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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

DROSOPHILA KANAT HUCRELERINDE BAZI SENTETIK TEKSTIL
BOYALARINA BAGLI MIiTOTIK REKOMBINASYONLARIN IN VIVO OLARAK
BELIiRLENMESI

Hatice CELIK
Danisman: Prof. Dr. Handan UYSAL

Amac: Endiistri devrimi ile birlikte Diinya genelinde bir¢cok endiistri sektoriinlin gelisip
degismesiyle boyarmadde kullanimi1 ve ihtiyaci artmistir. Ancak 19. yy.da ilag, kozmetik, gida
ve tekstil gibi endiistrinin gelisiminden dolay1 dogal boyarmadde yetersiz gelmesinden dolay1
sentetik boyarmadde iiretimine baslamistir. Sentetik boyarmaddeler en ¢ok tekstil sektoriinde
kullanilmaktadir. Tekstil endiistrisinde kullanilmasiyla dolayli ya da dolaysiz ekosisteme
olumsuz etkileri gdzlenebilmektedir. Bu calismanin amaci da tekstil boyasi olarak kullanilan
farkli boyarmaddelerin doz-siire etkilesimine bagli olarak Drosophila melanogaster’ in mutant
soylar ile genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir.

Yontem: Bu tez ¢alismasinda model organizma olarak secilen Drosophila melanogaster’in
mwh ve flr® mutant soylar1 kullanilmistir. Sentetik tekstil boyalarmin genotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in de uygulamalar somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile yapilmistir.

Bulgular: Alt1 farkli tekstil boyasi, farkli konsantrasyonlarda (150, 300 ve 450 ppm) olmak
tizere D.melanogaster’in mutant soylarinin 3. Evre trans heterozigot larvalarina uygulandiktan
sonra SMART ’ta alt1 tekstil boyasinin mutant klon frekansini artirdig1 ve somatik mutasyonlari
uyardigi gozlenmistir (p<0,5).

Sonug: Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, gliniimiizde cesitli {iretim alanlarinda ve 6zellikle
tekstil sektoriinde kullanilan sentetik boyarmaddelerin mutajenik ve rekombinojenik etkili
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, mutant tiirler, sentetik boyarmaddeler, tekstil
endiistrisi, somatik mutasyon, genotoksik etki.

Subat 2024, 104 Sayfa



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

DETERMINATION OF MITOTIC RECOMBINATIONS DUE TO SOME
SYNTHETIC TEXTILE DYES IN DROSOPHILA WING CELLS AS IN VIVO

Hatice CELIK

Purpose:With the industrial revolution and the development and change of many industrial
sectors around the world, the use and need for dyes has increased. However, in the 19th century,
due to the development of industries such as pharmaceuticals, cosmetics, food and textiles, the
production of synthetic dyes started due to the insufficient natural dyes. Synthetic dyes are
mostly used in the textile industry. When used in the textile industry, its direct or indirect
negative effects on the ecosystem can be observed. The aim of this study was to determine the
genotoxic effects of different dyestuffs used as textile dyes on mutant strains of Drosophila
melanogaster, depending on the dose-time interaction.

Method: In this thesis study, mwh and flr®> mutant strains of Drosophila melanogaster, which
were selected as a model organism, were used. To determine the genotoxic effect of synthetic
textile dyes, applications were made with somatic mutation and recombination tests.

Findings: After six different textile dyes were applied at different concentrations (150, 300 and
450 ppm) to Stage 3 trans heterozygous larvae of mutant strains of D.melanogaster, it was
observed in SMART that six textile dyes increased the mutant clone frequency and stimulated
somatic mutations (p<0,5).

Conclusions: Within the scope of the presented thesis study, it has been determined that
synthetic dyestuffs used in various production areas and especially in the textile industry are
mutagenic and recombinogenic.

Keywords: Drosophila melanogaster, mutant species, synthetic dyestuffs, textile industry,
somatic mutation, genotoxic effect.

February 2021, 104 Pages
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GIRIS

Giiniimiizde kiiresel 1sinma, farkli faktorlere dayali olarak gerceklesen cevre kirliligi ve
kanserojen maddelere (kanserlesmeye gotiirecek mekanizmalar tetikleyen dogal veya
kimyasal maddeler) maruz kalma insanlar da dahil olmak iizere hayvanlar ve bitkiler alemine
ait canlilarin yagam standartlarin1 olumsuz yonde etkileyen ve sinirlandiran faktorler olarak
degerlendirilmektedir. Kiiresel 1sinma, atmosferdeki sera gazlarinin birikimi sonucu
yeryliziiniin ortalama sicakliklifinin artmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu artigin esas nedeni
ise insan faaliyetlerinin sonucunda ortaya ¢ikan sera gazi emisyonlaridir. Fosil yakitlarin
kullanim1 ve farkli sektorlere ait iiretim ile orman tahribati gibi faktorler ise sera gazlarinin
salmmmin1 ve atmosferdeki miktarini artirmaktadir. Cevrenin biyotik ve abiyotik 6gelerini
olumsuz yonde etkileyen, tlizerinde yapisal zararlar meydana getiren ve niteliklerini bozan
yabanci maddelerin yogun bir sekilde karismasi olayma da ¢evre kirliligi
denilmektedir. Ekologlara gore ¢evre kirliligi dogal ve yapay etmenler olmak {izere iki grupta
incelenmektedir. Dogal etmenlere dogadaki kirlenmeyi tetikleyen deprem, sel ve volkanik
patlamalar 6rnek verilirken yapay etmenlere endiistri atiklari, ksenobiyotikler (besin maddeleri
disinda alinan tiim kimyasal maddeler), evsel atiklar 6rnekler verilmektedir. Diinya niifusunun
artmasiyla birlikte artan ihtiyacglara gore fabrikalar, sanayi kuruluslar1 ve diger endiistriyel
tiretimlerde de artis olmaktadir (Celekli vd 2009). Gelisen teknoloji ile birlikte insan hayati
hemen her alanda kolaylasirken canlilarin ve en Onemlisi insanlarin yasamlarinda ortaya
cikabilen/gikabilecek pek ¢ok olumsuz etkilesimi de gézden uzak tutmamak gerekir. Ozellikle
tilkemiz sanayisinin son yillarda hizla gelismesine paralel olarak tekstil endiistrisinde de hem
i¢ piyasada hem de ihracata yonelik olmak {izere dis pazarda atilan adimlar ile genis bir ag

olusturulmustur (Mercimek 2007).

Yalnizca iilkemizde degil diinya ¢capinda da Cin, Hindistan, ABD, italya, Kore, Japonya
ve Fransa gibi iilkelerde gelisen ve yaygin bir sanayi kolu olarak tekstil sanayinde dokuma
tezgahlarinin yapilmasi ile konfeksiyon malzemelerinin {iretimi baslamistir. Bu alanda,
giyilebilen tiim kiyafetler “hazir giyim tiriinleri” ve farkli dekorasyon iiriinleri de “ev tekstili”
olarak iki ayr1 ve genis is kolunu olusturmaktadir. Diinya genelinde en fazla ihracat otomotiv,
tekstil ve konfeksiyon sektédrlerinde yapilmaktadir. Ulkemizde tekstil ve konfeksiyon sektdrleri
yarattig1 istthdam, iiretim ve diger sektorlerle olan etkilesimi bakimindan onemli is kolu
olmustur (Uzunoglu 2010). Bu sektdrlere ait iirtinlerin {iretiminin disinda ticareti de 6nemli bir

pazar payina sahiptir ve son 15-20 y1l iginde ¢esitli diinya iilkeleri ve tilkemiz bazinda tiriinlerin
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thracina yonelik onemli gelismeler saglanmistir. Pamuklu dokuma sektoriinde yapilan bir
aragtirmanin sonuglarma gore; 20 milyar dolar1 asan yillik iiretim degeri, 14 milyar dolar
tutarinda yurt ici tiikketimi, 10 milyar dolar ihracati ve %10,3’lilk istihdama katkisiyla
konfeksiyon ve tekstil sektorleri hayati sektorlerin arasinda yer almaktadir (Atik 2001). Ancak
bu is kollarindaki en 6nemli beklenti is¢ilik becerisinin yliksek, maliyetin ise diisiik olmasi
seklindedir ve ucuz is giicii ile giderlere ait maliyetin diistiriilmesi konusunda 6zellikle iiretici
tilkeler icin tii¢lincii diinya iilkeleri tercih sebebi olmaktadir. Ayrica tekstil sanayisinde
kullanilan 6zellikle sentetik boyarmaddelerin aritim mevzuatlarina uygun olmadan dis ortama
atilmalar1 da ekolojik Olgeklerde organizmalar ve onlarin yasam alani olan ekosistem

bakimindan pek ¢ok olumsuz duruma sebebiyet vermektedir.

Tekstil {irtinlerinin imalatinda kullanilan malzeme, boyarmadde ve bunlara ait atiklarin
insan sagligina ve g¢evreye zararli toksinler i¢erdigi daha once yapilan c¢esitli arastirmalarda
bildirilmistir. Ozellikle bu alanda kullanilan en 6nemli malzemelerden birisi olan elyaf, hem
dogal olarak keten, kenevir, yiin, pamuk, ipek, kus tiiyti, kil, deri ve moher (tiftik) hem de
sentetik olarak rayon (viskon), asetat-seliiloz ester, naylon ve polyesterden elde edilmektedir.
Elyafin elde edilme islemlerinden iplik yapim1 ve dokuma hazirlik asamalar1 kuru islemler diye
tanimlanan siiregleri kapsarken ti¢iincii bir islem olan terbiye bol miktarda suyun kullanildig1
1slak proseslerden meydana gelmektedir. En ¢ok su harcanan islemlerden bir digeri ise
boyamadir. Cisimlerin yiizeylerini korumak ve goriintiilerini glizellestirmek amaci ile
kullanilan degisik renklerdeki maddelere boya ad1 verilmektedir. Boyalar ¢ogunlukla anorganik
bilesiklerdir. Uygulandig:1 alan ile kimyasal tepkimeye girmezler, yalnizca bulunduklari
yiizeyde film olusturarak parlak goriinim ve koruma saglarlar. Cisimlerin renkli hale
gelmesinde kullanilan maddelere ise boyarmadde denilmektedir. Boyarmaddeler organik
bilesikler olup, boyanacak materyalle kimyasal veya fizikokimyasal tepkimeye girerek
cisimlerin renkli goriinmesini gergeklestirir. Farkli alanlarda kullanilmakla birlikte tekstil
sektorii icin de boyarmaddeler vazgecilmezdir. Insan hayatinda da oldukga renkli olan tekstil
irlinleri kiyafetlerimizden kullandigimiz arabalarin, ev ve ofislerdeki mobilyalarin dosemeleri
dahil olmak iizere tiim yasam alanlarinda kullanilmaktadir. Ancak boyarmaddeler 6zellikle hem
tiretildikleri fabrikalarin ¢evresinde hem de uygulandiklar1 sektdrel alanlar etrafinda gerekli
tedbirlerin yeterli 6l¢iide alinmamasindan kaynakli olmak {izere 6nemli bir ¢evre kirletici ajan
olarak organizmalarin yasamlar1 i¢in risk de olusturabilmektedirler. Tekstil endiistrisi
desarjlar1, kullanilan boyarmaddenin yapisina gore ¢oziinmiis halde ya da kolloyidal yapida
bulunabilen ¢ok renkli atik sulari igermekte ve bu atik sularin bulundugu alanlarda endiistriyel

kirlenme meydana gelmektedir (Tiinay et al. 1996; Olmez 1999).



Bilim tarihinde kumasa renk uygulama sanati ile ilgili olarak M.O. 3500°den beri dogal
kaynaklardan boyarmadde elde edildigi bilgisi verilmektedir. Dogal boyarmaddeler; maya ve
bakterilerden, bitkilerin kok, yaprak, kabuk, tohum, meyve, cicek gibi vejetatif ve generatif
organlarindan, bazi bocekler, baliklar ve hayvanlarin deri ve salgi bezlerinden basit bir takim
islemler sonucu elde edilmektedir. Dogal boyamann tekstil elyafinda kullaniminm ise M.O.
4000 yillarinda Mezopotamya’da baslamis oldugu bilinmektedir (Karadag 2007). En yaygin
olarak ge¢misten giliniimiize kullanilan sar1 renk igeren dogal boyarmadde bitkiler; Reseda
luteola L. (muhabbet ¢igegi) (Sekil 1), Genista tinctoria L. (katirtirnagi), Serratula tinctoria L.
(sar1 boya otu) ve Rhamnus cathartica (adi cehri) tiirleridir (Mert vd 1992; Karadag 2007; Tutak
ve Benli 2008). Eski caglarda o6zellikle kirmizi renk elde etmek i¢in de diinyanin gesitli
bolgelerinde bulunan Kerria lacca (lak bocegi) (Sekil 2), Dactylopius coccus (Amerikan
kosinili), Kermes vermilio (kermes) ve Porphyrophora polonica L. (Polonya kermesi) gibi
boceklerden faydalanilmistir. Ayrica kirmizi renk eldesi i¢in bitkisel dogal boyarmadde
kaynagi ise Rubia tinctorum (kokboya) bitkisinin kokleridir (Sekil 3). Fabaceae familyasindan
Indigofera tinctoria (indigo agaci) bitkisinden de mavi renk elde edilmistir (Sekil 4). Ayrica
kermes boceginden elde edilen kirmizi ile Muricidae familyasina ait Murex (kaya
salyangozlar1)’den elde edilen renk purpur olarak tanimlanir ki bu renk 6zellikle eski ¢aglarda
giiciin, yiiksek mevkinin ve saygiligin simgesi olarak bilinen mor rengin kaynagi olmustur
(Sekil 5). Escherichia coli (koli basili) bakterisinden indigo (mavi mor arasi/¢ivit mavisi) ve
Janthinobacterium lividum (gram-negatif bir bakteri tiirii) bakterisinden de yine mor pigmentler
elde edilmektedir. Bir ¢esit mantar olan Aspergillus niger’de (Sekil 6) siyah renk eldesi i¢in
kaynak teskil etmektedir (Baser ve Inanic1 1990; Onal 2000; Hunger 2003; Kant 2012; Giirciim
ve Ones 2018).

Sekil 1. Reseda luteola L. (muhabbet ¢igegi)



Sekil 3. Rubia tinctorum (kok boya)
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Sekil 4. Indigofera tinctoria (indigo agaci)



Sekil 6. Aspergillus niger (kiif mantar1)

Artan diinya niifusu ve niifus artigina paralel olarak artan ihtiyaglarin giderilebilmesi
i¢in teknolojik proseslerde daha fazla boyarmaddeye gereksinim duyulmaktadir. Ancak dogal
boyarmaddelerin elde edilmesinin zor, pahali ve miktar olarak az olmasi ayrica renk skalasinin
dar, kalitelerinin de diisiik olusu gibi nedenler 19. yiizyildan itibaren sentetik boyarmadde
dretimi ile ilgili arastirmalarin yogunlasmasina neden olmustur (Kogak 2011). Sentetik
boyarmaddelerin tiretimi igin kullanilan hammadde petrol ve komiir tiirevlerinden elde
edilmektedir. 1856 yilinda Ingiliz kimyager William Henry Perkin, sitma tedavisi igin kinin
elde etmeye calisirken tesadiifen menekse renkli boyarmaddeyi sentezlemistir. 1857 yilinda
Perkin elde ettigi boyarmaddenin patentini almis ve Mauveine ismini vererek seri liretime

baslamistir. Daha sonra 1858 yilinda Johann Peter Griess tarafindan sar1 renkli bir bilesik, 1859



yilinda Verguin tarafindan menekse renkli olan Fuchsine adli boyarmadde, 1862 yilinda ilk azo

boyarmadde ve 1863 yilinda da Hoechst tarafindan Fuchsine boyasi kesfedilmistir (Kant 2012).

Boyarmaddelerin biiyiik boliimii tekstil endiistrisi olmak iizere, deri, sentetik lif, plastik,
lastik, kereste, seliilloz, kagit, matbaa, otomotiv, makine, insaat, cam/porselen, ilag, giizel
sanatlar ve kozmetik sanayi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Kurbanova et al. 1998). Tekstil
boyalarina duyulan ihtiyagtan dolay1 6zellikle ABD, Cin, Hindistan ve Orta Dogu {ilkelerinde
10.000°den fazla boya ve pigment ¢esidi kullanilarak yilda yaklasik olarak 7x10° ton olmak

lizere iiretim yapilmaktadir.

Tekstil sanayisine ait atik sular, boyarmadde ve boyamaya yardimci kimyasal
maddelerden olugmaktadir. Kullanilan boyanin sinifina gore %2 ila %50 oraninda boyarmadde
alict ortama verilebilmekte ve bu oranlar ile boya kirliligi diinyadaki 6zellikle toplam atik su
kirliliginin 1/5’ini olugturmaktadir (de Oliveira et al. 2016). Cok ¢esitli olan boyarmaddeler,
karmasik kimyasal yapiya sahip organik bilesiklerdir. Iceriklerinde yer alan cesitli bilesikler,
kiip boyalar, nitratlar, sabunlar, enzimler, agir metaller ve yardimei1 kimyasallarin tiimii tekstil
atiklarini oldukga toksik hale getirmektedir. Formaldehit bazli boya sabitleme maddeleri, klorlu
leke cikaricilar, hidrokarbon bazli yumusaticilar gibi diger zararli kimyasallarda atik suda
bulunan ve biyolojik olarak par¢alanamayan boyama kimyasallarindan bazilaridir. Bu kimyasal
materyaller, basta klor olmak tizere bir¢ok dezenfektanla reaksiyona girerek genellikle
kanserojen yan tirlinler olusturmakta ve bunlarin ¢ogu da organizmalarda alerjik reaksiyonlara
sebep olmaktadirlar. Ayrica boyarmaddeler ile birlikte bulunan kolloyidal maddeler bulanikligi
artirarak suda kotii bir gorliniim ve ¢evreye rahatsizlik verici koku olusumuna sebebiyet verirler
(Sekil 7). Giinlimiizde mevzuata uygun aritma sistemleri bulunmayan tekstil ve boya
fabrikalarmin =~ ¢oguna  ait  atiklar  dogrudan  alict  ortamlara  verilmektedir
(https://www.artemisaritim.com/tekstilde-boyama-prosesi-ve-olusan-atiksuyun-cevresel-
etkileri). Mishra and Bajpai (2005)’ye gore, tekstil sanayisinde kullanilan boyalarin bozunma
siirecleri uzun zaman aldigindan dogada kalma siireleri de uzun olmakta bu da atik sularin

toksik ve genotoksik etkilerini glindeme getirmektedir.


https://www.artemisaritim.com/tekstilde-boyama-prosesi-ve-olusan-atiksuyun-cevresel-etkileri
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Sekil 7. Nehirlerde tekstil atig1 boyarmaddelerin goriintiisii

Tekstil endiistrisinde kullanilan ve atik sulara karigan boyarmaddelerin yiizey sularina
desarjinin ekolojik dengeyi bozmasi sebebiyle bu tip atik sulara desarjdan 6nce aritim uygulama
son derece 6nemlidir ve bu yonde yapilan ¢aligmalar her gegen giin artmaktadir (Weisburger
2002). Tekstilde kullanilan sentetik boyalar, bulunduklart ortamdaki tiim canli tiirleri iizerinde
istisnasiz pek ¢ok olumsuz etkiye sahiptir. Tekstil endiistrisi atiklariin bosaltildigi alici
ortamlar arasinda nehirler, goller, denizler hatta icme suyu kanallari ile ekilebilir verimli tarim
arazileri bile bulunmaktadir. Bu tip kirlilie maruz kalmis alanlardan alinan atik su ornekleri
ile yapilan genotoksisite ve toksisite testleri, tekstil endiistrisi atiklarinin farkli canli gruplari
i¢in olduk¢a onemli bir risk faktorii oldugunu gostermistir (Houk 1992; Mathur et al. 2005).
Yapilan caligmalar bu atiklarda bulunan bilesiklerin, sucul ve oksijenli solunum gerektiren
ortamlarda uzun siire bozunmadan kaldigini, 151k ve sicaklik gibi ¢evresel faktorlerden
etkilenmedigini ayrica ortamin pH’s1 {izerinde de etkili oldugunu gostermistir. Carmen and
Daniela (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Reactive Blue 19 tekstil boyasinin sucul
ortamlarda 25°C’de ve pH: 7.0’de yaklasik 46 yillik yarilanma omriine ve yiiksek gevresel
kaliciliga sahip oldugu goriilmiistiir.

Bu tip atiklar nedeniyle doganin el degmemis giizel goriintiisii bozulmakta ve ¢ogu kere
geri doniistimsiiz ¢evresel kirlilik meydana gelmektedir. Yine bu tip atiklar, hem karasal hem
de sucul sistemlerde 151k gecisinin ve buna bagli olarak fotosentetik aktivitenin azalmasina da
neden olmaktadir. Ozellikle sudaki oksijen transfer mekanizmasinda bas gdsteren aksakliklar
suyun kendi kendini aritma siirecini engellemekte, yetersiz oksijen ve olusan yan tiriinler sucul

biyotanin yasam dongiisiinde énemli riskler olusturmaktadir. Oyle ki; sucul ortamda bulunan



boyarmaddeler, kabuklu canlilar ve baliklar yardimiyla bilesenlerine ayrilmakta, aciga ¢ikan
toksik/genotoksik maddeler biyoakiimiilasyon (kimyasallarin canli organizmada birikmesi) ile
bu canlilarin karaciger, solungag, deri gibi organlari, bu organlarla baglantili olan solunum,
iiriner ve kardiyovaskiiler sistemlerini etkilemektedir. insanlar da besin zinciri vasitasiyla bu
toksik bilesenlerden en fazla etkilenen bir diger 6nemli grubu olusturmaktadirlar (Senel vd
2012). Tekstil endiistrisine ait atik sularin tarim alanlarina akmasi toprak gézeneklerinin tikanip
verimin diigmesine, sucul alanlara akmasi ise Ozellikle igme suyunun insan tiiketimi igin
elverigsiz hale gelmesine neden olmaktadir. Tekstil endiistrisi atiklarda bulunan boyalarin %70
gibi biiyiik bir kismini1 olusturan azo boyalari, bu sektoriin disinda gida, kozmetik ve ilag
endistrisinde de FDA (Food and Drug Administration) sertifikali renklendiriciler olarak
kullanilmaktadir (Chung 2016). Bu boyalar da tipki tekstil boyalar1 gibi aromatik aminler
tireterek canlilarda kanserojenik, genotoksik ve teratojenik (dogumsal kusur) etkili

olabilmektedirler.

Endiistriyel atiklarin genotoksisitesi iizerine yapilan c¢alismalarin yaklasik %60°1
Salmonella testi, %22’si mutasyon deneyleri, %10’u kromozomal calismalar, %7’si DNA
hasarlar1 ve %2,5’1 de in vivo deneyleridir (Houk 1992). Sharma and Sobti (2000), Hindistan’da
yaygin olarak kullanilan bazi boyarmaddelerin Bacillus subtilis iizerinde doz artisina bagh
olarak biliylimeyi inhibe ettigini gozlemislerdir. Popiiler bir tekstil boyasi olan Omega Red
ME’nin etkileri bir siyanobakteri olan Nostoc calcicola tizerinde arastirilmig ve N. calcicola’nin
biiytimesi, kullanilan 10-20 ppm dozlarda baskilanmistir (Shukla and Gupta 1992). Sumathi et
al. (2001), tekstil boyasi atiklarinin Cyprinus carpio eritrositlerinde ve karaciger hiicrelerinde
DNA hasarini indiikleyici etkiye sahip olduklar1 ve her iki dokuda da atik konsantrasyonunun
artis1 ile DNA kirilmalar1 arasinda pozitif korelasyon oldugu ortaya konulmustur. Tekstil boyasi
Direct Blue 15, Pseudokirchneriella subcapitata (bir ¢esit mikro alg), Ceridophnia dubia (su
piresi) ve Danio rerio (zebra baligi) tiirlerinde farkli derecelerde toksisiteye neden olmustur.
Bu boya, C.dubia’da iiremenin gecikmesine ve toplam dol sayisinda azalmaya, D.rerio
embriyolarinda iskelet deformasyonlarina, kavisli kuyruk yapisinin olusumuna ve kalp atiginin
goriilmemesine neden olmustur. P.subcapitata’da ise klorofil-a ve b ile protein, karbonhidrat,
lipid miktarinda artig, karotenoidlerde azalma gibi durumlar gézlenmistir (Hernandez-Zamora

and Martinez-Jerénimo 2019).

Khan and Jain (1995) yaptiklar1 aragtirmalarda, tekstil atik sularinin Triticum aestivum
(bugday) biiylimesini olumsuz yonde etkiledigini gérmiislerdir. Yapilan bir baska caligmada,
Direct Black 38 ve Reactive Blue 15 tekstil boyalariin bitkisel organizmalar kullanilarak akut

toksik ve genotoksik etkileri aragtirilmigtir. Cucumissativus (salatalik), Lactuca sativa (marul)



ve Lycopersicon esculentum (domates) gibi organizmalarda bu boyalarin tohum ¢imlenmesi ve
kok uzamasi lizerine olan etkilerine bakilmis ve herhangi bir toksik etki gézlenmemistir (de
Oliveira et al. 2018). White et al. (1996) tarafindan genis bir endiistriyel yerlesimden salinan
42 atigin genotoksisitesi arastirilmis ve metal rafineri isletmeleri, petrol rafinerileri, kagit ve
kagit hamuru imalathanelerine ait atiklarin Ames Testi ile mutajenik oldugu belirlenmistir. Acid
Orange 7 (AO7) boyasi, kozmetik ve tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ve
muhtemelen toksik olmayan insan cildi ve g6zii i¢in hafif tahris edici bir azo boyadir. Fakat bu
boyanin halofilik (tuzlu) ortamlarda mutajen yan {iriinlere doniistiigli bildirilmistir. AO7
indirgendiginde olusan bu yan triinlere bagh olarak bitkilerde yapilan fitotoksisite testlerinde
biyokiitle agirlig1 ve kok biiyiimesinde onemli derecede azalma gdzlenmistir. AO7 boyasinin
bozunmasiyla molekiiler ve hiicresel diizeyde toksisiteye sebep olan yan iiriinlerin aym

zamanda giiglii sitotoksik etkili oldugu da Rawat et al. (2018) tarafindan ortaya konulmustur.

Boyarmaddelere ister dogrudan ister dolayli yollarla maruz kalinmasi insanlarda da
alerjik reaksiyonlara sebep olabilmektedir. Konuya iliskin olarak Israil’de yapilan bir
aragtirmada, disperse kirmizi, disperse mavi, basic kirmizi tekstil boyalarinin degisik gruplari
ile calisilmistir. 36’s1 kadin, 19’u erkek olan 55 hasta {lizerinde yapilan bir arastirmada bu
boyalarin kontakt dermatite oldugu bulunmustur. En alerjik etkili boya ise disperse mavi 124
boyasi olarak belirlenmistir (Lazarow et al. 2000). Yapilan bir bagka aragtirmada, Dispers Blue
291 boyasinin da insan karaciger hiicrelerinde (Hep G2) DNA’ya bazi baz ¢iftlerinin eklenmesi
veya ¢ikarilmasina sebep olarak genetik kodda hata meydana getirdigi bildirilmistir (Rai et al.
2005).

Tekstil endiistrisinde pamuklu {iriinlerin boyanmasi icin en ¢ok tercih edilen reaktif
boyarmaddeler (Aspland 1993) azo boyalardan elde edilmektedir (Zollinger 2003). Azo
boyalarinin iiretiminde kullanilan ve bir arilamin olan benzidin de uluslararasi kanser arastirma
ajansi tarafindan kanserojen olarak kabul edilmektedir. Insanlarda, 6zellikle mesanede tiimoral
kiitle olusumunu uyaran bu maddeye mesleki olarak maruziyet sonucunda kansere yakalanma
oraninda artig ve 6liim goriilmiistiir (Morgan et al. 1994; Choudhary 1996; Brown et al. 2011,
Chen et al. 2014). Reactive Blue 19, Acid Blue 45, Alizarin gibi boyalar ise karbonil
boyarmaddelere 6rnek olarak verilmekte ve insanlar ile hayvanlar i¢in azo boyalardan daha
toksik etki gosterdikleri bildirilmektedir (Varjani et al. 2020). Das et al. (1994), benzidine
maruz kalan farelerin lenfosit hiicrelerinde kromozomal aberasyonlarin (kromozomlarda
goriilen sayisal ya da yapisal hatalar) oraninda artis gozlemistir. Bu maddeye soluma, yutma
veya enjeksiyon yoluyla maruz kalma sonucunda kemirgenlerin karaciger ve bobreginde agirlik

azalmasi, karacigerde sislik, dalakta biiylime ve idrarda kan gibi komplikasyonlar da



gbzlenmistir (Choudhary 1996; Ching Chen et al. 2011). Benzer bir baska ¢alisma da Lentz et
al. (2010) tarafindan yapilmis ve kronik benzidin maruziyeti yasayan Gambusia affinis
(sivrisinek balig1)’de apoptoz ile insan karaciger dokusunda tiimor olusumu gozlemistir. Zebra
balig1 embriyolarinin benzidine maruz birakilmasi ile de doz-siire etkilesimine bagli olarak
beynin telencephalon bolgesinde malformasyonlar, dorsal ndronlarda yaygin apoptoz, embriyo

gelisiminde yavaslama ve embriyonal anomaliler gdzlenmistir.

Boyarmaddelerin siniflandirilmasinda onlarin ¢oziiniirliikleri, boyama o6zellikleri ve

kimyasal yapilar1 goz oniine alinmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. Boyarmaddelerin Siniflandirilmasi

Coziiniirliiklerine gore Boyama ozelliklerine gore Kimyasal yapilarina gore
Suda ¢oziinenler Asit boyarmaddeler Azo boyarmaddeler

Anyonik boyarmaddeler Bazik boyarmaddeler Nitro ve nitrozo boyarmaddeler
Katyonik boyarmaddeler Direkt boyarmaddeler Kiikiirt boyarmaddeler

Zwitter iyon karakterli Mordan boyarmaddeler Polimetin boyarmaddeler
boyarmaddeler Reaktif boyarmaddeler Avrilmetin boyarmaddeler

Suda ¢dziinmeyenler Kiipe boyarmaddeler Aza [18] annulen boyarmaddeler
Substratta ¢oziinen Inkisaf boyarmaddeler Karbonil boyarmaddeler

boyarmaddeler
) Metal-kompleks
Organik ¢oziiciilerde ¢oziinen boyarmaddeler

boya maddeler
4 Dispersiyon boyarmaddeler

Gegici ¢ozlniirligii olan .
“1el ¢ g Pigment boyarmaddeler

boyarmaddeler

Polikondenzasyon
boyarmaddeler

Elyaf i¢inde olusturulan
boyarmaddeler

Pigmentler

Coziiniirliiklerine Gore Boyar Maddeler
Suda ¢oziinen boyarmaddeler

Boyarmadde molekiilii tuz olusturabilen grup tasir. Boyarmaddenin sentezi sirasinda
kullanilan baglangic maddeleri suda ¢6zdiirici grup igermiyorsa, bu grubu boyarmadde
molekiiliine sonradan eklenerek de ¢oziiniirliilk saglanabilir. Ancak tercih edilen ydntem,
boyarmadde sentezinde baslangic maddelerinin iyonik grup bulundurmasidir. Suda ¢oziilen

boyarmaddeler tuz olusturabilen grubun karakterine gore tige ayrilir.
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v' Anyonik suda ¢dziinen boyarmaddeler

Bu grupta en ¢ok siilfonik (-SO3") kismen de karboksilik (-COQO") asitlerin sodyum
tuzlarint (-SO3Na ve -COONa) igermektedir. Renk, anyonun mezomerik yapisindan

kaynaklanmaktadir.
v Katyonik suda ¢6ziinen boyarmaddeler

Molekiiliin ¢oziintirliigiinii saglayan bazik grup (-NHy) asitlerle tuz olusturan yapidadir.

Asit olarak HCI ya da COOH: gibi asitler kullanilmaktadir.

v Zwitter iyon karakterli boyarmaddeler

Molekiillerinde asidik ve bazik gruplar birlikte yer alir ve bir i¢ tuz olustururlar. Boyama
sirasinda bazik veya notral ortamda anyonik boyarmadde gibi davranirlar.

Suda c¢oziinmeyen boyarmaddeler

Bu boliimde yer alan boyarmaddeler 6zellikle tekstil sanayinde kullanilmaktadir ve

cesitli siniflara ayrilirlar.
v’ Substratta ¢6ziinen boyarmaddeler
Suda kii¢iik pargalar halinde dagilarak sentetik elyaf iizerine uygulanmaktadir.
v Organik ¢oziiciilerde ¢6ziinen boyarmaddeler

Bu grupta bulunan boyarmaddelere solvent boyarmaddeleri de denilmektedir. Her ¢esit
organik coziiciide ¢oziiniirler. Spray veya lak (tekstil liriinlerinin daha parlak ve dikkat ¢ekici
goriinmesi i¢in baski ylizeyine yapilan bir c¢esit uygulama) halinde uygulanabilir. Matbaa

miirekkebi, vaks ve petrol iiriinlerinin renklendirilmesinde kullanilmaktadir.
v Gegici ¢oziiniirliigii olan boyarmaddeler

Cesitli indirgeme maddeleri ile suda ¢oziiniir hale getirilerek elyafa uygulanir ve daha
sonra elyaf icinde iken yiikseltgenerek suda ¢Oziinmez hale getirilir. Kiikiirt ve kiipe

boyarmaddeler bu sekilde uygulanmaktadir.
v Polikondenzasyon boyarmaddeler

Son yillarda gelistirilen ve elyaf {lizerinde uygulandiginda veya uygulandiktan sonra

birbiri ile ya da baska maddelerle birleserek kompleks molekiiller olusturan boyarmaddelerdir.
v’ Elyaf iginde olusturulan boyarmaddeler
Elyaficinde iki ayr1 bilesigin kimyasal tepkimesinin olugsmasiyla meydana gelmektedir.

Azoik ve ftalosiyaninler bu gruptadir.
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v' Pigmentler

Elyafa ve diger substratlara karsi kuvveti olmayan boyarmaddelerden farkli yapidaki

bilesiklerdir. Yaglar ve regineler i¢in uygulanirlar.Boyama 6zelliklerine gére boyarmaddeler
v' Asidik boyarmaddeler

Genel formiilleri Bm -SO3z Na® (Bm: boyarmadde) olarak yazilabilen asit
boyarmaddeleri, molekiilde bir veya birden fazla siilfonik asit grubu (-SOsH) veya karboksilik
grubu (—COOH) igerirler. Bu grupta bulunan boyarmaddeler, yiin, kagit, deri, ipek, elyaf ve

gida maddelerinin boyanmasinda kullanilir.
v Bazik boyarmaddeler

Bu grup boyalar anyonik grup iceren yiin ve pamuk elyafinin boyanmasinda

kullanilirlar.
v Direkt boyarmaddeler

Boyama oncesinde herhangi bir islem gerektirmeden seliiloz ya da yiine dogrudan
baglanip elyafin i¢ misellerine tutunabilen, suya karsi direncleri diisiik olan boya grubudur.
Direkt boyarmaddeler, ucuz ve boyama isleminin basit olmas:t ile boyadigi -elyafi
yipratmamasindan dolay: tercih edilirler. Rayon (kayin agaci liflerinden elde edilen ve yapay
ipek olarak da bilinen bir kumas tiirii), pamuk, keten, ipek ve hatta naylon boyamada da

kullanilirlar.
v" Mordan boyarmaddeler

Birgok dogal ve sentetik boyarmadde bu grupta yer almaktadir. Bunlar asidik veya bazik
fonksiyonel gruplar igermekte olup bitkisel ve hayvansal elyaf ile kararsiz bilesikler olusturur.
Boyama isleminde mordan oOnce elyafa yerlestirilir, ardindan boyarmadde ile reaksiyona
sokularak suda ¢oziinmeyen bir bilesige doniistiiriiliir ve bdylece boyarmadde elyaf {izerine
sabitlenmis olur. Bu boyalar, 6zellikle yiin olmak iizere, ipek, seliilozik elyaf ve naylon
boyamada tercih edilirler. Mordan olarak suda ¢6ziinmeyen aliiminyum, kalay, demir ve
genellikle krom tuzlar1 kullanilmaktadir. Bu boyalar, 6zellikle yiin olmak tizere, ipek, seliilozik
elyaf ve naylon boyamada tercih edilirler.

v' Reaktif boyarmaddeler

Reaktif boyarmaddeler, uygun kosullarda lif ile kimyasal tepkimeye katilarak kovalent
bag yapabilme Ozelligine sahip tek boyarmadde sinifidir ve yiiksek oranda suda ¢oziiniirler

(Olmez 1999).
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v Kiipe boyarmaddeler

Suda c¢oziinmeyen boyarmaddeler suda ¢Oziiniir hale getirildikten sonra elyafa
baglanmaktadir. Daha sonra elyafa bagli haldeyken oksidasyonla tekrar suda ¢6ziinmez hale
getirilmektedirler. Genellikle seliilozik elyafin boyanmasi ve baski boya yapiminda
kullanilmaktadirlar. Maliyetinin yiiksek, boyamanin zahmetli olmasindan dolay1 bu boyalarin

tercih edilmesi diger boyalara gore daha azdir.
v'  Inkisaf boyarmaddeler

Tekstil maddesi iizerinde ¢6ziinmeyen azo boyarmaddelerini olusturmak i¢in kullanilan

azoik boyarmaddeler bu grupta yer almaktadir.
v' Metal-Kompleks boyarmaddeler

Azo boyarmaddeleri ile Co, Cr, Cu ve Ni gibi metal iyonlarinin biiyilk molekiil
olusturmasi1 sonucu meydana gelen boyarmaddelere metal-kompleks boyarmaddeler adi
verilmektedir. Bu iyonlardan krom genellikle yiin boyamada, bakir ise deri boyaciliginda

kullanilmaktadir.
v" Dispersiyon boyarmaddeler

Bu grup, suda c¢ok az ¢oziilebilen ve suya dispersiyon (kiiglik parcaciklar) halinde
uygulanabilen boyarmaddelerden olusmaktadir. Dispersiyon boyarmaddeleri poliester ve

akrilik elyaflarin boyanmasinda kullanilmaktadir.
v" Pigment boyarmaddeler

Tekstil elyafi, organik ve inorganik pigmentlerle boyanabilmektedir. Pigmentlerin
elyafa baglanma aktifligi bulunmadigindan baglayict madde olarak sentetik recineler ile elyafin

yiizeyine baglanmalar1 saglanmaktadir.

Kimyasal Yapilarina Gére Boyarmaddeler
Bu gruba dahil boyarmaddeler sentez ve uygulanmalarina gore siniflandirilmaktadir.
v" Azo boyarmaddeler

Azo boyarmaddeleri, sp? melezlesmis C atomlari arasinda bir koprii gérevi yapan azo
grubu iceren bilesiklerdir. Sentetik olarak elde edilen organik boyarmaddelerin en 6nemli ve
genis grubudur. Dogal boyarmaddeler ise azo grubu tagimazlar. Genis renk spektrumuna sahip
olan bu boyalarin sentezlenmesi sulu ¢ozeltide yapilabildigi i¢in ¢ok sayida boyarmadde elde

edilebilmektedir. Tekstil ve sentetik elyaf boyanmada yaygin olarak kullanilirlar.
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v Kiikiirt boyarmaddeler

Suda ¢oziinen kiikiirtlii boyarmaddelerdir ve bu boyarmaddelerin molekiil yapilarinda

siilfohidriir, siilfid, disiilfid, siilfoksid gibi gruplar bulunmaktadir (Baser ve inanic1 1990).
v Nitro boyalar

Bilinen eski sentetik boyalardir. Bu boyalarin yapisinda genellikle nitro ve bazi hallerde

stilfo grup oldugundan asidik 6zellik gosterirler.
v Nitrozo boyarmaddeler

Bu boyarmaddelerin yapisinda o-nitrozofenol ve onitrozonaftoller gibi nitrozo grup

tirevleri bulunmaktadir (Kurbanova et al. 1998).
v Arilmetan boyarmaddeler

Bu gruba giren boyarmaddelerin yapisinda diaril, trialmetan ve ksanten tiirevleri
bulunmaktadir (Kurbanova et al. 1998; Seventekin 1988).

v" Polimetin boyarmaddeleri

Yapisinda polimetin (-CH=) ve heteroatom olan bilesiklerdir. Ancak tekstil
materyallerinin boyanmasinda bu grup boyalar, polimetin boyarmaddelerinin ¢ok zayif 151k

duyarliliklarindan dolay1 sinirhdar.
v' Aza [18] annulen boyarmaddeleri

18 m elektronlu ve birlesmis durumda cift bag bulunduran, silik renk 6zellige sahip

boyarmaddeler bu gruba dahildir (Kurbanova et al.1998).
v Karbonil boyarmaddeleri

Molekiil yapisinda birlesmis ¢ift bag ve en az iki karbonil grubu igeren bilesiklerdir
(Ozcan 1984).

Daha 6nce yapilan arastirmalarin sonuglari, boyarmaddelerin farkli boyama 6zellikleri
ya da kimyasal yapilarma gore (Tablo 1) ister sentetik ister dogal boyarmaddeler olsun

organizmalar lizerinde toksik ve genotoksik etkili oldugunu gostermektedir.

Yaslanma

Yaslanma, hiicrelerden organlara kadar tiim yapilarda meydana gelen olduk¢a karmagik
bir siiregtir. Giiniimiizde hala yaslanmaya sebep olan etkenler arastirilmakta ve konuya iliskin
bircok yeni teori iiretilmektedir. Yaslanma, dogumla baslayan ve geri doniistimsiiz olan

fizyolojik siire¢ i¢inde fonksiyonel ve yapisal degisikliklerin tiimiinii kapsayan, canlilarin
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bliylime ve gelismesinde zamanla olusan hasarlarin toplami olarak tanimlanmaktadir. Minciullo
et al. (2016)’a gore ise bu siire¢ genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucunda gelisen
ancak bireyler arasinda sabit olmayan dinamik bir olay olarak da degerlendirilmelidir. Tiim bu
tanimlamalar, yaslanma siirecinin kaginilmaz oldugunu, hastaliklara kars1 artan bir hassasiyeti
ve dis etkenlere kars1 olusan immiin cevapta azalan bir yanit1 da isaret etmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO)’ne gore yaslanma, cevresel faktorlere uyum saglama yetisinin zamanla azalmasi
olup biliylime ve gelisme tamamlandiktan sonra organlarda olusan yipranma olarak
tanimlanmaktadir (Can ve Aslan 2014). Ayrica yaslanma i¢in biyolojik, kronolojik, toplumsal,
psikolojik boyutlar1 olan, engellenemeyen ve Oliim riskini artiran degisikliklerin birikimi
seklinde oldukca genis bir baska tanim daha yapilmaktadir. Bu tanimda yer alan kronolojik
yaslanma, 64 yasin bitimi 65 yasin baglamasidir. Tiimerdem (2006)’e gore, yasliliktaki 3 evre;
erken yashlik evresi (65-74 yas arasi), orta yaslilik evresi (75-84 yas arasi) ve ileri yaglilik
evresi (85 yas ve Otesi) olarak degerlendirilmektedir. Psikolojik yaslanma, kisilerin
duygularinda, algilarinda ve davranislarinda olusan degisimlerdir (Soyuer ve Soyuer 2008).
Toplumsal yaslanma, kisilerin toplum i¢indeki calisma ve sosyal iletisiminde islev ve
kabiliyetin gittikce azalarak kaybolmasidir (Tiimerdem 2006). Biyolojik yaslanma ise Troen
(2003)’e gore; olgunluktan sonra yasla birlikte artan mortalite, doku biyokimyasinda meydana
gelen geri doniisimsiiz degisiklikler, ¢evresel uyaranlara cevap verme yeteneginde ve
fizyolojik kapasitede gozlenen ilerleyici azalma ile hastaliklara karsi artan duyarlilik ve

hassasiyettir.

Yaslanmanin canlilar agisindan temel gostergesi olan biyolojik yaslanma olaymnin
mekanizmasi, iginde hala cevapsiz sorular barindiran ¢ok faktorlii bir olgudur. Bu siireci
aciklayabilmek i¢in gelistirilmis olan teoriler ve bu teorilerin anlagilabilmesine yonelik en genel
siiflandirma Tablo 2’de verilmistir. Farkli canli tiirlerinde dogal secilimin daha uzun Omiir
saglamadig1 goriiliince Tablo 2°de verilen dis ve i¢ etkenlere dayali olarak gesitli teoriler ile
yaslanmanin agiklanmasina c¢alisilmistir. Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans
ve D. melanogaster yaslanma genetigi ¢alismalarinda sik¢a kullanilan model organizmalardir
ve bu model organizmalar ile yapilan arastirmalar, Bishop et al. (2007)’a gore, yasam siiresi

tizerinde genetik faktorlerin roliine iliskin bir¢ok delilin varligini gostermektedir.
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Tablo 2. Yaslanma Teorilerin Siniflandirilmasi

Dis etkenler I¢ etkenler (gelisimsel-kalitimsal)

» Somatik Mutasyon ve DNA Tamir » Uzun Yasam Genleri

Teorileri > Ivmelenmis Yashilik Sendromlart

» Proteinlerin Degisiklige Ugramasi immunolojik Teori

» Oliimciil Hata Teorisi
» Serbest Radikal Teorisi

Hiicresel Yaslilik Teorisi
Hiicre Oliimii Teorisi
Antagonistik Pleiotropi Teorisi
Endokrin Teorisi

Norendokrin Teorisi
Bagisiklik Teorisi

VVVYYYVYVYVY

Kullanilmaya Bagli Eskime Teorisi

Dis Etkenler
» Somatik mutasyon ve DNA tamir teorileri

Somatik mutasyon teorisi ilk kez 1952 yilinda ingiliz biyolog Peter Medawar tarafindan
ortaya atilmistir. Somatik mutasyon; radyasyon, ultraviyole 1sinlar, ¢esitli kimyasallar, reaktif
oksijen ve serbest radikaller gibi etkenler sonucunda somatik hiicrelerde geri doniisiimsiiz
hasarlarin meydana gelmesi ve birikmesi ile olusur. Somatik hiicrelerde yasam boyu biriken
mutasyonlarin bir¢ok hastaliga neden oldugu ve yas ilerledikce onkojenik mutasyonlarin

somatik hiicrelerde birikmesi sonucu kanser goriilme sikliginin arttig1 belirtilmektedir (Curtis

1966).

DNA tamir mekanizmasina dayandirilan teori ise somatik mutasyon teorisinin daha 6zel
bir sekli olup DNA hasari tespitini, hasara verilen cevabi, tamiri ve apoptoz ile hiicre siklusunun
kontrolii agsamalarini kapsamaktadir (Slijepcevic 2006). Ramsey et al. (1995)’a gore, insan
lenfosit hiicrelerinde yasa bagl olarak DNA hasarlart artmaktadir. Kyoizumi et al. (1996)’a
gore de yasin ilerlemesiyle birlikte insan lenfosit ve eritrositlerinde mutasyon artisi
gozlemlenmektedir. Somatik mutasyon teorisinin en Onemli 6rnegi, erken yaslanmanin
olugmasiyla karakterize, otozomal resesif bir hastalik olan Werner sendromudur (yetiskin
progerias1). Oota (2020)’ya gore, WRN resesif genindeki mutasyondan kaynaklanan bu
sendromda, pleiotropik interaksiyona dayali olarak katarakt, damar sertligi, diyabet, fel¢ ve

kanser gibi ¢cok sayida somatik semptom gdézlenmektedir.
» Proteinlerin degisiklige ugramasi

Yaslanma ile birlikte proteinlerin fonksiyonlarinda ve yapilarinda degisiklikler
(denatiirasyon) meydana gelmektedir (Nalbant 2006). Enzimlerin yapisinda bulunan protein

kisimda meydana gelen bu degisiklikler, enzimlerin fonksiyonlarini azaltmakta ve 1s1ya olan
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duyarhiliklarin1 degistirmektedir. Proteinlerin yapisal degisiminde ise karbon igeriklerinin
dogrudan oksidasyon, metal katalizorlii oksidasyon, lipid oksidasyonu ve glikolizasyon ile
arttig1 belirtilmektedir. Enzimatik olmayan yoldan gelisen karbonhidrat-protein amino
gruplarinin  etkilesimi sonucu viicutta ileri sekerlenme friinleri ve amiloid birikimi
gerceklesmektedir. Hiicre disi matriks proteinlerinde de degisiklikler meydana gelmekte ve
capraz baglarin gen ekspresyonlarini (aktivitesi) bozmaktadir. Bu bozulan mekanizmalarin

Ozellikle katarakt ve damar sertligi gelisiminde dnemli rol oynadig: belirtilmektedir.
> Oliimciil hata teorisi (Error-Katastrophe)

Bu teoriye gore, organik (makro) molekiillerin iiretildigi molekiiler kopyalama islemleri
olan transkripsiyonal ve translasyonal hatalar sonucu kusurlu proteinler sentezlenmektedir.
Degisime ugramis veya hatali proteinler, yaslanan hiicrelerde birikerek organizmanin 6liimiine
sebep olmaktadirlar. Bu teori, molekiiler esleme islemi sirasinda meydana gelen hatalar sonucu
kusurlu proteinlerin sentezlenmesi ve yash hiicrelerde azalan klirens (molekiillerin kan

stvisindan temizlenmesi) sonucu hatali proteinlerin birikmesi esasina dayanmaktadir.
> Serbest radikaller teorisi / Oksidatif hasar

Serbest radikal yaslanma teorisi, 1956 yilinda Denham Harman tarafindan ileri
stiriilmiistiir. Bu teoriye gore, yapilarinda tek ve eslesmemis elektron bulunduran atom veya
molekiiller olarak bilinen serbest radikallerin dokularda birikmesi yaglanmaya yol agmaktadir.
Yaglanma, oksijenli metabolizma sirasinda serbest radikallerin dokularda birikmesiyle
meydana gelen hasarlar sonucu olusmaktadir. Serbest radikaller, yapilarinda elektron
bulundurmas: sebebiyle aktif maddelerdir. Yasa bagl olarak 6zellikle mitokondriyal DNA,
protein ve lipidlerde hasar olusturan siiperoksit anyonlari, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali
gibi serbest radikaller meydana gelmektedir. Siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil, peroksil,
lipit peroksil ve alkoksil bilinen en 6nemli serbest radikallerdir (Karabulut ve Giilay 2016).
Canlilarda oksidasyon sonucu olusan serbest radikalleri ortamdan uzaklastiran endojen
savunma ve onarim mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu sistemler yasam siiresince denge i¢inde
calisir. Yasin ilerlemesiyle birlikte bu denge oksidatif zedelenme yoniinde bozulmaya baslar ve
bu teoriye gore yaslanma, hiicre proteinlerinde ve genlerde meydana gelen bozulmalar sonucu

olusmaktadir.

Serbest radikaller oksidan olarak tanimlanan dis etkenler ile de viicut igerisinde
olusabilmektedir. Radyasyon, viriisler, UV 1sinlari, enfeksiyon, stres, cesitli ilaglar ve
kimyasallar dis kaynakli oksidanlara 6rnek olarak verilebilir (Kiling ve Kiling 2003).
Oksidanlar serbest radikal oraninin artmasina yol agarak viicut igerisindeki tiim molekiilleri

etkilemektedir. Bu molekiillerin en hassas olanlar1 arasinda lipitler bulunmaktadir. Hiicre ve
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organel membranlarinda bulunan lipitler, serbest radikallerle etkilesime girerek peroksidasyon
tirtinleri meydana getirirler ki yag asitlerinin oksidatif yikimi olarak bilinen peroksidasyon

oldukga zararli olup geri doniisiimsiiz membran hasarlarina neden olurlar (Alem 2007).

Ic Etkenler

Yaslanmanin kalitsal olarak programlanmis gelisimsel mekanizmalarla kontrol edilen

boliimiinii olusturur.
» Uzun yasam genleri

Uzun yasam genleri teorisine gore, organizmada olusan hasarlar birikmektedir.
Viicudumuzda bulunan genetik kontrol mekanizmalar1 tarafindan olusan bu hasarlara karsi
yanit olusturulamazsa yaslilik meydana gelmektedir. Bu siirecte genetik kontrolii olusturan
genlere uzun yasam genleri denilmektedir. Hasari olusturan 6nemli etken ise metabolik

reaksiyonlardir.
> Immiinolojik teori

Bireyin dogumunda immiin sistem yeterince gelismemistir. Dogumdan sonra zaman
icinde mikroorganizmalara kars1 viicudun olusturdugu antikorlar ve yapilan asilarla hastaliklara
kars1 bagisiklik artmaktadir. Yasin ilerlemesiyle birlikte immiin sistem tekrar gerilemekte ve
etkinligini kaybetmektedir. Bu ylizden bu teori, yashilik doneminde bagisiklik sistemi
fonksiyonlarmin gerilemesiyle viicudun kendisini koruyamadigini ve buna bagli olarak ¢esitli

hastaliklarin meydana geldigini ifade etmektedir.
» Hiicresel yaslilik teorisi / telomeraz teorisi

Telomeraz teorisine gore, yaslanma telomer dizilerinin uzunlugu ile iliskilidir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, telomerik DNA uzunlugu ile hiicre eslemesi arasindaki baglantiy1
ortaya koymustur. Telomerler, kromozomlarin terminal bdlgelerinde bulunan, kromozomun
kararli yapisinin korunmasindan sorumlu olan ve her organizmaya 6zgii tekrarlanan DNA
dizileridir. Kromozomlarin u¢larinda bulunan ve TTAGGG seklindeki tekrarlanan baz dizileri
telomer bolgesini olusturur. Bu diziler, ayn1 zamanda farkli organizmalarda ayni olabilen 6zel
konsensiis dizileri olarak da tanimlanmaktadir. Ayrica her bir kromozomun ucunda bulunan bu
diziler, farkli kaynaklarda genetik sifrenin giivenligi i¢in adeta kilit kapanis noktalar1 ya da kor
noktalar olarak da adlandirilmaktadir. DNA’daki tek zincirli uglari korumak ve oliimsiizliik
saglamak, kromozomlar1 yeni diizenlemelerden korumak, mayozun profazinda eslesme ve
hareketi saglamak ve kirtk kromozom uglarinin yapigmasii engellemek telomerin islevleri

arasindadir.
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Organizmalarda telomer boylar1 sabit olup siirekli boliinebilen ve hiicresel yaglanmanin
goriilmedigi iireme hiicreleri ve kok hiicrelerin aksine somatik hiicrelerde her bdliinme
esnasinda telomer boyunda kisalma meydana gelmektedir. Bu kisalmalar ise hiicreyi 6liime
adim adim yaklastirir (Olovnikov 1996; Hemann et al. 2001). Kisalan telomerler 6zel bir enzim
olan ve riboniikleoproteinler ile RNA’dan olusan bir revestranskriptaz enzimi “telomerazlar”
tarafindan uzatilir. Yapisinda bulunan RNA niikleotid dizileri, telomer ucundaki tekrarlanan
dizilere komplementerdir. Yapilan arastirmalar telomeraz enziminin telomeri yaklagik 10.000
niikleotid ¢ifti kadar uzattigin1 géstermistir. Telomer boyu ve telomeraz aktivitesi, hiicrenin kag
kez boliinecegini tayin etmekte ve bir ¢esit molekiiler saat-genetik saat olarak is gérmektedir.
Telomeraz aktivitesi hiicrelerde arttirilarak  yaslanmanin  durdurulabilecegi ya da
yavaglatilabilecegi diisiiniilmiis ancak daha sonralar1 hiicrelerde kanserlesme meydana
gelebilmesi riskinden dolayr gergeklestirilememistir (Giilmez 2014). Hiicrelerde telomeraz
aktivitesini ve telomer boyundaki kisalmalar1 agir metaller, obezite, egzersiz eksikligi, diizensiz
beslenme ve uyku aligkanliklar ile reaktif oksijen tiirlerinin de etkiledigi bu teoride kabul

gormektedir (Desai et al. 2010).
> Hiicre 0lim teorisi

Nekrozis ve apopitozis olarak bilinen iki hiicre 6liimii vardir. Nekroz tesadiifi bir son
olmasina karsin apopitoz genetik kontrollii bir sondur. Apopitoz homeostazin devami agisindan
gereklidir. Engellendiginde malign transformasyon (kotii huylu tiimor) artarken kontrolsiiz
olarak arttiginda total fonksiyon kaybi gelismektedir. “Programlanmis hiicre Slimi” ile
“apopitoz” birbirinin yerine kullanilmasina ragmen anlamlar1 ayni degildir. Programlanmis
hiicre 6liimti gelisimsel bir olay iken apopitoz hiicre 6liim modellerinden birisidir (Ferbeyre and

Lowe 2002; Troen 2003).
» Antagonistik pleiotropi teorisi

Antagonistik pleiotropi, yaslanma igin gelistirilen evrimsel teorilerden biridir. Unlii
evrimsel biyolog George Williams tarafindan 1957 yilinda ortaya atilan antagonistik pleiotropi
teorisi, temel olarak bireyin saglig1 iizerinde belirli donemlerde farkli olmak iizere hem yararh
hem de zararli etkileri barindiran genleri ifade etmektedir. Yunanca pleion=daha ¢ok, daha
fazla anlamma gelmektedir ve pleiotropi, tek bir gen tarafindan iki veya daha fazla sayida
birbirinden farkl fenotipik etkinin meydana getirilmesi olarak tanimlanmaktadir. Daha spesifik
olarak teori, yasam dongiisiiniin erken veya ilireme caginda ortama uyum saglayan genlerin
hayatin ilerleyen dénemlerinde zararl etkilere sahip olabilecegini ifade etmektedir. Ornegin
geng erkeklerdeki testosteron viicut boyu, sekonder eseysel karakterlerin gelisimi ve rekabetci

davraniglar lizerinde erkegin lireme basarisini artirici 6zellikleri desteklerken erkeklerde yasam
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dongiisiiniin ilerleyen zamanlarinda yani olgunluk ve yaslilik donemlerinde testosteron birey
tizerinde olumsuz etkilere neden olabilir. Buna 6rnek olarak prostat kanseri gelistirmeye
yatkinlik verilebilir. Antagonistik pleitropi teorisi ile yorum getirilmeye ¢alisilan hastaliklara
ornek olarak Alzheimer ve Huntington chorea gibi nérodejeneratif hastaliklar ve tek bir genin
farkli etkileri {izerinden incelenen orak-hiicre anemisi ve beta-talasemi gosterilebilmektedir

(Wood 2011; Carter and Nguyen 2011).

Genetik Toksikoloji

Genetik toksisite ya da kisaca genotoksisite; DNA ve kromozom yapisinda meydana
gelen baz eklentileri, baz eksilmeleri olarak bilinen gen mutasyonlari (mikro mutasyonlar),
DNA kiriklari, klastojenik (kromozomlarin kirilmasi) ve anojenik (kromozom sayisinda artis
ya da azalig) olarak tanimlanan kromozomal anomalileri kapsayan genel bir terimdir (Choy
2001; Mortelmans and Rupa 2004). DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan
enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan maddelerin DNA’da hasar meydana
getirmesi veya farkli degisimlere yol agmasi ise Zeiger (2004) tarafindan genotoksik etki olarak

tanimlanmustir.

DNA molekiiliinde mutasyonlara yol acan mutajenler, etkilerini ya dogrudan ya da
dolayl1 yollardan gosterirler. Ister dogrudan ister dolayli olarak ger¢eklesen DNA hasari da kilit
gorevi goren molekiillerde ve bu molekiillerin yer aldig1 metabolik yolaklarda bozukluklara
sebep olmussa; doku hasar1, yaglanma, kanser, infertilite ve bazi kalitsal otozomal resesif (AR),
otozomal dominant (AD) ya da eseye bagl (X’e bagl) olarak tanimlanan tek gen mutasyonlari

ve multifaktoriyel kalitimli hastaliklara (Tablo 3) sebep olmaktadir (Kirsch-Volders et al. 2003)
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Tablo 3. Genotoksik Maddelerin DNA Uzerindeki Etki Mekanizmas1 Ve Sonuglari
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Genetik toksikoloji alaninda yapilan ¢aligmalar, 1927 yilinda Miiller ile baslamis ve
giinlimiizde de gelisen teknoloji ve yenilenen analiz yontemleri ile mutajenik ve genotoksik
maddelerin karsinojenik etkilerini belirlemek i¢in kullanilan 6nemli arastirma alanlarindan biri
olmaya devam etmektedir (Bedir vd 2004). Bu alanda yapilan arastirmalarin asil hedefi, model
organizmalardan elde edilen veriler ile genotoksik maddelerin DNA molekiiliinde meydana
getirdigi hasarlarin insanlarda da meydana gelip gelmediginin ve bu hasarlarin yine insan
sagligi bakimindan etkilerinin ortaya konulabilmesidir. Kullanilan farkli in vivo ya da in vitro
testler ile c¢esitli ekstraktlar, ilaglar, gida katki maddeleri, nanomateryaller, parazitik
enfeksiyonlar, sigara, UV ve pestisit gibi pek ¢ok etkenin genotoksik ve karsinojenik etkileri
belirlenebilmektedir. Aym1 zamanda ilag giivenirliliginin tespiti gibi farkli amaglarla da
genotoksisite testleri kullanilmaktadir (Preston et al. 1981; Choy 2001; Jena et al. 2002;
Mateuca et al. 2006).
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Son yillarda yapilan ¢alismalar ile sayisal ya da yapisal aberasyonlara dayali olarak
genetik hastaliklarin ve kanser vakalarmin sayisinin 6nemli derecede artmis oldugu
gosterilmistir. Her ne kadar bu tip hastaliklarin nedenleri spontan (anlik) mutasyonlara
baglanmis olsa da ¢evremizde devamli olarak maruz kaldigimiz dis kaynakl fiziksel (UV
(iyonsuz radyasyon/iyonize olmayan 1smim) X, gama, kozmik isinlar gibi (iyonlu
radyasyon/iyonize 151n) ve kimyasal ajanlarin (sanayi atiklari, tibbi ilaglar, pestisitler, gida katki
maddeleri gibi) etkileri de olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle mutajenlerin genotoksisite agisindan
degerlendirilmesi ve ciddi risk tasiyanlarin belirlenerek gerekli Onlemlerin alinmasini
amaclayan genotoksisite testlerinin kullanimlarinin gelistirilmesi ve yayginlastirilmasi
gerekmektedir. Bu testlerin kullanimlar ile bireylerin herhangi bir kimyasal ajana verecekleri
genetik cevabin 6nceden belirlenmesi, metabolizma bozukluklar1 ve kanser gibi hastaliklarin

klinik belirti vermeden tespiti saglanabilmektedir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

Mikroorganizmalarin, bitkilerin, boceklerin ve omurgali hayvanlarin kullanilabilecegi
pek cok kabul goren genotoksik test yontemi bulunmaktadir (Olaharski et al. 2006). En sik
kullanilan in vivo ve in vitro genotoksisite testleri arasinda Allium testi, Mikrozom mutajenite
testi, Kromozom anomalileri testi, Mikroniikleus testi, Kardes kromatid degisimi testi, Comet

Testi ve Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi yer almaktadir.

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Giintimiizde in vivo ¢alismalar igin tercih edilen SMART; ¢esitli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik maddelerin mutajenik ve rekombinojenik etkilerini saptamak amaciyla mutant
Drosophila tiirleri kullanilarak yapilan in vivo bir test yontemidir. Bu yontem, farkli
kromozomal aberasyonlarin tespit edilmesine de olanak saglamaktadir (Graf et al. 1984).

SMART 1n tercih edilmesindeki en 6nemli nedenler arasinda;

v' genotoksik hasarin belirlenmesi i¢in yalnizca bir nesile ihtiya¢ duyulmast,

v ¢ok sayida somatik hiicre analizinin yapilabilmesi,

v preparasyon islemlerinin kolay olmasi ve sonuglarin hizla alinip istatistiki
degerlendirmelerin kisa siirede yapilabilmesi (Graf and Wiirgler 1996),

v" mutant Drosophila tiirlerinin laboratuvar sartlarinda beslenmelerinin kolay ve
besiyeri igeriginde bulunan malzemelerin ekonomik olmasi,

v sicaklik ve bagil nemin stabil tutulabildigi uygun bir 1sitmali-sogutmali inkiibatoriin
yetistirilme ortami olarak kullanilip deneysel protokol i¢in ¢ok sayida 3. evre larva

ve ergin bireyin kisa siirede elde edilebilmesi sayilabilir (Uysal vd 2006)
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SMART uygulamasi, Drosophila’nin kanat ve g6z gibi iki farkli somatik dokusunda
kanat benek testi ile gbz benek testi olarak yapilabilmekte ve kisa siireli in vivo deneysel
calisabilmeyi miimkiin kilmaktadir. Bu uygulama ile herhangi fiziksel ya da kimyasal etkenlere
dayali olarak goz ve kanatlarda olusabilecek/olusan mutant hiicre klonlar1 saptanabilir. Her iKi
testin uygulanmasinda esas olarak larvanin embriyonik gelisiminde bulunan ve ergin sinegin
viicut yapisini olusturuncaya kadar mitozla ¢ogalan biiyiik hiicre gruplart yani imajinal diskler
hedef alinmaktadir (Sekil 8). Eger larval donemde imajinal disk hiicrelerinden birinde genetik
bir farklilasma meydana gelmisse bu degisiklik mitozla ¢ogalan yeni hiicrelere aktarilir ve
normal fenotipten farkli olan, mikroskobik olarak normal hiicrelerden kolayca ayrilabilen
mutasyona ugramis hiicre gruplart olusur. Meydana gelen bu genetik degisiklik, eger fenotipik
degisikligi yol acabilmisse ergin sinegin kanatlarinda ve gozlerinde ¢oklu trikom (kil) veya

trikom korelmesi gibi mutant klonlar ortaya ¢ikmaktadir.

anten
goz

bacak

Kanat

Sekil 8. Larval imajinal disklerin ergin bireydeki viicut parcalarina doniistimii

SMART c¢alismalar1 i¢in mwh ve flr® mutant soylarina ait erkek ve disi bireyler
caprazlanip olusan trans-heterozigot larvalardan elde edilen F1 nesline ait ergin bireylerin
kanatlarindaki mutant klonlar tespit edilmektedir (Sekil 9). Bu mutant soylara ait genetik
bilgiler ve ¢aprazlamaya ait deneysel protokol “Materyal ve Metot” kisminda detayli olarak

verilmistir.

Normal kanatli bireylerin kanat sektdrleri hem mutasyon hem de rekombinasyon sonucu
olusan mutant klonlar1 igerirken, serrat kanatli erginlerde dengeleyici TM3 kromozomu
rekombinasyonu baskilar ve klonlar sadece mutasyonlar sonucu olusurlar. Bu nedenle, SMART

sonuglart degerlendirilirken kanat preparatlari kanat morfolojilerine gére normal kanatli ve

23



serrat kanatli olmak iizere ikiye ayrilarak incelenmistir. Mutasyon veya rekombinasyonlara
bagl olarak kanatlarda olusan klonlar, iki mutant soya ait kil tiplerinden yalnizca birini yani
mwh veya flr® mutant fenotipini tasiyorsa “tekli benekler” olarak siniflandirilir. Tekli benekler
ise 1 veya 2 tane mwh mutant hiicre varsa “kiigiik tek tip klon” (KTT), 3-4 veya daha fazla mwh
mutant hiicre ya da 3 veya 4’den daha fazla flr® mutant hiicre varsa “biiyiik tek tip klon” (BTT)
olarak tanimlanmaktadir. Hem mwh hem de flr®mutant hiicre klonlarinin her ikisini birlikte

tasiyan klonlar da “ikiz klon” olarak adlandirilmaktadir.

Graf et al. (1984)’a gore, tek tip ve ikiz klonlar farkli genetik mekanizmalara bagl
olarak olusmaktadir. Tek tip klonlar; mikro mutasyon, delesyon, non-disjunction ve marker
genlerden mwh ve flr® arasindaki mitotik rekombinasyona bagli olarak olusurken her iki klon
¢esidinin olusmasimi yalnizca mitotik rekombinasyon tetiklemektedir. Ikiz klonlar ise 3.
kromozomun sentromeri ve flr® geni arasindaki somatik rekombinasyon sonucu olusmaktadir.
Serrat kanatl bireylerde TM3 baskilanmasindan dolay1 mitotik K.O gerceklesmemektedir (Frei
and Wiirgler 1988).
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Istatistiksel analiz
Sekil 9. SMART 1n yapilisina ait protokol
Son yillarda 6zellikle yogun istenmeyen kotii kokulu renkli desarj sularinin bulundugu
tekstil endiistrisine ait tesisler ve imalathaneler ¢evresinde yapilan arastirmalar, cogunlukla

cevre bilincinin yiiksek oldugu duyarli vatandaglarin basin ya da sosyal medya yoluyla

gerceklestirdikleri gorsellere dayali olarak hizli bir ivme gdstermeye baslamistir. Yapilan farkli
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calismalar, g¢evre Kkirletici ajanlar arasinda gosterilen “boyarmaddelerin” canli sistemler
tizerinde risk olusturduguna dair bilgileri icermekte ve bu bilgilerde hem ulusal ve/veya
uluslararasi bilimsel dergilerde yayimlanan makalelerde hem de basinda siklikla yer almaktadir.
Sucul ekosisteme aritilmadan bosaltilan tekstil atiklari; hem denizler, goller ve tath sularda
yasayan flora ve faunay1r hem de tath sulara kiyis1 bulunan ekilebilir tarim arazilerini yiizeyden
ya da dip sulart ile kirletmekte ve besin zinciri yoluyla tiim canlilar1 ve zincirin son halkasi olan
insanlar1 da etkileyebilmektedir. Bu atik sularda bulunan boyarmaddelere canlilarin kisa ya da
uzun siireli maruziyetlerinden dogabilecek muhtemel etkiler, etken maddenin miktarina,
etkileme siiresine ve organ ya da sistemlerdeki birikimine bagli olarak meydana gelmektedir.
Sunulan bu tez ¢alismasinda katran ve petrol tiirevli baz1 sentetik boyarmaddelerin genotoksik
etkiyi uyarip/uyarmadiginin belirlenebilmesi i¢in kisa siireli in vivo genotoksisite testlerinden
birisi olan ve kanat benek testi olarak da bilinen SMART ile c¢alisilmis ve uygulamalar i¢in

onemli bir model organizma olan D.melanogaster *in mwh ve flr® mutant soylari kullanilmustir.
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KURAMSAL TEMELLER

Giiniimiizde uluslararas1 g¢evre sorunlari i¢inde en Onemlilerinden birisi de sucul
ekosistemlerin kirlenmesidir. Sucul ekosistemlerde kirliligin biiylik kism1 endiistriyel atiklar
nedeni ile meydana gelmektedir. Genellikle farkli sanayi sektorlerinden, tekstil boya endiistrisi,
deri, icki, seker, kagit hamuru fabrikalarindan desarj edilen atiklar goller ve akarsular gibi sucul

sistemlere aritilmadan verilmektedir (Zagal 2008).

Tehlikeli Maddeler Veri Bankasi (Hazardous Substances Data Bank/HSDB) tarafindan
yapilan incelemeler, 223 farkli tekstil boyasinin memeli hayvanlarda kanserojenik (fiziksel,
kimyasal veya biyolojik kokenli olabilen ve organizmalarda kanserlesmeye sebebiyet veren

maddeler) etkilere sahip oldugunu gostermistir.

Insanlarda mesane ve renal pelvis kanserlerinin gelismesinde aromatik aminlerin etkili
olduklarina dair iddialarin agiklanabilmesi icin 1921-1951 yillar1 arasinda Ingiltere’de mesane
kanserinden 6lenler lizerinde yapilan arastirmalarda, 127 kisinin boya endiistrisi ¢alisani oldugu
tespit edilmistir. Aromatik aminler ile bilesenleri olan benzidin ve 2-naftilamin gibi etken
maddelere maruz kalan erkeklerin %25’inde mesane kanseri olusumu gozlenmistir. Ozellikle
2-naftilamine maruz kalan hastalarda mesane kanserinden 6liim daha fazla goriilmiistiir. Ayrica
Almanya’da da boya fabrikasinda c¢alisan ve anilin igerikli boyalara maruz kalan 500 is¢iden 4

tanesinde mesane kanseri olusumu gézlenmistir (Cartwringht 1983).

Endiistriyel sektorlerden en onemlisi olan tekstil endiistrisinin desarj (doluluk) hacmi
ve ¢ikis suyu géz oniine alindiginda ¢evreyi en ¢ok kirleten endiistri olarak nitelendirilmektedir
(Sen and Demirer 2003; Uzal vd 2005). Tekstil endiistrisi atik sularinda yer alan ve 6zellikle
cevreye zarar veren aromatik yapidaki organik maddeler boyama islemleri sonucunda meydana

gelmektedir (Grau 1991).

Nielsen and Rank (1994), gesitli atik sularin genotoksik etkilerinin Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde arastirildig: bir calismada, 6zellikle kagit sanayi atik sularinin en ¢ok toksik etkiye

sebep oldugunu belirlemistir.

Benzidine maruz kalan farelerin lenfosit hiicrelerinde kromozomal aberasyonlarin (say1

ya da yapi hatalari) oraninda artis gézlemistir (Das et al. 1994).

Tekstil sanayinde kullanilan boyarmaddelerin fabrika atiklari ile dis gevreye verilmesi,

cesitli sagliks1z kosullarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ozellikle boyali fabrika suyunun
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direkt olarak ekosisteme verildigi atik sular, renk, koku, goriintii yoniinden dogal ortami
bozmakta, bdylece ortamda bulunan dogal flora ve faunay1 yok etmektedir (Ekinci 2007).
Tekstil endiistrisi atik sularinin aritilmasindan sonra; yiiksek konsantrasyonda bulunan
boyarmadde, biyolojik oksijen ihtiyac1 (BOI), kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) ve askida kalan
madde igeren atik sularini olusturmaktadir (McKay 1984). Boyarmaddeler ¢ogunlukla tam
olarak pargalanamazlar ve aritma tesislerinde atik sudan tam olarak uzaklastirilamazlar
(Anliker 1979). Atik sularda bulunan boyarmaddeler ¢evre kirleticisi olarak goriilmekle beraber

toksik etkisinin de oldugu varsayilmistir.

Azo boyasi olan Orange II'nin toksik etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, siganlarin
dalaklarinda biiylime, eritrosit ve hemoglobin seviyesinde azalma gozlemistir. Bu boyanin

enzimler {izerindeki etkisi ise dnemsiz bulunmustur (Singh et al. 1987).

Yapilan bir bagka ¢alismada, popiiler bir tekstil boyasi olan Omega Red ME’nin, bir
siyano bakteri olan Nostoc calcicola iizerine etkileri arastirilmistir. N. calcicola’nin biiyiimesi,
kullanilan yiiksek dozlarda (10-20 ppm) baskilanmistir (Shukla and Gupta 1992).

Tekstil atik sularinin baliklar {izerine yaptig1 histopatolojik ve histokimyasal
degisikliklerin arastirildig1 bir ¢aligmada ise oogenez baslangicinda oogonium niikleuslarinin
karyolize (¢ekirdek erimesi) ugradigi, niikleoluslarinin kayboldugu, oositlerde RNA ve protein

miktarinin azaldig: tespit edilmistir (Murugesan and Haniffa 1992).

Beydilli et al. (1998) tarafindan alt1 farkli reaktif azo boyasinin (Black-5, Red-2 ve 120,
Yellow-3, 15 ve 17) anaerobik bakteriler lizerindeki etkisi arastirillmig ve 300 mg/L’ye kadar
toksik etkisinin olmadigi gozlemlemistir. Ancak azo boyalarindan olan Reaktif Red II’nin
yiiksek konsantrasyonlarda (500, 1000 ve 2000 mg/L) Arkea bakterilerden olan metanojen

bakteriler iizerinde toksik etkisinin bulundugu da rapor edilmistir.

Boyarmaddelerin su ortaminda biyodegredasyonu (yasayan mikrobiyal organizmalar
tarafindan organik bilesiklerin yiizey aktif maddeler ve enzimler kullanilarak kiigiik pargalara
ayrilmasi islemi), mantarlar, kabuklu deniz hayvanlar1 ve baliklar tarafindan yapilabilmektedir
(Sugimori et al. 1998; Al-Sabti 2000). Ayrica baliklar ve kabuklu deniz canlilar1 bu toksik
maddeleri viicutlarinda depo etmektedirler. Baliklarin bu toksik maddelere maruz kalan en
onemli kisimlar derileridir. Bunun yaninda, karaciger, iskelet ve solungaglar da bu maddelere
yiiksek oranlarda maruz kalmaktadir. Kabuklu deniz canlilar1 ise 6zellikle sindirim, bosaltim
ve solunum epitel hiicreleri, lireme kanallar1 ve kardiyovaskiiler sistemlerde toksik madde

biriktirmekte ve bu maddeler bu kisimlardaki hiicre ve dokularda degismelere sebebiyet

vermektedir (Adamo et al. 1997; Akcha et al. 2000; Peters et al. 2002).
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Pratt and Taraska (2000) tarafindan Disperse Blue 106 ve Disperse Blue 124 tekstil
boyalarina maruz kalan 788 hasta {izerinde yapilan bir inceleme ile bu boyalarin kontakt
dermatite (yabanct madde temasi sonucu ciltte olusan kizariklik) sebep oldugu ortaya

konulmustur.

Sumathi et al. (2001) tarafindan, tekstil boyas1 atiklarinin Cyprinus carpio tizerindeki
genotoksik etkileri aragtirilmistir. C. carpio’ nun eritrositlerinde ve karaciger hiicreleri tizerinde

DNA hasarlar1 olusmustur.

Wang et al. (2002) tarafindan ProcionYellow HEXL, Procion Blue HERD,
ProcionYellow H-E4R, Ambifix Black BFGR, Remozal Black B, ProcionRed HEXL,
ProcionRed H-E3G, ProcionRed HE3B, AmbifixYellow VRNL gibi reaktif tekstil boyalarinin

gram-negatif bir bakteri tiiri olan Vibrio fischeri’de toksik etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Tekstil boyasi olarak kullanilan San G-GELB-GLE, Red FBL, Blue FGRL ve Black
FDL boyalarinin genotoksik etkileri D.melanogaster 'de SMART ile incelenmis ve boyalarin

mutajen olduklar1 bildirilmistir (Eroglu Dogan 2002).

V. fischeri ile yapilan baska bir ¢alismada ise Reactive Black 5 tekstil boyasinin toksik
etkili oldugu Gottlieb et al. (2003) tarafindan belirlenmistir.

Aksu (2003) tarafindan, Remazol Blue, Remazol Black B, Remazol Red RB reaktif
boya gesitlerinin Saccharomyces cerevisiae’da biiyiime ve biyobirikim (bioakiimiilasyon)
tizerine etkileri arastirilmistir ve boya konsantrasyonu arttikca iiremenin baskilandigi
belirlenmistir. Ayrica diigiik dozlarda bile biyobirikim yiizdesinin arttig1 ve buna bagh olarak

da biiylimenin baskilandig1 rapor edilmistir.

Jager et al. (2004) farkli tekstil boyalarimin mutajenik etkilerini belirlemek i¢in
yaptiklart ¢aligmada, farelerde fare lenfoma hiicre yontemi (Mouse Lymphoma Assay/MLA)
testi ve gram negatif bakterilerden Salmonella typhimurium’da Ames testini kullanmiglardir.
Kullanilan dokuz boyanin, her iki deney grubunda da mutajenik etkiye sahip oldugunu

belirlemislerdir.

Tekstil endiistrisinde kullanilan bazi boyalarin mutajenik olup olmadig1 Schneider et al.
(2004) tarafindan da hem Ames testi ile S.typhimurium’da hem de yine fare lenfoma hiicre
yontemi ile farelerde arastirilmistir. Elde edilen sonuglar boyarmaddelerin hem prokaryotik

hem de 6karyotik hiicrelerde mutajenik etki olusturdugunu gostermistir.

Birhanli and Ozmen (2005)’e gore, Astrazon Red FBL, Astrazon Blue FGRL, Cibacron
Red FN-3G, Cibacron Blue FN-R, RemazolRed RR ve Remazol Turquoise Blue G-A tekstil

boyalariin Xenopus leavis (Afrika pengeli kurbaga) embriyolarina uygulandigi bir
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arastirmada, kullanilan boyalarin tamaminin embriyo gelisimini olumsuz etkiledigi ve yapisal

anormalliklere neden oldugu belirlenmistir.

Tekstil {irlinlerinin boyanmasinda kullanilan Dispers Blue 291 boyasi, DNA’da
inversiyon veya delesyona sebep olarak genetik kodda hata olusturmaktadir (Rai et al. 2005).

Apohan ve Yesilada (2005) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Funalia trogii (beyaz
ciirlik¢iil mantar) ve Staphylococcus aureus (gram pozitif bakteri) iizerine iki farkli azo
boyasiin (Astrazon kirmizi ve Astrazon mavi) toksik etkisi arastirilmistir. Arastiricilar
boyarmaddelerin mikroorganizmalarin tiremesini 6nemli diizeyde inhibe ettigini bildirmisler,
fungus pelletleri ile 6n islemden gegirilen boyarmaddelerin ise toksik etkisinin azaldigini rapor

etmislerdir.

Muthukumar et al. (2005), asit red 8, asit red 18, asit orange 10, asit orange 7 ve asit red
73 boyalarim1 kullanmislar ve pek cok reaktif ve direkt boyanin sucul hayata toksik etkisinin

oldugu sonucuna varmisglardir.

Ozata (2006), Astrazon Goldgelb GL-E, Chrocion Yellow, Chrocion Scarlet, Remazol
Red RR, Astrazon Schwarz FDL, Remazol Turquoise Blue isimli tekstil boyalarinin
D.melanogaster’de toksik ve genotoksik etkilerini arastirmistir. Bu boyalarin tekli ve ikili
benek sayisini artirdigi, ayrica larvalarin hayatta kalis oranmni da uygulanan tiim

konsantrasyonlarda azalttig1 belirlenmistir.

Senel (2006) tarafindan Umu-testi ile Reaktif Siyah-5 boyarmaddesinin mutajenik
etkileri belirlenmistir. Reaktif Siyah-5 boyarmaddesi 120 pg/ml, 40 pg/ml ve 4 pg/ml
konsantrasyonlarda mutajen etki gostermemis, 400 pg/ml ise mutajenik etkili oldugu tespit

edilmistir.

Novotny et al. (2006)’a gore, Reactive Orange 16 azo boyasi S.typhimirium’da nokta

mutasyona sebep olmustur.

Giin (2009)’e gore, katyonik boyarmadde olan Synacryl Black XFDL’in Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonasa euroginosa, Proteus
mirabilisgibi mikroorganizmalar ile antimikrobiyal 6zellik ilizerine etkisi arastirilmis ve B.
subtilis, E. coli, S. aureus bakterileri iizerinde degisen oranlarda inhibisyonzonu olusturdugu

goriilmistir.

Tekstil iscileri ile yapilan bir arastirmada, reaktif azo boyalarina maruz kalinmasi ile
mesleki astim, rinit (burnun i¢ kismini kaplayan mukozanin iltithaplanmasi), kontakt dermatit
(temas egzemasi) ve bir takim alerjik reaksiyonlar olustugu kanitlanmistir (Mahamuni and

Adewuyi 2010).
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Raj et al. (2012), azo boyalarinin insanlarda mesane, dalak ve karaciger kanserleri ile

memeli hiicrelerinde kromozomal sapmalara neden oldugunu ortaya koymuslardir.

Direct Yellow 86, Direct Orange 39, Direct Blue 200, Direct Yellow 142 ve Direct Red
243 sentetik boyarmaddeleri farkli dozlarda (4, 40, 120 ve 400 ug/mL) olmak iizere farelere

uygulanmis ve elde edilen sonuglara gore tiim boyalar mutajenik etkili bulunmustur (Senel vd

2012).

Sahin ve Tiirkoglu (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, baz1 tekstil boyalarinin D.
melanogaster’de disi ve erkek yavru bireylerin hayatta kalis oranlari {izerine etkileri incelenmis
ve Acid Red 266, Basic Red 46, Reactive Red 120, Acid Yellow 199, Basic Yellow 28, Dispers
Yellow 119, Reactive Black 5 ve Reactive Blue 19 gibi boyalarin uygulanan tiim
konsantrasyonlarda larvalarin hayatta kalis oranini azalttigi, ayn1 boyalarin ergin bireylerin

Omiir uzunlugunu ise kontrol grubuna goére daha kisalttig1 tespit edilmistir.

Direct Black 38, Reactive Blue 15, Reactive Orange 16 ve Vat Green 3 gibi tekstil
boyalariin da Danio rerio (zebra balig1) embriyolarinda ve larva gelisiminde anormal olusuma

sebep oldugu de Oliveira et al. (2016) tarafindan gézlenmistir.

Direct Yellow 4 boyasi Citrus limon (narenciye kabugu) kullanilarak ayrigtirilmis ve bu
boyanin fitotoksisite analizi yapilmistir. Ham boya ile muamele edilen tohumlardaki
toksisitenin ayristirilmis boya ¢ozeltisindekine gore daha yiiksek oldugu goézlenmistir (Nouren
etal. 2017).

42 ¢esit ticari tekstil boyanin Daphnia magna (su piresi) ve Raphidoceli subcapitata
(toksikolojik risk degerlendirmelerinde biyolojik testler i¢in diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilan bir ¢esit yesil alg) kullanilarak sucul toksisitesi ve ekolojik etkileri arastirilmas,
sonuglarin her iki grup i¢in 6zellikle de alglerde toksik oldugu rapor edilmistir (Croce et al.

2017).

Sucul ve karasal organizmalar kullanilarak DB38 ve RB15 tekstil boyalarmin akut
toksisite ve genotoksisitesi arastirilmistir. Karasal canlilar olarak Crocus sativus L. (safran),
Lettuce sativa (marul) ve Lycopersicon esculentum (domates) gibi bitkisel organizmalar
kullanilmis ve bitkisel organizmalarda herhangi bir toksik etki gdzlenmemistir. Sucul
organizma olarak kullanilan D. magna’da da toksik etki gostermeyip, genotoksik olarak
DNA ’da hasar olusturmustur. Ozellikle DB38 D. manga ve Oncorhynchus mykiss (gok kusag
alabalig1) i¢in en toksik boya olarak DNA hasarii baslatmis ve oksidatif hasara da sebep
olmustur. Artemia salina (tuzlu su karidesi) igin ise toksik etkiler Oldiiriicii boyutta

gozlenmistir. Calisilan her iki boya, hayvansal organizmalarda hem toksik hem de genotoksik
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etkiye sebep olmus ve boyalarin biyolojik aktivitelerinin farkli oldugu, tiire 6zgii toksisite
gosterebilecegi vurgulanmistir. Yine ayni caligmada bildirildigine gore, DB38 insanlarda
kanserojen olarak siniflandirilan azo boyalardandir ve D.rerio (zebra baligi) tizerinde yapilan
bir baska calismaya gore embriyo-toksik etkiye de sebep olmaktadir. Ayni sekilde RB15
boyasinin da zebra baliklari, bakteriler ve kurbaga yavrularinda toksik etki gosterdigi

bildirilmistir (de Oliveira et al. 2018).

Hernandez-Zamora and Martinez-Jeronimo (2019)’un yaptiklar1 bir ¢alismada, tekstil
boyasi Direct Blue 15’in Raphidocelis subcapitata (bir ¢esit mikroalg), Ceriodaphnia dubia (su

piresi) ve D.rerio tiirlerinde farkli derecelerde toksisiteye neden oldugu belirlenmistir.

Ceriodaphnia rigaudi, P.subcapitata, D.reriove D.magna gibi deneysel organizmalarda
Congo Red tekstil boyasmin da toksik etkileri gozlenmistir. Boyaya bagli olarak
P.subcapitata’da popiilasyon biiyiimesinin engellendigi, D.rerio’da larva gelisiminin yumurta
evresinde kaldigi, kalp atisinin olamadigi ve gelisebilen bireylerde iskelet bozuklugunun

olustugu tespit edilmistir (Hernandez-Zamora and Martinez-Jerénimo 2019).

Reactive Blue 19, C.I. Acid Blue 45, Alizarin gibi boyalar karbonil boyarmaddelere
ornek olarak verilmekte ve insanlar ile hayvanlar i¢in azo boyalardan daha toksik etki

gosterdikleri bildirilmektedir (Varjani et al. 2020).

D.rerio embriyolarinin Reactive Blue 203 ve Maxillon Blue 5G tekstil boyalart ile 96
saat muamele edilmesi sonucunda, her iki boyanin da gelisimsel anomalilere sebep oldugu ve
genotoksik etkili olduklar1 Koktiirk et al. (2021) tarafindan bildirilmistir.

Oztiirk and Uysal (2021)’e gére, tekstil endiistrisinde boyarmadde olarak kullanilan altt
farkli boyanin, farkli konsantrasyonlarda ve oral yolla kronik uygulamalara bagl olarak D.
melanogaster’in Oregon-R yabanil soyuna ait hem 3.evre larvalarinda larval yasayabilirlik ve
larval mortalite hem de ayni soya ait ergin erkek ve disi bireylerde ortalama ve maksimum omiir
uzunlugu tizerine in vivo biyotoksik etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada, larval yasayabilirligin
azaldigr ve larval mortalitenin de buna paralel olarak arttif1 gozlemlenmistir. Ayrica
yasayabilen ve metamorfoz sonucu ergine gelisebilen bireylerde gogiis bolgesinde, kanatlarda

ve bacak pargalarinda ¢esitli malformasyonlarda gézlenmistir.
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MATERYAL METOT

Materyal
Kullanilan model organizma

Deneysel ¢alismalarin en hassas noktalarindan birisi, yapilmasi diisiiniilen ¢alismaya
uygun olan ve arastirmacinin kendi inisiyatifi ile lizerinde ¢alisilacak organizmay1 dogru olarak
secebilmesidir. Bu nedenle basit yapili ve 6zellikleri bilinen organizmalar1 kullanmak hem
arastirmanin bagarisin1 arttirmakta hem de deneysel siirecin dogru ilerleyebilmesini
saglamaktadir. Glintimiizde gelismis biyoteknolojik cihazlar, sentetik deney ftiriinleri ve farkli
teknolojiler kullanilarak deneysel prosediirler yiiriitiilebilmekle birlikte bilim insanlari igin
yillardir giivenilir in vivo ¢alisma kaynaklart model organizmalardir. Biyolojinin biyoteknoloji,
genetik, molekiiler biyoloji gibi pek ¢ok dalinda farkli 6zelliklere sahip model organizmalar

kullanilmaktadir.

Model canli veya model organizma, biyolojik olaylarin anlasilmasi i¢in yapilan deney
ve arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaya uygun, belirli 6zellikleri tasiyan canlilara verilen
genel isimdir. Bu organizmalari laboratuvar ortaminda liretmek ve {iretimlerini devam ettirmek
kolaydir ve dikkate deger deneysel avantajlar sunarlar. Ayrica bu organizmalarin {iretimi ucuz
ve deneysel kullanimlar1 etik ag¢idan sorun yaratmamaktadir. Yillar boyunca model
organizmalar hakkinda ¢ok fazla bilgi edinilmis olmasi nedeniyle bu organizmalar ile
calismalarin yapilmasi oldukea ilgingtir. Model organizmalar, iizerinde calisilmasi zor olan

diger tiirler hakkinda 6rnegin insanlar i¢in bilgi edinmek amaciyla da kullanilmaktadir.
Model organizmalar;

1. Genetik Model Organizmalar
2. Deneysel Model Organizmalar ve

3. Genomik Model Organizmalar olmak {izere {i¢ sinifa ayrilmaktadir.

Genetik Model Organizmalar: Genetik analizler i¢in uygun olan bu organizmalar, ¢ok
hizli tirerler ve kisa zaman igerisinde ¢ok fazla sayida birey ve nesil olustururlar. Yapilan
kontrollii ¢aprazlamalar ile mutant bireyler elde edilerek ilgilenilen 6zellikler nesiller boyu
incelenebilir. Bu organizmalara ait genetik haritalar ¢ikarilabilir. Saccharomyces cerevisiae
(bira mayasi), Caenorhabditis elegans (bir ¢esit nematod) ve meyve sinegi olarak bilinen

Drosophila melanogaster (Sekil 10) en 6nemli genetik model organizmalardir.
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Sekil 10. Model organizmalardan birisi olan yabanil D. melanogaster Oregon-R

Deneysel Model Organizmalar: Jenerasyon siirelerinin uzun olmasi nedeniyle bu
organizmalar genetik arastirmalarda kullanilamazlar. Ancak Gallus gallus (tavuk) ve Xenopus
laevis (bir kurbaga tiirii) gibi tiirlerin iirettikleri dayanikli embriyolar, gelisim biyolojisinde

yapilan aragtirmalarda kullanilmaktadir.

Genomik Model Organizmalar: Fugu rubripes (sisen balik) ve Danio reiro (zebra
balig1) gibi organizmalar, insanlara benzer genlere sahiptirler. Ancak genomlari daha kiigiiktiir.
Genom biiyiikliigiindeki bu farklilik, insan genomunda yer alan tekrarlanan DNA dizilerinden

ve intronlardan kaynaklanmaktadir.

Model organizmalarla ilgili en 6nemli noktalardan birisi onlara ait genlerin insan
genleriyle yakindan iliskili olmasidir. Bu zamana kadar tanimlanmis insan hastalik genlerinin
% 60 dan fazlas1 sasirtic1 bir sekilde meyve sinegi ve yuvarlak solucan genlerine benzerlik
gostermektedir. Fare genomunun organizasyonu da insan genom organizasyonuna
benzemektedir. Bu nedenle insanlarda goriilen hastalik modellerini kanitlamak i¢in 6zellikle
fareler kullanilmaktadir. Ayrica model organizmalar yeni ilaglarin etkinligini test etmek i¢in de
onemlidir. Tiim bu bilgiler g6z onilinde bulundurularak deneysel prosediiriin 6zelligine gore

model organizma se¢iminde bazi kriterlerin dikkate alinmasi gereklidir. Bunlar;

Kisa yasam/hizh yasam dongiisiine sahip olmalidirlar

Planlanan/yapilacak deneylerin daha kisa siirede sonuca ulagmasi ve daha fazla
jenerasyon iizerinde gozlem yapilabilmesi i¢in model organizmalar genellikle kisa yasam
dongiisiine sahip canlilar arasindan secilmelidir. Dolayisiyla model organizma, kisa siirede

biiyiik popiilasyon olusturabilme yetisine sahip olmalidir.
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Genetik uygulamalar icin elverisli ozellik tagimalidirlar

Genetik denemelerde kullanilan organizmalarda belirgin bazi farkliliklar (varyasyonlar)
morfolojik ve anatomik olarak goriilebilmelidir. Bu varyasyonlar1 tagiyan mutant bireylerde
alternatif (zit) karakterleri makroskobik ya da mikroskobik olarak inceleyebilmek oldukc¢a
kolaydir.

Laboratuvar ortaminda kolay yetistirilebilmelidirler

Model organizmalarin laboratuvar ortaminda kolayca bakimi yapilabilmelidir. Canlinin
boyut olarak kiiclik olmasi, beslenme bigimi, yasadig sicaklik gibi faktorler goz ontine alindigi

zaman kolay yetistirilebilen organizmalar her zaman tercih edilmektedir.

Genomun basit, kiiciik olmasi ve genom haritasinin ¢ikarilmis olmasi

Bazi model organizmalar kiiciik genoma sahip olmalar1 ve genom diziliminin
tamaminin  bilinmesinden  dolay1  6zellikle  genetik  alanindaki  arastirmalarda
kullanilmaktadirlar. Genomunda kolay degisiklik yapilabilen canlilar 6zellikle molekiiler

biyoloji ve genetik alanindaki arastirmalar i¢in ¢ok uygundur.

Besleme kolayhgi icin uygun ekonomik kosullar

Deneysel ¢aligmalarda kullanilacak olan model organizmalarin beslenme ve bakiminin
ucuz ve kolay olmasi, masrafli olmamasi arastirmacilar icin tercih sebebidir. Bir bagka ifade ile
model organizmanin ihtiyag duydugu besin miktarinin az olmasi ekonomik bakimdan

arastirmactya kolaylik saglayacaktir.

D. melanogaster, Diptera takimina ait tam baskalasim (holometabol) gegiren ve halk
arasinda sirke sine8i veya meyve sine8i olarak da adlandirilan okaryotik bir model
organizmadir. Bu model organizma, sahip oldugu bir¢ok avantajla genetik arastirmalarda
siklikla kullanilir. D. melanogaster, 6zellikle laboratuvar ortaminda kolay yetistirilmeleri,
beslenmelerinin  diisiik maliyetli olmasi, larval evrede politen kromozomlara (dev
kromozomlara) sahip olmalari, kisa yasam dongiisiiyle birlikte cok sayida yavru birey

verebilmelerinden dolay1 tercih edilmektedir (Uysal vd 2006).

Bu organizma, ilk defa 1910 yilinda, Amerikali bir aragtirmaci olan Thomas Hunt
Morgan tarafindan genetik caligmalarda kullanilmaya baglanmistir. Morgan yaptigi ¢aligmalar
ile modern genetik biliminin temelini olusturan “kalitimin kromozom teorisini” gelistirmis ve
Nobel-Fizyoloji Tip 6diliinii kazanmistir. 1946 yilinda Hermann Joseph Muller meyve
sineklerinde mutasyon hizini artirmak i¢in X-1sinindan yararlanmistir.1995 yilinda Edward B.

Lewis, Christiane Niisslein-Volhard ve Eric F.Wieschaus, embriyonik gelisimin genler
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tarafindan nasil denetim altinda tutuldugunu ortaya koymak i¢in Drosophila’dan
yararlanmislardir. 2004 yilinda Richard Axel de Drosophila’y: kullanarak koku reseptorleri ve
koku alma sisteminin ¢alisma mekanizmasint ¢ézmiistiir. 2011 yilinda Jules Hoffmann
bagisikligin nasil etkin hale geldigini yine sinekler sayesinde 6grenmis ve ifade etmistir. 2017
yilinda Jeffrey Hall, Michael Rosbash ve Michael Young, meyve sineklerini kullandiklari
calismalarinda giinliik biyolojik ritmi (sirkadyen ritim) kontrol eden genleri, bu genlerin tiriinii
olan gece artan, giin i¢inde azalan proteinleri bularak hiicre i¢inde kendi kendine isleyen saatin

mekanizmasini bulmuslardir.

Son yillarda yapilan c¢alismalarda D. melonagaster’in insan hastaliklarinin
arastirtlmasinda da 6nemli bir model olabilecegi diistiniilmektedir. D.melonagaster genomunun
sekanslarinin belirlenmesinden sonra, insanlardaki genetiksel hastaliklarla iliskilendirilen
genlerin %60’ mndan fazlasinin D. melonagaster genomunda ortolog (homolog) gen olarak
benzer sekanslarla bulundugu goriilmiistiir. Amplifikasyon ya da gen kuvvetlendirilmesi (bir
DNA dizisinin/ 6zel bir niikleik asit baz dizisinin birgok kopyasini olusturan in vitro ¢ogaltma
islemi), delesyon veya mutasyon sonucu dizilisi degisen ve insan hastaliklariyla iliskilendirilen
287 genin 178’inin ortolog geni D. melonagaster’de bulunmaktadir. Bernards and Hariharan
(2001)’a gore, bu genler kanser, ndrolojik rahatsizliklar, malformasyon sendromlari,
metabolizma bozukluklar1 ve renal hastaliklarla ilgili genlerdir. D. melanogaster ve insan
genom sekanslarindaki bu benzerlikler sonucu, insan genetiksel hastaliklarinin veri tabani olan
“Online Mendelian Inheritance in Man” (OMIM)’ dan derlenen ve hastaliga neden olan bir
genin, D. melanogaster genomik sekansiyla karsilagtirllmasiyla hastalikla ilgili gen hakkinda

bilgi edinmeyi amaglayan “homophila” veri taban1 kurulmustur (Chien et al. 2002).

Drosophila melanogaster’in genetik ¢alismalardaki 6nemi

1. D. melanogaster, genetik alanindaki arastirmalar igin aragtirmacinin gézetimi altinda
istenilen Ozellikleri tasiyan organizmalarin caprazlanmasi olarak tanimlanan
kontrollii ¢gaprazlamalarin yapilabildigi en 6nemli model organizmalardan birisidir.
Uygulamalar esnasinda arastirmaci, kosullardan birisini degisken, digerlerini sabit
tutarak deney ve kontrol gruplar1 olusturur ve bu sekilde hedef 6zelliklerin nesiller
boyu nasil aktarildigi gozlemlenir.

2. Eseyli lireyen D. melanogaster’de, gametogenez sirasinda rekombinasyona bagl
olarak varyasyon meydana gelmektedir ve bu varyasyonlar fenotipik olarak
kolaylikla birbirinden ayrilabilen farkli varyant gruplarini olusturmaktadir.

3. D. melanogaster, birgok dogal ya da yapay varyasyona sahip bir organizmadir ve bu

Ozelliginden dolayr genetik ile ilgili arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Bu
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organizmanin farkli g6z renkleri, kanat sekilleri ve kil tiplerine gore farkli test
teknikleri ile ¢alismalar yapilabilmektedir.

4. llgilenilen herhangi bir fenotipik 6zelligin ebeveynlerden yavrulara nasil aktarildigini
gozlemleyebilmek icin, genetiksel c¢alismalarda kullanilan organizmanin hayat
dongiisiiniin kisa olmasi gerekir. D. melanogaster, hayat devrinin kisa olmasi
bakimindan da genetik calismalar igin ideal bir organizmadir. 25+1°C ortam
sicakliginda yaklasik 9-10 giin i¢inde ergin hale gelen birey yeniden iiremeye
baslamaktadir.

5. Genetik ¢alismalarda kullanilacak organizma, her nesilde ¢ok sayida yavru
verebilmelidir. Disi bir D. melanogaster giinde takriben 50 yumurta birakmaktadir.
Bu 6zelligi nedeniyle yaklasik 10 giin i¢cinde yalnizca tek bir nesil i¢in 500 bireyden
olusan bir popiilasyon elde edilebilmektedir. Boylece kalitimla ilgili daha saglikli ve
giivenilir bilgi edinilebilir.

6. Ayrica Drosophila cinsine ait yabanil ya da mutant tiirler, deney hayvani olarak
secilen genetik model organizmada bulunmasi gereken diger bircok avantaja da
sahiptir. Ozellikle kolay yetistirilebilme énemli avantajlardan birisidir. Bu tiirlerin
yetistirilebilmesi i¢in gerekli olan 6rnegin toz seker, misir unu ve bira mayas: hem
ucuz hem de her zaman, her yer de bulunabilen besin maddeleridir. Laboratuvar
sartlarinda pahali kimyasal madde ve ara¢ gereglere ihtiyagc duyulmamasi da
arastirmacilar tarafindan 6nemsenmektedir.

7. Bu model organizma kiiltiirlerin taze besi yerlerine aktarilmasi, yeni bir
caprazlamanin baslatilmasi, ebeveyn ya da yavru bireylerin fenotipik 6zelliklerinin
incelenmesi gibi herhangi bir uygulamadan 6nce eterize edilerek istenilen islemler

kolaylikla gergeklestirilebilmektedir (Uysal vd 2006).

D. melanogaster’in sistematikteki yeri

Regnum (Alem): Animalia (Hayvanlar alemi)

Phylum (Sube): Arthropoda (Eklem bacaklilar)

Subphylum (Alt Sube): Mandibulata-Antennata

Classis (Sinif): Insecta-Hexapoda (Bocekler-Alti bacaklilar)
Subclassis (Alt Siif): Pterygota (Kanatli bocekler)

Superordo (Ust Takim): Mecopteroidea-Panorpoidea (Uzun kanatlilar)
Ordo (Takim): Diptera (iki kanatlilar)

Subordo (Alt Takim): Brachycera (Sinekler-Kisa antenliler)

Familia (Familya): Drosophilidae (Sirke/Meyve sinekleri)
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Genus (Cins): Drosophila

Species (Tiir): Drosophila melanogaster

Regnum (Alem): Animalia (Hayvanlar alemi): Tiirkge ifade ile hayvan sozciigii
solunum yapan, hareket eden canlilar1 ifade etmek i¢in kullanilsa da biyolojik anlamda insanlar1
da kapsamaktadir. Ancak ister bir hiicreli olsun ister ¢cok hiicreli omurgali ya da omurgasiz
olsun tiim hayvanlari tanimlamak i¢in “insan harici hayvanlar” kalib1 kullanilarak ince bir ayrim
da yapilmaktadir. Hayvanlar aleminin tamami Okaryotik hiicre yapisina sahip ¢ok hiicreli
canlilardir. Bu alemin {iyeleri ¢ogunlukla diploid kromozom sayilidir. Gametogenez ile olusan
mayotik hiicreler tiim hayvanlarda eseyli liremeyi gerceklestirir. Embriyonik gelisim esnasinda
hiicresel gogler ve doku organizasyonu gorilir. Biiylimeyi gergeklestiren dokular
programlanmis bilgi dogrultusunda zamanla bdliinme 6zelligini tamamladig1 igin biiyiime ait
olduklar tiire 6zgii ve sinirlidir. Bu aleme dahil olan canlilar yagam alanlarina (habitat) gore

farkli kullanamadiklar1 i¢in de beslenmeleri heterotrofiktir (disbeslek/disbeslenen).

Phylum (Sube): Arthropoda (Eklem bacaklilar): Arthros:eklem, podos:ayak “eklemli
ayaklilar” omurgasiz hayvanlarin en bliylik subesidir. Viicutlar1 heteronom segmentli olup
ekstremiteleri viicutlarina eklem noktalar1 ile baglanmaktadir. Bacak, kanat, anten ve agiz
pargalar1 gibi ekstremiteler, hareket edebilen eklemli pargalardan olusmaktadir. Kitin ve
kalsiyum karbonattan olugsmus bir dis iskelete (exoskeleton) sahiptirler. Viicutlar1 bilateral
simetrilidir ve biiylime siirecinde kabuk degistirme gozlenir. Viicutlar1 bas (cephalon/caput),
gbgiis (thorax) ve karin (abdomen) olmak iizere segmentli (metamerik) yapidadir. Her viicut
bolgesi farkli sayida segmentten olugsmaktadir. Bazi gruplarda ise bas ve gogiis birleserek
cephalotoraks adini alir. Gelisimlerinde gozlenen metamorfoz (baskalasim/deri degisimi) ya
holometabola (tam baskalasim) ya da hemimetabola (yar1 bagkalasim) seklindedir. Agik
dolasim sistemine ve ganglionlardan olusan sinir sistemine sahiptirler. Ayr1 eseyli olup karada,
havada ve suda yasarlar. Suda yasayanlar solungaglari, karada yasayanlar ise trakeleri (solunum

borulari/borular sistemi) ile solunum yaparlar.

Classis (Sinif): Insecta-Hexapoda (Bocekler-Alti bacaklilar): Bocekler, Arthropoda
subesinin tiir ve takson bakimindan en kalabalik hayvan sinifidir. Bu sinifa ait bireylerde viicut
bas, goglis ve karm olmak {iizere ii¢ kisimdan olusur. Basta bir cift anten, bir g¢ift
birlesik/petekgdz, ve agiz pargalart bulunmaktadir. Gogiis bolgesi prothorax (birinci),
mesothorax (ikinci) ve metathorax (liglincii) olmak tizere ii¢ segmentten olusur ve her gogiis
segmentinde bir ¢ift bacak bulunur. Ayrica mesothorax ve metathorax gogiis segmentlerinden

birer ¢ift kanat ¢ikar. Karin kismi 11 segmentli olup bu segmentler {iye tagimazlar.
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Subclassis (Alt Sinif): Pterygota (Kanatli bocekler): Bu alt sinifin erginleri mesothorax
ve metathoraxta hareketli kanatlar tasirlar. Ancak bazilarinda kanatlar kaybolmustur ve

gelismelerinde yar1 bagkalasim (hemimetabola) ya da tam baskalasim (holometabola) goriiliir.

Superordo (Ust Takim): Mecopteroidea-Panorpoidea (Uzun kanathlar): Arka

kanatlar1 korelme egilimi gosterir.

Ordo (Takim): Diptera (Cift kanatlilar): Bu takimin en 6nemli 6zelligi ugmak igin ¢ift
kanat tagimasidir. Ancak bazi tiirlerinde g6giis bolgesinde metathoraks segmentindeki kanatlar
korelerek ugusta stabilizasyon saglayan (ugus sabitleyici) topuz seklinde bir ¢ift mekanosensor

dokuya “halter organina” evrimlesmistir (Sekil 11).

Sekil 11. Diptera takiminin tiim tiyelerinde ve D. melanogaster’de halter organ

Subordo (Alt Takim): Brachycera (Sinekler- Kisa antenliler): Bu alt takimda kitinden
olugmus ag1z ¢engelleri bulunmaktadir (Sekil 18). Pupa, iiciincii larva evresinden kalma bir deri
ile sarilir. Antenleri ¢ok kisadir ve birbirinden farkli sekilleri olan segmentlerin birlesmesiyle
meydana gelmistir. Ugiincii anten segmenti ya sadece arista (ug kilr) tasir (Sekil 12) ya da bu

segmenti izleyen anten segmentleri birbirleriyle kaynasarak kamg¢1 olusmaktadir.

1.,2.,3. ve 4. segmentler

Sekil 12. D. melanogaster’de arista tipi anten
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Familia (Familya): Drosophilidae (sirke sinekleri): Bu sinekler c¢iirlimekte olan
meyvelerin ve bira, sirke, meyve suyu gibi bazi tatli sivilarin kokusuna pozitif kemotaksi

(yonelim) gosterirler.

Genus (Cins): Drosophila: Kiigiik bir sinek cinsidir ve biyiikliigii ev sineklerinin
(Musca domestica) 1/3’ti kadardir. Yabanil olan Drosophila’da viicut rengi genellikle

kahverengi, gozleri ise kiremit kirmizi renktedir (Sekil 13).
Species (Tiir): Drosophila melanogaster (meyve sinekleri/fruit fly)

Sarap sinegi, posa sinegi, liziim sinegi olarak da bilinen D. melanogaster’de viicut bas,
gbgiis ve karin olmak tizere ii¢ kisimdan olugmaktadir. Bas ve gogiis kismi bliyiik sert killar
(makroseta) ve ufak yumusak killar (mikroseta) ile ortiiliidiir. Bunlarin her iki tiirii de duyu
organi olarak gorev yaparlar. Basin tepe (verteks) kisminda {i¢ tane basit/nokta (ocel) goz, yan
taraflarinda ise alti segmentin birlesmesinden meydana gelen bilesik (petek) goz ve bir cift

arista tipi anten bulunmaktadir (Sekil 13).

Basin verteks
kismui ve ti¢
basit goz

Bilesik g6z

Arista tipi
anten

Sekil 13. D. melanogaster’in bas kismina ait yapilar

Gogiis kismi li¢ segmentli olup bu segmentler 6nden arkaya dogru protoraks,
mesotoraks ve metatoraks olarak isimlendirilir ve her bir segmentten bir ¢ift bacak ¢ikar. Birinci
¢ift bacak ikinci ve ti¢iincii ¢ift bacaklardan daha uzundur. Bir bacakta bulunan segmentler
viicuda baglandigi yerden itibaren coxa, tronchanter, femur, tibia ve tarsus olarak

isimlendirilmektedir (Sekil 14).
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Sekil 14. Drosophila’da viicut bolgeleri, bacaklarin goriiniisii ve bacak segmentleri

Bu tiirlin ergin erkek ve disi bireylerinde 6n bacagin tarsus segmenti birbirinden
farklidir. Erkeklerin birinci tarsus segmentinde esey taragi veya metatarsal tarak adi verilen bir
yap1 vardir ve ¢iftlesme esnasinda disi bireyin tutulmasini saglar. Bu kisim diside bulunmaz
(Sekil 15). Ayrica mesotoraksta bir ¢ift uzun kanat ve metatoraksta da evrimsel siire¢ i¢inde
korelmis ikinci ¢ift kanattan orjinlenen ve halter organi olarak tanimlanan ucu topuzlu uzantilar
bulunmaktadir. Ozellikle ugus sirasinda titrer sekilde hareket eden halter organi, viicudun
pozisyonundaki degisiklikleri algilayarak sineklere kilavuzluk yaparak akrobatik ucus ve
dengeli hareketlilik sirasinda saglamaktadir.Bir ¢esit jiroskop (diizdoner, doniis ekseninin
kendi kendine herhangi bir yonii kabul etmekte 6zgiir oldugu donen bir gark veya disk) gibi
hatta simulatorik organ gorevi yaptigi i¢in vazgecilmez bir yapidir. Halterleri koparilan sinekler

dengelerini yitirir ve gogu kere ugamazlar (Sekil 11).

Sekil 15. Erkek ve disi Drosophila’da L.¢ift bacak ve I. tarsus segmenti tizerindeki esey taragi

Karin bolgesinin sekline gore erkek ve disi sinekler birbirinden morfolojik olarak
ayrilabilmektedir. Diside abdomenin ucu uzun ve sivri, erkekte ise daha kisa ve yuvarlak olarak
sonlanir. Drosophila nin yabanil ve mutant bireylerinde abdomen segmentlerinde bulunan
koyu renkli ¢izgiler, erkek ve disilerin ayriminda kullanilan 6nemli kriterlerden birisidir. Erkek

bireylerde abdomenin arka segmentleri siyahtir. Diside ise bu acik ve koyu segmentler
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abdomenin ug¢ kismina kadar devam eder. Disilerde 7 abdominal segment, erkeklerde ise 5

abdominal segment mevcuttur (Sekil 16).

‘\__

Sekil 16. D.melanogaster'in erkek ve disilerinde abdomen segmentlerinin goriintisii (10X40)
D.melanogaster’in Yasam Dongiisii

D. melanogaster’de tam baskalasim goriilmektedir. Dollenmeden yaklasik 22-24 saat
sonra yumurtadan l.evre larva cikar. iki deri degisiminden sonra pupa meydana gelir.
Yumurtadan ergin birey olusmasi i¢in gegen siire 25 +1 °C’de yaklasik 9-10 giindiir. D.
melanogaster’e ait ergin disi bireyler ortalama 26 giin, erkek bireyler ise 32 giin yasarlar. Virgin
(bakire) disi sinekler pupa kilifindan c¢iktiktan 12 saat sonra yeniden ¢iftlesip
yumurtlayabilirler. Erkek bireyler ise birka¢ saat icinde ¢iftlesebilmektedir. Pupadan ¢ikan
erkek ve disilerin giftlesme ve disilerin yumurtlama siireleri g¢esitli Drosophila tiirlerinde

farklilik gosterebilmektedir.

Drosophila 'nin hayat evresi; yumurta, larva, pupa ve ergin olmak iizere dort evreden
olugsmaktadir (Sekil 17). Déllenmenin baslangicindan itibaren yumurta i¢i segmental degisim
ve 1. evre larvanin olusumuna kadar gecen doneme “embriyonik periyot”, larvanin yumurtadan
ciktig1 ve ergin hale gelinceye kadar gegirdigi tiim metamorfoz evrelerine de “postembriyonik
periyot”denilmektedir. Ancak gelisim devam ederken sicaklik, beslenme, nem, giftlesme,
popiilasyon yogunlugu, radyasyon gibi faktorler hayat dongiisiinii etkileyen cevresel
faktorlerdir (Kizilet ve Uysal 2012).
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Yumurta

Larva

Larva /

Larva
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Sekil 17. Yumurtadan ergine Drosophila 'nin hayat evresi

D. melanogaster’de yumurtanin déllenmesinden sonra 0-22 saat iginde embriyo olusur.
22.saatinsonunda yumurtadan larva ¢ikar ve toplu igne basi kadar olan, gozle goriilebilen bu
larva birinci instar (evre) larvadir. Yaklagik 47. saatte 1. deri degisimi sonucunda ikinci evre
larvalar, 72.saatte ise 2. deri degisimi sonunda tigiincii evre larvalar meydana gelmektedir (Sekil
18). 1., 2. ve 3. Evre larvalar besi yerinde oyuklar acarak beslenmeye devam ederler. Larvalarin
ag1z kisminda bulunan kitin agiz ¢engelleri, H harfine benzer yapilanma gosterdigi i¢cin “H
organi” olarak da tanimlanmaktadir (Sekil 18). 5. giinde 3.evre larvalar, kitin plaka ile sarilmaya
ve yavas yavas hareketsizlesmeye baslayarak 4. larva evresi olarak da tanimlanan prepupa
evresine gecerler. Tamamen hareketsiz evre ise pupa evresidir ve fi¢1 tipi pupa 6. giinde
olustuktan sonra imaginal disklerin histolizi ve ergin bireylere ait organogenez ile pupa ici

degisiklikler baglar. Yaklasik 9-10 giin sonra da ergin bireyler pupa kilifindan ¢ikarlar.
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1.E 2 Evre 3 Evre

Sekil 18. D.melanogaster’de 1., 2.ve 3. evre larvalarin boyutlar1 (H: kitin agiz ¢engelleri)

D. melanogaster’in 2n=8 kromozomu bulunmaktadir (Sekil 19). I. ¢ift kromozomu esey
kromozomu olup (X kromozomu) telosentriktir. II., III. ve IV. ¢ift kromozomlar1 ise otozom
olup II. ve IIL ¢iftler metasentrik, I'V. ¢ift kii¢iik bir telosentrik kromozomdur. Cok kiiglik olan
IV. cift kromozom genellikle somatik hiicrelerden hazirlanan karyotiplerde nokta seklinde

goziikmektedir (Uysal vd 2006).

Sekil 19. D. melanogaster’in disi ve erkek bireylerine ait mitotik metafaz kromozomlari

IXX)

D. melanogaster’in mutant soylari

Bu tez calismasi kapsaminda genetik ve toksikoloji alanlarinda yapilan ¢alismalarda
siklikla tercih edilen ve dkaryotik bir model organizma olan D. melanogaster’in multiple wing

hair (mwh) ve flare (flr®) mutant soylari, “Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (Kanat
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Benek Testi)” (SMART) i¢in kullamilmistir. Bu mutant soylar, Atatiirk Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Genetik Aragtirma Laboratuvari’nda uzun yillardan beri
kendilestirilmis (baci-kardes eslestirmeleri), genetik agcidan homojen soylar olup %60 bagil
nem iceren, 25+1°C sicaklik ve siirekli karanlik kosullarda isitmali-sogutmali sicaklik

kabinlerinde muhafaza edilmektedir.
Mutant tiirlerin genotipik yapisi asagida verilmistir;

1. multiple wing hair (mwh/mwh)
2. flare (fIr®) /In (3LR)TMS3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e es Bd®.

Bu stok kisaca flr}/TM3, BdSseklinde de gosterilmektedir.

Somatik mutasyonlarin belirlenmesi i¢inkullanilan multiple wing hair ve flare mutant
soylar1 genomlarinda tasidiklar: uygun marker (belirleyici/isaret) genlerinden dolay1 fenotipte
birbirinden kolayca ayrilabilen kanat killarmna (trikom) sahiptirler. mwh ve flr®isaret genleri her

iki tiirde de tigilincii otozom lizerinde tasinmaktadir (Sekil 20).

mwh fIr  Sentromer Bd
0.3 38,8 47.7 91,9

Sekil 20. flr® ve mwh genlerinin 3. kromozom iizerindeki lokasyonlari

SMART’ta kullanilan flr® mutant soyuna ait flr® resesif geni, 3. kromozomun sentromere
yakin 38,8. lokasyonunda (3-38,8) yer almaktadir (Sekil 20). Bu isaret geni fenotipte uzun, diiz
ve normal kanat killart yerine kisa, belli bir bigimi olmayan, kdrelmis, nokta seklinde koyu
renkli killarin olusumuna (Sekil 22a) yol agmaktadir (Graf et al. 1984) ve ayn1 zamanda
genotipik olarak homozigot durumda letal etkilidir. flr® genini homozigot olarak tasiyan bireyler
embriyonik gelisimlerini tamamlayamamaktadirlar. Bu yiizden ergin birey olusumu
gozlenememektedir. Embriyonik evrede gerceklesen letal etkinin ortadan kaldirilmasi igin Bd®
(beaded-serrat) genini tasiyan TM3 dengeleyici kromozomu kullanilmaktadir (3-91,9).
Dengeleyici bir kromozomla (TM3Bd®) birlikte bu bireyler (flr¥)TM3Bd®) yasatilmaktadir.
Ayrica yine 3. otozomda taginan Bd® geninden dolay1 normal bireylerde diizgiin olan uzun kanat

kenarlar1 (Sekil 21a) bu mutant tiirde testere disi seklindedir (Sekil 21b).
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Bir diger isaret geni olan mwh geni de resesif bir gen olup flr® geni gibi 3. otozom
tizerinde ve telomere yakin 0,3. lokasyonda (3-0,3) yer almaktadir (Sekil 20). Bu gen bir
hiicreden ii¢ veya daha fazla sayida kanat kilinin (Sekil 22b) ¢ikmasina neden olmaktadir (Graf
et al. 1998). Ancak flare mutant tiiriinde testere disi seklinde olan kanat kenarlar1 diizgiin
sekillidir (Sekil 21a).

’ -

Sekil 21. a.Yabanil ve multiple wing hair mutant bireylerde diizgiin kenarli uzun kanat sekli b.
flare mutant bireylerde testere disine benzeyen kanat sekli (10x40)
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Sekil 22. a. flr® geni tasiyan bireylere ait kisa, korelmis kanat killarinin mikroskobik goriintiisii
b. mwh geni tasiyan bireylere ait {i¢ veya daha fazla kanat killarinin mikroskobik goriintiisii
(10x40)

Calismada kullanilan kimyasallar

Tez galismasinda kullandigimiz tekstil boyalari; Reactive Blue 19 (RB19), Siiperfix
Navy Blue BF (SNBBF), Reaktive Back 5/Stiperfix Black B (RB5/SBB), Siiperfix Red 3BF
(SR3BF), Siiperfix Black NNX (SBNNX), Synacryl Black XFDL (SBXFDL)’dir. RB19,
SNBBF, RB5/SBB, SR3BF ve SBNNX boyalari, boyama 6zelligine gore reaktif boyarmadde

simifinda yer almaktadir. Suda kolay c¢oOziinebilme, kumasa kolay tutunma, uzun siire
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bozulmadan saklanabilme 6zelliklerine sahiptirler. Toz halinde olup kokusuzdurlar. RB19 koyu
mavi, SNBBF koyu mavi-lacivert, RB5/SBB koyu yesil, SR3BF agik kirmizi, SBNNX ise siyah
renklidir. SBXFDL boyasi ise boyama 6zelligine gore bazik boyarmadde sinifindadir. Suda

¢Oziinebilen katyonik boyarmaddedir. Kokusuz, siyah-gri tonlarinda ve toz halindedir.

Calisma kapsaminda SMART igin propiyonik asit (Cas No: 79-09-4), agar-agar (Cas
N0:9002-18-0), dietil eter (Cas No: 60-2-7), Drosophila Instant Medium (DIM), gliserol (Cas
No: 56-81-5), arap zamki (Cas No: 9000-01-5), kloralhidrat (CasNo: 302-17-0), etil
metansiilfonat (EMS: Cas No: 62-50-0) ve entellan (Cas No: 97-88-1) gibi kimyasal maddeler
kullanilmis ve bu kimyasal maddelerin timii Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) firmasindan

temin edilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan cihaz, cam ve metal malzemeler Atatiirk Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bo6liimii, Genetik Aragtirma Laboratuvarindan saglanmistir. Bunlar;
hassas terazi (KERN ABJ 220-4M), 1sitmali-sogutmali sicaklik kabini (BINDER ETUV RE53),
no-frost buzdolab1 (VESTEL IDEA 465 A NF), kuru hava sterilizatorii (BINDER ED 115),
stereo mikroskop (NIKON/ SMZ-10), kamerali trinokiiler 151tk mikroskobu (BOECO, BM-
180/T/SP), binokiiler mikroskop (LEITZ), manyetik karistirict gibi cihazlar ile kurutma kagid,
beher, cam kroze, cam sise, tikag, erlenmayer, baget, petri kabi, ince uglu tweezer (pens), sayim

levhasi, lam ve lamel gibi cam ve metal malzemelerdir.

Metot
Standart Drosophila besiyerinin yapihisi (SDB)

Genetik Arastirma Laboratuvari’nda tiim yabanil ve mutant Drosophila stok kiiltiirleri
SDB igeren kiiltiir siselerinde yasamlarini siirdiirmektedir. SDB’nin hazirlamasi i¢in kullanilan
malzemeler miktarlari ile birlikte Tablo 4’te verilmistir. Besiyeri hazirlanirken 6ncelikle 440
cc saf su kaynatilir. Ayri1 bir beherde bulunan 125 cc saf suya misirunu ve bira mayasi eklenerek
homojen hale getirilir. Kaynamaya baslayan 440 cc saf suya sirasiyla agar ve seker ilave edilip
cam baget yardimiyla karistirilir. Kaynayan agar ve seker karigimina ayr1 bir beherde hazirlanan
misir unu ve bira mayasi karisimi da eklenerek yaklasik 15 dk kisik ateste kaynatilarak kivam
almasi saglanir. Besiyeri biraz sogumaya birakilir ve igine kiif inhibit6rii olarak 3-3,5 ml
propiyonik asit ilave edilir. Hazirlanan SDB, heniiz sicakken 100 ml’lik steril kiiltiir siselerine
dokiiliir (Sekil 23). Daha sonra iistleri temiz kurutma kagitlar ile kapatilan kiiltiir siseleri bir
giin oda sicakliginda sogumalart icin bekletilir. Besiyerleri soguyup katilastiginda kiiltiir
siselerinin agizlar1 steril siingerlerle kapatilip kullamilincaya kadar buzdolabinda (+4°C)

saklanir.
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Tablo 4. SDB’nin Igerigi

Kullanilan maddeler

Maddelerin miktarlar

Agar 9gr
Toz seker 60 gr
Bira mayasi 19 gr
Misir unu 50 gr
Saf su 565 cc
Propionik asit 3,5¢cc

Sekil 23. SDB i¢eren kiiltiir siseleri
Eterizasyon (bayiltma) yontemi

Drosophila cinsine ait ergin bireyler negatif geotropik (yer¢ekiminin tersine), pozitif
fototropik (1s18a dogru) ve pozitif kemotropik (kimyasal maddelere/kokuya) yonelim
gosterdiklerinden ¢esitli manipiilasyonlarin yapilabilmesi i¢in dietil eter kullanilarak bayiltma
islemine tabi tutulurlar. Sinekler cam krozeye, kroze de i¢cinde bir miktar dietil eter bulunan
erlenmayer i¢ine yerlestirilir. Krozenin tabaninda bulunan torf gozeneklidir ve bu sayede eter
krozenin i¢ine buharlasir. Krozenin gévdesinde bulunan sinekler bu sekilde kisa bir siire iginde
bayiltilmis/eterize edilmis olur. Stok kiiltlirlerin yenilenmesinde ve uygulama gruplarinin
olusturulmasinda eterizasyon yapilmaktadir. Ancak sinekler uzun siire etere maruz

birakilmamalidir.

Tekstil boyalarina ait stok cozeltilerin hazirlanmasi

Bu amagla 100 mg tekstil boyas tartilarak 100 ml distile su i¢inde manyetik karistiric
yardimi ile homojen hale gelinceye kadar ¢ozme islemine tabi tutulmus ve stok c¢ozeltiler

hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler her uygulama grubu i¢in uygulamadan hemen 6nce taze olarak
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hazirlanip uzun stire bekletilmeden kullanilmistir. Daha sonra her boya uygulama grubu i¢in 6n
denemeler ile belirlenen farkli uygulama konsantrasyonlar1 stok cozeltilerden seyreltilerek

alinmis ve Drosophila Instant Medium (DIM)’a ilave edilmistir.

SMART i¢in ergin bireylerin toplanmasi

SMART yonteminde kullanilacak olan D. melanogaster’ in iki mutant tiiriine ait erkek
ve disi bireylerin sayisini artirmak i¢in ilk olarak taze SDB iceren kiiltiir siseleri hazirlanmistir.
Kiiltiir siselerine ayr1 ayr1 olmak iizere flr® ve mwh tiirlerinin erkek ve disileri eterize edilerek
konulmus ve ¢aprazlamalar baglatilmistir. Ciftlesmeleri takiben hayat devrini tamamlayip ergin
birey hale gelen aym yash (1-3 giinliikk, 72+4 saatlik) flr® ve mwh sinekleri, 4’er saatlik
periyotlar halinde 6zellikle disiler ¢iftlesmeden (virgin) toplanip taze SDB igeren siselere disi
ve erkekler yine ayr1 ayr1 olmak {izere alinmiglardir. Tiim kiiltiir siseleri, trans-heterozigot
larvalarin elde edilmesi i¢in yeterli birey sayisina ulasilip ¢aprazlamalar baslatilincaya kadar

1sitmali-sogutmali etiivlerde muhafaza edilmistir.

Trans-heterozigot larvalarin elde edilmesi

Bu amagla c¢iftlesmeden toplanip muhafaza edilen ergin bireyler kullanilarak

oncelikle asagidaki resiprokal ¢aprazlamalar yapilmistir.
a) P: flIrrQ X mwh & caprazlamasi ve b) P: fIr’d X mwh @

Bu caprazlamalardan P: flr*Q X mwh & caprazlamasinin yavru verimi daha fazla
oldugundan dolayi tercih edilmistir.Caprazlamalar yine dnceden hazirlamis SDB igeren kiiltiir
siselerinde ve deney planlamasina gore her sisede ortalama 40 disi, 40 erkek olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Her iki soya ait disi ve erkek bireylerin ¢iftlesmeleri i¢in 1 giin siireyle
beklenilmistir. Ciftlesmeler gergeklestiginde disiler tarafindan besiyeri ilizerine birakilan
yumurtalardan ¢ikan larvalarin ayni evrede olabilmeleri i¢cin ayn1 ebeveynler ertesi giin farkl
besiyeri ortamina aktarilmistir. Boylece ayni ebeveyn bireylerden her yeni besiyerine yumurta

birakilmasi saglanarak daha fazla larva elde edilmistir.

Trans-heterozigot larvalara tekstil boyalarmmin uygulanmasi, ergin bireylerin
toplanmasi ve kanat preperatlarinin hazirlanmasi

Uygulama gruplarinda kullanilacak olan RB19, RB5/SBB, SBNNX, SBXFDL, SR3BF,
SNBBF tekstil boyalart ile ilk olarak uygulama konsantrasyonlarini belirlemek i¢in birgok 6n
deneme yapilmistir. On denemeler sonucunda her tekstil boyast igin 150, 300 ve 450 ppm olmak
tizere li¢ farkli konsantrasyon belirlenmistir. En diisiik konsantrasyon olarak segilen 150 ppm’in

altindaki konsantrasyonlarda herhangi bir genotoksisite gozlenmemistir. En yiiksek
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konsantrasyon olan 450 ppm’in iistiindeki konsantrasyonlarda ise larval yasayabilirlik ylizdesi

diistiigli icin daha yliksek konsantrasyonda uygulamalar yapilamamuistir.

Deneysel prosediiriin uygulanabilmesi i¢cin hem kontrol hem de uygulama gruplari
hazirlanmigtir. Tiim boyalarin ¢oziiciisii olan distile su, negatif kontrol grubu olarak,
genotoksitesi iyi bilinen etil metan siilfonat (EMS/Ippm) ise pozitif kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Tiim tekstil boyalari, 6n denemeler ile belirlenmis ti¢ farkli konsantrasyonda

(150, 300 ve 450 ppm) olmak tizere DIM’a eklenerek uygulama gruplar1 da olusturulmustur.

Daha sonra uygulama ve kontrol gruplara ait DIM igeren kiiltiir siselerine, 100’er
trans-heterozigot larva konulmustur. Gerek uygulama gerekse kontrol gruplarina ait trans-
heterozigot larvalar, bagkalagimlarin1 tamamlayip ergin birey haline gelinceye kadar 1sitmali-
sogutmali etiivlerde muhafaza edilmistir. Daha sonra kontrol ve uygulama gruplarina ait
metamorfozu tamamlayabilen larvalardan gelisen ergin bireyler, giinliik olarak eterize edilip
toplanmigtir. Toplama islemi sirasinda tiim erginler binokiiler mikroskop altinda kanat
morfolojilerine gore incelenerek normal ve serrat kanatli olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Bu
bireyler SMART i¢in kanat preparatlari hazirlanincaya kadar %70 etil alkol iceren ependorf

tiipleri icerisinde +4°C’de muhafaza edilmistir.

Kanat preparatlarinin hazirlanabilmesi i¢in Faure soliisyonu kullanilmaktadirve bu
soliisyonun igerigi Tablo 5°te verilmistir (Schaik and Graf 1991). Kanat preparatlari
hazirlanirken 6ncelikle etil alkolde saklanmig olan her bir sinek, i¢inde faure soliisyonu bulunan
cukur lam ya da saat camina konulmustur. Daha sonra binokiiler mikroskop altinda ince uclu
pens yardimiyla onlara ait kanatlar viicuda baglandig1 yerden 6zenle ayrilmistir. Her bireye ait
kanatlar ciftler halinde yan yana gelecek sekilde rodajli lam {izerine diizenli araliklarla
dizilmistir. Bir lam {izerine ortalama 80 adet kanat yerlestirildikten sonra preparatlar toz
almayacak sekilde bir giin siire ile kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlara bir-iki damla
entellan damlatilip 24x60 mm’lik lamelle kapatilarak tekrar kurumaya birakilmistir. Tiim
islemler tamamlandiktan sonra kuruyan preparatlar 151k mikroskobu altinda incelenmeye hazir

hale gelmistir.

Tablo 5. Faure Soliisyonunun Igerigi

Kimyasal maddeler Kullanilan miktarlar
Gliserol 20 ml
Gam arabik 30gr
Kloral hidrat 50 gr
Distile su 50 ml
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Faure soliisyonun hazirlanisi

Soliisyonun hazirlanmasi i¢in 200 ml’lik beher i¢ine 6nce 10 ml gliserol konulup diisiik
1s1da manyetik karistirict ve manyetik bar yardimu ile karistirma islemi baslatilmistir. {1k etapta
gliseroliin iizerine yavas yavas 20 gr gam arabik ilave edilmistir. Daha sonra sirayla 6nce geriye
kalan 10 ml gliserol ve 10 gr gam arabik beherdeki karisima katilmistir (Tablo 5). Katilagsmaya
baslayan karisimin lizerine yavas yavas distile su ilave edilerek hafif¢e sulandirilan karigima bu
kez kloral hidrat ilave edilmistir. Ancak soliisyon katilagtik¢a distile su ilavesine devam
edilmistir. Tim kimyasal malzemeler karisim icinde yerini aldiktan sonra tamaminin
¢oOziinebilmesi i¢in yaklagik 5-6 saat daha manyetik karistirma islemi siirdiiriilmiistiir. Son
olarak siizge¢ kagidi ile tiim karisimin siizme islemi gerceklestirilmis ve Faure soliisyonu oda
sicakliginda koyu renkli agz1 vidali kapakli siselerde 1siktan uzak tutularak kullanima hazir hale

getirilmistir.

Kanat preparatlarinin mikroskopta incelenmesi

Mutant bireylere ait hem normal hem de serrat kanatlar tizerinde A, B, C, C', D, D've E
olmak iizere 7 ayr1 sektor bulunmaktadir (Sekil 24). Tim bu sektorler dikkate alinarak
hazirlanmis olan kanat preparatlarinin dorsal ve ventral kanat yiizeyleri kamerali trinokiiler 151k
mikroskobu ile taranmis (10X40) ve mutant klon olusup olusmadigina dikkat edilmistir.
Mikroskobik incelemelerde her sektorde gozlenen mwh ve/veya flr® mutant fenotipler sayilarak
kaydedilmis ve fotograflar1 ¢cekilmistir. Normal ve serrat kanat i¢cin mutant hiicre klonlarindaki

farkli benek gruplarina gore tablolar hazirlanmstir.

SMART, kanat benek testi olarak da tanimlanmaktadir ve kanatlarda gozlenen klon
tipleri Sekil 25°de sematik olarak gosterilmistir (Graf et al. 1984). Kanat trikomlarinda
meydana gelen sekil degisikliklerine ve sekil degisikliklerinin gozlendigi hiicre sayisina gore
ya tekli benekler (tek tip klon) ya da ikiz benekler (ikili benekler) olusmaktadir. Tekli benekler
yalmzca mwh (Sekil 22b) veya flr® (Sekil 22a) fenotipinde bulunurken, ikiz benekler mwh ve
flr® fenotiplerini beraber tasimaktadirlar. Tekli benekler eger 1-2 hiicreli ise kiiiik tek tip
(KTT) benek (1-2 mwh hiicre), 3 veya daha fazla hiicre gruplarindan olusuyorsa biiyiik tek tip
(BTT) benek (>3 mwh hiicre (BTT mwh klon) veya > 4 flr® hiicre (BTT flr® klon) olarak
isimlendirilmektedir. Tekli benekler, nokta mutasyonu, delesyon ve iki isaret geni
arasindakimitotik (somatik) rekombinasyonla olusurken ikiz benekler ise 3. kromozomun

sentromeri ve flr® geni arasindaki mitotik rekombinasyon ile meydana gelmektedir (Sekil 26).
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Sekil 24. Normal ve serrat kanatlara ait sektorler(10X40)
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Sekil 25. Kanatlardaki farkli trikom (kil) tipleri. a) Normal kanat trikomlar1 b) mwh veya flr®
fenotipi olarak kabul edilmeyen yapisal bozukluklar ¢) mwh geninin etkisiyle olusan trikomlar
d) flr® geninin etkisiyle olusan trikomlar
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Somatik rekombinasyon

KTT mwh kion BTT mwh klon BTT fir kion Ikiz klonlar

Sekil 26. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi sonuglariin mikroskobik
gosterimi (10x40)

SMART’1n avantajlari ve uygulama esaslari

mwh ve flr® isaret genlerini tasryan mutant Drosophila soylar1 kullanilarak uygulanan
SMART, somatik mutasyonlarin belirlenebilmesi i¢in uygulanan diger kisa siireli in vivo

testlerden daha avantajlidir. Ciinkii;

a) Bu testte sonuglarin elde edilebilmesi i¢in tek bir nesil gereklidir ve yeterlidir.

b) Bu testte hem kanat (kanat benek testi) hem de g6z (g6z benek testi) gibi iki somatik
doku kullanilmakta ve yalnizca tek bir ergin bireyde yiizlerce hiicre
incelenebilmektedir.

c) Isaret genlerinin trikomlarda meydana getirdigi degisiklikleri fenotipik olarak
gozleyebilmek ve olusan klonlar1 tespit edebilmek oldukga kolaydir.

d) Bu test hizli, ekonomik ve giivenilir bir test yontemi olarak 1984 yilindan gliniimiize

cesitli arastirmalarda kullanilmaktadir (Graf et al. 1984).

SMART uygulamasi ile heterozigotik kayiptan temel alan nokta mutasyon, non-
disjunction (mitotik ayrilmama), delesyon (kromozomal segment kayiplari) ve mitotik
rekombinasyon gibi gen mutasyonlar1 ya da kromozomal aberasyonlar tespit edilebilmektedir.
Bu test ile embriyonik gelisim sirasinda larval imajinal disk hiicrelerinde meydana gelen

kromozomal hasarlar ya da mikro mutasyonlar fenotipik olarak belirlenebilmektedir. Imajinal

52



diskler, larval gelisim sirasinda mitozla ¢ogalir ve metamorfoz ile ergin bireylerin kanat, goz
ve bacak gibi farkli viicut yapilarinin olustururlar. Somatik test yontemleri de larvanin imajinal
disklerinde mitotik olarak ¢cogalan biiyiik hiicre gruplarini hedef almaktadir. Eger bu imajinal
disk hiicrelerinden herhangi birinde herhangi bir genetik degisiklik olursa, daha ileri sathada
normal fenotipten farkli mutant hiicre gruplar1 olusur. Bu genetik degisiklik fenotipte
gozlenebilen bir degisiklige neden olursa, mutant hiicre gruplar1 ergin sinegin goz ve
kanatlarinda ¢oklu kil fenotipi ve kdrelmis kil fenotipi gibi mutant hiicre benekleri olusur.
SMART, uygun isaret genlerinde heterozigotlugun kaybini temel alarak gelistirilmigtir.
Boylece heterozigotlugun herhangi bir mutasyonla kaybedilmesi yabanil fenotip yerine mutant

fenotipin olusmasina yol agar (Guzman-Rincon and Graf 1995).

Mutant fenotip de daha 6nce deginildigi gibi mutant hiicre klonlarindaki farkli benek
gruplarina gore belirlenmekte ve kiigiik tek tip, biiyiik tek tip olmak tizere tek tip klon ya da
ikiz klon olarak ayrilmaktadir. Farkli tip mutasyonlarin olusmasina neden olan genetik

mekanizmalar Sekil 27°de verilmistir.

1. Hiicre  Mitoz 2. Hilere 1. Hilcre Miioz 2. Hilere 1. Hiiere Mitoz 2. Hilere

e §.3

H
Normal hilcre Delesyon ile Olusan Tekli Benek Nokta Mutasyonu ile Olusan Tekli Benek
1, Hilcre Mitoz 2. Hilere 1. Hilere Mitoz 2, Hiicre 1. Hilere Mitoz 2. Hilere
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Rekombinasyon ile Olugan Tekli Benek Rekombinasyon ile Olusan [kili Benek Aynlmama ile Olugan Tekli Benek

Sekil 27. Farkli tip mutasyonlarin olusmasina neden olan genetik mekanizmalar
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Klon indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi

Tekstil boyalar1 ile yapilan kronik uygulamalar sonucunda elde edilen her hiicre
béliinmesindeki mutant klon sayilar1 dikkate aliarak klon indiiksiyon frekans1 da (KIF) asagida

verilen formiile gore hesaplanmistir (Szabad et al. 1983).
f- n x108 — NC

Bu denklemde sadece mwh fenotipli klonlar g6z 6niine alindiginda; “f” mwh klonlarinin
indiiksiyon ortalama frekansi, “n” gbzlenmis olan toplam mwh klon sayisi, “N” analiz edilmis
olan kanat sayis1 ve “C” bir kanat iizerindeki incelenebilecek hiicre sayisim1 gostermektedir. Bir
kanat iizerinde incelenebilecek hiicre sayisi ortalama 24.400 olarak tahmin edilmektedir

(Wiirgler and Vogel 1986; Frei and Wiirgler 1996).

Yapilan ¢aprazlamalardan elde edilen trans-heterozigot larvalardan gelisen ergin
bireylerde kanat yapilar1 bakimindan normal (diiz) ve serrat (testere) kanat olmak {izere iki
farkli fenotip gozlenmektedir (Sekil 21). Serrat kanatli erginlerde bulunan dengeleyici
kromozom, bu kromozoma yerlestirilmis dominant mutant bir gen olan serrate (ser)’in varligi
ile tespit edilebilmektedir. Normal kanatlilarda hem mutasyon hem de rekombinasyonlar ile
meydana gelen mutant klonlar gozlenirken serrat kanatlilarda var olan TM3 dengeleyici
kromozomunun (fIr3/TM3,Bd®) rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle sadece mutasyonlara
bagli olarak olusan mutant klonlar godzlenmektedir. Bdylece normal ve serrat kanatl
bireylerden elde edilen verilerle ¢calismada kullanilan ajanin mutajenik ve/veya rekombinojenik

etkileri ayr1 ayr1 tespit edilebilmektedir (Vogel 1992; Frei and Wiirgler 1996).

SMART ile elde edilen sonuclarin istatistiksel analiz yontemi

Calisma sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizini Microsta bilgisayar
programi ile yapilmistir. Orijinal (null) hipotez (HO), kontrol grubu ile uygulama gruplar
arasinda herhangi bir fark olmadigini, alternatif hipotez (Ha) ise uygulama grubunda olusan
indiiklenmis mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayimina gore
degerlendirilmistir. Her iki hipotezin hesaplanmasindan elde edilen degerler; Tablo 6’ya gore
pozitif (+), zayif pozitif (z), onemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Frei and
Wiirgler 1988).
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Tablo 6. Orijinal (Ho) ve Alternatif (Ha) Hipotezlerin Degerlendirilmesi

HiPOTEZLER Ha(Alternatif)
KABUL ( 1-B) RED(B)
Ho KABUL (1-a) Onemsiz Fark (i) Negatif (-)
(Null) P=(L-a)(1-B)= 1-o-p + up P=(L-o)p= p-0p
RED(ar) Pozitif (+) Zay1f Pozitif (z)
P=a(1-B)= a- ap P=ap

Mikrofotografi

Tez kapsaminda kullanilan D. melanogaster’in mwh ve flr> mutant ergin bireylerine ait
fotograflar, stereo mikroskoba bagli 5,0 megapiksel kameraya sahip dijital fotograf

makinesiyle, SMART testi ile ilgili mutant klonlarin fotograflar1 ise kamerali 151k mikroskobu

ile ¢ekilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez calismasinda, tekstil endiistrisinde kullanilan alt1 farkli reaktif boyarmaddenin
Superfix Black NNX (SBNNX), Synacryl Black XFDL (SBXFDL), Reactive Blue 19 (RB19),
Reaktive Back 5/Stiperfix Black B(RB5/SBB), Superfix Red 3BF (SR3BF) ve Superfix Navy
Blue BF (SNBBF) genotoksik etkili olup olmadigi D. melanogaster’in mutant soylari
kullanarak Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile aragtirilmistir. Bu amagla
deneysel ¢aligmalar i¢in dncelikle kontrol grubu ve uygulama grubu olmak iizere iki ayr1 deney
seti hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak hem distile su negatif kontrol grubu hem de mutajenik
etkisi 1y1 bilinen EMS pozitif kontrol gruplari ile ¢alisilmistir. Uygulama gruplari ise tekstil
boyalarinin {i¢ farkli konsantrasyonu (150, 300, 450 ppm) ile olusturulmustur. Negatif ve pozitif
kontrol gruplarina ait elde edilen tiim sonuglar, mutant klonlar bakimindan 6nce birbirleriyle,
uygulama gruplarina ait sonuclar ise yalnizca distile su negatif kontrol grubu ile

karsilastirilmistir.

Materyal ve metod bolim basligr altinda verilen deneysel prosediire gore, iki farkl
kontrol grubu ve tiim uygulama gruplari i¢in hazirlanan hem normal hem de serrat kanat
fenotipine ait preparatlar mikroskobik olarak incelenmis ve normal kil yapisi ile mutant killarin
fotograflar1 ¢ekilmistir. Sekil 28’de D. melanogaster’in normal kanat trikomlari, Sekil 29’da
flare (flr®) bireylerin kisa, belli bir bi¢imi olmayan, kdrelmis, nokta seklinde koyu renkli kanat
trikomlart ile Sekil 30°da multi wing hair (mwh) bireylerin her kanat hiicresinden ¢ikan ii¢ veya

daha fazla sayida ¢oklu kanat trikomlar1 gortilmektedir.

Tekstil alaninda kullanilan boyarmaddelerin somatik mutasyonlar ile gergeklesen
genotoksik etkinin gostergesi olarak gézlenen mutant klonlar; kiigiik tek tip (KTT, Sekil 31),
biiyiik tek tip (BTT, Sekil 32) ve ikiz klon (Sekil 33) olarak ayrilmistir. Uygulama gruplarina
ait preparatlarin tiim kanat sektorleri (Sekil 24) mutant klonlar bakimindan incelenmis ve klon
sayilar1 kaydedilmistir. Istatiksel degerlendirmeler de ise mutant klonlar dncelikle distile su
negatif kontrol grubu ile EMS pozitif kontrol grubu arasinda, daha sonra distile su negatif
kontrol grubu ile tiim tekstil boyalarinin uygulama gruplar1 arasinda karsilastirmali olarak

yapilmustir.
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Sekil 28. D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyuna ait ergin bireylerin kanat killarinin
mikroskobik goriiniisii (10X40)

Sekil 29. flare (flr®) bireylerin kanat killarina ait mikroskobik goriintii (10X40)
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Sekil 30. multi wing hair (mwh) mutant bireylerin kanat killarina ait mikroskobik goriintii
(10X40)

Sekil 31. a ve 31b. Kiigiik tek tip (KTT) mutant klonlarin mikroskobik goriiniisii (10X40)
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Sekil 33. Tkiz mutant klonlarin mikroskobik gériiniisii (10X40)

Distile Su ve EMS Kontrol Gruplarina ait SMART Bulgular:

Normal kanat fenotipine (mwh/flr®) ait preparatlar incelendiginde, distile su negatif
kontrol grubunda 8 KTT klon gozlenmistir. Kontrol grubuna ait toplam (X) klon frekans1 0,10
olarak hesaplanmistir. Negatif kontrol grubu disinda pozitif kontrol grubu olarak belirlenen ve
mutajenik etkisi bilinen EMS uygulamasinda ise 27 KTT, 11 BTT ve 8 ikiz mutant klon
gozlenmigtir. Bu gruba ait ¥ klon frekansi da 0,57 olarak bulunmustur. EMS pozitif kontrol

grubuna ait tiim klon frekanslarinda gozlenen artis, negatif kontrol grubuna gore istatistiki



olarak pozitif etkili (+) 6nemlidir (p<0,05). Normal kanat fenotipine ait distile su ve EMS
kontrol gruplarinin Klon indiiksiyon Frekansi degerleri de (KIF) sirasiyla 0,40 ve 1,94 olarak
hesaplanmistir (Tablo 7).

Kanat benek testi i¢in serrat kanat fenotipinin (mwh/TM3) negatif kontrol grubu
olandistile su da 6 KTT klon gozlenmis ve £ klon frekansi 0,07 olarak bulunmustur. Pozitif
kontrol grubu olan EMS’de ise normal kanat fenotipinde oldugu gibi tiim klon frekanslarinda
artig goriilmistiir. 20 KTT ve 6 BTT mutant klon bulunan EMS kontrol grubunda X klon
frekans1 0,32 olarak hesaplanmustir. Distile su negatif kontrol grubu ile EMS pozitif kontrol
grubu karsilastirildigt zaman aradaki fark istatistiksel olarak pozitif etkili (+) Snemlidir
(p<0,05). Serrat kanat fenotipi i¢in hazirlanan distile su ve EMS kontrol gruplarma ait KiF
degerleri de hesaplanmis ve sirasiyla 0,30 ve 1,33 olarak belirlenmistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Distile Su ve EMS Kontrol Gruplarina ait SMART Bulgulari ve Istatistiksel Analiz Sonuglari

Pozitif ve  Kanat KTT BTT ikiz ¥ mwh Y klon Klon

negatif sayisi klon klon klon klon (m=2) indiiksiyon

konttl‘ol (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) frekansi
ruplari i

srup No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. p (KIF)

Normal kanat (Trans-heterozigot kanat - mwh/flr®)
Distile su 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,40

EMS 80 27 (0,33) + 11  (0,13) + 8 (0,10) + 38 (047 + 46  (0,57) + 1,94
(1ppm)
Serrat kanat (Dengeleyici heterozigot -mwh/TM3)
Distile su 80 6 (0,07) 0 (0,00) Dengeleyici TM3 6 (0,07) 6 (0,07) 0,30
kromozomu
(Ell\gpsm) 80 20  (0,25) + 6 (0,07) + varhginda fir’ 26 (0,32 + 26 (0,32 + 1,33

mutasyonu meydana
gelmediginden ikiz
klon gozlenmez.

No: Klon sayis1, Fr: Mutasyon frekansi, D: Istatistiki tan1, X: Toplam, (+): Pozitif (Genotoksik Etkili), (-): Negatif (Genotoksik Etkisiz), (i): Onemsiz fark, m:Tesir faktorii, Distile
su: Negatif Kontrol, EMS: Pozitif Kontrol




Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgulari
SBNNX tekstil boyasina ait SMART bulgulan

Calisma kapsaminda genotoksik etkisi arastirilan asit 6zelligi gosteren SBNNX, tekstil
boyasina ait 6n denemeler sonucu ii¢ farkli uygulama grubu (150, 300 ve 450 ppm)
olusturulmustur. Normal kanat fenotipinde (mwh/flr®) SBNNX icin en diisiik uygulama olan
150 ppm uygulama grubunda 17 KTT, 7 BTT ve 2 ikiz klon olmak iizere toplam 26 toplam
mutant klon; 300 ppm’de 20 KTT, 9 BTT ve 3 ikiz klon ve toplam 32 mutant klon gézlenmistir.
En yiiksek uygulama grubu olan 450 ppm’de ise doz artigina bagl olarak daha fazla mutant
klon olugmustur ve bunlarda 24 KTT, 10 BTT ve 5 ikiz mutantklon olarak degerlendirilmistir.
450 ppm uygulama grubunda KTT, BTT ve ikiz olmak iizere toplam 39 klon sayilmistir. Ug
uygulama grubuna ait X klon frekanslar1 da sirasiyla 0,32, 0,40, 0,45 olarak hesaplanmistir
(Tablo 8). Tablo 8’ de de goriildiigii gibi SBNNX’in i¢in 150 ve 300 ppm’de elde edilen veriler
distile su kontrol grubu ile istatistiki olarak karsilastirildiginda ikiz klon tiplerinin olusumu
p>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i) iken KKT, BTT, £ mwh klon ve X klon tipleri i¢in elde edilen
sonuclar p<0,05 diizeyinde pozitif etkili (+) bulunmustur. 450 ppm’de ise tiim klon tiplerindeki
artis p<0,05 diizeyinde dnemli ve pozitif etkilidir (+).

Elde edilen diger verilere gore bir diger degerlendirme KIF degeri icin yapilmis ve
SBNNX uygulama gruplarina ait KiF degerleri 1,22, 1,48 ve 1,74 olarak hesaplanirken distile
su kontrol grubunda bu deger 0,40’dir (Tablo 8). Artan SBNNX konsantrasyona bagli olarak
KIF degerlerindeki artis tekstil boyasinin genotoksik etkili oldugunu gdstermektedir.

SBNNX tekstil boyasinin uygulama gruplarina ait serrat kanat fenotipi (mwh/TM3) igin
de hazirlanan tiim kanat preparatlari, mutant klon olusup olusmadig1 bakimindan incelenmistir.
En diisiik uygulama olan 150 ppm’de 11 KTT, 3 BTT ve toplam 14 mutant klon; 300 ppm’de
14 KTT ve 5 BTT olmak iizere toplam 19 mutant klon ve 450 ppm’de ise 16 KTT ve 6 BTT
olmak {tizere toplam 22 mutant klon gozlenmistir. 150 ppm uygulama grubu icin elde edilen
veriler, distile su kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman sonuglar KTT, BTT igin istatistiki
olarak p>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i), £ mwh klon ve X klon tipleri igin ise p<0,05 diizeyinde
onemli ve pozitif etkili (+) bulunmustur. 300 ve 450 ppm uygulama gruplarinda ise tiim klon
tiplerinde sonuglar p<0,05 diizeyinde pozitif etkilidir (+). U¢ uygulama grubuna ait KIF
degerleri de sirasiyla 0,71, 0,97 ve 1,12 olarak hesaplanmistir (Tablo 8). Distile su kontrol
grubuna ait 0,40 olan KIF degerine gore her ii¢ uygulama grubunda serrat kanat tipinde

gozlenen KIF degeri artis1, somatik mutasyonlarin artis1 olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 8. SBNNX Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgular1 ve Istatistiki Analiz Sonuglari

Kontrol ve Kanat KTT BTT ikiz ¥ mwh ¥ klon Klon
uygulama sayisl klon klon klon klon (m=2) indiiksiyon
gruplari (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) frekansi
(ppm) No Frr.. D No F. D No Fr. D No Fr No Fr. D (KIF)
Normal kanat (Trans-heterozigot kanat - mwh/flr®)
Kontrol (distile su) 80 8 (0,10) 0 (0,00 0 (0,00 8 (0,10 8 (0,10 0,40
Kontrol (EMS) 80 27 (0,33) + 11 (013) + 8 (0,10) + 38 (047) 46 (057) + 1,94
150 80 17 (021) + 7 (008 + 2 (002 i 24 (030 26 (0,32) + 1,22
300 80 20 (025 + 9 (011) + 3 (0,03 i 29 (0,36) 32 (0,40) + 1,48
450 80 24 (030) + 10 (012) + 5 (0,06) + 34 (0,42 39 (045) + 1,74
Serrat kanat (Dengeleyici heterozigot -mwh/TM3)
Kontrol (distile su) 80 6 (0,07 0 (0,00) Dengeleyici TM3 6 (0,07) 6 (0,07) 0,30
kromozomu
Kontrol (EMS) 80 20 (025 + 6 (0,07) + varhginda fir’ 26 (0,32) 26 (0,32) + 1,33
150 80 11 (0,13) i 3  (0,03) i mutasyonu 14 (0,17) 14 (0,17) + 0,71
300 80 14 (017) + 5 (007) + meydana 19  (0,23) 19  (0,23) + 0,97
gelmediginden
450 80 16 (0200 + 6 (0,10) + ikiz klon 22 (0,27) 22 (0,27) + 1,12
gbzlenmez.

No: Klon sayisi, Fr: Mutasyon frekansi, D: Istatistiki tan1, X: Toplam, (+): Pozitif (Genotoksik Etkili), (-): Negatif (Genotoksik Etkisiz), (i): Onemsiz fark, m:Tesir faktorii



SBXFDL Tekstil Boyasina Ait SMART Bulgular

Bazik boya 6zelligi gosteren SBXFDL, calismanin ikinci tekstil boyasidir ve bu boya
icin de SBNNX tekstil boyasi ile ayn1 konsantrasyonlarda uygulama gruplar1 (Bolim 2.1.)
olusturulmustur. SBXFDL nin verileri normal kanat fenotipi (mwh/flr®) i¢in incelendiginde en
diisiik uygulama grubu olan 150 ppm uygulama grubunda 15 KTT, 5 BTT ve 2 ikiz klon olmak
tizere toplam 22 toplam mutant klon; 300 ppm uygulama grubunda 18 KTT, 8 BTT ve 4 ikiz
klon ve toplam 30 mutant klon; en yliksek uygulama grubu olan 450 ppm’de ise 20 KTT, 9
BTT ve 5 ikiz mutant klon olmak iizere 34 toplam klon gdzlenmistir. Ug uygulama grubuna ait
KIF degerleri de sirasiyla 1,02, 1,33 ve 1,48 olarak hesaplanmistir (Tablo 9). Tablo 9°da da
goriildiigi gibi 6zellikle 150 ppm uygulama grubunda tiim klon tipleri i¢in (KTT, BTT ve ikiz
klon) gozlenen artis, distile su kontrol grubu ile istatistiki olarak karsilastirildiginda aradaki
fark p>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i) iken £ mwh klon ve X klon tiplerinde pozitif etkili (+) ve
onemli (p<0,05) bulunmustur. 300 ppm’de ise yalnizca ikiz klon olusumu p>0,05 diizeyinde
onemsiz (i), KKT, BTT, £ mwh klon ve X klon tiplerinin olusumu i¢in p<0,05 diizeyinde
onemli ve pozitif etkilidir (+). 450 ppm uygulama grubunda da istatistiki sonuglar, tiim klon
tiplerinde pozitif etkili (+) ve 6nemli etkili bulunmustur (p<0,05). Distile su kontrol grubunda
KIF degeri 0,40 iken SBXFDL uygulama gruplarma (150, 300 ve 450 ppm) ait KiF degerleri
de sirastyla 1,02, 1,33 ve 1,48 olarak hesaplanmistir. Artan SBXFDL konsantrasyona bagl

olarak KIF degerlerindeki artis mutant klon uyariminin gdstergesi olarak kabul edilmektedir.

SBXFDL uygulama gruplarina ait serrat kanat preparatlar1 da incelenmis ve serrat
fenotipine (mwh/TM3) ait veriler Tablo 9’da verilmistir. Tablo 9’da da goriildiigi gibi 150
ppm’de 10 KTT, 1 BTT ve toplam 11 mutant klon; 300 ppm’de 11 KTT ve 4 BTT olmak iizere
toplam 15 mutant klon; 450 ppm’de ise 15 KTT ve 6 BTT olmak {izere toplam 21 mutant klon
gozlenmistir. Distile su kontrol grubu ile 150 ppm uygulama grubuna ait veriler karsilagtirildig:
zaman tiim klon tipleri i¢in istatistiki sonuglar p>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i) bulunmustur. 300
ppm’de KTT, BTT ig¢in sonuglar p>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i) iken £ mwh klon ve £ klon
tiplerinde p<0,05 diizeyinde pozitif etkili (+) ve 6nemli bulunmustur. 450 ppm’de ise tiim klon
tiplerine ait sonuglar pozitif etkili (+) ve énemlidir (p<0,05). Ug uygulama grubuna ait KIF
degerleri de sirastyla 0,56, 0,76 ve 1,07 olarak hesaplanmustir (Tablo 9). KIF degerlerindeki
bu artis, farkli dozlarda SBXFDL tekstil boyasinin serrat kanat fenotipinde de mutant klon

olusumunu uyardigini gostermektedir.
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Tablo 9. SBXFDL Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgular1 ve Istatistiki Analiz Sonuglart

Kontrol ve Kanat KTT BTT Ikiz X mwh ¥ klon Klon
uygulama sayisi klon klon klon klon (m=2) indiiksiyon
gruplari (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) frekansy
(ppm) No F. D No F. D No F. D No Fr. D No Fr D (KIF)
Normal kanat (Trans-heterozigot kanat - mwh/flr®)
Kontrol (distile su) 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,40
Kontrol (EMS) 80 27 (0,33) + 11 (013) + 8 (0,100 + 38 0,47) + 46 057y + 1,94
150 80 15 (0,18) i 5 (0,06) i 2 0,02 i 20 (0,25) + 22 0,27y + 1,02
300 80 18 (0,22) + 8 (0,100 + 4 (0,05) i 26 0,32 + 30 0,37) + 1,33
450 80 20 (0,25) + 9 (011 + 5 (0,06) + 29 (0,36) + 34 0,42) + 1,48
Serrat kanat (Dengeleyici heterozigot -mwh/TM3)
Kontrol (distile su) 80 6 (0,07) 0 (0,00) Dengeleyici TM3 6 (0,07) 6 (0,07) 0,30
kromozomu
Kontrol (EMS) 80 20 (0,25) + 6 0,07y + varliginda fir? 26 0,32 + 26 0,32 + 1,33
150 80 10 (0,12) i 1 (0,01) i mutasyonu 11 (0,13) i 11 (0,13) i 0,56
. . meydana
300 80 11 (0,13) i 4 (0,05) i gelmediginden ikiz 15 (0,18) + 15 (0,15) + 0,76
450 80 15 (0,18) + 6 (0,08) +  Kklon gdzlenmez. 21 (0,26) + 21 (0,26) + 1,07

No: Klon sayisi, Fr:Mutasyon frekansi, D:istatistiki tan1, £: Toplam, (+): Pozitif (Genotoksik Etkili), (-): Negatif (Genotoksik Etkisiz), (i): Onemsiz fark, m:Tesir faktorii



RB19 Tekstil Boyasina Ait SMART Bulgulari

Bu ¢aligma i¢in kullanilan bir diger tekstil boyasi RB19 asidik boya 6zelligi gostermekte
olup uygulamalar i¢in yine ayni dozlar (150, 300 ve 450 ppm) ile calisilmistir. RB19
uygulamasina ait olan veriler normal kanat fenotipi i¢in incelendiginde, en diisiik uygulama
grubunda (150 ppm) 12 KTT, 6 BTT ve 3 ikiz klon olmak {izere toplam 21 mutant klon; 300
ppm’de 14 KTT, 7 BTT ve 4 ikiz klon ve toplam 25 mutant klon gozlenmistir. En yiiksek
uygulama grubu olan 450 ppm’de ise ilk iki uygulama grubuna gore daha fazla olmak iizere 19
KTT, 8 BTT ve 6 ikiz mutant klon goriilmiis ve toplam 33 mutant klon sayilmistir. Distile su
kontrol grubunda KiF degeri 0,40 iken RB19 uygulama gruplarina (150, 300 ve 450 ppm) ait
KIF degerleri de sirasiyla 0,92, 1,07 ve 1,38 olarak hesaplanmistir (Tablo 10). Artan RB19

konsantrasyonuna bagli olarak KIF degerlerindeki artis mutant klon uyarimini gdstermektedir.

Tablo 10°da goriildiigi gibi RB19 igin 6zellikle 150 ppm’de elde edilen veriler, distile
su negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda sonuglar p>0,05 diizeyinde KTT ve ikiz klon
tipleri i¢in 6nemsiz (i) iken BTT, ¥ mwh klon ve X klon tiplerinde sonuglar p<0,05 diizeyinde
pozitif etkili ve dnemlidir (+). 300 ppm’de KTT ve ikiz klon tiplerindeki artis, istatistiki olarak
p>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i) iken BTT, £ mwh klon ve X klon i¢in sonuglar pozitif etkili ve
onemli (+) bulunmustur (p<0,05). 450 ppm’de ise tiim klon tiplerindeki artis p<0,05 diizeyinde

pozitif etkili (+) ve dnemlidir.

Uygulama gruplarimin serrat kanat fenotipine ait veriler incelendiginde ise 150 ppm
uygulama grubunda 6 KTT, 2 BTT ve toplam 8 mutant klon; 300 ppm’de 10 KTT ve 3 BTT
olmak iizere toplam 13 mutant klon; 450 ppm’de ise 14 KTT ve 5 BTT olmak iizere toplam 19
mutant klon gozlenmistir. 150 ppm uygulama grubundan elde edilen veriler, distile su kontrol
grubu ile karsilastirildigr zaman tiim klon tiplerinde sonuglar p>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i)
bulunmustur. 300 ppm’de KTT, BTT i¢in elde edilen veriler, p>0,05 diizeyinde énemsiz (i)
iken £ mwh klon ve X klon tiplerinde sonuglar yine ayni diizeyde (p<0,05) pozitif etkili ve (+)
onemlidir. 450 ppm’de ise tiim klon tiplerinde sonuglar pozitif etkili (+) ve 6nemli bulunmustur
(p<0,05). U¢ uygulama grubuna ait KIF degerleri de sirasiyla 0,40, 0,66 ve 0,97 olarak
hesaplanmustir (Tablo 10).
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Tablo 10. RB19 Uygulama Gruplarma ait SMART Bulgular1 ve Istatistiki Analiz Sonuglar

Kontrol ve Kanat KTT BTT Ikiz X mwh X klon Klon
uygulama sayisi klon klon klon klon (m=2) indiiksiyon
gruplari (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) frek.an51
(opm) No F. D No Fr. D No F. D No F. D No Fr. D (KIF)
Normal kanat (Trans-heterozigot kanat - mwh/flr®)
Kontrol (distile su) 80 8 (0,10 0 (0,00 0 (0,00 8  (0,10) 8  (0,10) 0,40
Kontrol (EMS) 80 27 (033 + 11 (013 + 8 (0100 + 38 (047) + 46  (057) + 1,94
150 80 12 (015 i 6 (007 + 3 (003 i 18 (0220 + 21 (0,26) + 0,92
300 80 14 (©017) i 7 (008 + 4 (005 i 21 (026) + 25 (0,31 + 1,07
450 80 19 (023) + 8 (0100 + 6 (007 + 27 (033 + 33 (041 + 1,38
Serrat kanat (Dengeleyici heterozigot - mwh/TM3)
Kontrol (distile su) 80 6 (0,07) 0 (0,00) Dengeleyici TM3 6 (0,07) 6 (0,07) 0,30
Kontrol (EMS) 80 20 (025 + 6 (0,07 V‘;:‘flrgnl‘zlzd‘;r?lur?, 26 (032 + 26 (032 + 1,33
150 80 6 0,07) i 2 (0,02) i mutasyonu meydana 8 (0,10) i 8 (0,10) i 0,40
300 80 10 (012 i 3  (0,03) giﬁ‘;‘gtﬁ?jﬁ;ﬁ” 13 (016) + 13 (016) + 0,66
450 80 14 (017) + 5 (0,06 + 19 (023 + 19 (023 + 0,97

No: Klon sayisi, Fr:Mutasyon frekansi, D:Istatistiki tani, , : Toplam, (+): Pozitif (Genotoksik Etkili), (-): Negatif (Genotoksik Etkisiz), (i): Onemsiz fark, m:Tesir faktorii



SR3BF Tekstil Boyasina Ait SMART Bulgulari

Asidik 6zellik gosteren SR3BF tekstil boyasi i¢in de diger boyalarla ayn1 olmak iizere
3 farkli uygulama grubu (150, 300 ve 450 ppm) olusturulmustur. SR3BF’nin normal kanat
fenotipi tizerine etkileri incelendigindeen diisiik uygulama grubunda (150 ppm) 10 KTT ve 4
BTT olmak iizere toplam 14 toplam mutant klon; 300 ppm’de 14 KTT, 7 BTT, 1 ikiz klon ve
toplam 22 mutant klon; 450 ppm’de ise KTT i¢in 16, BTT i¢in 9 ayrica 3 ikiz klon goriilmiis
ve toplam 28 mutant klon gozlenmistir. Her ti¢ uygulama grubuna ait ¥ klon frekanslarida
sirasiyla 0,17, 0,27 ve 0,35 olarak hesaplanmistir (Tablo 11).

SR3BF i¢in 150 ppm uygulama grubundan elde edilen veriler distile su kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda sonuglar ikiz klon igin negatif etkili (-), KTT, BTT, £ mwh klon ve
klon tipleri i¢in de 6nemsiz etkili (i) bulunmustur (p>0,05). 300 ppm’de KTT ve ikiz klon tipleri
icin sonuglar distile su kontrol grubuna gore p=>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i) iken BTT, £ mwh
klon ve X klon tiplerindeyine p<0,05 diizeyinde pozitif etkili (+) ve dnemlidir. 450 ppm’de ise
yalnizca ikiz klon olusumu p>0,05 diizeyinde 6nemsiz etkili (i); KTT, BTT, £ mwh klon ve X
klon i¢in de p<0,05 diizeyinde 6nemli ve pozitif etkili (+) sonuglar elde edilmistir. Ayrica
distile su kontrol grubunda KiF degeri 0,40 iken SR3BF uygulama gruplarina ait KiF degerleri
de swrasiyla 0,71, 1,07 ve 1,28 olarak hesaplanmistir (Tablo 11). Artan SR3BF
konsantrasyonuna baglh olarak KIF degerlerinde gozlenen artis, somatik mutasyonlarmn

uyarildiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.

Uygulama gruplarina ait serrat kanat fenotipinin verileri incelendiginde ise 150 ppm
uygulama grubunda yalnizca 6 KTT mutant klon gozlenmistir. 300 ppm’de 8 KTT ve 2 BTT
olmak iizere toplam 10 mutant klon; 450 ppm’de ise 11 KTT, 4 BTT vetoplam 15 mutant klon
goriilmiistiir. 150 ppm uygulama grubu icin elde edilen veriler, distile su kontrol grubu ile
karsilastirildigr zaman BTT klon tipi i¢in negatif etkili (-), KTT, £ mwh klon ve X klon
tiplerinde ise 6nemsiz etkili (i) bulunmustur (p>0,05). 300 ppm’de ikiz klon disinda hem KTT
hem de BTT klon tiplerinin olugsmasina ragmen tiim klon tiplerinde sonuglar p>0,05 diizeyinde
onemsiz (i) olarak degerlendirilmistir. 450 ppm’de ise KTT ve BTT klon tiplerinin olugsmasina
ragmen sonuglar p>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i) bulunmustur. Ancak yine en yiiksek uygulama
grubu i¢in £ mwh Kklon ve X klon tipleri ig¢in p<0,05 diizeyinde sonuglar pozitif etkili (+) ve
onemlidir. U¢ uygulama grubuna ait KIF degerleri de sirasiyla 0,30, 0,51 ve 0,76 olarak
hesaplanmustir (Tablo 11). KIF degerlerinin 6zellikle son iki uygulama grubunda (300 ve 450
ppm) kontrole gore artis gdstermis olmast da somatik mutasyonlarin diisiik seviyede olsa da

uyarildigini géstermektedir.
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Tablo 11. SR3BF Uygulama Gruplarma ait SMART Bulgular: ve Istatistiki Analiz Sonuglari

Kontrol ve Kanat KTT BTT Ikiz ¥ mwh ¥ klon Klon
uygulama sayisi klon klon klon klon (m=2) indiiksiyon
gruplari (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) freke.ms1
(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D (KIF)
Normal kanat (Trans-heterozigot kanat - mwh/flr®)
Kontrol (distile su) 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,40
Kontrol (EMS) 80 27 (033) + 11 (0,13) + 8 (0,100 + 38 0,47) + 46 (0,57) + 1,94
150 80 10 (0,12) i 4 (0,05) i 0 (0,000 - 14 (0,17) i 14 (0,17) i 0,71
300 80 14 (0,17) i (0,08) + 1 0,01 i 21 (0,26) + 22 (0,27) + 1,07
450 80 16 (0,200 + 9 (0,11) + 3 (0,03 i 25 (0,31) + 28 (0,35) + 1,28
Serrat kanat (Dengeleyici heterozigot -mwh/TM3)
Kontrol (distile su) 80 6 (0,07) 0 (0,00) Dengeleyici TM3 6 (0,07) 6 (0,07) 0,30
Kontrol (EMS) 80 20 (025 + 6  (0,07) + VE:‘I’Irg;Zd‘:?IUr?, 26 (032) + 26 (032 + 1,33
150 80 0,07) i 0 (0,000 - mutasyonu meydana 6 (0,07) i 6 (0,07) i 0,30
300 80 8 (000 i 2 (002 i giﬁ‘;‘fiﬁfﬁe‘ﬁéy 10 (012 i 10 (012 i 0,51
450 80 11 (0,13) i 4 (0,05) i 15 (0,18) + 15 (0,18) + 0,76

No: Klon sayisi, Fr: Mutasyon frekans1, D: Istatistiki tan1, X: Toplam, (+): Pozitif (Genotoksik Etkili), (-): Negatif (Genotoksik Etkisiz), (i): Onemsiz fark m:Tesir faktorii



SNBBF Tekstil Boyasina Ait SMART Bulgular

SNBBEF tekstil boyas1 da asidik tekstil boyalarindan birisi olup diger boya uygulama
gruplar ile ayn1 konsantrasyonlarda (150, 300 ve 450 ppm) calisilarak mutajenik etkili olup
olmadig1 degerlendirilmistir. Normal kanat fenotipi i¢in SNBBF nin verileri incelendiginde en
diisiik uygulama grubu olan 150 ppm uygulama grubunda 9 KTT ve 4 BTT olmak {izere toplam
13 toplam mutant klon gézlenmistir. 300 ppm’de 12 KTT ve 5 BTT gozlenmis ve toplam
mutant klon 17; 450 ppm’de ise 15 KTT, 7 BTT ve 2 ikiz mutant klon goriilmiis ve toplam
mutant klon sayisi1 24 olarak hesaplanmistir. Elde edilen verilere gore ti¢ uygulama grubuna ait
¥ klon frekanslar1 da sirasiyla 0,17, 0,21 ve 0,30 olarak bulunmustur(Tablo 12).

SNBBF i¢in 150 ppm uygulama grubundan elde edilen veriler, distile su kontrol grubu
ile karsilastirildiginda sonuglar ikiz klon i¢in negatif etki (-), KTT, BTT, ¥ mwh klon ve X klon
tiplerinde 6nemsiz etki (i) gostermistir (p>0,05). 300 ppm’de ikiz klon p>0,05 diizeyinde
negatif etkili (-), KTT p>0,05 diizeyinde 6nemsiz etkili (i), BTT, £ mwh klon ve X klon ise
pozitif etkili (+) ve 6nemli bulunmustur (p<0,05). 450 ppm’de de KTT ve ikiz klon tipleri igin
istatistiki sonuglar 6nemsiz etkili (i) iken (p>0,05) BTT, ¥ mwh klon ve X klon tiplerinde
onemli ve pozitif etki (+) gozlenmistir ( p<0,05). Tiim klon tipleri gdz Oniline alinarak
hesaplanan KIF degeri de distile su kontrol grubu igin 0,40 iken SNBBF uygulama gruplarina
aitolmak tizere bu degerler 0,66, 0,87 ve 1,11 olarak bulunmustur (Tablo 12). SNBBF’nin artan
konsantrasyonu ile somatik mutasyonlarin artis1 arasinda gézlenen pozitif korelasyon diger tim

boya uygulama gruplarinda da goriilmistiir.

SNBBF uygulama gruplarina ait serrat kanat fenotipi i¢in de hazirlanan kanat
preparatlar1 incelenmis ve 150 ppm uygulama grubunda yalnizca 6 KTT; 300 ppm’de 7 KTT,
2 BTT toplam 9 mutant klon; 450 ppm’de 8 KTT, 3 BTT olmak iizere toplam 11 mutant klon
gozlenmistir (Tablo 12). Tim uygulama gruplarindan elde edilen veriler ile karsilastirildigi
zaman yalnizca 150 ppm BTT klon olusumu negatif etkili (-) iken diger uygulama gruplarinin
hepsinde KTT ve BTT igin elde edilen degerler 6nemsiz etkili (i) bulunmustur (p>0,05). Ayrica
serrat kanat icin KIF degerleri de uygulama gruplar igin sirastyla 0,30, 0,46, 0,56 olarak
hesaplanmistir ve distile su kontrol grubuna ait 0,30 olan KIiF degerine gore yalmzca 300 ve

450 ppm de klon uyarimi gozlenmis.
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Tablo 12. SNBBF Uygulama Gruplarma ait SMART Bulgular: ve Istatistiki Analiz Sonuglari

Kontrol ve Kanat KTT BTT Ikiz ¥ mwh X klon Klon
uygulama sayisi klon klon klon klon (m=2) indiiksiyon
gruplari (m=2) (Mm=5) (m=5) (m=2) frekans:
(ppm) No F. D No F. D No Fr. D No Fn No Fr. D (KIF)
Normal kanat (Trans-heterozigot kanat - mwh/flr®)
Kontrol (distile su) 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,40
Kontrol (EMS) 80 27 (0,33) + 11 0,13) + 8 (0,00 + 38 (0,47) 46 (0,57 + 1,94
150 80 9 (0,11) i 4 (0,05) i 0 (0,000 - 13 (0,17) 13 0,17) i 0,66
300 80 12 (0,15) i 5 006 + 0 (0,000 - 17 (0,21) 17 0,21) + 0,87
450 80 15 (0,18) i 7 (0,08) + 2 0,02 i 22 (0,27) 24 (0,30) + 1,11
Serrat kanat (Dengeleyici heterozigot -mwh/TM3)
Kontrol (distile su) 80 6 (0,07 0 (0,00) Dengeleyici TM3 6 (0,07) 6 (0,07) 0,30
kromozomu
Kontrol (EMS) 80 20 (0,25) + 6 0,07y + varliginda fir? 26 (0,32) 26 (0,32) + 1,33
150 80 6 (0,07) i 0 (0,000 - mutasyonu 6 (0,07) 6 (0,07) i 0,30
; meydana .
300 80 7 (0,08 i 2 (0,02) gelmediginden ikiz (0,11) 9 (0,11) i 0,46
450 80 8 (0,10) i 3 (0,03) i klon gozlenmez. 11 (0,13) i 11 (0,13) i 0,56

No: Klon sayisi, Fr: Mutasyon frekansi, D: Istatistiki tan1, £: Toplam, (+): Pozitif (Genotoksik Etkili), (-): Negatif (Genotoksik Etkisiz), (i): Onemsiz fark m:Tesir faktorii



RB5/SBB Tekstil Boyasina Ait SMART Bulgular:

Sunulan c¢alismanin son tekstil boyasi olan RB5/SBB de asidik bir boya olarak
kullanilmistir. Farkli dozlarda uygulanan (150, 300 ve 450 ppm) RB5/SBB’nin normal kanat
fenotipi verileri incelendiginde, 150 ppm uygulama grubunda 8 KTT, 2 BTT ve toplam 10
mutant klon; 300 ppm’de 13 KTT, 5 BTT ve toplam 18 mutant klon; 450 ppm’de ise 15 KTT,
6 BTT ve 2 ikiz klon olmak iizere toplam 23 mutant klon gézlenmistir. Ug uygulama grubuna
ait X klon frekanslar1 da sirasiyla 0,12, 0,22 ve 0,28 olarak hesaplanmigtir (Tablo 13).

Normal kanat fenotipine ait elde edilen veriler distile su kontrol grubu ile istatistiki
olarak karsilastirildiginda sonuglar 150 ppm uygulama grubunda ikiz klon i¢in negatif etkili
(-) iken KTT, BTT, £ mwh Klon ve X klon tiplerinde 6nemsiz etkili (i) bulunmustur (p>0,05).
300 ppm’de KTT ve ikiz klon olusumu p>0,05 diizeyinde sirasiyla 6nemsiz (i) ve negatif etkili
(-) iken BTT, ¥ mwh klon ve X klon olusumu istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde pozitif etkili
(+) ve 6nemlidir. 450 ppm’de ise yalnizca BTT, £ mwh klon ve X klon olusumuna ait istatistiki
degerler, p<0,05 diizeyinde pozitif etkili (+) ve dnemli bulunmustur. Ayrica tiim kontrol ve
uygulama gruplari i¢in KIF degerleri de hesaplanmus ve distile su kontrol grubu igin 0,40 olan
bu deger, RB5/SBB uygulama gruplari igin sirasiyla 0,51, 0,92 ve 1,07 olarak bulunmustur.
Artan RB5/SBB konsantrasyonuna bagli olarak KIF degerlerinde gdzlenen bu artis, normal

kanat fenotipine ait somatik mutasyonlarin uyarimi olarak degerlendirilmistir.

Uygulama gruplarinin serrat kanat fenotipi i¢in gozlenen verileri, 150 ppm uygulama
grubunda yalnizca 7 KTT; 300 ppm’de 8 KTT ve 1 BTT olmak iizere toplam 9 mutant klon;
450 ppm’ de ise 9 KTT, 1 BTT olmak iizere toplam 10 mutant klon seklindedir. Uygulama
gruplarindan elde edilen veriler, distile su kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman tiim klon
tiplerinde sonuglar yalnizca 150 ppm BTT i¢in negatif etkili (-), diger tiim uygulamalar ve tiim
klon tipleri i¢in p>0,05 diizeyinde 6nemsiz etkili (i) bulunmustur. Serrat kanat fenotipi igin
uygulama gruplarina ait KIF degerleri de hesaplanmistir. Tablo 13’te te goriildiigii gibi,
uygulama gruplari i¢in sirayla 0,35, 0,46 ve 0,51 olan bu degerler, distile su kontrol grubuna
(0,30) gore artmistir ve bu da somatik mutasyonlarin diisiik nispette de olsa uyarilmis oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 13. RB5/SBB Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgular1 ve Istatistiki Analiz Sonuglari

Kontrol ve Kanat KTT BTT ikiz ¥ mwh ¥ klon Klon
uygulama sayisi klon klon klon klon (m=2) indiiksiyon
gruplar (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) frekans:
(ppm) No Fr. D No F. D No Fr. D No Fn No Fr. D (KIF)
Normal kanat (Trans-heterozigot kanat - mwh/flr®)
Kontrol (distile su) 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,40
Kontrol (EMS) 80 27 (033 + 11 (013) + 8 (0,100 + 38 (0,47 46  (0,57) + 1,94
150 80 8 (0,10) i 2 0,02) i 0 (0,000 - 10 (0,12 10 (0,12 i 0,51
300 80 13 (0,16) i 5 0,06 + 0 (0,000 - 18 (0,22 18  (0,22) + 0,92
450 80 15 (0,18) i 6 0,07 + 2 (0,02 i 21 (0,26) 23 (0,28 + 1,07
Serrat kanat (Dengeleyici heterozigot -mwh/TM3)
Kontrol (distile su) 80 6 (0,07 0 (0,00) Dengeleyici TM3 6 (0,07) 6 (0,07) 0,30
kromozomu
Kontrol (EMS) 80 20 (025) + 6 (0,07) varliginda fir? 26 (0,32) 26 (0,32) + 1,33
150 80 7 (0,08 i 0 (0,000 - mutasyonu 7 (0,08) 7 (0,08) i 0,35
: meydana :
300 80 8 (0,100 i 1 (0,01) gelmediginden ikiz (0,112) 9 (0,112) i 0,46
450 80 9 (011) i 1 0,01) i klon gozlenmez. 10  (0,12) i 10 (0,12 i 0,51

No: Klon sayisi, Fr: Mutasyon frekans1, D: Istatistiki tan1, X: Toplam, (+): Pozitif (Genotoksik Etkili), (-): Negatif (Genotoksik Etkisiz), (i): Onemsiz fark, m:Tesir Faktorii



TARTISMA

Diinya genelinde ¢esitli endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilan 10.000 cesit
pigment ve boyarmaddenin bulundugu Zollinger (1987) tarafindan rapor edilmistir. Tim
endiistriyel alanlarda oldugu gibi tekstil endiistrisinde de kullanilan boyarmaddeler, ¢cevreden
gelen 1s1, nem, pH gibi degisikliklere kars1 dayanikli olarak gelistirilmektedir (Hendrickx and
Boardman 1995). Bu nedenle boyanin ¢ogu elyaf/lif iizerinde emilerek kalic1 hale gelir. Ancak
sabitlenmeyen boya, boyama sonrasi yikama islemi sirasinda atik suya gitmektedir ve ¢cogu
zaman geleneksel islemlerle bu boyalarin alict ortama verilmeden aritilmasi da miimkiin
olamamaktadir (Chequer et al. 2013). Tablo 1’de de goriildiigi gibi boyalarin ¢oztniirliklerini
ve boyama 6zellliklerini artirmak i¢in kursun, kadmiyum, civa, kobalt, nikel gibi agir metaller,
formaldehit bazli boya sabitleme maddeleri, hidrokarbon bazli yumusaticilar gibi diger zararh
kimyasallarin da boya ile birlikte desarj ortamina verilmesi ve biyolojik olarak
parcalanmalarinin ¢ok uzun zaman alabilmesi tekstil atiklarini son derece toksik hale
getirmektedir. Bu tip maddelere siirekli maruz kalinmasi ya da diizenli olarak canli sistemlere
alinmalar1 da toksisiteye yol agmaktadir. Toksisite, herhangi bir toksik maddenin belirli bir

miktarmin herhangi bir canliya vermis oldugu zararin 6l¢iisii olarak tanimlanmaktadir.

Toksisiteye sebep olan maddeler ya organik (dogal) ya da sentetik olabilirler. Eger
bahsedilen toksik maddeler organik ise bunlar bitkisel ya da hayvansal (omurgali ya da
omurgasiz) orjinli ve ¢cogunlukla bir bireyin hayatta kalmasi, gelismesi veya ciftlesmesi ile
yakindan ilgili olmayan, bunun yerine kendini savunmasma yardimci olan ve sekonder
metabolit olarak da tanimlan anorganik molekiillerdir ve toksin (zehir) olarak tanimlanirlar.
Toksin toksisitesi ise yaban arist sokmas1 gibi kiiciik veya botulinum toksini gibi alerjik
reaksiyonlara hatta septik soklara dayali olarak aninda dldiiriicti olabilecek kadar genis bir
perspektif gostermektedir. Bu tip organik maddeler, insan veya hayvansal dokularla temas
ettiklerinde, dokular tarafindan emildiklerinde, enzimler veya hiicre sensorleri gibi
biyomolekiillerle ket vurucu olarak etkilesime girdiklerinde normal hiicresel islevi engelleyerek
ya da hiicrelerin biiylime seklini degistirerek neoplazma (yeni ur olusumu) neden olabilen
herhangi hemotoksin, nekrotoksin gibi kii¢iik maddeler, peptitler veya proteinler olabilirler.
Bir¢ok toksik madde; ekosistemde atmosfere, topraga ve suya karisip orada yetisen bitkilere ya

da onlarla beslenen hayvan ve insanlara besin zinciri yoluyla gegebilmektedir.
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Ancak ilk kez Ludwig Brieger (1849-1919) tarafindan kullanilmis olan toksikant terimi
ise (zehirleyici maddeler) insan yapimi, organik olmayan pestisitler, bisfenol, asbest, ticari atik
maddeler veya tez ¢calismamiza konu olan sentetik boyarmaddeler gibi mutajen, rekombinojen
ya da kanserojen olabilen maddelerdir. Bu tip zehirli ve tehlikeli maddeler biyolojik olarak
degil insanlar tarafindan yapay prosediirlerle tiretilirler. Kullanim sonrasi ise dogrudan ya da
dolayl olarak sektorel alanlarin disina yani dogaya az veya ¢ok olarak salinmakta ve ekosistem

tizerinde pek cok olumsuz etkilere sebep olmaktadirlar.

Diinyada artan niifusa paralel olarak yasama dair ihtiyaglarin artis1 ile birlikte
endiistrinin gelismesi, toksikant olarak tanimlanan boyarmaddelere ¢esitli canlilar ve 6zellikle
insanlarm maruziyetini artirmistir. Insan ve hayvan saghigi icin tehdit olusturan son derece
toksik ve hatta kanserojen bir¢ok sentetik boya sinifi vardir (Tablo 1). Boyarmaddelere ait
toksisitesinin etkileri kromozomal aberasyonlar ya da gen mutasyonlarina bagli olarak kalitsal
hastaliklar yoluyla daha ileri nesillere taginabilmekte ve gostergesi konjenital malformasyonlar

(dogumsal kusurlar) olabilmektedir (Yagub et al. 2014).

Sharma and Sobti (2000) tarafindan Hindistan’da yaygin olarak kullanilan dort farkli
boyanin (Sulphur Red Brown 360, Jade Gren 2G, ReactofixTurquoise Blue 5SGFL ve Direct
Scarlet 31 4BS) prokaryotik organizmalarda (Bacillus subtilis) doz artisina bagli olarak
biiyiimeyi inhibe ettigi gozlenmistir. Igeriginde boyarmadde bulunan atik sularin genotoksik
etkilerinin Allium testi (genotoksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilan kisa siireli in vivo
yontemlerinden birisi) ile arastirildig: bir baska calismada, 6zellikle kagit sanayi atik sularinin
oldukgca toksik etkili oldugu Nielsen and Rank (1994) tarafindan bildirilmistir. Yine Murugesan
and Haniffa (1992), tekstil sanayi atiklarinin Heteropneustes fossilis’in (yayin baligi) dokular
tizerindeki etkilerini incelenmis ve yumurta hiicrelerinde RNA ve protein miktarinin azaldigini,
oogenezde oogoniumlarin ¢ekirdeklerinin pargalandigini ve cekirdekgiklerin kayboldugunu
belirlemistir. Marwari and Khan (2012)’1n yapt1g1 ¢alismaya gore, tekstil atik suyu ile muamele
edilen domates bitkisinde toplam klorofil, karbonhidrat, protein ve nitrojen igerigi 6nemli
Ol¢iide azalmistir. Benzeri bir c¢alisma reaktif fitalosiyanin mavi ve reaktif siyah 5
boyarmaddeleri ile Phaseolus vulgaris (fasiilye) bitkisinde yapilmis ve uygulama gruplarinda

kontrole kiyasla toplam karotenoid igeriginin de azaldig1 gézlenmistir (Kaya 2007).

Tekstil boyasi olarak kullanilan DB15’in de bir ¢esit mikro alg olan Pseudokirchneriella
subcapitata’da karotenoid miktarini azalttig1 gézlenmistir (Hernandez-Zamora and Martinez-
Jeronimo 2019). Direct Black 38 (DB38) ve Reactive Blue 15 (RB15) tekstil boyalarinin
hayvansal ve bitkisel organizmalarda akut toksik ve genotoksik etkilerinin aragtirildig: bir baska

calismada, Cucumis sativus (salatalik), Lactuca sativa (marul) ve Lycopersicon esculentum
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(domates)’da, cimlenme ve kok uzamasinda bu boyalarin sebep oldugu herhangi bir toksik etki
gozlenmemistir (de Oliveira et al. 2018). Ancak 42 gesit ticari tekstil boyasinin sucul toksisitesi,
Daphnia manga (su piresi) ve Raphidocelis subcapitata (bir ¢esit yesil alg) kullanilarak Croce
et al. (2017) tarafindan arastirilmis ve tiim boyalarin her iki grupta ozellikle alglerde toksik

etkili oldugu bildirilmistir.

Tekstil boyasi olarak kullanilan San G-GELB-GLE, Red FBL, Blue FGRL ve Black
FDL boyalarinin genotoksik etkileri, énemli genetik model organizmalardan birisi olan
D.melanogaster’de Eroglu Dogan (2002) tarafindan da arastirilmis ve bu boyalarin mutajenik
oldugu bildirilmistir. Ozata (2006) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada da, yine baz1 tekstil
boyalarinin D.melanogaster iizerinde hem toksik hem de genotoksik etkileri arastirilmis ve
kullanilan tiim tekstil boyalarmin uygulama gruplarinda hayatta kalis oranini azalttigi ve
somatik mutasyonlar1 uyardigi tespit edilmistir. Gida endiistrisinde kullanilan tatrazin,
amaranth, sunset yellow ve ponceau 4R gibi azo boyalarin D. melanogaster’in Oregon-R
yabanil soyunda 6miir uzunlugu iizerine etkileri Uysal et al. (2017) tarafindan arastirilmis ve
bu boyalarin hem disi hem de erkek popiilasyonunda ortalama ve maksimum 6miir uzunlugunu
azalttign belirlenmistir. Oztiirk ve Uysal (2021, 2022), D.melanogaster’in erkek ve disi
popiilasyonlarinda ergin bireylerin 6miir uzunlugunu kronik uygulanan bazi sentetik
boyalarinin kisalttigin1 gézlemislerdir. Yine ayni arastirmacilar tarafindan bu boyalarin gogiis
segmentlerinde, bacak ve kanat gibi ekstremitelerde fenotipik olarak gozlenebilen
deformitelere sebep oldugu, boyarmaddelerin doz artigina bagl olarak larval toksisiteyi ve
konjenital malformasyonlar: arttigi da bildirilmistir. Benzeri sonuglar, Sahin and Tiirkoglu
(2014) tarafindan da gozlenmistir.Yine Direct Yellow 86, Direct Orange 39, Direct Blue 200,
Direct Yellow 142 ve Direct Red 243 gibi sentetik boyarmaddelerin farkli dozlari da farelerde
mutajenik etkili bulunmustur (Senel vd 2012).

Xenopus leavis embriyolar1 iizerine astrazon kirmizi, astrazon mavi, remazol kirmizi,
remazol turkuaz mavi, cibacron kirmizi ve cibacron mavi boyalarinin toksik etkisi Birhanli and
Ozmen (2005) tarafindan rapor edilmistir. Bu calismada test edilen tiim boyalarin embriyo
gelisimini baskiladig1 ve Xenopus iribaslarinda ¢esitli tipte yapisal bozukluklarin ortaya ¢iktigi
belirtilmistir. Danio rerio (zebra baligi) embriyolarinin Reactive Blue 203 (RB203) ve
Maxillon Blue 5G (MB5G) tekstil boyalari ile 96 saat muameleye tabi tutulmasi sonucunda
olusan toksik/genotoksik etkilerin incelendigi arastirmaya gore, her iki boya da genotoksik
etkili bulunmus ve ergin bireylerde mikroftalmi, perikardiyal 6dem ve kavisli viicut yapisi gibi
gelisimsel anomaliler olusmustur. Koktiirk et al. (2021)’a gére, RB203 maruziyeti sonrasinda

beyinde 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG9) ekspresyonundaki artisa bagli olarak
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oksidatif stres de gozlenmistir. Oksidatif stres ise canlilarda DNA hasarina, bu da mutasyon ve

hatta dmiir uzunlugunda kisalmaya ve 6liime sebep olmaktadir.

Hem prokaryotik hem de 6karyotik canlilar i¢cin boyarmaddelerden kaynaklanan bu tip
riskli durumlar, tekstil is kolunda g¢alisan insanlarda da solunum yolu hastaliklar1 seklinde
kendini goOstermektedir. Ayrica ikinci deri olarak kabul edilen giysilerimizin ve ev
mobilyalarimizin ¢ogu sentetik boyalarla renklendirildigi i¢in, siirekli temas halinde
oldugumuz boyalarin deri yoluyla canli sisteme niifus edebilmesi bu boyalara ait olas1 toksik
etkilerin olabilecegini de akillara getirmektedir. Bu is kolunda calisan kisilerde 6zellikle
solunum yolu hastaliklarindan olan mesleki astim ve endiistriyel kronik bronsit olgularina
siklikla rastlanilmaktadir. Tekstil is kolunda 6zellikle boya iiretimi ve kullanimi olan is yerleri,
astim agisindan yiiksek riskli yerler olarak degerlendirilmektedir (Araujo and Monteiro 2005).
Tekstil boya sanayisinde ¢alisan 135 is¢inin akut ve kronik solunum sikayetleri nedeniyle
akciger fonksiyonlar1 incelenmis ve hastalarin tiimiinde boyaya maruz kalinan doz ve siireye
bagl olarak akut ve kronik solunum bozukluklarin gelistigi, dispne (nefes darligi) ve rinit
(burun i¢i mukozanin inflamasyonu (iltihaplanmasi) goriilme sikliginin arttig1 ayrica akciger
ventilasyon kapasitesinin (bir dakikada alinan hava miktar1) de azaldigi tespit edilmistir (Zuskin
et al. 1997). Hindistan’in Sanganer kasabasinda tekstil endiistrisinde ¢alisanlarin klinik
incelemesinin yapildig1 bir bagka arastirmada da tiiberkiiloz, kronik bronsit, astim, mesane

kanseri, kontakt dermatit ve gozlerde tahris rapor edilmistir (Mathur et al. 2005).

Sunulan bu tez ¢aligmasinda tiim boyarmadde uygulama gruplarinda artan
konsantrasyona bagli olarak mutant klonlarin da arttig1 gézlenmistir. Daha 6nce yapilan pek
cok arastirmanin sonuclari, boyarmaddelerin oksidatif stresi artirdigi yoniinde bilgiler
vermektedir. Son zamanlarda siklikla telafuz edilen oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) artis1 ile birlikte biyolojik sistemin reaktif ara maddeleri detoksifiye etme veya ortaya
cikan hasart onarma yetenegi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir. Oksidatif strese
sebep olan siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, ozon, oksijen, nitrik oksit,
hipoklorit, perksil radikali, hidroperoksit, bakir ve demir iyonlar1 gibi ROT’lar tiim canlilarda
oncelikli olarak hiicrelerin bozulmasina sebep olmaktadir. Organizma kronik olarak bu tip
radikallerden kaynaklanan strese maruz kaldig1 zaman, viicutta uzun vadede doku hasarlar1 ve
buna bagh hastaliklar gériilebilmektedir. Ozellikle insanlarda kas, kalp, damarlar, beyin, cilt
gibi organ ve dokularda, romatizmal, pulmoner, sindirim, kardiyovaskiiler, diyabet, bobrek
yetmezligi ve kanser gibi hastaliklar ile Parkinson, Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklar
da tesvik edici olarak ifade edilmektedir. Bahsedilen tiim hastaliklar i¢in farkli klinik bulgulara

sebep olabilen oksidatif stres, viicutta serbest radikallerdeki artis veya antioksidanlardaki
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azalma nedeniyle hiicrelerde bir dengesizlik durumu olarak da tanimlanabilmektedir. Serbest
radikaller ise bir¢ok fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar ya da normal hiicre metabolizmasi
sirasinda olusabilen, eslesmemis bir elektronu bulunan protein, lipid ve niikleik asit gibi onemli
organik molekiilleri tahrip edecek reaksiyonlar1 baglatabilecek kararsiz reaktif molekiillerdir.
Viicuttaki miktari, antioksidanlardan daha fazla diizeye yiikselirse organik maddelerin yikim
siireci baslayacaktir. Ozellikle sigara, enfeksiyon, iltihabi durumlar, stres, uykusuzluk, UV
1sinlarina maruz kalma, kirlilik, alkol ve sagliksiz besinler serbest radikallerin olusumunu ve

miktarini artirmaktadir.

Tez c¢alismamiz sirasinda sentetik boyarmaddelerin (SBNNX, SBXFDL, RB19,
RB5/SBB, SR3BF, SNBBF) artan dozlar ile uygulama gruplari olusturulmustur (Tablo 8-13).
Elde edilen SMART bulgulari, tiim boyarmaddelerin artan konsantrasyona (150, 300 ve 450
ppm) bagli olarak mutant klon frekansini artirdigini gostermistir. Materyal ve metot kisminda
da deginildigi gibi tim ¢aligmalarimiz siiresince Drosophila kiiltiirlerine ait SDB igerigi, 1s1 ve
bagil nem sabit tutulmustur. Cevresel kirletici toksikantlardan birisi olan boyarmaddeler ise
D.melanogaster i¢in hazirlanan besiyerindeki tek degiskendir. Bu nedenle KTT, BTT ve ikiz
klon gibi mutant klonlarin olusumundaki artisi, besiyeri ortamindaki tek degisken olan
boyarmaddelere atfetmek miimkiindiir. Ayrica yine bu maddelere bagli olarak hiicresel diizeyde
oksidatif stresin ve strese sebep olan ROT’larin artacagi kuvvetle muhtemeldir. Tim bu
muhtemel artislarin hiicresel diizeydeki gostergesi ise “sunulan tez ¢aligmasindaki klastojenik
hatalara’kromozomal aberasyonlara dayali olarak somatik mutasyonlarin uyarilmas: ve KTT,
BTT ve ikiz klon gibi mutant klon frekanlarinin en yiiksek uygulama gruplarinda hem diger
uygulama gruplarina hem de kontrol grubuna gore artis géstermesidir” diyebiliriz (Tablo 7-13).
SMART sonucu gozlenen KTT ve BTT gibi tek tip klonlar DNA’da transisyonal,
transversiyonal, insersiyonal veya delesyon tipi nokta mutasyonlarla, delesyon, translokasyon,
kromozom kaybi ya da ayrilmamasi gibi klastojenik etkiler ve mitotik rekombinasyonlarla, ikiz
klonlar ise sadece ii¢iincii otozomun sentromeri ve flr® geni arasindaki mitotik rekombinasyon
ile olugsmaktadir (Graf et al. 1998). Sentetik tekstil boyalarina maruz kalan trans heterozigot
larvalardan elde edilen ergin Drosophila’nin kanat yapisindaki klonlarda olusan farkliliklar,

oksidatif stres sonucu indiiklenen somatik mutasyonlarin fenotipe yansimasidir.

Rai et al. (2005)’a gore, Dispers Blue 291 boyast DNA’da insersiyon veya delesyona
sebep olarak genetik kodda hata olusturmaktadir. Rai et al. (2005)’in bu ¢alismasi, uygulama
gruplarinda kullanmis oldugumuz alt1 farkli tekstil boyasinin somatik hiicrelerde meydana
getirdigi oksidatif strese dayali hasarlarin, DNA yapisinda degisikliklere neden olabilecegi ve

bunun da mutant klon olusumunu indiikledigi goriistimiizii desteklemektedir. Somatik
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hiicrelerde mitoz boliinme esnasinda kromozomlar birbirinden bagimsiz olarak replike olurlar
ve mitoz boliinmede rekombinasyon beklenilmeyen/goriilmeyen bir durumdur. Ancak c¢esitli
toksikantlara bagli olarak somatik hiicrelerde meydana gelen mitotik rekombinasyon, hem tek
tip klonlarin (BTT ve KTT) hem de ikiz klonlarin olusumuna yol agmaktadir. Mutant klonlarin
olusumu da tarafimizdan “tekstil boyalarinin hem mutajenik hem de rekombinojenik oldugunun
gostergesi” olarak kabul edilmektedir. Ayrica Graf et al. (1998)’a gore, somatik mutasyonlar
hiicre boliinmelerinin yogun oldugu erken embriyonal evrelerde gerceklesirse mutant
hiicrelerin sayis1 da artmaktadir. Uygulamalardan elde ettigimiz veriler, Graf et al. (1998)’1n bu
goriisiiyle uyumludur ve tekstil boyalarinin artan dozlar ile benek sayisi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu Tablo 8-13’de goriilmektedir. Kullanilan boyalarin genotoksisitesi iginde
belirlenen dominansi sirast SBNNX > SBXFDL > RB19 > SR3BF > SNBBF > RB5/SBB
seklindedir.

Somatik mutasyonlarin meydana gelmis olmasi o nesil ve o nesildeki bireylerle sinirl
olsa bile TP53 geninin de mutasyona ugramis olabilecegi kuvvetle muhtemeldir. Ciinkii bu gen,
timor proteini pS3 adi verilen bir proteinin sentezlenmesi i¢in kodlanmistir. pS3 proteini de bir
timor baskilayic1 (supressor) olarak islevseldir ve hiicrelerin biliylimesini ve ¢ok hizli
cogalmasin1 kontrol altinda tutar/engeller. p53 proteini, dogrudan DNA'ya bagli olarak is
gordiigii icin “DNA'nin koruyucusu, genomun gardiyani” olarak da tanimlanmaktadir. Bir
hiicredeki DNA, herhangi toksik, karsinojenik ya da mutajenik ajanlardan zarar goriirse bu gen
ve genin iriinii olan protein, DNA'nin tamir edilecegini veya hasar goren hiicrenin programli
hiicre 6liimiine (apoptoz) gidip gitmeyecegini belirler. Ayrica mutasyona ugramis ya da hasar
goren DNA'nin boliinmesini de engelleyerek tiimor gelisimini 6nlemeye yardimer olur. Ancak
tekstil boyalarina ait par¢alanma iiriinlerinin Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan toksik ve
kanserojenik olarak tanimlanmis olmasi ve bu boyalar ile yapilan farkli g¢alismalarda
mutasyonlarin tetiklediginin ifade edilmesi ve kendi tez calismamizda da somatik
mutasyonlarin  gbézlenmis olmasi1 bize TP53 geninin de etkilenmis olabilecegini

distindiirmektedir.

Literatiir bilgileri dogrultusunda daha once yapilan arastirmalarin ve kendi
calismalarimizdan elde ettigimiz sonuglarin 1s181inda sunu sdyleyebiliriz ki en fazla boyarmadde
atiklarima sahip olan tekstil endiistrisine ait tesislerin ilk kurulusu asamasinda giiniimiiz
teknolojileri ile donatilmis aritma sistemlerine sahip olmasi gerek sarttir. Bu gereklilik,
sonradan aritma/filtreleme sistemleri yapilmasi i¢in hem kurulumlarindan hem de farkli devlet
kuruluglar1 tarafindan miieyyide uygulanmasindan daha kolay goriinmektedir. Ciinkii hem

ekilebilir tarima elverisli arazilerin hem de saglikli, temiz ve kullanilabilir su kaynaklarinin

79



bliylik 6l¢iide azaldig1 giinlimiizde, atik sulardan kirleticilerin giderilerek kullanilabilir sularin
elde edilmesi olduk¢a Onemli bir konudur. Son yillarda 6zellikle gelismis {iilkeler hem
sanayilesmek hem de g¢evreyi korumak admna tedbirlerini daha da artirmaktadirlar.Yapilan
bilimsel caligsmalar, tekstil sanayisinde kullanilan boyalarin, yardimci kimyasallarin, agir
metallerin, boya hizlandiricilar ve dioksinlerin (Altun Colak and Uysal 2018) canlilar {izerinde
toksik, karsinojenik ve mutajenik etkiler yarattigin1 gostermektedir. Ozellikle tekstil liflerinin
boyanmasinda kullanilan bazi sentetik boyalar indirgenerek amin gibi karsinojenik bilesiklerin
olusmasina neden olmaktadir. Tiim bu olumsuz durumlara ragmen giiniimiizde tekstil piyasasi,
diinyanin her alaninda en ¢ok ihtiya¢ duyulan sektorlerden biri olarak yerini korumaktadir.
Maalesef bu anlamda da ¢evreyi en ¢ok kirleten ve alici ortamlarda giderimi son derece gii¢
olan ¢evresel atiklarin olusmasina sebep olan bu sektor florayi, faunayi, sucul ve karasal

ekosistemleri etkilemektedir.

Bize miras olarak kalan diinyay1 korumak, bu mirasa sahip ¢ikabilmek, Diinya’nin
gittikge artan sessiz ¢igliklarini duyabilmek bizlerin en 6nemli gorevleri arasindadir. Bu yiizden
Diinya da siirdiirebilirligin saglanmasi, kendi ihtiyaglarimizi karsilarken gelecek nesillerin
ithtiyaclarmi karsilama firsatlarim1 ortadan kaldirmamaktir. Siirdiiriilebilir teknoloji, dogal
kaynaklar1 gozeten, ekonomik ve sosyal kalkinmayi tesvik eden modern teknolojileri
tanimlayan bir terimdir. Bu teknolojilerin amaci, ¢evresel ve ekolojik riskleri biiyiik Olciide
azaltmak, ekolojik biitiinliigii korunmak, diinyanin dogal sistemlerinin dengede tutulmasi ve
icindeki dogal kaynaklarin insanlar tarafindan kendilerini yenileyebilecekleri oranda

tiketilmesine katkida bulunabilmektir.
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