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Bu c¢aligmada, tarimda ¢ok yaygin olarak kullanilan iki organik fosforlu pestisitin
(Chlorthiophos ve Anilofos) mutajenik etkileri Ames testi ile tespit edilmeye
calisiilmistir. Bununla birlikte maddelerin sitogenetik ve genotoksik etkileri de in vitro
insan periferik kan lenfosit kiiltiiriinde; kromozom aberasyonu (KA), kardes kromatid

degisimi (KKD) ve mikroniikleus test (MN) yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Ames testinde bu maddelerin bes farkli konsantrasyonu TA97, TA98, TA100 ve TA102
olmak tlizere 4 farkli sus {lizerinde, S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda, test
edilmigstir. Elde edilen bulgulara goére, her iki pestisitin tiim konsantrasyonlar1 S9

fraksiyonu varhiginda ve yoklugunda TA97, TA100 ve TA102 suslarinin iiglinde de



herhangi bir mutajenik aktivite gostermemistir. Ancak Chlorthiophos tiim
konsantrasyonlarda, Anilofos ise 10, 100 ve 1000 ug/plak dozlarinda, TA98 susunun S9

fraksiyonu yoklugunda mutajenik olarak saptanmustir.

Periferik kan kiiltiiriinde ise, pestisitlerin 4 farkli konsantrasyonu (25, 50, 100 ve 200
ug/ml) 24 ve 48 saat siire ile uygulanmistir. Chlorthiophos’un biitiin siire ve dozlarda
KKD’yi artirmadigi, 200 pg/ml konsantrasyonunda KA’y1 artirdigr belirlenmistir. Hem
24 hem de 48 saatlik uygulama siirelerinde sadece 200 pg/ml konsantrasyonda MN
olusumunu artirdig saptanmustir. Ayn1 zamanda mitotik indeksi (MI) ve sitokinezi-
blok proliferasyon indeksi (CBPI)’ni anlamli olarak azaltmistir. Fakat bu maddenin

proliferasyon indeksi (PI)’ni etkilemedigi tespit edilmistir.

Anilofos ise her iki uygulama siiresinde tiim konsantrasyonlarda KKD, Pi ve MN
olusumunu artirmamigtir. 24 saat uygulama siiresinde 100 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarin ve 48 saat uygulama siiresinde ise 50, 100 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarinin KA’y artirdig: saptanmustir. Ayrica MI ve CBPI’yi anlamli olarak
diistirdiigii tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, hem Chlorthiophos hem de
Anilofos’un her ikisi de KA’y artirdi1 icin klastojenik ve ayn1 zamanda Mi ve CBPI’yi

azalttiklar i¢in de bu iki maddenin sitotoksik potansiyeli oldugu sonucuna varilmistir.

2012, xiii+ 176 sayfa
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ABSTRACT
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DETERMINATION OF MUTAGENIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF SOME
PESTICIDES
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Afyon Kocatepe University
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Supervisor: Prof. Dr. Muhsin KONUK

In this study, we aimed to determined the mutagenic effects of two organophosphate
pesticides (Chlorthiophos ve Anilofos) which are widely used in agriculture, by using
Ames test. At the same time, the cytogenetic and genotoxic effects of these pesticides
also determined in human peripheral blood lymphocyte culture by using chromosome

aberration (CA), sister chromatid exchange (SCE) and micronucleus test (MN).

Five different concentrations of these pesticides were tested by Ames test on TA97,
TA98, TAL100 and TA102 strains with and without S9 metabolic activation. All
concentrations of both pesticides have not shown mutagenic activity on TA97, TA100
and TA102 strains with and without S9 fraction. But, all concentrations of
Chlorthiophos and 10, 100 and 1000 pg/plate concentrations of Anilofos were observed
to be mutagenic on TA98 strain without S9 fraction.



The cultures were treated with four different concentrations of pesticides (25, 50, 100
and 200 pg/ml) for 24 and 48 hours. It was determined that Chlorthiophos did not
increase SCE frequency in all treatment periods and concentrations, and 200 pg/ml
concentration of Chlorthiophos induced the CA frequency. Its only 200 pg/ml
concentrations in 24 and 48 hours treatment periods were observed to increase MN
formation. In addition, this pesticide was reduced mitotic index (MI) and cytokinesis-
block proliferation index (CBPI)) significantly. But, Chlortiophos did not effect the

proliferation index (PI).

Anilofos did not induce SCE frequency, PI, and MN formation in all concentrations of
both treatment period. It was determined that Anilofos increased CA frequency at 100
and 200 pug/ml cocentrations in 24 hours treatment periods and 50, 100, and 200 pg/ml
concentrations in 48 hours treatment periods. In addition, it was determined that this
pesticide was decreased MI and CBPI significantly. It was concluded that Chlorthiophos
and Anilofos are clastogenic due to increasing effect in CA frequency and possible
cytotoxic due to decreasing effect in MI and CBPI.

2012, xiii+ 176 pages

Key Words: Chlorthiophos, Anilofos, Ames, Chromosome Aberration, Sister

Chromatid Exchange, Micronucleus
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1. GIRIS

Son yillarda insanlar, hizla gelisen teknoloji geregi, cok genis spektrumlu bir¢cok
kimyasal madde ¢esidine maruz kalmaktadir. Teknolojinin bizlere getirdigi kolayliklarin
yani sira her yil farkli alanlarda iiretilen binlerce kimyasal madde piyasada yerini
almakta ve insan saglhigini da dogrudan ya da dolayli yollardan tehdit etmektedir.

Cevrede yaygin olarak kullanilan bu kimyasal iiriinlerden biri de pestisitlerdir.

Glinlimiizde tarimsal arazilerden yiiksek verim elde edebilmek i¢in kimyasal maddeler
yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Delen vd. 2005). Basta bocekler olmak {izere,
hastalik etkenleri ve yabanci otlar ile miicadelede, kimyasal bilesiklerden siklikla
faydalanilmaktadir. Pestisitler, amacimna uygun olarak dikkatli ve uygun dozlarda
kullanildiklarinda oldukc¢a yararlidirlar. Fakat gelisigiizel ve yliksek dozlarda kullanimi
hem insan saglhigina zarar verebilir, hem de cevre kirliligini arttirarak diger canlilar
olumsuz yonde etkileyebilir (Kocaman 2007). Gelismekte olan {ilkelerde, pestisit
zehirlenmesinden kaynaklanan oOliimler, enfeksiyon hastaliklar1i sebebiyle meydana
gelen Olimlerden daha fazladir. Ayrica, bu iilkelerde pestisitlerin kolaylikla temin
edilmesi, pestisit icerek intihar girisimini en popiiler kendine zarar verme yodntemi
haline getirmistir (Eddleston et al. 2002). Bunun yani sira Garcia vd. (1998), pestisitlere
maruz kalan ana-babalarin ¢ocuklarinda, dogustan gelen bozukluk (teratojenik etki)

riskinin arttigini bildirmislerdir.

Cevresel faktorlerin; kalitimsal dogum bozukluklari, kalp hastaliklari, yaslanma,
katarakt ve gelisimsel dogum bozukluklarina neden olmalarinin yani sira, kanserin
temel nedeni olduklarina iligskin hipotez, giin gectikce destek kazanmaktadir (Vural
1996). Dolayisiyla her yil piyasaya siiriilen bu sayisiz kimyasal iirlinlerin kullanilmadan
once, kanserojenik ve genotoksik potansiyel risklerinin test edilmesi, insan ve gevre

sagligi bakimindan 6nem arz etmektedir. Bu nedenle arastiricilar kanserojenite ve



genotoksisite taramalarina esas olabilecek kisa zamanda sonug¢ verebilen ve diisiik
maliyetli bircok kisa zamanli mutajenite test sistemleri gelistirmislerdir. Biitiin bu test
yontemleri  kimyasal —maddelerin  mutajenik ve  genotoksik  aktivitelerinin
belirlenebilmesi i¢in birbirinden bagimsiz olarak kullanilabilecegi gibi birkag1 bir araya
getirilerek karsilastirma da yapilabilir. Bir maddenin mutajenik ve genotoksik acidan
risk teskil edip etmediginin tespit edilmesi birkag¢ test tarafindan taranarak yapilirsa

daha giivenilir sonuglar elde edilecektir.

Bu ¢alismada, tarimda yaygin olarak kullanilan iki pestisitin, farkli test sistemleri ile
sitogenetik ve genotoksik etkileri hakkindaki bilgi eksikligi giderilmeye g¢aligilmistir.
Dolayisi ile bu maddelerin farkli test sistemlerinde, genetik aktivite profili ortaya

cikarilmis ve etkili konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Pestisitler

Tarim {rlinlerine veya hayvansal gidalara; {iretim, hasat, depolama ve tagima esnasinda
zarar veren herhangi bir zararliy1 kontrol etmek ya da bunlarin zararlarini 6nlemek iizere
uygulanan veya hayvanlarin viicutlarinda bulunan herhangi bir b6cek ya da zararlinin
kontrolii amaciyla hayvanlara verilen madde veya maddelere pestisit denilmektedir
(Helvac1 2003).

Hastalik, zararli ve yabanci otlarin tarimsal iiretimde neden oldugu kayip ortalama
olarak %20-40 arasinda degismektedir. Bu kayiplar hasat, kurutma, depolama, isleme
asamalarinda da devam etmektedir. Diinya hububat {iretiminin yaklasik %20’si hasat
Oncesi ve sonrasi agamalarda kaybolmaktadir. Pestisitler; hastalik, zararli ve yabanci
otlarin zararlarini azaltmaktadir, bunun sonucunda iiretim artmakta, kalite ylikselmekte,
ekonomik geri doniis gelismektedir. Pestisit kullanim1 1940’11 yillardan beri tarimsal
tiretimin artirtlmasi, bitki hastaliklari ile savas ve bunun yani sira istenmeyen bitki ve
boceklerin ortadan kaldirilabilmesi i¢in sik¢a kullanilan en 6nemli bilesenlerden biridir

(Int. Kyn.1)

Pestisitler ¢ok cesitli uygulama alanlarina sahip olduklarindan dolayi, oldukca fazla
miktarda kullanilmaktadirlar. Kullanim sikligina bagli olarak yayilimlari da genis bir
alana sahiptir. Pestisitler dogrudan ya da dolayli olarak havaya, sulara, topraga,
yiyeceklere karismakta ve en son olarak insanlar iizerinde zararli etkilere sebep
olabilmektedirler. Pestisit uygulamasi yapilmayan kutuplardaki penguenlerde, ay1 balig
ve eskimolarda p-p-dikloro difenil trikloroetan (DDT)’in varliginin saptanmasi, bazi

tarim ilaglarinin diinyadaki sirkiilasyonunun ne kadar gii¢lii oldugunu gostermesi



bakimindan 6nemlidir (Int. Kyn. 2). Belirli bir bolgeye uygulanan pestisitler biyolojik
ve fiziksel yollarla ¢evreye yayilarak, tiim canlilarin ¢esitli sekillerde bunlarla temasina
yol acarlar. Boylece, pestisitler ve kalintilar1 ¢ok cesitli yerlerde ve farkli zamanlarda

biyolojik besin zincirine girerler (Asal 1983).

Pestisitler son zamanlarda insan sagligi, cevre ve dogal dengeyi olumsuz yonde
etkilemesi, triinlerde, toprakta, suda ve havada kalint1 birakmasi, hastalik, zararli ve
yabanci otlarda dayaniklilik meydana getirmesi gibi birgok istenmeyen etkilerinin
olmasiyla sorgulanmaya baslanmistir. Bunun sonucu olarak bir taraftan pestisitlerin
bilin¢li ve teknik tavsiyelere uygun olarak kullanilmasini saglamak icin gerekli tedbirler
alimirken diger taraftan 1980°li yillardan itibaren kimyasal pestisit tiiketiminin
azaltilmast icin politika ve stratejiler olusturulmus ve eylem planlart hazirlanmigtir

(Helvac1 2003).

Kisa yagam dongiilii ve yillik dol sayilar fazla olan zararh tiirlerde, direng probleminin
ortaya ¢ikis1 ¢cok kisa siirede olmaktadir. Direngli populasyonlar iireticilerin daha sik
araliklarla ve yiiksek dozda ilaglama yapmalarina neden olmaktadir. Bu davranis hem
diren¢ probleminin artisina neden olurken, hem de cevrede kirlilige neden olmaktadir.
Ayn1 zamanda yogun pestisit kullanimi kisa siire ekosistemdeki dogal baski unsurlarini
artirmakta ve bunun sonucu olarak o giine kadar populasyonlari ekonomik olarak zarar
olusturamayan bazi zararli organizmalarin populasyon yogunluklarinin artisina neden

olmaktadir (Int. Kyn. 3).

Pestisite direncli hale gelme olgusunun biyolojik ac¢iklamasi, dogal segilim ve bireyler
aras1 genetik farkliliklara dayanir. Bir bodcek populasyonuna yeni bir pestisit
uygulaninca populasyonun %99’a yakin kismi 6liir. Kalan %1, bireyler arasi genetik
farklilik sonucu pestisite direnci olan bireylerdir. Hayatta kalan birka¢ direncli birey

ortamda hizla iireyerek kisa zamanda pestisite direngli yeni bir populasyon olusturur.



Dolayisiyla siirekli olarak yiiksek dozlarda pestisit kullanmak pestisite direngli

populasyonlarin dogal se¢ilim ile ortaya ¢ikmalarina neden olmaktadir (Gedikli 2001).

2.2 Organik Fosforlu Pestisitlerin Uretimi ve Kullanimi

Pestisitler biitiin diinya {ilkeleri tarafindan kullanilmakta olup kullanim sikli§i ve
miktar1 lilkede iiretilen {riinler, iklim sartlari, mevcut zararlilar ve iilkenin gelisme

diizeyi gibi faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir.

Organik fosforlu pestisitler en dnemli pestisit sinifin1 olustururlar ve insektisit olarak
kullanimlarinin yani sira az da olsa herbisit olarak da kullanilirlar. En biiyiik kullanim
alanlar1 tarimdir. Halk saglhiginin korunmasi amaciyla kullanimlar1 da 6nemlidir. Bu
bilesikler, ayrica bahge ve sera bitkilerinde kullanilmak igin serbestce piyasada
satilmakta, boylece ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (Malley 1997). Piyasada
200’den fazla farkli organik fosforlu insektisit etkili aktif madde bulunmaktadir. ik
organik fosforlu insektisitler, 1937°de Almanya’da Schrader Onderliginde bir grup
kimyager tarafindan sentezlenmistir. Bu sentezlenen ve deneme iiriinlerinin son derece
toksik oldugu gosterilmis ve Ikinci Diinya Savasi’nda nazilerin kontroliinde
tutulmustur. Bunlarin bir kismi1 kimyasal savas silah1 olarak gelistirilmistir. Bunlardan
Tabun ve Sarin’in sentezi sir olarak saklanmistir. Sinir gazi ismi verilen bu tip organik
fosforlu bilesiklerin memelilere toksik oldugu gibi, insektisit 6zelligi de oldugu
anlasilmis ve bu amagla Tetraetil pirofosfat (TEPP) sentezlenmistir. 1944 yilinda
Schrader, daha dayanikli bir bilesik olan Paration ve oksijen analogu Paraokson’u
sentez etmistir. Bu yildan sonra da organik fosfor yapisindaki insektisitlerin iiretimi ve
kullanimi artmistir. Ancak 1950°1i yillardan sonra DDT’nin yerini Paration’un almasi

ile bir¢ok fetal ve akut zehirlenme olaylar1 bildirilmistir (Vural 1996).



2.2.1 Organik Fosforlu Pestisitlerin Etki Mekanizmasi

Organik fosforlu pestisitler biyolojik etkilerini, enzim inhibitorii olarak gosterirler.
Esterazlar bocek ve memeli tiirlerindeki organik fosforlu toksisitesi icin hedef

enzimlerdir.

Sinir sisteminin ¢alismasi ile yakindan iligkisi olan en 6nemli enzim; kolinesterazdir.
Kolinesteraz iki gruba ayrilir. Eritrositlerde bulunan kolinesteraza asetilkolinesteraz,
serumda bulunanlara ise psddokolinesteraz adi verilmistir. Toksik etkilerin ortaya
cikmasina  sebep olan  asetilkolinesteraz (AchE)’1 inhibe  etmeleri,
biyotransformasyonlar ile ¢ok yakindan ilgilidir. Biitiin tiyofosforik asit esterleri in vivo
olarak “okson” metabolitlerine doniislirler. P=S bag1 iceren organik fosforlu
insektisitler, aktif kolinesteraz inhibitorleri degildirler. Aktivasyon igin P=S’nin P=0
grubuna oksidasyonlar: gerekmektedir (Marrs 1993, Vural 1996, Klassen et al. 2001).

Buna gore organik fosfatli insektisitler iki tiptir:

1. Dogrudan etkili olanlar: Metabolik aktivasyon gerekmeksizin Kkolinesteraz
inhibitoridirler. Sinir gazlarindan Tabun, Sarin; insektisitlerden TEPP ve Dikloro
divinil fosfat (DDVP), P=O yapisinda olduklarindan kolinesterazi dogrudan inhibe

ederler.

2. Dolayh etkili olanlar: Fosforiyoat yapisindadirlar ve “okso” sekline doniistiikten
sonra aktivite kazanmirlar. Ornegin, Malathion Malaokson’a, Parathion Paraokson’a

metabolize olduktan sonra AchE’yi inhibe ederler.



Organik fosforlu pestisitler viicuda girip emildikten sonra, santral sinir sisteminde ve
eritrositlerde bulunan AchE ve plazmada bulunan butirilkolinesteraz enzimlerinin aktif
bolgesinde fosfat radikallerine kovalent olarak baglanarak bu enzimleri geri
doniistimsiiz olarak inhibe ederler (Besser and Gumann 1994, Marques et al. 1999,
Tuncok ve Aksay Hocaoglu 2006). Bu enzimlerin inhibisyonu sonucunda, hidrolize
olmayan ve biriken asetilkolin onceleri merkezi sinir sisteminde kolinerjik sinaptik
iletimini, somatik sinirleri, otonomik gangliyonlari, parasempatik sinir u¢larin1 ve bazi
sempatik sinir uglarini uyarir ve daha sonra felce yol agar (Daglioglu 2004, Tuncok ve
Aksay Hocaoglu 2006).

Organik fosforlu insektisitlerin AchE’yi geri doniisiimsiiz olarak inhibe etmeleri, aynen
dogal substrat (asetilkolin) gibi enzimin esteratik merkezinde serin molekiiliine
baglanmalar1 ve bdylece enzimin aktif merkezini bloke etmeleri seklindedir. Normal
substrat ve inhibitoriin enzime yaklasip baglanmalari ve hidroliz ile ayrilmalar1 benzer
hizdadir. Fakat normal substrat ile reaksiyonda enzimin rejenerasyonu ne kadar ¢abuk
ise fosforilasyona ugramis enzimin hidrolizi de o kadar yavastir (10 giin). Bundan
dolay1 AchE aktivitesi ancak karacigerde yeni enzim yapimindan sonra normal diizeyine

yiikselir. Bu da zehirlenmenin siddetine gore 5 haftaya kadar uzayabilir (IARC 1991).

Ayrica organik fosforlu pestisitler ayn1 zamanda alkilleyici ajanlardir (Bedford and
Robinson 1972, Wooder and Wright 1981). Alkilleyici ajanlar, oksitleyici 6zellige sahip
bilesiklerdir. Bu tiir elektrofilik molekiiller hiicre membranindaki lipitleri, hiicrenin
biiylik ve onemli fonksiyonel molekiilleri olan proteinleri ve deoksiriboniikleik asit
(DNA)’i oksitleyebilmektedirler. Membran lipitlerinin oksidasyonu membrandaki
lipitlerin peroksidasyonuna neden olup hiicre membran permeabilitesini bozarak hiicre

metabolizmasini ve morfolojisini bozmaktadir (Ames et al. 1993).



Organik fosforlu pestisitler, tim membranlardan kolaylikla emilirler. Deri, konjuktiva,
akciger ve Ozellikle de oral yoldan alindiklarinda hizla absorbe olurlar. Toksisitenin
siddeti, AchE’nin inhibisyon derecesine baghdir (Klassen et al. 2001). Kolayca
ulagilabilirligi nedeniyle organik fosforlu pestisitler intihar amagh olarak sik
kullanilmaktadir. Oral yoldan alindiklarinda ciddi intoksikasyonlara yol actigi gibi,
deriden, mukozal membranlardan, konjunktivadan ve solunum yollarindan da absorbe
edilerek degisen derecelerde intoksikasyonlara neden olabilirler (Dharmani and Jaga
2005).

2.3 Cahsmada Kullanilan Organik Fosforlu Pestisitler

2.3.1 Chlorthiophos

Chlorthiophos, organik fosforlu insektisit grubuna giren kristal seklinde kahverengi bir
madde olup soluma, yeme ya da deri temas: ile viicuda niifuz edebilir (Int. Kyn. 4).
Etkisini; bas agrisi, bas donmesi, gérmede bulaniklik, agresiflik, mide bulantisi,
kaslarda kramp, ishal, bitkinlik ve gogiis bolgesinde rahatsizlik seklinde hemen
gostermeye baslar. Bunun yani sira istahsizlik, uyku bozuklugu, hafizada zayiflama,
fiziksel bozulmalar ve ellerde titreme gibi ileri derecede rahatsizliklar da goriilebilir
(Hayes and Laws 1991). insektisit olarak kullaniminin disinda ¢ok nadir olarak akarisit
olarak da kullanilmaktadir. Diger organik fosforlu pestisitler gibi Chlorthiophos da
etkisini AchE’yi geri doniisiimsiiz olarak inhibe ederek gosterir. Chlorthiophos’un

yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Organik fosforlu insektisit olan Chlorthiophos’un yapisal sekli

2.3.2 Anilofos

AchE inhibitorii olan Anilofos yaygin kullanilan 6nemli bir organik fosforlu herbisittir.
Bu kimyasal madde genellikle piring tarlalarinda yabani otlarin kontroliinii saglamak
amaciyla genis ¢aplt olarak kullanilmaktadir. Bu madde mukozal membran tarafindan
kolayca absorbe edilerek sindirim sistemi ve solunum sistemi araciligi ile kan ve diger

viicut dokularina yayilabilir. Anilofos’un yapist Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2 Organik fosforlu herbisit olan Anilofos’un yapisal sekli



2.4 Mutajenite Test Sistemleri

Insanlar giinliik yasamlarinda veya c¢aligma ortamlarinda genotoksik maddeleerin
mutajenik ve kanserojenik etkisi ile karsilasmaktadirlar. Gelisen teknoloji ile birlikte
iiretilen yeni kimyasallar, ilaglar, gida katki maddeleri, tarim ilaglar1 ve ¢evreye verilen

atiklar canlilarin genetik yapisinda mutasyon olusturma ihtimalini arttirmaktadir.

Bazi1 kimyasal maddelerin insanlarda kansere neden oldugu uzun yillardan beri bilinen
bir gercektir. Cevrede her yil farmakolojik triinler, gida ve ev iiriinleri, pestisitler ve
petrol irlinleri gibi binlerce yeni kimyasal madde iiretilmektedir. Buna ek olarak
mutajenite ya da kanserojenitesi bilinen bir¢ok bilesikte dogada kendiliginden meydana
gelmektedir (yiyeceklerdeki mikotoksinler gibi). Dolayisiyla insanlarin zorunlu olarak
(tibbi ilaglar gibi), glinliik yasamlarinda kullandig1 (ev iiriinleri, kozmetik tirtinleri gibi)
veya farkinda olmadan (pestisitler gibi) maruz kaldiklar1 bu gibi kimyasal maddelerin
kansere ya da genetik hasara neden olup olmadiginin arastirilmasi gerekmektedir (Int.
Kyn. 5). Bu nedenle; giinimiizde mutajenik, genotoksik, kanserojenik, antimutajenik ve
antikanserojenik maddelerin etkilerinin arastirilmasi olduk¢a Onemli hale gelmistir
(Stich and Dunn 1986).

Sayilar1 milyonlart bulan sentetik ve dogal maddelerin kanserojenik potansiyelleri
acisindan test edilmesi, sagliimiz agisindan gerekli olmakla birlikte, laboratuvar
hayvanlar ile yapilan kanserojenez deneyleri hem ¢ok zaman almalari, hem de ¢ok
pahali olmalar1 nedeniyle tercih edilmemektedir (Maron and Ames 1983, Debnath et al.
1991).

Uzun zamanl testler, uygun hayvan tiirleri secilerek hayvana maddenin uygulanmasini

takiben yapilan otopside patolojik ve histolojik ¢alismalarla dl¢iilmektedir (Bagc1 1985,
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Forman and Ames 1991). Ayrica hayvan deneylerinde cinsiyet faktorii, yas, verilis
bicimi ve tiir farklilig, farkli sonuglara neden olmasindan dolay1 saglikli sonuglar elde

edilememektedir.

Canli hayvan deneyleri yerine kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyellerini
Olgebilmek i¢in son yillarda birgok in vitro test sistemi gelistirilmistir. “Kisa zamanli
testler” diye bilinen bu testlerle, kimyasal maddelerin belirli genetik sistemlerde belirli
sonuglar verip vermedikleri Olglilmekte ve elde edilen sonuglarla maddelerin
kanserojenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmaktadir (Bagc1 1985). Kisa dénemli in
vitro ¢alismalar, kimyasal maddenin bakterilerde mutajenik etkisinin hiicrelerde
degismeye neden olup olmadigi, DNA degisim ve tamiri tizerindeki etkisi, memelilerde
ise mutajenik etkisinin arastirilmasini kapsar (Vural 1984). Ayrica bakteriyel testlerin
yani sira, periferik kanda uygulanan sitogenetik yontemlerde, kimyasal maddelerin
genotoksik acidan risk olusturup olusturmadigini belirlemek i¢in oldukg¢a yaygin olarak

kullanilmaktadir.

In vitro testlerin avantajlari, ¢ok sayida kimyasal maddeyi hizli bir sekilde
degerlendirme imkan1 vermesi, mutajenite ve kanserojenitenin mekanizmasini
onermesi, hayvansal test sistemlerinin azalmasi, insan ve hayvan risk tayinine katki

saglamasi olarak sayilabilir (Barile 2008).

2.4.1 Bakteriyel Yontemler

Kimyasal maddelerin, kullanilan yiyeceklerin ve gida katki maddelerinin olusturdugu,
mutajenite ve kanserojenitenin belirlenmesinde bakterilerin kullanimi, tim canlilarin
ortak genetik materyali olan DNA’nin primer yapisinin incelenmesi temeline

dayanmaktadir. DNA ¢ok farkli bolgelerde ve ¢esitli mekanizmalarla hasara
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ugrayabildigi i¢in hasarin direkt olarak gosterilmesi teknik olarak zordur. Diger yandan,
bakterilerin mutasyon c¢aligmalarinda kullanilmasi, DNA hasarinin dolayli olarak
saptanabilmesinde olduk¢a hassas bir indikatordiir. Fiziksel ya da kimyasal maddelerin
DNA’da meydana getirdigi hasar, bakteriyel mutasyonlar1 Olgebilen kisa zamanl
testlerle saptanmaktadir (Gatehouse et al. 1990). Bu testlerle kimyasal maddelerin
belirli genetik sistemlerde belirli sonuglar verip vermedikleri 6l¢iilmekte ve elde edilen

sonuglarla maddelerin kanserojenik potansiyelleri arasinda iligski kurulmaktadir (Bagci
1985).

Bakteriyel test sistemleri genellikle diinyanin bir¢cok laboratuvarinda gilivenle
uygulanabilen, mutajen ve kanserojenlerin belirlenmesinde siklikla tercih edilen
testlerdir (Purchase et al. 1978, McMahon et al. 1979, De Serres and Ashby 1981). Bu
testlerin tercih edilme nedenleri, bakterilerin basit tireme ortamlarinda hizli bir sekilde
tireyebilmeleri, ayrica basit, ucuz ve ¢abuk uygulanabilir olmalaridir (Josephy et al.
1997). DNA’nin kompleks bir yapiya sahip oldugu yiiksek yapili organizmalarin aksine
bakteriler, hiicre duvarindan kimyasallarin kolayca geg¢isini saglayan tek zincirli ve
halka seklinde bir DNA molekiiliine sahiptirler. Bakteriler tek bir testle milyonlarca
hiicreye sahip bir populasyonun incelenmesine olanak saglamasindan dolay1 oldukca

avantajhdirlar (Int. Kyn. 5).

Bakterilerin mutajenik aktivitenin belirlenmesinde kullanilmasinin bir¢cok avantaji
vardir. Ancak bu deneylerde kullanilan bircok bakteri, memelilerde bir¢ok kimyasalin
transformasyonunu saglayan enzim sistemlerine sahip degildir (Miller and Miller 1966).
Bu problemi ortadan kaldirmak igin ise laboratuvarlarda bu enzimleri igeren 6zel enzim
ekstraktlart  olusturulmustur. Bu enzim sistemleri ise sitokrom bagimlh
monooksijenazlari, sitokrom bagimsiz oksidazlari, amidazlari, esterazlari, glutatyon S-
transferazlari, siilfotransferazlari, acil ve metil transferazlari, dehidrojenaz ve
peroksidazlar1 icermektedir (Gatehouse et al. 1990). Bakteriyel test sistemleri arasinda

en yaygin kullanilanlar1 Ames testi ve Umu (SOS) test sistemidir.
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UMU (SOS) Test Sistemi

SOS test sistemi, kimyasal maddelerin genotoksik etkilerini saptamak amaciyla
kullanilan kolorimetrik, bakteriyel bir test sistemidir (Quillardet and Hofnung 1985).
SOS-cevabi esas alinarak gelistirilmistir ve regiilator bir sistem olan SOS sistemi, DNA
hasar1 ile indiiklenebilen sistemler iginde ilk olarak karakterize edilmis olan en
kapsamli, en kompleks ve en iyi anlasilmis sistemdir (Oda et al. 1985, Walker 1985).
SOS test sistemi, diger SOS-cevap genlerinden ¢ok daha dolaysiz bir sekilde mutajenez
ile ilgili oldugu diisiiniilen umu operonunun ifade edilme diizeyini saptamaya dayanir

(Oda et al. 1985).

Bu test sisteminde kullanilan E.coli ve Salmonella typhimurium suslari, f-galaktosidaz
aktivitesi igin hibrit bir protein olusturan umuC'-'lacZ fiizyonuna sahip pSK1002
plazmidini tagir. SOS test sisteminde kullanilan atasal susu olusturmak i¢in bu plazmid,
kesip-¢ikarma onarim mekanizmasi hatali (uvrB mutasyonu), birgok kimyasal i¢in daha
kolay gegirgenlige sahip (rfa mutasyonu) ve laktoz operonunda dogal bir delesyon gibi
istlin 6zellikleri olan S. typhimurium TA1535 igine yerlestirilmistir. Bu ozellikler
sayesinde testin duyarliligr arttirilmig ve SOS testi igin atasal sus olan S. typhimurium
TAI535/pSKI1002 susu olusturulmustur (Nakamura et al. 1987, Oda et al. 1992).
Testlerde en yaygin olarak kullanilan sus, E. coli susu ile K12 PQ37 olmustur (Raabe et
al. 1993).

Ames Testi

Kisa zamanli bakteriyel testler icerisinde en yaygin kullanilani, 1970’lerin basinda
Bruce Ames ve onun galisma arkadaslar1 tarafindan (Ames 1979, Ames and McCann

1981, Maron and Ames 1983) gelistirilen Ames testidir. Bu test sistemi kimyasal
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maddelerin mutajenik etkilerini aragtirmak amaciyla standardize edilmis ve gilinlimiizde
en fazla kabul goren yontemlerden biridir (Maron and Ames 1983, Friedberg et al.
1995, Mortelmans and Zeiger 2000). Bu sistem; sitokrom P-450 enzimlerini igeren
memeli karaciger post mitokondriyal siipernatant (S9) varliginda veya yoklugunda in
vitro mutasyonlar ile elde edilen histidin sentezini yapamayan bir dizi Salmonella
mutant suslar1 kullanilarak gergeklestirilmektedir (Jorgensen et al. 1987, Mortelmans
and Zeiger 2000).

Bu testin temeli, yapay mutasyon olusturulmus olan S. typhimurium’un histidin
sentezleme yeteneklerini kaybetmis (his’) olan suslarinin test bileseni uygulamasindan
sonra tekrar bir mutasyon gegirip his* haline déniismesi esasina dayanmaktadir (Ames
et al. 1973a). Histidin bulunmayan ortamlarda bu bakterilerin iiremesi, dolayisi ile de
koloni olusumu gerceklesemez. Histidin genindeki mutasyon bolgesinde veya bu genin
yakinindaki bir bolgede olusan yeni bir mutasyonla bu genin fonksiyonu diizeltilebilir
ve hiicreler histidin olmayan ortamda iireyebilirler. Bu nedenle, bu test siklikla bir
“reversiyon (geri doniisiim) yontemi” olarak bilinmektedir (Mortelmans and Zeiger

2000).

Ames testi baglica iki varsayima dayanmaktadir. Bunlardan birincisi, kullanilan
maddelerin bakteri DNA’s1 ile etkilesime girerek mutasyona ve insan dahil diger canl
tiirlerinde de benzer mutasyonlara yol agmaya neden olmalaridir. Ikincisi ise, mutajenite
ile kanserojenite arasindaki korelasyonun yiiksek olmasidir (Mortelmans and Zeiger
2000).

Ames testinde, g¢esitli kimyasal maddelerin mutajenitesinin belirlenebilmesi ig¢in
histidine ihtiya¢ duyan suslar kullanilmaktadir. Bilinen bakteriyel mutajenlerin biiyiik
bir kismini belirlemede ¢ok hassas olduklar1 i¢in TA98 ve TA100 suslar1 genel bir kabul

gormiistiir (Gatehouse et al. 1990). Bunlarin disinda en ¢ok kullanilan test suslar ise
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TA97, TA102, TA1535 ve TA1538’dir. Bu test suslariin her biri histidin operonunda
degisik tipte mutasyonlar igermektedir (Maron and Ames 1983). Ames testinde

kullanilan suslar ve onlarin genetik 6zellikleri Cizelge 2.1’de verilmistir.
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Cizelge 2.1 Salmonella typhimurium mutant suslarmin genetik dzellikleri (Oksiizoglu 1997)

Histidin
Sus LPS | Onarim pKM 101 | Mutasyonun Niteligi Belirlenecek Bilesik Siniflari
Mutasyonu
) Baz cifti degisimine neden olan
TA1535 his G 46 Rfa AuvrB - AT—GC transisyon _
mutajenler
) (Cerceve kaymasina neden olan
TA1537 his C 3076 Rfa AuvrB - C.....C yanina +1 )
mutajenler
) CG...... CG yanindan Cerceve kaymasina neden olan
TA1538 his D 3052 Rfa AuvrB - _
-1 mutajenler
. Cerceve kaymasina neden olan
TA98 his D 3052 Rfa AuvrB + CG yanindan -1 ]
mutajenler
) Baz ¢ifti degisimine neden olan
TA100 his G 46 Rfa AuvrB + AT—CQG transisyon _
mutajenler
. Cergeve kaymasina neden olan
TA97 his D 6610 Rfa AuvrB + CCC yanina +4 )
mutajenler
PAQ1 Oksidantlar, X-Ismlari, U.V
TA102 Rfa AuvrB - G Ochre AT mitomycin C, bleomisin, H,O, ve

his G 428 A his

kinonlar...

LPS: Lipopolisakkarit
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Test bakterileri nokta ve gerceve kaymasi mutasyonunun yani sira, lipopolisakkarit
duvar yapimindaki genlerde de mutasyon igermektedir. Bakteriler ayrica mutant genler
tagityan plazmitlere sahiptir. Plazmitlerin tagidigi genler error-prone (hataya acik
onarim) SOS onarim enzimlerini yabani tipten daha etkili sekilde liretmektedir. Bu
mekanizma mutasyona ¢ok acgik oldugu icin mutant suslarindaki DNA hasarinin pek

cok ¢esidi onarilmak yerine mutasyona doniistiiriiliir (Russell 1998).

Diger bakteriyel testlerde oldugu gibi Ames testinde de eksik olan unsur, memelilerde
detoksifikasyon mekanizmasini gerceklestiren enzim sisteminin olmayisidir. Bu sistem
pek c¢ok kimyasal grubu reaktif olmayan hale getirirken, baz1 bilesikleri de DNA ile
etkilesime girebilen yiiksek Olciide elektrofilik, mutajenik hatta kanserojenik forma
dontistirmektedir (Haack et al. 2001). Mutajenik etkisi test edilen herhangi bir
maddenin, bu enzim aktivasyonunun etkisi ile nasil bir potansiyele sahip olacaginin
belirlenmesi kagmilmazdir. Bu yondeki sakincanin giderilebilmesi i¢in memeli
laboratuvar hayvanlarindan izole edilen karaciger enzim ekstrakti bakteriyel sisteme
dahil edilerek testler ayn1 prosediire uygun olarak tekrarlanmaktadir. En yaygin olarak
kullanilan enzim preparati, siganlarin, enzim aktivasyonu uyarilmis olan karaciger
dokularindan homojenize edilen post-mitokondriyal siipernatantdir (Hass et al. 1986).
Bu materyal, ilag metabolize edici enzimlerin bir g¢esidini, sitokrom-bagimli
monooksijenazlari, sitokrom bagimsiz oksidazlari, amidaz, esteraz, glutatyon S-
transferaz, siilfotransferaz, acil transferaz, metil transferaz, dehidrojenaz, esteraz ve
peroksidazlar1 igermektedir. Enzim o6ziitii, kofaktorler, tuzlar ve tampon sistemle

tamamlandiginda S9 fraksiyonu adini almaktadir (Gatehouse et al. 1990).

Reversiyon test yontemi uygulamalarinda, farkli 6zelliklerde gelistirilen ve cesitli
amaglarla kullanilan S. typhimurium test suslar1 disinda E. coli’nin bazi suslar1 da yer
almaktadir. Bu bakteri kiiltiirleri de ayn1 prensibe uygun olarak, triptofan E lokusunda
olusturulan mutasyonla oksotrof hale getirilmistir. Bu sekilde gelistirilen E. coli WP2
uvrA (pKM101) ve E. coli WP2 (pKM101) suslar1 AT baz ¢ifti mutasyonu tagimaktadir
(Gatehouse et al. 1990).
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Ames yonteminde, pozitif sonu¢ veren bir madde, insan ya da diger memeliler de
kesinlikle mutajenik veya kanserojeniktir anlamina gelmez. Bakteriyel mutasyonun
pozitif olmasi, maddenin potansiyel zarar1 konusunda bir 6n uyar1 anlami tasir. Ayrica
bu test sistemi, yiiksek organizmalarda yapilacak olan daha kapsamli ¢alismalar

yonlendiren 6nemli bir gostergedir (Eren 2011).

S. typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla elde edilmis suslarin genetik

ozellikleri asagida belirtilmistir.

Histidin mutasyonu: Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde ya
operondaki baz degisimleri ya da cergeve kaymasina yol acan baz ilavesi veya

¢ikarmasi ile mutant hale getirilmistir.

His G 46 mutasyonu: His G geni bakteriler tarafindan histidin sentezinde kullanilan ilk
enzimi kodlayan gendir. Bu mutasyon TA1535 ve TA100 mutantlarinda vardir. His G
geninde 16sin amino asidinin kodonu -GAG- baz cifti degisimi sonucu prolin amino
asidi kodonu olan -GGG- doniismiistiir. Bu mutasyon her iki mutantda da baz ¢ifti

degisimlerine neden olan mutajenik kimyasallar tarafindan geri doniistiirtiliir.

His D 3052 mutasyonu: His D geni de histidin sentezinde kullanilan histidinol
dehidrojenaz enzimini kodlamaktadir. Bu mutasyon gendeki tek bir niikleotidin
eksikligi sonucu ortaya ¢ikmis olan ¢ergeve kaymasi tipinde bir mutasyondur. TA98 ve

TA1538 mutantlarinda vardir.
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His D 6610 mutasyonu: Bu mutasyon gene bir niikleotid eklenmesi sonucu ortaya
¢ikmig olan g¢erceve kaymasi tipinde bir mutasyondur. Mutasyonda etkilenen bolgede

bes yerine alt1 sitozin dizisi bulunmaktadir.

His G 428 mutasyonu: “ochre” stop kodonu varligindan dolayr His G geni inaktif

durumdadar.

Baslangigta gelistirilen his® mutantlarinin gesitli test maddelerine kars1 duyarliligini

arttirmak i¢in bu suslara asagidaki mutasyonlar eklenmistir.

Rfa mutasyonu: Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini
kodlayan genlerde meydana gelmistir. Lipopolisakkarit tabakanin kismen yok olmasi ile

normalde hiicre i¢ine giremeyen biiylik molekiiller hiicre i¢ine girmektedir.

UvrB mutasyonu: Bu mutasyon DNA onarim sisteminde kesip-cikarma gorevini
istlenen enzimi kodlayan UvrB genindeki delesyon sunucu olugmustur. Delesyon
sonucu “chl” ve “bio” genleri de ¢ikarilmigtir. “Bio” geni bakterinin biotin sentezinden
sorumlu bir enzimi kodlamaktadir. Dolayisiyla bakteriler iireyebilmeleri i¢in histidin

aminoasidine oldugu gibi biyotin aminoasidine de ihtiya¢ duyarlar.

R faktorii: Ampisilinin direnglilik geni olup bu geni tasiyan bakterilerde normalde
hiicrelerde bulunan ve hata frekans: yiiksek olan DNA onarim yolunun aktivasyonuna
ve gerek pozitif sonuclarinin artmasina, gerekse spontan olan mutasyonlarin artmasina
neden olur. R faktoriine sahip olmayan suslar zayif mutajenik sonuglar verirken R faktor
genini tastyan pKM 101 plazmidine sahip yeni suslar olduk¢a kuvvetli sonuglar

vermislerdir (Nakamura et al. 1992, Cerna et al. 1998, Durusoy and Kambur 2003).
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2.4.2 Sitogenetik Yontemler

Mutajen ve kanserojen maddelerin 6nemli oOzelliklerinden biri, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili olabilmeleridir. Mevcut kimyasal yontemlerle dokularda
bulunan bu tliir maddelerin kimyasal yapilarinin analitik sekilde tespiti miimkiin
degildir. Kimyasal yontemlerle bu maddelerin tespit edilmesi miimkiin olmadig igin,
biyolojik yontem ve indikatdr canli dokularinda kanserojen ve mutajen madde taramasi

esasina dayanan yontemler 6nem kazanmistir (Tiirkez 2007).

Metabolizma iiriinleri mutajen ve kanserojen olabileceginden, ayrica gesitli 6rneklerde
biyotransformasyonlar1 farkli oldugundan inhalasyon maddeleri veya diger potansiyel
mutajenik maddeler igin kullanilacak testler insan hiicrelerinin analizi seklinde olmalidir
(Baden and Simmon 1980).

Biyoizleme caligmalarinda giderek artan sekilde sitolojik yontemler kullanilmaktadir.
Insan calismalarinda sitogenetik olarak gelinen son asamalardan biri de insan
lenfositlerinin incelenmesidir (Tucker and Preston 1996). Sitogenetik c¢aligsmalar,
cevresel olarak ya da ¢alisma ortaminda klastojenlere ve radyasyona maruz kalan belirli
populasyonlar i¢in (Barquinero 1993) ya da bireysel olarak etkilenme dozunu saptamak

i¢in kullanilabilmektedir (Fender and Wolf 1998).

Kimyasallarin mutajenligini arastirmada kullanilan en yaygin sitogenetik yontemler,
KA, KKD ve MN testleridir (Albertini et al. 2000). Bu testler in vivo olarak laboratuvar
hayvanlarinda (Topaktas et al. 1996, Desesso et al. 2000), in vitro olarak da insan kan
16kositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve sperm hiicreleri ile gesitli kiiltiir hiicrelerinde
(Surralles et al. 1996) uygulanabilmektedir. Cogunlukla da, farkli tipteki genetik

hasarlarin gdsterilmesinde siklikla tercih edilen, kisa zamanli lenfosit kiiltiiriinde

20



gerceklestirilmektedir (Cebulska-Wasilewska et al. 1999, Fenech et al. 1999, Roy et al.
2000). Bunlarin yani sira comet testi ve hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaz

(HPRT) mutasyon testi de siklikla kullanilan sitogenetik yontemlerdendir.

Kromozom Aberasyon Testi

Kromozomlar, hiicrenin ¢ekirdeginde bulunan, DNA ve proteinden olugmus sayisi ve
sekli her canli i¢in sabit olan, hiicre boliinmesi sirasinda ig iplikleri halinde ortaya ¢ikan
ve renkli boyalarla boyanan yapilardir. Kromozomlar tizerinde genler dizilidir. Her
kromozom c¢ok uzun biiylik molekiillii ve molekiille birlikte proteinlerin ¢ok sayida
sarmallar meydan getirmesiyle hiicre boliinmesinin metafaz sathasinda gozlenebilir
duruma gelir. Interfazda sarmallarm kismen veya tamamen c¢Oziilmesi nedeniyle

kromozomlar ayirt edilemezler (Ates 2002, Bahgeci 2002).

Insan ya da diger canlilarin kromozomlarmi incelemek igin ilk kosul hiicrenin bdliinme
doneminde olmasidir. Bu 0Ozellikteki hiicreler yani boliinme durumundaki hiicreler
cesitli yontemlerle elde edilir. Calismalarda herhangi bir dis uyarana gerek kalmadan
viicutta siirekli boliinen hiicreler kullanilir. Diger yontemde ise viicuttan alinan hiicreler
yapay uyaricilarla mitoz boliinmeye sokularak kullanilabilir. Kromozom c¢aligmalari
i¢in, boliinmenin ¢ok oldugu sogan ya da bitkilerin kok ucu hiicreleri gibi materyaller

kullanilmaktadir (Kurtulmus ve Aydin 2007).

Cesitli dokularda kromozomlar, mitoz bdliinmenin metafazinda en iyi sekilde
goriilebilir. Ciinkii kromozomlar, mitozun metafazinda en kisalmis ve kalinlagmis
haldedir. Kromozom incelemelerinin yapilabilmesi i¢in ¢ok sayida metafazda hiicre
bulunmalidir. Oysa bu c¢alisma i¢in en fazla kullanilan materyallerden birisi olan insan

periferal kan lenfositleri diisiik bir oranda kendiliginden boliinmeye girerler. Bu yilizden
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fitohemaglutinin denilen madde ile hiicre kiiltiirlerinde lenfositler yapay olarak mitoza
sokulurlar. islem bununla bitmez mitoz bdliinmenin metafaz evresine girmis olan hiicre
belli bir siire sonra anafaz evresine gegecektir ve bu calismalarda istenilen, hiicrenin
metafaz evresinde kalmasidir. Bu amagla yani, mitoz bdliinme durumunda olan
hiicrelerin metafazda birikmesi i¢in hiicrede ig ipliklerinin pargalanmasini saglayan bir
madde (6rnegin, kolsisin) kullanilir. Mitoz boliinme sirasinda kromozomlar sayilarinin
coklugu ve hiicrelerin kiiciikliigii nedeniyle oldukga sikisik durumdadir. Hiicre i¢cindeki
kromozomlar1 daha iyi goriilebilir duruma getirebilmek i¢in kromozomlarin daha biiytlik
bir diizlem icinde dagilmalar1 saglanmaktadir. Bu islemlerden sonra kromozom
preparatlar1 hazirlanir, DNA boyalarindan biriyle boyanarak gerekli incelemeler

yapilabilir ve kromozom fotograflar1 ¢ekilebilir (Renciizogullar1 ve Topaktas 1991).

Kromozom aberasyon yontemi olduk¢a yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri olup
bu testte kiiltire alinmis periferal lenfositlerindeki kromozom anormallikleri
incelenmektedir. Yapisal ve sayisal degisimler, kromozomal anormallik teknigi

kullanilarak mitotik metafaz kromozomlarinda degerlendirilir (Cakmak 2000).

Kromozom aberasyonlarinin ¢esitli etkenlere (kimyasallara, iyonize ve iyonize olmayan
radyasyona vb.) maruz kalma sonucunda olustugu pek ¢ok in vivo ve in vitro
calismalarla ortaya konmustur. Nitekim tiimor hiicreleri iizerinde yapilan detaylh
arastirmalar bu hiicrelerin yapisal ve sayisal kromozom degisiklikleri icerdigini

gostermistir (Demiroglu 2003, Sugai et al. 2005).

Kromozomlar, hiicrenin hayat dongiisiindeki sentez fazi (S fazi) sirasinda replike
olurlar. Replikasyon sirasinda tim DNA molekiilleri a¢ilmaktadir. Bu DNA
molekiilleri, metafaz kromozomlar1 veya interfaz kromatinin fibrilli yapis1 ile
karsilastirildiginda ¢ok biiyiiktiirler. Ornegin, Du Praw (1970)’m yaptig1 hesaplamalara

gore insanin 1. kromozomu 7,5 cm uzunlugunda DNA molekiilii icerir. Bu DNA
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molekiilii interfazda 1350 pum fibriller yapisina paketlenir ve metafazda yaklasik 10 pm
uzunlugundadir. Dolayis1 ile DNA molekiilleri, hem interfaz hem de S evrelerinde ¢ok
biiyiikk boyutlar1 nedeni ile mutasyonlara neden olan fiziksel ve kimyasal maddelerin
acik hedefleridir. Olusacak olan DNA hasar1 sonucunda mikroskopta goriilebilen
yapisal KA’lar1 olusur (Obe et al. 2002).

Indiiklenmis kromozomal aberasyonlar; kromozom-tipi aberasyonlar (simetrik
aberasyonlar) ve kromatid-tipi aberasyonlar (asimetrik aberasyonlar) olmak iizere iki
ana grupta degerlendirilmektedir. Eger aberasyon tek bir kromatidde goriiliiyorsa buna
kromatid tip, her iki kromatidinde de goriiliiyorsa kromozom tip aberasyon denir. Bu
aberasyon tipleri mutajen uygulamasinin yapildigi hiicre siklusu safhasina ve kullanilan
mutajenik maddenin tipine baghdir. Iyonize 1gmnlar gibi ajanlar, hiicre G1 safhasinda
iken etki ederse kromozom tip aberasyonlar, eger hiicre G2 safhasinda iken etki ederse
kromatid tip aberasyonlar, S safhasinda iken etki ederse her 2 tip aberasyonlar meydana
gelebilir (Natarajan and Obe 1982). Bu durum, kimyasal mutajenlerin daha ¢ok hiicre
siklusunun S sathasinda etkili olduklarini disiindiirmektedir (Adler 1984). Tiim
kromatid tipi ve kromozom tipi aberasyonlar, kanser riski agisindan 6n gostergedir.
Buna gore; kromozom hasart olusumunun farkli dokularda benzer oldugu farz
edildiginde, lenfositlerdeki hasar miktarinin, kanser risk seviyesini yansitmas: beklenir
(Norppa et al. 2006).

KA testleri ile bunlarin disinda fragment, disentrik kromozom, halka kromozom, kardes
kromatid birlesmesi, translokasyon, inversiyon, izokromozomlar ve endoreduplikasyon
gibi yapisal kromozom aberasyonlari da tespit edilmektedir. Baz1 arastiricilar tarafindan
KA olarak kabul edilmeyen ancak yine de bir anormallik sonucu olusan yapisal

bozukluklar ise gap, spiral ¢oziilmesi ve kromozom kontraksiyonudur.

23



a) Kromatid kirigi: Bir kromozomun iki kromatidinden yalnizca birinde kirilma olur
ve anafazda kromatidlerin kutuplara ¢ekilmesi sonucu hiicrelerden biri eksik kromozom

bulundurur.

b) Kromozom kirigi: Bir kromozomun her iki kromatidinde ayni1 noktada kirilma olur.

Bu durumda hiicrelerin her ikisi de eksik kromozom bulundurur.

¢) Fragment: Kopmus olan kromozom pargalaridir. Metafaz plaginda kopmus oldugu

kromozomdan ayr1 yerlerde bulunurlar.

d) Disentrik kromozom: Kromozom kirigi meydana geldigi zaman, sentromer igeren

parcanin kopuk uclarinin birlesmesi sonucu disentrik kromozomlar olusur.

e) Kardes kromatidlerin birlesmesi: Kromozom kiriklarinin olustugu durumlarda
yarali kardes kromatidlerin kirik olan uglarinin birlegsmesidir. Mitozun anafazinda bu

kromatidler zit kutuplara ¢ekilirken kromozom kopriisii olustururlar.

f) Halka kromozomu: Bir kromozomun iki ucunda da meydana gelen kromozomal
kopma sonucu olusan yarali uglarin birlesmesi ile halka (ring) kromozomlar olusur. Bu
kromozomlarin kardes kromatidlerinin zit kutuplara ¢ekilmesi sonucu her bir hiicrede

bir halka kromozomu bulunur.
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g) Translokasyon: Kromozomal bir kopmada kopuk olan bir uca homolog olmayan
kromozomlardan baska bir kopuk par¢anin yapismasidir. Translokasyona neden olan

kromozom pargas1 yer degisimleri, tek tarafli veya karsilikli olabilir.

h) inversiyon: Bir kromozomun iginden kopan parcanin ters donerek ayni yere
yapismasidir. Inversiyon sonucunda kromozomdaki genlerin dizilis sirasinda degisme

meydana gelir.

1) Izokromozom: Primer bogumda olusan kromozomal bir kopma sonucu, kardes
kromatidlerin birlesmesidir. Boylece her iki kolu da birbirinin aynis1 olan kromozomlar

meydana gelir.

i) Kromozomun Kkopup enine olarak ters donmesi: Krossing-over’e benzer bir
olaydir. Bu durum homolog olmayan pargalar arasinda ger¢eklesirse kromozomal yapiy1

degistirir.

j) Endoreduplikasyon: Bazi durumlarda béliinmeyen hiicrelerin DNA’s1 tekrar replike
olur. Bunun sonucunda 6nceki kromozomun her bir kromatidinden iki kromatidli birer
kromozom meydana gelir. Fakat bu kromozomlar birbirinden ayrilmayip bir arada
kalirlar. Metafaz plaginda ise bunlarin iki kromozom ve dort kromatitden olusmus
yapilar seklinde goriilmelerine endoreduplikasyon adi verilir (Topaktas ve

Renciizogullar1 1995, Solak 2000).
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Kardes Kromatid Degisimi

KKD testi, ¢cevredeki atiklarin etkisini arastirmak i¢in 1957 yilinda Taylor vd. (1957)
tarafindan gelistirilmis olup, kisa siireli mutajenite ve kanserojenite testleri arasinda en

hassas ve en fazla kabul edilen yontem haline gelmistir.

KKD analizi, genotoksik maddelerin DNA’da olusturdugu hasari1 kromozom diizeyinde
tespit etmemizi saglayan dogrudan metodlardan birisidir. KKD kromozom morfolojisi
degismeksizin, kardes kromatidler arasinda, 6zdes segmentlerin simetrik genetik
materyal aligverisi sonucu kromatidlerin karsilikli  farkli  boyanmasi olarak
tamimlanmaktadir (Taylor et al. 1957, Sinyth and Evans 1976, Painter 1980, Sharma and
Das 1981, Shafer 1982, Carrano and Natarajan 1988, Gonzalez Borroto et al. 2002,
Eisha et al. 2004).

Cesitli mutajen ve kanserojenlerin hem in vivo hem de in vitro kosullar altinda neden
oldugu DNA hasarin1 saptamayr saglayan hizli, duyarli ve kantitatif bir Olciim
metodudur. Doku tipine, kimyasal maddenin doz oranina ya da diger faktorlere gore
farklilik gosteren KKD, DNA’daki ¢ok kiiciik harabiyetlerin bile hassas gostergesi
olarak kabul edilir (Wolff 1980, Cleaver et al. 1996, Kosar Aslan 1999, Stoilov et al.
2002, Helleday 2003).

Cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle kromozom DNA’sinda meydana gelen ve
replikasyon esnasinda onarilmayan hatalar KKD’nin ortaya ¢ikmasini ya da artmasini
saglar. KKD analiz yontemi ile bir maddenin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile olas1
mutajenik 6zelligi kromozom diizeyinde gosterilebilmektedir (Gonzalez Borroto et al.
2002, Soydz ve Ozgelik 2003). Yani DNA hasarma neden olan pek cok kimyasal
maddenin KKD sikligini arttirdigi bilinmektedir. Bu nedenle pek ¢ok mutajenik ya da
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kanserojenik etkileri olan maddelerin genotoksik aktivitelerini gostermede duyarli bir
parametre olarak kabul edilir (Biissing et al. 1994). Mutajen ve kanserojen oldugu
bilinen maddelere maruz kalan insan ve hayvanlarin hiicrelerinde KKD frekansinin
arttig1 ve tek-gen mutasyonlarinin artis1 ile KKD frekansi arasinda lineer bir iliski
oldugu saptanmistir (Perry and Evans 1975, Carrano et al. 1978, Albertini et al. 2000).
Benzer bir iligkinin KKD’nin artisiyla in vivo tiimoérlerin olusumu arasinda da oldugu

Cheng vd. (1978) tarafindan bildirilmistir.

KKD’de, kardes kromatidler arasinda gozlenen degisim noktalarinin, replikasyon
catallar1 oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii replikasyon catalinda homolog ¢ift sarmallar
birbirine ¢ok yakindir ve homolog birlesmeler ¢ok kolaylikla meydana gelebilir (Park et
al. 1999). Diger baz1 c¢alismalar, bu noktalarin aktif olarak transkribe olan genlerle

iliskisi oldugunu gostermektedir (Deliorman et al. 2000).

Mutajen ve kanserojen madde aktivitesinin ve kromozomlara olan etkilerinin
belirlenmesinde, bazi kalitsal hastaliklarin teshisinde ¢cok duyarli olan KKD testi bir¢cok
okaryotik hiicrede kullanilmaktadir. KKD, hem laboratuvar hayvanlarinda hem de insan

populasyonlarinda c¢aligilabilir (Taylor et al. 1957, Tucker et al. 1993).

KKD analizi, kiiltirde replikasyon yapabilen, filogenetik spektrumu Drosophyla’dan
insana kadar uzanan her hiicre hattinda yapilabilir. Cin hamster fibroblast hatlari, Hel.a
gibi insan hiicre hatlari, deri veya akcigerden alinmis insan hiicreleri, fare, sican ve
tavsan gibi laboratuvar hayvanlarinin ve insanlarin lenfosit kiiltiirleri yaygin olarak
calisilmaktadir. Bitki, bocek, balik ve memelilere kadar in vivo KKD indiiklemesi hem
fiziksel hem de kimyasal maddelerin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bunun

yaninda insan ve fare amniyon sivilarinda da ¢alisilmaktadir (Tucker et al. 1993).
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Gilintimiizde KKD’nin incelenmesi i¢in en fazla tercih edilen hiicreler lenfositlerdir.
Ciinkii lenfositler kolayca elde edilebilir, spontan kromozom hatalarint son derece az
igerir. Bundan dolayi, KKD lenfositlerde basariyla uygulanabilmektedir (Tanriverdi
1991, Pitaque et. al. 1997, Landi et al. 1999).

KA’nin aksine KKD tek bagina genotoksik riski belirlemede yetersizdir. Fakat, KKD
deneysel caligmalarda, indikator test olarak insanlarda genotoksik etkileri gostermede
uygun bir yontem olarak kullanilmaya devam etmektedir (Norppa et al. 2006). Klasik
KA sayimmina gore KKD sayimi tercih edilir. Clinkii KKD sayimi, KA sayimina gore
daha kolaydir. Ayrica KA saymmi, farkli siniflardaki aberasyonlar1 tanimada deneyim
gerektirir ve en az 100 metafaz hiicresinin sayilmasi gerekir. Ancak KKD belirlemede
20-25 hiicre yeterli olmaktadir. Diger taraftan su agiktir ki bir kimyasalin mutajenitesini
test etmek i¢cin KKD sayimi, KA sayiminin yerini tutamaz. Direkt DNA iplik kiriklarini
indiikleyen ajanlar (iyonize radyasyon, bleomisin ve streptonygrin gibi) KA’y
indiikledikleri oranda KKD frekansini arttirmazlar. Bu nedenle sitogenetik ¢calismalarda
hem KA hem de KKD’lere bakilmasi, o maddenin etkinliginin anlasilmasi agisindan

O6nemlidir (Natarajan and Obe 1982).

Kardes Kromatid Degisiminin Molekiiler Mekanizmasi

KKD’yi artiran etkenler ¢ogunlukla DNA ile kovalent baglantilar yapan veya DNA
tamir mekanizmalarini etkileyen maddelerdir (Morales-Remirez et al.1990, Albanesi et
al.1999). Bu maddeler ¢ogunlukla DNA’ya kovalent baglarla baglanirlar veya DNA
replikasyonunu dolayli ya da dogrudan etkilerler. Restriksiyon endoniikleazlar ve
topoizomerazlar disinda, dogrudan DNA’da cift dal kirigina neden olan ajanlar Gl
fazinda KKD’de zayif bir artisa neden olurken (Ceylaner Baskaya 1997), S fazinda daha

etkilidirler. KKD c¢ogunlukla bu ajanlar tarafindan olusturulan nokta mutasyonu ve
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sitotoksisite ile korelasyon gosterir (Vervecken et al. 2000, Smirnova and Klein 2003,
Rodriguez-Reyes and Morales-Remirez 2003).

Hiicre DNA’sinda farkli etkenlerin meydana getirdigi degisiklikler sonucu gozlenen

KKD’nin mekanizmasini agiklayan bir¢ok model one siiriilmiistiir (Taylor et al. 1957).

Ik olarak Taylor vd. (1957), bitki mitotik kromozomlarinda (Vicia faba ve Bellenalia
romana) yaptig1 otoradyografik c¢aligmalarda KKD’yi gozlemlemistir. Glimis tane
modeli olarak adlandirilan bu yontem, duyarliliin az olmasi ve otoradyografinin uzun
zaman gerektiren bir islem olmasi nedeniyle KKD olusumunu etkileyen ajanlari
belirlemede ilgi gormemistir (Rodriguez-Reyes and Morales-Remirez 2003). Bundan
dolay1 otoradyografik ¢aligmalarin yerine, timin analogu olan 5’-bromo-2’-deoxyuridine
(BrdUrd) kullanilmasi, KKD sikligin1 daha kolay ve c¢abuk degerlendirme olanagi
vermektedir. KKD analiz yontemi, BrdUrd kullanimi ve yeni boyama metodlarinin

gelistirilmesi ile daha da 6nem kazanmaktadir (Perry and Wolff 1974).

Zakharov ve Egolina (1972), Cin hamster hiicrelerinde, timidin analogu olan BrdUrd
kullanarak replike olan kromozomlarin yapisini incelemislerdir. Bu arastiricilar Cin
hamster hiicrelerinde BrdUrd varliginda Fluorecence Plus Giemsa (FPG) boyama
yontemini kullanarak, kardes kromatidlerin farkli boyandiklarin1 gézlemigler ve bu
goriinim i¢in hiicrelerin mutlaka iki replikasyon zamani geg¢irmesi gerektigini
belirtmislerdir. FPG boyama ydntemi sonunda, kromatiddeki DNA ipliklerinin her
ikisinin de BrdUrd igermesi agik renk, tek bir ipligin BrdUrd igermesi ise koyu renk
boyanmasina neden olmaktadir (Latt 1974).

KKD olus mekanizmasini agiklayan bir diger model olan Replikasyon Bypass

Modeli’nde ise DNA ile ¢apraz baglanma yapabilen kimyasal maddelerin meydana
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getirdigi bir mekanizmadan bahsedilmistir. Ancak c¢ift KKD olus mekanizmasi bu

modelle a¢iklanamamaktadir (Shafer 1977).

Hiicrede DNA pargalar1 aralarindaki degisimi ve KKD olus mekanizmasini agiklayan
diger bir yaklasim Holiday Modeli’dir. Bu modele gore hiicrelerin BrdUrd varliginda
bir mitoz gecirmeleri yeterlidir. Aragtirmacilar, BrdUrd’nin kromozomlardaki esas
etkisinin paketlenme esnasinda olabilecegini agiklamiglardir (Taylor et al. 1957). KKD,
kromozomun olusumu sirasinda DNA igeriginin katlanmasi ile meydana gelmektedir.
Restriksiyon endoniikleaz kullanilarak yapilan bir ¢alismada KKD’nin meydana geldigi
bolgelerdeki DNA igeriginin orta sikliktaki tekrarlanan dizilerden olustugu
gosterilmistir (Ocak 2008).

KKD dagilimi kromozom gruplar1 arasinda farkli dagilim gostermektedir. A ve B
gurubu kromozomlarindaki KKD dagilimi diger gruplardan daha siktir. KKD, G grubu
kromozomlarda az sayida gozlenir. 1 numarali kromozomun sentromerik bdlgesinin
Adenin-Timin bazlari yoniinden zengin olmasi nedeniyle BrdUrd ile etkilesim daha
fazla olacagindan KKD daha sik goriiliir. Ayrica kromozom uzunlugu arttikca KKD

dagilimininda arttig1 gosterilmistir (Evans et al. 1974).

KKD olus mekanizmasini incelemek i¢in tetraploid hiicreler kullanilmistir. Tetraploid
hiicreler, ilk replikasyonun sonunda kolsisin eklenmesiyle iki DNA replikasyonu
arasindaki boliinme durdurularak elde edilir. Bu hiicrelerin BrdUrd ile iki replikasyon
zamanini gecirmesi gerekir. S1 evresinde DNA sentezi baglamaktadir. Ortamda bulunan
BrdUrd yeni sentez edilen DNA’da timin yerine ge¢cmektedir. DNA’da kirilma ve
kromatidler arasinda degisim meydana gelmektedir. Ortamda bulunan BrdUrd, yeni
sentez edilen DNA’nin yapisina girmektedir (S2 evresi). DNA’da kirilma meydana
gelmekte ve kromatidler arasinda KKD olugsmaktadir (Shafer 1977, Cheng et al. 1978,
Ocak 2008).
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Yapilan arastirmalar sonucunda kanin ¢aligilma zamaninin, bireylerin saglik durumlari
ve yasam tarzlari ile ilgili biyolojik faktorlerin (Barale et al. 1998, Albertini et al. 2000),
yasin, ilag kullaniminin, cesitli hastaliklarin, gebeligin (Barale 1998), sigara
kullaniminin (Jakab et al. 2001, Giilten et al. 2002), genetik faktorlerin (Slapsite 2000),
diyetin (Krishnaja and Sharma 2003) ve cinsiyetin (Wulf et al. 1986) KKD sikligini
etkiledigi tespit edilmistir. Ayrica kiiltiir siiresi (Surrallas et al. 1995), kiiltiir ortaminin
sicakligi (Surrallas et al. 1995, Barale et al. 1998), besiyeri, serum, mitoz uyaricilar,
antibiyotikler (Barale 1998), BrdUrd’ nin konsantrasyonu (Krishnaja and Sharma 2003),
karanlik ortam (Konac et al. 2005), Kkolsisin konsantrasyonu, hipotonik ¢ozelti ve
fiksasyon (Evans 1983, Tanriverdi 1991) gibi kiiltlir sartlar1 ile ilgili faktorlerin KKD
frekansini degistirdigi de bilinmektedir.

Mikroniikleus Testi

Mikroniikleuslar, boliinen hiicrelerde kardes niikleuslara katilamayan asentrik
kromozom fragmentleri veya tiim kromozomlardan ortaya ¢ikan kiigiik ve ekstraniiklear

olusumlardir (Int. Kyn. 6).

MN testi sitogenetik hasarin tespitinde, kromozom analizine gore daha kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmas1 ve istatistiksel yonden daha anlamli

sonuglar elde edilmesi avantaji saglamasiyla yaygin kullanilan bir testtir (Naccarati et
al. 2000).

Insan periferal kan lenfositlerinde MN sikliginin kromozom hasarlarinin bir gdstergesi
olarak kullanilmasi ilk kez Countryman ve Heddle (1976) tarafindan Onerilmistir.
Ancak daha sonra bu yontem Fenech ve Morley (1985a, b) tarafindan gelistirilmis ve

sitokinezi-blok mikroniikleus (CBMN) ismi verilmistir. Insan hiicrelerinde DNA
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hasarlarinin kromozom seviyesinde gilivenilir olarak degerlendirilmesini saglayan MN
yontemi genetik toksikoloji alaninda ¢ok yogun olarak kullanilmaktadir (Fenech 1993,
Lando et al. 1998). MN sayisindaki artis, ¢esitli maddelerin hiicrelerde olusturdugu
sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gdstergesi olarak

degerlendirilmektedir (Zijno et al. 1994).

Anoploidiyi uyaran maddeler, sentromer boliinme hatalarma ve ig iplikgiklerinde
fonksiyon bozukluklarina yol acarak, klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak
MN olusumuna yol agarlar (Demirel ve Zamani 2002). Bu nedenle MN testi hiicrelerde

hem klastojenik hemde andjenik etkilerin bir arada degerlendirilmesine olanak veren tek

biyomarkirdir (Fenech 1993).

MN yonteminin gelistirilmesinde en 6nemli adim; MN olusumuna izin veren, bir
cekirdek boliinmesini tamamlamis hiicrelerin sayilmasinin esas alinmasidir (Fenech et
al. 1999). Bu metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan Cytochalasin B (Cyt-

B) ile mitoz geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir.

Plazma membraninda yiliksek molekiiler agirliga sahip bazi kompleksler mevcuttur.
Bunlar aktin polimerizasyonu ve dolayisiyla da mikrofilamentlerin bir araya gelis
stirecini indiiklemektedir. Mikrofilamentlerin bir araya gelmesi plazmadaki yariklanma
baslangici i¢in gereklidir. Cyt-B mikrofilament aktivitesini inhibe ederek sitokinezisi
durdurur. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle,
cekirdek boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis
cift ¢ekirdekli hiicreler kolaylikla tanimnarak sayilabilmekte ve MN bulunduran
hiicrelerin oran1 saptanabilmektedir. incelenen alanda, kiiltiir siiresi iginde ikinci
boliinmesini tamamlamis 4 ¢ekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir; ancak MN

sayiminda Countryman ve Heddle (1976)’in kriterleri kullanildigindan bu hiicrelerde
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goriilen MN’ler degerlendirme dis1 birakilmaktadir (Countryman and Heddle 1976,
Kutbay 2001, Demirel ve Zamani 2002).

Countryman ve Heddle (1976)’1n kriterlerine gore:

MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiigiik olmasi
Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi

MN’lerin asil ¢ekirdege bagli veya bitisik olmamast

A wnp e

Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi

esaslarini kapsamaktadir (Demirel ve Zamani 2002).

5. MN feulgen pozitif veya diger DNA’ya 6zel reaksiyonlarda pozitif reaksiyon
gostermelidir

6. MN’ler sitoplazmasi iyi gozlenen hiicrelerde sayilmalidir

7. MN olugsumu doza bagli olmalidir (Almassy et al. 1987).

MN test yontemini sitogenetik anormallikleri belirlemede etkili bir metod yapan; farklh
hiicre tiplerinde in vitro sartlarda yaygin uygulanabilirligi ve sayim kolayligidir. Ayrica
elde edilen verilerin ¢cok sayida olmasi istatistiksel dayanaginin giiclii olmasini saglar
(Fenech et al. 1999). Fenech vd. (1997) MN test yonteminde kinetekor veya sentromeri
belirleyen metodlar kullanarak; kromozom kirig1 nedenli MN ile kromozom geri

kalmas1 nedenli MN’leri birbirinden ayirmanin kolay oldugunu belirtmistir.

Kardes kromatid degisiminde bahsedildigi gibi in vitro veya in vivo sartlarda sigara ve
alkol kullanim1 (Maffei et al. 2002), yas (Thierens et al. 1996), cinsiyet (Barale et al.
1998), cesitli kronik ve enfeksiyonel hastaliklar, yasam tarzi, ilaclar ile fiziksel ve
kimyasal maddelere maruziyet (Neri et al. 2003, Pelevina et al. 2005) gibi faktorler

MN’lerin olugsmasinda etkili olmaktadirlar. Sonu¢ olarak, uzun zamandan beri
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uygulanan ve gelistirilen bir sitogenetik teknik olan MN testi, mitoz geciren tiim bitki,
hayvan ve insan hiicrelerinde, fiziksel ve kimyasal maddelerin meydana getirdigi
genotoksik etkilerin belirlenmesinde giivenli bir metod olarak kullanilabilmektedir
(Fenech 2000).

Diger Onemli ve Yaygin Testler

Kromozom aberasyonu, kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus testleri disinda yine
cok yaygin olarak kullanilan diger test sistemleri de mevcuttur. Bunlardan en 6nemlileri
Comet testi ve HPRT (hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaz) yontemidir. Comet
testi, DNA sarmal kirilmalarinin tespiti i¢in hassas, hizli ve giivenilir bir yontemdir
(Fairbairn et al. 1995). Bu yontem iplik kivrilmalari, capraz baglanma, alkali labile site
gibi DNA hasarlarin1 ve kesme-¢ikarma onarim bolgelerindeki hatalart bir jel sistemi
kullanilarak belirleyebilmektedir (Ostling and Johanson, 1984; Singh et al. 1984).
Comet testi hiicrelerin metafaz safthasinda incelenerek kromozom hatalarinin ortaya
cikarildig sitogenetik bir yontemdir (Chetalat et al. 1996; Kasamatsu et al. 1996).
HPRT (hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaz) yontemi ise; somatik gen
mutasyonlariin in vivo ya da in vitro ortamlarda farkli memeli kiltiir hiicrelerinde,
pozitif olarak secilmesi prensibine dayanir. DNA baz ¢ifti degisimlerini, biiylik ya da
kiiciik captaki delesyonlari, inversiyonlar1 ve heterolog kromozom rekombinasyonlari
gibi genetik degisimleri biiyiik 6lclide yansitma yetenegine sahip olan bu yontem cok

yaygin olarak kullanilmaktadir (Cole and Skopek 1994, Albertini et al. 2000).
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2.5 Literatiir Ozetleri

2.5.1 Ames Testi ile Yapilmis Olan Calismalar

[k defa 1967 yilinda Brezilya’da hummaya sebep olan bir sivrisinek olan Aedes aegypti
icin kullanilan organik fosforlu bir pestisit olan Temephos’un Ames test sistemi ile
mutajenitesi arastirllmistir. Bu pestisit Ames testinde S. typhimurium suslar1 ile S9
fraksiyonu varliginda ve yoklugunda yapilan calismalarda TA97, TA98, TA100 ve
TA102 suslarinda mutajenik bir etkiye neden olmamistir. Ancak TA98NR, YG7104 ve
YG7108 suslart ile yapilan deneylerde S9 fraksiyonu varlifinda ve yoklugunda
Temephos’un 3.33 uM’1n {izerindeki konsantrasyonlart mutajenik bulunmustur (Aiub et
al. 2002).

Bugdaylar igerisindeki yabani yulaflarin kontroliinli saglamak amaciyla kullanilan ve
secici bir herbisit olan Triallate, in vitro ¢alismalarda ¢ok karma sonuglar meydana
getirmistir. Triallate Ames testinde, ¢ogunlukla S9 fraksiyonu varliginda TA100 ve
TA1535 suslarinda genotoksiktir. S9 frasksiyonu yoklugunda ise ayni suslarda daha
zayif bir cevap gozlenmistir. TA1537 ve TAI1538 suslarinda genotoksisiteye
rastlanmazken TA98 susunda ise karma bir sonug elde edilmistir (Healy et al. 2003).

Brooks vd. (1982), Tetrachlorvinphos’un mutajenitesini E. coli WP2 ve WP2 uvrA, S.
typhimurium TA1535, TA1538, TA98 ve TA100 suslar ile belirlemeye ¢alismis ve S9

fraksiyon varlig1 ve yoklugunda herhangi bir mutajeniteye rastlanmadigini saptamistir.
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Bir organik fosforlu insektisit olan Chlorpyrifos’un genetik toksisitesi birgok mutajenite
testinin yani sira Ames testi ile de incelenmis ve bu incelemelerin higbirinde

Chlorpyrifos igin genotoksik aktivite gostergesi bulunamamuistir (Gollapudi et al. 1995).

Bilgin (1992), organik fosforlu bir insektisit olan Triklorfon’un mutajenik
potansiyelinin belirlenmesi i¢in prokaryotik ve Okaryotik mutajenite test sistemlerini
kullanmustir. On ¢alisma olarak uygulanan Ames testi Triklorfon’un 1x10™"°M ve 1x10°
2M kadar kiigiik dozlarda bile metabolik aktivasyon gerektirmeksizin mutajenik etkisi

oldugunu gostermistir.

Organik fosforlu pestisitler olan Methyl parathion, Methyl paraoxon ve
Benzo(a)pyrene’in mutajenik aktivitesini belirlemek i¢in S. typhimurium TA98 susu
kullanilarak Ames testi gerceklestirilmis ve bu organik fosforlu pestisitlerin yalniz
baslarina mutajenik olmadigi ancak Benzo(a)pyrene ile indiiklendikleri zaman ise
revertant koloni sayisinda 6nemli bir artis oldugu gozlenmistir (Hreljac and Filipic
2009).

Parathion-methyl’in mutajenik aktivitesi S. typhimurium TA100 susu ile belirlenmeye
calisilmig ve bu kisa zamanli test sisteminde bu madde mutajenik bulunmustur (Coral et

al. 2009).

Organik fosforlu pestisit grubundan olan Phosphobetaines ve Alpha-aminophosphoryl
bilesiklerinin Ames testi ile mutajenik aktiviteleri test edilmis ve bunlardan
Phosphobetaines sitotoksik etki gostermezken Alpha-aminophosphoryl bilesiklerinin
mutajenik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Ilinskaya et al. 2004).
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Yaygin kullanilan bir organik fosforlu pestisit olan Dicrotophos’un mutajenik aktivitesi
TA97a, TA98, TA100, TA102 ve TAI1535 suslari kullanilarak Ames testi ile
arastirilmistir. Bu maddenin tiim bu suslarda anlamli bir degisime sebep oldugu yani

mutajenik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Wu et al. 2010).

6 pestisitin  (Atrazine, Captafol, Captan, Chlorpyrifosmethyl, Molinate ve
Tetrachlorvinphos) mutajenik ve genotoksik aktivitesi Ruiz ve Marzin (1997) tarafindan
Ames testi ve SOS kromotesti ile arastirilmigtir. Calisma S9 fraksiyonu varliginda ve
yoklugunda gerceklestirilmis olup bunun sonucunda elde edilen verilere gére Captan ve
Captafol her iki test sisteminde de genotoksik bulunmustur. Ancak hem Ames hem de
SOS kromotestinde geriye kalan dort pestisit (Atrazine, Molinate, Chlorpyrifosmethyl

ve Tetrachlorvinphos)’in genotoksik olmadigi bulunmustur.

Azinphosmethyl, Diallate, Dichlorvos, S-ethyl dipropyl (EPTC), Fenchlorphos,
Mevinphos, Monocrotophos, Noruron, Parathionmethyl, Triallate, Trichlorphon ve
Vegadex olmak lizere 12 tane pestisitin Ames testi ile mutajenitesi test edilmis ve S.
typhimurium TA1535, TA1536, TA1537 ve TAI1538 suslar1 kullanilmistir. Bu
maddelerden Dichlorvos yan dalinda dichlorovinyl grubu tasiyan organik fosforlu bir

insektisit olup TA1535 susunda mutajenik bulunmustur (Carere et al. 1978).

S. typhimurium ve E. coli’nin suslar1 ile Fenitrothion’un mutajenitesi belirlenmis ve bu
maddenin S. typhimurium TA100 susunda zayif mutajenik aktivite gosterirken TA98,
TA1535 ve TA1537 ile E. coli WP2uvrA suslarinda hem S9 fraksiyonu varliginda hem
de yoklugunda mutajenik olmadigi tespit edilmistir (Hara et al.1989).

Konuk vd. (2008), TA98 ve TA100 suslar1 kullanarak Piperophos (organik fosforlu

herbisit) ve Fenchlorphos (organik fosforlu insektisit) pestisitlerinin S9 varligi ve
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yoklugunda mutajenik aktivitesini ¢alismislar ve bunlardan sadece Piperophos TA98

susunun S9 fraksiyonu varliginda mutajenik olarak tespit etmistlerdir.

2.5.2 Kardes Kromatid Degisimi, Kromozom Aberasyonu ve Mikroniikleus

Testleri ile Yapilmis Olan Calismalar

Organik fosforlu insektisit grubundan olan Malathion’un genotoksik potansiyeli KA,
MI ve DNA hasar1 bakimindan arastirilmistir. Bunun igin Sprague-Dawley cinsi ratlarin
periferal kan ve kemik ilikleri kullanilmis ve 4 grup olusturulmustur. Malathion ratlara
intraperitonal olarak enjekte edilmis ve 2,5, 5, 10 ve 20 mg/kg olmak iizere 4 doz
caligilmistir. Bunun sonucunda Malathion’un DNA hasar1 yiizdesini ve yapisal
kromozom anomaliliklerini dnemli derecede artirdig1 buna karsilik MI’de ise azalmalara

neden oldugu tespit edilmistir (Moore et al. 2011).

Ayrica Nicholas vd. (1979) tarafindan yine Malathion’un insan fetal fibroblastlarinda
KKD siklig1 iizerine etkileri arastirilmis ve Malathion bir ve iki defa fibroblastlara
uygulanmistir. Sonuglara goére bir defa maruz birakilan hiicrelerde 40 pg/ml
konsantrasyonunda KKD sikliginda énemli bir artis kaydedilmistir. Iki defa uygulama
yapilan hiicrelerde 20 pg/ml dozda ise ¢ok yiiksek derecede bir artis oldugu tespit

edilmistir.

Meksika’da ortalama 7 yil boyunca pestisite maruz kalmis olan 25 kadin ve 45 erkek
lizerinde genotoksik hasar saptanmaya c¢alisilmistir. Bunun i¢in periferal kan
lenfositlerinde KKD ve yanak mukozasinda ise MN testi ve diger niiklear anomaliler
tespit edilmeye calisilmistir. Bunun yani sira PI ve Mi’de arastirlmustir. Kontrol
grubunu ise pestisite maruz kalmayan 70 kisi (21 bayan, 47 erkek) olusturmustur.

Analizler yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullaniminin genetik hasar iizerinde énemli bir
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etki gostermedigini ancak pestisite maruz kalma siiresi ile KKD siklig1 arasinda bir

korelasyon oldugunu ispat etmistir (Martinez-Valenzuela et al. 2009).

Chlorpyrifos’un DNA hasari tizerine etkileri bir tatli su baligi olan Channa punctatus’ta
MN testi ile arastirilmis ve 203,01 g/L konsantrasyonda MN frekansi oldukga yiiksek
bulunmustur. En yliksek DNA hasarina ise 5. giin de rastlanmistir (Ali et al. 2008).

Yine Chlorpyrifos’un genetoksisitesi Yin vd. (2009) tarafindan Cin kara kurbagasinda
(Bufo bufo gargarizan) comet ve MN testi ile belirlenmeye ¢aligilmistir. Bunun igin
oncelikle Chlorpyrifos’un akut toksisitesi belirlenmis ve iribaglar 96 saat boyunca bu
maddenin sublethal konsantrasyonlu serilerine (0,08, 0,16, 0,32, ve 0,64 mg/L) maruz
birakilmistir. Sonu¢ olarak farkli konsantrasyonlara maruz kalmis olan iribaglarin
kontrol grubuna gére MN’yi 6nemli derecede indiikledigi gézlemlenmistir. Ayrica 0,08
mg/L’lik doz disinda biitiin konsantrasyonlarin da siireye bagli olarak MN’yi
indiikledigi tespit edilmistir.

Gollapudi vd. (1995) tarafindan Chlorpyrifos’un Ames testi ve memeli hiicre kiltiirii
(CHO/HGPRT deneyi) ile gen mutasyonlari, in vitro (rat lenfosit KA testi) ve in vivo
(fare kemik iligi MN testi) teknikler ile sitogenetik anomalileri, DNA hasari ise in vitro
rat hepatositlerinde MN testi ile belirlenmeye calisilmistir. Bu test sistemlerinden hig

birinde bu maddenin herhangi bir genotoksik aktiviteye sahip olmadig1 gozlenmistir.

Ergene vd. (2007), yaptiklart bir ¢alismada ise Goksu Deltasi ¢evresinde yasayan
insanlarin maruz kaldig1 pestisitlerin insanlarda yaptigi genetik hasar1 belirlemeye
¢alismislardir. Bunun igin ise KA ve KKD testleri i¢in insan kan lenfositleri, MN testi
igin ise yanak epitel hiicreleri kullanilmigtir. Bu ¢alisma igin 16 sigara kullanan, 16

sigara kullanmayan ve 16 tane de kontrol grubu belirlenmis ve genetik hasar tespit
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edilmeye calisilmistir. Sonuglar incelendiginde kontrol grubuna gére MN siklig1 yiiksek
derecede artmistir. Ayrica sigara kullanimi MN artis1 lizerinde onemli derecede bir

etkiye neden olmustur.

Methyl parathion ve Phosphamidon’un balik solungag dokularinda KKD ve KA iizerine
etkilerine bakilmigtir. Baliklar 96 saat boyunca 0,05, 0,1 ve 0,2 ppm dozlarinda Metil
parathion ve 0,5, 1,0, ve 2,0 ppm Phosphamidon’a maruz birakilmis ve bu siirenin
sonunda kontrol grubuna gore KKD ve KA’da onemli derecede artis oldugu

g6zlenmistir (Das and John 1999).

Dolara vd. (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada belirlenen 4 pestisitin sitogenetik
etkileri aragtirllmistir. Bu pestisitlerden Dimethoate ve Omethoate énemli iki organik
fosforlu insektisitlerdir. Yapilan calisma sonunda bu pestisitlerin doza bagli olarak insan

lenfositlerinde in vitro kosullarda KKD frekansini yiikselttikleri tespit edilmistir.

Organik fosforlu pestisitlerden olan Methyl parathion veya Folidol, Dimethoate veya
Rogor, Phoxim veya Bay 77488 ve Methyl azinfos veya Gusathion’un sitogenetik
etkileri insan lenfositlerinde KKD ile arastirilmistir. Methyl parathion, Dimethoate ve
Phoxim pestisitleri ile pozitif sonuglar elde edilirken Methyl azinfos ile yapilan
calismalarda ise negatif sonuglar saptanmistir. Ancak biitlin maddelerin yiiksek
konsantrasyonlarinin genel olarak KKD’yi hasarli hiicrelerin 6liimiine neden olarak

muhtemelen toksisite nedeniyle azalttig1 tespit edilmistir (Gomez-Arroyo et al. 1987).

Sivikova and Dianovsky (2006), sigir periferal lenfosit kiiltiiriinde, organik fosforlu bir
pestisit olan Glifosat’in sitogenetik etkilerini gostermek amaciyla yaptiklar ¢alismada
560-1120 pmol/L Glifosat uygulanan grupta kromozom bozukluklarinda kontrol

grubuna gore artis oldugunu ancak istatistiksel olarak bu artisin 6nemli olmadigini
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saptamiglardir. Ayni ¢alismada KKD sikliginda Glifosat uygulamasinin 24. saatinde
anlamli degisiklikler kaydedilmistir.

Yapilan diger bir calismada organik fosforlu pestisitlerden olan Malathion ve
Chlorpyrifos’a maruz kalan 40 is¢i ile hi¢ bu pestisitlere maruz kalmamis 30 kisi denek
olarak kullanilarak bu pestisitlerin sitotoksisitesine bakilmistir. Yapilan ¢alisma
sonucunda bu pestisitlere maruz kalan iscilerde KA’da énemli derecede artig gézlenmis
olup bu iscilerde kromozom kiriklarina, kromatid gaplara, izokromatid kiriklara,
disentrik ve halka kromozomlara rastlanmistir ve bu degerler kontrol grubu ile
karsilastirildiklarinda anomaliliklerde 6nemli derecede bir artis saptanmistir. Ayrica bu
degerler sigara igen ve bu pestisitlere maruz kalmis kisilerde sigara igmeyenlere gore
daha fazla bulunmustur. Bu bulgularda bu iki pestisitin mutajenik aktiviteye sahip

oldugunu gostermektedir (Omari 2009).

Organik fosforlu pestisitler tarafindan zehirlendigine tan1 konulan 40 hasta (20 bayan ve
20 erkek) ftzerinde yapilan arastirmada bu pestisitlerin genotoksik ve sitotoksik
aktiviteleri saptanmaya ¢alisilmistir. Hastalardan kan alinarak KA, KKD, MN testleri ile
MI, Pi ve CBPI degerlendirilmis ve kanlar acile gelen hastalardan tedavi oncesi ve
sonrasinda alinmistir. Sonug¢ olarak tedavi Oncesinde alinmis kan orneklerinde
sonrasindakilere gore KA, MI ve CBPI degerlerinde artis gdzlenmistir. Ancak KKD,
MN siklig1 ve PI’de herhangi bir farkliliga rastlanmamistir (Satar et al. 2009).

Malathion’un 4 farkli konsantrasyonu (0,02, 0,2, 2 ve 20 ug/ml) ile 24 ve 48 saat
uygulama siireleri seklinde uygulanarak KKD, KA ve MI sikligi parametreleri
degerlendirilmeye c¢alisilmistir. Sonug olarak Malathion KKD ve KA testlerinde doza
bagli bir artis gdsterirken, MI degerlerinde ise tiim dozlarda énemli derecede bir azalis

gbzlenmistir (Balaji and Sasikala 1993).
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Gardona ve Dursban insektisitlerinin sitogenetik etkileri fare dalak hiicrelerinde KA ve
KKD testleri ile arastirtlmis olup her iki pestisitin de toksik oldugu tespit edilmistir.
Gardona’nin 0,25, 0,50, 1,0 ve 2,0 pg/ml ve Dursban’m 0,50, 1,0, 2,0 ve 4,0 pg/ml
konsantrasyonlar1 kullanilmis olup her iki pestisitin de kullanilan tiim dozlarda 4 saat
sonra kromozom aberasyonlarini indiikledigi saptanmigtir. Konsantrasyon artigina bagl
olarak KKD sikliginda da artis gozlenmis olup bu sonuglar her iki pestisitin de fare
dalak hiicrelerinde mutajenik oldugunu gostermistir (Amer and Aly 1992).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Ames Testinde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan kimyasal maddelerden nutrient broth no:2 Oxoid markali olup,
diger kimyasallardan magnezyum siilfat, sitrikasit monohidrat, potasyum fosfat, sodyum
amonyum fosfat, D-Biyotin, L-Histidin-HCI, ampisilin trihidrat, sodyum hidroksit,
kristal viyole, glukoz, agar, sodyum kloriir, potasyum kloriir, magnezyum Kkloriir,
sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, p-nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat, glukoz-6-fosfat, S9 fraksiyonu, 2-aminofluorene, 2-aminoanthracene ve 4-nitro-
o-fenilendiamine Sigma, Sodyum azid ise Riedel’den alinmistir. Calismada kullanilan
organik fosforlu pestisitlerden Chlorthiophos Riedel-de Haen, (CAS No. 60238-56-4)
ve Anilofos Fluka (CAS No. 64249-01-0)’dan temin edilmistir.

Vogel-Bonner-E Ortami (50XVB tuzlar)

Kullanim: Minimal glukoz agar (MGA) ve Histidin/Biyotin/Ampisilin agar (HBA)

plaklari

1000 ml
Magnezyum siilfat (MgSO4.7H,0) 109
Sitrikasit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (Ko;HPO,) 500 ¢
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Sodyum amonyum fosfat (NaHNH, PO,4.4H,0) 1759

Distile su (45 °C) 670 ml

Maddeler yukarida yazildiklar1 sira ile distile suya eklenmistir. Toplam hacim 1000

ml’ye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.

(0,5 mM) Histidin/Biyotin (HB) Soliisyonu

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

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

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziilmiis, daha sonra histidin ilave

edilerek otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir. Soliisyon +4 °C’de saklanmustir.

(%0,8/0,02 NaOH) Ampisilin Soliisyonu

Kullanim: Suslarin ampisiline direnclilik 6zelliginin kontrolii ve R-faktdr plazmidi

tastyan suslarin master plaklar

100 ml
Ampisilin trihidrat 0,89
0,02 N Sodyum hidroksit 100 ml

44



Ampisilin trihidrat, 0,02 N NaOH i¢inde ¢oziilmiis ve sterilizasyon ig¢in 0,22 mp ¢aph

filtreden gecirilmis ve +4 °C’de saklanmustir.

(%1) Kristal Viyole Soliisyonu

Kullanim: Suglarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiyla rfa mutasyonunu tasiyip

tasimadiklarinin kontrolii

100 ml
Kristal viyole 0,19
Distile su 100 ml

Kristal viyole ve distile su karistirilmis ve soliisyon 151k gecirmeyen bir kaba konup +4

°C’de saklanmistir.

(%0,13) Biyotin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

50 ml
D-biyotin 0,65 mg
Distile su 50 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢6ziilmiis ve otoklavda 121 °C’de 20

dk sterilize edilmistir.
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(%0,5) Histidin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

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

Madde distile su iginde ¢6ziilmiis ve otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.

(%20) Glukoz Cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

100 ml
Glukoz 20 ¢
Distile su 100 ml

Glukoz distile su iginde ¢oziilerek otoklavda 110 °C’de 15 dk sterilize edilmis ve 0-4

°C’de saklanmistir.

(2 ng/ul) 2-Aminofluorene (2AF)

Kullanim: Pozitif kontrol

200 pg/plak basina olmak tizere dimetilsiilfoksit (DMSO)’de ¢oziilerek kullanilmigtir.

TA9S susu i¢in S9 fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir. +4 °C’de saklanmustir.
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10 ml
2AF 0,02¢g

DMSO 10 ml

(0,02 pg/ul) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD)
Kullanim: Pozitif kontrol

2 ug/plak olmak tlizere DMSO’da ¢oziilerek kullanilmistir. TA98 susu icin S9

fraksiyonu gerektirmeyen kimyasaldir. Oda sicakliginda saklanmaistir.

10 ml
NPD 0,02¢g
DMSO 10 ml

(0,1 pg/pul) Sodyum Azid (SA)
Kullanim: Pozitif kontrol

10 pg/plak basina olmak tizere distile suda ¢oziilerek kullanilmigtir. TA100 susu i¢in S9

fraksiyonu yoklugunda kullanilan kimyasaldir. +4 °C’de saklanmistir.

100 ml
Sodyum azid 0,01¢g
Distile su 100 ml

47



(0,005 ug/ul) Mitomycin C (Ames testi icin)
Kullanim: Pozitif Kontrol

0,5 pg/plak basina olmak iizere DMSO’da ¢oziilerek kullanilmistir. TA102 susu i¢in S9

fraksiyonu yoklugunda kullanilan kimyasaldir.

100 ml
Mitomycin C 0,005 ¢
DMSO 100 ml

(0,05ug/ul) 2-Aminoanthracene (2AA)
Kullanim: Pozitif Kontrol

5 pg/plak basina olmak tizere distile suda ¢oziilerek kullanilmistir. TA100 ve TA102

susu i¢in S9 fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir

100 ml
2-aminoanthracene 0,005 ¢
DMSO 100 ml
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(8 mg/ml) Tetrasiklin

Kullanim: TA 102 susu i¢in gecelik kiiltiir hazirlanmasi

10 ml
0,02N HCI 10 ml
Tetrasiklin 0,08 g

Maddeler karistirilmis ve 0,22 pm’lik filtre ile filtre edilmistir. Aliiminyum folyoya

sarilarak +4 °C’de saklanmustir.

Top Agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 ml
Agar 69
NaCl 59
Distile su 1000 ml

Agar, su ve tuz manyetik karistiricida 1sitilarak ve karigtirilarak ¢ziilmiis ve otoklavda

121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.
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Histidin/Biyotin Plaklar1 (HB agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi

1000 ml
Agar 159
%20 glukoz 50 mi
Histidin HCI. H,O 10 ml
0,5 mM Biyotin 6 ml
50XVB 20 ml
Distile su 914 mi

Agar ve su karigtirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45 °C’ye sogutulup
%20 glukoz, 50XVB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi eklenmis, soliisyon biraz daha
soguduktan sonra biyotin ilave edilmis, karistirithip petri kutularma 30 ml olarak

dagitilmistir.

Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar:

Kullanim: Ampisiline direnglilik testi ve master plak hazirlanmasi

1000 ml
Agar 159
Distile su 910 ml
50X VB tuzlar 20 ml
%20 glukoz 50 ml
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Histidin HCI.H,O 10 ml
0,5 mM Biyotin 6 ml
(%0,8/0,02 NaOH) Ampisilin 3.15ml

Agar ve su otoklavlanmis, 45 °C’ye sogutulup %20 glukoz, 5S0XVB tuzlari ve histidin
bu sicak soliisyona eklenip karistirilmis ve biraz daha soguyunca biyotin ve ampisilin
eklenip plaklar petrilere 30 ml olarak aktarilmistir. Bu plaklarda bakteriler 4 °C’de 2 ay

saklanabilmektedir.

Histidin/Biyotin/Ampisilin/Tetrasiklin Plaklar

Kullanim: TA102 susu igin besiyeri

250 ml
Agar 3,759
Distile su 215 ml
%20 glukoz 25 ml
50x VB tuzu 5mil
Histidin ¢6zeltisi 2,5 ml
Biyotin ¢ozeltisi 1,5ml
Ampisilin ¢ozeltisi 780 ul
Tetrasiklin ¢ozeltisi 62,5 ul
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Agar ve su otoklavlanmis, 45 °C’ye sogutulup % 20 glukoz, S0XVB tuzlar1 ve histidin
bu sicak soliisyona eklenip karistirilmis ve biraz daha soguyunca biyotin, ampisilin ve

tetrasiklin ¢ozeltileri eklenip plaklar petrilere 25 ml olarak aktarilmistir.

Minimal Glukoz Agar Plaklar:

Kullanim: Mutajenite deneyi

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

Agar ve su 2 L’lik kapta karistirilip ¢oziilmiis ve otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45
°C’ye sogutulup %20 glukoz ve 50XVB tuzlar1 eklenip petri kutularina 30 ml olarak

aktarilmistir.

Nutrient Agar Plaklar: (NA)

Kullanim: Gecelik kiiltiirtin ml’sindeki bakteri sayisin1 bulma ve genotip kontrolii

1000 ml
Oxoid nutrient broth no:2 25¢
Agar 159
Distile su 1000 ml

52



Agar, broth ve su 2 L’lik kapta kanstirilip otoklavlanmis ve petri kutularma 30 ml

olacak sekilde aktarilmistir.

Nutrient Broth Siv1 Kiiltiir Ortami (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiyiitiilmeleri

200 ml
Oxoid nutrient broth no:2 509
Distile su 200 ml

Broth ve su karistirilip otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilip 4 °C’de saklanmistir.

Tuz Cozeltisi (1,65 M KCI + 0,4 M MgCl,)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 ml
Potasyum klortir 61,5
Magnezyum klortir 40,79
Distile su 500 mi

Maddeler distile suda ¢6ziilmiis ve 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak sterilize edilip 4

°C’de saklanmaistir.
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0,2 M Sodyum-Fosfat Tamponu (pH=7,4)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 mi
0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4 H,0) 13,82 g
0,2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) 1429
Distile su 500 ml

Karisim pH 7,4’e ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir.

0,1 M B-NADP Cozeltisi

Kullanimi: Mutajenite deneyinde S9 karisimi

5ml
B-NADP (F.W. 765,4) 383 mg
Steril distile su 10 mi
Sterilizasyon 0,22 um delik ¢apli filtrelerle yapilmistir.
1 M Glukoz-6-Fosfat Cozeltisi
Kullanim: Mutajenite deneyi i¢in S9 karisimi

10ml
Glukoz-6-fosfat 2,829
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Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0,22 um delik ¢apli filtrelerle yapilmistir.

S9 Karisimu (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi

50 ml
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2mi
MgCl,-KCl tuz ¢ozeltisi 1ml
1 M Glukoz-6-fosfat 0,25 ml
0,1 M B-NADP 2ml
0,2 M fosfat tamponu pH=7,4 25 ml
Steril distile su 19,75 ml

Karisim, her zaman taze olarak ve yeterince hazirlanmistir. Icerikler daima buz iginde

tutulmustur.
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3.1.2 Kardes Kromatid Degisimi, Kromozom Aberasyonu ve Mikroniikleus

Testinde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kromozom Medyumu (Biochrom Cat. No. F5023)

Bu ¢alismada hiicre kiiltiirii i¢in, Biochrom firmasinin tirettigi Chromosome Medium B
kullanilmistir. Chromosome Medium B’nin her litresinde asagidaki bilesikler verilen

miktarlarda bulunmaktadir:

MEM JOKLIK with

Non essential AmMINO ACITS.........cccooevireiineiiiiene 850 ml
HEPAIIN.....coiiiiiecie e 25000 E
Penicillin G, Sodium Salt............cooeveeeiiiiiee e 75000 E
Streptomycin Sulphate.............cccoovevieiieiieceece e 50 mg
Phytohemaglutinin M..........cccooiiiiiniiiiceee, 2,5 mg

Bu medyum steril kiiltiir tiiplerine her tiipe 2,5 ml olacak sekilde steril sartlarda

paylastirilmis ve bu miktarlarda kullanilmistir.
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Kolsisin (Sigma Cat. No. C9754)

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak kolsisin kullanilmaistir.
Kolsisin eriyigi saf su igerisinde hazirlanmis ve kromozom medyumunun her ml’sinde

0,06 ng olacak sekilde (0,06 ug/ml) 2,5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmistir.

Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’liik KCI (Merck) kullanilmistir. Eriyik bidistile su i¢inde
stok halinde hazirlanip agzi kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir. Her
preparasyondan yaklasik 2 saat 6nce yeteri kadar miktar alinip 37 °C’deki inkiibatorde

sitilip kullanilmistir.

Fiksatif

KKD ve KA deneylerinde 1 hacim asetik asitin 3 hacim metanol ile karistirilmasi
sonucu hazirlanan fiksatif kullanilmigtir. MN deneyleri i¢in birinci fiksatif, 1 hacim
glasiyal asetik asit: 5 hacim metanol ve 6 hacim %0,9 NaCl (1/5/6 glasiyal asetik
asit/metanol/%0,9’luk NaCl) karistirilarak hazirlanmistir. Diger iki fiksatif ise 1 hacim
glasiyal asetik asit ve 5 hacim metanoliin (1/5 glasiyal asetik asit/metanol) karistirilmasi
ile hazirlanmigtir. Fiksatifler, her preparasyonda kullanilmadan iki saat Once

hazirlanarak buzdolabinda saklanmustir.
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5’-Bromo-2’-Deoxyuridine (BrdUrd) (Sigma Cat. No. B 5002)

BrdUrd kardes kromatidlerin farkli boyanmasini belirleyebilmek amaciyla
kullanilmistir. Bu eriyikten 50 ul alinarak kiiltiir tiiplerine ilave edildiginde kiiltiir, son

konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde BrdUrd igermistir.

BrdUrd eriyigi steril bir erlen iginde bulunan ve steril saf su i¢inde BrdUrd maddesinin
eritilmesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik steril sartlarda por ¢ap1 0,2 pm olan bakteri
filtresinden (Sartorius, membran filtre) gegirilerek steril edilmistir. Sonra vida kapakli
steril cam kiiltiir tliplerine konulan bu eriyik, etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak

buzdolabinda saklanmistir.

Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

KKD’yi incelemek amaciyla preparat yapimi sirasinda preparatlar sorensen tamponu
icerisinde UV lambas ile 1sinlandirilmistir. Ayrica bu tampon %35’lik Giemsa boyasi

hazirlanmasinda da kullanilmastir.

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak iizere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢ozeltiler ¢alismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik

miktarlarda karistirilarak kullanilmastir.
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Hazirlanisi:
Tampon A:11,34 g KH,PO,4 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=4,8).

Tampon B:14,83 g Na;HPO,4.12H,0 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=9,3).

Isinlama eriyigi

5 ml Sorensen Tampon A

5 ml Sorensen Tampon B alinip bu karigimin distile su ile 100 ml’ye tamamlanmasiyla

hazirlanmistir (pH=6,8).

Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

Bu eriyik 1sinlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini artirmak
amactyla kullanilmistir. SSC eriyigini hazirlamak i¢in 11,05 gr trisodyum sitrat
(CsHsNaz07.2H,0) ve 21,9 gr NaCl kullanilmistir. Bu iki madde ayr1 ayr1 kaplarda bir
miktar saf su icerisinde ¢oziilmiis, daha sonra ayni kaba aktarilarak birbirleriyle

karistirilmis ve tizerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir.

Hazirladigimiz bu stok eriyik 5XSSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda saklanmistir.
Deneyimizde, bu stoktan 20 ml alip iizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile

tamamlanarak elde edilen 1XSSC kullanilmustir.
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Giemsa (Sigma Cat. No. 9204)

Deneylerimizde Sorensen tamponu iginde hazirlanmis olan %5’lik boya eriyigi

preparatlarin boyanmasinda kullanilmstir.

% 5°’lik Giemsa’nin Hazirlanmasi:

5 ml tampon A,
5 ml tampon B

5 ml Giemsa karistirilarak {izerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmistir

(pH=6,8).

Entellan (Merck Cat. No. 7961)

Preparat kapatma sollisyonudur. Preparatlar daimi hale getirilirken lam ve lamelin

birbirlerine yapistirilmasinda kullanilmistir.

Nitrik Asit (HNO3)

Lamlar1 temizlemek amaciyla 1 N ¢06zelti olarak hazirlanmistir. Plastik sisede

saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmistir.
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Mitomycin C (MMC)

Pozitif mutajen olarak kullanilmistir. KA ve KKD test yontemi i¢in 0,25 pg/ml MMC,
MN test yontemi i¢in 0,20 ug/ml MMC’nin aberasyonlara neden oldugu tespit edilmis

ve pozitif kontrol olarak bu konsantrasyonlar kullanilmistir.

Cytochalasin B (Sigma CAS No. 14930-96)

MN testinde, hiicre boliinmesi sirasinda sitokinezi engellemek ve iki niikleuslu hiicreler
olusturmak amaciyla kullanilmistir. Bu eriyikten 16 pl alinarak kdltiir tiiplerine ilave

edildiginde kiiltiir, son konsantrasyonu 6 pg/ml olacak sekilde Cyt-B icermistir.

Deneyde Kullanilan Deney Ekipmanlari

e Niive sogutmali inkiibator ES110

e 0,0001 g hassasiyetindeki Sartorius marka terazi

e Niive OT 4060 Otoklav

e Hanna Instruments H1221 pH metre

e Devir hiz1 4 000 rpm’e kadar yiikselebilen Hettich Universal marka santrifiij
e Olympus CH20 marka 151k mikroskobu

e BM 302 NUVE marka 0-60 °C ayarlanabilir, zaman ayarli su banyosu
e UV ve floresan ampiilii olan Labormed marka flow (steril) kabin

e +4-8 °C arasinda olan derin donduruculu (Profilo) buzdolab1

e Polietilen, vida kapakl steril kiiltiir tiipleri

e 24x76 cm’lik lam ve buna uygun ebatlarda 24x60 mm lameller

e 5 cc’lik plastik steril enjektorler
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3.2 Metot

3.2.1 Ames Testi

S. typhimurium Test Suslari

Deneyde, Maron ve Ames (1983) tarafindan, S. typhimurium LT2 atasal susundan in
vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA97, TA98, TA100 ve TA102 suslar1 kullanilmistir
(Maron and Ames 1983). Bu suslar Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim
Uyeleri’nden olan Prof. Dr. Nuran Diril’den temin edilmistir. TA97 ve TA98 suslari
kodon kaymasi, TA100 susu baz ¢ifti doniistimii tipindeki mutasyonlarin ve TA102

susu ise oksidatif tipi ve ochre tipi mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmstir.

Test Maddeleri

Denenen maddeler DMSO i¢inde ¢oziilmiisler ve +4 °C’de saklanmislardir. Sitotoksik
dozun belirlenebilmesi i¢in bir 6n ¢alisma yapilmis ve Anilofos i¢in 1000 pg/plak, 100
ug/plak, 10 pg/plak, 1 pg/plak ve 0,1 ug/plak konsantrasyonlari, Chlorthiophos i¢in ise
100 ug/plak, 10 pg/plak, 1 ug/plak, 0,1 pg/plak ve 0,01 ug/plak konsantrasyonlari

hazirlanmstir.

Bu calismada, test bakterilerinin stok kiiltlirlerinin hazirlanmasi, bakterilerin genetik
Ozelliklerinin kontrol edilmesi, mikrozomal fraksiyonun hazirlanmasi ve Ames testi

Maron ve Ames (1983) yontemine uygun olarak plak inkorporasyon metodu ile
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yapilmistir (Maron and Ames 1983). Deneyler S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda
olmak iizere iki grup halinde ¢alisilmistir. Her doz paralel 3 plak halinde denenmis ve
farkli zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica pozitif kontrol, solvent kontrol

ve spontan kontroller deneye paralel olarak denenmistir.

Salmonella Suslarina Ait Kiiltiirlerin ve Master Plaklarinin Hazirlanmasi

Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi’nden getirilen bakteri suslari HBA plaklarma
paralel ekimleri yapilip 37 °C’de 48 saat inkiibasyona alinmistir. Siirenin sonunda iyi
izole olmus bir koloni secilip, 2 ml NB ortamt i¢inde siispanse edilerek bir gece (12-16
saat) 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra platin dze ile bir 6ze dolusu sivi
kiiltir almip HBA {izerine ¢izgi ekim yapilarak plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibe

edilmistir. Bu plaklar 4 °C’de 2 ay siire ile saklanmig ve pasajlar yapilmistir.

Salmonella Suslarinin Stoklanmasi ve Stok Kiiltiirlerin Acilmasi

Genetik kontrolleri yapilarak HBA’ya ekilmis olan bakterilerden tek koloniler alinarak
2 ml NB i¢inde 37 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda steril ependorf
tiiplerinin igerisine 1 ml bakteri kiiltiiri ve 90 pl DMSO eklenerek yavasca
kanigtinlmistir. Kapaklar1 sikica kapatilarak sivi azot icerisine daldirilip ¢ikartilmis ve
boylece sok donmalart saglanmistir. Sok dondurulan kiiltiirler stok olarak kullanilmak
tizere -80 °C’ye kaldirilmistir. Bu stok kiiltiirler 1-2 yil siire ile tazeliklerini

korumaktadir.
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Salmonella Suslarimin Gecelik Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

TA97, TA98 ve TA100 suslari icin, master plaklarindan iyi iiremis bir koloni 6ze
yardimu ile alinarak 20 ml nutrient broth ve 63 pl ampisilin igerisinde siispanse edilmis
ve 140 rpm’de 16 saat calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Taze kiiltiir
hazirlamak igin 16 saatin sonunda bu kiiltiirlerden 500 ul alinip 20 ml nutrient broth ve
63 ul ampisilin igerisinde siispanse edilmis ve 110 rpm’de kullanimina kadar
inkiibasyonu saglanmistir. TA102 susu i¢in ise gecelik kiiltliriin igerisine ek olarak bir

de 5 pl tetrasiklin ilave edilmistir.

Salmonella Suslarimin Kontrol Testlerinin Yapilmasi

Bakterilerin Genotiplerinin Kontrol Edilmesi

Testin gilivenirligi acisindan test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip olup olmadigim
bilmek gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik ozellikleri bazi testlerle kontrol

edilmistir.

Histidin Gereksinimi Kontrolii

Bakterilerin MGA iizerine ekilmeleri sonucu his™ bakteriler his*’lardan ayirt edilir. Bu
amacla NB’de, bir gece iretilen bakterilerden MGA ve HB plaklarina ¢izgi ekim
yapilmigtir. 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyondan sonra HB plaklarinda {ireme
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gozlenirken MGA plaklarinda {ireme gozlenmemistir. Bodylece kullanacagimiz

bakterilerin his mutasyonunu tasidigi anlagilmistir.

uvrB Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyonun varligi UV isinlarina duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test i¢in,
NB’de bir gece biiyiitillen bakteri kiiltiiriinden 1 6ze dolusu alinip NA plaginin
tamamina paralel ekim yapilmistir. Plagin yaris1 (¢izgileri kesecek sekilde) plastik bir
plaka ile kapatilip 15 watt giiclinde bir UV lambasi ile 33 cm yiiksekten 8 sn siire ile
isinlanmistir. Isinlanmadan sonra petri kapaklari kapatilip 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Kullanilan UV 15181 dozu, uvrB mutasyonu tasiyan bakterileri dldiirecek
dozdadir. Ciinkii DNA kesme tamir etme mekanizmasi engellenmistir. Bundan dolay1
UV’ye maruz kalan kisimda iireme olmazken, plastik kapakla kapatilan kisimda normal
bir ireme gozlenmistir. Bu da bize kullanilacak bakterilerin uvrB mutasyonu tagidigini

gostermistir.

Rfa Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvariin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmustur ve
hiicre duvarinin gegirgenligi arttirilmistir. Varligi kristal viyoleye duyarlilik testi ile
tespit edilmistir. Bu test i¢in bakteri kiiltiirii NB’de bir gece biiyiitiillen 0,1 ml sivi
kiiltiir, 45 °C su banyosunda tutulan 2,5 ml top agar {izerine ilave edilip daha sonra NA
plaklaria dokiilerek plaklara 8 isareti yaptirilmistir. 10 dk donmas1 beklendikten sonra
plagin ortasina 0,5 cm c¢apli steril filtre kagidi diski yerlestirilip diskin ortasina %0,1’lik
kristal viyole karigtmindan 10 pl damlatilmigtir. Kagidin boyayr emmesi beklenilmis,
sonra plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda disk cevresinde

14 mm’lik tireme olmayan zon gozlenmistir. Bu zonda, boya maddesi bakterilerin igine
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kolayca girip etkiledigi i¢in bakterilerin iiremesini engelledigi i¢in bakterilerin rfa

mutasyonunu tasidiklart anlagilmistir.

R-faktor Varhgi Kontrolii

Test bakterilerinin icerdigi, R-faktér tasiyan pKM 101 plazmidlerinin kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin 6l¢lilmesi ile tespit edilmistir. Bu amagcla,
biiyiitillen NB i¢inde bakteri kiiltiirii (%0,8 Ampisilin/0,02 M NaOH) ampisilin i¢eren
HBA plaklarma ¢izgi ekim yapilarak, 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu sonunda, plazmid
iceren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biiytidiikleri gdzlenmistir. Yani bakteriler

R-faktor plazmidini igermektedirler.

Spontan Olarak Geriye Doniis Sikliginin Kontrolii

Mutant bakteri suslarmin kendiliginden (spontan) his” durumundan his® durumuna
dontismesi, belirli sinirlar iginde miimkiindiir. Bu simnirlar; TA100 igin 75-200
revertant/plaktir. Bu test i¢in, 37 °C’de, NB’de biiyiitiilen bir gecelik kiiltiirden 0,1 ml
alinip, 45 °C’deki su banyosunda tutulan 0,25 ml 0,5 M HB soliisyonu igeren 2,5 ml top
agar lizerine ilave edilmistir. Daha sonra test tiipii yavasca ¢alkalanarak MGA plaklarina

yayilmis ve 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler sayilmistir.
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Sivi Kiiltiiriin mI’sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sinde bulunan bakteri sayisin1 bulmak igin
HBA plaklarindan iyi tiremis bir koloni 6ze yardimi ile alinarak 20 ml NB igerisinde
siispanse edilmistir. Siispansiyon isleminden sonra kiiltiir ¢alkalamali inkiibatérde 37
°C’de 110 rpm’de 12-16 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda gecelik kiiltiirden 100
ul alinmis ve 20 ml NB bulunan erlen igerisine eklenerek taze kiiltiirleri hazirlanarak
140 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda taze kiiltiiriin %0,9 serum
fizyolojik ile 10°, 10, 107, 10, 10, 10° ve 10°® olacak sekilde bir dizi sulandirmalar
hazirlanmistir. Bu seyreltmelerden NA plaklarina her bir konsantrasyondan 3 petri
olacak sekilde 100 ul’lik miktarlarda alinarak 45 °C’deki su banyosunda tutulan 2,5 ml
top agar lizerine ilave edilmistir. Daha sonra test tiipii yavasca calkalanarak NA
plaklarina yayilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler
saytlmistir. S. typhimurium ile yapilan mutajenite testlerinde kullanilan bakteri

kiiltiiriiniin 1 m1’sinde 1-2 x 10° ml/bakteri olmasi ongoriilmektedir.

Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Sitotoksik etkinin saptanmasi deneyi Dean vd. (1985)’e gore yapilmistir. Kullanilan test
bilesiklerinin, test bakterileri i¢in 6ldiiriicii dozunun saptanmasi amaciyla 2 ml top agara
0,1 ml bakteri kiiltiirii ve 0,1 ml degisik konsantrasyonlarda uygulanan maddelerden
ilave edilmistir. Oncelikli olarak maddelerin 0,1 pg/plak, 1pg/plak, 10 pg/plak, 100
ng/plak ve 1000 pg/plak ve 10000 pg/plak konsantrasyonlar: test tlipiine eklenmistir.
Tiipteki karisim 3 ayr1 NA plagina dokiilerek plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis,
inkiibasyondan sonra plaklardaki ortalama koloni sayisi belirlenmis ve kontrol plaklar
ile karsilastirilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir. Mutajenite

deneylerinde, toksik dozun altindaki dozlarla ¢alisilmistir.
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S9 Karisiminin Hazirlanmasi

Ames test sistemi i¢in standart S9 karisimi bilesenleri 8 mM MgCl,, 33 mM KCI, 5 mM
glukoz-6-fosfat, 4 mM B-NADP, 100 mM Na-fosfat pH:7,4 ve bu karisimin her ml’si
icin 0,04 ml derisimindeki S9 fraksiyonudur. Karisim her mutajenite deneyi i¢in taze

hazirlanmakta ve deney siiresince buz igerisinde saklanmaktadir.

Ames Mutajenite Testinin Yapihisi

Deneyin amaci, daha 6nceden biiyiimesi icin histidin aminoasidine gereksinim duyan
oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar histidin sentezleyebilir hale

doniigsmesi temeline dayanir. Ames testi, Maron ve Ames (1983)’e gore yapilmistir.

S9’suz (-) Deney

Bu amagla, iglerine 0,25 ml histidin biyotin ¢ozeltisi ilave edilmis 2,5 ml’lik top agar
iceren deney tiipleri 45 °C’lik su banyosunda isitilip i¢lerine 0,1 ml test maddesi ve 0,1
ml 5 saatlik taze bakteri kiiltiiri eklenmistir. Tiipler calkalanarak 37 °C’ye 1sitilmig
MGA plaklarina dokiilmiis, plaklara hizla 8 isareti yaptirilarak top agarin plak iizerine
homojen dagilmasi saglanmistir. 15 dakika donmasi beklendikten sonra plaklar ters
cevrilerek 37 °C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney her doz i¢in 3 ayr1 plak olmak {izere
hazirlanarak iki bagimsiz deney yapilmis ve sonuglarin degerlendirilebilmesi igin
deneylere paralel olarak spontan kontrol, solvent kontrol ve pozitif kontrol

kullanilmistir.
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S9’lu (+) Deney

Plak inkorporasyon testinde, test bilesigi, bakteriyel test susu, S9 karisimi top agara
karistirilarak MGA’ya dokiilmiistiir. Plaklar 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. Bu
siire sonunda plaklardaki his* revertant bakteri kolonileri sayilmistir. Bu yontemde, 0,25
ml HB eklenmis 45 °C’deki 2,5 ml’lik top agara, test susu kiiltiirinden 0,1 ml, test
edilecek kimyasaldan 0,1 ml ve S9 karisimindan 0,5 ml eklenip diisiik hizda 3 saniye
vortekslenerek oda sicakligindaki MGA plaklaria yayilmistir. Top agarin plagin biitiin
yiizeyine donmadan yayilmasini saglamak icin karigtirma, dékme, yayma isleminin
timii, 20 saniyeden az bir siirede yapilmistir. Her deneyde, her susun geri dénme
ozgiilliiklerini ve S9 karigiminin etkisini dogrulamak icin pozitif mutajen kulanarak
pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. Bakteriyi, S9 karisiminit ve kullanilan
¢oziicliyli iceren fakat test edilen kimyasali icermeyen negatif kontrol plaklar1 her sus
icin kendiliginden geriye donen bakteri sayisinin saptanmasinda kullanilmistir. Deney

her doz i¢in 3 ayr1 plak olarak uygulanmis ve iki bagimsiz deney yapilmuistir.

3.2.2 Kardes Kromatid Degisimi ve Kromozom Aberasyon Testi

Bu calismada materyal olarak saglikli ve sigara igmeyen 24-30 yaslar1 arasinda iki

bayan ve iki erkekten alinan periferik kan kullanilmigtir.

Caligmada kullanilan kimyasal maddelerin periferik kan kiiltiiriindeki genotoksisitesini
tespit etmek amaci ile KA, KKD ve MN test yontemleri kullanilmistir. Uygulanan test
yontemleri ile KA, KKD ve MN sayilar1 saptanmis ve boliinme indekslerini tespit
etmek icin siras1 ile M1, PI ve CBPI oranlari belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak MMC,

negatif kontrol olarak ise bu pestisitleri ¢ozen DMSO kullanilmistir.
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Pestisitlerin Konsantrasyonlarinin Se¢imi

Calismada uygulanacak pestisitlerin konsantrasyonlarinin se¢imi i¢in 6n ¢alisma
yapilmistir. Uygulanacak konsantrasyonlar MIi inhibisyonu (MI)>%50 temeline
dayanilarak secilmistir (Sivikova and Dianovski 2000).

Negatif Kontrol Konsantrasyonu

Chlorthiophos ve Anilofos organik ¢oziiciilerde ¢oziinen bir kimyasal formiilasyona
sahiptir. Organik ¢oziicii olarak DMSO kullaniimigtir. DMSO’nun konsantrasyonu
toksik olmayan miktarda, daha once yapilan arastirmalara dayanarak seg¢ilmistir. Doku
kiiltiirinde DMSO’ya bagli anormallikleri, DMSO’da ¢oziinmiis pestisitlerin neden
oldugu anormalliklerden ayirmak amaci ile DMSO negatif kontrol olarak secilmistir.
DMSO’nun kiiltiir ortaminda fazla miktarda bulunmasi, bu kimyasala bagh
anormalliklere neden olacagindan ortamdaki konsantrasyonu %1°1 ge¢cmemelidir

(Laffon et al. 2001, Gonzalez Borroto et al. 2001, 2002).

Pozitif Kontrol Konsantrasyonu

Laboratuvar sartlarimizda periferik kan Kkiiltiirii metodunun standartlar Ol¢iisiinde
uygulandigimi gostermek amaci ile daha 6nceden pozitif etkisi kanitlanmis, anormallik
yapan genotoksik bir madde kullanilmistir. Bunun i¢in KA, KKD ve MN testlerinde
pozitif sonuglar veren MMC secilmistir. Kan kiiltiirine MMC uygulamas1 sonucu
anormallik sayisinin istatistiksel agidan anlamli olmas1 yontemin dogru uygulandigini

gostermektedir.
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Yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda; KA ve KKD test yontemi i¢in 0,25 pg/ml MMC, MN
test yontemi i¢in 0,20 pg/ml MMC’nin aberasyonlara neden oldugu tespit edilmis ve

pozitif kontrol olarak bu konsantrasyonlar kullanilmistir.

Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltiir siiresinin bitiminden iki giin dnce, etiketli olan lamlar dik saleye dizilmis ve sale,
lamlarin iizeri iyice Ortiillecek sekilde 1IN HNOj3 ¢ozeltisi ile doldurulmustur. Salenin
agz1 kapatilarak 24 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda lamlar, yarim saat boyunca
akan ¢cesme suyunda iyice yikanmistir. 3-4 defa saf sudan gegcirildikten sonra sale saf su

ile doldurularak buzdolabinda saklanmistir.

Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi

1. Insan periferal lenfosit kiiltiiriiniin hazirlanmasi igin, saglikli, sigara igmeyen ve
ilag kullanmayan iki bayan ve iki erkekten (24-30 yaslar1 arasinda) alinan 1/10
oraninda heparinize edilmis periferik kan 6rneklerinden 6 damla (0,2 ml) steril
sartlarda 2,5 ml’lik kromozom medyumuna ekilmistir (Rencilizogullar1 ve

Topaktas 1991).

2. Yine steril sartlarda daha 6nceden hazirlanan BrdUrd eriyiginden her tiipe son

konsantrasyonu 10 pg BrdUrd/ml medium olacak sekilde ilave edilerek iyice
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karistirtlmis ve hiicre kiiltiirii 371 °C’de 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.
BrdUrd igeren DNA dogal ve yapay 1sik tarafindan bozuldugu ig¢in, hiicre

kiiltiirii inkiibasyon boyunca karanlikta tutulmustur.

Test Maddelerinin Uygulanmasi

1.

2.

3.

4.

Test maddelerinin etkisini incelemek amaciyla, bu maddeler 24 saatlik uygulama
icin kiiltiir siiresi baglangicindan 48 saat sonra, 48 saatlik uygulama icin ise
kiiltiir siiresi baslangicindan 24 saat sonra 2,5 ml kromozom medyum B igeren

kiiltiir ortamina ilave edilmislerdir.

Chlorthiophos ve Anilofos’un her ikisi i¢in de bu dozlar 25, 50, 100 ve 200
pg/ml olarak belirlenmistir. Kimyasal maddeler inkiibasyon sonuna kadar (hasat

islemi baslayana kadar) kiiltlir ortaminda kalmistir.

Ayrica her deneyin bir spontan kontrolii, DMSO ilave edilmis bir negatif
kontrolii ve MMC ilave edilmis bir pozitif kontrolii vardir. Negatif kontrolde,
kiiltiir tiipiine 9 pul DMSO/ml olacak sekilde DMSO eklenmistir. Pozitif
kontrolde, kiiltiir tiiptine MMC son konsantrasyonu 0,25 pg/ml olacak sekilde

ilave edilmistir.

Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat oOnce (kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe
hazirlanan kolsisin eriyiginden 20 pl (0,06 pg/ml) ilave edilmis ve tiipler hafifce
sallanarak karistirllmistir. Bu sekilde hiicreler 37+1 °C’de 2 saat kolsisin ile 6n

uygulamaya tutulmustur.
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Lenfositlerin Izolasyonu

1. Kiiltiir siiresinin sonunda (72. saatin bitiminde) kiiltiir tiipleri inkiibatorden

aliarak 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir.

2. Dipte kalan ve hiicreleri igeren 0,5-0,7 ml’lik siv1 iyice karistirildiktan sonra
tiiplere, hiicrelerin sismesi amaciyla inkiibatorde 37 °C’ye kadar 1sitilan
hipotonik eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karigtirarak
yapilmigtir ve hiicre siispansiyonu pipetleme yapilarak homojen hale
getirilmistir. Aksi halde hiicrelerde kiimelesme olmakta ve amaca uygun

preparatlar hazirlanamamaktadir.

3. Her tiipe 10 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra agzi kapatilan tiipler
inkiibatére konmustur. Hiicreler 37 °C de 5 dk boyunca hipotonik eriyik ile

muamele edilmistir.

4. Siirenin sonunda tiipler 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda

slipernatant atilmistir.

5. Daha sonra hipotonik eriyik ilavesinde oldugu gibi yavas yavas ve karistirarak

her tiipe 10 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir.
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6. Oda sicakliginda 20 dk fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmis ve silipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave

edilmistir.

7. Ikinci fiksatif isleminden sonra tiipler oda sicakliginda 10 dakika bekletilmis ve
daha sonra {igiincii fiksatif uygulama iglemi gerceklestirilmistir. Bu asamada oda

sicakliginda hi¢ beklenmemis ve tiipler dogrudan santrifiij edilmistir.

8. Ugiincii kez fiksatifle muamelenin sonunda tiipte kalan sivinin tamamen
berraklastigi ve lenfosit hiicrelerinin dipte beyaz bir leke seklinde izole oldugu
goriilmistiir. Son santrifiijden sonra (1200 rpm’de 10 dk) dipte 0,5-0,7 ml siv1

kalacak sekilde siipernatant atilmig ve preparat yapma islemine gegilmistir.

Preparat Hazirlanmasi

1. Tipiin dibinde kalan hiicreler pastor pipeti ile karistirilarak homojen hale

getirilmistir.

2. Pastor pipetine 4-5 damla olacak sekilde hiicre siispansiyonundan g¢ekilmistir.
Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan pastdr pipetinden daha &nce
temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanan lamin {izerine 45 cm
yiikseklikten farkli alanlara birer damla olmak iizere hiicre siispansiyonu
damlatilarak hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam iizerine yayilmasi
saglanmstir.

3. Her preparattaki farkli alanlara yaklasik olarak 3 damla kadar siispansiyon

damlatilabilir. Hiicre siispansiyonunun lamlara dagitilmasi esnasinda damlalarin
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iist liste diigmemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar

kurumak tizere 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

1.

3.

4.

KA igin; en az bir gece kurutulan preparatlar sorensen tamponunda hazirlanan

%S5’lik giemsa ile 18 dk boyanmustir.

Boyadan ¢ikan preparatlar distile suda ¢alkalanmistir. Boyanan preparatlar en az

1 gece kurutulmus, entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak amaciyla
Speit ve Haupter (1985)’1n gelistirdikleri metod modifiye edilerek kullanilmistir.
Bu amagla bir giinliik preparatlar 1g1nlama kabina konarak {izeri bir film seklinde
sorensen tamponu ile (1sinlama eriyigi) ortiilecek sekilde kapatilmistir. Isinlama
eriyiginin az ya da fazla olmasinin kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini

onemli derecede etkiledigi goriilmiistiir.

Bu sekilde ince bir tabaka halinde 1sinlama eriyigi ile Ortiilen preparatlar,
karanlikta 15 cm yiikseklikten 30 wattlik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen

tek ultraviole lambasi ile 30 dk 1sinlandirilmistir.
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5. Isinlama bittikten sonra preparatlar daha Onceden sicak su banyosuna
yerlestirilerek 1sinmasi saglanan 1XSSC eriyigi igerisinde 60 °C (0,2 °C)’de 60
dk inkiibe edilmistir.

6. Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk o6nce %S5’lik giemsa boya eriyigi

hazirlanmistir.

7. Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1XSSC eriyiginden alinarak dogrudan
boya igerisine konmus ve yaklasik olarak 18 dk boya igerisinde bekletilmistir
(kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu siirenin sonunda elde
edilmistir). Bu siire laboratuvar sartlarina gore degisebilir. Dolayisiyla en uygun

boyama siiresinin her ¢calismada denenerek bulunmasi daha dogru olur.

8. Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis ve ii¢ ayr1 kaptaki saf sudan
gegirilerek preparatlarin iizerindeki fazla boyanin akmasi saglanmistir. Bundan

sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakilmistir.

9. Boyanmus preparatlar kuruduktan sonra entellan ile kapatilarak daimi hale

getirilmistir.

Daimi Preparatlarda Mikroskobik inceleme

1. Hazirlanmis olan daimi preparatlar 151k mikroskobunda immersiyon objektifi ile

incelenmigtir (10 x 100 = 1000 biiyiitmede).
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2. Bu incelemeler sirasinda KKD sayis1 ve KA belirlenmistir.

3. Ayni preparatlarda birinci, ikinci ve iiglincii mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerin
sayist ve toplam hiicre igerisinde mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerin sayisi

saptanmistir.

4. Bu incelemeler sonucunda PI ve Mi saptanmustir.

KKD ve PI’nin Saptanmasi

KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her kisinin kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci mitozu
geciren 25 hiicrede (4 kisiden toplam 100 hiicrede) saptanmistir. KKD sayist bir
kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin veya koyu
boyanmis kromatidindeki acik boyanmis parcalarin sayilmasiyla belirlenmistir
(Topaktas ve Speit 1990). Ortadan bir parga degisimi olmus ise bu iki KKD olarak
degerlendirilmis (Sekil 3.1.a), uctan parga degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak
sayilmistir ve Sekil 3.1.b’de gosterilmistir. Ancak bu incelemeler esnasinda
kromatidlerin primer bogum boélgelerinden doniim yapip yapmadiklarina dikkat etmek
gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda KKD yoktur. Bu durum Sekil 3.1.c’de

verilmistir.

77



2 KKD 1 KKD KKD yok

Sekil 3.1 Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak

gosterilmesi (Topaktas ve Speit 1990).

Proliferasyon Indeksinin (PT) (Replikasyon Indeksi=RI) Saptanmasi

Chlorthiophos ve Anilofos’un DNA replikasyonu iizerindeki etkilerini saptamak amaci
ile PI bulunmustur. Bunun icin her bireyden tesadiifi segilmis 100 hiicre incelenmistir.
Bu incelemeler sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve {¢iincii metafaz devresindeki

hiicreler sayilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak PI su sekilde hesaplanmistir:
Pi= 1xM1+2xM2+3xM3/100
M1: 1. Mitozdaki hiicre sayisi
M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi

M3: 3. Mitozdaki hiicre sayisi
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Birinci, ikinci ve tlgiincii mitozlar su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas ve Speit 1990):
BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu olan bilesiklerdir.
BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklar1 benzen halkasindaki 5. C atomuna
dT’de CHs, BrdUrd’de Br ve dU’da H atomunun bagli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Bu bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.

0
e
O °N

OH
Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)

Sekil 3.2 Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin (DU)’in kimyasal
yapilari

BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin analogu oldugundan dolay1 kiiltiir
ortamima BrdUrd koydugumuzda hiicre DNA’si replike ettigi sirada (1. S fazinda)
yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi, i¢ine timinin yerine ortamda bulunan BrdUrd’yi
alacaktir. Boyle hiicrelerin kromozomlar1 boyandiginda bir kromozomun her iki
kromatidi de (dT/BrdUrd:dT/BrdUrd) homojen koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler
birinci mitoz béliinmeyi gegiren hiicrelerdir. Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerin
ayirt edilmesine ait seklin sematik olarak agiklanmast Sekil 3.3.A {izerinde

gosterilmistir.

Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen yavru hiicreler tekrar S

fazina girdiginde (BrdUrd'li ortamda 2. S fazi) timin ihtiva eden poliniikleotid ipligine
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komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdUrd yer alacaktir. Bu iki
poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini (dT/BrdUrd)
olusturacaktir. BrdUrd'li iplige komplementer olarak sentezlenen yeni iplige de BrdUrd
girecektir ve bir kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipligi de BrdUrd ihtiva
ettiklerinden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid ayni kromozomun agik boyanan
kromatidini olusturacaktir. Iste bu hiicrenin metafaz devresinde preparat yapildiginda
hiicrenin tiim kromozomlarinin (dT/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd) kromatidlerinden biri
koyu digeri ise agik renkte boyanacaktir. Bunlar da ikinci mitoz béliinmeyi gegiren
hiicrelerdir. ikinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelere ait sematik goriintii Sekil 3.3.B’de

verilmistir.

Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd'li ortamda 3. S fazi) ikinci mitozda agik
boyanan kromatidden tiim poliniikleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom
meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de acik renkte boyanacaktir
(BrdUrd/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). Ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise, bir
kromatidin her iki ipligi BrdUrd'li ve diger kromatidin bir ipligi BrdUrd'li diger ipligi
timinli olan bir kromozom olusacaktir. Bu kromozom da boyandiginda bir kromatidi
koyu renkte, bir kromatidi de agik renkte boyanacaktir (dT/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd).
Iste bdyle hiicrelerin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin her
iki kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi acik, diger kromatidi de
koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler de tigiincli mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir
liciincii mitoza ait hiicreleri gdsteren sematik goriintii Sekil 3.3.C’de gdsterilmistir. Iste
bu sekilde 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi geciren hiicreler ayirt edilmis, bu hiicrelerin 100
hiicre icindeki sayis1 saptanmis, bundan da yukarida belirtilen formiile gore

proliferasyon indeksi (PI) hesaplanmistir.
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1.G1
1.8 (+BrdUrd)

A-1 Mitoz

261
2.5 (+BrdUrd)

B-2 Mitoz

3.61
3.5 (+BrdUrd)

C-3 Mitoz

Sekil 3.3 BrdUrd’in DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerin

[ Normal DNA tek iplii

OO0 BrdUrd girmig DNA tek ipligi

O d
0 0
0 0
0 i
0
O
0
D OogooOod
0 0o — 1
. I.DD OOo0OOd
H HH ooOod
00
B 00
0 00
0 0d
00 0 0oL 00
oo ™| |0 ooroo
00 0 0ol |00
00 0 ool |00

Koy boyanan kromatid

Actk boyanan kromatid

ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi (Topaktas ve Speit 1990).
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Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

Kromozom Yapi ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

KA test yontemi ile hazirlanan preparatlarda iyi dagilmis 46 kromozom bulunan
metafazlar tespit edilerek kromozomlarda kromatid kirik, kromozom kirik, kromatid
gap, kromozom gap, kromatid degisimi, fragment, halka kromozom gibi aberasyonlar

belirlenmistir.

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip toplam 100
hiicre (4 kisiden toplam 400 hiicre) KA’y1 saptamak amaciyla incelenmistir. Bu hiicreler
icinde gozledigimiz kromozom yap1 ve sayr anormallikleri Uluslararast Insan
Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International System for Human
Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve adlandirilmistir
(Mitelman 1995). Incelenen bu 100 hiicre icinde yapisal ve total kromozom
anormalliklerinin ~ yiizdesi  bulunmustur. Bu g¢alismada sayisal kromozom
anormalliklerinden daha c¢ok yapisal kromozom anormallikleri belirlenmistir.

Dolayisiyla sayisal kromozom anormallikleri degerlendirmeye alinmamastir.

Bu caligmada gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir. Gaplar ile kromatid ve
kromozom tipi kiriklar arasindaki farklar, Kauderer vd. (1991)’nin bildirdigine gore su

sekilde ayirt edilmistir:

Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid tipi gap) veya kromatidin her ikisinde
(kromozom tipi gap) goriilen boyanmamis bdlge bir kromatidin genisliginden daha
azdir. Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid tipi kirik) veya her iki kromatiddeki

(kromozom tipi kirik) boyanmamis boélge bir kromatidin genisliginden daha fazladir.
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Iste bu 6lciilere gore gap ve kromatid kiriklari ayr1 ayri saptanmustir. Mace vd. (1978)
ise gap bolgesinde DNA ipliginde kirik olmadigini elektron mikroskobu fotograflarinda

gostermislerdir.

Mitotik indeks (Mi)’in Saptanmasi

Chlorthiophos ve Anilofos’un mitoz boliinme tizerindeki etkilerini saptamak amaci ile
mitotik indeks bulunmustur. Bunun i¢in her kisiye ait preparatlardan toplam 3000 hiicre
incelenmis ve bunlar arasindaki metafaz devresinde olan hiicreler saptanarak
kaydedilmistir. 3000 hiicre igerisinde metafazlarin orani yiizde cinsinden hesaplanarak

MI saptanmistir.

3.2.3 Mikroniikleus Testi

Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi

1. In vitro mikroniikleus testinde Rothfuss vd. (2000)’nin gelistirdikleri yontem

modifiye edilerek kullanilmistir.

2. Saglikli ve sigara igcmeyen yaslar1 birbirine yakin (24-30 yaslar1 arasinda) iKi

erkek ve iki bayandan alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan Grnekleri
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kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0,2 ml) ekilmistir

(Renciizogullar1 ve Topaktas 1991).

3. Hiicre kiiltiirti inkiibatorde 37+1 °C’de 68 saat i¢in inkiibe edilmistir.

Test Maddelerinin Uygulanmasi

1. Chlorthiophos ve Anilofos’un etkisini incelemek igin 25, 50, 100 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlardaki maddeler kiiltiir ortamina, kiiltiiriin baslangicindan 20 ve

44 saat sonra ilave edilmistir.

Ayrica her deneyin bir spontan kontroli, DMSO ilave edilmis bir negatif
kontrolii ve bir pozitif kontrolii vardir. Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat
sonra her tiipe konsantrasyonu 6 pg/ml olacak sekilde Cyt-B maddesi ilave

edilmis ve boylece boliinen hiicrelerde sitokinez engellenmistir.

Lenfositlerin izolasyonu

1. Inkiibasyonun sonunda, kiiltiir tiipleri 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
slipernatant atilmig ve hiicrelerin bulundugu tiiplere hipotonik eriyik (%0,4 KCI)
ilave edildikten sonra tiipler inkiibasyon yapmaksizin direkt olarak santrifiije
alinmistir. Hipotonik eriyik, kiiltiire yavas yavas ve pipetleme yapilarak ilave

edilmistir.
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2. Kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve slipernatant atilarak birinci
fiksatif (1/5/6=glasiyal asetik asit/metanol/%0,9 NaCl) ilave edilmis ve hiicreler

bu fiksatif ile muamele edilmistir.

3. Birinci fiksatif ile oda sicakliginda 20 dk muameleden sonra 1200 rpm’de 10 dk
daha santrifiij edilen tiiplere iki kez glasiyal asetik asit/metanol (1/5) ilavesi
yapilmig ve 2. fiksatif uygulamasinda oda sicakliginda 10 dk, 3. fiksatif

uygulamasinda ise hi¢ beklemeden tiipler santrifiije alinmistir.

4. Sonra santrifiij yapilarak siipernatant atilmis ve kiiltiir tliplerinin dibinde

toplanmis olan hiicreler resiispanse edilmistir.

5. Daha sonra, hiicre silispansiyonu soguk ve temiz lamlar iizerine 10 cm

yiikseklikten damlatilarak preparatlar hazirlanmistir.

Preparatlarin Boyanmasi

1. Hazirlanan preparatlar bir giin sonra Sorensen tamponunda hazirlanmis %5 lik
giemsa boyasi ile 18 dk boyanmis ve ii¢ ayr1 kapta bulunan saf sudan gegirilerek

kurumaya birakilmstir.

2. Kuruma isleminden sonra preparatlar entellan ile kapatilarak incelemeye hazir

hale getirilmistir.
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3. Hazirlanan daimi preparatlar 151k mikroskobunda 10 x 40 = 400 biiylitmede

incelenmistir.

Mikroniikleus Sayis1 ve Sitokinezi-Blok Proliferasyon Indeksi (CBPi)’nin

Saptanmasi

MN sayisini belirlemek amaciyla her bir kisiye ait daimi preparatlarda her kisinin, her
uygulama grubu ve kontrollerinde iki niikleusa sahip (biniikleer) toplam 2000 hiicre
incelenmis ve bu biniikleer hiicreler igerisinden mikroniikleuslu olanlar saptanmuistir.
Ayrica buna ek olarak CBPI oranlar1 hesaplanmistir. Biniikleer hiicre ve mikroniikleus

ayirimi Titenko-Holland vd. (1997) ve Fenech (2000)’e gore yapilmistir:

1. Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da oval goriiniime sahip
olmalidir.

2. Benzer olarak, niikleuslar belirgin niikleus zariyla ¢evrili yuvarlak ya da oval
olmalidir.

3. Igerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir niikleus béliinmesi geciren
hiicrelerdir.

4. MN’ler sadece ana niikleusun 1/3’i ya da daha kii¢iik olduklarinda hesaba
katilmalidir.

5. MN’ler ana niikleus gibi boyanmalidir.

6. MN’ler ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir (Titenko-Holland
et al. 1997, Fenech 2000).

Sitokinez bloklama yonteminin en Onemli yarari, bdliinen hiicre populasyonunda
niikleus boliinmesinin ilerleyisini ve c¢ogalmasini Slgebilmesidir. Bu durum, Cyt-B

ilavesinin ardindan olusan bir niikleuslu, iki niikleuslu ve multiniikleuslu (>2) hiicrelerin
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sayllmasiyla yapilir. CBPI Eastmond ve Tucker (1989) tarafindan &nerilen formiile gore

hesaplanmustir.

CBPi= (MI+ 2xMI1 + 3xMIIl + 4xMIV) / N

Formiile gére, MI bir niikleuslu, MII iki niikleuslu, MIII i¢ niikleuslu, MIV dort
niikleuslu hiicrelerin sayismni, N ise toplam hiicre sayisin1 gdstermektedir. CBPI nin
hesaplanmas1 kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik etkisini gdstermede 6nemli
bilgiler saglar (Fenech et al. 1997). Bu nedenle, MN bakimindan incelenen preparatlar
daha sonra CBPI’yi belirlemek igin tekrar incelenmistir. CBPI icin, her bir kisinin
preparatlarindan tesadiifi secilmis alanlarda toplam 2000 hiicre (dort kisi i¢in toplam

8000 hiicre) incelenmistir.

Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢ekme islemi Olympus marka mikroskoba bagl dijital fotograf makinasinda x
400 biyiitmede yapilmigtir (Olympus BX50). Bu islem sirasinda 1., 2. ve 3. mitoz
boliinmeyi gegiren hiicrelerin, bazi ilging kromozom anormalliklerinin ve
mikroniikleuslu biniikleer hiicreler ile 1, 2, 3 ve 4 niikleuslu hiicrelerin fotograflari

cekilmistir.
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Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KA, KKD, Mi, Pi, CBPi ve MN
parametrelerine ait veriler uygulamali gruplardan elde edilen sonuglar ile onlarin
kontrolleri (kontrol, negatif kontrol ve pozitif kontrol) arasindaki farkin 6énemli olup

olmadig student-t testi ile karsilastirilmistir.

Istatistiksel analizler SPSS 10,0 for Windows istatistik programi ile bilgisayarda
yapilmustir. Istatistiksel analizlerde p<0,05 anlaml1 kabul edilmistir. Degerler, ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir. Doz-etki iliskisini belirlemek amaciyla regresyon

denklemi ve korelasyon katsayis1 bulunmus ve regresyon dogrusu ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Ames Testine Ait Bulgular

Ames testi, calismada kullanilan pestisitlerin farkli dozlarinin mutajenik 6zellige sahip
olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amagcla histidin liretemeyen S.
typhimurium TA97, TA98, TA100 ve TA102 bakteri suslart kullanilmis olup, bu
suslarin histidin iiretebilir hale gelip gelmediklerine bakilarak pestisitlerin mutajeniteleri
belirlenmistir. Histidin {iretebilir hale gelen bakterilerin olusturduklari kolonilerin
sayisi, negatif kontrol grubunun koloni sayisiyla karsilastirilmistir. Buna gore negatif
kontrol grubunun koloni sayisimi iki katina ¢ikaran konsantrasyon degeri mutajenik
konsantrasyon olarak kabul edilmektedir. Koloni sayisinda doza baglh bir artis olma
durumunda ise bu maddenin, zayif mutajenik etkiye sahip oldugu kabul edilmektedir

(Mortelmans and Zeiger 2000).

Deney oOncesinde tiim suslar icin spontan geri donilisiim sayist bulunarak test
bakterilerinin deneyler i¢in uygunlugu dogrulanmistir. Bununla beraber mutant olan bu
bakteriler, genetik Ozelliklerini ¢ok cabuk degistirebildikleri i¢in her deneyden Once
mutlaka genetik kontrolleri yapilarak deney i¢in uygun olup olmadiklarinin saglamasi
yapilmistir. Bu bakterilere ait genetik kontroller Resim 4.1, Resim 4.2, Resim 4.3 ve
Resim 4.4’de verilmistir. Genetik kontrollerin yani sira kullandigimiz pestisitlerin
uygulanacak dozlarinmi belirlemek i¢in denemeler kurulmus ve her pestisit i¢in sitotoksik
dozlar belirlenmistir. Deney sonunda elde edilen sonuglar, standart sapmalari ile birlikte
ortalamalar1 alinarak, istatistiksel agidan Mann-Whitney U testi kullanilarak, ¢6ziicli

kontrolii olan DMSO sonuglart ile karsilastirilip degerlendirilmistir.
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Resim 4.2 S. typhimurium TA100 susunun uvrB mutasyonu kontrolii

90



Resim 4.3 S. typhimurium TA100 susunun rfa mutasyonu kontroli

Resim 4.4 S. typhimurium TA100 susunun spontan olarak geriye doniis sikligi kontroli
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Yapilan testler sonucunda elde edilen bulgulara gore, TA97, TA100 ve TA102 suslarin
da her iki pestisitin de tiim konsantrasyonlari hem S9 karaciger enzimi fraksiyonunun
varliginda hem de yoklugunda koloni sayisini iki katina ¢ikaran bir konsantrasyon tespit
edilememistir. Aynm1 zamanda doza bagli olarak koloni sayisinda yine bir artis
bulunamamaistir. Bu sonuglar, bu iki pestisitin de kullanilan tiim dozlarinin bu ii¢ susta
mutajenik etkiye sahip olmadigin1 gostermistir. Dolayistyla bu pestisitler TA97 susunun
belirledigi ¢er¢eve kaymasi mutasyonlari, TA100’lin belirledigi nokta mutasyonlar1 ve

TA102’nin belirledigi oksidatif tipteki mutasyonlara sebep olmamaktadir.

Chlorthiophos’un mutajenitesini belirlemek iizere yapilan Ames testi sonuglarina gore
bu madde TA98 susunun S9 fraksiyonu yoklugunda yapilan uygulamalar disinda
kullanilan tiim suslarda herhangi bir mutajenik etki gdstermemistir. Fakat TA98
susunun S9 fraksiyonu yoklugunda uygulanan bes farkli dozun timiinde Kkontrol
grubunun iki katin1 asan degerlere rastlanmistir. Dolayisiyla bu da maddenin bu susta

mutajenik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Anilofos’ta ise yine TA98 susunun S9 fraksiyonu yoklugunda yapilan ¢aligmasinda 10
ug/plak, 100 pg/plak ve 1000 pg/plak konsantrasyonlarinda kontrol grubu degerinin iki
katina yakin degerler elde edilmis olup bu dozlarin da mutajenik oldugu dolayisiyla
cerceve kaymasit mutasyonlarina neden olabileceg8i tespit edilmistir. Ancak TA98
susunun S9 fraksiyonu varliginda yapilan c¢alismalarda ise herhangi bir mutajenik

aktiviteye rastlanilmamuigtir.

S. typhimurium TA97, TA98, TA100 ve TA102 suslari ile yaptigimiz ¢alismada TA98
susu disinda uygulanan tiim dozlarin S9 varliginda elde edilen ortalama revertant koloni
sayllarinin S9 yoklugundaki revertant koloni sayilarmma gore daha yliksek oldugu
gozlemlenmistir. Ames testine ait tiim veriler ve istatistiki degerlendirmeler Cizelge

4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Salmonella typhimurium TA97, TA98, TA100 ve

inkorporasyon testi sonuglari

TA102 suslar1 ile denenen pestisitlerin S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda plak

Revertant Sayisi

. Doz Aritmetik Ortalama+ Standart Sapma
Test Maddesi o1k TA97 TA98 TAL00 TAL02
S9() S9(+) S9() S9(+) S9(-) S9(+) S9(-) S9(+)
100 95+13,3* 120,5+9,6 61,33+£10,5*™ 23,5+3,5 96+4,1* 127,66+8,9* 326,5t14* 292+6,7*
10 101,33+8,4* 109+10%* 51,33+7,6*" 21,83+2%* 109+5,9* 121,5+£8* 320,16+20,11* 334,66+8,5*
Chlorthiophos 1 99,33+10* 111+6,7* 49,33+4,6*™ 23+3,2* 113,83+10,7* 142,33+12,5* 325+45,1 346,83+12,9*
0,1 100,83+£8* 125,33+6,7* 55+5,7*™ 21+1,4* 102,83+9 126,5+11,9* 348+18* 305,83+7,6*
0,01 94,83+3,5* 112,83+10,6 50,5+3,2*" 24,16+3,8 106,16+9 141,66+£7,7* 322,16+12,8 324,16+16,5*
1000 82,16+8,9* 117,16+12,8 47,33+5,7*™ 21,33+4,5* 127,16+3,7* 106,83+10* 278,16+20* 314,33+8,6*
100 91,66+5,6* 107+10,8* 47,66+5,4*™ 24,33+5,3 98+4,9* 115,33+7,7* 332,16+11,9* 315+7,4*
Anilofos 10 93,16+11,6* 109+10,6* 47,337 21,33+1,9* 105+7.3 132,33+18,8* | 296,33+13,1* 304,83+5,8*
1 93,66+6,2* 119,16+8,6* 40+6.3* 19,33+£3,2* 98,66+7,11* 144,33+£5,5* 337,5+16,5* 325,66+16*
0,1 104,66+7,2* 110+11,2* 45+5,9* 19,66+2,3* 107,5+11,2 149,5+6* 325,5+11,4* 295,33+6*
Kontrol 91,66+5,7* 124,66+5,9* 32,16+3,1 29,5+1,5* 118,66+12,8* 149,33+6,2 34948%* 337,33+28,7
DMSO 87,5+4,9 115,33+9.,9 32,33+6,5 24,5+£2.7 106,5+4,8 156,5+13,4 313+25,91 342+9,4
SA 10 2743+202,8*
2AF 200 1365,33+100,8* 971,16+£32,2*
NPD 2 1193,33+99,5* 1495+178.,4*
2AA 5 2128+310,5* 2207£197*
MMC 0,5 1739,83+110,9*

*Kontrole gore revertant sayist p< 0,05 diizeyinde anlamli (Mann-Whitney U Testi) *m: mutajen




4.2 Kardes Kromatid Degisimi, Kromozom Aberasyonu ve Mikroniikleus Testine
Ait Bulgular

4.2.1 Chlorthiophos’un Kardes Kromatid Degisimi Uzerindeki Etkileri

Her bir konsantrasyon ve kontrol gruplarinin degerlendirilmesi i¢in KKD igeren 25 adet
iyi dagilmis 2. mitoz metafaz plagi degerlendirmeye alimmustir. PI igin her
konsantrasyon ve kontrol gruplari i¢in rastgele 100 metafaz plagi i¢erisindeki 1. mitoz,
2. mitoz ve 3. mitoz oranlari incelenmistir. Bu metafaz plaklarina ait resimler Resim
4.5, Resim 4.6 ve Resim 4.7°de verilmistir. Elde edilen veriler spontan ve negatif
kontrol verileri ile birlikte student-t testi ile istatistiksel anlamda degerlendirilerek her

bir test maddesi i¢in ayri ¢gizelgelerde verilmistir.

Resim 4.5 Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlari (x 1000)
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Resim 4.6 ikinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlari (x 1000)

Resim 4.7 Ugiincii mitoz boliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlari (x 1000)
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Chlorthiophos i¢in 4 ayr1 kisiden elde edilen insan lenfosit kiiltiirlinde her bir kisi igin
dort farkli konsantrasyon ve 24 ve 48 saat olmak tizere iki uygulama siiresi kullanilmis
olup dort kiside gozlenen total ortalama KKD/hiicre ve PI degerleri olusturulmus ve bu

veriler Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Degisik dozlarda Chlorthiophos ile 24 ve 48 saat uygulama siiresinde insan periferal
kan lenfositlerinde gozlenen kardes kromatid degisimleri (KKD) ve proliferasyon
indeksi (PI) degerler

Uygulama Ortalama
; ortalama |y x p/Hiicre
Test Maddesi | Stire Doz M1 | M2 | M3 Pi+SS
(saat) | (ng/ml) +SS
Kontrol - 130 | 116 | 154 | 2,06+0,32 2,78+0,2¢,
?A'V'Msg 9 pul 174 | 108 | 118 | 1,86+0,37 2,65+0,2¢;
0,25 207 |99 |94 | 1,71%0,2 7,89+1,9a,b,
Chlorthiophos 24 125 214 | 80 | 106 | 1,79+0,12 3,69+0,8¢;
50 201 | 91 | 108 | 1,76+0,15 3,06+0,6C;
100 190 | 100 | 111 | 1,8+0,21 2,740,1c,
200 213 |94 |93 | 1,8+0,12 2,44+0,2¢,
Kontrol - 192 |90 | 118 | 1,81%0,08c; | 2,82+0,16c;
[;A'V'Msg 9 ul 217 | 73 | 111 | 1,74%0,1c; | 2,7+0,21cs
0,25 319 | 47 |34 | 1,2140,13b,8; | 11,251,074,
Chlorthiophos 48 | 25 188 | 91 | 121 | 1,83+0,06c; | 2,52+0,35c;
50 189 | 76 | 134 | 1,85+0,15¢; | 2,59+0,17cs
100 179 | 89 | 132 | 1,88+0,1c; 2,74+0,07¢;
200 239 | 58 | 103 | 1,66+0,08a;c5 | 2,81%0,06¢;

a: Kontrol ile;
Onemlidir.

b: Negatif Kontrol (DMSO) ile;
1: P<0,05 2: P<0,01 3:P<0,001

c: Pozitif Kontrol (MMC)

ile aradaki fark

Chlorthiophos’un 24 saatlik uygulama siiresinde ilk iki konsantrasyonda (25 ve 50
pg/ml) kontrol grubuna gore, buna ek olarak 100 pg/ml’lik konsantrasyonda dahil
olmak tizere ilk ii¢ konsantrasyonda ise negatif kontrol grubuna gére KKD frekansin
asan degerlere rastlanmistir. 200 pg/ml’lik konsantrasyonda ise hem kontrole hem de
negatif kontrole gore bir azalis s6z konusudur. Ancak bu degerler doza bagl bir artig
gostermemekle beraber istatistiksel agidan da anlamli bulunmamistir. 48 saatlik
uygulama siiresinde ise KKD frekans1 kontrole gore tiim konsantrasyonlarda, negatif
kontrole gore ise 25 ve 50 ug/ml’lik dozlarda diisiikken son iki dozda (100 ve 200
pug/ml) artis gostermistir. Bu uygulama saatinde en yiiksek deger 200 pg/ml’lik
konsantrasyonda gozlenmistir. Ancak her iki uygulama siiresinde de tiim degerler

pozitif kontrole gore 6nemli derecede diisiik ¢ikmistir. Tiim konsantrasyonlar pozitif
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kontrol ile karsilagtirildiginda istatistiksel agidan anlamli iken kontrol ve negatif
kontrole gore herhangi bir anlam iliskisi saptanmamustir. Test bilesiklerinin tam kan
kiltlirlerinde konsantrasyonlara bagli olarak ortaya koydugu KKD degerleri Cizelge

4.2’de verilmistir.

Chlorthiophos’un 24 saat uygulamada tiim konsantrasyonlar1 ve 48 saat uygulamada
200 pg/ml konsantrasyonlarinin Pi’yi negatif kontrole gore diisiirdiigii goriilmektedir.
Ancak bu diisiis sadece 48 saatlik uygulama stiresinin 200 pg/ml’lik konsantrasyonunda
kontrole gore istatistiksel olarak bir anlam ifade ederken diger konsantrasyonlar hem
kontrol hem de negatif kontrole gore anlamli bulunmamistir. KKD/hiicre ile PI
arasindaki iliski 24 saat uygulama siiresinde anlamli olmamasina ragmen 48 saatlik
uygulama siiresinde ortalama KKD/hiicre ile Pi arasinda anlamlidir (Lineer regresyon

analizi R°=%84,3; Pearson korelasyon p<0,001).

PI, Chlorthiophos’un DNA replikasyonu iizerine etkisini, MI ise mitoz béliinme {izerine
etkisini gdstermektedir. KA test yonteminden elde edilen Mi ve KKD test yonteminden
elde edilen PI arasinda iliski oldugu saptanmistir. Konsantrasyon artisina bagl olarak
Mi ve PI indeksleri azalmaktadir. PI ve MI arasindaki iliski 24 saat uygulamada anlaml
olmamasina ragmen 48 saat uygulamada aralarindaki iliski anlamlidir (Lineer regresyon

analizi R?= %44,2; Pearson korelasyon p=0,05).

4.2.2 Chlorthiophos’un Mikroniikleus Olusumu Uzerindeki Etkileri

Insan lenfosit kiiltiirlerinin Chlorthiophos’un farkli konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat
uygulama siiresi sonucunda dort kiside gozlenen total MN sayisi, %BNMN degerleri
Cizelge 4.3°de verilmistir. Bunun yami sira iki niikleuslu hiicrelerde mikroniikleus

dagilim, sitotoksisite indeksleri olarak sitokinezi-blok proliferasyon indeksi (CBPI) ve
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iki niikleuslu hiicre frekanst (%BN) da gosterilmistir. Sitokinezi-blok proliferasyon
indeksini belirlemek amaciyla bir, iki ve multiniikleuslu 2000 (dort kisi i¢in toplam
8000 hiicre) hiicre sayilmistir. Bunlara ait resimler Resim 4.8, Resim 4.9, Resim 4.10 ve
Resim 4.11°de verilmistir. Iki niikleuslu hiicrelerde mikroniikleus iceren goriintiiler ise
Resim 4.12, Resim 4.13 ve Resim 4.14’de gosterilmistir. MN test yonteminde
mikroniikleus tasiyan iki niikleuslu hiicrelerin (BNMN) % oranlari analiz edilerek
genotoksisite degerlendirmesi yapilmistir. Her bir konsantrasyon ve uygulama siiresi
icin 2000 iki niikleuslu hiicre sayilarak negatif kontrole gore anlamlilig1 test edilmistir.

Chlorthiophos’un mikroniikleus testine ait verilerinin tiimii Cizelge 4.3°de verilmistir.

Resim 4.8 Bir niikleuslu hiicre (x 400)
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Resim 4.9 Iki niikleuslu hiicre (x 400)

Resim 4.10 Ug niikleuslu hiicre (x 400)



Resim 4.11 Dért niikleuslu hiicre (x 400)

Resim 4.12 Mikroniikleus i¢eren iki niikleuslu hiicre (x 400)
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Cizelge 4.3 Degisik dozlarda Chlorthiophos ile 24 ve 48 saat uygulama siiresinde insan periferal kan lenfositlerinde gézlenen MN, BNMN ve CBPI

degerleri
Uygulama . - Niikleus sayisina gore
Test Maddesi Y9 BN Hiicrelerde MN Dagilimi Hiicrelerir)ni dagll%ml CBPLESS
Siire Doz. |0 1 2 [3]4 Toplam BNMN 1 2 3 4 [ >4 [ BN
(saat) | (ng/ml) MN %+SS %
Kontrol - 7987 [13 |- |- |- 13 0,16+0,06C; 1677 | 4806 | 745 | 764 |8 60,07 | 2,07+0,01c;
DMSO 9 ul 7982 (18 |- |- |- 18 0,22+0,18c, 1459 | 5458 | 475 | 600 | 8 68,22 | 2,02+0,11 c,
MMC 0,20 7708 | 288 |4 |- |- 292 3,65+0,95a3b; 3038 | 4800 | 96 |66 |- 60 1,64+0,24 a;b,
Chlorthiophos 24 | 25 7973 |26 |1 |- |- 27 0,33+0,14c, 1999 | 5211 | 338 | 446 |6 65,13 | 1,90+0,15
50 7971 |24 |5 |- |- 29 0,36+0,16C5 2243 | 4879 | 439 | 436 |3 60,98 | 1,88+0,18
100 7957 |40 |3 |- |- 43 0,53+0,1a4C; 2590 | 4836 | 251 | 322 |1 6045 | 1,78+0,15 ab;
200 7935 |61 |4 |- |- 65 0,81+0,13ash,c; | 4245 | 3607 | 66 |8 2 45,08 | 1,5+0,16 azh,
Kontrol - 7985 |15 |- |- - 15 0,18+0,06C; 1804 | 4911 | 671 | 606 |8 61,38 | 2,01+0,04 c5
DMSO 9 ul 7981 [19 |- |- |- 19 0,23+0,12¢, 2086 | 5207 | 315 | 390 |2 65,08 | 1,87+0,13 cg
MMC 0,20 7671 | 318 |11 |- |- 329 4,11+0,44a3b5 6105 | 1768 |89 |37 |1 22,1 | 1,2340,12 ash,
Chlorthiophos 48 | 25 7978 | 22 - -] - 22 0,27+0,09¢; 1208 | 5944 | 333 [534 |1 743 | 2,0240,1 cg
50 7974 |24 |2 |- |- 26 0,32+0,17¢, 1642 | 5703 | 249 | 406 | - 71,28 | 1,92+0,09 c,
100 7959 |40 |1 |- |- 41 0,510,19a5C5 2179 | 5333 | 174 | 313 |1 66,66 | 1,82+0,16 cg
200 7934 (62 |4 66 0,82+0,24ash,c5 | 4092 | 3721 | 62 | 124 |1 46,51 | 1,52+0,15 ash,C,

a: Kontrol ile; b: Negatif Kontrol (DMSQO) ile; c: Pozitif Kontrol (MMC) ile aradaki fark 6nemlidir 1: P<0,05 2: P<0,01 3: P<0,001
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Resim 4.13 iki mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (x 400)

Resim 4.14 Biiyiik bir mikroniikleus i¢eren iki niikleuslu hiicre (x 400)
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Elde edilen total verilere gore, MN sayisinda 24 ve 48 saat uygulama siirelerinin her
ikisinde de kontrol ve negatif kontrol ile karsilagtirildiginda doza bagl olarak bir artis
goriilmektedir. %BNMN’de ise 24 ve 48 saatlik uygulamada tiim konsantrasyonlarda
doza bagli olarak bir artis gozlenmekle beraber hem 24 saat hem de 48 saat
uygulamalarin her ikisinde de sadece 200 pg/ml konsantrasyonu negatif kontrole gore
istatistiksel agidan anlamli BNMN olusumuna yol agmistir. Ayrica her iki uygulama
stiresinde de konsantrasyonlar ve %BNMN arasindaki doz-cevap iliskisi Lineer
regresyon analizi ve Pearson korelasyon analizi ile degerlendirildiginde aralarindaki
iliski anlamli olarak saptanmustir (24 saat i¢in, Lineer regresyon analizi R*= %68,2;
Pearson korelasyon p=0,004; 48 saat i¢in, Lineer regresyon analizi R?= %62,9; Pearson

korelasyon p=0,009).

MN test yonteminde Chlorthiophos’un 24 saatlik uygulama siiresindeki
konsantrasyonlarmnin tiimiiniin CBPI’yi diisiirdiigii goriilmektedir. Buna ek olarak bu
uygulama siiresinin 200 pg/ml’lik dozundaki deger pozitif kontrolden bile diisiik
bulunmustur. 48 saatlik uygulamada ise 25 ve 50 pg/ml’lik konsatrasyonlarda negatif
kontrol grubunu asan degerler kaydedilmis olup bu degerler kontrole gore ¢ok yiiksek
degerler degildir. 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise kontrole gore diisiis
goriilmektedir. 24 saatlik uygulama siiresinin son iki konsantrasyonu (100 ve 200
pg/ml) hem kontrol hem de negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmusgken 48 saatlik uygulama siiresinin sadece son konsantrasyonu (200ug/ml) her
iki kontrole gore de anlaml1 ¢ikmistir. Ayrica bu dozlarmn tiimiiniin pozitif kontrole gore

oldukga yiiksek bulundugu gézlenmistir.

4.2.3 Chlorthiophos’un Kromozom Aberasyonlarimin Olusumu Uzerindeki Etkileri

Chlorthiophos’un farkli konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat uygulama siiresi sonucunda

insan lenfosit kiiltiiriinde dort kiside gdzlenen total KA’lar1 ve MI degerleri Cizelge
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4.4°de verilmistir. Cizelgede; kisilerde gozlenen kromozom aberasyonlarindan bagka
hiicre basina diisen kromozom aberasyon sayisi ve anormal hiicre yilizdesi de
gosterilmistir. KA test yonteminde, deneysel birim hiicredir. Dolayist ile anormallik
tasiyan hiicrelerin ylizde oranlari hesaplanarak test edilen kimyasalin klastojenitesi
degerlendirilmistir. Her bir konsantrasyon ve uygulama siiresi i¢in 100 metafaz

sayilmistir.

insan periferal lenfositlerinde bu madde kromatid degisimi (Resim 4.15), kromatid
kirigr (Resim 4.16), kromozom kirigr (Resim 4.17), fragment (Resim 4.18), disentrik
kromozom (Resim 4.19) ve poliploidi (Resim 4.20) gibi kromozom anormalliklerine

neden olmustur.

Hiicre basina diisen toplam KA verilerine bakildiginda 24 saatlik uygulamada hem
kontrole hem de negatif kontrole gore bir artis gézlenmistir. Bu degerlerin tiimii hem 24
saat hem de 48 saatlik uygulama siireleri igin istatistiksel olarak kontrole gére anlamli
bulunmugken sadece 200 pg/ml’lik konsantrasyon ayrica negatif kontrole gore de
anlamli ¢itkmistir. 48 saatlik uygulamada ise tiim konsantrasyonlar kontrole gore
diisikken; 25 pg/ml’lik konsantrasyon negatif kontrolden disiik, 50 ve pg/ml’lik
konsantrasyonlar ayn1 degerde ve 200 pg/ml’lik konsantrasyon ise negatif kontrolden

fazla bulunmustur.
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Cizelge 4.4 Degisik dozlarda Chlorthiophos ile 24 ve 48 saat uygulama siiresinde insan periferal kan lenfositlerinde gézlenen kromozom anormallik
cesitleri, anormal hiicre oran1, KA/ hiicre ve M degerleri

Uygulama Anormal Kromozom Aberasyonlari ]
Test Maddesi KA/Hiicre (gap -) .. MI£SS
Siire Doz Hiicre+SS . 3}
(saat) (ug/ml) B B F |KKB |DS | T |KD |P
Kontrol - 0,09+0,01b3C3 7+0,8 biC3 5 1 1 1 1 6,53+0,28b,C3
DMSO 9 ul 0,17+0,02a3C; 12,25+3,69a,C3 5 4 4 2 2 5,59+0,22a,
MMC 0,25 O,46:|:0,0233b3 53i13,7133b3 28 9 4 5 5,24+0,19a;
Chlorthiophos 24 25 0,1740,02a5C5 14,5+1,29a3C; 5 3 3 1 5 5,54+0,18a3
50 0,17+0,02a5C3 17,75+1,71a3 C; 6 3 2 2 2 2 4,97:|:O,3533b1
100 0,18+0,02a3C3 18,25+8,5a,C» 7 3 3 1 4 4,55:|:O,3633b201
200 0,3 0i0,0233b3 C3 28,25+3,28a1,3C1 16 4 5 5 4,26:|:O,28.3b3C3
Kontrol - 0,06+0,01b3C3 8+0,81c3 3 1 2 6,58+0,41c3
DMSO 9 ul 0,15+0,01a;3 9,5+1,9¢3 6 8 1 6,24+0,35¢5
MMC 0,25 0,67+0,02a3b; C3 65+6,53a3b3 35 14 12 3 3 4,16x0,19a3b,
Chlorthiophos 48 25 0,1£0,01c3 11+0,82a,C3 3 2 1 3 1 5,36+0,26a5b,C3
50 0,15+0,01a3c;3 13+1,63a,b4C3 7 6 2 4,96+0,37azb,c,
100 0,15+0,01a3c;3 17+0,82a3b3C3 8 3 1 1 2 4,75+0,26a3bsc;
200 0,18+0,02a3b,C3 23+0,82a3b3C3 8 2 2 2 4 4,23+0,2a3b3

a. Kontrol ile; b: Negatif Kontrol (DMSO) ile; c: Pozitif Kontrol (MMC) ile aradaki fark 6nemlidir. 1: P<0,05 2: P<0,01 3: P<0,001
B': Kromatid kirigi; B": Kromozom kirigi; F: Fragment; KKB: Kardes Kromatdi Birlesmesi; DS: Disentrik kromozom; T: Translokasyon; KD: Kromatid degisimi;
P: Poliploidiyi ifade etmektedir.
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Resim 4.15 Homoiog kromozomlar arasindaki kromatid degisimi (oklawg('ister‘il‘é':.h) bulunan
metafaz plagi (x 1000)

Resim 4.16 Kromatid kirig1 (okla gosterilen) bulunan metafaz plagi (x 1000)
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Resim 4.17 Kromozom kirig1 (okla gosterilen) bulunan metafaz lag (x 1000)

Resim 4.18 Fragment (okla gosterilen) bulunan metafaz plagi (x 1000)
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Resim 4.19 Disentrik kromozom ((ﬁda gosterilen) bulunan metafaz plagi (x 1000)

Resim 4.20 Poliploidi bulunan metafaz plagi (x 1000)
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Anormal hiicre yiizdesinde ise bu madde i¢in 24 saatlik uygulama siiresinde sadece 200
ug/ml’lik konsantrasyonda anlamli bir artis gozlenirken 48 saatlik uygulama siiresinde

50, 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda anlamli bir artis géstermistir.

KA test yonteminde hiicrelerin boliinme oranlar1 toksisite degerlendirilmesinde
kullanilan bir kriterdir. Kisilerden elde edilen Mi degerleri total olarak
degerlendirildiginde 24 saatlik uygulama siiresinde Chlorthiophos Mi’yi doza bagh
olarak diistirmiis ancak bu dozlardan son {i¢ii (50, 100 ve 200 pg/ml) negatif kontrole
gore anlamli olarak bir azalisa sebep olmustur. Kontrol grubuna gore
degerlendirildiginde ise tim degerler anlamli olarak diisiis gostermistir. 48 saatlik
uygulama siiresinde ise hem kontrol hem de negatif kontrole gore tiim veriler anlamli

olarak doza bagli bir azalig gostermistir.

Her iki uygulama siiresinden elde edilen MI degerleri ile uygulanan konsantrasyonlar
arasindaki iliski lineer regresyon analizi ile tespit edilmis, pearson korelasyon testi ile
anlamliligr arastirilmistir ve aralarinda negatif yonde bir iliski oldugu saptanmistir (24
saat i¢in, Lineer regresyon analizi R*= %80,4; Pearson korelasyon p<0,001; 48 saat icin,

Lineer regresyon analizi R’= %83,5; Pearson korelasyon p<0,001).

Bunun yami sira KA frekansi ile Mi arasinda da bir anlam iliskisi s6z konusudur. Her iki
uygulama siiresinde de MI diistiikge KA sayisinmn arttig1 goriilmektedir. KA/hiicre ile
MI arasindaki iliski lineer regresyon analizine gore tespit edilmis, Pearson korelasyon
testine gore aralarinda anlamli negatif yonde bir korelasyon saptanmistir (24 saat igin
Lineer regresyon analizi R°=%41,2 Pearson korelasyon p=0,03; 48 saat i¢in Lineer
regresyon analizi R?=%56,2 Pearson korelasyon p=0,002). Toksisite arttikca kromozom

aberasyonlar1 da artmaktadir.
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4.2.4 Anilofos’un Kardes Kromatid Degisimi Uzerindeki Etkileri

Anilofos’un farkli konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat uygulama sonucunda insan
lenfosit kiiltiirlerinde dort kiside gdzlenen total ortalama KKD/hiicre ve PI degerleri

Cizelge 4.5de verilmistir.

Dort kisinin total verilerine bakildiginda; Anilofos’un 24 saatlik uygulamada KKD
frekansinda kontrole gore 25 pg/ml’lik konsantrasyon disindaki dozlarda, negatif
kontrole gore ise tiim konsantrasyonlarda doza bagl bir artis s6z konusudur. 48 saatlik
uygulama siiresinde ise kontrole gore tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole gore ise
ilk li¢ konsantrasyonunda kontrole gore bir diislis gozlenmektedir. Bu uygulama
stiresinde sadece 200 pg/ml’lik dozda negatif kontrole gore bir artis s6z konusudur.
Ancak genel olarak bakildiginda 48 saatlik uygulama siiresinde tiim dozlarda kontrole
yakin degerler kaydedilmistir. Dolayisiyla bu dozlar hem 24 saatlik hem de 48 saatlik
uygulama siirelerinde negatif kontrol grubuna kiyasla ortalama KKD/hiicre sayisinda
belirgin bir degisiklige yol agmamistir. Tiim siire ve konsantrasyonlarda KKD pozitif
kontrole gore Onemli derecede diisiik bulunmustur. Tim konsantrasyonlar pozitif
kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli iken kontrole gore 25 ve 50
pg/ml’lik  konsantrasyonlar anlamli  bulunmus ancak negatif kontrole gore

konsantrasyonlarin hi¢biri anlamli olarak saptanmamustir.

Anilofos’un 24 saatlik uygulama siiresinde tiim dozlarda PI’yi kontrole ve negatif
kontrole gore diisiirdigii goriilmektedir. 48 saatlik uygulama siiresinde ise 200
pg/ml’lik konsantrasyonda kontrole ve negatif kontrole gore bir diislis gozlenirken diger
dozlarda kontrole yakin degerler kaydedilmistir. Tiim bu diisiisler ise istatistiksel olarak

bir anlam ifade etmemektedir.

110



Cizelge 4.5 Degisik dozlarda Anilofos ile 24 ve 48 saat uygulama siiresinde insan periferal kan
lenfositlerinde gozlenen kardes kromatid degisimleri (KKD) ve proliferasyon

indeksi (PI) degerleri

Uygulama Ortalama Ortalama
Test Maddesi Siire Doz M1 M2 M3 PizSS KKD/Hiicre
(saat) | (ng/ml) +88
Kontrol - 255 75 74 1,58+0,1c3 3,38+0,68¢C;
DMSO 9ul 286 63 51 1,41+0,15¢; 3,08+0,68 c4
MMC 0,25 312 40 48 1,33+0,08a;, 9,39+0,89a3b5
Anilofos 24 25 310 41 49 1,34+0,07a, 3,12+0,51c3
50 295 58 47 1,37+0,1a;C3 3,42+0,41c;
100 264 70 36 1,35+0,07a,¢c3 | 3,54+0,23c3
200 309 59 34 1,324+0,04a:¢c; | 3,93+0,66C3
Kontrol - 277 64 59 1,45+0,21c3 3,36+0,41c3
DMSO 9 ul 267 53 80 1,53+0,27¢; 3,03+0,24c;
MMC 0,25 331 35 34 1,25+0,06 11,34+1,35a;
Anilofos 48 25 249 68 83 1,58+0,04c; 2,62+0,17a;C3
50 247 66 87 1,55+0,03c; 2,67+0,28a;C3
100 256 59 85 1,57+0,07c; 2,77+0,37c;
200 307 36 57 1,37+0,04c5 3,23+0,28¢;3

a:Kontrol ile; b: Negatif Kontrol (DMSOQ) ile; c: Pozitif Kontrol (MMC) ile aradaki fark 6nemlidir
1: P<0,05 2: P<0,01 3: P<0,001

Lineer regresyon analizi ve pearson korelasyon testine gore 24 saatlik uygulamada
KKD/hiicre ile PI arasindaki iliski anlamli bulunmamasma ragmen 48 saatlik
uygulamada pearson korelasyon testine gore aralarinda anlamli negatif korelasyon
saptanmistir (48 saat i¢in Lineer regresyon analizi R’=%53,6, Pearson korelasyon
p=0,003).

Pl ve KA test yonteminden elde edilen MI degerleri arasinda da 24 saat uygulama
siiresinde pozitif yonde anlamli bir iliski saptanmisken (Lineer regresyon analizi
R?=50,7%; Pearson korelasyon p=0,006) 48 saatlik uygulama siiresinde anlamli bir

iligki tespit edilememistir.
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4.2.5 Anilofos’un Mikroniikleus Olusumu Uzerindeki Etkileri

Elde edilen total verilere gore, MN sayisinda 24 saatlik uygulama siiresinde artis
gozlenirken 48 saatlik uygulama siiresinde ilk konsantrasyonda (25 pg/ml) negatif
kontrole gore bir artis diger ti¢ konsantrasyonda (50, 100 ve 200 pg/ml) ise hafif bir
diisiis s6z konusudur. Ancak bu ii¢ konsantrasyondaki degerler negatif kontrole yakin
degerlerdir. %BNMN’sinde ise 24 saatlik uygulamada her iki kontrole gore de artis
gozlenirken 48 saatlik uygulama siiresinde ilk konsantrasyonda negatif kontrole gore bir
artis diger ii¢ dozda ise (50, 100 ve 200 pg/ml) bir azalis s6z konusudur. 48 saat
uygulama siiresinin degerlerinin timii kontrole gore diisiis gostermistir. Tiim veriler
dikkate alindiginda bu degerlerin tiimii pozitif kontrole gore oldukga diisiik bulunmus
olup sadece pozitif kontrol ile istatistiksel agidan bir anlam iligkisi bulunmaktadir.
Ayrica her iki uygulama siiresinde de konsantrasyonlar ve %BNMN arasindaki doz-
cevap iliskisi lineer regresyon analizi ve pearson korelasyon analizi ile
degerlendirildiginde aralarinda herhangi bir anlamli iliski saptanmamustir. Insan lenfosit
kiiltiirlerinin Anilofos’un farkli konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat uygulama sonucu

dort kiside gozlenen total MN sayisi, %BNMN degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6 Degisik dozlarda Anilofos ile 24 ve 48 saat uygulama siiresinde insan periferal kan lenfositlerinde gézlenen MN, BNMN ve CBPI degerleri

Test Maddesi Uygulama BN Hiicrelerde MN Dagilum Nu{deus sayisina gore
Hiicrelerin dagilim CBPi+SS
Siire Doz 0 1 [ 2[3]4]>4] Toplam | BNMN 1 2 3 4 >4 | BN
(saat) | (ng/ml) MN %=SS %
Kontrol - 7960 (40 |- |- |- [- |40 0,5+0,15¢; 3003 | 4100 | 382 | 503 |12 |51.25 | 1,8+0,31
DMSO 9 ul 7953 |41 |3 |3 |- |- |47 0,58+0,21c5 3347 | 3921 | 262 | 462 |8 49.01 | 1,730,14
MMC 0,20 7723 | 260 |12 |5 |- |- |277 3,46+0,2a3h; 4013 | 3896 |53 |37 1 48.7 1,510,13¢,
Anilofos 24 |25 7948 |48 |- |4 |- |- |52 0,65+0,21c¢5 2742 | 4649 | 231 | 378 |- 58.11 | 1,75+0,47
50 7952 |40 |8 |- |- |- |48 0,65+0,19c¢5 3157 | 4241 | 188 | 414 |- 53.01 | 1,73+0,29
100 7932 |64 |3 |- |1|- |68 0,65+0,18c¢5 3361 | 4347 | 121 | 166 |5 5433 | 1,63+0,12
200 7947 |48 |3 |1 |1 |- |53 0,660,2¢5 5786 | 2153 |40 |20 1 20.91 | 1,28+0,19a;b,
Kontrol - 7921 (68 |11 |- |- |- [79 0,98+0,3c; 2511 | 4398 | 498 | 583 |10 |54.97 | 1,89+0,21cs
DMSO 9 ul 7947 |42 |11 |- |- |- |53 0,66+0,18c¢5 2837 | 4634 | 175 | 342 |12 |57.92 | 1,75+0,12¢,
MMC 0,20 7402 | 525 |63 |8 |2 |- |598 7.47£121a50; | 5879 | 2076 |31 |14 - 25.95 | 1,27+0,19a3b,
Anilofos 48 |25 7942 |46 |12 |- |- |- |58 0,72+0,15c¢5 2888 | 4658 | 119 | 335 | - 58.22 | 1,73+0,13cs
50 7951 (49 |- |- |- |- |49 0,610, 14c5 3358 | 4354 | 117 | 171 | - 54.42 | 1,63+0,12¢,
100 7957 |40 |3 |- |- |- |43 0,53+0,07c5 3869 | 3933 |86 |111 |1 49.16 | 1,55+0,16a,c,
200 7959 |41 |1 - 42 0,52+0,06¢5 4982 | 2889 |62 |65 2 36.11 | 1,4+0,14a,b,
a: Kontrol ile; b: Negatif Kontrol (DMSOQ) ile; c: Pozitif Kontrol M MC) ile aradaki fark 6nemlidir 1: P<0,05 2: P<0,01 3: P<0,001
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MN test yonteminde  Anilofos’un 24  saatlik  uygulama  siiresindeki
konsantrasyonlarindan sadece 25 pg/ml’lik konsantrasyonda negatif kontrole gore
CBPI'yi artirdig1 diger iic konsantrasyonda ise doz arttikca azaldigi gdzlenmektedir.
200 pg/ml’lik doz ise her iki kontrol grubuna gore de istatistiksel a¢idan bir anlam ifade
etmektedir. 48 saatlik uygulamada ise tiim konsantrasyonlarda kontrole ve negatif

kontrole gore bir diisiis s6z konusudur.

4.2.6 Anilofos’un Kromozom Aberasyonlarimin Olusumu Uzerindeki Etkileri

Anilofos’un farkli konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat uygulama sonucu insan lenfosit
kiiltiiriinde dért kiside gozlenen total KA’lar1 ve MI degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir.
Hiicre basina diisen toplam KA verilerine bakildiginda 24 saatlik uygulamada 25 ve 50
ng/ml’lik konsantrasyonlar disinda negatif kontrole gore bir artig gézlenmistir ve son iki
konsantrasyon (100 ve 200 pg/ml) ile pozitif kontrol istatistiksel agidan hem kontrol
hem de negatif kontrole gore anlamli olarak saptanmustir. 48 saatlik uygulamada ise
negatif kontrole gore tiim konsantrasyonlarda bir artis s6z konusudur ve bu dozlarin
tiimi istatistiksel bakimdan bir anlam ifade etmektedir. Anormal hiicre yiizdesinde ise
48 saatlik uygulamanin 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlar1 diginda iki uygulama
stiresinde de kontrole gore bir azalis tespit edilmis olup bu degerlerin hi¢ biri

istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Cizelge 4.7 Degisik dozlarda Anilofos ile 24 ve 48 saat uygulama stiresinde insan periferal kan lenfositlerinde gozlenen kromozom anormallik ¢esitleri, anormal

hiicre oran1, KA/ Hiicre ve MI degerleri

Uygulama Kromozom Aberasyonlari
Test | KA/Hiicre (gap -) Anormal MizSS
Maddesi | Siire (saat) | Kons. Hiicre+SS B B" = KKB |Ds |T KD |p
(ng/ml)
Kontrol - 0,05+0,01b1c3 6,5+1,73¢o 3 1 1 6,78+0,93¢3
DMSO 9 ul 0,07+0,01a;c3 12,5+8,89¢, 3 1 3 6,17+0,68c3
MMC 0,25 0,51+0,01a3bs 39,5+12,77ab1 | 20 6 14 5 3 3 3,85+0,49a,b3
Anilofos 24 25 0,06+0,01c3 5,13+0,63c¢, 1 1 3 1 5,77+0,39¢c3
50 0,06+0,01c3 6+2,16¢; 2 1 2 1 5,40+0,59a;C;
100 0,16+0,01a3b3¢3 9,75+3,20¢, 3 1 5 1 1 4,43+0,33a3b3
200 0,124+0,01a3b3¢3 10,63+1,49a;c, 8 4 2 2 3,89+0,46a3b3
Kontrol - 0,06+0,01c3 6,25+1,5¢c3 2 1 2 1 6,75+0,26b1C3
DMSO 9 ul 0,05+0,01c3 7,5+3¢3 2 1 2 6,31+0,16a;1C3
MMC 0,25 0,75+0,03a3bs 51+6,68a3bs3 36 18 15 3 3 4,33+0,15a3b3
Anilofos 48 25 0,07+0,02c3 4,5+1,29¢3 3 1 2 1 5,35+0,17a3bsCs
50 0,08+0,02b;c3 4,55+0,84c3 2 3 2 1 4,3+0,14a3bs3
100 0,15+0,01a3b3c3 8,5£3,42¢3 3 2 5 1 4,06+0,33a3bs
200 0,194+0,02a3b3¢3 17+3,74a,C3 9 5 6 1 1 3,43+0,35a3bsC,
a. Kontrol ile; b: Negatif Kontrol (DMSOQ) ile; c: Pozitif Kontrol (MMC) ile aradaki fark 6nemlidir. 1: P<0,05 2: P<0,01 3: P<0,001 B'": Kromatid kirigi; B": Kromozom

kirnigi; F: Fragment; KKB: Kardes Kromatdi Birlesmesi; DS: Disentrik kromozom; T: Translokasyon; KD: Kromatid degisimi; P: Poliploidiyi ifade etmektedir.
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MI ise her iki uygulama siiresinde de doza bagl olarak azalis gdstermistir ve 24 saatlik
uygulamada son iki konsantrasyon (100 ve 200 pg/ml) istatistiksel agidan anlamli
olarak saptanmisken 48 saatlik uygulamada tiim konsantrasyonlar i¢in bu anlamlilik s6z

konusudur.

Her iki uygulama siiresinden elde edilen MI degerleri ile uygulanan konsantrasyonlar
arasindaki iliski lineer regresyon analizi ile tespit edilerek pearson korelasyon testi ile
anlamlilig1 arastirilmis ve aralarinda negatif yonde bir iligski oldugu saptanmistir (24 saat
i¢in, Lineer regresyon analizi R’= %84,3; Pearson korelasyon p<0,001; 48 saat i¢in,

Lineer regresyon analizi R’= %84,8; Pearson korelasyon p<0,001).

Chlorthiophos’da oldugu gibi Anilofosta’da Mi diiserken KA sayisinda bir artis
gdzlenmistir. KA/hiicre ile MI arasindaki iliski lineer regresyon analizine gére tespit
edilmis, Pearson korelasyon testine gore aralarinda anlamli negatif korelasyon
saptanmistir (24 saat i¢in Lineer regresyon analizi R°=%60,9; Pearson korelasyon

p<0,001; 48 saat i¢in Lineer regresyon analizi R>=%37,6; Pearson korelasyon p=0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Chlorthiophos ve Anilofos’un Ames Testi Sonuclari

Gilinlik yasama Onemli oOlgiide giren X 1sinlari, gamma i1smlart ve radyasyon
kaynaklarinin (televizyon, telsiz telefon, radyoaktif atiklar, niikleer silahlar, niikleer
santraller vb.) hatali ya da kotli amaglarla kullaniminin biyolojik sistemlere zarar verdigi
kanitlanmistir (Vijayalaxami and Tice 1992). Buna karsin birgok arastirmact mutajen
kimyasallarin, radyasyondan ¢ok daha =zararli oldugunu savunmaktadir. Ciinki
radyasyon kaynagini tespit etmek, korunma 6nlemi almak ve miktarin1 6lgmek miimkiin
iken; birgok kompleks kimyasal madde karistmina maruz kalan bireylerin ugradigi
zararin analizi ¢ok daha zor olmaktadir. Hatta kimyasal maddenin mutajenik etkisi varsa
bile, maruz kalan kiside ve de devam eden nesillerde goriilmeyebilir. Ancak resesif bir
allelin, nesiller sonra ortaya ¢ikma olasilig1 vardir. Cok kii¢iik dozlar1 mutasyona neden
olabilecegi gibi kanserojen de olabilir (Vural 1984, Dékmeci 1994). Diger taraftan tiim
bu cevresel kirleticiler ve kimyasal mutajen kaynaklarinin sinirsiz olusu ve siirekli

olarak piyasaya siiriilmesi, durumu daha da zor bir konuma sokmaktadir.

Kanserojenler genellikle DNA, RNA ve proteinlerdeki niikleofilik gruplara kolaylikla
saldirabilen elektrofillerdir (Murray and Mayes 1993). Kanserojenezin baslangig
asamast kimyasallarla niikleik asitlerin karsilasmasidir. Kimyasallar diger hiicresel
yapilara da baglanabilir, fakat niikleik asitlerle baglanmasi genetik informasyonu
bozmasi bakimindan énemlidir. (Urso and Clarkson 2003).

Kanserojen ve mutajen maddelerin Onemli o6zelliklerinden biri, ¢ok diislik
konsantrasyonlarda bile etkili olabilmeleridir. Mevcut kimyasal yontemlerle dokularda

bulunan bu tliir maddelerin kimyasal yapilarinin analitik sekilde tespiti miimkiin
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degildir. Kimyasal yontemlerle bu maddelerin tespit edilmesi miimkiin olmadig igin,
biyolojik yontem ve indikatdr canlilarin dokularinda kanserojen ve mutajen madde

taramasi esasina dayanan yontemler 6nem kazanmistir (Anonim 1985).

Kanser hastaliginin hala yaygin olmasi ve giiniimiizde teknolojinin ilerlemesine karsin
bu hastaligin ortadan kaldirilamamasi, Kanserin temelini olusturan maddelerin
belirlenmesi geregini ortaya koymustur (Forman and Ames 1991). Dolayisiyla sayilari
milyonlar1 bulan ve hala da yeni sentezlenen bu kimyasal maddelerin seri bir sekilde

test edilerek mutajenik/kanserojenik etkilerinin saptanmasi gerekmektedir.

Bu amagla bu calismada tarim sektoriinde yaygin bir sekilde kullanilan iki
organofosfatli pestisit olan Chlorthiophos ve Anilofos’un mutajenik ve genotoksik
etkileri belirlenmeye calisilmis olup, ¢alisma; bakteriyel (Ames testi) ve sitogenetik
(kardes kromatid degisimi, kromozom aberasyon testi, mikroniikleus testi) yontemler
olmak tizere dort test yontemi ile gerceklestirilmistir. Bu test sistemlerinin mutajenite ve
genotoksisiteyi belirlemek i¢in kullanilabilirligi ve gecerliligi gecmis ¢alismalarda rapor
edilmistir (Carrano et al. 1978, Maron and Ames 1983, Fenech and Morley 1985a,
Carrano and Natarajan 1988, Meng and Zheng 1992, Mortelmans and Zeiger 2000,
Albertini et al. 2000, Reid et al. 2006, Konuk et al. 2008, Liman et al. 2010).

Organik fosforlu pestisitler genis etki alanlar1 ve dogada hizla biyodegredasyona
ugramalar1 sebebi ile basta gelismis iilkelerde olmak {iizere tarimda en yaygin olarak
kullanilan pestisit gurubunu olusturmaktadir. Ayni zamanda bahge ve sera bitkilerinde
kullanilmak i¢in piyasada serbestce satilmakta olup kolayca erisilebilir pestisitlerdendir.
Ayrica, bu pestisitlerden gerek intihar amacgh gerekse kazara zehirlenme ve 6lim
oranlar1 ¢ok fazla oldugundan dolayr mutajenite ve Kanserojenite ¢alismalarinin odagi

durumundadir.
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Kimyasal insektisitlerin hepsi norotoksiktir. Sinir sisteminde sodyum, potasyum, klor
iyonlarinin membran transportuna karisarak (organik klorlular, piretroidler); spesifik
enzimleri inhibe ederek veya sinir uclarindaki kimyasal norotransmitterleri etkileyerek
(organik fosforlular, karbamatlar) norotoksik etkilerini gosterirler (Dirican 2007).
Organik fosforlu pestisitler; fosforik asidin amid veya tiyol tiirevleridirler (Dirican
2007) ve baslica toksik etkileri, kolinesteraz enzimini inhibe etmelerine dayanir.
Organik fosforlu pestisitler tim membranlardan kolaylikla emilirler. Deri, konjuktiva,
akciger ve Ozellikle de oral yoldan alindiklarinda hizla absorbe olurlar. Toksisitenin

siddeti, asetilkolinesterazin inhibisyon derecesine baglidir (Klassen et al. 2001).

Calismamizda kullandigimiz pestisitlerden biri olan Chlorthiophos, karinca ve
boceklerin kontroliinii saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Chlorthiophos solundugu
zaman hizli bir sekilde viicuda niifuz ederek viicuda yayilmakta ve etkisini basagrisi,
bas donmesi, gormede bulaniklik, agresiflesme, mide bulantisi, midede kramp, ishal,
bitkinlik ve gogiis bolgesinde nefes darligi seklinde hemen etkisini gostermeye
baslamaktadir. Bunun yani sira istahsizlik, uyku bozuklugu, hafizada zayiflama, fiziksel
bozulmalar ve ellerde titreme gibi ileri derecede rahatsizliklar da goriilmektedir (Hayes

and Laws 1991).

Anilofos’ta yaygin sekilde kullanilan bir organofosfatli herbisittir ve genellikle
piringlerin igindeki yabani ot ve bataklik otlarinin kontroliinde etkilidir. Bu maddenin
olduk¢a yaygin kullanimi onun mutajenik ve genotoksik etkisinin belirlenmesini
zorunlu kilmistir. Hazarika ve Sarkar (2001)’m yaptigi bir ¢alismada; ratlara, agiz
yoluyla 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda 28 giin boyunca giinde bir defa olmak iizere
Anilofos verilmistir. Bu dozlarda Anilofos ratlarda viicut sicakliginin diismesine ve kilo
kaybina neden olmustur, eritrositlerin (%41-67), plazmanin (%36), kanin (%37-64),
beyinin (%63-73) ve karacigerin (%28-48) kolinesteraz aktivitesini inhibe etmistir.
Ayrica plazma ve karacigerdeki total protein miktarinda azalma saptanmistir. Bu

sonuglar, Anilofos’un memelilerde 1limli bir toksisiteye sahip oldugunu gostermistir.
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Ames testi, Salmonella/mikrozom test sistemi olarak da adlandirilmaktadir (Maron and
Ames 1983). Bu test cesitli kimyasal maddelerin neden oldugu olast gen
mutasyonlariin  belirlenmesinde yaygin  bicimde kullanilmaktadir. Metabolik
aktivasyonun varliginda veya yoklugunda herhangi bir bakteri susundaki pozitif sonug,
bir maddeyi mutajen olarak tanimlamak i¢in yeterlidir (Mortelmans and Zeiger 2000).
Bu analizin temel prensibi, S. typhimurium bakterisi, histidin aminoasiti bakimindan
fakir bir besiyerinde (his) c¢ogaltildiginda His operonundaki geriye donen
mutasyonlarin (his*) belirlenmesidir (Singh 2009).

Salmonella/mikrozom testinde bir maddeye mutajen denilebilmesi i¢in histidin
protroflarinin sayisinin kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kat1 olmasi
ya da iki katindan az oldugu durumlarda doza bagl bir artis gostermesi gerekmektedir

(Maron and Ames 1983).

Yapilan 6n ¢aligma sonucunda kullanilan pestisitlerden Chlorthiophos i¢in 10 000
ug/plak ve Anilofos i¢in ise 1000 pg/plak dozlart sitotoksik olarak belirlenmistir.
Dolayisiyla ¢alisma sirasinda bu konsantrasyonlarin altindaki dozlar kullanilmig olup bu
dozlarin istiindeki konsantrasyonlarin sitotoksik etki gdstermesi kullandigimiz

maddelerin hiicre igerisine girdiginin gostergesidir.

Ames (1973b)’e gore mutant bakteri suslarinin kendiliginden (spontan) his
durumundan his® durumuna déniismesi, belirli siirlar icinde miimkiindiir. Bu sinirlar,
TA98 igin 20-50 revertant/plak, TA97 ve TA100 i¢in 75-200 revertant/plak ve TA102
icin ise 100-300 revertant/plaktir (Ames 1973). Calisma sonucunda TA97 susu i¢in S9
fraksiyonu yoklugunda ortalama revertant koloni sayis1 87,5+4,9, varliginda ise
115,33+£9,9 olarak bulunmustur. TA98 susu i¢in S9 fraksiyonu yoklugunda ortalama
revertant koloni sayis1 32,33+6,5, varliginda ise 24,5+2,7 olarak bulunmustur. TA100
susu icin bu degerler sirasiyla 106,5+4,8 ve 156,5+13,4 olarak, TA102 susu icin ise
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313+25,91 ve 342+9.,4 olarak bulunmustur. Bu c¢alismada elde edilen bulgular da
bahsedilen degerler arasindadir. Bu da bize kullandigimiz suslarin genotiplerinin
dogrulugunu gostermektedir. Bu degerlerin bu kadar genis aralikta yer almalar ¢esitli
parametrelerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle her mutant sus i¢in, kendiliginden
geriye donen koloni sayist tek bir sayr olarak degil de, belirli bir aralikta verilir. Bu
parametreler arasinda minimal ortamin tipi, glukoz-6-fosfat, B-NADP, fosfat tamponu,
glukoz ve tuz cozeltisinin derisimi, petrilerdeki minimal agarin hacmi, top agarin
miktar1 ve yayilma sekli, etiivdeki nem orani, S9 fraksiyonunun miktari, minimal agarin
bilesimi ve hazirlanmasindaki farkliliklar gibi etkileri sayabiliriz (Boath et al. 1980,
Belser et al. 1981).

Calismamizda kullandigimiz  suslardan TA97 ve TA98; kodon kaymasi
mutasyonlarinin, TA100; baz ¢ifti doniisiimii tipindeki mutasyonlarin ve TA102; ise
oksidatif tipi ve ochre tipi mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu tip

mutasyonlarin goriilme sikliginin fazla olmasindan dolay: bu suslar tercih edilmistir.

Chlorthiophos’un mutajenitesini belirlemek {izere yaptigimiz Ames testi sonuglarina
gore; bu madde TA98 susunun S9 fraksiyonu yoklugunda yapilan uygulamalar disinda
kullanilan tiim suslarda herhangi bir mutajenik etki gdstermemistir. Fakat TA98
susunun S9 fraksiyonu yoklugunda uygulanan bes farkli dozun tiimiinde de kontrol
grubunun iki katin1 asan degerlere rastlanmistir. Dolayistyla bu da maddenin bu susta
mutajenik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica genel olarak kullanilan tiim
dozlara bakildiginda, doza bagl olarak koloni sayisinda bir artig gézlenmistir. Bu artis
da, Chlorthiophos’un Mortelmans and Zeiger (2000)’a gore zayif mutajenik etkiye sahip

oldugunu gostermektedir.

Anilofos ile yaptigimiz ¢alismalarda ise TA97, TA100 ve TA102 suslarmin S9

fraksiyonu varliginda ve yoklugundaki uygulamalarda, yine kontrol grubunun iki katini
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asan degerler saptanmamis olup bu da bu maddenin bu suslarda herhangi bir mutajenik
aktiviteye sahip olmadigini gostermektedir. Ancak bu maddenin TA98 susunun S9
fraksiyonu yoklugunda uygulanan deneylerde 1000 pg/plak, 100 pg/plak ve 10 ng/plak
dozlarinda koloni sayisinda kontrol grubuna gore iki kata yakin degerler elde edilmis
olup bu ii¢ dozda Anilofos mutajeniktir. Dolayisiyla, bu da Anilofos’un gerceve
kaymas1 mutasyonlarina neden olabildigini gostermektedir. Ancak, TA98 susunun S9
fraksiyonu varliginda yapilan uygulamalar ise, yine diger iic susla benzerlik

gostermekte olup, bu susta da herhangi bir mutajeniteye rastlanmamustir.

Biyotransformasyon sonucu biyolojik olarak aktif olan bir kimyasal, inaktif bir
metabolite donistiiriilebildigi gibi, inaktif bir kimyasal madde aktif bir metabolite de
dondstiirtilebilir (Paolini and Forti 1997). Yaptigimiz ¢alismada TA98 susunun S9
fraksiyonu yoklugunda mutajenitenin ortaya c¢ikipta S9 fraksiyonu varliginda
mutajenite goriilmemesini yukaridaki ifadeye baglayabiliriz. Yani dkaryotlarda bulunan
enzimin varliginda test edilen kimyasal maddelerin metabolize olmasi sirasinda
mutajenik etkinin ortadan kalktig1 diisiiniilebilir. Diger bakteriyel testlerde oldugu gibi
Ames testinde de eksik olan unsur, memelilerde detoksifikasyon mekanizmasini
gerceklestiren enzim sisteminin olmayisidir. Bu yondeki sakincanin giderilebilmesi igin
memeli laboratuvar hayvanlarindan izole edilen karaciger enzim ekstrakti bakteriyel
sisteme dahil edilerek testler ayni prosediire uygun olarak tekrarlanmaktadir. Bu sistem
pek cok kimyasal grubu reaktif olmayan hale getirirken, bazi bilesikleri de DNA ile
etkilesime girebilen yiiksek olgiide elektrofilik, mutajenik hatta kanserojenik forma
doniistiirmektedir (Haack et al. 2001). Bu ¢alismada uygulanan pestisitlerin TA98 susu
S9 fraksiyonu yoklugunda mutajenik olup S9 fraksiyonu varliginda ise mutajenitenin

ortadan kalkmasi bu enzimin mutajeniteyi ortadan kaldirdiginin bir gostergesi olabilir.

Organik fosforlu bir pestisit olan Dicrotophos ile yapilan bir ¢aligmada TA98 susunda
yine mutajenik aktivite tespit edilmis (Wu et al. 2010) olup bu sonuglar bizim
calismamizla paralellik gostermektedir. Ancak yine bu madde TA97a, TA100, TA102

ve TAI1535 suslarinda da mutajenik aktivite gostermis olup bu sonug¢ bizim diger
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suslarimizdan farklilik gostermistir. Diger suslardaki bu mutajenik aktivitenin bizim
calismamizdan farkli olmasinin sebebinin ise bu pestisitin yan zincirinde yer alan farkli

yapilardan kaynaklandigi sdylenebilir.

Aufderheide ve Gressmann (2007), Azinphos metil insektisidi ile yaptiklari bir
calismada, yine TA98 susunda mutajenik aktivite tespit etmislerdir. Bu pestisit TA100
susunda da mutajeniteye sebep oldugundan, bizim ¢alismamizdan bu noktada farklilik
gostermektedir. Yine ayni c¢alismada Phoxim insektisidi ile yapilan uygulamada ise
tamamen farkli bir sonu¢ elde edilmis ve bu madde, uygulanan her iki susta da
mutajenik bulunmamistir. Phoxim’in TA100 susunun sonuglari da bizim ¢alismamizla

paralellik gostermesine ragmen TA98 susu sonuglari drtlismemektedir.

Bu calismalarin disinda Ames testi pestisitler i¢in ¢ok yaygin olarak kullanilmis olup
genelde organik fosforlu pestisitlerin biiylik bir kismi kullanilan suslarda mutajenik
bulunmustur (Carere et al. 1978, Bilgin 1992, llinskaya et al. 2004, Coral et al. 2009).
Biitiin bu c¢alismalar bizim yaptigimiz calismada TA98 susunun S9 fraksiyonu
yoklugunda elde ettigimiz sonuglarla paralellik gostermistir. Bununla birlikte, organik
fosforlu pestisitlerle yapilmis olan Ames testi sonuglarina bakildiginda, genellikle
mutajenik aktivitenin gdzlenmesine ragmen yapilan bazi ¢aligmalarda mutajeniteden
bahsedilmemistir. Ruiz ve Marzin (1997), TA1535, TA1537, TA98, TA100 ve TA102
suslart ile yaptiklar1 ¢alismada organik fosforlu bir pestisit olan Tetrachlorvinphos’un
biitiin bu suslarda herhangi bir mutajenik aktiviteye sahip olmadigini tespit etmislerdir.
Bir bagka calismada ise Tetrachlorvinphos bu suslara ek olarak S. typhimurium TA1538
ile denenmis olup bu susta da herhangi bir mutajeniteye rastlanmamustir (Brooks et al.
1982). Fenitrothion S. typhimurium TA98, TA1535 ve TA1537 ile hem S9 fraksiyonu
varliginda hem de yoklugunda mutajenik bulunmamis sadece TA100 susunun S9
fraksiyonu varliginda zayif bir mutajenik aktivite gostermistir (Hara et al. 1989). Bir
organik fosforlu insektisit olan Chlorpyrifos’un genetik toksisitesi birgok mutajenite
testinin yani sira Ames testi ile de incelenmis ve bu incelemelerin higbirinde

Chlorpyrifos i¢in genotoksik aktivite gostergesi bulunamamistir (Gollapudi et al. 1995).
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Yapilan bir baska c¢alismada ise organik fosforlu pestisit grubundan olan
Phosphobetaines ve Alpha-aminophosphoryl bilesiklerinin Ames testi ile mutajenik
aktiviteleri test edilmis ve bunlardan Phosphobetaines sitotoksik etki gdstermezken
Alpha-aminophosphoryl bilesiklerinin mutajenik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur
(llinskaya et al. 2004). Yapilan tiim bu ¢alismalar sonucunda elde edilen bu sonuglarin
birbirinden farkli olmasinin nedeninin kullanilan maddelerin kimyasal yapilarindan ve

kullanilan suslarin farkliligindan kaynaklandigi séylenebilir.

Bir bagka ¢alismada ise, Brezilya’da hummaya sebep olan bir sivrisinek olan Aedes
aegypti icin kullanilan organik fosforlu bir pestisit olan Temephos’un Ames testi ile
metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz ortamlarda TA97, TA98, TA100 ve TA102
suslar1 ile mutajenik aktivitesi arastirilmis ve herhangi bir mutajeniteye rastlanmamistir
(Aiub et al. 2002). Organik fosforlu bilesikler; toksik etkilerini Kkolinesteraz ve
psodokolinesteraz enzim inhibisyonu yoluyla gergeklestirirler. Bu bilesiklerin
tiyoesterleri “okso” (P=0) haline doniistiikten sonra inhibitér 6zellik kazanirlar. Bu
nedenle tiyoester (P=S) bagi igeren ilaglarin etkin olabilmesi i¢in P=0’ya doniismeleri
gerekir (Marrs 1993, Klassen et al. 2001, Vural 1996). Temephos’ta P=S igeren bir
organik fosforlu pestisittir. Dolayisiyla yapilan arastirma sonucunda bu P=S grubunun
aktif hale gelmedigi ve bunun sonucunda da herhangi bir mutajeniteye sahip olmadig:
kanisina varilabilir.  Calismamizda kullandigimiz her iki pestisitte P=S igerikli
pestisitlerdendir ve elde ettigimiz sonuglar TA98 susunun S9 fraksiyonu yoklugundaki
calismalarda bu bilesigin “okso” haline doniistiiglinii ve bu maddelerin bu susta

mutajenik olup ¢erceve kaymasi mutasyonlarina neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

Organik fosforlu pestisitlerin toksik etkilerini gosterdikleri AchE inhibisyonunda;
inhibisyona neden olan maddelerin alinis sekli, temasin siiresi, yagdaki ¢oziintirliigii ve
maddenin viicutta hidroliz olma 0&zelligi, kolinesterazin aktif bolgesine baglanma
egilimi, toksinin dogrudan etki etmesi veya dnce metabolize olup aktif hale gegtikten
sonra etki etmesi gibi baz1 sebepler rol oynarlar (Namba et al. 1972, Scharf et al. 1992,

Vural 1996). Ayrica test bilesenlerinin bakteri hiicre duvarindan ge¢mis olmasi direkt
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olarak DNA ile etkilesecegini gostermez. Bilesigin sitoplazmik konsantrasyonu yiiksek
olsa dahi, sitoplazmik alanda bakteriyel genomda bulunan 6zgiil baglanma bdlgeleriyle
kompleks olusturmayabilir. Dolayisiyla, kimyasal maddenin DNA ile etkilesimi
goriilmeyebilir (Kayaalp 1995). Buna bagli olarak da, ¢alisilan kimyasallarin mutajenik
olmasi ya da herhangi bir mutajenik aktivite gdstermemesi yukaridaki etkenlere bagh
olarak farklilik gosterebilmektedir. Bu ¢alisma ve yapilan diger ¢aligmalar gosteriyor ki,
uygulanan maddelerin kimyasal yapisi ve ortaya ¢ikan biyolojik aktivite arasinda
onemli bir iliski vardir. Kimyasal maddelerin yapisinda bulunan halkalarin; grup
sayilarinin, niteliginin, baglanma konumlarinin, pozisyonlarnin bu yapi-etki

iliskisindeki yeri olduk¢a 6nemlidir (Oztas 2005).

5.2 Chlorthiophos ve Anilofos’un Kardes Kromatid Degisimi, Kromozom

Aberasyonu ve Mikroniikleus Olusumu Uzerindeki Etkileri

KKD analizi, ¢evresel faktorlerle uyarilmis DNA hasarmi belirlemede kullanilan en
duyarl sitolojik metodlardan biridir ve uzun yillardir KKD sikliginin analizi, mutajenler
ve kanserojenlerin belirlenmesinde kabul edilir bir metod olarak uygulanmaktadir
(Perry and Evans 1975, Zhang et al. 1991, Tucker et al. 1993, Albertini et al. 2000,
Helleday 2003). KKD, DNA replikasyon iriinlerinin homolog bélgeleri arasinda DNA
kirilmasi ve yeniden birlesmesi sonucu parca degisiminin sitolojik gostergesidir (Latt et

al. 1981, Topaktas ve Renctizogullar1 1995).

Mutajen ve kanserojenlerin gerek in vivo gerekse in vitro ortamda DNA’da olusturacagi
zararin analizinde kullanilabilen en yaygin metodlardan birisi KKD’dir (Perry and
Evans 1975, Wolf 1977, Jonasson 1986). Alink vd. (2007), KKD frekansin1 genotoksik
maddeleri tanimlamak tizere kullandiklarini1 bildirmislerdir. Latt (1974)’1n, mitomycin

C’nin KKD frekansinda artislara neden oldugunu gostermesinden sonra giinlimiize
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kadar KKD, genotoksisitenin sensitif bir indikatorii olarak kabul edilmekte ve

caligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tucker vd. (1993), okaryotik hiicrelerde KKD frekansmin, DNA replikasyonu ile
etkilesime girerek DNA hasarini indiikleyen genotoksik maddelerin etkisi ile arttigin
tespit etmislerdir. Bu aragtirmaciya gore; KKD siklig1 genotoksik etkinin belirtisidir
yorumu ya KKD sayisinin kontrole gore iki katina ¢ikmasi veya herhangi bir dozda

istatistiksel anlamda artig olmasi (p<0.05) temeline dayanmaktadir.

Bu calismada insan periferal kan lenfositlerinde Chlorthiophos’un test edilen tiim
konsantrasyonlari 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinin her ikisinde de KKD frekansini
artirmamustir.  Anilofos’ta ise 24 saatlik uygulama  siiresinde kullanilan tim
konsantrasyonlarda KKD frekansinda kontrole gore artiglar gézlenmis olup bu degerler
istatistiksel agidan anlamli bulunmamigtir. 48 saatlik uygulama siiresinde sadece 200
ng/ml’lik konsantrasyonda kontrol grubuna gore bir artis kaydedilmis olup bu uygulama
stiresinde de herhangi bir anlamlilik s6z konusu degildir. Dolayisiyla test ettigimiz farkli
konsantrasyonlardaki Chlorthiophos ve Anilofos KKD frekansinda anlamli bir artisa
neden olmadigindan dolayi, bu kimyasal maddelerin hiicresel DNA replikasyonu ile

etkilesime girmedigini ve DNA hasarina neden olmadigini sdyleyebiliriz.

Literatiirlerde Chlorthiophos ve Anilofos’un insan periferal kan lenfositleri tizerindeki
genotoksik etkileri ile ilgili herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Ancak yine organik
fosforlu pestisitler grubuna giren Paraoxon insektisidi bu ¢alismaya paralellik
gostermekte olup bu maddenin de KKD frekansini artirmadigi bildirilmistir (Singh et al.
1984). Gomez-Arroya vd. (1987), yaptiklart ¢alismada yine organik fosforlu bir pestisit
olan Methyl azinfos’u kullanmislar ve bu madde insan periferal lenfositlerinde KKD’de
bir artisa neden olmamistir. Chen vd. (1982), V79 hamster hiicre hattinda yaptiklari

calismada da bizim ¢alismamiza benzer olarak 6 pestisitte (Amaze, Azinphos-methyl,
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Bolstar, Fensulfothion, Monitor ve Nemacur) herhangi bir artisa rastlanmamustir.
Ayrica, Satar vd. (2009), organik fosforlu pestisitle zehirlenen 40 hastanin periferal
kaninda KKD sikligini arastirmis ve bu hastalarin tedavi oncesinde alinmis kan
orneklerinde sonrasindakilere gore KKD sikliginda herhangi bir artis olmadigimi tespit
etmiglerdir. Tim bu c¢alismalar KKD sikligi bakimindan herhangi bir artis

gostermemesinden dolay1 kullandigimiz pestisitlere uygunluk gostermektedir.

Bu calismalarin disinda KKD testi organik fosforlu pestisitler i¢in ¢ok yaygin olarak
kullanilmis olup bu aragtirmalarin sonucunda KKD frekansinin arttigr ¢alismalar da
bulunmaktadir. Ornegin; V79 hamster hiicre hattinda Fenthion ve Oxydemeton-methyl
(Chen et al. 1982), balik solunga¢ dokularinda Methyl parathion ve Phosphamidon (Das
and John 1999), insan fetal fibroblastlarinda Malathion (Nicholas et al. 1979),
Dimethoate ve Omethoate (Dolara et al. 1992), Methyl parathion, Dimethoate ve
Phoxim (Gomez-Arroyo et al. 1987) ve yine insan periferal lenfositlerinde Afugan adli
bir organik fosforlu fungusit (Yiizbasioglu vd. 2006), sigir periferal lenfosit kiiltiirtinde
Glifosat (Sivikova and Dianovsky (2006), Malathion (Balaji and Sasikala 1993), fare
dalak hiicrelerinde Gardona ve Dursban (Amer and Aly 1992)’m KKD frekansinda
artiglara neden oldugu saptanmistir. Martinez-Valenzuela vd. (2009), yaptiklart
calismada ise organik fosforlu pestisite maruz kalmis olan 70 tarim is¢isinin periferal

kaninda KKD sikliginda kontrol grubuna gore artis oldugunu tespit etmislerdir.

Bazi organik fosforlu pestisitler, gecirgenliklerini modifiye ederek hiicre
membranlarindan  gecebilme  kapasitesine  sahiptirler ve  diisiik  insektisit
konsantrasyonlarinda muhtemelen hiicre membraninin gecirgenligi daha az segici hale
gelmekte ve insektisitler bu sekilde hiicre icine penetre olabilmektedirler. Insektisitler
hiicre igerisine girdikten sonra ise kolayca disar1 atilamadigindan dolayr hiicrede
birikmekte ve yiliksek toksisiteye sahip olabilmektedir (Antunes-Madeira and Madeira
1979). Ayrica buna ek olarak, yaptigimiz ¢alismadan farkli olarak KKD frekansinda
meydana gelen bu farkli degerlendirmelerin organik fosforlu pestisitlerdeki ana

kimyasal bilesige bagl gruplarin konumlari ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Pommier vd. (1985), arastirmalarinda KKD’nin meydana gelisinde Topoizomeraz Il
enziminin etkili oldugunu ileri siirmislerdir. Topoizomeraz II enzimi DNA’ya
baglanarak bir kompleks olusturur. DNA’ya etki eden maddeler bu kompleksin
olusumunu engellemektedirler. Bazi arastirmacilar kimyasal maddelerin  memeli
topoizomeraz II enziminin DNA kirilma ve yeniden birlestirme siklusunu bozdugunu,
bu maddelerin ya enzimin katalitik etkisini yok ettiklerini veya DNA-enzim arasindaki
normal olan gecici ayrilmalar1 devamli kilarak DNA’da ¢ift iplik kiriklarina sebep

olduklarini (topoizomeraz zehirleri) bildirmislerdir.

[leri siiriilen hipoteze gore, KKD’lerin S fazina bagl bir olay olmasi, yeni replike olmus
DNA ipliklerinin DNA ¢ift iplik kirik bolgelerinde degis tokusu sonucu olusmasidir.
Ciinkii bu enzim yeni replike olmus DNA ipliklerini tekrar organize ederken, DNA’da
cift iplik kiriklar1 olusturur ve bunlar tekrar birlestirir. DNA’ya etkili ilaglar
topoizomeraz II kompleksini etkileyerek, kirtlan DNA ¢ift ipliginin tekrar birlesmesini
onler. Bu kiriklar kardes kromatidlerin degis tokusuna neden olur (Pommier et al. 1985,
Burden and Osheroff 1998, Miiller and Kasper 2000, Lynch et al. 2003). Yaptigimiz
calisma sonucunda her iki pestisitinde KKD’yi indiiklemedigi dolayisiyla S fazinda

replikasyon iizerinde olumsuz bir etkiye sebep olmadig: diisiiniilebilir.

Pestisitlerin tarimda c¢ok yaygin bir sekilde ve kontrolsliz kullanilmasi onlarin
genotoksisiteleri hakkinda bilgi edinmeyi zorunlu hale getirmistir. Daha 6nce yapilmis
caligmalarda Chlorthiophos’un mutajenik ve genotoksik aktivitesi hakkinda herhangi bir
literatiire rastlanmamistir. Ancak Anilofos ile yapilan birkag toksisite caligmasi
mevcuttur. Hazarika ve Sarkar (2001)’1n yaptig1 bir ¢alismada ratlara agiz yoluyla 50,
100 ve 200 mg/kg dozlarda 28 giin boyunca giinde bir defa olmak tizere Anilofos
uygulanmis olup yapilan c¢alisma sonucunda oral LDsy degeri 1681 mg/kg olarak
saptanmistir. Uygulanmis olan bu dozlarda Anilofos ratlarda viicut sicakliginin
diismesine ve kilo kaybina neden olmustur ve bu sonuglar da Anilofos’un memelilerde

iliml1 bir toksisiteye sahip oldugunu gostermistir (Hazarika and Sarkar 2001). Bizim
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yaptigimiz ¢alismada ise insan periferal lenfositlerinde LDsy degeri 200 pg/ml olarak

kaydedilmis olup bu degerin canlidan canliya degisiklik gdsterdigini soyleyebiliriz.

Yapilan baska bir ¢alismada, Aggarwal vd. (2007), yeralt1 sularinda bulunan arsenik
miktarinin  Anilofos’un embriyofetal toksisitesini degistirip degistirmedigini tespit
etmeye calismislardir. Anilofos ve sodyum arsenit; hamile ratlara gebeligin 6. giiniinden
15. glinline kadar, hem tek tek hem de kombine sekilde gavaj yolu ile uygulanmistir.
Arsenik verilen dozlar ne annede ne de yavruda higbir 6nemli etki gostermemisken,
Anilofos tek basina uygulandiginda, annede kilo kaybi, istahsizlik, yavru viicut
agirliginda azalmalara neden olmustur. Bu da bize Anilofos’un tek basina ve arsenik ile
kombine edildiginde embriyofetal gelisimde onemli degisikliklere sebep oldugunu

kanitlamaktadir.

Mutajen ve kanserojenlerin genotoksik risklerini belirlemede kullanilan en hassas
yontemlerden biri de periferal kan lenfositlerindeki KA frekansinin degerlendirilmesidir
(Carrano and Natarajan 1988, Anderson 1988). Kromozom anormallikleri, DNA
diizeyindeki zararin bir sonucu olarak ortaya cikar. Ornegin, kromozom kiriklari
DNA’daki onarilmamis ¢ift zincir kiriklarindan ve yeni yapiya sahip kromozomlarin
meydana gelmesi de, DNA’daki zincir kiriklarinin  yanlis onarilmasindan

kaynaklanabilir (Savage 1993).

KA olusum mekanizmasinin farkli dokularda benzer olmasindan dolayi, lenfositlerdeki
anormallik seviyesinin, kansere egilimli dokulardaki anormallik seviyesini gosterdigi ve
boylece kanser riskinin de gostergesi oldugu diisiiniilmektedir (Bonassi et al. 2000,
Albertini et al. 2000, Bonassi et al. 2004, 2005). Kromozom aberasyonlarinin ¢esitli
etkenlere (kimyasallara, iyonize ve iyonize olmayan radyasyona vb.) maruz kalma

sonucunda olustugu pek ¢ok in vivo ve in vitro galismalarla ortaya konmustur. Nitekim
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timor hiicreleri lizerinde yapilan detayli arastirmalar bu hiicrelerin yapisal ve sayisal

kromozom degisiklikleri igerdigini gostermistir (Demiroglu 2003, Sugai et al. 2005).

Bu ¢alismada hiicre basina diisen toplam KA verilerine bakildiginda; Chlorthiophos’da
24 saatlik uygulamada hem kontrole hem de negatif kontrole gére bir artis gézlenmistir.
Ancak bu artis sadece 200 pg/ml’lik konsantrasyonda %56,6 oraninda olup, istatistiksel
olarak negatif kontrole gore anlamli ¢ikmistir. 48 saatlik uygulamada ise 25 pg/ml’lik
konsantrasyon negatif kontrolden diisiik, 50 ve 100 pg/ml’lik konsantrasyonlar ayni
degerde ve 200 pg/ml‘lik konsantrasyon ise negatif kontrolden fazla (%83,3)
bulunmustur. Dolayisiyla bu islem siiresinde, sadece 200 pg/ml’lik konsantrasyonda
istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur. Her iki uygulama siiresinin de
ozellikle son konsantrasyonlarinda %50°den daha fazla artisin olmasi pestisitlerin
kullanilmasi sirasinda dozun ne kadar 6nemli oldugunu ifade etmektedir. Ayrica 24 saat
ve 48 saatlik uygulama siireleri karsilastirildiginda 48 saatlik uygulama siiresinin daha
fazla aberasyona neden oldugu goriilmektedir. Sonug olarak Chlorthiophos uygulamasi
sonucu goriilen klastojenik etki, konsantrasyona bagli oldugu gibi uygulama siiresine

bagl olarak da degiskenlik gostermektedir.

Anormal hiicre yiizdesinde ise Chlorthiophos i¢in 24 saatlik uygulama siiresinde negatif
kontrole gore sadece 200 pug/ml’lik konsantrasyonda anlamli bir artis gézlenmisken 48
saatlik uygulama siiresinde 50, 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda anlamli bir
artig saptanmistir. Anormal hiicre yiizdesindeki artis 6zellikle 24 ve 48 saatlik uygulama
stirelerinin her ikisinde de hiicre basina diisen kromozom anormalliinde oldugu gibi
200 pg/ml’lik konsantrasyonda daha yiiksek bulunmustur. Grant vd. (1977), anormal
hiicre yiizdesinde meydana gelen artisin kimyasal maddenin ig (iplikleri) faaliyetleri
tizerine olan etkisi ile ortaya c¢iktigini vurgulamislardir. Dolayistyla bu maddenin
yiiksek dozlarda kullanilmasi durumunda ig ipliklerinde daha fazla miktarda bozulmalar
meydana gelecegi diisiiniiliirse bu da daha ¢ok yapisal kromozom aberasyonlarina neden

olabilecegi kanisini akla getirmektedir.
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Anilofos ise KA frekansinda 24 saatlik uygulama siiresinde 100 ve 200 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda, 48 saatlik uygulama siiresinde ise tiim konsantrasyonlarda kontrole
gore istatistiksel acgidan anlamli bir artis gostermistir. Dolayisiyla  Anilofos
Chlorthiophos’a gére KA frekansini daha fazla artirmistir ve bu artiglar kromozom say1
degisikliklerinden daha c¢ok kromozom yapi1 degisiklikleri seklindedir. Buradan da
Anilofos’un klastojenik bir etkiye sebep olabilecegini ve ayn1 zamanda bu etkinin doza

ve siireye bagli olarak artis gosterdigini sdyleyebiliriz.

Ayrica ¢alismada her iki pestisitte de kromozom anormalligi olarak en ¢ok kromatid
kiriklarina rastlanmistir. Bunun disinda kromozom ki1, fragment, az sayida disentrik
kromozom ve kromatid degisimi gibi anormallikler de gozlenmistir. Kromatid kiriklari,
her iki pestisit icin 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinin her ikisinde de, en ¢ok 200
ug/ml’lik konsantrasyonda goriilmiistiir. Bu deger Anilofos’ta 24 saatlik uygulama
stiresi i¢in %50 oraninda, 48 saatlik uygulama siiresi i¢in ise %47,3 oraninda artisa
neden olmustur. Chlorthiophos’da ise 24 saatlik uygulama siiresinde bu oran %53,3
iken 48 saatlik uygulama siiresinde %44,4 degerindedir. Bu iki maddenin kromatid
kiriklarin1 arttirmasit bu maddelerin klastojenik potansiyele sahip oldugu kanisim
desteklemektedir. Dolayisiyla Chlorthiophos’un ve Anilofos’un DNA molekiiliiniin
seker fosfat omurgasindaki fosfodiester baglarini kopardigi anlagilmaktadir. Buna ek
olarak bu iki maddenin kromatid kirigint uyarmasi onlarin hiicre siklusunun G1 ya da S
fazinda DNA’da tek iplik kirigini uyardiklarimi gostermektedir. Ancak bunun yaninda
az da olsa ¢ift iplik kiriklarma da rastlanmistir. Ciinkii maddelerin uygulanmasi ile
kromozom kiriklar1 da meydana gelmistir. Kromozom kiriklar1 24 saatlik uygulama
stiresinde %25 oraninda, 48 saatlik uygulama siiresinde ise %22,7 oraninda artis
gostermistir. Kromozom ve kromatid tipi hasarlar mekanistik olarak birbirlerinden
farklidir. Periferal lenfositlerde kromozom tipi aberasyonlar iyonize radyasyon ve diger
S-bagimsiz klastojenler tarafindan indiiklenirken, kromatid tipi hasarlar kimyasal
mutajenler gibi S-bagimli ajanlar tarafindan meydana getirilir (Norppa et al. 2006).
Sonug olarak bu calismada kromatid tipi kiriklara daha fazla rastlandigindan bunun
kullandigimiz pestisitlerden yani S-bagimli ajanlar tarafindan kaynaklanabilecegi akla

gelmektedir. Ayrica bu maddelerin sadece yapisal kromozom anormalliklerine sebep
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oldugu, fakat sayisal kromozom anormalliklerini artirmadig1 saptanmistir. Dolayisiyla
sonuglar her iki maddenin de klastojenik etkisinin oldugunu fakat andjenik etkisinin

olmadigini goéstermektedir.

DNA molekiilleri, hem interfaz hem de S evrelerinde ¢ok biiyiik boyutlar1 nedeni ile
mutasyonlara neden olan fiziksel ve kimyasal maddelerin agik hedefleridir. Olusacak
olan DNA hasar1 sonucunda mikroskopta goriilebilen yapisal KA’lar1 olusur (Obe et al.
2002). Bu aberasyon tipleri mutajen uygulamasinin yapildig1 hiicre siklusu safhasina ve
kullanilan mutajenik maddenin tipine baghdir. Iyonize 1gmlar gibi ajanlar hiicre G1
safhasinda iken etki ederse kromozom tipi aberasyonlar meydana gelir, eger hiicre G2
sathasinda iken etki ederse kromatid tipi aberasyonlar ve iyonize 1sinlar, S safhasinda
iken etki ederse her 2 tip aberasyonlar da meydana gelebilir (Natarajan and Obe 1982).
Kromatid tipi aberasyonlar genellikle G1 ya da S fazinda olan hiicrelerin S-bagimli
ajanlarla muamelesi ve G2 fazinda DNA sentezinin ya da onariminin inhibe edilmesi
gibi etkenlerden dolay1 meydana gelmektedir (Palitti 1998). Yaptigimiz ¢alismada daha
cok kromatid tipi bunun disinda az sayida da kromozom tipi kiriklarin gozlenmesi
kullandigimiz pestisitlerin S sathasinda daha etkili olduklarin1 acik¢a ortaya

koymaktadir.

Das ve John (1999), balik solunga¢ dokularinda yaptiklar: bir ¢alismada bu ¢alismaya
benzer sonuglar elde etmis olup organik fosforlu iki pestisit olan Methyl Parathion ve
Phosphamidon’un her ikisi de kromozom aberasyonunu anlamli bir bi¢imde artirmistir.
Ayn1 zamanda Phosphamidon’un genotoksik etkisi in vivo olarak farelerde de ¢alisilmis
olup yine aberasyonlarda anlamli bir artis gézlenmistir (Behera and Bhunya 1987). Ayni
aragtirmacilar farkli bir ¢alismada fare kemik iliginde Asataf adli organik fosforlu
pestisitin de kromozom aberasyon yiizdesinde artisa neden oldugunu saptamislardir
(Behera and Bhunya 1989). Bu c¢alisma disinda yine bir¢ok arastirmacinin yaptigi
caligmalarda da elde etti§imiz sonuglara paralel giden sonuclar mevcuttur. Webster vd.
(2002), yaptiklar1 bir calismada organik fosforlu pestisitlere maruz kalmis ciftcilerde

kromozom hasarlarini tespit etmeye ¢alismislardir. Yapilan ¢alisma sonunda ¢ok diisiik
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seviyelerde organik fosforlu pestisitlere maruz kalmis bireylerin kaninda bile kromozom

kiriklarinda istatistiksel agidan anlamli bir artig saptanmastir.

Organik fosforlu bir pestisit olan Monocrotophos’un genotoksik potansiyeli tavukta in
vivo olarak kromozom aberasyon testi ile arastirtlmis ve uygulamadan sadece 24 saat
sonra kromozom aberasyonlarinda anlamli bir artis gozlenmistir (Bhunya and Jena
1993). Ayrica Adhikari ve Grover (2006), rat kemik iliginde yaptiklar1 calismada
Monocrotophos’ta istatistiksel agidan anlamli bir artis gézlemisler ve bu arastirmada
kromatid kiriklari, fragment, halka kromozom ve disentrik kromozomlara rastlanmaistir.
Bu arastirmacilar Monocrotophos’un yaninda yine organik fosforlu bir pestisit olan

Benomyl i¢in de ayn1 sonuglari elde etmislerdir.

Edifenphos’un genotoksik potansiyeli in vivo olarak farelerde kromozom aberasyon
testi ile arastirllmig ve yine bu pestisitte de anlamli artiglar tespit edilmistir (Jayashree
et al. 1994). Malathion’un 4 farkli konsantrasyonu (0,02, 0,2, 2 ve 20 pg/ml) 24 ve 48
saat uygulama siireleri seklinde insan periferal lenfositlerine uygulanmis ve kromozom
aberasyonlarinda doza bagli bir artis gbzlenmistir (Balaji and Sasikala 1993). Amer ve
Aly (1992), fare dalak hiicrelerine uyguladiklari testte ise yine aberasyonlara
rastlamiglardir. Tiim bu ¢aligmalar yaptigimiz ¢aligmaya uygunluk gostermis olup bu
organik fosforlu pestisitlerin aberasyonlara neden oldugundan dolayi, klastojenik

olabileceklerini soylemek miimkiindiir.

Quest vd. (1990), yaptiklar1 c¢alisgmada ise Methidathion pestisitinin  kromozom
aberasyon testinde artislara neden olmadig1 ve genotoksik bir etki yaratmadigini tespit
etmis olup bu maddenin sonuglart kromozom aberasyonu bakimindan yaptigimiz
calismaya uygunluk géstermemistir. Yine Chlorpyrifos ile rat lenfositlerinde (Gollapudi
et al. 1995), Glifosat ile sigir lenfositlerinde (Sivikova and Dianovsky 2006) yapilan

calismalarda da herhangi bir genotoksik aktiviteye rastlanmamistir. Bu g¢aligmalarin
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bazilarinda KA frekansinda artiglar gozlenirken bir kisminda azalmalarin gézlenmesi ya
da istatistiksel olarak bir anlam ifade etmemesi organik fosforlu pestisitlerde maddeyle
temasin siiresine, dozuna, maddenin dogrudan ya da once metabolize olup aktif hale

gectikten sonra etki etmesi gibi etkenlerden kaynaklaniyor olabilir.

Seligmann vd. (2003), sitotoksisite derecesinin tespit edilmesinin, uygun preparasyon
zamanini ve test konsantrasyonlarini se¢mek igin gerekli oldugunu ve oOzellikle
sonuglarin insanlarin maruz kalabilecegi bilesiklerin risk degerlendirmesi igin

kullanildiginda 6nem tasidigini bildirmislerdir.

In vitro KA deneylerinde; MI, indiiklenen hiicresel toksisiteyi izlemek i¢in kullanilir.
Mi, hiicre siklusunda metafazdaki hiicre yiizdesini verir. Azalmis MI, hiicre siklusu
ilerlemesinde inhibisyonu ve/veya proliferatif kapasitedeki kaybi gosterir (Gokalp

Muranli 2006).

Calismamizda 4 kisiden elde edilen veriler MI bakimindan degerlendirildiginde, 24
saatlik uygulama siiresinde doza bagl bir azalis s6z konusu olup bunlardan 25 pg/ml’lik
konsantrasyon digindaki diger {i¢ konsantrasyon (50, 100 ve 200 pg/ml) ve 48 saatlik
uygulama siiresinde ise tiim konsantrasyonlarda Chlorthiophos MI’yi anlamli olarak
diisiirmiistiir. MI*deki en diisiik deger her iki uygulama siiresinde de 200 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda goriilmiis olup bu degerler 24 saat i¢in %76,2 oraninda 48 saat i¢in
ise %68,2 oraninda bulunmustur. Anilofos ise 48 saatlik uygulama siiresinde
Chlorthiophos’a benzer degerler gdstermis olup tiim konsantrasyonlarda Mi’de bir
azalma s6z konusu iken, 24 saatlik uygulama siiresinde son iki konsantrasyonda (100 ve
200 pg/ml) anlamli disisler kaydedilmistir. Bu degerler Anilofos’un 24 saatlik
uygulama siiresi i¢in 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda sirasiyla %71,7 ve %63
oraninda; 48 saatlik uygulama siiresi i¢in ise ayni konsantrasyonlar igin sirasiyla %64,3

ve %54.3 oraninda saptanmistir. Her iki madde i¢in de 48 saatlik uygulama siiresindeki
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degerlerin 24 saatlik uygulama siiresine gore diisiik oldugu gbzlenmis olup bunun da
Mi'nin diisiisiine bagli olarak béliinmeye giren hiicre sayismin azalmasindan

kaynaklandig1 akla gelmektedir.

MI, ayrica, hiicrelerin mitoza giris hizim1 gdsteren bir parametre oldugundan dolayi
Mi’deki diisiis Chlorthiophos ve Anilofos’un hiicre dongiisiiniin ilerleyisini inhibe
ettigini, dolayisiyla sitotoksik bir etkiye sebep oldugunu diisiindiirmektedir. Mi
degerlerindeki azalmalar, her iki pestisit icin de siireye ve doza bagl olarak degisiklik
gostermistir. Sonuglar, Chlorthiophos ve Anilofos’un mitoz bolinmeyi olumsuz yonde

etkileyerek hiicre boliinmesini baski altina almis olabilecegini isaret etmektedir.

Moore vd. (2011), yaptiklar1 ¢alismada Malathion’un Sprague-Dawley cinsi ratlarda
kemik iligi ve periferal kanlarinda mitotik indekste diisiislere neden oldugunu tespit

etmis olup bu sonuglar bizim ¢alismamiza benzerlik gostermektedir.

Yiizbasioglu vd. (2006), Afugan adli bir fungusitin, kullanilan dort ayr
konsantrasyondan (2,5, 5, 10 ve 20 pg/ml) en diisiik doz disindaki dozlarda MI’yi
anlamli  bir sekilde disirdigiinii saptamistir.  Malathion’un insan periferal
lenfositlerindeki sonuglarma bakildiginda ise MI degerlerinde tiim dozlarda dnemli

derecede bir azalis gézlenmistir (Balaji and Sasikala 1993).

Rojas vd. (1993), test edilen kimyasal maddenin sitotoksik ve/veya sitostatik etkilerini
birbirinden ayirmak icin, Mi ve KKD testindeki proliferasyon indeksi (Pi)
inhibisyonlar1 arasindaki iliskinin tespit edilmesi gerektigini bildirmislerdir. PI,
kimyasal maddelerin DNA replikasyonu iizerine etkisini, MI ise mitoz bdliinme iizerine

etkisini gostermektedir.
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Bu ¢alismada Chlorthiophos ve Anilofos’un her ikisi de 24 ve 48 saatlik uygulama
siirelerinde kontrol grubuna yakin degerlere sahip olup PI iizerinde herhangi bir anlamli
azalig gostermemistir. Bu da, ¢alisilan pestisitlerin DNA replikasyonu tlizerinde herhangi
bir olumsuz etkisinin olmadigin1 géstermektedir. Hiicre boliinme kinetigini ifade eden
bir parametre olan Pi, test edilen bilesigin sitotoksisitesini analiz etmek iizere kullanilir.
Ciinkii test edilen kimyasal maddenin hiicre siklusu ile etkilesime gegmesi bu indeksi
hizlandirir veya geciktirir (Sivikova and Dianovsky 2000). Ancak bu ¢alismada
maddelerin Pi’de herhangi bir etki gorilmez iken Mi’de diisiis tespit edilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada Chlorthiophos icin Mi ve KKD’deki PI arasinda 24 saatlik
uygulama siiresinde herhangi bir iligski saptanamamisken 48 saatlik uygulama siiresinde
Pearson korelasyon testine gore her ikisinde de %44,2 oraninda (p<0,05) bir artis tespit
edilmis olup pozitif yonde bir iligki saptanmistir. Anilofos’ta ise her iki uygulama
stiresinde de artig saptanmis olup Yyine pozitif yonde bir iliski s6z konusudur. Sivikova
ve Dianovsky (2000), calismalarinda, MI ve Pi arasinda pozitif iliski bulunmasinin test
edilen kimyasalin sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir. Bu sonuglarda yine
Chlorthiophos ve Anilofos’un DNA replikasyonu tizerinde herhangi bir olumsuz etkisi
olmamasma ragmen Mi’de azalmalara neden olmasindan dolayr sitotoksik etki

gosterdigini destekler yondedir.

Yiizbasioglu vd. (2006)’nin Afugan pestisiti ile yaptiklar1 calisma MI’nin diismesi
ancak bu maddenin PI’yi etkilememesi bakimindan yaptigimiz galismaya uygunluk
gostermektedir. Yine Satar vd. (2009), organik fosforlu pestisitlerle zehirlenen 40 hasta
lizerinde yaptiklari ¢alismada da PI bakimindan herhangi bir farklilik gdzlenmemis olup
bu verilerde ¢alismamizla ortiismektedir. Dolayisiyla ¢aligmamiza paralel olarak yapilan
diger caligmalarda da kullanilan maddelerin DNA replikasyonunu olumsuz yonde

etkilemedigi sonucuna varabiliriz.

Epel (1963), Jain ve Andsorbhoy (1988), kimyasallarin hiicre enerji iretim
merkezlerinin fonksiyonlarini1 baski altinda tutmalar1 ve dolayisiyla ATP sentezinin

azaltilmasi sonucu, hiicre boéliinmesinin yavaglatildigini ve sitotoksik etkinin ortaya
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ciktigint bildirmislerdir. Bazi1 arastiricilar da kimyasal maddelerin KA’y1 uyarma
yoluyla sitotoksik etkiye sahip olabilecegini ileri siirmiiglerdir (Hilliard et al. 1998). Bu
ifadelere gore, in vitro ¢alisilan bu pestisitlerin insan lenfositlerinde, ya ATP {iretimini
baski altinda tutmasindan ya da klastojenik etkisinden dolay1 hiicre boliinmesini
azalttig1 ve sitotoksik etki gosterdigi sdylenebilir. Ayrica Mi’deki diisiis konsantrasyona
bagl olarak gergeklesmis olup konsantrasyon arttikga Mi’de bir diisiis gozlenmistir.
Chlorthiophos ve Anilofos’ta her iki uygulama siiresinden elde edilen MI degerleri ile
uygulanan konsantrasyonlar arasindaki iliski lineer regresyon analizi ile tespit edilmis
ve konsatrasyon artisina bagli olarak Mi’de bir azalis belirlenmistir. Dolayisiyla
aralarinda negatif yonde bir iliski oldugu saptanmistir. Ayn1 zamanda KA frekansi ile
MI arasinda da negatif yonde bir iligki saptanmis olup her iki uygulama siiresinde de
konsantrasyona bagli olarak KA frekansinda bir artis oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla
KA frekansi arttikga toksisite de arttigindan Chlorthiophos ve Anilofos’un daha yiiksek
dozlarda kullanildiginda daha fazla aberasyona ve kiriklara neden olabilecegi kanisina

varmis bulunmaktay1z.

Insan hiicrelerinde  DNA hasarlarinin  kromozom seviyesinde giivenilir olarak
degerlendirilmesini saglayan MN yontemi genetik toksikoloji alaninda ¢ok yogun
olarak kullanilmaktadir (Fenech 1993, Lando et al. 1998, Schuler et al. 2010). MN
sayisindaki artis, ¢esitli kKimyasal maddelerin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Fenech

and Morley 1985a, Ford et al. 1988, Vanparys et al. 1990, Zijno et al. 1994).

MN test yonteminde bir kez bdliinmiis olan iki niikleuslu hiicreler degerlendirmeye
alinmigtir. Ancak bu yontemde, hiicre kiiltiiriiniin 48. saatinde hiicreler bir kez
boliinmiis olmalarina ragmen, hem daha fazla iki niikleuslu hiicre elde elde etmek hem

CBPI oranini saptamak igin 68 saatlik kiiltiir siiresi uygulanmistir (Gékalp Muranl
2006).
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Calismamizda elde ettigimiz verilere gore total %BNMN’de 24 saat ve 48 saatlik
uygulama siirelerinin her ikisinde de doza bagl bir artis s6z konusu olup sadece 200
ug/ml konsantrasyonda MN indiiksiyonu gozlenmistir. Yani bu madde MN olusumunu
ozellikle, 200 pg/ml konsantrasyonda istatistiksel agidan anlamli olarak artirmistir.
Ayrica 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinin her ikisinde de elde edilen degerler
birbirine olduk¢a yakin olarak tespit edilmis ve siireye bagl bir artis soz konusu

olmayip sadece konsantrasyona bagh bir artis gozlenmistir.

Chlorthiophos’un disinda organik fosforlu bir pestisit olan Phosphamidon ile yapilan bir
calismada da MN sayisindaki artis bakimindan bu calismaya gore bir benzerlik s6z
konusudur. Cicchetti vd. (1999), fare kemik iligi hiicrelerinde MN testini uygulamis ve
sonu¢ olarak hem 24 hem de 48 saatlik uygulama siirelerinde bu maddenin MN

olusumunu artirdigini tespit etmislerdir.

Bir tatli su baligi olan Channa punctatus’un lenfosit ve solunga¢ dokularinda da
Chlorpyrifos’un farkli konsantrasyonlarinin MN frekansini artirdigi gézlemlenerek,
sonuglar1 bizimkilere benzerlik gostermistir (Ali et al. 2008). Ayrica, Yin vd. (2009)
tarafindan, Chlorpyrifos bir kara kurbagasi olan Bufo bufo gargarizans iizerine
uygulanmis ve iribaslarin eritrositlerindeki MN frekansinda 6nemli derecede artiglar

gozlemlemislerdir.

Meretrix ovum bir organik fosforlu pestisit olan Monocrotophos’a farkli
konsantrasyonlarda maruz birakilmis ve daha sonra solungaglarindaki MN frekansi
degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Sonu¢ olarak bu tiirde doza bagli olarak MN
frekansinda bir artis oldugu saptanmis ve bu maddenin, calisilan organizmalarda

kromozom hasarlarina sebep oldugu kanisina varilmistir (Revankar and Shyama 2009).
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Bir kolinesteraz enzim inhibitorii olan Afugan, organik fosforlu fungusitler grubuna
girmekte olup bu maddenin insan periferal lenfositlerinde MN testi ile genotoksisitesi
arastirtlmistir. Yapilan ¢alismada 24 ve 48 saat olmak iizere iki uygulama siiresi ve
pestisitin 2,5, 5, 10 ve 20 ug/ml olmak iizere dort farkli konsantrasyonu lenfositlere
uygulanmistir. Sonugta, MN frekansinda tiim dozlarda doza bagli olarak anlamli bir
artis gozlendigi rapor edilmistir. Bu sonuglar da Afugan’in insan periferal
lenfositlerinde klastojenik ve sitotoksik olabilecegini gostermistir (Yiizbasioglu et al.

2006).

Gollapudi vd. (1995), in vivo olarak fare kemik iliginde uygulanan MN testinde
Chlorpyrifos’un herhangi bir genotoksik aktiviteye sahip olmadigini gozlemleyerek
bizimkilerden farkli sonuglar elde etmislerdir. Ancak arastirmacilar ¢aligmay1 in vivo
olarak gerceklestirmis ve farkli bir organizma {izerinde uygulama yapmislardir. Farkl
organizmalarin kullanilmasi bu test sistemlerinde farkli sonuglarin elde edilmesine
neden olabilir. Dolayisiyla ¢alismalar sirasinda bir maddenin mutajenik, genotoksik ya
da sitotoksik etkisi belirlenirken tek bir test sistemi yerine kombine testlerin

kullanilmasi giivenilir sonuglarin elde edilmesi bakimimdan 6nemlidir.

Bu ¢alismada, hem 24 hem de 48 saatlik uygulama siirelerinde KA frekansi ile MN
frekansi arasinda Pearson korelasyon testine gore istatistiksel olarak onemli bir iliski
belirlenmistir (Pearson korelasyon p<0,001). Yani Chlorthiophos, her iki uygulama
stiresinde hiicre bagina diisen toplam KA oranini arttirmis ve bu artis MN frekansinda
da aym1 oranda bulunmustur. Dolayisiyla sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilen MN testinde, MN
frekansinda bir artis gézlenmesi bu maddenin klastojenik potansiyele sahip oldugunu
gosterir. Yapilan bu calismada, Chlorthiophos’un sayisal anomaliden daha ¢ok yapisal
kromozom anomalilerine neden oldugu gozlenmistir. Bu nedenle; MN olusumunun
Chlorthiophos’un andjenik degil de, daha g¢ok klastojenik etkisinden dolayr oldugu
distintilebilir. Fenech vd. (2003), yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, eger MN olusumuna

kromozomlardan kopan bir parca neden olursa (asentrik bir kromozom pargasi), bunun
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klastojenik bir olayin sonucu oldugunu; eger olusuma neden olan olgu anafazda geri
kalma ya da ig ipliklerinin hasarindan dolayi olursa, bu duruma anéjenik bir maddenin
neden oldugunu belirtmislerdir. Yaptigimiz c¢alismada MN olusumunun klastojenik
maddelerden kaynaklanabileceginin tespitinden dolayr bu olusumlarin genellikle

asentrik kromozom parcalarindan meydana geldigi diisiiniilebilir.

Ayrica Hogstedt ve Karlsson (1985), gelistirdikleri modifiye metodlarla, aneuploidiye
yol agan maddeler ile klastojenleri birbirinden ayirmada, MN biiyiikliik farkindan
yararlanmiglar; klastojenlerce uyarilan MN’lerin asentrik kromozom fragmentleri iceren
kiigiik, andjenlerce uyarilan MN’lerin tam kromozomlar icerdigini ve daha biiyiik ebatl
oldugunu gostermislerdir. Ayrica Fenech ve Crott (2002)’un bildirdiklerine gore;
Klastojenlere maruz kalmis biniikleer hiicrelerde niikleoplazmik kopriiler de
gbzlemlenir. Bu kopriiler iki niikleusu birlestirir. Niikleoplazmik koprii olusumlarinin,
anafazda kromozomlarin sentromerlerin zit kutuplarina cekilerek disentrik kromozom
olusumu nedeniyle gerceklestigini ve bir ya da daha fazla niikleoplazmik k&priiniin
yanindaki 1°li veya 2’li MN’lerin %60’indan daha fazlasinin asentrik kromozom
parcasindan orijin aldigin1 goéstermislerdir. Yaptigimiz ¢alismada da niikleoplazmik
kopriilere rastlanmis olmasi ve genellikle kiigiik boyutlu MN’lerin tespit edilmesi

MN’lerin asentrik kromozom fragmentlerinden kaynaklanabilecegini desteklemektedir.

Anilofos’ta ise hem 24 hem de 48 saatlik uygulama siirelerinde %BNMN’de istatistiksel
acidan anlamli bir artis gézlenmemis olup, degerler genellikle kontrol grubu degerlerine
yakin olarak elde edilmistir. Dolayisiyla MN testinde Anilofos’un klastojenik
oldugundan bahsedemeyiz.

Fenech vd. (1997)’in bildirisine gore; KKD ve MN testlerinde elde edilen PI ve CBPI
ortalama degerleri hiicre siklusu kinetiginin 6l¢iilmesini saglamakta ve bu 6l¢iimler belli

kimyasal veya fiziksel ajanlarin sitotoksik etkileri hakkinda Onemli verileri
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yansitmaktadir. CBPI; hiicrelerin boliinme hizlarmi dlgmektedir. Yani sitostatik etkiyi
gostermektedir (Eke 2007). Yaptigimiz ¢alismada her iki pestisitte de CBPI oraninda
goriilen diisiisler sonucunda bu maddelerin insan lenfositleri iizerinde doz artisina bagl
olarak hiicrenin boliinme hizin1 azaltma potansiyellerinin oldugu dolayisiyla hiicre

boliinmesini engelledikleri belirlenmistir.

Calismamizda test edilen kimyasal maddelerden biri olan Chlorthiophos in vitro insan
lenfosit kiiltiirinde MN testinde 24 saatlik uygulama siiresinde doza bagli azalis
gostermekle beraber sadece 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda, 48 saatlik uygulama
stiresinde ise sadece 200ug/ml konsantrasyonlarda; Anilofos ise yine doza bagl bir
azalig gostermis olup her iki uygulama siiresinde de sadece 200 ug/ml konsantrasyonda
CBPI degerlerini anlamli olarak azaltarak sitotoksik etki gdstermistir. Bu
konsantrasyonlardaki azalmalar yiizde olarak degerlendirildiginde Chlorthiophos i¢in
100 pg/ml konsantrasyonda %388, 200 ng/ml konsantrasyonda ise %74,7 oraninda;
Anilofos igin ise 200 pg/ml konsantrasyonda %81 oraninda oldugu tespit edilmistir.
Dolayisiyla her iki madde i¢in de daha yiiksek konsantrasyonlar kullanilacak olursa

daha fazla oranda sitotoksik etki gézlenmesi kaginilmazdir.

Caligmamiza benzer olarak, Pastor vd. (2003)’nin yaptiklari ¢aligmada, yogun tarimsal
aktiviteleri ile karakterize edilen Yunanistan, Ispanya, Polonya ve Macaristan’da isi
geregi pestiside maruz kalan populasyonlarda, pestisit kullanimu ile sitogenetik zararlar

arasindaki iliskiyi belirmek i¢in, toplam 239 tarim isgisi ve 231 pestisite maruz

kalmamis kontrol kan vericilerinin, periferal kan lenfositlerinde ve agiz mukozasi
epitelyum hiicrelerinde MN testi uygulanmis ve sonugta pestisite maruz kalan

bireylerde, kontrolle kiyaslandiginda CBPI’de 6nemli bir azalma saptanmustir.

Ayni zamanda MN testinde Chlorthiophos’un CBPI azalmasini indiiklemesinin yani sira

MN olusumunda da yine ayni dozlarda bir artisa neden olmasindan dolayi sitotoksisite
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ile klastojenite arasinda da bir iligski goriilmektedir. Ancak bu durumu Anilofos i¢in
sdyleyemeyiz. Ciinkii, Anilofos CBPI degerlerinde, 200 pg/ml konsantrasyonda bir
azalmaya sebep oldugu halde, MN frekansi degerleri kontrol grubuna yakin bir sekilde

elde edilmistir.

Calismamiz sirasinda hem Chlorthiophos hem de Anilofos i¢in kullanilan dort kiside de
kullanilan kimyasal maddeler farkli etki gostermistir ve elde edilen degerlerde
farkliliklar gozlenmistir. Elde edilen bu sonug, kisilerin farkli genetik yapilarma bagh

olarak ortaya ¢ikmis olabilir.

Farkli test sistemlerinde ¢ok farkli sonuglarin elde edilmesi test edilen maddenin g
boyutlu yapisi, molekiil sekli ve biiyiikliigii ile alakali olabilir. Ayn1 zamanda test
sistemi i¢in kullanilan organizma tiiri de farkli sonuglarin elde edilmesine sebep
olabilir. Pestisitlere maruz kalmis bireylerde olusan bu farkli sonuglar, bireylerin yasam
tarzi, iklimsel ve cevresel kosullar, kullanilan farkli pestisit ve kullanim miktarlari,
maruz kalma siiresi ve bireylerin beslenme aligkanligi ile yakindan iligkilidir. Aym
zamanda cesitli genotoksik maddeler her organizmanin metabolizmasinda ¢ok farkli
degisikliklere ugrayabilmektedir. Bu nedenle, bu maddelerin etkisine kargi hiicresel
seviyede olusan farkliliklar da bu kadar farkli sonu¢ elde edilmesine neden
olabilmektedir (Omenn 1991).

DNA yapisi temel olarak biitiin organizmalarda benzerdir, fakat toksik maddenin ne
kadar ve hangi formda DNA’ya ulasacagini etkileyen sekonder faktorler genetik
toksisiteyi degerlendirmek i¢in 6nemli bir kriterdir. Bunlarin yaninda, hedef DNA’nin
biiyiikliigii ve DNA onarim mekanizmasi da genotoksik tehlikenin ortaya ¢ikmasinda
olduk¢a Onemlidir. Bu parametreler de organizmadan organizmaya degismektedir

(Brusick 1988).
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Bitkilerde ve hayvanlarda KA, KKD ve MN formasyonunun goriilmesi, bu maddelerin
tim organizmalardaki DNA ile etkilesime girerek DNA hasar1 meydana getirdigini

gostermektedir. DNA hasarinin meydana gelmesi, serbest radikallerin olugsmasiyla da

olabilmektedir (Giray et al. 2001).

Hiicreler, metabolik prosesin bir pargasi olarak, siirekli serbest radikaller (siiperoksit
anyon, peroksil, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri)
tretirler. Serbest radikaller; siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
enzimler ve vitamin A, E ve C gibi enzimatik olmayan oksidanlardan olusan bir

antioksidan savunma sistemi ile notralize edilirler (Urso and Clarkson 2003).

Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol acan siiperoksit grubu, siiperoksit dismutaz
araciliginda hidrojen peroksit ve oksijene g¢evrilir. Siiperoksit grubundan daha zayif
etkili olan hidrojen peroksit, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili {irlinlere doniistiiriilerek
etkisiz kiliir. Siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen maddeler siiperoksit
gruplariin zararsiz hale getirilmesini engellerken, lipit peroksidasyonunu hizlandirirlar

(Kaya vd. 1998, Mates 2000).

Lipid peroksidasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan malondialdehit gibi sitotoksik
aldehitler DNA ve proteinlere baglanarak kalici hasara neden olur (Cigek 2005). Reaktif
oksijen tiirlerinin artmasi ve antioksidan mekanizmasinin yetersiz kalmasi sonucu
oksidatif stres adi verilen bir dizi olay meydana gelmektedir. Oksidatif stresin farkl
mekanizmalar ile DNA iizerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir
kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein capraz baglanmasi gibi hasarlara yol agtigi
bilinmektedir (Williams and Jeffrey 2000, Cooke et al. 2003). Bizim ¢alismamizda da
kromozom aberasyonlar1 arasinda en sik kromatid kirigina rastlanilmistir. DNA

ipliginde meydana gelen bu kirilmalarin Chlorthiophos ve Anilofos’un neden oldugu
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diisiniilen reaktif oksijen tiirleri ve diger serbest radikallerden kaynaklanabilecegini de

sOyleyebiliriz.

Sonug olarak; Chlorthiophos’un mutajenitesini belirlemek {izere yaptigimiz Ames testi
sonuglarma gore bu madde TA98 susunun S9 fraksiyonu yoklugunda yapilan
uygulamalar disinda kullanilan tiim suslarda herhangi bir mutajenik etki gostermemistir.
Fakat TA98 susunun S9 fraksiyonu yoklugunda uygulanan bes farkli dozun tiimiinde
kontrol grubunun iki katin1 asan degerlere rastlanmistir. Bu da, Chlorthiophos’un

cergeve kaymasi mutasyonlarina neden olabilecegini géstermektedir.

Anilofos ile yapilan ¢alismalarda ise, TA97, TA100 ve TA102 suglarinin S9 fraksiyonu
varliginda ve yoklugundaki uygulamalarda yine herhangi bir mutajenik aktiviteye
rastlanmazken TA98 susunun S9 fraksiyonu yoklugunda uygulanan deneylerde 1000
pg/plak, 100 pg/plak ve 10 pg/plak dozlarinda kontrol grubuna gore iki kata yakin
degerler elde edilmis olup bu ii¢ dozda Anilofos mutajenik bulunmustur. Bu da,

Anilofos’un ¢er¢eve kaymasi mutasyonlarina neden olabilecegi anlamina gelmektedir.

Chlorthiophos 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinin her ikisinde de KKD tizerinde
herhangi bir anlamli artisa neden olmadigindan dolay1 genotoksik bir etkiye sahip
degildir. Aynm1 yorumu Anilofos i¢in de soyleyebiliriz. Ciinkii Anilofos’ta her iki
uygulama siiresinde KKD frekansinda istatistiksel agidan herhangi bir artisa neden

olmamustir.

Chlorthiophos her iki uygulama siiresinde de sadece 200 pg/ml konsantrasyonda KA ve
MN frekansinda artisa neden oldugundan dolayr bu maddenin klastojenik etkisinden

bahsedilebilir. Anilofos ise KA frekansinda artislara neden olmusken MN frekansinda
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istatistiksel olarak bir anlamlilik yoktur. Ancak KA frekansindaki artista bize bu

maddenin klastojenitesi hakkinda bilgi vermektedir.

Chlorthiophos ve Anilofos’un PI iizerinde herhangi bir etki gostermediklerinden dolay1
DNA replikasyonunu olumsuz ydnde etkilemediklerini ancak MI ve CBPI’de diisiisler
gozlendiginden sitotoksik olduklar1 kanisina varilabilir. Yani, hiicre boliinmesini ve
niikleus béliinmesini baski altina aliyor olabilirler. Ozellikle son konsantrasyon olarak
kullandigimiz 200 pg/ml’lik konsantrasyonda her iki maddede de Mi’de diisiislerin
gozlenmesi ve KA frekansindaki artislar bu maddelerin yiiksek dozlarda oldukca
tehlikeli olabilecegini ve ¢ok sayida aberasyona neden olabileceginin bir gostergesidir.
Bu yiizden bu organik fosforlu pestisitler tarim alanlarinda kullanima sunulurken
yiikksek dozlarda kullanilmamali ve tarim iscilerinin dikkatli olmasi ve koruyucu

Onlemler almas1 gerekmektedir.

Kimyasal maddelerin ¢evremizde ¢ok sayida sentezlenmesi ve c¢ok ¢esitli olmalari,
onlarin etki mekanizmalarinin arastirilmasini zorunlu kilmis ve bunun sonucunda bir¢ok
test sisteminin gelismesi ve farklilasmasina neden olmustur. Kullanilan kimyasal
maddelerin tek bir test sistemi ile arastirilmasi giivenilir sonuglar elde edilememesine
sebep olmaktadir. Ciinkii farkli test sistemlerinde farkli organizmalar ve farkli
yontemler kullanildigindan dolay: elde edilen sonuglarda ¢esitlilik gosterebilmektedir.
Dolayisiyla bir kimyasal madde tek bir test yontemi ile degil birbiriyle kombine olan ve
farklt organizmalarin kullanildigi in vivo ve in vitro birgok test sistemi ile kontrol
edilirse daha giivenilir sonuclar elde edilecek ve sonuglarin birbiriyle karsilastiriima

imkan1 dogabilecektir.

Yaptigimiz bu g¢alisma ile hem prokaryotik hem de okaryotik organizmalar iizerinde
Anilofos ve Chlorthiophos pestisitlerinin etkisi sitogenetik ve genotoksik agidan

degerlendirilmistir. Dort farkli test sistemi kullanilarak yaptigimiz ¢alismada iki farkli
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pestisit i¢in sonuglarin giivenilirligi arttirllmistir. Bu ¢aligmada yer almayan diger

genotoksisite test sistemleri kullanilarak sonuglarin desteklenebilecegi diisiincesindeyiz.
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