Hart ve ark. 1983, Vanderkerken ve ark. 1989). Aneujenik veya
klastojenik kimyasal maddeler ile muameleden 24 ve 48 saat sonra MN’li PCE’ler
kemik iliginde tespit edilebilirler (Vanparys ve ark. 1992). Bu nedenle, bir kimyasal
maddenin toksik etkisini tespit etmek i¢in, farede in vivo MN Testi, kimyasal madde
canltya uygulandiktan sonra, her biri 12 ve 72 saat araliginda olmak {izere ii¢

uygulama siiresi boyunca islem yapilmasi 6nerilmektedir (EEC 1984, OECD 1983).

Kemik iligi yonteminde canliya kimyasal madde uygulanir, muamele
sliresinin sonunda hayvan servikal dislokasyon ile 6tenazi edilir, fetal calf serum ile
femurdan kemik iligi ¢ikarilarak, santrifiij edilir, slipernatant atilir, pipetaj yapilir,
yayma preparatlart hazirlanir, fiksasyon ve boyama isleminden sonra mikroskop

altinda inceleme yapilir.

1.2.3.2. Sitokinezi Engellenmis Mikro Nukleus Ydntemi

Sitokinezi-blok MN (CBMN; Cytokinesis Block MicroNucleus) analizleri,
Cyt-B’nin (Cytochalasin-B) hiicre bdliinmesini sitokinez evresinde durdurmasi
ozelligine dayanmaktadir (Fenech 2010, Thomas ve ark. 2009, Wu ve ark. 2009).
Cyt-B, Helminthosporium dermatioideum tiirii mantardan elde edilen bir ekstraktir.
Sitokinez evresinde Cyt-B, aktin filamentlerini etkileyerek hiicre bdliinmesini
durdurmaktadir. Cyt-B, bu etkisini aktin filamentlerin ucuna baglanip, aktinin
polimerize olmasin1 dnleyerek gerceklestirir (Becalski ve ark. 2002, Lindholm ve
ark. 1991, Tawn ve ark. 2001, Toksi ve ark. 2001, Umegaki ve ark. 2000). Yapilan
bir calismada hiicre kiiltiiriine sitoplazma boéliinmesini durduran bir aktin inhibitori
olan cytochalasin-B, mitoz esnasinda ilave edildiginde c¢ekirdek bdliinmesinin
tamamlanmadig1 belirlenmistir. Sitoplazmik boéliinmesini gerceklestiremeyen ¢ift

cekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin
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orani saptanabilmektedir. Preparat {izerinde incelenen alanlarda, kiiltiir siiresi i¢ginde
ikinci boliinmesini tamamlayan 4 c¢ekirdekli hiicrelere de rastlanabildigi tespit

edilmistir (Kirsch-Volders ve ark. 2003).

1.2.3.3. Mikronukleus Hesaplama Kriterleri

Insan lenfositlerinin sitokinezinde bloklanan mikroniikleuslarin hesaplanmasi
icin Oncelikle hiicre tiplerinin belirlenmesi gereklidir. Hiicreler, mononiikleus,
biniikleus, multiniikleus, apoptotik veya nekrotik hiicre tipinde olabilirler.
Mononiikleuslu hiicrelerin kii¢lik sitoplazmalart bunun yaninda biiylik niikleuslar
vardir. Biniikleuslu hiicreler ise es biiytikliikteki iki hiicre ¢ekirdegi tasirlar. Bu tip
hiicrelerde iki niikleus niikleoplazmik kopriiyle (NPB) birlesmis olabilir. Niikleuslar
birbirleri ile temas halinde veya iist liste olabilir. Multiniikleuslu hiicreler {i¢, dort
veya daha fazla birbirinden farkli biiyiikliikte niikleus tasirlar. Bu tip hiicreler pek
cok sayida MN icerebilirler. Sitokinezde bloke edilmis hiicrelerin CBMN frekansi
tespit edilirken agagidaki 6zellikleri géz oniine alinir.

- MN sayimlar1t BN’lu ( Bintikleus) hiicrelerde yapilir.

- MN’larin ¢ap1, ana niikleusun yar1 ¢capinin 1/16 ile 1/3’1 kadar olmalidar.

- MN’1n alani ana niikleusun alaninin 1/256 ile 1/9’u arasinda olmalidir.

- MN’lar ana niikleusa bagli olmamalidir.

- MN’larin ¢ogu niikleuslarin arasindadir ama ayni1 zamanda hiicrelerin kutuplarinda
da olabilir.

- MN’larin yapilan kiiciik niikleuslara benzer. Fakat boya veya yanilmalara neden
olabilecek kabarciklar: ve noktalart MN olarak kabul edilmemelidir.

Klastojenlere maruz kalmis bintikleus hiicrelerde niikleoplazmik kopriiler de
tespit edilebilir. Bu kopriiler iki niikleusu birlestirirler. Kopriilerin kalinligi BN

hiicrelerdeki nukleus ¢apinin 1/3 - 1/25°1 arasinda degisebilmektedir (Fenech 2000).
1.2.4. Ames Testi
Ames Testi gesitli kimyasallarin genotoksisitesini belirlemek amaci ile

histidi- ne ihtiya¢ duyan bakterilerin kullanilmasi ile yapilan bir testir. Bu testin

temelinde yapay mutasyonla histidin sentezleme yetenegini kaybetmis bakterinin
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kimyasal bi- lesige maruziyet sonrasi histidin olusturabilir 6zellige doniismesi

esasina dayanir (Akyil 2012).
1.2.5. Comet Testi

Comet Testi tek hiicre elektoforezi olarak bilinen bir testtir. DNA hasarini
gos-termesi agisindan dnemli bir yontemdir. Yapilmasi kolay, pratik ve hassas bir
geno toksisite testi olarak éneme sahiptir. /n vitro ve in vivo olarak uygulanabilir
olan Comet Testi az sayida hiicre gerektirmesi gibi avantajlara sahip bir yontemdir

(Klug ve ark. 2002).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal
2.1.1. Hayvan Materyali (Deney Hayvanlari)

Calismada agirliklart 20-30 g arasinda degisen, 8 haftalik erkek, Mus
musculus cinsi swiss albino ki fareler kullanildi. Mikroniikleus sikliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan bu arastirmada toplam 30 adet fare kullanildi. Fareler
121° C’de otoklove edilebilen, polikarbon malzemeden yapilmis kafeslerde
barindirildi. Hayvanlar kafeslere 10’lu gruplar halinde yerlestirildi. Fareler 20 £ 2 °C
sicaklik, % 50 bagil neme sahip, sabah 8’den aksam 8’e kadar olan 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik 151k periyotlu laboratuvar kosullarinda barindirildi. Uygulanacak
maddelerin dozu distile suda ¢oziilerek oral yol ile verildi. Kontrol grubuna sadece
distile su verildi. Hayvanlarin bakim, beslenmesi ve iizerinde gergeklestirilen

uygulamalar (KAU. HADEK) tarafindan izin verilen iinitelerde gergeklestirildi.

2.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

2.2.1. Metomil

A firmasina ait ticari ismi X olan 200 g/l konsantrasyonunda suda
¢Oziinebilir s1vi preparat Ocak 2012 yilinda iiretilmis olup son kullanma tarihi Ocak
2014°ir. Bu preparattan 0,15 ml alinip distile suda ¢ozdiiriilerek hacmi 1 litreye
tamamlandi. Boylelikle 0,03 mg/mI’lik yogunlukta ¢ozelti elde edildi. Bu ¢dzeltiden
farelere 3 mg/kg dozda oral yolla metomil verildi (0,06 mg/2 ml/fare/giin). Ratlarda
metomilin ortalama 6liim dozu 30 mg/kg kadardir. Verilen miktar bu dozun yaklasik

% 10’una tekabiil etmektedir.

2.2.2. indoksakarb

A firmasina ait ticari adi Y olan ve 150 g/l konsantrasyonda suda ¢6ziinebilir
stv1 preparat Ocak 2013 tarihinde iiretilmis olup son kullanma tarihi Ocak 2015tir.
Bu preparattan 1 ml alinip distile suda ¢ozdiiriilerek hacmil litereye tamamlandi.

Boylelikle 0,15 mg/ml’lik yogunlukta ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozeltiden farelerin
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ginde 15 mg/kg dozda oral yolla indoksakarb alinmasi saglandi (0,3 mg/2
ml/fare/giin). Bu doz idoksakarbin ratlarda oral yolla ortalama letal dozunun yaklagik

% 1’ine tekabiil etmektedir.

2.2.3. Mitomycin C (MMC)

Mitomycin C bu c¢alismada pozitif kontrol olarak kullanildi (Sigma). Kapali
formila: Cqi5H1gN4O5’dir.

Mitomisin C’den 0,6 mg alind1 ve distile suda ¢ozdiiriilerek hacmi 1,5 ml’ye
tamamlandi. Bu soliisyondan farelere ip yolla 2 mg/kg/fare tek doz enjekte edildi. Bu

uygulama fareler 6tanazi edilmeden 48 saat once yapildi.

2.2.4. Eter (Dietil Eter, Etoksietan)

Dietileter ya da etoksietan yaygin olarak kisaca eter adiyla bilinir (CAS No
:60-29-7). Kaynama noktasi diisiik olup, kendine 6zgii karakteristik bir kokusu
vardir. Calismada anestezik madde olarak farelerin servikal dislokasyonundan hemen
once kullanildi. Dietil eterin baz1 6zellikleri asagida verilmistir. Diger adlari, etileter,
etiloksit veya 3-oksapentan’dir. Eterin kapali kimyasal formiili, CsH;00
(C2H50C,Hs)’dur. Molekiil agirligr ise 74.12 g/mol’diir.

2.2.5. Sorensen Tampon (Sorensen Buffer) Cozeltisi

Bu tampon ¢ozelti, Tampon A ve Tampon B olmak iizere iki stok ¢ozelti
halinde hazirlanmis olan ¢ozeltilerin karisimidir. Bu ¢ozeltiler ¢calismanin amacina
uygun olarak birbiriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanildi. Hazirlanan
¢oOzelti oda sicakliginda kapali kaplarda saklandi.

Tampon A: 11. 34 g KH,PO,4 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriildi (pH=4.8).
Tampon B: 14. 83 g Na;HPO,.12 H,0 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriildii. (pH=9.3).

2.2.6. Giemsa
Giemsa boyas1 Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup,
deneylerde Sorensen tamponu ig¢inde % 5’lik ve % 10’luk boya eriyigi halinde

hazirland1. Preparatlarin boyanmasinda kullanildi.
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% 5°lik Giemsa boyasinin hazirlanigi: 5 ml Tampon A + 5 ml Tampon B + 5

ml Giemsa + 85 ml distile su ile karistirilarak hazirlandi.

2.2.7. May-Grunwald

Bu boya Merck firmasi tarafindan temin edilmis olup, deneylerde sorensen

tamponu i¢inde % 0,25 ve % 0,125’lik boya soliisyonu olacak sekilde hazirlandi.

2.2.8. Entellan

Preparat kapatma soliisyonudur (Merck, cat. no. 7961). Preparatlar daimi hale

getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapistirilmasinda kullanilda.

2.2.9. Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol)

Metanol sigma firasindan temin edildi. Boyama isleminden 6nce preparatlarin

bekletilmesinde kullanildi.

2.3. Calismada Kullanilan Deney Ekipmanlari

2.3.1. Hassas Terazi

Tartim islemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka

teraz kimyasallarin tartilmasinda kullanildi.

2.3.2. Santrifiij

Devir hiz1 5000 rpm’e kadar yiikselebilen, 15 dk.’lik zaman ayarlayic1 ve 8
tiip kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifiij, caligmalarda kullanildu.

2.3.3. Mikroskop
Fotograf makinesi ve kamera monte edilebilen, koordinat cetveli ve
immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler 151k mikroskobu preparat

incelemelerinde kullanildi.
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2.4. Metot

Deneyde kullanilan fareler agagida verildigi lizere her grupta 10 hayvan
olacak sekilde 4 gruba ayrilarak kafeslede standart diyet ve distile suyla ad libitum
olarak beslendi. Farelere verilen maddeler distile suda c¢ozdiiriilerek oral yolla icme

sulari ile almalar1 saglandi.

2.4.1. Gruplar

Grup 1. Kontrol grubu (n=10). Bu grup, negatif grup olarak tutuldu (distile su ad

libitum verildi).

Grup 2. Pozitif kontrol grubu (n=10). Bu grup pozitif deney grubu olarak tasarlandi.

Farelere intraperitonal (i.p) yolla, 2 mg/kg dozda Mitomycin-C (MMC) o6tenaziden

48 saat Once tek doz enjekte edildi. Pozitif kontrol grubu yontemin ¢alisip

calismadigiin gosterilmesinde kullanildi.

Grup 3. Metomil grubu (n=10). Bu gruba 3 mg/kg dozda (0,06 mg/2 ml/fare/giin)

metomil oral yolla 14 giin siireyle distile su igerisinde ad libitum olarak verildi.

Cozelti 0,03 mg/ml yogunlugunda taze giinliik olarak disitle suyla hazirlandi.

Grup 4. Indoksakarb grubu (n=10). Bu gruba 15 mg/kg dozda (0,3 mg/2

ml/fare/giin) indoksakarb oral yolla 14 giin siireyle disitle su igerisinde verildi.
Fareler 14 giiniin sonunda eter ile anestezi altinda dislokasyonla 6tenazi

edildi. Otopsi yapilarak femur kemikleri ¢ikarildu.

2.4.2. Mikroniikleus Testi

Calismada mikroniikleus tespitinde periferal kan yerine, kemik iligi
kullanildi. Cikarilan femur kemigi mikroniikleus testi i¢in kullanildi. Kemik iliginden
hazirlanan preparatlarda mikroniikleus tespiti ilk kez Schmid (1975) tarafindan

gelistirilmistir. Bu yontem laboratuvar ve calisma kosullarimiza gére uyarlanarak

kullanild1 (Schmid 1975).

Femur kemigi iki ucundan kesilerek, kemik iligi enjektdr yardimi ile
igerisinde 3 ml dana serumu bulunan santrifiij tiipiine aktarildi. Icerisinde kemik iligi
numunesi bulunan tiipler 2000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlari

atildi. Tiipte kalan kismin lizerine bir damla dana serumu konularak siispanse edildi.
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Bundan aliman bir damla o6rnek temiz lamlar iizerine yayildi. Yayma islemi

tamamlanan lamlar havada kurutuldu ve metil alkolde 10 dakika fikse edildi.
2.4.3. Boyama Islemi

Fikse edilmis preparatlar ilk 6nce % 0,25’lik May Grunwald boyasi ile 5
dakika boyanarak saf su ile yikandi. Daha sonra % 0,125’lik May Grunwald boyas1
ile 5 dakika tekrar boyanarak saf suda yikandi. En son % 20’lik Giemsa boyasi ile 30
dakika boyanip, yikandi ve kurumaya birakildi. Preparatlar Olympus CX21 marka
151k mikroskobunda 1000 biiyiitmede, her preparattan rastgele 1000 adet PCE sayild.
Bunlarin i¢erisinde MNPCE’lerin sayilar1 belirlenerek, yiizdeleri ¢ikartildi.

2.4.4. istatistik Yontemi

Aragtirma sonuglarimna SPSS paket 16 programi kullanilarak, Duncan-Tucey
Testi uygulanarak gruplar arasindaki farklar istatistiki yonden belirlenmistir. Y6ntem
asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Aksu 2012).



/ Test maddesi

*Q Femur
¢/Fulul calf serum

Tiip

(COAD
v

Santrifiij edilir

Yavma
/ . preparat

‘ hazirlamr
/ ? [/

Bovanir

v

Mikroskopta incelenir

Sekil 2.1. Yontemin 6zetle gosterilmesi (Aksu 2012)
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3.BULGULAR

Deneye alinan hayvanlar her giin 12 saatte bir gozlendi. Hayvanlarin deney
stiresince higbirinde zehirlenme belirtileri ve 6lim goriilmedi. Deney hayvanlar
planlanan sekilde 6tenazi edilerek kemik iliginden preparatlar hazirlandi. Farelerin
kemik iliginden hazirlanan preparatlarda sayllan PCE ve MNC’ler asagidaki

tablolarda gosterilmistir.

3.1. Kontrol ve Deney Gruplarina Verilen Bilesiklerin Olusturduklari
MNPCE’ler

Farelere oral yolla metomil, indoksakarb ve intraperitonal yolla tek doz MMC
verildikten sonra, her doz grubundan elde edilen preparatlardan rastgele toplam 1000
PCE sayildi. Bu 1000 PCE igerisinde gozlemlenen MNPCE sayilar1 tespit edilerek

Tablolarda gdsterilmistir.

Tablo 3. 1. Negatif kontrol grubunda saptanan PCE ve MNPCE sayilari ve yiizdelik

oranlari
Negatif Kontrol Grubu
Ornek No Toplam PCE MNPCE MNPCE Orani
(%)
1 1000 4 0,4
2 1000 3 0,3
3 1000 3 0,3
4 1000 4 0,4
5 1000 3 0,3
6 1000 3 0,3
7 1000 4 0,4
8 1000 4 0,4
9 1000 4 0,4
10 1000 4 0,4
Grup Ortalamasi 3,6 0,36
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Negatif kontrol grubiunda toplam 10 000 adet hiicre Ornegi sayildi. Bu

orneklerde ortalama MNPCE sayis1 3,6 olarak tespit edildi. Bu hiicrelerin % olarak

ortalamasi ise 0,36 olarak hesaplandi.

Tablo 3. 2. Pozitif kontrol grubunda saptanan PCE ve MNPCE sayilari ve ylizdelik

orani
Pozitif Kontrol Grubu
Ornek No Toplam PCE MNPCE MNPCE Orani
(%)
1 1000 61 6,1
2 1000 60 6
3 1000 73 7,3
4 1000 62 6,2
5 1000 65 6,5
6 1000 70 7
7 1000 70 7
8 1000 60 6
9 1000 64 6,4
10 1000 75 7,5
Grup Ortalamasi 66 6,6

Pozitif kontrol grubiunda toplam 10 000 adet hiicre 6rnegi sayildi. Bu

orneklerde ortalama MNPCE sayis1 66 olarak tespit edildi. Bu hiicrelerin % olarak

ortalamasi ise 6,6 olarak hesaplandi.
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Tablo 3. 3. Metomil verilen farelerde saptanan PCE ve MNPCE sayilari ve yiizdelik
orani

Metomil Grubu

Ornek No Toplam PCE MNPCE MNPCE Orani

(%)

1 1000 22 2,2
2 1000 21 2,1

3 1000 23 2,3

4 1000 24 2,4

5 1000 28 2,8

6 1000 26 2,6

7 1000 27 2,7

8 1000 25 2,5

9 1000 25 2,5

10 1000 28 2,8

Grup Ortalamasi 24,9 2,49

Metomil verilen grupta toplam 10 000 adet hiicre orne8i sayildi. Bu
orneklerde ortalama MNPCE sayis1 24,9 olarak tespit edildi. Bu hiicrelerin % olarak

ortalamasi ise 2,49 olarak hesaplandi.
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Tablo 3. 4. Indoksakarb verilen farelerde saptanan PCE ve MNPCE sayilar1 ve

yiizdelik oranlar1

Indoxacarb Grubu

Ornek No Toplam PCE MNPCE MNPCE Orani
(%)
1 1000 11 1,1
2 1000 12 1,2
3 1000 14 1,4
4 1000 10 1
5 1000 12 1,2
6 1000 11 1,1
7 1000 13 1,3
8 1000 14 1,4
9 1000 16 1,6
10 1000 15 1,5
Grup Ortalamasi 12,8 1,28

Indoxacarb verilen grupta toplam 10 000 adet hiicre 6rnegi sayildi. Bu

orneklerde ortalama MNPCE sayis1 12,8 olarak tespit edildi. Bu hiicrelerin % olarak

ortalamasi ise 1,28 olarak hesaplandi.

Tablo 3. 5. Gruplardan saptanan toplam PCE ve MNPCE sayilar1 ve ortalamalar

Gruplar Toplam MNPCE MNPCE Oram Grup
PCE (%) Ortalamasi

Negatif 10.000 36 0,36 3,6

Kontrol

Pozitif 10.000 660 6,6 66

Kontrol

Metomil 10.000 249 2,49 24,9

Indoxacarb 10.000 128 1,28 12,8

Calisma gruplarinda elde edilen degerlerin toplami Tablo 6. 5. de verilmistir.




47

6.2. Elde edilen verilerin grafiksel olarak gosterilmesi

700
600
500
400
300
B MNPCE
200
100
O — T T T
Negatif  Pozitif Kontrol ~ Metomil indoxacarb
Kontrol

Grafik 3. 1. 10.000 PCE iizerinden bakilan MNPCE degerleri.

Grafik 6.1.°de gruplardan elde edilen toplam MNPCE sayilar1 grafikte
sunulmustur.

MNPCE Orani (%)
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5 B MNPCE Orani (%)
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Negatif Pozitif Metomil indoxacarb
Kontrol Kontrol

Grafik 3.2. Fare kemik iliginde saptanan MNPCE oranlart.

Grafik 6.2.’de gruplardan elde edilen toplam MNPCE sayilarinin % oranlart
grafikte sunulmustur.
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MNPCE Orani (%)

1,28; 12% 0,36; 3%

2,49; 239 B Negatif Kontrol
B Pozitif Kontrol
= Metomil

66 62% ™ indoxacarb

Grafik 3. 3. Toplam MNPCE sayisindaki yiizdelik dagilim.

Resim 3. 1. Yapilan ¢alismada pozitif kontrol grubunda goriinen bir MNPCE
(200 x)

Calismada sayilan MNPCE’ler fotograflanarak Resim 6. 1.’de sunulmustur
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Resim 3. 2. Yapilan ¢aligmada pozitif kontrol grubunda goriinen bir MNPCE
ve PCE (200 x)

Calismada sayllan MNPCE ve PCE’ler fotograflanarak Resim 6. 2.’de sunulmustur

Tablo 3. 6. Calismada kullanilan maddelerin dozlari, verilen siireleri ve MNPCE
sayilarinin standart dagilimlari

. . , Grup ortalamasi
Gruplar | Vegln | Verten | wooovcte | oo
& dagilimi(n=10)
1 Distile su 14 giin 36 3,6+0,52
2 2 mg/kg Tek doz 660 66+5,58*
3 30 mg/kg 14 giin 249 24,942 ,42%*
4 15 mg/kg 14 giin 128 12,8+1,93*
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*: p<0,001. Grup 2, 3, 4 kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlam (p<0,001) ifade etmektedir. Ayrica Grup 2, 3 ve 4’iin kendi aralarinda
istatiksel olarak anlaml1 (p<<0,001) bir fark oldugu tespit edildi.

8 Mikro Niikleus Sayisi
5,58
70 T
60
50
40
30 2,42
20 1,93
- B
o mimm | |

Grafik 3. 4. Gruplar arasi mikroniikleus sayilari ve standart sapmalari.

(Grup 1: Negatif Kontrol Grubu, Grup 2: Pozitif Kontrol Grubu, Grup 3:
Metomil verilen grup Grup 4: Indoksakarb verilen grup)

SPSS 16 paket programi kullanilarak Duncan-Tucey yontemi kullanilarak gruplar
arasmdaki istatistiksel yorumlama yapilmustir. Istatistik sonuglarda gruplarin
birbirlerine gore istatistiki olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Metomil’in
negatif kontrole kiyaslandiginda mikronukleus sayisini belirli bir sekilde arttirdigini
gozlemlenirken, pozitif kontrol grubuna kiyasla diisiik mikronukleus olusumuna
sebep olmustur. Metomil verilen gruptan elde edilen sonuglar Indoksakarb verilen
gruptan elde edilen sonuglar ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sonuglar
vermekle birlikte Metomil’in Indoksakarb’dan daha fazla mikrenuklus sayisini

arttirdig1 goriilmiistiir.
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Sonuglar dogrultusunda Indoksakarb’in negatif kontrol grubuna gore yiiksek oranda
miikroniikleus olusturdugu gozlemlenirken, pozitif gruba gore daha diisiik

mikroniikleus sayisi olusturdugu gézlemlenmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada farelerin kemik iligi hiicrelerinde organik karbamat grubu
insektisitlerden olan metomil ve indoksakarbin genotoksik etkileri fare kemik iligi

hiicrelerinde Mikroniikleus Testi ile arastirildi.

Test amaciyla kullanilan metomil ve indoksakarb insektisidal miicadelede
yaygin kullanilan ilaglardir. Yaygin kullanilmalarinin nedeni tarim {iriinlerinin zararl
etkenler olarak adlandirilian insektisitlerden korunmasidir. Insektler tarim zararlilari,
yani pestler igerisinde incelenen canlilardir. Pestler biitiin diinyada yaygin olarak

bulunan canlilar olup, tarim tirtinlerine 6nemli olgiide zarar verirler.

Pestlere karsi kullanilan pestisitler tarim iriinlerinin zarar gdérmesini
engelleyerek isletmenin karliligini artiran 6nemli ilaglardandirlar. Bu nedenle pestisit
kullanimini artiran en 6nemli neden besine olan ihtiyagtir. Bu durum niifus artis1 ile
dogrudan iliskilidir. Ayrica tarim alanlarinin korunmamasi ve giderek daraltilmasinin

burada 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.

Besine olan ihtyacin artmasit mevcut tarim alanlarindan daha fazla iiriin elde
etmeyi ve elde edilen {iriiniin daha uzun siire muhafazasini zorunlu olarak giindeme
getirmistir. Bu amagla sulama, giibreleme, pestisit ugulama ve iiriinlerin genetik
yapilarmin ¢evre sartlarindan etkilenmeyecek sekilde iyilestirilmesi yapilmaktadir.
Bu islemler ile 6nemli 6l¢iide tarimsal iirlin artis1 ve korunmasi elde edilmistir. Bu
durum dogal olarak hem tiiketicilerin beslenmesine hem de {iireticilerin daha fazla
ekonomik c¢ikar elde etmesine neden olmustur. Ancak bu yontemler o kadar masum
degillerdir. Ciddi anlamda olumsuz etkileri de vardir. Aragtirmalarla ortaya konan ve
ispatlanan bu etkilerin ¢evre lizerinde ¢ok sayida ithmal edilemeyecek derecede hatta
doga tarafindan tolere edilemeyecek sekilde zararlar1 da s6z konusudur. Bunlarin
hakkinda zaman zaman ciddi tartigmalarin da yapildig: bir gergektir. Arastiricilarin
bir kismi kullanilmalarinin zorunlu oldugu ve zararl etkilerinin azaltilmasinin
gerekliligini ileri stirerken, diger bir kismi ise doganin hicbir sekilde zorlanmamasinm
ileri stirmektedirler. Ancak gercek pestisitlerin doga ve canlilara iizerindeki

zararlarinin oldugudur.
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Pestisitler canlilara ya dogrudan ya da dolay1 olarak bir sekilde degisen
miktarlarda yansimaktadir. Bu yansima dogal olark canlilara olumsuz etkilerinin de
ortaya ¢ikmasina neden olur. Alinan miktarlara bagl olarak akut veya kronik tipte
etkiler dogurabilirler. Etkiler ilagarin tiirine, dozuna ve hayvanlara gore farklilik arz
edebilir. Pestisit ve diger ¢evre kirleticilerin bu etkileri arasinda hi¢ kuskusuz gen
oksisitesi biiylik Onem arz etmektedir. Genotoksisite insan ve hayvan sagligi
acisindan tiim diinyada iizerinde durulan ve onem arz eden konularin basinda
gelmektedir. Bu nedenle genotoksisite alaninda ¢ok sayida calismanin yapildigi

gorilmektedir.

Gen toksisitesi degisik sekillerde olabilmektedir. Bulardan biri canli tiirlerinin
kendilerine 6zgili genetik bilgilerini tagiyan genlerde cesitli sebeplerle ortaya cikan
kalitsal degisikliklerdir ki, bunlara mutasyon denir. Mutasyonlar kendiliginden
olusabilecegi gibi mutajen adi verilen fiziksel ve kimyasal etkenler tarafindan da
meydana getirilebilirler. Mutajenler DNA molekiiliinde hasar olusturabilirler. Bu
hasarlarin bir kism1 hiicrede 6zel mekanizmalar ile onarilabilecegi gibi bazen de bu
onarim mekanizmalarinin ¢alismasini kontrol eden genlerdeki mutasyon sonucu ya
da yas, hastaliklar, beslenme, 1s1 gibi sartlarin etkisiyle onarilamayabilir. Bunun
sonucu olarak da o hiicrenin genlerindeki mutasyon artik kalic1 hale gelir (Galloway
ve ark. 1998, Ipek ve ark. 2003). Bu mutasyonlar somatik hiicrelerde ya da esey
hiicrelerinde goriilebilir. Esey hiicrelerinde goriilen mutasyonlar gelecek nesillere
aktarilabilir veya canlinin tireme fonksiyonlarini bozabilir. Karbamat grubu
insektisitler de genotoksisiteye neden olabilirler. Genotoksisiteyi belirlemek i¢in
farkli yontemler kullanilir. Bunlardan bazilar1 Mikroniikleus Testi, Kardes Kromatit
Testi, Kromozom Aberasyonu Testi, Ames Testi ve Comet Testleridir.

Kardes Kromatid Degisimi (KKD); es kromozom lokuslarinda iki kromatid
arasinda meydana gelen ve kromozom morfolojisinde degisiklige neden olmayan,
karsilikli segment degisimi olarak tanimlanmaktadir. Kardes kromatid degisimi
sikligimin tespit edilmesi, klastojenite, genotoksisite veya genetik instabilitenin
arastirtlmasinda kullanilir. Zacharov ve Egolina 1972 yilinda timidin analogu olan 5-
bromodeoksiiiridin’i kardes kromatidleri gostermek amaciyla Cin hamster hiicre
kiiltiirlerinde denemistir. 5-bromodeoksiiiridin replikasyon sirasinda yeni yapilan
DNA molekiiliiniin yapisina girmekte, bunun sonucunda Giemsa boyasi ile iki kardes

kromatid farkli olarak boyanmaktadir. Preparat, Giemsa ile boyandiginda 5-
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bromodeoksiiiridin iceren DNA daha agik boyanmakta ve floresan mikroskopta mavi
yesil renk vermektedir. Kardes kromatid degisimi sikligininin belirlenmesi, en ¢ok
periferik kanda lenfositler tizerinde gergeklestirilmektedir (Ergiin 2005). Kardes
kromatid degisimi sikliginin belirlenmesi hassas bir yontemdir. Kiiltiire ilave edilen
5-bromodeoksiiiridin miktarinin degismesi, sonuglar1 6nemli 6lglide etkilemektedir.
Kardes kromatid degisimi yoOnteminin dezavantaji ise ¢ok zaman alic1 ve
radyoaktivite i¢cermesidir bundan dolayr Kardes kromatit degisimi yontemi yaygin

olarak kullanilmamaktadir.

Kromozomlarin yap1 ve sayisindaki degisimlere kromozom aberasyonlari
(KA=CA) denir. Bu degisiklikler sonunda genlerin sayr ve yerlesim diizenleri
degisir. Bunun sonucu olarak farkli genotipik 6zellikler ortaya ¢ikar. Bu da gelecek
nesillerde canlilarin fenotipine yansir. Kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment,
disentrik kromozom, halka kromozom, kardes kromatid birlesmesi, translokasyon,
inversiyon, izokromozomlar yapisal kromozom aberasyonlaridir (Natarajan ve ark.
1982). Gap, kromozomda kromatid kalinligina esit ya da ondan daha dar,
boyanmamis (akromatik) bolgelere verilen isimdir. Kromozomdaki boyanmamis
bolge kromatid kalinligindan fazla ise kromatid kirik olarak kabul edilmektedir
(Topaktas ve ark. 1995). Gaplar da kiriklarda oldugu gibi izokromatid veya kromatid
gap seklinde olabilir. Her iki kromatidde de gap varsa izokromatid gap, tek bir
kromatidde gap varsa buna kromatid gap denir. Elektron mikroskobu ¢aligmalarinda,
gap bolgelerinde (akromatik bdlgelerde) baglantinin oldugu saptanmistir. Ozellikle
DNA sentezini inhibe eden bazi kimyasallar, yiiksek siklikla gaplara neden olurlar (
Natarajan, ve ark. 1982). Spiral ¢oziilmesi, kromozomda soluk boyanan bolgelerdir.
Gap’a gore daha genis bir alan1 kapsar. Kromozomlarin kontrole gore boylarinin ¢ok
kisalmasit ve kalinliginin artmasina kromozom kontraksiyonu denir. Bu olay
kimyasal maddenin histon proteinlerine etki ettigini gostermektedir ( Topaktas ve
ark. 1995).

Biiylikgoban T. (2010) yaptig1 bir ¢alismada ayni liganda sahip birden ¢ok
metal tuzunun insan periferal kan lenfositlerindeki genotoksik etkilerinin kardes
kromatid degisimi (KKD), kromozom aberasyonlari (CA) ve sitokinez bloklama
mikronukleus yontemleriyle (CBMN) in vitro ortamda incelenmistir. Metal tuzlari 24
ve 48 saat uygulanmigtir. Test sonucunda iki farkli metal tuzu her ii¢ testte de

mutajenik etki gosterdigi halde yalniz bir metal tuzu mikroniikleus ve kardes
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kromatit degisimi seklinde mutajenik etki gostermistir. Ancak bu madde kromozom
aberasyonlari testinde mutajenik etki gostermemistir (Biiylikgoban 2010). Bu durum
mutajenite testlerinin duyarliliginin farkli olabilecegini ortaya koymaktadir.
Dolayisiyla genotoksisite teslerinin sec¢iminde laboratuvar sartlarinin yaninda
testlerin uygulanabilirligi ve duyarhiliklarinin de dikkate alinmasi arastirma

sonuclarin giivenirligi agisindan Onerilebilir.

Ames Testi cesitli kimyasal maddelerin genotoksisitesini belirlemek amaci ile
histidine ihtiya¢ duyan bakterilerin kullanilmasi ile yapilan bir testir. Bu testin temeli
histidin sentezleme yetenegini kaybetmis bakterinin kimyasal bilesige maruziyet
sonrast histidin olusturabilir bir 6zellige doniismesi esasina dayanir (Akyil 2012).
Eger bakteriler histidinsiz besi yerlerinde iireyebiliyorlarsa mutasyona ugradiklar
sonucuna varilabilir. Cogu mutajenite Veya genotoksisite arastirmalarinda S.
typhimurium bakterisinden bu amacla yararlanilabilmektedir. Bu test uygulanmasi
kolay ve fazla ekipman gerektirmemesi nedeniyle c¢ogu zaman tercih
edilebilmektedir.

Oguz S. (2011) yaptigi bir caligmada ilag hammaddesi olarak kullanilan
metilfenidatin mutajenik ve karsinojenik etkisi ames testi kullanilarak arastirilmistir.
Yontemde S. typhimurium TA 100 ve TA 98 suslari ile ¢alisilmistir. TA 100 baz gifti
degisimine, TA 98 ise cerceve kaymasma yol agan mutajenlerin belirlenmesi
amaciyla kullanilmistir. Deneyler S9'lu ve S9'suz olmak {tizere iki grup halinde
gerceklestirilmigtir. Test sonuglarinin ortalamasi alinarak, pozitif ve negatif kontrol
gruplari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Calismada, metilfenidatin TA 100 ve
TA 98 suglari ile S9 varliginda ve yoklugunda mutajenik aktiviteye sahip olmadig:
gosterilmistir. Mutajenite olmadigi i¢in bunun bir basamak ilerisi olan ilaca bagl

karsinojeniteden bahsedemeyecegi ileri siiriilmiistiir (Oguz 2011).

Comet Testi tek hiicre elektoforezi olarak bilinen bir testtir. Yapilmasi kolay,
pratik ve hassas bir genotoksisite testi olarak dneme sahiptir. /n vitro ve in vivo
olarak uygulanabilir olan comet testi az sayida hiicre gerektirir. DNA hasariin
gostergesi diger bir avantajidir ( Klug ve ark. 2002). Son yillarda genotoksisite
calismalarinda diger testlere gore daha hassas sonuglar vermesi nedeniyle sikca

tercih edilmektedir.
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Akan T. (2012) yaptigi bir c¢alismada organofosforlu bir pestisit olan
klorofosun arpa bitkisi ve zebra balig1 iizerindeki genotoksik etkisini belirlemede
comet testi kullanilmistir. Arastirmada farkli konsantrasyonlarda verilen klorofosun
6, 12, 18 ve 96. saatler sonunda DNA hasarlarina bakilmistir. Elde edilen comet testi
bulgular1 klorofosun DNA kiriklarina neden oldugu belirlenmistir. Bu nedenle
klorofos hem bitkilerde hem de baliklarda genotoksik etkiye sahip bir kimyasal ajan
oldugu arastirma ile tespit edilmistir. Klorofosun farkli doz ve siirelerine genotoksik
ajanlara maruz kalan her iki organizmada da farkli seviyelerde genotoksik etkilerin
ortaya ¢ikabilecegi tespit edilmistir (Akan 2012). Bu sonuglar klorofosun genotoksik
etkilerini ortaya koymasinin yaninda bitki ve baliklarinda genotoksik arastirmalarda

gerektiginde kullanilabilecegini géstermesi bakimindan 6nemlidir.

Bu arastirmada genotoksisitenin  belirlenmesinde Miktoniikleus  Testi
kullanilmistir. Mikroniikleus hiicre boliinmesi sirasinda serbest kalan kromozom
fragmenti, kromozom parcasidir. Bir niikleoplazma ile sarilarak stoplazma igerisinde
ana niikleusun yaninda yer almaktadir (Fenech 2002).

Mikrontikleus Teknigi, kemik 1iligi, insan periferik kan lenfositleri ve yanak
mukoza hiicrelerinde kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla
olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Bu teknik basit ve az zaman almaktadir. Aym
zamanda DNA harabiyeti konusunda giivenilir bilgi de vermektedir. Bu &zellikleri
teknigi 6nemli hale getirmistir (Fenech 2000, Thomas ve ark. 2009, Wu ve ark.
2009).

Aksu P. (2012) yaptig1 bir calismada yiiksek 1sida iretilen gidalarda ortaya
cikan akrilamid’in genotoksisitesinin olup olmadigini belirlemek igin fare kemik
iliginde kardes kromatid degisimi (SCE), kromozom aberasyonu (CA), mikroniikleus
(MN) testleri kullanilmistir. Arastirma sonucunda akrilamid’in in vivo ve in vitro
Klastojenik etkisinin oldugu saptanmistir (Aksu 2012). Arastirmada mikroniikleus
testine ilaveten kromozom aberasyonlarindan da genotoksisitenin belirlenmesinde
yararlanmigtir. Calisma hem in vitro hemde in vivo olarak planlanarak akrilamidin
gen toksisitesi dogrulanmistir. Bu toksisiteyi polifenolik bilesilerin 6nleyebildigi de
ayni ¢caligmada gdsterilmistir.

Cicchetti ve arkadaslarinin (1999) vyaptigi bir ¢alismada organaklorid
grubundan olan dialdrin molekiiliiniin in vivo ¢alismasiyla fare kemik iliginde

mikroniikleus yontemiyle genotoksisitesine bakilmistir. Dialdrin’in 60 mg/kg ve 90
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mg/kg subletal ve letal dozlar1 intraperitonal olarak farelere uygulamistir. Subletal
doz canlinin en az 48 saat yasayabilecegi sekilde hesaplanirken, letal doz canlinin en
az 24 saat yasayabilecegi sekilde ayarlanmistir. Bu saatler sonrasi1 Dialdrin’in letal ve
subletal dozlar1 verildikten sonra 24 ve 48 saat bekleme sonrasi kemik ilikleri
cikartilarak mikroniikleus sayisi arastirilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda
subletal doz p<0,05 oraninda istatistiksel anlamda 6nemli bir artig gosterirken letal

doz p<0,01 gibi istatistiksel anlamda bir artig gostermistir (Cicchetti R. ve ark. 1999).

Literatiir taramasinda Kevekordes ve arkadaslarinin 1996 yaptiklar1 bir
calismada karbamat grubu bazi pestisitlerden aldicarb’in genotoksik etkisine in vivo
olarak fare kemik iliginde mikroniikleus testiyle bakilmistir. Bilesigin letal dozlarinin
yiizde 50-80-100-115’lik katlarina denk gelen dozlar1 erkek farelere, letal dozlarinin
% 80 ve % 100’lik dozlarina denk gelen miktarlari ise disi farelere verilmistir. Her
doz 4 disi ve 4 erkek fareye 200 ya da 300 ml misir yaginda ¢6zdiiriilerek oral yolla
gavaj yapilmistir. Hayvanlar disi erkek olarak kafeslere ayrilmis normal diyet ve
igme suyu olarak ¢esme suyu verilmistir. Calismada pozitif kontrol grubu olarak
erkek farelere 600 mg/kg, disi farelere de 450 mg/kg dozda olacak sekilde
siklofosfamid verilmistir. Negatif kontrol grubuna ise sadece misir yagi oral yolla
uygulanmistir. Hayvanlar 48 saat sonra karbondioksit gaziyla bayiltilip servikal
dislokasyonla otenazi edilmistir. Kemik iliginden hazirlanan preparatlarda
mikroniikleuslara bakilmigtir. Bin eritrosit ig¢inden polikromatit eritrosit sayisi
belirlenmistir. Sasirtict bir sekilde PCE/MNPCE orani erkek farelerle kiyash disi
farelerde daha yiiksek goriilmiistiir. Calismada bu farkliligin sebebi anlagilmamakla
birlikte laboratuar kosullarina bagl olabilecegi diisiiniilmiigiir. Aldicarbin verildigi
dozlarda PCE/MNPCE sayisinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark
goriilmemistir. (Kevekordes ve ark. 1996). Burada disilerin aldikarbin genotoksik
etkilerine kars1 daha hassas oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum muhtemel olarak
hormon farkliliklar1 ya da hormonlarin neden oldugu fizyolojik farkliliklardan
kaynaklanma ihtimalini tasimaktadir. Dolayistyla pestisitlerin bu tiir toksik etkilerine
kars1 gosterilen farkli duyarlilik durumlarina dikkat ¢ekilmelidir. Ozellikle mutasyon

acisindan ilgili durumun genis bir sekilde ele alinarak degerlendirilmelidir.

Bu yontemler DNA’da genotoksisitenin belirlenmesinde en yaygin kullanilan
yontemlerdir. Literatiir taramalarinda genotoksisite arastirmalar1 karsimiza oldukca

fazla sayida c¢ikmaktadir. Bu durum genotoksik aragtirmalara olan ilgiyi ve
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genotoksisitenin oneminin anlasilmasimi saglamasi acisindan olduk¢a dikkate
degerdir. Yapilan bir ¢alismada Portekiz’de 33 ¢iftcinin MN, SCE ve CA testleri
kullanilarak lenfositlerindeki sitogenetik hasar belirlenmeye calisilmistir. Kontrol
grubu olarak ayni bolgede yasayan ancak pestisitlere maruz kalmayan Kisiler
secilmistir. Test sonucuna gore ¢iftcilerin MN ve SCE sikligimin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak yiiksek ¢iktig1 saptanmistir (p<0.005), CA sonuglarinda ise
anlamli bir fark bulunmamistir (Costa ve ark. 2006). Bu durum MN Testinin CA
Testinden daha duyarli olabilecegin kesin olmamak sartiyla ortaya koymasi agisindan

dikkat ¢cekmektedir.

Pestisit iiretiminde c¢alisan 54 isci ile pestisit maruziyeti olmayan 54 kisi
pestisitlerin genotoksik etkilerini aragtirmak i¢in CA ve MN analizleri yapilmistir ve
pestisit liretiminde ¢alisan iscilerde CA ve MN sikliginda istatistiksel agidan bir artig
gozlenmistir (p<0.005). (Sailaja ve ark. 2006). Bu arastirma sonuglari pestisitlerin

genotoksik etkilere neden olabilecegi fikrini dogurmaktadir.

Pastor ve arkadaslarmin (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada karbamat grubu
intektisitlerin (metomil dahil) i¢inde bulundugu bir ¢alismada 49 Polonyal: ¢ift¢inin
yaygin olarak kullandigi pestisitlerin periferal kandaki lenfositler ve agiz i¢i epitel
hiicrelerinde pestisit maruziyeti sonrast mikroniikleuslarina bakilmigtir. Kontrol
grubu olarak ayni1 bolgede yasayan 50 tane pestisit maruziyeti olmayan erkek denek
se¢ilmistir. Yapilan kiyaslamada her iki hiicre tipi icin istatistiksel bir fark
goriilmemistir (Pastor ve ark. 2001).

Ergene (2007) yaptig1 bir calismada Goksu deltasinda organofosfat ve
karbamat grubu dahil olmak fiizere karisik pestisitlerin yaygin olarak kullanildig:
sahada sigara icen ve sigara igmeyen Kkisilerin agiz epitelyum hiicrelerinde bakilan
mikroniikleus sayisini kontrol grubuna gore kiyaslanmis ve mikroniikleus sayisinda
sigara icen ve igmeyen toplam 32 ser kisilik grupta p<0,01 degerinde istatistiksel
Oonem arz eden bir artig saptamistr. Benzer sekilde biniikleus goriilen hiicre sayisinda
da artis gozlemlenmistir (Ergene ve ark. 2007). Bu anlamda sigara i¢gmenin
mikroniikleus sayisinda artis lizerinde bir etkisinin oldugunu gdstermesi acisindan

Onemlidir.

Insan periferal kan lenfositlerinde bir herbisit olan trifluralin’in

genotoksisitesinin saptanmasi i¢in SCE, MN ve CA Testleri kullanilarak bir ¢alisma
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yapilmustir. Trifluralin zayif sitogenetik etkiye sahip oldugu bilinen bir kimyasaldir.
Calisma sonucunda SCE sikliginin istatistiksel agidan anlamli olarak arttig1
gozlenirken, CA ve MN Testleriyle herhangi bir genotoksik etki goriilmemistir
(Ribas ve ark. 1996).

Diinya niifusu her gegen giin giderek artmaktadir. Artan bu niifusun besin
ihtiyacimi  karsilamak i¢in tarim {riinlerinden daha fazla verimin alinmasi
gerekmektedir. Bu insan ve hayvanlarin saglikli bir sekilde beslenmeleri i¢in sarttir.
Bu amagla yeterli derecede tarimsal tiretimin saglikli bir sekilde elde edilmesi biiyiik
bir 6nem arz etmektedir. Glinlimiizde tarim alanlarindan daha fazla verimi artirmak
i¢in trlinlerin korunmasi da 6zellikle 1950’11 yillardan sonra giindeme gelmistir. Bu
amagcla tarim {rlinlerine zarar veren canlilara karsi gesitli kimyasal maddelerin
kullanildig1 gortilmektedir ki, bunlara genel anlamda pestisitler adi wverilir.
Zararlilarla yapilan entegre miicadele yontemi tarimsal miicadelenin insan ve ¢evre
sagligina olumsuz etkileri en az olmasina dikkat edilmelidir. Secilecek yOntem
cevreye, uygulayici ve iriinlere en az toksik yapacak sekilde olmalidir. Bu nedenle
en iyi ve etkili, ayrica zarar1 en diisiik olan miicadele yontemlerinin gelistirilmesine
yonelik cesitli calismalar yapilmaktadir. flaglamalar iiriiniin hem yetisme esnasinda
hem de yetistikten sonra tiiketilinceye kadar bozulmasmin oniine gegilmesini
amaglamaktadir. Bu yiizden 6zellikle boceklere karsi kullanilan ve insektisit adi
verilen {irtinlerin kullanim1 giinlimiizde oldukga yaygin bir durumdur. Her ilag i¢in
s0z konusu olan uygun doz gerekliligi bu ilaglar i¢in de s6z konusudur. Ciinkii uygun
dozlarin iizerinde verilen her ilacin zehir etkisi gostermesi igten bile degildir. Bu
faydali etkilerinin yaninda uygulandiklarinda bazi olumsuz etkileri de giindeme
gelebilir. Ozellikle yanlis doz ve uygulama siiresi bariz tanimlanabilen zararlara
neden olabilir. Bu nedenle pratikte cesitli alanlarda kullanilmalari ¢evre sagligi
acisindan biiylik bir dezavantaj olusturmaktadir. Uygulanmalar1 esnasinda gereken
Ozen gosterilmedigi takdirde toprak, su, hava ve besin kirlenmesine yol agarak
ekolojik dengenin bozulmasina neden olabilmektedirler (Yigit ve ark. 2008, Dogan
2012). Bu anlamda pestisit kalitilarinin, g¢evrede pargalanma yari Omiirlerinin
belirlenmesi ve olumsuz etkilerini arastirilmasi biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu

etkilerden biri de kuskusuz gen toksisitesidir.

Sivrikaya’nin (2006) yaptig1 bir ¢alismada Aralik 2003 ve Ocak 2004 tarihleri

arasinda Degirmendere havzasinda pestisit kalintilarinin su ve toprakta yaptig
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Kirlilik arastirllmistir. Bu c¢alismada Degirmendere havzasinin segilme nedeni
bolgedeki suyun igme suyu kaynagi olarak kullanilmasi ve bolge insaninin genel
olarak ziraatle ugrasiyor olmasi etkili olmustur. Bolgede kullanilan 22 farkli pestisit
tiirli ¢alismaya konu edilmistir. Bu calismada pestisitlerin yer alti sularina sizma,
dogada uzun siire kalma 6zelligi su ve toprak ornekleri alinarak bakilmistir. Ayrica
yas sebze ve meyvelerde pestisit kalintilarina bakilmigtir. Bu ¢aligma sonucunda
alinan numunelerde pestisit kalintilarina rastlanilmig, ancak bu degerlerin saglik
acisindan izin verilen maksimal degerlerin altinda oldugu saptanmustir (Sivrikaya
2006). Cevrede ve hayvan iiriinlerinde pestisit tespit edilmesi 6nemlidir. Ancak tespit
edilen her miktar saglik agisindan 6nem arz etmeyecek diizeylerde olabilir. Bunun

icin ilaglarin tolerans diizeylerinden yararlanilmaktadir.

Onemli pestisit tiirleri arasinda olan karbamat grubu insektisitler 1950°li
yillardan beri yaygm kullanilan bilesiklerdir. Ozellikle gevrede diger bazi sentetik
insektisitlere gore kolay pargalanmalar1 ve etki mekanizmalar1 nedeniyle toksisite
acisindan daha avantajli durumda olmalari, yaygin kullanilmalarinda 6énemli bir rol
oynamaktadir. Organik karbamat grubu insektisitlerin ¢evredeki pargalanma yari
Omiirlerini ve kaliciliklarini bazi faktorler etkilemektedir. Kullanilan bilesigin
uguculugu, sudaki ¢oziiniirliigli, uygulanan topragin tipi, toprak nemi, adsorpsiyon
ozelligi, pH’s1, ¢evrenin sicakligt ve 151k gibi nedenler bu faktdrler arasinda
sayilabilir. Bu faktorler kullanilan pestisitin ¢evredeki parcalanma yar1 Omriinii,
dolayisiyla topraktaki biyobirikimlerini dogrudan etkiler. Bunlarin igerisinde en
Oonemlileri toprak tipi ve insektisitin sudaki ¢oziintirliigiidiir. Karbamat tiirevi
insektisitlerin topraktaki kaliciliklar1 ve sudaki kirletici 6zellikleri hedef olmayan
organizmalar lizerinde saglik agisindan tehlike arz etmektedir (WHO 1986). Bu
sebeple kolay pargalanan ve kalict olmayan karbamat tiirevlerinin gelistirilmesi

biiyiik 6nem arz etmektedir.

Yapilan bir ¢alismada sariyar baraj goliinde ¢evre kirliligini arastirmak iizere
iki y1l boyunca g6liin farkli bolgelerinden toplanan farkli beslenme aligkanliklarina
sahip sazan, yayin ve gay baliklarinin karaciger ve beyin dokusu orneklerinde
bulunan enzimlerine bakilmistir. Elde edilen verilere bakildiginda farkli mevsimlerde
ve farkli bolgelerden toplanan baliklarin enzim aktivitelerinde 6nemli diizeylerde
farkliliklara rastlanmistir. Enzim aktivitelerindeki bu degisimler mevsimsel

farkliliklardan, ayrica tarim ve endiistriyel faaliyetlere bagli olarak ¢evrenin
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kirlenmis olmalarina baglanmistir. Baraj goliinde olusan bu kirliligin Sakarya
nehrinden baraja karisan agir metaller ve tarimda kullanilan organofosfatli ve

karbamat tiirevi insektisitlerin sebep oldugunu diisiindiirmektedir (Glingérdii 2001).

Keles (1991) yaptig1 bir ¢alismada karbamat grubu insektisitlerden karbaril ve
propoksurun tavuklardaki akut zehirlenmeleri ve tedavi uygulamalar1 incelenmistir.
Bu ¢alismada kontrol grubuna oranla énemli oranda inhibisyon gézlenmis, ortaya
cikan en belirgin kolinerjik semptomlar diyare, koordinasyon bozuklugu, solunum
hizinda artis ve salivasyon olarak tespit edilmistir. Arastirmada zehirlenelerin

tedavisinde ise atropin kullanilmistir (Keles 1991).

Erdag (2012) yaptig1 bir ¢caligmada organofosforlu pestisitlerden malatiyonun
yanlis kullanim1 sonucu olusan oksidasyonun zararli etkilerini gidermek {izere bazi
bitkilerin metanol Oziitlerinin etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda bazi
bitkilerde bulunan metanol o&ziitlerinin malatiyonun oksidasyon iiriinlerine karst
antioksidan oOzellik gostererek zararli etkilerini giderdikleri anlasilmistir (Erdag

2012).

Bu aragtirmada farelerin kemik iligi hiicrelerinde organik karbamat grubu
insektisitlerden olan metomil ve indoksakarbin genotoksik etkileri Mikroniikleus
Testi kullanilarak arastirildi. Bu arastirmada diger yontemlerin kullanilmamasinin
nedeni daha hassas ve karmasik olmalaridir. Ornegin Kardes Kromatit Degisimi
Testinde, kardes kromatid degisim sikliginin belirlenmesi olduk¢a hassas bir yontem
gerektirmektedir. Kiiltiire ilave edilen 5-bromodeoksiiiridin miktarinin degismesi,
sonuglar1 6nemli ol¢iide etkilemektedir. Kardes Kromatid Degisimi yonteminin diger
bir dezavantaji ise ¢ok zaman alici ve radyoaktivite icermesidir. Kromozom
Aberasyonlar: Testi birden ¢ok degiskene bakarak deney yapma gerekliligini zorunlu
kilmaktadir. Ames Testi ise histidine ihtiya¢ duyan standart bakterilerin kullanilmasi
ile yapilan bir testir. Bu testin temelinde yapay mutasyonla histidin sentezleme
yetenegini kaybetmis bakterinin kimyasal bilesie maruziyet sonrasi histidin
olusturmasi1 gerekliligi oldugundan standart suslarin kulanimini gerektirdiginden
dolayr ¢alismada kullanmayr olumsuz etkiledi. Comet Testi ve Mikronukleus
yontemlerinden birinin segilmesi bu kriterler géz 6niine alindiginda daha uygun gibi
goriinmektedir. Calismada Mikroniikleus Y ontemini kullanmada amag¢ Mikroniikleus

Teknigi, kemik iligi, insan periferik kan lenfositleri ve yanak mukoza hiicrelerinde
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Kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini belirlemek amacila yaygin olarak
kullanilmasidir. Bu teknik basit ve az zaman almaktadir. DNA harabiyeti konusunda
giivenilir bilgi vermektedir. /n vitro olarak uygulanmasi, gbzleme dayali olmas1 ve
laboratuarimizin sartlar1 diisiiniildiigiinde bu calismamizda en kullanigsh yontem
oldugu degerlendirilmis ve diger yontemlere gore daha bir 6ne ¢ikmustir.

Bu c¢aligmada kullanilan organik karbamat grubu insektisitlerden olan
metamilin kapali formiili CsH1oN20,S’dir. Metomilin ITUPAC ismi (E,Z)-metil N-
{[(methilamino) karbonil] oksi}etanimidothioate.’dir (EPA smifi 1 dir) ( Pastor ve
ark. 2001).

Metomil kolinesteraz enziminin geri doniistimlii bir inhibitériidiir. Sistemik
insektisit ve akarisit 6zelligindeki bu pestisitin ayn1 zamanda kontak ve mide zehri etkisi
de vardir. Ozellikle Lepidoptera, Hemiptera, Homoptera, Diptera and Coleoptera
takimlarindan ¢ok sayida bocek ve kirmizi oriimcek tiiriine karsi meyve, bag, zeytin,
sebze, siis bitkisi ile keten, pamuk, soya fasulyesi gibi ¢ok sayida kiiltiir bitkisinde
kimyasal savag maddesi olarak yaygin kullanilmaktadir. Bunalara ilaveten ayni zamanda
kiimes ve ahirlarda sinek kontroliinde kullanildigi da bilinmektedir (Tomlin 2006). Bu
pestisitin kullanilmas1 hem hayvanlar1 dis paraziter etkenlerden uzaklastirilmis, hem de
hayvanlarda verim artigina neden olur. Bunun nedeni pestlere bagli olarak ortaya ¢ikan
kayiplar1 Olemesi ve pestlerin tasidigi hastaliklara bagli olarak ortaya c¢ikabilecek
kayiplar1 gidermesidir. Dolayisiyla parazitlerin dogrudan etkilerinin yaninda tasidiklari
hastalik etkenleri ile verdikleri zararlar da pestisitlerle azaltilir. Verim ve karlilik artar.
Daha saglikli canlilar elde edilir.

Metomilin akut oral LDso degeri sicanlarda 30 mg/kg olup, zehirlilik sinifi I’dir.
MRL (Maximum residue limit) degeri hiyarda 0.05, biberde 0,2 ppm, bekleme stiresi
hiyarda 3 giindiir. Topraktaki yarilanma Omrii olduk¢a kisa olup (DTso: 4-8 giin)
(Tomlin 2006). Bu o6zelliklerinin tarim alanlarinda uygulamalarda g6z oniine alinmasi
gerekmektedir. Ozellikle toksisitesine dikkat edilmesi biiyiik dnem arz eder.

Metomil hakkinda Guanggang ve arkadaslarinin (2013) yaptig1 bir ¢alismada
Drosophila S2 HelLa ve HEK293 hiicrelerinde farkli saatler araliginda verilen
metomil hiicrelerin yasam siirelerini diisiirmede istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermistir. S2 hiicrelerinin 8 mM konsantrasyonunda verilen metomil
p<0,05 degerinde bir sonu¢ ¢ikarken 9-9,5-9,75-10-10,5-11 mM lik
konsantrasyonlarinda p<0,001 seklinde istatistiksel 6nemde anlamli bir tablo ortaya

cikarmistir. HeLa hiicrelerinde 12 ve 14 mM verilen metomil hiicrelerin yasam
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stirelerini p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltirken, 18-22-26-
28-30 mM konsantrasyonlarinda p<0,01 diizeyinde istatistiksel 6nemde anlamli
olarak azaltmistir. HEK293 hiicresinde 6-7-8-9-9,5-10-11 mM konsantrasyonlarinda
verilen metomil istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlamli olarak azaltmistir

(Guanggang ve ark. 2013).

Yapilan baska bir calismada metomilin erkek sicanlar iizerinde lireme
toksisitesine bakilmigtir. Letal dozun 1/40 ve 1/20 oranlarinda siganlara verilerek
folik asitin koruyucu etkinligini test edilmistir. Calismada fertilite indeksleri, tireme
organlar1 agirliklari, semen resimleri ve serum testesteron seviyeleri Ol¢lilmiistiir.
Metomil uygulanan dozlarda bunlar1 belirgin dl¢tide diistirmistiir. Letal dozun 1/20
oraninda verilen metomil iireme indeksini % 55,56 ya disiiriirken, 1/40 oraninda
verilen metomil tireme indeksini % 77,78’e diisiirmiistiir. Kontrol grubuna oral yolla
distile su verilerek 9 faredeki tireme indeksi % 100 olarak bulunmustur. Yine benzer
sekilde sperm hareketliligi kontrol grubunda % 90 olurken letal dozun 1/20 oraninda
verilen metomil sperm hareketliligini % 50’ye 1/40 oraninda verilen metomil ise
sperm hareketliligini % 64’e diistirmistiir ( Shalaby ve ark. 2010). Bu sonuglardan
doz arttikga metomilin sperm hareketliligini olumsuz yonde etkileyerek iireme

toksisitesine neden oldugu ileri stiriilebilir.

Indoksakarbin kapali formiilii C2,H17CIF3sN3O;’dir. IUPAC ismi metil 7-kloro-
2,5-dihidro-2-[[(methoksikarbonil) [4-(trifloromethoksi) fenil] amino] karbonil]
indeno [1,2 e] [1,3,4] oksadiazin-4a(3H)-karboksilate’dir (EPA sinifi 2’dir). (U.S.
EPA 1982)).

Indoksakarb karbamat grubu bir insektisit olup, etki mekanizmasi onlardan
biraz farklidir. Sinir sistemindeki sodyum kanallarini bloke ederek sodyum
iyonlarinin girisini engellenmesine neden olur. Bocegin fel¢ olmasi, beslenmesinin
durmas1 ve sonunda o6liime dayali bir etki mekanizmasina sahiptir. indoksakarb
viicuda alindiktan sonra 0-4 saat igerisinde bocekte beslenme durur. Sonra 4-48 saat
ierisinde gelisen felci 6liim izler (Lee ve ark. 2005). Indoksakarb organofosfatlar
karbamatlar ve pretreoidler karsi direng kazanmis bocekler igin 6zellikle tercih edilir.
Cevre icin giivenli, hedefte olmayan organizmalar i¢in diisiik zehirli, bocekler igin
yiiksek derecede oldiiriicti aktivite gibi Ozellikleri oldugu iddia edilmektedir. (
DuPont 1999).
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Bu arastirmada metomil ve indoksakarbin genotoksik etkilerinin tespit edilmesi
icin mus musculus tiirii swiss albino irkifareler kullanilmistir. Erkek ve yaklasik 20 g
agirh@inda olan farelere 14 giin siireyle distile su ile ad libutum olarak ilaglar
verilmistir. Ilaclarin ¢oziiniirliikleri de géz Oniine alinarak metomilin ratlarda oral
yolla ortalama letal dozunun % 10’u (3 mg/kg), indoksakarbin ratlarda oral yolla
ortalama letal dozunun % 1’i (15 mg/kg) olacak sekide segilerek farelere
uygulanmistir. Dozlar farelere giinde 2 ml su igtikleri seklinde diistiniilerek

verilmistir (doz mg/2 ml/fare).

Kemik iliginde MN Testi ile MNPCE oranlar1 tespit edilerek negatif ve pozitif
kontrol gubuyla sonuglar karsilastirilmistir. Deney sonucunda negatif kontrol
grubunda ortalama MNCPE sayis1 3,6, pozitif kontrol grubunda 66, metomil verilen
grupta 24,9 ve indoksakarb verilen grupta ise 12,8 olarak tespit edilmistir. SPSS 16
paket programi kullanilarak sonuglar istatistiksel agidan yorumlanmistir. Metomil’in
negatif kontrole kiyaslandiginda mikronukleus sayisini belirli bir sekilde arttirmustir.
Ancak pozitif kontrol grubuna goére metomil daha diisiik sayida mikronukleus
olusumuna sebep olmustur. Pozitif kontrol grubu uygulanan test yonteminin dogru
uygulanip uygulanmadigiin anlasilmasinda kullanilmasi agisinda da 6nem arz
etmektedir. Ayni sekilde indoksakarb negatif kontrol grubuna goére mikroniikleus
sayisint belirgin bir sekilde arttirirken, pozitif kontrol grubuna goére daha diisiik
sayida mikroniikleus olusturmustur. Bunlar istatitiksel agidan anlamlidir (p<0,001).
Metomil verilen gruptan elde edilen sonuglar indoksacarb verilen gruptan elde edilen
sonuglar ile kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

gorilmistiir (p<0,001).

Bu sonuglara gére Metomil ve Indoksakarb’in uygulanan dozlarda genetoksite
olusturdugu soylenebilir. Bu nedenle her iki madde genotoksik etkili olma siiphesini
dogurmustur. Bu arastirma sonuglar1 yukarida siralanan c¢alismalarin sonuglariyla
belirgin bir paralellik arz etmektedir. Bu da Metomil ve indoksakarbin genotoksik
etkili olduklar siliphesini kuvvetlendirmektedir. Arastirmada pozitif kontrol grubu
Mitomisin C ile olusturulmustur. Bu pozitif kontrol grubu deney sartlarinin

dogrulanmasi agisindan biiylik bir anlam tagimaktadir.



65

Bu ¢alisma boyunca higbir hayvanda 6liim gézlenmemistir. Sivi tiiketimleri
beklenen miktarlarda oldugu giinliik olgtimlerle saptanmistir. Yine c¢alismada
karbamat zehirlenmelerinde goriilen klinik olaylara rastlanmamig farelerin rutin
davraniglarini sergiledigi gézlemlenmistir. Bu bulgular verilen dozlarin hayvanlarda
herhangi bir zehirlenmeye neden olmadan da genotoksik etkiler dogurabilecegini

gostermektedir.

Sonug olarak Metomil 3mg/kg, Indoksacarb 15 mg/kg dozda i¢gme suyuyla
farelere 14 giin siireyle verildiginde genotoksik etkilere neden oldugu ileri
stiriilebilir. Genotoksisitenin ¢evre ve canli sagligl acisindan 6nemi tartisilmaz bir
gercektir. Bu nedenle elde edilen sonuglarin ilaglamalarda dikkate alinmasi gerektigi
onem arz etmektedir. Kullanilan dozlarin akut zehirlenmeye neden olmayacak dozlar
oldugu kalintilarinin genotoksisite agisindan anlamli oldugunu ortaya koymaktadir.
Tarimda zararlilarla miicadelede bu durumun g6z 6niine alinmasinin énemli oldugu

diistiniilmektedir.
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