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OZET
Yiksek Lisans Tezi

HALFENPROX PESTISITININ MUTAJENIK AKTIVITESININ
AMES TEST SISTEMI iLE BELIRLENMESI

Hatice EFECAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Ahmet SERTESER
Bu calismada, tarim sektoriinde oldukga yaygin olarak kullanilan Halfenprox pestisitinin
mutajenik etkisi, kisa zamanl bakteriyel mutajenite test sistemlerinden biri olan
Salmonella/mikrozom test sistemi ile arastinlmistir. Calismada Salmonella
typhimurium’un iki susu olan TA 98 ve TA 100 suslari kullanilmistir. Bunun igin her iki
sus mikrozomal enzimler iceren metabolik aktivasyon (S9) varliginda ve yoklugunda,
Halfenprox'un  6,25ug/plak, 12,5ug/plak, 25ug/plak, 50ug/plak, 100ug/plak
konsantrasyonlarinda iki bagimsiz paralel deneyde test edilmistir. S9 yoklugunda pozitif
kontrol olarak TA 98 icin 4-nitro-o-fenilendiamine, S9 varliginda ise 2-aminofluorene,
TA 100 igin ise S9 yoklugunda Sodyum azid, varliginda ise 2-aminoanthracene
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise ¢6ziici DMSO ve spontan kontrol gruplari
kullanilmistir. Test sonuglari iki deneyin ortalamasi alinarak degerlendirilmis, pozitif ve
negatif kontrol gruplari ile karsilastirilmistir. Elde edilen veriler Dunnett-t testi ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak; Halfenprox pestisiti TA 98 ve TA
100 suslarinin her ikisinde de herhangi bir mutajenik etki gostermemistir. Bu ¢alisma
mutajenite calismalarinda bir 6n adim teskil etmektedir, kesin sonug alabilmek icin

arastimanin diger mutajenite test sistemleri ile desteklenmesi gerekmektedir.

2014, viii +88 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis.

DETERMINATION OF MUTAGENIC ACTIVITY OF HALFENPROX BY USING
AMES TEST
Hatice EFECAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Sciences
Department of Biology
Supervisor: Doc. Dr. Ahmet SERTESER

In this study, the mutagenic effect of Halfenprox used in agriculture widely have been
investigated by using short-term bacterial mutagenicity test system namely
Salmonella/microsome. In the Salmonella/microsome test system the mutant strains
used are Salmonella typhimurium TA 98 and TA 100. Therefore, both test strains were
tested in the absence or presence of S9 metabolic activation. For this, 6,25ug/plate,
12,5ug/plate, 25ug/plate, 50ug/plate, 100ug/plate concentrations of Halfenprox were
tested in two paralel independent experiments. At the absence of S9, 4-nitro-o-
fenilendiamine, at the presence of S9, 2-aminofluorene was used as a positive control
for TA 98. At the absence of S9 sodium azid, at the presence of S9 2-aminoanthracene
was used as a positive control for TA 100. DMSO solution and spontaneous control
groups were used as a negative control. Results of experiments were compared with
positive and negative control groups data. The obtained data were statistically
evaluated by Dunnett's t-test. Consequently; Halfenprox was not found mutagenic
both TA 98 and TA 100 strains with or without S9. This study represents a first step in
mutagenicity studies and need to support by other mutagenicity test methods in order

to final results.

2014, viii + 88 pages
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1. GiRiS

Diinya ntfusunun hizli artisina paralel olarak teknoloji de hizla gelismekte olup her
gecen glin bircok alanda yeni gelisimlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Teknolojideki
gelismeler, sagladig faydalarin yaninda ¢ogu zaman ¢evre ve insan Uzerinde olumsuz
sonuclara da yol agmaktadir. Son yillarda artan niifus ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla
tarimsal alanda gelistirilen daha fazla iirlin elde etme ihtiyaci tarimsal miicadelenin de
artmasina neden olmustur. Bu sebeple giinimizde tarimsal ilag kullanimi her gegen
gln yuksek etkinlige sahip oldugu icin daha fazla artis géstermistir. Tarimsal miicadele
amaciyla kullanilan pestisitler uygun dozda ve kullanilmasi gereken zamanda faydal
olurken bilingsizce ve uygun olmayan dozda kullanimi gevre kirliligi nedeni olarak

canlilari olumsuz etkilemektedir.

Terim olarak pestisit kisaca “pest” adi verilen zararli canlilari 6ldiirmek amaciyla
kullanilan madde anlamina gelmektedir (Arikan 2006). Genel anlamiyla pestisit insan
kullanimina sunulan gidalarda istenmeyen hayvan ve bitkileri 6ldirmek amaciyla
kullanilan alet, metot veya kimyasal olarak tanimlanabilir. Pestisitler farkl sekillerde
siniflandiriimakla beraber en yaygin olarak kullanildiklari zararli grubuna gore,
insektisitler, fungusitler, herbisitler, nematositler ve rodentisitler olarak
gruplandirilmaktadirlar. Tirkiye’de tarim ilaglari kullanimi, pestisitler yoniyle
degerlendirildiginde, en 6nemli gruplarin %45 insektisitler, %24 herbisitler, %16

fungusitlerin payi oldugu gorilmektedir (Kaya 2007, Cakir 2008).

Milattan ©once 7000 civarinda insanlar bitkilerin ekim dénemlerinde hasereleri
uzaklastirmak veya degersiz bitkileri yok etmek icin bazi metotlar gelistirmislerdir. Bazi
kiltirler bunu ayin belirli dénemlerinde ekim yaparak denemislerdir. Bazilari hasereleri
elle veya girilti yaparak bitkilerden uzaklastirmayi se¢mislerdir. Bir kismi da bu
donemde bazi kimyasallari kullanmaya baslamistir. Ufalanmis tag yapragi (bir cesit
krizantem), sulfir ve arsenik Orta Dogu, Roma ve Cin’de kullanilmaya baslarken, bu
dénemlerde Cin istenmeyen hasaratlari yemesi icin karinca gibi dogal avcilan

kullanmayi da tercih etmistir (int.Kyn.1).



ikinci Diinya Savasi sonrasi yapilan calismalar sonucu ortaya cikan sentetik kimyasal
Uretimi artig géstermistir. ikinci Diinya Savasi 6ncesi 30 cesit pestisit bulunuyorken
1970 ‘den beri diinya genelinde piyasaya yaklasik 28 milyon kg pestisit etken maddesi
sunulmustur. Bu da 900 aktif icerik ve 50000 ticari pestisit formiilasyonunu
kapsamaktadir (Pan American Health Organization 2002). Zirai uygulamalarin yaninda
pestisitlerin temizlik islemlerinde, halk sagliginda, boyalarda, kagit yapiminda ve ylizme
havuzu sularinda kimyasal karisimlar olarak kullanildigi bilinmektedir (Al-Saleh 1994,

Muranl 2006).

Ayni pestisitlerin genis 6l¢lide ve yillarca kullanimi bir¢cok bécek populasyonunun bu
kimyasallara karsi hassasiyetini yitirerek direngli hale gelmesine neden olmustur. Bu
ylzden kullanilan insektisitlerin devamli olarak yenilenmesi gerekmektedir. Bunun
sonucunda organoklorin ve organofosforlu insektisitlerin uygulanmasi zamanla azalmis
ve onlara alternatif olarak piretroidler, daha sonra da neonikotinoidler artan bir hizla

kullanilmaya baslanmistir (Kovganko and Kashkan 2004).

Modern tarimda bitki zararlilarini kontrol etmek amaci ile kullanilan pestisitlerin
mitotik ve mayotik hilicre bolinmelerini etkiledigi, insanlarda, hayvanlarda ve
ekonomik onemi olan bitkilerde genetik hasara neden oldugu bircok arastirmaci
tarafindan bildirilmistir. (Ribas et al. 1996, Agrawal et al. 1996, Chaunhan et al. 1998,
Cicchetti et al. 1999, Soloneski et al. 2002, Zeljezij and Garaj-Vrhovag¢ 2004, D’Souza et
al. 2005, Chauhan and Gupta 2005).

Pestisit kullaniminin fazla oldugu Ulkelerde pestisit zehirlenmesinden kaynakli 6limler
diger olimlere oranla daha fazladir. Pestisitler zehirlenmenin yaninda kalici
rahatsizliklara da neden olmaktadir. Pestisitlerin mesane kanseri (Viel and Chalier
1995), I6semi (Brown et al. 1990, Blair and Zahm 1995), pankreas kanseri (Ji et al.
2001), non-hodgkin’s lenfoma (Waddel et al. 2001, Zheng et al. 2001, Chiu et al. 2004)
ve parkinson (Jenner 2001) gibi kanser ve genetik hastaliklara yol actigi bildirilmistir.
Pestisitlere maruz kalan anne babalarin ¢ocuklarinda, dogustan gelen bozukluk

(teratojenik etki) riskinin arttigi bildirilmistir (Garcia et al. 1998 ).



Son vyillarda artan kanser hastaliklari nedeniyle her gegen giin kullanimi artan
kimyasallarin kullanilmadan 6nce insan saghg ve c¢evre Uzerindeki genotoksik
etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir. Bilim adamlari bu konuda kisa zamanli ve distik
maliyetli bircok test sistemi gelistirmislerdir. Boylece kullanilacak olan kimyasalin
mutajenik ve genotoksik etkisinin bulunup bulunmadigi ve kullaniimasi gereken
minimum doz miktari, Grlnler Uzerinde ve toprakta biraktig kalinti miktari pestisit

kullanilmadan énce kolaylikla tespit edilebilmektedir.

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya koymak icin en kalici yaklasim, deney
hayvanlarinda timor indiksliyonudur. Ancak bu testlerin sonuglanmasi uzun zaman
alan ve maliyeti yiliksek olan testlerdir (IARC 1980). Bu nedenle arastirmacilar
karsinojenite taramalarinda temel olabilecek kisa zamanl mutajenite test sistemleri
gelistirmislerdir (Maron and Ames 1983, Quillardet and Hofnung 1985, Hofnung and
Quillardet 1986, Brockman et al. 1994, Baris 2007).

Kisa zamanlh test sistemlerinin en yaygin olarak kullanilani bakteriyel testlerdir.
Bakteriler, bu calismalarda basit Greme ortamlarinda hizla Ureyebildiklerinden, basit,
cabuk ve ucuz uygulanabilir olmalarindan dolayi tercih edilmektedir (Venitt et al. 1986,

Hofnung and Quillardet 1986, Akyil 2006, Baris 2007).

Kisa zamanl testler igerisinde en yaygin kullanilani Ames testi olup, bu test sistemi,
1970’lerin basinda Bruce Ames tarafindan gelistirilmis ve daha sonra yaygin olarak
kullanim alani bulmus olan kisa zamanli bir geri mutasyon testidir (Maron and Ames
1983). Ames/Salmonella/Mikrozom testi bakteriyel mutasyon testleri icinde mutajen-
karsinojen etkisi en iyi bilinen ve karakterize edilen, uygulama kolaylilgi, gecerliligi ve
hassasligl nedeniyle en fazla tercih edilen ve glinimiizde de siklikla kullanilan bir
yontemdir (Gathouse et al. 1998). Bu yontemde test organizmasi olarak kullanilan
Salmonella typhimurium, histidin geninde olusturulan farkli mutasyonlarla (his G, his C
ya da his D) gelisebilmek icin histidine gereksinim duyan degisik tipte oksotrofik

mutantlara dontstlrtlmustar.



Bu calisma da kullanilan Halfenprox pestisiti, sentetik piretroid pestisitler grubunda yer
almaktadir ve tarimda sebze ve meyve, mist ve diger bocekleri kontrol etmek icin
kullanilan bir insektisit ve akarisitdir. En ¢cok elma kirmizi 6riimcegine karsi miicadelede
kullanilmakta olup bircok insektisitle de karistirilarak kullanilabilmektedir (int.Kyn.2).
Dinyada kullanilmakta olan insektisitlerin  %30’unu  sentetik  piretroidler
olusturmaktadir ve hedef organizmaya karsi cok toksik, kuslar ve memelilere karsi az
toksik olmalari nedeniyle siklikla tercih edilmektedirler. Ancak bu pestisitler hedef
organizmalar disindaki canlilar lzerinde olumsuz etkilere de neden olabilmektedir.
Sentetik piretroidler, toksik etkilerini memeliler veya boceklerin sodyum kanallari
Uzerinde gostererek, periferik merkezi sinir sistemlerindeki aksonlari etkileyen sinir

sistemi zehirleridir (Caliskan 2010).

Bu c¢alismanin amacini, zirai micadelede sebze ve meyve mist ve diger bocekleri
kontrol etmek amaciyla insektisit ve akarisit olarak siklikla kullanilan Halfenprox
pestisitinin kisa zamanl bakteriyel test  sistemlerinden biri olan

Ames/Salmonella/Mikrozom testi ile mutajenik etkilerini arastirmak olusturmaktadir.



2.LITERATUR BILGILERI

2.1 Mutasyon

Genetik kodun yer aldigi DNA’da kendiliginden veya cesitli etkenlere baglh meydana
gelen kalitsal degisikliklere “mutasyon”, mutasyonu taslyan bireye “mutant” ve

mutasyona neden olan faktére “mutajen” adi verilir (Yildirim et al. 2007).

Mutasyon terimi ilk kez 1901 yilinda, Hugo De Vries tarafindan Oenatra lamarckiana
(aksamsefasi) ile yaptigl caprazlamalarda gozlemledigi varyasyonu tanimlamak icin

kullanmistir (Klug and Cummings 2003).

Mutasyonlar ister genetik ister kromozomal olsun, herhangi bir kalitsal degisiklik
olarak belirlenir ve tim genetik gesitliligin kaynagini olusturur. Mutasyonlarin en
onemli sonucu bir sonraki kusaga farkh genetik 6zelliklerin aktarilmasini saglamasidir.
Bu durum farkl fiziksel 6zelliklere sahip bireyler meydana getirir. Bu degisimler sonucu
ortaya cikan fenotipik cesitlilik, genetikcilerin degisiklige ugramis olan genleri
¢calismalarina yardimci olmaktir. Genetikgiler mutant genleri belirte¢ olarak kullanarak

genlerin kromozom Uizerindeki yerini belirleyebilmektedirler (Oner 2009).

Bakteriler, virtsler, mantarlar, bazi bitkiler, meyve sinekleri ve fareler genetik
calismalarda model organizma olarak daha ¢ok kullaniimaktadir. Omiirlerinin kisa
olmasi, ¢ok sayida yavru verebilmeleri ve genetiklerinin karakterize edilip haritalanmis
olmasi bu organizmalarin genetik calismalarda daha cok tercih edilme sebebidir (Oner

2009).

Kalitsal materyal lizerinde meydana gelen degisimler somatik hiicrelerde ya da gamet
hiicrelerinde meydana gelebilir. Somatik hiicrelerde meydana gelenler sadece o
organizmay! etkilerken gamet hiicrelerinde meydana gelenler nesilden nesile

aktarilabildikleri icin gelecek nesilleri de etkilerler (Bitliner ve Katranci 2006).



Mutasyonlar genetik materyalde meydana getirdigi degisiklikler ve organizmanin
protein yapisinda ortaya c¢ikan degisimlerle neden olduklari zararlardan farkh olarak
varyasyonunda temelidirler. Tirlerin evrimine yol acan degisikliklerden sorumlu

olduklari igin mutasyonlar biyolojik olarak cok dnemlidir (Aksoy 1998).

Mutasyonlar dogada kendiliginden olusabildigi gibi, mutajen adi verilen kimyasal ya da
fiziksel dis etkenlerin etkisiyle de olusabilmektedir. Genel olarak mutasyonun
kendiliginden olusabilme ihtimalinin ¢ok diisiik olmasina karsin, mutajenlerin etkisi ile
mutasyon frekansinin olusabilme ihtimali oldukca yiksektir. Normal kosullarda
kendiliginden olan mutasyon frekansi her jenerasyonda 107> - 107"° gibi bir degerde

olup ¢ok daha duistktir (Oraler 1990, Akyil 2006).

Siniflama  kolayhg saglamak amaciyla mutasyonlar kromozomlarin sayl veya
yapilarindaki degisiklikler ile sitolojik olarak kromozom dilizeyinde goézlenemeyen,
ancak bireyin fenotipindeki farklilikla saptanabilen gen mutasyonlari olarak

gruplandirilabilirler (Oraler 1990).

2.1.1 Kromozom Mutasyonlari, Ozelikleri ve Cesitleri

Genetikciler, mutasyonun neden oldugu iki farkh dizeyi belirlemislerdir. Gen
mutasyonunda, bir gen aleli degiserek farkl bir alel olabilir. Béyle bir degisim tek gen
icinde oldugu icin ve bir kromozamal lokusta haritalandigindan gen mutasyonuna,
nokta mutasyonu da denir. Soya cekimsel diger degisim dizeyi kromozom mutasyonu
olup, kromozom segmentleri, biitiin kromozomlarin ve hatta kromozomun tim
takiminin degisimi anlaminda kullanilir. Diger bir deyisle, kromozom mutasyonlari,
sayisal kromozom mutasyonlari ya da vyapisal kromozom mutasyonlari olarak

tanimlanabilir (Bozcuk 2005).



2.1.1.1 Kromozom Sayi Degisimleri

Kromozom sayi degisimleri kromozomlardan birinin veya birkacinin sayica degismesi
yani bir kromozomun eksilmesi ya da bir veya daha fazla sayida kromozom eklenmesi
seklinde olabilir (Saglam 2000). Her canlinin kendine 6zgl bir kromozom sayisi vardir
ve bu sayl sabittir. Ancak bazi durumlarda tlriin bazi bireylerinde kromozom
sayilarinda sapmalar olabilmektedir. Kromozomlar bazen mayoz ve mitoz bélinme
sirasinda esit olarak dagilmaz ve sonugta kromozom sayisi bakimindan farkh hicreler
meydana gelir. Kromozom sayi degisiklikleri baslica iki grup altinda toplanir. Bunlar;

Oploidi ve anodploididir (Yiksel 2005, Ates 2011).

Oploidi

Kromozom takimi sayisindaki degismelerdir. Bir takimdaki kromozomlarin sayisinin
temel kromozom sayisinin tam katlari kadar ya da organizmada tek takim kromozom
bulunmasi seklinde olabilir. Bu degismeler monoploidi ve poliploididir. Nadiren bazi
hayvan ve bitki hicreleri temel kromozom sayisi kadar yani “n” krozomom igerir. Bu
duruma monoploidi, bu sekildeki ferde ise monoploid denir. Bir genomdaki
kromozomlarin sayisinin hepsinin birden artmasina da poliploidi denir. Poliploidi
sonunda 3n, 4n, 5n ve daha yliksek katlarda n kromozomlu fertler meydana gelebilir.
Poliploidiler iki yolla meydana gelebilirler mayozda kromozom sayisinin yariya
inmesinin 6nlenmesi ile somatik hticrelerdeki kadar gametlerin olusmasiyla ya da
zigotun ilk bolinmesi sirasinda enine ceperin olusmasina engel olunmasi suretiyle

meydana gelecek bireyin kromozom sayisi ylkselebilir (Yiksel 2005).

Anoéploidi

Kromozom takiminda bulunan kromozomlardan birinin ya da birden fazlasinin sayica

degismesidir. Mayoz boélinme sirasinda homolog kromozom ciftlerinden birinin bir



kutba digerinin de diger kutba gitmesi gerekirken bazen kromozom, homologundan
ayrilmadan ayni kutba giderek ayni gamette yer alabilirler. Bu olaya non disjunction
denilmektedir. Andploidi monosomi, nullisomi ve pollisomi olarak lge ayrilmaktadir.
Monosomi, diploid bir bireyde tek bir kromozomun eksilmesidir. Nulllisomi, bir canhda
bir kromozomun homologu ile birlikte eksilmesidir. Polisomi, bir veya birkag
kromozomun sayica artmasidir ve degisik sekilleri vardir. Trisomi, diploid bir bireyde bir
kromozomun fazla bulunmasidir. Tetrasomi ise diploid bir bireyde bir kromozomun iki

misli fazla bulunmasidir (Demirsoy 2003).

2.1.1.2 Kromozom Yapi Degisimleri

Kromozom yapi degisikliklerinin cogu, genetik materyalin kaybi ya da yer degistirmesi
sonucu ortaya cikan bir ya da daha fazla kromozom kirklarindan kaynaklanmaktadir.
Kromozom yapi degisikliklerinde kromozom sayisi ayni kalir fakat kromozomlar da bazi
parcalar yer degistirebilir, artabilir veya kaybolabilir. Kromozomlar kendiliginden
kirilabilir ancak kimyasallara ya da radyasyona maruz kalan hiicrelerde kromozomlarin

kirilma orani daha yiiksektir (Oner 2003).

Delesyon

Eksilme ya da delesyon bir kirilma sonucu, kromozomun kiictik bir parcasinin kopmasi
demektir (Basaran 2003). Kirilmaya radyasyon, isi, kimyasallar, virlsler gibi ajanlar
neden olabilir. Delesyonda hiicre genlerini kaybeder. Sentromeri olmayan kirik
kromozom parcasi bir sonraki boliinmede ig ipliklerine tutunamayacagindan cekirdek
disinda kalip yok olur. Eger hiicre diploid ise kaybolan genlerin allelleri kardes
kromozom Uzerinde bulunacagindan 6ldirici olmaz. Eger kaybedilen parca cok biylik
olursa gen dengesi bozulacagindan oldiriici olabilir. Erkeklerin Y kromozomunda
meydana gelen boyle bir parca eksilmesi Y kromozomu lzerinde alleli olmadigindan

Olimle sonuglanabilir (Demirsoy 1992).



Duplikasyon

Homolog iki kromozomlardan birinde ¢ift darbe sonucu kopan parga, digerinede tek
darbe sonucu kopan araliga girerek kaynasmasi sonucu olur. Duplikasyon, bir
kromozom pargasinin o kromozom (zerinde iki veya daha fazla sayida tekrarla
gorilmesi seklindeki kromozom anomalisidir. Molekiiler seviyedeki kigik bir
dublikasyonun evrim agisindan gen farklilasmalarinda 6nemli bir rol oynadigina

inanilmaktadir (Basaran 2003).

Mayoz béliinme sirasinda bir esit olmayan krosing over sonucu ortaya ¢ikar ve mayotik
kromozomlardan birisinde dublikasyon varken digerinde delesyon gorilir.
Dublikasyonlar delesyonlardan daha sik gorulir fakat daha az zararlidirlar (Basaran

2003).

Duplikasyonun ¢ degisik 6zelligi bulunur. Birincisi, duplikasyon genin birden fazla
kopyasinin bulunmasini saglayabilir. ikincisi, delesyonlar da oldugu gibi duplikasyon
sonucu fenotipik cesitlilik olusabilir. Uclinciisii, glivenilir bir teoriye gore,

duplikasyonlar evrim siirecinde genetik gesitliligin énemli bir kaynagidir (Oner 2003).

inversiyon

inversiyon, kromozomdan kopan parganin koptugu bélgeye 180° ters donerek tekrar
ayni yere yapismasl sonucu ortaya ¢ikan mutasyon tipidir. inversiyonun meydana
geldigi gen bodlgesi sentromer iceriyorsa bu olay perisentrik inversiyon, sentromer
icermiyorsa parasentrik inversiyon olarak adlandirilir. inversiyon sonucu kromozomda
tasinan gen sayisi ayni kaldigi halde; genlerin dizilisinde meydana gelen degisim
fenotipik olgularin ortaya c¢cikmasina sebep olur. Dogada en sik gorilen kromozom
mutasyonlarindan biri olan inversiyonlar, ¢cok yakin tiirler ve alt tlrler arasindaki
melezlemelerde gorilen bazi anormal sinaps olusumu olgularinin en temel sebebidir
(Dayioglu ve Kuru 1997, Kuru ve Gozikara 2001, Saggoz et al. 2001, Dilek 2004,
Korkmaz 2005, Mumcu 2005, Oztas 2005, Yiiksel 2005, Baris 2007, Oner et al. 2009).



Translokasyon

Bir kromozomun bir parcasinin kopup baska bir kromozomun kopan pargasi ile yer

degistirmesidir.

intrakromozomal (kromozom igi) translokasyonlar; ayni kromozomda ya bir kromozom
kolundan diger kola, ya da ayni kromozom kolu icinde bir kromozom pargasinin yerinde

olan degisikligi kapsar (Yildirnm et al. 2010).

interkromozomal (kromozomlar arasi) translokasyonlar; basit translokasyon ve
resiprokal translokasyon olmak Uzere iki tipi vardir. Basit translokasyon, bir
kromozomdan herhangi bir kromozom pargasinin homolog olmayan bir kromozoma
transferini kapsar. Resiprokal tranlokasyon ise iki homolog olmayan kromozomlardaki

parcalarin karsilikli degisimini igerir (Yildirim et al. 2010).

2.1.2 Gen Mutasyonlarinin Ozellikleri ve Cesitleri

Bir genin genomdaki yeri ve sayisi degismeden gen yapisinin degismesidir. Gen
mutasyonlarinda kromozom yapisinda herhangi bir degisme olmaz, baz dizilimleri

Uzerinde degismeler olur (Demirsoy 2005).

Gen mutasyonlari kendi icerisinde bir bazin yerine baska bir bazin gecmesi ile
karakterize edilen baz degisimi olan “nokta mutasyonlari”, genetik materyale bir veya
birden fazla bazin katilmasi ile olusan “inversiyonlar” ve bunun tersi olarak bir veya
birden fazla bazin c¢ikmasi olan “delesyonlar” olarak 3 temel grup altinda
toplanmaktadir. Bu noktada vyapilan daha ileri diizeydeki siniflandirmalarda baz
degisimi nokta mutasyonlarini da kendi icerisinde bir pirimidin bazinin yerini bir
pirimidin veya bir plirin bazinin yerini bir plrin bazinin aldigl transisyonlar (A->G,
G—>A, C>T, T->C) ve bir pirimidin bazinin yerini bir plirin ya da plrin bazinin yerini bir
pirimidin bazinin aldig1 transversiyonlar (A>C, A>T, G>C. G->T, C=>A, C5G, T-A,
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T->G) olarak iki alt gruba ayirmak mimkindir (Kuru ve Gozikara 2001, Bahgeci 2007,
Brown 2007, Oner et al. 2009).

Baz c¢ifti mutasyonlari organizma genomunun herhangi bir yerinde olusabilir. Gen
mutasyonlari organizma genomunun anlamli ya da kontrol bélgelerinde meydana
gelmedikge baz cifti mutasyonlari belli bir fenotipik etkiye neden olmaz. Bu
mutasyonda 6nemli olan genleri etkileyen mutasyonlardir. Bunun sonucunda hiicresel
fonksiyon, proteinlerin bir sonucu oldugu icin protein kodlayan genlerin

ekspresyonunu etkileyen mutasyonlara daha fazla ilgi duyulmustur.

Gen mutasyonlari hem somatik, hem de gametlerde veya gamet ana hiicrelerinde
meydana gelebilir. Fakat somatik hiicrelerde olusan mutasyonlar, eseyli Greme ile
cogalan canlilarda yeni dollere aktarilmaz. Prokaryotlar da ise vicut hiicresi-esey
hiicresi gibi bir ayrim olmadigindan biitiin mutasyonlar yeni olusan nesillere aktarilirlar.
Mutasyonla genellikle dominant genler resesif hale gecerler. Cok nadir olarak,
mutasyonla olusmus olan resesif bir gen, baska bir mutasyonla tekrar kendisini veren
dominant gene donebilir. Bu olaya ters mutasyon veya geri mutasyon adi verilir. Geri
mutasyonun meydana gelme olasiligl, mutanti olusturan ileri mutasyonun olasiligindan

daha distktir (Bilge 1981, Oraler 1990).

Gen mutasyonlari, mutajenlerin etkisiyle ya da kendiliginden meydana gelebilir.

Mutajenler gen mutasyonlarinin meydana gelis frekansini yikseltir (Oraler 1990).

Genetik sifre triplet diye adlandirilan Gg¢li niikleotid gruplarindan meydana geldigi ve
her triplette bir aminoasit kodladigindan (sonlanma kodonlari harig), gen dizelerinde
olusan herhangi bir degisiklik sifrelenen bilgiyi bozabilmektedir. Sifrede degisikliklere

neden olan cesitli tipte gen mutasyonlari vardir (Zemheri 2011).
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Cergeve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlari

DNA’daki bazlara Ui¢ ve lg¢lin katlari olmayan sayida inversiyon ya da delesyonlar
sonucunda tripletlerin degismesine yol agan mutasyonlara c¢erceve kaymasi
(frameshift) mutasyonlari adi verilir. Bu tip mutasyonlar eklenen/eksilen baz sayisina
ve insersiyon/delesyon pozisyonuna bagh olarak son derece dramatik sonuglar

dogurabilir (Yildinm et al. 2007).

Baz Degisim Mutasyonlari

Bir gen bdlgesinde bir bazin farkh bir bazla yer degistirmesiyle olusan mutasyonlardir.
Baz degisim mutasyonlari nokta mutasyonlari olarak da adlandirilir. Bu tip
mutasyonlarda bazlarin degisimi transisyon (karsilikli gecis) veya transversiyon (capraz

gecis) mutasyonu olarak iki sekilde gerceklesir (Zemheri 2011).

Sessiz, Yanlis Anlamli ve Anlamsiz Mutasyonlar

DNA bazlarinda meydana gelen her tirli degisiklik mutasyon olarak kabul gorse de,
gorunir bir fenotipik etkisi olmayan mutasyonlar da mevcuttur. Bu tiir mutasyonlar
gen GrGnlnln aktivitesini ve yapisini degistirmedikleri icin sessiz (silent) mutasyon
olarak adlandirilir. Ornegin, UAC tripletinin UAU’ya déniismesi gercek anlamda bir
nokta mutasyonu olmasina ragmen her iki triplette de ayni aminoasidi (tirozin)
kodladigindan genin protein Urinlinde bir degisim goriilmez. Sessiz mutasyon olusumu
genetik sifrenin dejenere 6zelliginden, yani tripletlerin ilk iki bazi son derece spesifik
iken Uclincl bazlardaki farkhligin tolere edilmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, baz
degisikliginin intron adi verilen ve genin fonksiyonu lzerinde etkisi olmayan bolgede
meydana gelmesi de yine sessiz mutasyona sebep olur. Sessiz mutasyonlarin varligi
ancak ilgili genin baz dizisinin belirlenmesiyle anlasilabilir. Tripletlerin anlamlarinin
degismesine ve protein yapisina baska bir aminoasit katilmasina neden olan nokta

mutasyonlarina yanlis anlamli (missense) mutasyon denir. Ornegin, bu tip mutasyonla
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tirozini kodlayan UAU tripleti, serini kodlayan UCU tripletine dénisebilir. Bazen de gen
mutasyonlari hicbir aminoasiti sifrelemeyip, dur anlamini ifade eden tripletlere (UAA,
UAG, UGA) doénismesine neden olabilmektedir. Bu tip mutasyonlara da anlamsiz
(nonsense) mutasyon denir. Anlamsiz mutasyon bir gen dizisinin 6zellikle baslangi¢ ve
orta kisminin Uretilmesine neden olur ve bu durumdaki bir proteinin islevini yerine
getirememe olasiligl son derece yiksektir. (Yildirim et al. 2007, Zemheri 2011, Cetiner

2012).

2.2 Mutajenler

Genetik kodun yer aldigi DNA’da kendiliginden veya cesitli etkenlerle meydana gelen
kaltsal degisikliklere mutasyon denir. Mutasyonlara sebep olan fiziksel ve kimyasal
gibi cevresel etmenlere de mutajen adi verilir. Bir dis etkenin mutajen olabilmesi igin
hiicre icine girip etkinlik géstermesi gerekmektedir. Ornegin, giinesin morétesi isinlari
dislik enerjili olduklari icin sadece deri hicrelerinde somatik mutasyonlara neden
olurken, yuksek enerijili X 1sinlari germ hiicrelerinde mutasyona neden olarak nesilden
nesile aktarilan mutasyonlar olustururlar. Mutasyonlar ayrica hicre bdlinmesi
Uzerindeki kontrol mekanizmasini ¢ikararak kontrolsiiz hiicre bdlinmesine ve

dolayisiyla da kansere neden olabilirler (Ates 2011).

Mutajen kimyasal maddeler arasinda, bocek oldirici, ot oldurici ilaglar gibi tarim
ilaglari basta gelmektedir. Bununla birlikte kurutulmus gida ve igeceklerdeki
koruyucular ve temizlikte kullanilan bazi ilaglar da 6rnek olarak verilebilir. Sigara
dumanindaki ve hava kirliliginden kaynaklanan kimyasal madde ve gazlar, birinci

dereceden mutajen ajanlardir (int.Kyn.3) .

Genellikle kabul edilir bir goriise gore, karsinojenik etki gosteren tiim maddeler
dogrudan veya metabolize edildikten sonra ayni zamanda mutajenik etki gosterecekleri
yani mutajen olabilecekleri vurgulanmaktadir. Bunun aksi, yani tim mutajenik

maddelerin karsinojenik etki gostermeleri ise bazi durumlarda gerceklesmemektedir.
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Bunun nedeni, kanserin ¢cok basamakli karmasik bir biyolojik olaylar sonucu ortaya
cikabilmesine ragmen mutasyonun genetik materyalin dogrudan etkilenmesiyle ortaya

ctkmasi olabilir (Bagci 1985).

Mc Cann vd. (1975a, 1976) karsinojen olan ve olmayan 300 kimyasal,
Salmonella/Mikrozom test sistemi ile taradiklarinda 175 karsinojen maddenin 157
tanesinin mutajenik etkili, karsinojenik etki géstermeyen 108 maddenin 94 tanesinin
mutajenik etkili olmadigi saptamislardir. Mutasyon olusturabilen etkenler; fiziksel,

biyolojik ve kimyasal olarak lg grupta siniflandirilabilir.

Fiziksel Mutajenler

Manyetik, sicaklik ve elektriksel alan, proton, nétron isimalari, UV (ultraviole), pH gibi
etkenlerdir. Fiziksel mutajenler etki siddetine ve siliresine gore gegici veya kalici

degisimlere yol acarlar (Erkan 1992).

Yiksek enerjili i1sinlarin canlilarda basta kanser olmak Uzere bir¢ok saglik sorununa
neden oldugu kanitlanmaktadir. S6z konusu vyiksek enerjili 1sinlardan o6zellikle
iyonlastirici olanlarin, son derece gliclii mutajenik etkilerinin de oldugu anlasiimistir. X
ve Y isinlarn gibi iyonlastirici 1sinlar kuvvetli fiziksel mutajenlerdir. Canh dokularina
nifuz etme yetenegine sahip olduklari igin tibbi teshiste kullanilirlar. Bazlar arasinda
dimer olusumuna ve bazlarin halka yapilarinin bozulmasina neden olabilirler. Yapisi
bozulan bazlar karsisina gelen baz ile bag olusturamadig icin iplik ya da kromozom
kirilmasina yol acarlar. iyonlastirici olmayan UV isinlarida kuvvetli bir mutajendir. UV
isinlart carptigi atomlara enerji vermesi ve elektronlari yiiksek enerji seviyesine
¢itkarmasi sonucu mutasyonlara neden olurlar. Pirin ve pirimidin bazlari UV isinlarini
emerek reaktif duruma gecebilirler. UV'nin DNA tarafindan emilmesi sonucu pirimidin
dimerleri olusur sonucta DNA cift sarmal yapisi bozulur ve bu durum replikasyonuda

etkiler (Taylu et al. 2009).
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Yiiksek sicakhik molekillerin kinetik enerjilerini artirmak suretiyle mutasyonlara sebep
olur. Molekdllerin hizla hareket ederek birbirleriyle ¢arpistiklari bir ortamda molekiiler

kazalar veya yanhsliklarin meydana gelme olasiligi artar (Kuru 2005).

Biyolojik mutajenler:

Biyolojik mutajenler olarak yer degistirebilen genetik elementler (mobil elementler)
(Transposable elementler) ve virtsler bilinmektedir. Viriis genomu konak hiicrenin
DNA’sina girdiginde, ayrilirken beraberinde konak DNA’sinin bir pargasini da gétirerek
veya kendi DNA’sinda bulunan bazi genleri konak DNA’sina ekleyerek onun genetik
yapisini degistirdigi icin mutasyon olarak kabul edilir. Transpozonlar ise genom icinde
bir genden digerine hareket ederler ve kromozom kopmasi gibi genetiksel hasarlara

nedenler olurlar (Erkan 1992, Yiiksel 2005, Yapici 2013).

Kimyasal Mutajenler:

Enddstri, kozmetik, gida, saglk ve ¢evre gibi yasamin her alanin da kullanilan ¢ok farkl
yapilardaki kimyasal bilesikler glinimuzdeki genetik hasarin artmasinda en etkili
faktorlerdir. Bunlar icinde genotoksik etkisi saptanmis gruplar olan baz analoglari,

alkilleyici ajanlar ve diger bazi kimyasallar bulunur (Tyli et al. 2009).

Kimyasal mutajenler de etki bicimlerine gore 5 alt grupta incelenebilirler. Bunlar;

a) Baz Analoglari: Nikleik asit biyosentezi sirasinda, pirimidin ve plrinlerin yerine
gecebilen molekiillere baz analoglari denir ve bunlar genellikle mutajenik
kimyasallardir. (Oner 2003). Baz analoglari bakteri kiiltiriine ilave edildiginde
sentezlenen DNA’nin yapisina girerler ve ilk replikasyonda ¢ift yonll transisyona sebep
olurlar. Baz analoglarinin kullaniimasiyla geri mutasyon meydana getirilebilir (Erkan

1992, Yapici 2013).
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a) Akridin ajanlar: Alkilleyici ajanlar nikleotidlerin keto veya amino gruplarina -CHs
veya CHs3-CH, gibi bir alkil grubu eklerler. “Akridin boyalar” adini alan kimyasal
mutajenler cerceve kaymasi mutasyonlarina sebep olur (Oner 2003). Akridin
mutasyonlari diger transversiyon mutasyonlarindan farkli olarak daima gen
fonksiyonlarinin timiyle kaybolmasina yol acar. Birden fazla baz cifti iceren DNA
segmenti gen yapisindan ¢ikar (delesyon) ya da uzun DNA segmentleri gen yapisina
girer (insersiyon). Akridin boyalarinin mutasyona yol agtiklari noktalar DNA {izerinde
gelisiglizel dagitilmistir ve bu noktalara “hot spot” (sicak noktalar) denir (Erkan 1992).
Akridin boyalari lokal antiseptik olarak, histolojide niikleik asitlerin boyanmasinda,
veteriner hekimlikte akut mastisis ve septisemide intraventz enjeksiyon yolu ile

kullanilir (Vural 1984).

c) Apiirinik bélgeler ve diger lezyonlar: Diger mutasyon tipi de, saglkli bir gift-sarmal
DNA molekilindeki azotlu bazlardan birinin, genellikle adenin ya da guaninin, spontan
olarak kaybedilmesiyle ilgilidir. Plrin halkasinin 9 nolu azotu ile deoksiribozun 1 nolu
karbonu arasindaki glikozidik bagin kirilmasiyla olusan bu boélgelere “Aplrinik bolgeler”
(AP bolgeler ) denir. Bir AP bolgedeki bir bazin yoklugu, eger ilgili zincir transkripsiyon
ve translasyona ugramaktaysa genetik kodu degistirecektir. Eger replikasyon olursa, AP
bolge kalip olarak uygun olmayacak ve replikasyonun durmasina neden olabilecektir.
Eger yapiya bir nikleotid girmisse, bu nikleotid genellikle yanlistir ve diger bir

mutasyonun olusmasina neden olur (Oner 2003).

d) Tautomerik degisimler: Watson ve Crik DNA’ daki pirimidin ve pirinlerin tautomerik
formlarda yani azotlu bir bazin her birinin, molekiilde sadece tek bir protonun kaymasi
ile farklihk gosteren, yapisal izomerler olarak adlandirilan alternatif kimyasal formlar
halinde bulunabilecegini ileri stirmuslerdir. Biyolojik bir 6neme sahip olan tautomerler,
adenin ve sitozin amino-imino formlari ile guanin ve timinin keto-enol formlarini igerir.
Bu tlr bir kayma molekilin bag ozelligini degistireceginden, tautomerik kaymalarin

baz cifti degismelerine veya mutasyonlara yol agacagi ileri siiriilmustir (Oner 2003).
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e) Ultraviyole radyasyonu ve timin dimerleri: Pirimidin ve purinlerin UV radyasyonunu
yaklasik 260 nm dalga boyunda yogun olarak absorbe etmeleri, niikleik asitlerin analiz
ve tanisinda yararlanilan bir 6zelliktir. UV radyasyonun zararli etkisi, 6zellikle iki timin
bazi arasinda dimerlerin olustugu primidinler Gzerindedir. Timin-sitozin ve sitozin-
sitozin dimerleri de olusabilir, fakat sayillari daha azdir. Dimerle rDNA
konformasyonunu bozar ve normal replikasyonu durdurur. Replikasyonun durmasi, UV
radyasyonunun mikroorganizmalar Uzerindeki oldlirtici etkisinin sorumlusu olarak

gorilmektedir (Oner 2003).

2.3 Biyotransformasyon

Viicudumuza giren yabanci kimyasallara ksenobiyotik denir ve ksenobiyotiklerin enzim
aktivitesiyle kimyasal degisiklige ugrayarak yikim Griiniine (metabolit) donismesine
“biyotransformasyon” adi verilir. Biyotransformasyonla toksik etkili maddelerin daha
az etkili ya da etkisiz bilesiklere donlismesine “detoksifikasyon” denir. Bazen
biyotransformasyon sonucu daha aktif ya da toksik bilesikler olusabilir. Bu durumda
toksifikasyon (biyoaktivasyon) s6z konusudur. Biyotransformasyon kapasitesi tiir, cins,
nesiller arasi farkhlik géstermektedir. Bunun yaninda cinsiyet, yas, beslenme ve maruz

kalinan diger kimyasal maddeler de biyotransformasyonu etkileyebilir (Zemheri 2011).

Biyotransformasyon oOzellikle, karacigerdeki enzimler tarafindan gergeklestirilen
ylkseltgenme, indirgenme, dekarboksilasyon ve hidroliz tepkimelerini kapsamaktadir.
Biyotransformasyon reaksiyonlari sonucunda ¢ogu zaman polaritesi yiiksek, viicuttan
atihmi kolay, inaktif molekiller olusur. Bu molekdiller, ikinci bir sistemle viicuttan atilir.
Bu tiir reaksiyonlarin mikroorganizmalar araciligi ile bilinen substratlardan yola cikarak,
laboratuvar  sartlarinda  yeni  metabolitlerin  sentezlenmesine  mikrobiyal

biyotransformasyon denir (iscan 2009).
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Mikrozomal Enzimler

Karacigerdeki mikrozomal enzimler toksik maddelerin metabolizmasinda énemli rol
oynarlar. Mikrozomal enzimlerin yaptigl oksidasyon olayinda P-450 sitokromuna bagh
degisik etkili oksidazlar (monooksijenazlar) rol oynar (Vural 1996, Dékmeci 1994, Yapici

2013).

Oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzim sistemi, hiicrenin endoplazmik
retikulumundan elde edilen mikrozomlarda yerlesmistir. Bu enzimler baslica karaciger
mikrozomlarinda oldugu gibi, baska dokulara ait hiicrelerde de bulunmaktadir (Vural
1984). Mikrozomal enzimler, o organi olusturan hiicrelerdeki diiz endoplazmik
retikuluma vyerlesmislerdir. Vicuttaki diger enzimlerden farkl olarak mikrozomol
enzimler daha once hig karsilagilmamis olan bir maddeyi taniyip onu etkisizlestirmek
icin molekli parcalamak veya baska bir molekiile eklemek suretiyle baska maddelere

dénustirirler (int.Kyn.4)

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda iki enzim grubu yer almaktadir. Faz |
reaksiyonlarinda yer alan enzimler 6zellikle endoplazmik retikulumda bulunurken, Faz
Il konjugasyon enzim sistemleri ise ¢ogunlukla sitozoliktir. Endoplazmik retikulumda
Faz | reaksiyonu ile biyotransformasyona ugrayan bir ilag ayni hicrenin sitozolik

fraksiyonunda konjuge olur (Zemheri 2011).

1- Faz | reaksiyonlari: Faz | reaksiyonlari yikseltgenme (oksidasyon), indirgenme
(rediiksiyon) ve hidroliz olaylarini icerir. Faz I'de lipidde ¢6ziinen ksenobiyotikler daha
polar molekiller haline gecerler. Faz | boyunca hidroksil gibi bir veya daha fazla polar
grup, hidrofilik molekiiller ortaya ¢ikar. Faz | reaksiyonlari ile bilesikler, faz Il icin uygun
hale gelir ve yeterli derecede polar olan lrinler kolayca hiicre ve vicuttan cikarilir

(Vural 1984, Singer et al. 1994).
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2- Faz Il reaksiyonlari: Konjugasyon reaksiyonlari olarak da bilinen Faz Il reaksiyonlari,
polar bir grubun yabanci molekillere eklenmesiyle meydana gelmektedir. Bu polar
grup vya bilesik lizerinde hazir bulunan bir grup ya da Faz | reaksiyonlari sonucunda
olusan hidroksil gibi gruplara konjuge olabilir. Polar gruplar, yabanci molekiilleri suda
daha ¢ozlicli yapar ve boylece viicuttan uzaklastirmayi kolaylastirarak toksik etkide de

bir azalmaya sebep olabilir (Korkmaz 2005, Zemheri 2011).

2.4 Mutajenlerin Saptanmasi igin Gelistirilmis Kisa Zamanl Test sistemleri ve Ames

Testi

Genotoksisite testleri, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenitesinin belirlenmesi ve bu
ajanlarin karsinojenik potansiyellerinin tahmin edilebilmesi icin kullanilmaktadir. Bu
testler; fiziksel etkenlerin, ilaglarin, cevresel kirleticiler ve gida katki maddeleri gibi
glnlik yasamda siklikla maruz kaldigimiz her tirli kimyasal maddenin genotoksik ve
kanserojenik potansiyellerinin ve glivenilirliklerinin arastirilmasini, kanser riskinin
tahmin edilmesini ve kanserin izlenmesini saglayan biyoizlem testleridir (Konuk et al.

2008, Liman 2010, Sekeroglu 2011).

Gunldk hayatta cokca karsilasilan dogal ya da sentetik kimyasallarin biylik cogunlugu
canlilarin kalitsal materyalinde istenmeyen degisikliklere neden olacak genotoksik ve
karsinojenik etkilere sahiptir. Bu kimyasallarin olumsuz etkilerinden korunmak; onlarin
tespiti, tanimlanmasi ve etkilerinin arastirilmasi ilkelerine dayanmaktadir. Bu sebeple
bircok maddenin karsinojenik ve mutajenik etkilerini ortaya ¢ikarmak igin
uygulanabilecek en akillica vyaklasim, deney hayvanlari ile vyapilan in vivo
arastirmalardir. Bu testler, kimyasal maddelerin uygulanmasiyla deney sonugclarinin
alinmasi arasindaki siirenin fazla olmasindan dolaylr uzun sireli testler olarak da

adlandiriimaktadir (Petek 1999, Ozbek 2006, Karadayi 2010).

Uzun zamanli test sistemleri, karsinojenite ve mutajenite arastirmalarinda bilinen en

hassas ve en glivenilir test sistemleri olmalarina karsin; yiliksek maliyet ve zaman
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gerekliliginden dolay yizlerce kimyasalin karsinojenik ve mutajenik etkinliklerinin

arastinldig1 6ncii testlerde kullanish degildir (Ozbek 2006).

Hassas ve guvenilir testlerin yiksek maliyetli ve uzun zaman almasindan dolayi
arastiricilar, mutajen ve karsinojen Ozellikteki kimyasallarin etkilerinin arastiriimasinda
esas teskil edebilecek birgok in vitro kisa zamanh test sistemi gelistirilmistir. Uzun
zamanli test sistemlerinin aksine daha kisa siirede sonug veren ve daha ekonomik olan
bu testler; ¢cok sayidaki kimyasal madde ile yapilacak olan 6nci testler igin oldukga
uygundur. Bu testlerin uygulanma esasi; test edilen kimyasal maddelerin belirli genetik
ozelliklere sahip sistemlerde belirli sonuglar vermesi ve elde edilen bu sonuglarla test
materyalinin mutajenik ya da karsinojenik potansiyeli arasindaki iliskinin kurulmasina
dayanir. Ayrica bu sonuglarin insan da dahil bir ¢cok canliya uygulanabilir olmasi genetik
kodun evrenselligi ve mutajenite ile karsinojenite arasindaki korelasyonun yiksek

olusuna baglanmaktadir (Mortelman and Zeiger 2000, Ozbek 2006, Karadayi 2010).

Kisa zamanli testlerden alinan sonuglar neticesinde genellikle bu testlerden sonra uzun
zamanl test sistemleri ile etkinligi teyit edilmektedir. Kisa zamanli testlerden bazilar

Cizelge 2.1’ de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Kimyasal mutajen/ kansorojen maddelerin saptanmasinda kullanilan kisa zamanli
testlerden bazilari (Bagci 1985).

Test

izelenen Genetiksel
Biyokimyasal Yol

Metabolik Aktivasyon

Literatiir

Salmonella
typhimurium

Histidin oksotroflari

Post- mitokondriyal

karaciger fonksiyonlari

(59, mikrozomlar)

Ames vd. 19733,
Maron ve Ames
1983.

Escherihia coli

Arginin-triptofan
okzotroflari

Profaj indiksiyonu
Onarim eksikligi olan
suslarin bdyamelerinin

inhibisyonu

SOS cevabi

Sican karaciger
hicreleri

Green ve Murial
1976

Elesperu ve
Yarmolinsky 1979
Moreu vd. 1976

Rosenkranz ve
Mermelstein 1980
Slater vd. 1971

Quillartdet ve
Hofnung 1985
Quillardet vd. 1985

Bacillus subtilis

DNA onarimi hatali suslar

Kada ve Hirano
1980

Neurospora crassa

Adenin oksotroflari

Brokman 1984

Cin hamsteri
ovaryum ve
akciger hiicreleri

8-Azaguanine direnclilik

Vogel ve Sobels
1976

Drosophila
melanogaster

Kromozal hatalar

Vogel ve Sobels
1976

Suriye hamsteri
embriyo hiicreleri

Morfolojik
transformasyonlar

Pienta vd. 1977

Cin hamster
hiicreleri

Kardes kromatit degisimi

Perry ve Evans
1975

insan periferal kan
lenfositleri testi

Kromozomal hatalar

Preston vd. 1981
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Kisa zamanh in vitro galismalar, kimyasal maddenin mutajenik etkisinin organizmada
degismeye neden olup olmadigl, DNA tamiri ve degisimi Uzerindeki etkisi ve

memelilerde mutajenik etkisinin arastirilmasini igerir (Vural 1984).

Kisa zamanli mutajenite test sistemleri ile bir kimyasalin mutajenik potansiyelinin
belirlenebilecegi gibi, antimutajenik etkisi de belirlenebilmektedir (Gomes-Carneiro et
al. 2006, Bulmer et al. 2007). Ayrica metabolizma sonucunda olusabilecek ara trinlerin
mutajenik potansiyellerinin belirlenmesinde de kullanilabilmektedir. Bu nedenle kisa
zamanli mutajenite test sistemleri, bircok alanda oldukca yaygin bir bicimde

kullanilmaktadir (Soysal 2009).

Genellikle bakterilerin kullanildigi mikrobiyal yontemler, kisa zamanh test sistemleri
icerisinde  yaygin  olarak  kullanilan  yontemler icinde yer almaktadir.
Mikroorganizmalarin basit besiyerlerinde kolayca Gremesi, kisa hayat dongusiine sahip
olmalari ve buna bagh olarak yapilan uygulamalarin hizli, pratik ve distik maliyetli
olmasi gibi 6zellikler bu test sistemlerinin genel avantajlaridir (Mortelmans and Zieger

2000).

Memeli hiicrelerinde, bdceklerde ve bakterilerde mutajeniteyi tanimlayabilmek
amaciyla gelistirilmis 200 den fazla kisa zamanli test sistemi bulunmaktadir. Bu test
sistemleri in vivo veya in vitro ortamlarda, DNA’da, mutasyonlari indukleyerek
karsinojenik ajanlarin taranmasini amaglamaktadir. Yaygin olarak kullanilan kisa
zamanli test sistemleri arasinda Salmonella typhimurium kullanilarak gerceklestirilen ve
bir revers mutasyon testi olan Ames testi ayrica lenfoma hiicreleri, memeli hiicreleri ve
Cin hamster yumurtalik hiicreleri (CHO= Chinese Hamster Ovary Cells) veya fibroblast
hiicreleri (V79) kullanilarak gerceklestirilen ileri mutasyon testi, in vitro sitogenetik
degerlendirme testleri (kromozomal hata testleri, mikronukleus testi) ve knockout

transgenik fare modelleri bulunur (Bajpayee et al. 2005).
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2.5 Ames/Salmonella/Mikrozom Test Sistemi

Tez kapsaminda kullanilan test sistemi, gen diizeyinde meydana gelen mutasyonlarin
tespitinde kullanilan, oldukga hassas bir test olan Ames/Salmonella/Mikrozom test
sistemidir. Kisaca Ames testi olarak da adlandirilan Ames/Salmonella/Mikrozom test
sistemi, 1970’li yillarin basinda Dr. Bruce Ames ve Dr. Maron tarafindan gelistirilmistir
(Maron and Ames 1983). Bilim dinyasina sunulusunun ardindan bu test;
uygulamalarinin hizi, kolayligi ve gilivenilir sonuglar verme gibi 6zelliklerinden dolayi
kisa zamanda dilinya capindaki arastirma labratuvarlarinda mutajenite arastirmalari icin
yaygin olarak kullanilan temel testler arasinda yer almistir (Mortelmans and Zeiger
2000). Bu testin ¢ok tercih edilmesinin sebebi DNA’ya zarar veren genotoksik ajanlarin
tespit edilmesi ve yilksek hassasiyetteki mutajenik biyokimyasal mekanizmalarin

aciklanabilmesidir.

Test organizmalari yapay mutasyon olusturulmus olan Salmonella typhimurium’un
histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis his™ (histidin sentezleyemeyen) oksotrofik
olan suslarinin test bileseni ile muamele edildikten sonra ikinci bir mutasyon gecirip
his* (yabanil tip, histidin sentezleyebilen, prototrof) hale doniismesi temeline dayanir.
Geriye donus yapan bakterilerin kolonileri sayilarak degerlendirilir. Fakat normalde de
mutajeniteye maruz kalmayan spontan olarak geri donisebilen bakteriler olmaktadir.
Mutajenik etkiden bahsetmek icin spontan olarak geri donilisen kolonilerinde sayillmasi

gerekir (Maron and Ames 1983, Almaca 1991, Mortelmans and Zeiger 2000).

Kisaca deneyin amaci; daha 6nceden bliyimek igin histidin aminoasitine ihtiya¢ duyan
oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddesi ile tekrar histidin sentezleyebilir hale
donidsmesi temeline dayanmaktadir (Maron and Ames 1983, Synder and Champness

2007).

Genel mutajenite testleri i¢cin en ¢ok kullanilan test suslari TA 98, TA 100, TA 102, TA
1535 ve TA 1538’dir. Her bir test susu histidin operonunda degisik tipte mutasyonlar
icermektedir (Maron and Ames 1983).

23



Pek ¢ok kimyasal madde mutajenik olmayabilir ve sonradan metabolik aktivasyon
sonucu mutajenik ara Uriinlere déniisebilir. in vivo etkilesimi kopya edilmek amacuyla,
deney sistemine ¢cogunlukla memeli karacigerlerinden elde edilen metabolik aktivasyon
sistemi eklenir. Sonugta metabolitlerin mutajenik potansiyeli hakkinda da sonuglar elde
edilebilir (Maron and Ames 1973, Mortelmans and Zeiger 2000, Kho et al. 2005, Soysal
2009).

Ames tekniginde pozitif sonug gosteren bir madde, insan ya da diger memeliler de
kesinlikle kanserojenik veya mutajenik oldugu anlamina gelmez. Bakteriyel
mutasyonun pozitif olmasi, maddenin potansiyel zarari konusunda bir 6n yargi anlami
tasir. Ayrica bu test sistemi, yiksek organizmalarda yapilacak olan daha kapsamli

galismalari yonlendiren énemli bir gostergedir (Eren 2011, Akyil 2012).

Yaygin olarak kullanilan Salmonella test suslarinin 6zellikleri Cizelge 2.2’de, bazi mutant

suslarin DNA dizi 6zgllukleri ise Cizelge 2.3’de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Yaygin olarak kullanilan Salmonella test suslarinin genotipik 6zellikleri (Mortelmans

and Zieger 2000).

Mutasyon Sus Bio chID uvrB gal LPS hasari Plasmid
TA 1535 Delesyon mutasyonu Rfa Plazmid yok
HisG46
TA 100 Delesyon mutasyonu Rfa pKM 101
TA 1538 Delesyon mutasyonu Rfa Plazmid yok
HisD3052
TA 98 Delesyon mutasyonu Rfa pKM101
HisC3076
TA 1537 Delesyon mutasyonu Rfa Plazmid yok
HisD6610
TA 97 Delesyon mutasyonu Rfa pKM101
His01242
TA 104 Delesyon mutasyonu Rfa Plazmid yok
HisG428
TA 102 Atasal sus Rfa pKM101, PAQ1
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Cizelge 2.3. Bazi Salmonella test suslarinin DNA dizi 6zgiillikleri (Mortelmans and Zeiger 2000).

Geri doniisiim

Mutasyon Sus DNA’ daki hadef bolge
mekanizmasi
TA 1535
HisG46 -G-G-G- Baz cifti degisimi
TA100
TA 1538
HisD3052 C-G-C-G-C-G-C-G- Cerceve kaymasi
TA 98

+1 cerceve kaymasi
HisC3076 TA 1537 Cerceve kaymasi
(C-C-C- dizisinin yakinina)

-C-C-C-C-C-C-
HisD6610 TA 87 Cerceve kaymasi
(C dizisinin sonuna +1 sitozin)
TA 102
HisG428 TAA (ochre) Transisyon/Transversiyon
TA 104

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

ozellikleri asagida belirtilmistir.

Histidin Mutasyonu

Her test susu histidin operonunun degisik bolgeleri ya da cerceve kaymasina yol agan

addisyon- delesyon mutasyonlari ile mutant hale getirilmistir (Korkmaz 2005).

His G 46 mutasyonu; His G geni bakteriler tarafindan histidin sentezinde kullanilan ilk
enzimi kodlayan gendir. Bu mutasyon TA 1535 ve TA 100 mutantlarinda vardir. His G
geninde 16sin aminoasidinin kodonu —GAG- baz cifti degisimi sonucu prolin aminoasidi

kodonu olan —GGG- donlismistlir. Bu mutasyon her iki mutantta da baz cifti
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degisimlerine neden olan mutajenik kimyasallar tarafindan geri dontstiralir (Korkmaz

2005).

His D 3052 mutasyonu; his D geni de histidin sentezinde kullanilan histidinol
dehidrogenaz enzimi kodlamaktadir. Bu mutasyon gendeki tek bir niikleotidin eksikligi
sonucu ortaya ¢ikmis olan gerceve kaymasi tipinde bir mutasyondur. TA 98 ve TA 1538

mutantlarinda vardir (Korkmaz 2005).

His D 6610 mutasyonu; bu mutasyon gene bir nikleotid eklenmesi sonucu ortaya
¢itkmis olan cerceve kaymasi tipinde bir mutasyondur. Mutasyonda etkilenen bélgede
bes yerine alti sitozin dizisi bulunmaktafdir (Korkmaz 2005). Cergceve kaymasina neden
olan mutajenler DNA’nin tekrarlanan diziler ya da sicak noktalar denilen bolgelerinde
gorilen kodon kaymalarini geri donistirerek bu kodonlarin yeniden dogru
okunmalarini saglarlar (Ames et al. 1972). TA 1538 ve TA 98 suslari, ¢cerceve kaymasi
mutasyonlarina neden olan mutajen maddeler ile tekrar his* hale geri

donistirdlmektedir (Maron and Ames 1983).

His G 428 mutasyonu; “ochre” stop kodonu varligindan dolayi his G geni inaktif
durumdadir (Korkmaz 2005). Baslangigta gelistirilen his- mutantlarinin kimyasal

maddelere duyarliligi arttirmak amaciyla ¢esitli mutasyonlar eklenmistir.

Rfa Mutasyonu

Salmonella typhimurium, gram negatif bir bakteridir. Gram negatif bakterilerin
peptidoglikan yapili hiicre duvarlarinin dis kisminda lipopolisakkarit (LPS) bir tabaka
bulunur. Bu tabakanin fonksiyonlarindan biri de bakteri hiicrelerinin icine kimyasal

madde gecislerini engelleyerek, bakteriyi korumaktadir.

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin LPS tabakasini kodlayan genlerde meydana
gelmistir. LPS tabakasinin kismen yok olmasi ile normalde hiicre icine giremeyen bilyuk

molekiller hiicre icine girmektedir (Mumcu 2005). Bu mutasyon sayesinde, bakteri
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hiicresi icine madde girisi kolaylastigindan, bakterinin mutajenlere karsi duyarhligi

artinlmgtir.

uvrB Mutasyonu

uvrB geni, niikleotit kesip ¢ikarma onarim sisteminde gorevli uvrB proteinini kodlayan
gen bolgesidir. uvrB mutasyonu bir kimyasala karsi, susun hassasiyetini artirmaktadir.
uvrB geninde mutasyon meydana getirirken biyotin geninde de bir delesyon olmustur.
Dolayisiyla suslar H vitamini de denilen, biyotin geninde de hasar tasimaktadirlar. uvrB
gen bolgesinde bu hasar, nikleotid kesip ¢ikarim onarim sisteminin dogrulugunu

ortadan kaldirmaktadir (Mortelmans and Zeiger 2000).

R-faktoru

Ampisilinin direnglilik genidir. Bu geni tasiyan bakterilerde normalde hiicrelerde
bulunan ve hata frekansi yliiksek olan DNA onariminin aktivasyonuna ve gerek pozitif
sonuclarinin artmasina, gerekse spontan olan mutasyonlarin artmasina neden olur. R
faktorine sahip olmayan suslar zayif mutajenik sonuc¢ gosterirken R faktor genini
tasiyan pKM 101 plazmidine sahip yeni suslar oldukca kuvvetli sonuglar vermislerdir

(Nakamura et al. 1992, Cerna et al. 1998, Durusoy and Kambur 2003).

TA 1538 susuna bu plazmidin eklenmesi sonucu TA 98; TA 1535 susunun eklenmesi
sonucu ise TA 100 susu da elde edilmistir. Mutajenik oldugu belirlenen ajanlara karsi
plazmidi tasityan suslarin hassasiyetinin daha yliksek oldugu goézlenmistir. Clnki bu
plazmid Uzerinde, hayata meyilli onarim sistemi olan SOS onarimi rekombinasyonel
onarim daha fazla devreye gireceginden kimyasal ve fiziksel mutajenlerle indiklenen

mutajenite de artmis olacaktir (Mortelmans and Zeigner 2000).
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2.6 Pestisitlerin Tanimi ve Tarihgesi

Pestisitler, hayvan ve insan viicudu ile bitkiler lGzerinde veya ¢evresinde yasayan, besin
kaynaklarinin Giretim, tiiketim, depolama ve tasima sirasinda besin degerini disliren ya
da zarara ugratan bocek, yabani ot, kemirici, mantar gibi canli formlarin yikici etkisini

azaltmak igin kullanilan kimyasal maddelerdir (Gormez 2012).

Pestisitler ya da tarim ilaglari hastalik ve zararlilardan Grinleri korumak igin kullanilan
toksik kimyasal maddelerdir. Pestisitlerin kullanimi Roma ve eski Yunan’dan beri
siregelmektedir. Fakat 19. ylzyilin son donemlerinde yaygin olarak kullaniimaya
baslanmistir. ikinci Diinya Savasi sonrasinda zararl, hastalik yapici ve yabani otlarin

kimyasal savasimi konusunda énemli ilerlemeler olmustur (Caglarirmak 2007).

ilk pestisitler fungusit olarak kullanilan kikiirt ve yine fungusit ve insektisit olarak
kullanilan bakir, arsenik ve demirin basit tuzlari gibi inorganik maddelerdir. Organik
bilesikler olarak ilk bitki ekstratlari olan nikotin, derris ve pyrethrum kullaniimistir. Bu
pestisitlerin bircogu yiksek diizeyde toksiktir ve kullanilmalari ¢ok tehlikelidir (WHO
2004, Gaglarirmak 2007).

Mevcut tarim alanlarindan daha ylksek verim saglamak amaciyla kullanilan
pestisitlerin bilingsizce ve denetimsiz sekilde kullanimi insan sagligina ve en ¢okda
cevreye olan olumsuz etkileri géz ardi edilmemelidir (Caglarirmak 2007, Sataloglu
2007). Pestisitlerin gevre tzerindeki etkileri; kimyasal 6zellikleri, uygulanma sekilleri ve

uygulanma zamanlarina baglh olarak degisiklik gostermektedir.

2.7 Tiurkiyede Pestisit Kullanimi

Pestisitler Tirkiye‘de 1965 vyilindan sonra teknik madde ve formilasyon olarak
uretilmeye baslanmistir. Ulkemizde imal ve ithal edilen ve piyasaya sunulan tiim

pestisitler, 6968 sayili Zirai Miicadele ve Zirai Karantina Kanunu ve ilgili mevzuatlar

29



geregi, Tarim ve Kdyisleri Bakanhginin (TKB) ruhsat ve kontrolline tabidir. Halk saglgi

alaninda kullanilanlar ise Saglk Bakanligi tarafindan yapilmaktadir (Colak 2009).

Hastalik, zararli ve yabanci otlara karsi farkli zirai miicadele yontemleri arasinda, %95’in
Uzerinde bir piyasaya sahip olan kimyasal miicadele bu glinde gecerliligini
korumaktadir. Pestisitlerin kullanilmadigi durumlarda Urlinlerde %60’lara varan
oranlarda kalite ve verim disukligl oldugu bilinmektedir. Bu nedenle Uriin kaybina
sebep olan zararli organizmalari kontrol etmek amaciyla tiim diinya ulkelerinde oldugu
gibi Ulkemizde de bitki koruma Uurilnlerinin kullanilmasi kacginilmazdir (Tiryaki et

al.2010).

Diinyadaki toplam pestisit tiketimi yillik 3 milyon ton civarindadir. Turkiye’de birim
alana kullanilan ilag miktari gelismis Ulkelere gore ¢ok disuk diizeyde kalmaktadir.
Tirkiye’de ilag kullanimi daha c¢ok poli kdltir tarimin yapildigi Akdeniz ve Ege
bolgelerinde yogunlasmaktadir. Entansif tarim vyapilan bu bdlgelerde pestisit
kullaniminin Ulke ortalamasinin ¢ok Uzerinde oldugu ve bu bdlgelerde tiiketimin
gelismis Ulkeler diizeyine ulastigl soylenebilir. Yogun pestisit tiiketilen Ege ve Akdeniz
bolgeleri beslenmede blylik yeri olan sebze ve meyvelerin entansif bicimde
yetistirildigi alanlar olmasinin yani sira, ihracata yonelik gida endustrisinin

hammaddeleri de blyik 6l¢lide bu bolgelerimizden saglanmaktadir ( Tebge 2012).

Tirkiye’de yillar itibariyle pestisit tiketimleri gizelge 2.4’te gorilmektedir. Turkiye'de
pestisit tiketiminde sirasiyla en fazla fungusit (%45), herbisit (%18) ve insektisit

(%15)’ler yer almaktadir.
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Cizelge 2.4. Turkiye’de Pestisit Tuketim Miktari (kg/It) (Tebge 2012).

Yillar insektisit Fungusit Herbisit Akarisit Rodentisit Diger Toplam

2004 - - - - - - 41.223.053
2005 - - - - - - 43.362.627
2006 7.628.215 19.899.724 6.955.585 901.999 2.877 9.987.399 45.375.799
2007 21.045.632 16.706.631 6.668.653 966.488 50.925 3.277.315 48.715.644
2008 9.250.719 17.862.861 6.176.508 737.123 351.095 5.613.346 39.991.651
2009 9.913.897 17.395.950 5.960.852 1.532.728 77.610 2.302.300 37.183.337
2010 7.175.831 17.545.584 7.451.591 1.039.739 147.404 5.343.714 38.703.862
2011 6.119.933 18.123.614 7.406.602 1.061.609 421.426 6.977.775 40.110.958

Gelismis Ulkeler pestisitlerin gevre ve saglik agisindan risklerini artik ciddi bigimde
degerlendirmektedir. Bu nedenle, bir yandan pestisitleri ¢ok bilingli ve kontrolll
kullanirken, diger yandan da riskli pestisitlerin kullanimlarini sinirlamak ya da tamamen
durdurmak yoniine gitmektedirler. Bir Ulkede tlketilen pestisitlerin saglik ve cevre
kriterleri agisindan nitelikleri, toplam pestisit tiiketimine oranla da ciddi bir konudur.
Modern diinyada insan saghgi ve cevre blylk 6énem kazanmistir. Turkiye’nin AB’ye
girme girisimlerinin yogunluk kazandigi ve bircok gelismis llkeye ciddi élglilerde tarim
Grind dis satisinin slirdigl ginlimuizde, saghgi, cevreyi ve dis ticareti koruyabilmek
amaciyla, tarim ilaci kullanimi gelismis Ulkeler standartlarinda, ¢ok bilingli ve kontrolli
yaptimalidir. Diger taraftan AB uyum calismalari cercevesinde izleme programlarinin
olusturulmasi ve kalinti analizlerinin rutin olarak yapilmasi gerekmektedir. Gidalardaki
pestisit kalintilarini saptamaya yonelik piyasa kontrol niteligindeki calismalarinda

Onemi blyuktir (Delen et al. 2005).

Pestisitlerin piyasa o6mriinl, cevreye olan etkisini ve insan sagligina olan etkisini en

fazla etkileyen olaylarin basinda organizmalarin pestisitlere olan duyarliliginin azalmasi
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gelir. Bir pestisite hedef organizmanin duyarliigl azaldikga, o pestisitin etkinligi de
dismektedir. Uygulamalar da etkinligini artirmak icin devamli olarak doz artisina
gidilmektedir. Boylece doz artisina paralel olarak gevrede pestisit kalintilari daha da

fazla yogunlasmaktadir.

2.8 Pestisitlerin Siniflandiriimasi

Pestisitlerin hedef organizmalar Uzerinde spesifik toksisite gostermeleri istenirken ayni
zamanda hedef olmayan, zararsiz organizmalar lzerinde de toksisitelerinin minimum
olmasi istenmektedir. Bu amagla ilk sentez edilen maddelerin ikinci ve Uglnci
jenerasyonlari olarak isimlendirilen daha glvenilir maddelerin sentezi yapiimistir.
Ancak, her pestisitin belli bir toksisitesi vardir ve saglik agisindan tam glivenceli bir
pestisit yoktur (Vural 2005). Pestisitler, kullanim amaglarina, kimyasal yapilarina,
toksisite derecelerine ve kaliciliklarina gore siniflandiriimaktadirlar (WHO 2005, Vural

2005).

a) Kullanim amaglarina Gore;

insektisitler (béceklere karsi),

Fungusitler (mantar ve kiflere karsi),

Herbisitler (istenmeyen bitki ve yabani otlara karsi),
Rodentisitler (si¢can, fare ve diger kemirgenlere karsi),
Akarisitler (uyuz boéceklerine ve parazitlere karsi),
Mollusitler (yumusakcalara karsi),

Larvasitler (lavralara karsi),

Nematisitler (kurtlara karsi),

W 0 N o U B W DN

Bakterisitler (bakterilere karst),
10. Avensit (kuslara karsi),
11. Algisit (alglere karsi).

32



b) Kimyasal yapilarina gore;

Organofosforlu pestisitler: Chlorpyriphos methyl, azinphos ethyl vb.
Organoklorlu pestisitler: DDT, aldirin, dieldrin, endosulfan vb.

Karbamat grubu pestisitler: Aldicarp, ethiofencarb, carbaryl vb.

P w N

Piretroid pestisitler: Deltamethrin, Cypermethrin, permethrin vb

c) Toksisite derecelerine gore;

Cizelge 2.5. Pestisitlerin toksisite derecelerine gore siniflandiriimasi

Siganlar igin LDso Degerleri

Oral Dermal
Sinif
kati SIVI kati Sivi
la Asiri derecede zararh <5 <20 <10 <40
b Yiksek derecede zararh 5-50 20-200 10-100 40-400
1 Orta derecede zararl 50-500 200-2000 100-10000 400-40000
1] Az derecede zararl >500 >2000 >1000 >4000

d) Kahcihklarina gére

1. Kalici olmayanlar: birkag glinden 12 haftaya kadar etkisini siirdiirenler

2. Orta derecede kalici olanlar: 1- 18 ay arasinda dayanabilenler

3. Kalici olanlar (persistent): bircok hidrokarbon bu gruba girmektedir. DDT, aldrin,
dieldrin gibi maddeler 20 yil kadar dayanabilmektedir.

4. Surekli kalicilar (permanent): Civa, kursun, arsenik (Giler ve Cobanoglu 1997).
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2.8.1 Organofosforlu Pestisitler

GUnumuzde en ¢ok kullanilan pestisit grubu organofosforlu pestisitlerdir. Glinimuzde
200‘den fazla farkli organofosforlu insektisit etkili aktif madde bulunmaktadir (Vural
2005). Cogunlukla insektisit olarak kullaniimalarina ragmen herbisit ve diger etkileri

icinde kullaniimaktadirlar (Berlie 2004).

Organofosforlu pestisitler, 1973 yilinda Almanya’da Schrader onderliginde bir grup
kimyager tarafindan sentezlenmistir. Sentezlenen Uriinlerin son derece toksik oldugu
gdsterilmistir ve ikinci Diinya Savasinda Nazilerin kontroliinde tutulmustur. Kimyasal
savas ajani olarak gelistirilen sarin, soman ve tabun cok toksik olup “sinir gazi” olarak
adlandirilir. Daha sonra memeliler icin oldukca toksik olan ve insektisit 6zelligi bulunan
bilesiklerden bu amacla ilk 6nce TEPP (tetraetil pirofosfat) sentezlenmistir (Berlie 2004,

Elersek and Filipic 2011).

Organofosforlu pestisitler biyolojik etkilerini, enzim inhibitéri olarak gosterirler.
Esterazlar bocek ve memeli tirlerindeki organik fosforlu toksisitesi icin hedef

enzimlerdir (Marrs 1993, Vural 1996, Klassen et al. 2001, Akyil 2012)

2.8.2 Organoklorlu Pestisitler

Organoklorlu pestisitlerin kullanimi ge¢mis yillarda g¢ok yayginken insan saglgina,
cevreye olan zararh etkileri ve dogadaki kalici etkileri kanitlandiktan sonra kullanimi
blyulk olclide yasaklanmistir. Bu sinifin ilk Gyesi 1874 yilinda O. Zeidler tarafindan
sentezlenen trikloro difenol trikloroethan (DDT) dir. Bu maddenin insektisit 6zelligi
1939 yilinda isvicre’li P. Mueller tarafindan kesfedilmis ve bu bulusundan dolayr 1948
yilinda Nobel 6diuli kazanmistir. Daha sonraki yillarda benzenhekzakloriir, toksafen,
metoksiklor, aldrin, dieldrin, lindan9 sentezlenmis ve glinlimizde Turkiye’de de

organoklorlu pestisitlerin kullanimi yasaklanmistir (Vural 2005, Costa 2007).
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2.8.3 Karbamat Grubu Pestisitler

N-metil karbamatlar, tarimda ekinlerin korunmasi amaciyla akarisit, insektisit,
nematosit ve mollusit olarak organoklorlu pestisitlerin yerine yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica endlstride ve evlerde biyosit olarak kullanilmaktadir.
Karbamat grubu pestisitler, 1950’li yillarda uretilmis ve kullanilmaya baslanmistir.
Sentetik pestisitlerin buylik kismini olusturan bu bilesikler son 50 yilda oldukga genis
Olcekte gelistirilmis, Gretilmis ve kullaniimistir. 50’den fazla karbamat grubu insektisit

bulunmaktadir (WHO 1986, incedere 2009).

Karbamatlar yapi olarak organofosfatlara benzerler ve kolin esteraz enzimini gecici
olarak inhibe ederler ve bu etkileri geri donuslldir. Enzim aktivitesinin tekrar normal
haline donmesi dakikalar ve hatta saatler igerisinde olur, klinik zehirlenme belirtileri
organofosfatli insektisitlerinkine benzerdir ancak organofosfatli insektisitlerdeki gibi
yeni enzim sentezi gerekmediginden toksik etki kisa surelidir. Karbamatlarin merkezi
sinir sisitemi penetrasyonu daha zayif oldugundan, toksisitesi daha nadir gorilir.
Cocuklarda ise merkezi sinir sistemi bulgulari daha siktir ve kolinesteraz aktivitesinin

seviyesi 4-8 saat icerisinde normale doner (Kahraman 2008).

2.8.4 Piretroid Grubu Pestisitler

Piretrinler krizantem gicegindeki krizantemik asidin ve piretrik asidin esterlerinin ekstre
edilmesiyle dogal olarak elde edilirler. Piretrium ¢iceklerinde bulunan piretrin | ve Il ile
sinerin | ve Il etkin maddeleri insektisit olarak kullanilmaktadir. Piretrium ekstrati %1-2
piretrinleri icermekte olup bu tozlarin insektisit etkisinin tespiti 1880’li yillara dayanir.
Krizantem ciceginin bocek o6ldiriict etkisi Farslar zamaninda fark edilmistir. Dogal
piretrumlarininsektisit olarak bircok avantaji vardir. Genis spektrumlu olmalari,
memelilerde zehirliliklerinin ihmal edilebilir diizeyde olmasi ve dogal kosullarda kisa
sirede bozulmalari en 6nemli avantajlaridir. Yapilan arastirmalar sonucunda gilines

Isigina  daha dayanikli permetrin, cypermetrin, deltametrin gibi piretroidler
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sentezlenmistir. Piretroidler dogal olarak elde edilen piretrinlerin sentetik ester
turevleridir. Piretroidler, insektisidal &zellikleri yéniinden dogal piretrinlere ¢ok
benzerler. Birden fazla piretroidler kendi aralarinda veya diger bilesiklerle kombine
edilerek daha cabuk ve daha gi¢li 6ldiricu etki elde edilebilir (WHO 2005,Colak
2009).

Piretroidler diinyada 30 yili askin bir siiredir tarimda, halk saghgi icin evlerde ve
kiiciikbas hayvanlarda ektoparazitlere karsi yaygin olarak kullanilmaktadir. Disik
memeli toksisiteleri nedeniyle piretroid bilesiklerin kullanimi son zamanlarda artis
gostermistir ve 1990’larin ortalarinda diinya insektisit pazarinin %23’lnl piretroid
bilesikler olusturmustur. Piretroidler organofosforlu pestisitlerden sonra en yaygin

olarak kullanilan bilesiklerdir (Soderlund et al. 2002, Piner 2009).

Piretroid grubu pestisitler ginimuizde en yogun olarak kullanilan insektisit grubudur.
Hedef olmayan pestisitler (izerinde daha az toksiktirler ve genelde temas yolu ile

etkilerini gosterirler. iki gruba ayrilirlar (Cakir 2008):

Dogal Piretrinler

Pire otu bitkisinden elde edilir. Piretrin I-ll, Cinerin I-Il ve Jasmolin I-1l igerirler. Isik ve
hava temesi ile hizh bir sekilde parcalanirlar. Sinerjist etkisiyle insektisit aktivitesi
artirithr. Ratlarda akut oral olumcil degeri 200-4910 mg/kg arasinda oldugu
bildirilmistir (EMEA 1998, Cakir 2008).

Yapay Piretroidler

Sentetik piretroidler olarak adlandirilan bu grup, dogal piretrinlerin alkol ve asit
koklerinde yapilan degisikliklerle gelistirilmistir. Dogal piretrinlere gére kaliciliklari daha

fazladir. Bu grup insektisitler, yapilarina gore oldiriici ve yere serici etkiye sahip
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olabilirler. Formiilasyonlarinda genellikle bu iki piretroid bir arada kullaniimaktadir.
Ayrica sinerjist kullanimi da piretroidlerin etkisini arttirmaktadir. Bu grupta A-
siyhalotrin, sipermetrin, deltametrin, permetrin ve fenvalerat yaygin sekilde

kullanthrlar.

Diinyada kullanilan pestisitlerin %30’unu sentetik piretroidler olusturmaktadir ve hedef
organizmaya karsi cok tosik, memeliler ve kuslara karsi az toksik olmalari nedeniyle

siklikla tercih edilmektedirler (Mazmanci et al. 2008).

Piretroid Grubu Pestisitlerin Etki Mekanizmasi ve Yapisi

Sentetik piretroidler, toksik etkilerini boceklerdeki ve memelilerdeki sodyum kanallari
Uzerinde gostererek, periferik ve merkezi sinir sistemlerindeki aksonlari etkileyen sinir
sistemi zehirleridir (WHO 1990). Béceklerde periferal ve merkezi sinir sisiteminde sinir
kiliflarini etkilerler (sodyum kanallari), sodyum kanallarindaki sinirsel uyarimi bosaltip
sonlandiran bir proteine baglanirlar. Piretroidler bu proteine baglandiklarinda sinir
uyarimi sonlanmaz ve stirekli uyarim gerceklesir. Sonucta sinir sistemi kontrol disi kalir
ve koordinasyon kaybi sekillenir (Valles and Koehler 2003). Piretroidler kolay bir
sekilde metabolize edilmelerinden dolayi cogu hayvanda oldukca kisa bir dmre sahiptir.
Fakat baliklarda piretroidleri hidrolize eden enzim sistemlerinden yoksun olduklari i¢in

baliklar icin daha ¢ok toksiktirler (Haya 1989).

Piretroid insektisitler, dogal piretrinlere benzer sekilde, temas yoluyla ve mide zehiri
olarak etki gosterirler. En dikkat c¢ekici 6zellikleri insektisitler Gzerinde hizla gelisen yere
serici etkinlige sahip olmalaridir. Yagda c¢oziinme Ozellikleri sayesinde bocek
kutikulasindan hizla emilerek toksik etkilerini gosterirler (Cakir 2008). Bilimsel literatir

de sentetik pitretroidlere ait calisma sayisi diger pestisit gruplarina oranla daha azdir.

Piretroidler genis insektisidal spektruma sahiptirler. Etki alanina sivrisinek ve

karasinekler, hamam bocekleri, tahtakurulari, pireler gibi zararlilar girer. Belirtilen
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Ustln ozellikleri nedeniyle piretroidler, son yillarda acik ve kapali alanlarda sinek ve

sivrisinek kontroli galismalarinda genis bir kullanim alani bulmustur (Cakir 2008).

Piretroidlerin birgok alanda yaygin olarak kullanimindan kaynaklanan etkilerinin

yaninda bu bilesikler ¢evredeki birikmeleri ile de zararlidirlar (Grossman 2007).

Bircok piretroid, ester ya da eter bagi ile aromatik alkollere bagli olan siklopropen
karboksilik asid grubu tasir. Bu temel piretroid yapisindaki modifikasyon insektisit
aktivitesini ve fotostabilitesini artirmak icin diizenlenmistir ve bu durum hedef olmayan
tirlerde piretroid aktivitesinin degismesine neden olabilir. Diger onemli bir
modifikasyon alkol grubuna a- siyano grubunun eklenmesidir ve bu eklenme insektisit
aktivitesinde kritik role sahip oldugu icin sentetik piretrin analoglarinin
gelistirilmesinde 6nemlidir. Piretroidler chiral molekillerdir ve piretroidlerin
konformasyonlari biyolojik aktivitenin en dnemli belirleyicisidir. Chiralite diger pestisit
gruplarinin da biyolojik aktivitesini etkilemektedir. Piretroidler 2 ya da 4 chiral merkeze
sahiptir. Ayni bilesigin stereoizomerleridir. Piretroidlerin a-siyano grubu tasiyanlari bu
grubun uzaydaki konumuna bagh olarak farkli izomerik konfiglirasyona sahip olabilir

(Piner 2009).

Piretroidler sinir sisteminde voltaj bagimh sodyum kanallarini diizenleyen proteinlere
baglanarak toksik etki gosterirler. Voltaj bagimh sodyum kanallari aksona iyonlarin
girisine izin veren yollardir ve eksitasyon ile sinirsel sinyal iletimini saglar. Bu kanallar
araciligi ile sinyal iletimi gergeklesirken kanallar acilir ve sinyalin sonlandiriimasi igin
kapanir. Herhangi bir nedenle bu kanal acik kaldiginda sinir hiicreleri siirekli uyarilarak
sonucta paralizi durumu ortaya cikar. Piretroid insektisitler voltaj bagimli sodyum
kanallarina baglanarak kapanmasini engellerler. Tip | ve Tip Il piretroidlerin siyano
grubu tasimalarina bagh olarak toksik semptomlari farklidir. Piretrin gibi Tip |
piretroidler merkezi sinir sisteminde bulunan sodyum kanallarini kesintiye ugratarak
norotoksisiteye neden olurlar. Lamda- Cyalothrin gibi Tip Il piretroidler sinirsel islevler

icin dnemli olan klor ve kalsiyum kanallarini etkilerler (He et al. 2008).
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Piretroidler lipofilik olduklari igin biyolojik membranlar ve dokular tarafindan kolayca
alinabilirler. Piretroid etkisindeki organizmalarda titreme, hipereksitasyon, parazi,
konviilasyon ve bunlari takiben o6lim meydana gelebilir. Piretroidler beyinin
hippokampus bodlgesinden asetilkolinesteraz (AChE) salinimini diizenlerler ve ATPaz
aktivitesini inhibe ederler. Hormonal islevleri de kesintiye ugratabilirler. Memelilerde
piretroidler progesteron ve estradiol sentezini azaltabilir ve erkeklerde antiandrojenik
etki, kadinlarda 0strojenik etki gosterirler. Bunlarin disinda piretroidlerin hiicre
donglisiint inhibe ederek hiicre stresine neden oldugu ve immun sistemi baskilayici
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Uzun siireli etkide solunum organlarinin ylzeyinde
hasara neden olurlar ve renal iyon dizenlenmesini kesintiye ugratabilirler (Oros and

Werener 2005)

Piretroidler oral olarak alindiginda toksik etkileri distktir, bulanti, kusma, bas
dénmesi, karin agrisi, bulanik géorme, yorgunluk ve parestezi baslica belirtileridir.
Piretroidler yliksek dozda alindiklarinda ise merkezi sinir sisitemini uyarirlar ve
hiperaktivasyon, hiperapne, koordinasyon bozuklugu ve konviilsiyonlara neden olur.
insanlarda piretroidlerin temasi ile yiizeyde meydana gelen belirti parestezidir.
Kizariklik, kasinti, burun akintisi, gozlerde yasarma ve deride kizariklik baslica

belirtileridir (Costa 2007).

2.9 Pestisitlerin insanlar Uzerindeki Etkileri

Pestisitlere maruziyet; tarlada, bahcede, ev ortaminda cesitli amaclarla kullanim
esnasinda, depolama, nakil, Uretim veya atiimalari durumunda bulasma yolu ile
meydana gelebilmektedir. Pestisit kutu ve ambalajlarinin uygun sekilde imha edilmeyip
ev veya calisma ortaminda kalmalari, dikkatsizlik veya kaza ile yiyeceklerin ve icme
sularinin kontamine olmasi maruziyet riskini artirmaktadir. Bu maddelerin canl
organizmalara gegisi, inhalasyon, dermal, oral, gozler ve parental yollarla olmaktadir

(Vural 1996, Klassen 2001, Daglioglu 2004).
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Pestisitler cevreye ve insanlara olan zehirliliklerine gore de siniflandirilabilirler. Bu
siniflandirmada pestisitlerin akut zehirlilikleri géz 6niinde tutulur. Siniflandirma Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan yapilmistir. Pestisitler cok zehirli, zehirli, orta dereceli

zehirli ve az zehirli olarak dort sinifa ayrilirlar (Mercan 2010).

Pestisitler hedef olmayan organizmalara cesitli yollarla girmekte ve organizmada
endokrin sistemi, sinir sistemi, bagisiklik sisitemi, karaciger, kalp, kas, bosaltim, kan ve
diger sistemleri etkileyebilmektedir. Pestisitlerin ¢evrede olusturdugu kalintilar ¢ok

yonli karmasik 6zelliktedir. Bunlar, birikme 6zelligine sahiptir (Mercan 2010).

Kimyasal maddeler iki tipte zehirlilik gosteririler.

1-) Akut Zehirlilik: tek bir dozda alindiginda kisa slirede ortaya ¢ikan ve belirtileriyle

tanimlanabilen zehirliliktir.

2-) Kronik Zehirlilik: uzun siirecte, 6ldirtci doz altindaki tekrarl alimlarda ortaya ¢ikan

zehirliliktir.

Akut zehirliligin 6lg¢lisii LDso degeridir. LDso agiz ve deri yolu ile deneme hayvanlarina
uygulandigl zaman, bunlarin %50’sini 6ldiren dozdur ve mh/kg ile ifade edilir. Dlslik
LDso degeri o bilesigin zehirliliginin yiksek oldugunu gostermektedir (Ware 1986,
Mercan 2010).

Kamal ve arkadaslari (1990) tarim alanlarinda 3-15 yil ilaglama yapan isciler Gizerinde
yaptiklari calismalarda serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT), Laktat dehidrogenaz (LDH) ve Alkalen Fosfataz (Alp) enzimlerinin aktivitelerinde
artis oldugunu bildirmislerdir. Tarim ilaglarinin kanda eritrosit ve I6kositlere de zarar

verdigi yapilan hayvan deneyleri ile belirlenmis
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2.10 Pestisitlerin Cevreye ve Ekolojiye Etkileri

Pestisitlerin puskirtilerek uygulanmasi esnasinda bir kismi buharlasma ve dagiima
nedeniyle kaybolurken, diger bir kismi toprak yiizeyinde ve bitki Gzerinde kalmaktadir.
Havaya karisinca pestisit rlzgarla tasinabilir; sis, yagmur veya kar yagisiyla tekrar
yerylziine donebilir. Bu yolla hedef olmayan diger organizma ve bitkilere ulasan

pestisit, bu tlrler Gzerinde kalinti ve toksisiteye neden olabilir (Kiziewicz et al. 2002).

Pestisitler genel olarak bitki yapraklarina, toprak ylizeyine veya topragin igine
karistirilacak sekilde uygulanir. Pestisitler kimyasal yapilari bakimindan c¢esitlilik
gostermektedirler. Dolayisiyla da topraktaki davraniglari blyik olglide degiskenlik

gostermektedir (Saglam 2008).

Pestisitler kullanilirken dogrudan topraga uygulansalar bile pestisit uygulanmasindan
sonra, topraktan ve uygulanan vejetasyondan buharlasarak, rizgar yoluyla atmosfere
girer. Pestisit atmosfere girdiginde, atmosferden su vylzeylerine aktarilir ve su
ylizeylerinde toplanir. Ayrica topraga disen pestisitler toprak yapisini ve toprakta

yasayan canlilari olumsuz etkileyebilir (Kumbur et al. 2005).

Pestisitlerin, cevre ve cevredeki diger organizmalar lzerinde de olumsuz etkileri vardir.
Pestisitler arilar, baliklar, kuslar, omurgasizlar ve mikroorganizmalar gibi hedef
olmayan organizmalarda 6limlere neden olabilirler. Kus, balik ve diger organizmalarda
Ureme potansiyelinin azalmasina sebep olabilirler (Yiicel 2007). Yine pestisitler hedef
olmayan organizmalarda dayanikhlik olusmasi sonucu insanlara hastalik tasiyan parazit
ve boceklerin kontrolden c¢ikmasina neden olabilirler ve ekosistemin yapisinin
bozulmasi ve tiirlerin sayisinin degismesi gibi uzun donemli etkilere sebep olabilirler

(Ogut et al. 2008).

Ayrica pestisitler topraga disen ilaglar, sulama ve yagmur sulari ile yer alti sularina,
akarsu ve gollere dolayisiyla su ekosistemine karisarak burada yasayan canlilarin

zehirlenmelerine ve éliimlerine neden olabilirler (Ogiit et al. 2008).
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2.11 Pestisitlere Bagh Zehirlenmeler

Yogun ve bilingsiz pestisit kullanimi nedeniyle toprakta, suda ve gida maddelerinde
pestisit veya metabolitleri birikebilmektedir. Bu asamada diger canlilar ve insanlar
Uzerinde olumsuz etkileri gorilebilmektedir. Bu durum ilk olarak 1984 ve 1952
yillarinda insan viicudunda organoklorlu pestisitlerin kalintilarinin saptanmasiyla fark

edilmistir (Ylcel 2007).

Pestisitlere ¢esitli sekillerde maruz kalma nedeniyle akut ve kronik zehirlenmeler,
dolayisiyla basit etkilenmeden 6lime kadar gesitli durumlar meydana gelebilmektedir.
Pestisitlerin %75-80 gibi bliylk bir boliminiin gelismis tlkelerde kullanilmasina karsin,
zehirlenme olgularinin ¢ogu gelismekte olan veya gelismemis Ulkelerde meydana
gelmektedir. Diinya Saghk Orgiti’'niin raporlarinda, her yil yaklasik olarak 3 milyon
pestisit zehirlenmesi meydana geldigi ve bu zehirlenmelerin 220.000'inin 6limle
sonuglandigi belirtilmektedir (Vural 1996, Malley 1997, Daglioglu 2004, WHO 2007,
Akgan 2008)

Bu calismada kullanilan Halfenprox pestisitinin dahil oldugu gruba ait zehirlenme
belirtileri goz ve cilt tahrisi, anormal ylz hissi, deride karincalanma ya da uyusukluk,
sinirlilik, ayrica bas agrisi, bas doénmesi, bulanti, kusma, ishal, asiri tikrik salgisi,
yorgunluk gibi belirtilerdir. Agir zehirlenme vakalarinda; segirme, akciger ve kaslarda
sivi olusumu gelisebilmekte, nobetler olusabilmektedir (int.Kyn.5). Halfenprox

pestisitinin genel dzellikleri Cizelge 2.6 da verilmistir.

Cizelge 2.6. Calismada kullanilan pestisitin genel 6zellikleri

Yaygin Adi  Kimyasal Adi Kimyasal Kimyasal Sinift  Kullanim Fiziksel
Yapisi Formiili Alani Durumu
Halfenprox 1-(2-(4- 7, {) CuHpBrF,0;  Pyretr insektisit Renksiz
(bromodifluor =~ ) oid Akarisit
omethoxy) \) eter
fenil)-2- o/
metilpropoksi)

metil)-3-
fenoksibenzen
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddelerden nutrient broth no:2 Oxoid markal olup,
diger kimyasallardan D-Biyotin, L-Histidin-HCI, ampisilin trihidrat, sodyum hidroksit,
kristal viyole, glukoz, agar, potasyum kloriir, magnezyum kloriir, sodyum klordr,
sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, B-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. Diger kimyasal
maddeler ise Sigma Aldrich’den temin edilmistir. Calismada kullanilan Halfenprox (CAS

no 111872-58-3) ise piretroid grubuna giren bir pestisit olup Fluka’dan alinmistir.

3.1.2 Salmonella typhimurium Test Suslari

Calismamizda, Maron ve Ames (1983) tarafindan, S. typhimurium LT2 atasal susundan
in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA 98 ve TA 100 suslari kullaniimistir (Maron and
Ames 1983). Bu suslar Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimii Ogretim Uyelerinden
olan Prof. Dr. Nuran Diril'den temin edilmistir. TA 98 susu kodon kaymasi, TA100 susu

baz ¢ifti donlisimu tipindeki mutasyonlarin tespitinde kullaniimistir.

Deneyler S9’lu ve S9’suz olarak iki grup halinde calisilmistir. Uygulanan her doz igin 3
plak kullanilmis ve farkli zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica pozitif
kontrol, negatif kontrol ve spontan kontroller de belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak
TA 98 S9'lu deneylerde 200 pg/plak 2- aminofluorene, TA 98 S9’suz deneylerde 200
ug/plak 4-nitro-o- fenilendiamine, TA 100 S9lu deneylerde 5 pg/plak 2-

aminoanthracene, TA 100 S9’suz deneylerde 10 pg/plak sodyum azid kullaniimistir.
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Calisma Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji

Bolumi’nde gergeklestirilmistir.

3.1.3 Calismada Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlanisi

Vogel-Bonner-E Ortami (50XVB tuzlan)

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

1000 ml
Magnezyum sulfat (MgS0,4.7H,0) 10g
Sitrikasit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (K;HPOy,) 500 g
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH,; PO4.4H,0) 175¢g
Distile su (45 °C) 670 ml

Maddeler yukarida yazildiklari 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)

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

Distile su 250 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢6zilmuis, daha sonra histidin ilave

edilerek otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir. Sollisyon +4 °C’de saklanmistir.

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

Kullanim: Suslarin ampisiline direnglilik 6zelliginin kontroll ve R-faktor plazmidi tasiyan

suslarin master plaklari

100 ml
Ampisilin trihidrat 0,8¢g
0,02 N Sodyum hidroksit 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0,02 N NaOH iginde ¢0zllmuis ve sterilizasyon igin 0,22 mp ¢apli

filtreden gecirilmis ve +4 °C’'de saklanmistir.

(%1) Kristal Viyole Soliisyonu

Kullanim: Suslarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiyla rfa mutasyonunu tasiyip

tasimadiklarinin kontrolii

100 ml
Kristal viyole 01g
Distile su 100 ml
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Kristal viyole ve distile su karistirilmis ve sollisyon isik gecirmeyen bir kaba konup +4

°C’de saklanmistir.

(%0,13) Biyotin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontroll ve HBA plaklari hazirlanmasi

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

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

dk sterilize edilmistir.

(%0,5) Histidin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklari hazirlanmasi

400 ml
L-Histidin-HCI (F.W. 191,7) 2g
Distile su 400 ml

Madde distile su icinde ¢6zlilmis ve otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.
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(%20) Glukoz Cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklari hazirlanmasi

100 ml
Glukoz 20g
Distile su 100 ml

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

°C’de saklanmistir.

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

Kullanim: Pozitif kontrol

200 ug/plak basina olmak tizere dimetilstlfoksit (DMSO)’de ¢ozilerek kullaniimistir. TA

98 susu icin S9 fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir. +4 °C’de saklanmistir.

10 ml
2AF 0,02g
DMSO 10 ml

(0,02 pg/ul) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD)
Kullanim: Pozitif kontrol
2 ug/plak olmak tGzere DMSQ’da ¢ozllerek kullaniimistir. TA 98 susu icin S9 fraksiyonu

gerektirmeyen kimyasaldir. Oda sicakhiginda saklanmistir.
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10 ml

NPD 0,02g

DMSO 10 ml

(0,1 pg/ul) Sodyum Azid (SA)

Kullanim: Pozitif kontrol

10 pg/plak basina olmak tzere distile suda ¢ozilerek kullaniimistir. TA 100 susu igin S9

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

100 ml
Sodyum azid 001g
Distile su 100 ml

(0,05ug/ul) 2-Aminoanthracene (2AA)

Kullanim: Pozitif Kontrol

5 ug/plak basina olmak tizere distile suda ¢6zllerek kullaniimistir. TA 100 susu igin S9

fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir.

100 ml
2-aminoanthracene 0,005¢g
DMSO 100 ml
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Top Agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 ml
Agar 6g
NaCl 58
Distile su 1000 ml

Agar, su ve tuz manyetik karigtiricida isitilarak ve karistirilarak ¢oziilmus ve otoklavda

121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.

Histidin/Biyotin Plaklari (HB agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi

1000 ml
Agar 15g
%20 glukoz 50 ml
Histidin HCI. H,0 10 ml
0,5 mM Biyotin 6 ml
50XVB 20 ml
Distile su 914 ml

Agar ve su karistirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45 °C’ye sogutulup

%20 glukoz, 50XVB tuzlari ve histidin ¢ozeltisi eklenmis, sollisyon biraz daha
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soguduktan sonra biyotin ilave edilmis, karistirilip petri kutularina 30 ml olarak

dagitilmistir.

Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar

Kullanim: Ampisiline direncglilik testi ve master plak hazirlanmasi

1000 ml
Agar 15¢g
Distile su 910 ml
50XVB tuzlari 20 ml
%20 glukoz 50 ml
Histidin HCI.H,O 10 ml
0,5 mM Biyotin 6 ml
(%0,8/0,02 NaOH) Ampisilin 3.15 ml

Agar ve su otoklavlanmis, 45 °C’ye sogutulup %20 glukoz, 50XVB tuzlari ve histidin bu
sicak solUsyona 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.
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Minimal Glukoz Agar Plaklar

Kullanim: Mutajenite deneyi

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

Agar ve su 2 L’lik kapta karistinllip ¢6zilmis ve otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45
°C’'ye sogutulup %20 glukoz ve 50XVB tuzlari eklenip petri kutularina 30 ml olarak

aktarilmistir.

Nutrient Agar Plaklari (NA)

Kullanim: Gecelik kiiltiriin ml’sindeki bakteri sayisini bulma ve genotip kontrolii

1000 ml
Oxoid nutrient broth no:2 25g
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml

Agar, broth ve su 2 L'lik kapta karistirilip otoklavlanmis ve petri kutularina 30 ml olacak

sekilde aktarilmistir.
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Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortami (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltlirde blyattlmeleri

200 ml
Oxoid nutrient broth no:2 5g
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 karisimi

500 ml
Potasyum klorir 61,5
Magnezyum klorir 40,7 g
Distile su 500 ml

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

°C’de saklanmistir.

0,2 M Sodyum-Fosfat Tamponu (pH=7,4)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karisimi
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0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4H,0) 13,82 ¢

0,2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) 142 ¢

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 karigimi

S5ml
B-NADP (F.W. 765,4) 383 mg
Steril distile su 10 ml
Sterilizasyon 0,22 um delik ¢apli filtrelerle yapilmistir.
1 M Glukoz-6-Fosfat Cozeltisi
Kullanim: Mutajenite deneyi igin S9 karisimi

10ml
Glukoz-6-fosfat 2,82¢g
Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0,22 um delik ¢apli filtrelerle yapilmistir.
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S9 Karigimi (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi

50 ml
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2ml
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 icinde

tutulmustur.

54



3.2 Metod

3.2.1 Test Maddesinin Dozlari ve Hazirlanisi

Cahsmamizda piretroid eter sinifindan Halfenprox pestisitinin  mutajenik etkisi
Ames/Salmonella/Mikrozom test sistemi ile arastinlmistir. Uygulanacak dozlari
belirlemek igin Halfenprox’un 6,25ug/plak, 12,5ug/plak, 25ug/plak, 50ug/plak,
100ug/plak konsantrasyonlari kullaniimistir ve denenen madde dimetilstlfoksit

(DMSO) icinde ¢ozlilmis ve +4 °C'de saklanmistir.

3.2.2 Salmonella Suslarinin Kiltiirlerinin ve Master Plaklarinin Hazirlanmasi

Bakteri kilturleri Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) plaklarina paralel ekimleri yapilarak
37°C’'de 48 saat inklibasyona birakilmistir. 48 saatin sonunda iyi izole olmus kolonilerde
biri secilip, 2 ml Nutrient Broth (NB) ortami icerisinde siispanse edilerek bir gece (12—
16 saat) 37 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra steril bir 6ze ile bir 6ze dolusu
sivi kultlr alinlp HBA Uzerine ¢izgi ekimi yapilmistir. Plaklar 37 °C'de 48 saat
inklibasyona birakildiktan sonra 4°C'de saklanmistir. Bu plaklar 2 ay siiresince

saklanmig ve pasajlar yapilmistir.

3.2.3 Salmonella Suslarinin Stoklanmasi ve Stok Kiiltiirlerin Agilmasi

Test suslarinin canhligini ve mutant Ozelliklerini uzun sire koruyabilmesi icin
stoklanmasi gerekir. Genetik kontrolleri yapilarak HBA’ya ekilmis olan bakterilerden tek
koloniler alinarak 2 ml NB icinde 37 °C’'de 16 saat inkiibe edilmistir. Slire sonunda steril
ependorf tiplerinin icerisine 1 ml bakteri kiltirld ve 90 ul DMSO ilave edilmis yavasca
karistinlmistir. Sonrasinda kapaklari sikica kapatilarak sivi azot icerisine daldirilip

cikartilmis ve boylece sok donmalari saglanmistir. Sok dondurulan kultirler stok olarak
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kullanilmak Gzere -80 °C’ye kaldirilmistir. Bu stok kiltirler 1-2 yil sire ile tazeliklerini

koruyabilmektedir.

Salmonella Suslarinin Gecelik Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

TA 98 ve TA 100 suslar igin, master plaklarindan iyi Gremis bir koloni 6ze yardimi ile
alinarak 20 ml NB ve 63 ul ampisilin igerisinde slispanse edilmis ve 140 rpm’de 16 saat
calkalamali inklibatérde inklibasyona birakilmigtir. Taze kiltir hazirlamak igin 16 saatin
sonunda bu kalttrlerden 500 pl alinip 20 ml NB ve 63 ul ampisilin igerisinde slispanse

edilmis ve 110 rpm’de kullanimina kadar inkiibasyonu saglanmistir.

3.2.3.1Bakterilerin Genotiplerinin Kontrol Edilmesi

Ames testinin glvenilirligi agisindan kullanilacak olan test suslarinin orijinal
mutasyonlara sahip olup olmadigini bilmek gerekmektedir. Bu nedenle, bakterilerin

genotipleri cesitli testler ile kontrol edilmistir.

Histidin gereksinimi kontrolii

Bakterilerin his” yapisindan his* yapisina gegisi MGA {izerine ekilmeleri sonucu ayirt
edilmistir. Bu kontrol icin, bir gece NB icerisinde buydtllen kiltlrlerden steril 6ze ile
alinan his bakteriler MGA ve HB plaklarina gizgi ekim yapilmis ve 37 °C'de 48-72 saat
inkiibe edilmistir. Stire sonunda HB plaklarinda tGreme gozlenirken MGA plaklarinda
Ureme gozlenmemistir. Boylece kullanacagimiz bakterilerin his” mutasyonu tasidig

anlasilmustir.
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UvrB mutasyonu kontrolii

Bu mutasyonun varhgi UV isinlarina duyarllik testi ile tesbit edilmistir. Kullanilan UV
1Isinin dozu, uvrB mutasyonunu tasiyan bakterileri 6ldirecek dozdadir. Bu mutasyon ile
bakterilerin UV isinlarinin neden oldugu replikasyon hatalarinin diizeltilmesi igin gerekli
olan DNA onarim mekanizmasi engellenmistir. Bu test i¢in, NB’de bir gece biiyitiilen
bakteri klltlrinden steril bir 6ze yardimiyla bir 6ze dolusu alinip NA plaginin tamamina
paralel ekim yapilmistir. Plagin yarisi plastik bir plaka ile kapatilip 33 cm. yiksekten 8 sn
sure ile 15 watt glicindeki UV lambasina maruz birakilmigtir. Bu islem sonucunda
plaklar kapatilip 37 °C'de 24 saat inkibe edilerek bakterilerin Greme durumlarina
bakilmistir. UV’'ye maruz kalan kisimda Greme olmazken, plastik kapakla kapatilan
kissmda normal bir Gireme gézlenmistir. Bu durum bize kullanilacak olan bakterilerin

uvrB mutasyonu tasidigini gésterir.

Rfa mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmus olup
hiicre duvarinin gegirgenligi arttirlmistir. Rfa mutasyonun varhgl kristal viyoleye
duyarhlik testi ile tespit edilmistir. Bu test icin 45 °C’ deki su banyosunda tutulan 2 ml
top agara 0,1 ml. gecelik bakteri kiiltlri ilave edildikten sonra NA plaklarina karisimin
homojen dagilmasi i¢in 8 isareti yapilarak ekilmistir. 10 dk. donmasi beklendikten sonra
plagin ortasina 0.5 cm ¢apl steril disk yerlestirilip diskin ortasina %0.1’lik 10 pl kristal
viyole damlatilmistir. Disk boyayr emdikten sonra plaklar 37 °C'de 24 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda disk cevresinde 14 mm’lik (reme olmayan zon
gozlenmistir. Bu zonda, boya maddesi bakterilerin icine kolayca girip bakterinin

Uremesini etkiledigi icin bakterilerin Rfa mutasyonu tasidiklari anlasilmistir.
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R-faktor varligi kontrolii

Test bakterilerinin icerigi, R-faktor tasiyan pKM101 plazmidlerinin kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin 6lgtilmesi ile tesbit edilmistir. Bu amagla,
buyutilen NB iginde bakteri kulturi (% 0.8 Ampisilin/ 0.02 M NaOH) ampisilin iceren
HBA plaklarina gizgi ekim yapilarak, 37°C’'de 24 saat inkiibasyonu sonunda, plazmid
iceren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biyudukleri gézlenmistir. Yani testte

kullanilacak olan bakterilerde R-faktor plazmidi bulunmaktadir.

Spontan olarak geriye doniis sikhginin kontrolii

Mutant bakteri suslarinin kendiliginden (spontan) his™ fenotipinden his* durumuna
doénidsmesi, belirli sinirlar icinde mimkinddr. Bu sinirlar TA 100 igin 75-200
revertant/plak; TA 98 i¢in 20-50 revertant/plaktir. Bu test icin, 37 °C’'deki etiivde 110
rom’de NB’de buyiltilen bir gecelik kiltirlerden 0,1 ml alinip, 45 °C'deki su
banyosunda tutulan 0.25 ml 0,5 M histidin-biyotin sollisyonu iceren 2,5 ml top agar
Uzerine ilave edilmistir. Daha sonra test tlpl yavasca calkalanarak MGA plaklarina
yayilmis ve 37 °C’deki etlivde 48—72 saat inkiibe edilerek plaklarda lreyen koloniler

sayillmistir. Normal sinirlarda revertant sayi gosteren kiltiirler deneyde kullanilmistir.

3.2.4 Swvi Kiltiriin ml’sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiltiirin ml’sinde bulunan bakteri sayisini belirlemek icin
HBA plaklarindan iyi Gremis kolonilerden biri 6ze yardimi ile alinarak 20 ml NB igerisine
eklenmistir. Daha sonra, kiltir calkalamali inkibatérde 37 °C’ de 110 rpm’ de 12-16
saat inklibasyona birakilmig, sire sonunda gecelik kiltiirden 100 pl alinip 20 ml NB
icerisine eklenerek taze kiltlrleri hazirlanarak 140 rpm’de inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonunda taze kiiltiiriin %0,9 serum fizyolojik ile 100, 107, 10_2, 10_3, 107,

10~ ve 10°° olacak sekilde sulandirmalari yapilmistir. Bu seyreltmelerden NA plaklarina

58



her bir konsantrasyondan 3 petri olacak sekilde 100 pl’ lik miktarlarda alinarak 45 °C’
deki su banyosunda tutulan 2,5 ml top agar lzerine ilave edilmistir. Daha sonra test
tlpu calkalanarak NA plaklarina 8 isareti yapilarak yavasca yayilmis ve 37 °C’ de 24 saat
inkiibe edilerek plaklarda Greyen koloniler sayilmistir. S. typhimurium ile yapilan
mutajenite testlerinde kullanilan bakteri kiltliriniin 1 ml’sinde 1-2 x 10° ml/bakteri

olmasi onglrilmektedir.

3.2.5 Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Test bilesenlerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi Dean ve arkadaslarina (1985) gore
yapilmistir. Buna gore, 2 ml top agara TA 100 susunun gecelik kiltiriinden 100 ul ve
DMSO igerisinde ¢6zlilmis test bilesiginin degisik konsantrasyonlarindan (6,25ug/plak,
12,5ug/plak, 25ug/plak, 50ug/plak, 100ug/plak) ilave edilerek NA plaklarina ekilmistir.
Plaklar 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmis, inkiibasyondan sonra plaklardaki ortalama
koloni sayisi belirlenmis ve kontrol plaklari ile karsilastirilarak toksik olan ve toksik

olamayan dozlar belirlenmistir. Her bir doz igin 3 plak kullanilmistir.

3.2.6 S9 Karigiminin 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 i¢in
0,04 ml derisimindeki S9 fraksiyonudur. Karisim her mutajenite deneyi icin taze

hazirlanmakta ve deney siresince buz icerisinde saklanmaktadir.

3.2.7 Ames Mutajenite Testinin Yapilisi

Ames testinin amaci, daha dnceden biyimesi icin histidin amino asidine ihtiya¢ duyan

mutant oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddesi ile tekrar histidin sentezleyebilir
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hale donilstirme glclini 6lcme temeline dayanmaktadir. Ayrica test bileseninin
etkilerinin metabolik aktivasyonlari sonucunda degisip degismedigini belirlemek amaci
ile deneyler S9’ lu ve S9’suz olmak Uzere iki grup halinde yapilmistir. Ames testi, Maron

ve Ames (1983)’ e gore yapilmistir.

3.2.7.1 S9’suz Deney

Bu deneyde, 45 °C’lik su banyosunda tutulan ve igerisinde 0.25 ml histidin biyotin
¢ozeltisi ilave edilmis 2,5 mllik top agara test maddelerinin degisik
konsantrasyonlarindan 0,1 ml ve 5 saatlik taze bakteri kuiltirlerinden 0,1 ml
eklenmistir. Tupler dislik hizdaki vorteks ile yavasca karistirilirak daha once 37 °C'de
bekletilen MGA plaklar Uzerine 8 isareti yapilarak karisimin homojen bir sekilde
dagilmasi saglanmistir. 15 dakika agarin donmasi beklendikten sonra plaklar ters
cevrilerek 37 °C'lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deneyde TA 98 ve TA 100 icin her bir doz 3
ayri plaga ekilmistir. Bagimsiz iki deney yapilmis ve sonuglarin aritmetik ortalamalar
alinmistir. Sonuclarin degerlendirilebilmesi icin deneylere paralel olarak spontan

kontrol, solvent kontrol ve pozitif kontrol kullanilmistir.

3.2.7.2 S9’lu (+) Deney

Bu deneyde, 45 °C’lik su banyosunda tutulan ve igerisinde 0.25 ml histidin biyotin
¢Ozeltisi ilave edilmis 2,5 mllik top agara test maddelerinin degisik
konsantrasyonlarindan 0,1ml, 5 saatlik taze bakteri kiltlirlerinden 0,1ml ve S9
karisimindan 0,5 ml eklenmistir. TUpler distk hizdaki vorteks ile yavasca karistirilarak
daha once 37 °C'de bekletilen MGA plaklar Uzerine 8 isareti yapilarak karisimin
homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. 15 dakika agarin donmasi beklendikten
sonra plaklar ters cevrilerek 37 °C’lik etivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir.

inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney TA 98 ve TA 100
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icin her bir doz 3 ayri plaga ekilmistir. Deneyde her susun geri donme 6zgulliklerini ve
S9 karisiminin etkisini dogrulamak icin pozitif mutajen kulanarak pozitif mutajenik etki
kontrolleri yapilmistir. S9 karigimi, bakteri ve kullanilan ¢6zlicliyl iceren fakat test
edilen kimyasali icermeyen negatif kontrol plaklari her sus icin kendiliginden geridonen
bakteri sayisinin belirlenmesinde kullanilmistir. Deney her doz igin 3 ayri plak olarak

uygulanmis ve iki bagimsiz deney yapilmistir.

Elde edilen verilerin istatistiki analizi, SPSS programi Oneway ANOVA Dunnett-t testine

gore yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiz zirai miicadelede sebze ve meyve mist ve diger bocekleri kontrol etmek
amaciyla siklikla kullanilan Halfenprox pestisitinin mutajenik 6zellige sahip olup
olmadigini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amacla histidin tGretmeyen Salmonella
typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suslari kullanilarak, bu suslarin histidin tretebilir hale
gelip gelmediklerine bakilarak Halfenprox pestisitinin mutajenitesi belirlenmistir.
Histidin Uretebilir hale gelen bakterilerin olusturduklari koloni sayisi, negatif kontrol
grubunun koloni sayisiyla karsilastirilmistir. Buna gore negatif kontrol sayisini 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 (Mortelman and Zeiger 2000).

Genetik isaretlerin Kontrolii

Deneyden 6nce kullanilacak olan TA 98 ve TA 100 suglarinin histidin gereksinimi, uvrB
mutasyonu, rfa mutasyonu, R-faktor varligi ve spontan olarak geriye donen koloni
sayisi bakimindan genetik isaretlerinin kontrollii yapilarak deney igin uygun 6zellige
sahip olup olmadiklarinin kontrolleri yapiimistir. TA 100 susunun histidin gereksinimi
(Resim 4.1), TA 98 susunun histidin gereksinimi (Resim 4.2), TA 100 ve TA 98 suslarinin
rfa mutasyon kontrolii (Resim 4.3), uvrB mutasyonu (Resim 4.4), R-faktor varligi (Resim

4.5), spontan olarak geriye donen koloni sayisi (Resim 4.6)’da verilmistir.
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Resim 4.3 S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin rfa mutasyonu kontroli sonuglari
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Resim 4.4 S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin uvrB mutasyon kontroli sonuglari

Resim 4.6 S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin spontan olarak geriye donis sikhgi kontroli
sonuglari
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Kullanilan Test Maddesine Ait Bulgular

Yaptigimiz calismada test maddemiz olan Halfenprox pestistinin farkli dozlarinin
mutajenik 6zellige sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla histidin Gretmeyen
Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslari kullanilmistir. Calisma sonunda bu
suslarin histidin Gretebilir hale gelip gelmediklerine bakilarak bu pestisitin mutajenitesi

belirlenmeye ¢alisiimistir.

Gahsmada kullandigimiz Halfenprox pestisiti suda ¢6ziinmedigi icin DMSO igerisinde
¢Ozdirulmus ve sitotoksik etki gosteren dozlar belirlenmistir. Yapilan ¢alismaya gore
Halfenprox pestisitinin  100ug/plak dozunun sitotoksik oldugu bulunmustur ve
mutajenite deneyinde sitotoksik dozun altindaki 6,25ug/plak, 12,5ug/plak, 25ug/plak,
50ug/plak ve 100ug/plak konsantrasyonlari ile galisiimistir.

Pestisitin hazirlanan konsantrasyonlari TA 98 ve TA 100 suslari ile S9’lu ve S9’suz olarak
plak inkorporasyon testleri yapilmis, her doz icin 3 ayri plak uygulanmis ve birbirinden
bagimsiz iki deney yapilmigtir. Deney sonuglarinin istatistiki analizi yapilmis ve sonuglar

cizelge 4.1 de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Halfenproxun Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslari ile S9 fraksiyonu
varliginda ve yoklugunda plak inkorporasyon testi sonuglari

Revertant Sayisi Aritmetik Ortalama * Standart Sapma

Test Konsantrasyon
Maddesi (ng/plak) TA98 TA100
-S9 +S9 -S9 +S9
100 27,80+4,15 59,20+7,16* 11,60+7,02 266,40+14,62*
50 26,20+4,16 56,80+4,76* 108,40+4,72 227,20%4,49
25 25,00+4,42 52,20+5,26 104,0045,48 223,40+7,83
Halfenprox
103,40+10,6
12,5 25,60+2,97 51,4048,65 0 217,40%6,73
6,25 24,80+2,86 51,80+4,44 94,00+8,06 213,20+13,83
Negatif
Kontrol 100 25,80%3,77 41,00+3,81 93,00+10,25 175,60+6,88
(DMSO)
2616,40+60,
SA 10
29*
2AA 5 2245,20+80,03*
2AF 200 927,20+15,27*
NPD 200 1298,80+23,13*

*Kontrole gore revertant sayisi p< 0,05 dizeyinde anlamli (Dunnett-t test) SA: Sodyum azid, 2AA: 2-
aminoanthracene, 2AF: 2-aminofluorene, NPD: 4-nitro-o-fenilendiamine.

Halfenprox pestisitinin Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 susunda S9’lu ve
S9’suz ortamda revertant koloni sayilarindaki degisimler Dunnett-t testi ile

incelenmistir.

Histidin Uretebilir hale gelen revertant kolonilerin sayisi, negatif kontrol grubunun
koloni sayisiyla karsilastiriimis ve buna gore negatif kontrol grubunun koloni sayisini iki
katina cikaran konsantrasyon degeri mutajenik konsantrasyon degeri olarak kabul
edilmistir. Koloni sayisinda doza bagh bir artis olmasi durumunda ise, bu maddenin,

zayIf mutajenik etkiye sahip oldugu kabul edilmistir (Mortelmans and Zeiger 2000).

Negatif kontrol olarak kullanilan DMSO’nun etkisi de S9 fraksiyonu varliginda ve
yoklugunda kontrol edilmistir. Negatif kontroliin koloni sayilari TA 98 icin S9 varliginda
41,0043,81, S9 yoklugunda 25,80+3,77 olarak, TA 100 icin S9 varliginda 175,60+6,88,
S9 fraksiyonu yoklugunda ise 93,00+10,25 olarak saptanmistir.
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Salmonella typhimurium en dislk koloni sayisi ise TA 100 susunun S9 yoklugunda test
maddesinin 100ug/plak konsantrasyonunda 11,60+7,02, en yiiksek koloni sayisi TA 100
susunun S9 varhginda test maddesinin 100ug/plak konsantrasyonunda 266,40+14,62
olarak saptanmistir. TA 98 icin en disik koloni sayisi S9 fraksiyonu yoklugunda test
maddesinin 6,25ug/plak konsantrasyonunda 24,80%2,86 olarak, en yiksek koloni sayisi
S9 varliginda test maddesisinin 100ug/plak konsantrasyonunda 59,20+7,16 olarak

saptanmistir.

Koloni sayisindaki degisiklikler Salmonella typhimurium TA 98 susu icin S9 yoklugunda
kontrol grubuna gore yakin degerlerde artis gosterdigi icin istatistiksel acidan anlaml
bulunmamistir. TA 98 susu igin S9 varliginda ise 100ug/plak ve 50ug/plak
konsantrasyonlarinda koloni sayisi kontrol grubuna gore daha fazla artis géstermis olup
istatiksel agidan anlamh olarak bulunmus, fakat kontrol grubunun iki katini asmadigi

icin mutajenik etki gostermemistir.

Her iki deneyde de test suslarinin geriye donls sikhgini ve S9 karisiminin etkisini
dogrulamak icin mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal maddeler kullanilarak pozitif
mutajenik etki kontrolleri yapiimistir. TA 98 susu igin S9 varliginda 2-Aminofluorene ve
S9 yoklugunda 4-Nitro-o-fenilendiamine kullanildiginda koloni sayisi artmis ve bu

artislar istatiksel agidan kontrol grubuna gére anlamli olarak saptanmistir.

Salmonella typhimurium TA 100 susunun S9 yoklugunda tim konsantrasyonlardaki
koloni sayisi kontrol grubuna yakin degerlerde saptanmistir. S9 varliginda 100ug/plak
konsantrasyonda ise koloni sayisi kontrol grubuna gore artis gostermistir. Ancak bu
deger kontrol grubunun iki katini gecemediginden mutajen etkiye sahip olmadigi tespit
edilmistir. TA 100 susunda da suslarin geriye donts sikhgini ve S9 karisiminin etkisini
dogrulamak icin mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal maddeler kullanilarak pozitif
etki mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. TA 100 icin pozitif kontrol olarak S9
varliginda 2-aminoanthtacene ve yoklugunda Sodyum azid kullanildiginda koloni sayisi

her ikisinde de artmis ve bu artislar istatiksel agcidan anlaml bulunmustur.
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Genel olarak bakildiginda TA 98 veya TA 100 igin yapilan tim g¢alismalarda S9 enzimi
varliginda doza bagl olarak koloni sayisinda artis gozlenmistir, fakat tim
konsantrasyonlarda kontrol grubunun iki katini agan bir degere rastlanmamigstir. Ayrica
S9 varliginda elde edilen koloni sayisinin S9 yokluguna gore daha yiliksek oldugu

bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

GUnumuizde artan nifusun gida ihtiyacini yiksek verimle karsilamak amaciyla kullanimi
artan, cesitli kimyasallar ve zirai ilaglar sagladiklari faydalarin yaninda insan ve cevre
Gzerinde karsinojenik ve mutajenik etkileri ile de olumsuz sonuglara neden olmaktadir.
Kullanilan bu kimyasal ve zirai ilaglarin hangilerinin zararli oldugu arastirilirken giin
gectikce bir yenisi daha piyasaya slrlilmektedir. Bu kimyasallarin uygulanmasi sirasinda
ve uygulandiktan sonra kalinti olusturmalariyla mydana gelebilecek zararlarini ortaya
koymak icin tehlike olusturan dozunun ve organizmalar (zerindeki etkilerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Yapilan bir¢ok c¢alisma sonucunda canlilarin zararh
kimyasallarin etkisine yasam siresi boyunca maruz kalmalari halinde, canli Gzerinde
genetik bozulmalara ve pek c¢ok kanser tirlnin ortaya ¢ikmasina neden olduguna

inanilmaktadir.

GUnumuzde pestisitler 6zellikle zirai alanda tahil, sebze ve meyvelerde zararl ve
parazit etki gésteren boécek, akar, kurt, ot ve mantar gibi daha bir¢ok zararli organizma
ile savasmak, Urlnlerin raf émriini uzatmak ve Uretimde verimi artirmak amaciyla
kullanilan kimyasallardir. Bu sebeplerle kullanilan pestisitlerin cevre ve gida lizerinde
kalinti seklinde bulunma riski gidanin besin 6gesi olarak kullanildigi canlida zamanla
olumsuz sonugclar dogurabilecegi icin bu pestisitlerin toksisitesi belirlenmeli ve risk
degerlendirmesinin yapilmasi gerekmektedir. Pestisitlerin bazi gidalarda kalinti
seklinde bulunabilecegi de gz o6ninde bulundurulmalidir. Cakir (2008), Cukurova
yoresinde toplamis oldugu ¢ig sit orneklerinde sentetik piretroid insektisit varligini
arastirmis ve bu sit érneklerinde A-siyhalotrin, spermetrin, deltametrin, permetrin ve
fenvalerent varligini tesbit etmistir. Bununla birlikte s6zkonusu maddelerin tolerans
limitleri g6z 6nlinde bulunduruldugunda 6rneklerden ¢ikan pestisit varligi limitlerin

Uzerinde bulunmustur.

Yapilan bir¢cok calismada, gidalardaki pestisit kalintilarinin viicuda alimi ile ortaya ¢ikan
kronik etkisinin uzun vadede cesitli kanser hastaliklari, akciger rahatsizliklari, beyinde

hasar, karaciger ve bobrekte nefrozlara sebep oldugu anlasiimistir. Teratojen, mutajen
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ve alerjen etkisi olan pestisitler de mevcuttur. Pestisitlerin bu tiir olumsuz etkilerinden
korunabilmek i¢in Ureticilerin pestisit kullanimi konusunda daha dikkatli olmalar
gerekmektedir. Uretici ve tiiketicilerin hem kendi saglklari hem de cevre saghg
acisindan pestisitler ve bunlarin olusturabilecekleri olumsuzluklar konusunda bilingli

olmalari gerekmektedir (Ogiit 2012).

Halfenprox pestisiti tarimsal miicadelede sebze ve meyvelerde akar ve diger béceklerin
kontrolu i¢in yaygin olarak kullanilan piretroid grubu bir insektisit ve akarisittir.
Halfenprox, kirmizi érimcek kontrolliniin tiim evrelerinde kullaniimakta olup, meyve
agaclari kirmizi 6riimceklerinin, iki noktali 6riimceklerin, turunggiller, Gzim, sebzeler,
cay ve bircok bitkinin meyvelerindeki pas akarlarinin kontroliinde kullaniimaktadir
(Tomolin 2009). Bu kadar ¢ok kullanim alanina sahip olan bu pestisitin kullaniminin
bilingsiz yapilmasi halinde insan saghgi agisindan olusturacagi tehlikelerin belirlenmesi
de 6nem arzetmektedir. Bu ¢alismada da bu amagla Halfenprox pestisitinin mutajenik
potansiyeli Ames Test sistemi kullanilarak belirlenmeye c¢alisilmistir. Ayrica ¢alismamiz
da kullandigimiz bu pestisitin Turk Gida Kodeksi tarafindan 2009 vyilinda gida
maddelerinde bulunmasi gereken maksimum kalinti miktari ile kullanimina sinirlama
getirilmistir. Fakat bircok kesim tarafindan kullanim dozuna dikkat edilmeksizin ¢ogu
zirai ilag bilingsizce ve kullanilmasi gereken doz miktarindan daha fazla miktarda
kullanilmaktadir. Bu durumda bu kimyasal maddeler cevre ve canlilar icin tehlike
olusturmaktadir. Yaptigimiz ¢alismayla piretroid eter sinifinda yer alan Halfenprox

pestisitinin mutajenitesine dair literatiirde herhangi bir calismaya rastlanmamistir.

Ames testi, pestisitler gibi bircok kimyasal maddelerin neden oldugu olasi gen
mutasyonlarinin belirlenmesi icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Metabolik aktivasyon
varliginda veya yoklugunda herhangi bir bakteri susunda ki pozitif sonug, bir maddeyi
mutajen olarak belirlemek icin yeterlidir (Mortelmans and Zeiger 2000). Bu testin
temelinde S. typhimurium bakterisi histidin oksotrofu suslarinin histidin amino
asitinden yoksun besi ortaminda c¢ogaltildiginda histidin operonundaki geriye dénen
mutasyonlarin belirlenmesidir (Singh 2009). Calismada kullanilan TA 98 susu, cerceve

kaymasi mutasyonuna neden olan kimyasal maddelerin teshisinde kullanilirken, TA 100
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susu ise baz degisimi mutajenlerinin teshisinde kullaniimaktadir (Maron and Ames
1983). Deneylerde bu bakterileri kullanmamizin nedeni ¢cergeve kaymasi tipi ve baz-gifti
degisim mutasyonlarinin diger mutasyonlara oranla daha fazla siklikta gérilmesi ve bu

suslarin Ames testinde daha yaygin olarak kullaniimasidir (Akyil 2012).

Cahsmamizin memelilerde gergeklesen biyotransformasyon olayina model olabilmesi
icin deneylere S9 fraksiyonu da eklenmistir. Bu sayede calismada kullandigimiz bakteri
suslarinin metabolizmasi memelilerdeki detoksifikasyon metabolizmasina

benzetilmistir (Ames et al. 1973).

Ames’e (1973b) gore bakteri suslarinin spontan olarak his™ durumundan his*
durumuna doénismesi, belirli sinirlar igerisinde mimkindiir. Bu degerler TA 98 igin 20-
50 revertant koloni, TA 100 icin 75-200 revertant kolonidir. Arastirmamiz sonucunda
TA 98 ve TA 100 igin S9 enzimi varliginda ve yoklugunda ortalama spontan koloni sayisi
bu degerlere esdeger cikmistir. Bu degerlerin bu derece farkli olmalari cesitli
parametrelerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle her mutant sus icin, kendiliginden
geriye donen koloni sayisi tek bir sayl olarak degil de, belirli bir aralikta verilir. Bu
parametreler arasinda minimal ortamin tipi, glikoz-6-fosfat, B-NADP, fosfat tamponu,
glikoz ve tuz ¢6zeltisinin derisimi, petrilerdeki minimal agarin hacmi, top agarin miktari
ve yayllma sekli, etlivdeki nem orani, S9 fraksiyonunun miktari, minimal agarin bilesimi
ve hazirlanmasindaki farklilklar gibi etkileri sayabiliriz (Boath et al. 1980, Belser et al.

1981).

Halfenprox pestisitinin mutajenitesini arastirmak icin yapmis oldugumuz Ames test
yontemi diger mutajenite arastirmalari icin bir 6n adim teskil etmektedir. Bu sonuglar
konusunda kesin yargiya varabilmak ve calismanin givenilirligini artirmak icin diger

mutajenite ve genotoksisite testleri ile de calisma desteklenmelidir.

Piretroid insektisitler memeli ve kanatlilar icin son derece glivenli, ancak baliklar ve
arilar icin o olciide zehirli maddelerdir. Piretroidlerin zehirliligini degistiren bir takim
faktorler vardir. Bu tlirden maddeler agiz, deri ve solunum yoluyla alinabilir ve bu

maruziyete bagh olarak da akut, subakut ve kronik nitelikte zehirlenmeler sekillenebilir.
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Bununla birlikte insanlarda sentetik piretroidlere maruziyete bagh olarak fenvalerent
ve deltametrin ile ilgili Cin’de akut zehirlenme olaylari kaydedilmistir (Cakir 2008).
Piretroidler, diger insektisitlere oranla insanlar icin daha glivenli olmasi, disik
dozlarinda dahi yiksek insektisidal etkiye sahip bulunmasi ve ¢cabuk pargcalanmasi gibi

ozelliklerinden dolayi gittikge artan bir kullanim alanina sahip olmustur (WHO 2005).

Foster 1985 yilinda piretroid grubu insektisitlerden biri olan Etofenprox ile yaptig
¢alismada Salmonella typhimurium TA 98, TA 100 TA 1535, TA 1537 ve TA 1538 suslari
kullanarak S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda Ames testini uygulamis ve sonug
olarak kullanilan tim bu suslarda revertant kolonilerde herhangi bir artis
gozlenmemistir. Bizim yapmis oldugumuz calismamizda kullanmis oldugumuz TA 98 ve

TA 100 suslari Gizerinde elde ettigimiz bulgular bu ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

Pluijmen vd. (1984) piretroid grubuna dahil Sipermetrin, Permetrin, Deltametrin,
Biyoresmetrin, Sismetrin ve Fenvalerat pestisitleri kullanilarak yapitiklari mutajenite
¢alismasinda TA 98 ve TA 100 suslari Gzerinde S9 varliginda ve yoklugunda herhangi bir

mutajenik etkiye rastlamamislardir.

Herrera and Laborda (1988) yaptiklari bir calismada piretroid grubuna dahil dort
pestisitin Aletrin, Resmetrin, Permetrin ve Fenvalerat ames testi ile Salmonella
tyhimuriumun TA 1535, TA 100, TA 1538, TA 98, TA 1537, TA 97 ve TA 104 lizerinde
mutajenitesini arastirmiglar ve sonug olarak Resmetrin, Permetrin, ve Fenvalerat’in S9
fraksiyonu varliginda ve yoklugunda mutajen olmadigini saptamislardir. Allethrin ise TA
100, TA 104 ve TA 97 suslari lizerinde S9 varliginda mutajen olarak bulunmustur. Bizim
kullandigimiz pestisit de diger (g pestisit gibi TA 98 ve TA 100 suslari lizerinde benzer
sonuclar gostermis olup herhangi bir mutajeniteye rastlanmamistir. Allethrin’in TA 98
susunun sonugclari bizim calismamizla paralellik géstermesine ragmen TA 100 susunun
sonuclari benzerlik gostermemektedir. Bu durumun ayni gruba dahil pestisitler
olmasina ragmen pestisitlerin yan zincirlerinde yer alan farkh grup ve yapilardan

kaynaklandigini soyleyebiliriz.
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Miadokova vd. (1992) yaptiklari ¢alisma ile piretroid grubuna dahil bir insektisit olan
Superspermetrinin mutajenitesi arastirmislar ve sonug olarak TA 1535, TA 1538, TA 97,
TA98 ve TA 100 suslari Gizerinde S9 verliginda ve yoklugunda bu maddenin mutajen
olmadigi anlasiimistir. Bir diger calismada ise Basri vd. (2008) tarimda ve evlerde
kullanilan, zararli bocekler lizerinde genis bir spektruma sahip sentetik florinatli
piretroid grubu insektisit olan Cyfluthrin’in TA 98 ve TA 100 suslari Uzerinde
mutajenitesini arastirmislar ve sonug olarak S9 varliginda ve yoklugunda herhangi bir
mutajenik etkiye rastlamamislardir. Bu ¢alismalarin her ikisi de bizim ¢alismamizda
buldugumuz sonuglari desteklemekte olup ayni suslarda Halfenprox’da mutajenik bir

etki gdstermemistir.

Sonug olarak; Halfenprox pestisiti ile yapilan Ames testinde TA 98 ve TA 100 suslari
Uzerinde S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda herhangi bir mutajenik etki
saptanmamistir. Yapilan diger calismalara baktigimizda calismada kullandigimiz
pestisitle ayni gruba dahil diger pestisitlerde TA 98 ve TA 100 suslarinda S9 varliginda
ve yoklugunda herhangi bir mutajeniteye ratlanmamis olmasi bizim galismamizda elde
ettigimiz sonuglari destekler niteliktedir. Bu ¢alismalar icerisinde sadece Allethrin TA
100, TA 104 ve TA 97 suslan lzerinde S9 varliginda mutajen olarak bulunmustur
(Herrera and Laborda 1988).

Ames testiyle yapilan calismalarda cok farkli sonuclarin elde edilmesi test edilen
maddenin molekul sekli, buylkligu ve ¢ boyutlu yapisi ile alakali olabilir. Ayni
zamanda test sistemi icin kullanilan organizmanin tiri de farkli sonuglarin elde
edilmesine neden olabilir. Eger pestisitlere maruziyet s6z konusu ise, maruz kalmis
kisilerde olusan farkl sonugclar, bireylerin yasam tarzi, ¢evresel ve iklimsel kosullar,
kullanilan farkh pestisit ve kullanim miktarlari, bireylerin beslenme aliskanligl ve
pestisite maruz kalma siresi ile yakindan iliskili olabilir. Bu faktorlerin yaninda cesitli
genotoksik maddeler her organizmanin metabolizmasinda cok farkh degisikliklere
ugrayabilmektedir. Bu nedenle, bu maddelerin etkisine karsi hiicresel seviyede olusan
farkhliklar da bu kadar farkl sonu¢ elde edilmesine neden olabilmektedir (Omenn

1991).
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Ayrica bu c¢alismada Salmonella typhimurium’un TA 98 ve TA100 suslarinda S9
varliginda da mutajen etkinin gorilmemis olmasi bu maddenin memeliler iginde
mutajen olmadigini géstermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda Halfenprox’'un calismis
oldugumuz tim konsantrasyonlarinda TA 98 susunun belirledigi cerceve kaymasi
mutasyonlarina ve TA 100 susunun belirledigi nokta mutasyonlarina sebep olmadigi

tespit edilmistir.

Kimyasal maddelerin ¢cevremizde ¢ok sayida bulunmasi ve ¢ok cesitli olmalari, onlarin
etki mekanizmalarinin incelenmesini zorunlu kilmis ve bunun sonucunda bircok test
sisteminin gelismesine ve farklilasmasina neden olmustur. Kullanilan kimyasal
maddelerin tek bir test sistemi ile arastirilmasiyla givenilir sonuglar elde
edilememektedir. Clnkl farkli test sistemlerinde farkli yontemler ve farkh
organizmalar  kullanildigindan  dolayr elde edilen sonuglarda  ¢esitlilik
gosterebilmektedir. Bu sebepten, kimyasal bilesiklerin mutajenik 6zelliklerinin
belirlenmesinde, tek bir test sistemi yerine, birka¢ kisa zamanl test sisteminin bir
kombinasyonunun kullaniimasi elde edilen sonuglari daha giivenilir hale getirmektedir.
Bu ylzden bu maddelerin farkh test sistemleriyle de degerlendirilerek sonuglarin
karsilastirilmasi ve bu sekilde giivenilir bir sonuca varilmasi gerekmektedir. Bu sayede
Ozellikle tarimda kullanilan pestisitler hakkinda daha bilingli olunabilir, cevre ve insan
sagligina zarar vermeden kimyasallarin belirli dozlarda kullaniminin saglanmasi

gerceklestirilebilir.
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